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Resumen

Titulo: Estudio de la composicidén quimica y evaluacion de la capacidad fotoprotectora in vitro
contra la radiacion UVA y UVB de extractos de algunas plantas medicinales cultivadas en
Colombia*.

Autora: Sheylla Tatiana Reyes Atuesta **

Palabras clave: Achyrocline saturejoides, Achyrocline bogotensis, Lantana colombiana,
compuestos fenolicos, actividad antioxidante, actividad fotoprotectora.

Descripcion:

Las sustancias naturales pueden utilizarse como ingredientes para mejorar las propiedades
de productos de proteccidn solar, ya que algunos compuestos fendlicos juegan un papel importante
como fotoprotectores. En este trabajo de investigacion se estudiaron extractos hidroalcohoélicos
obtenidos de las especies Achyrocline saturejoides, A. bogotensis y Lantana colombiana, que son
plantas nativas de América del Sur. En la medicina tradicional se han utilizado para el tratamiento
de enfermedades de la piel y otras dolencias.

Los extractos hidroalcoholicos se analizaron por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS. El
potencial fotoprotector se evaluo segun los siguientes pardmetros: el factor de proteccion solar por
el método de Mansur (SPF in vitro), la relacion UVA1/UV vy la estimacién de la longitud de onda
critica (A). La actividad antioxidante se determind por el método de decoloracion del cation-
radical ABTS"y por el método on-line HPLC-DAD-ABTS™. Se evaluo la fotoestabilidad de los
extractos frente a la radiacion UVA (A= 365 nm, 40 mW/cm?).

En los extractos hidroalcoholicos se identificaron 38 compuestos diferentes entre lo que
figuraron acidos hidroxicindmicos, ésteres de acido cafeico, flavonoles, flavonas, flavanonas,
fenilpropanoides e isoflavonas. En la prueba on-line HPLC-DAD-ABTS", se observéd que la
capacidad antioxidante total de los extractos estudiados se debid en gran parte a la presencia de
ésteres de acido cafeico y flavonoles, como la quercetina y algunos derivados glicosilados. De
acuerdo con los resultados de los parametros de proteccion, todos los extractos podrian utilizar en
productos de protecciodn solar; los extractos de las plantas del género Achyrocline se consideraron
como agentes de proteccion media y, los extractos de A. saturejoides y L. colombiana como
sustancias de amplio espectro (A.>370 nm). Los extractos de A. bogotensis y A. saturejoides fueron
estables a la radiacion UVA, ya que después de 2 h de irradiacion conservaron el 90 % de su
capacidad antioxidante.

*Trabajo de investigacion
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Maestria en Quimica. Directores: Elena E.
Stashenko y Jairo René Martinez.
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Abstract

Title: Chemical composition and evaluation in vitro of the photoprotective capacity againts UVA
and UVB radiation of extracts obtained from some medicinal plants cultivated in Colombia.

Author: Sheylla Tatiana Reyes Atuesta**

Key Words: Achyrocline saturejoides, Achyrocline bogotensis, Lantana colombiana, phenolic
compounds, antioxidants, photoprotective activity.

Description:

There is a growing interest in the search for natural sources that can be used as ingredients
to improve the properties of sun protection products because some phenolic compounds present in
plants play an important role as photoprotectors. In this work, we studied hydroalcoholic extracts
obtained from the species Achyrocline saturejoides, A. bogotensis and Lantana colombiana, which
are native plants of South America and have been used in traditional medicine for the treatment of
skin diseases and other diseases.

The hydroalcoholic extracts were analyzed by UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS. The
photoprotective potential was evaluated according to the following parameters: the sun protection
factor by the Mansur method (SPFin vitro), the ratio UVAL/UV and the estimation of the critical
wavelength (A¢). The antioxidant activity was determined by the ABTS™ assay and the on-line
HPLC-DAD-ABTS™ method. The photostability of the extracts against UVA radiation
(A=365 nm, 40 mW/cm?2) was evaluated.

In the hydroalcoholic extracts, 38 different compounds were identified, including
hydroxycinnamic acids, caffeic acid esters, flavonols, flavones, flavanones, phenylpropanoids, and
isoflavones. In the on-line HPLC-DAD-ABTS™ method, it was shown that the total antioxidant
capacity of the extracts studied was largely due to the presence of caffeic acid esters and flavonols,
such as quercetin and some glycosylated derivatives. According to the results of the protection
parameters, all the extracts could be used in sun protection products; extracts from plants of the
genus Achyrocline are considered medium protection agents, and extracts from A. saturejoides and
L. colombiana as broad-spectrum substances (Ac > 370 nm). The extracts of A. bogotensis and
A. saturejoides were stable to UVA radiation, since after 2 h of irradiation they retained 90 % of
their antioxidant capacity.

* Graduation Project
** Science Faculty. School of Chemistry. Master in Chemistry. Directors: Elena E. Stashenko and
Jairo René Martinez.



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 18

Introduccion

Las radiaciones con que interactian los sistemas biologicos tienen distintos origenes;
pueden proceder de radiaciones electromagnéticas resultantes de la energia emitida por el sol
(Monteith, 1972) o de fuentes artificiales como lamparas de luz blanca, luces monocromaticas
(Hillenkamp, 1980) y de luz ultravioleta (Caldwell et al., 2007). La radiacién ultravioleta (UV)
hace parte del espectro electromagnético solar y puede dividirse en tres regiones: UVA (320-400
nm), UVB (280-320 nm) y UVC (100-280 nm) (Modenese et al., 2018). Las radiaciones UVA y
UVB son importantes en diferentes procesos bioldgicos; sin embargo, la sobreexposicion a este
rango de energia electromagnética genera alteraciones fotoquimicas implicadas en el
envejecimiento celular y en otros efectos mas nocivos como la induccion de cancer (Thomas et
al., 1983).

Para prevenir y minimizar el dafio efectuado por la radiacion UV en la piel, se han
desarrollado protectores solares compuestos por sustancias organicas e inorganicas, que pueden
absorber o reflejar un amplio espectro del rango UV. No obstante, se sigue en la constante
busqueda de compuestos para el desarrollo de cosméticos hipoalergénicos y que puedan ser
compatibles con la piel (Mota et al., 2020). Existe un interés creciente en la incorporacion de
productos naturales que mejoren las propiedades de los protectores solares, y que posean otros
efectos benéficos a largo plazo, no sélo en la prevencién de la penetracién de la radiacidn nociva,
sino en la reduccidn del estrés oxidativo y los efectos dafiinos causados en el ADN (Saewan et al.
, 2015).

Las plantas son fuentes de una gran diversidad de moléculas naturales utiles en la

fotoproteccidn que pueden actuar al mismo tiempo como antioxidantes (Dimitrios, 2006). Muchos
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compuestos fenodlicos extraidos de plantas, tales como flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides
y alcaloides, tienen potencial fotoprotector (Cefali et al., 2016) y antioxidante similar al de las
vitaminas E y C (Vinson et al., 1995). Estos compuestos tienen grupos fendlicos, que pueden
estabilizar radicales libres, ya sea por la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) o por su
capacidad de transferir electrones a una especie radical (SET) (Pisoschi et al., 2016).
Adicionalmente, algunos estudios han demostrado que los polifenoles tienen otras actividades
bioldgicas como antimicrobiana (Rios et al. 2005), antibacteriana (Sharma et al., 2017) y
antiiflamatoria (Maione et al., 2016).

La presente investigacion se efectud en el Centro de Investigacion CENIVAM, en el marco
del Programa Bio-Reto XXI 15:50 “Desarrollo de bio-productos para los sectores salud,
agropecuario y cosmético, como resultado del estudio de la biodiversidad colombiana”. El foco
principal del presente trabajo fue contribuir en la bulsqueda de ingredientes naturales,
bioldgicamente activos que puedan ser utilizados en el sector cosmético como protectores solares
y antioxidantes naturales. El objetivo del trabajo de investigacion fue aportar informacion sobre la
composicién quimica y determinar los potenciales fotoprotector y antioxidante de extractos
vegetales obtenidos de tres especies cultivadas y recolectadas en el departamento de Santander,
las cuales fueron: Achyrocline saturejoides (“marcela”), A. bogotensis (“cenizo”) y Lantana
colombiana (“cariaquito™). En ciertas regiones del pais estas plantas se utilizan en infusiones y
decocciones para el tratamiento de enfermedades de la piel y para aliviar procesos inflamatorios
(Fonnegra-Gomez et al., 2011; Ghisalberti, 2000).

Con esta investigacion se logré identificar y cuantificar algunos de los compuestos
fenolicos presentes en los extractos y determinar los sustancias responsables de la capacidad

antioxidante. Entre los hallazgos méas importantes de este trabajo figura, por primera vez obtenida
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la informacion sobre la composicion quimica del extracto hidroalcohdlico de L. colombiana y la
identificacion de nuevos compuestos en los extractos de A. saturejoides y A. bogotensis, que no se
han reportado, hasta la fecha, en la literatura cientifica. Los extractos de estas plantas podrian
usarse como fuentes de sustancias con propiedades fotoprotectoras y antioxidantes, y pueden ser

de interés para el sector cosmetico.

1. Marco referencial

1.1 Plantas bajo estudio
1.1.1 Achyrocline saturejoides

La especie A. saturejoides (familia Asteraceae), conocida en Colombia, por su hombre
comun como “marcela” o “vira-vira”, s una hierba de ca. 2 m de altura, ramificada, con hojas
lineales de hasta 5 cm de largo, que estan cubiertas de un tejido aracnoideo lanoso. Sus flores son
dimdrficas, debido a la usencia de flores femeninas; tienen una coloracion blanca-amarillenta, con
I6bulos erectos y, con pelos glandulares sésiles y vesiculares (Deble, 2007). En ciertas regiones
del pais se utiliza en infusiones y decocciones para el tratamiento de enfermedades de la piel, para
aliviar procesos inflamatorios y tratar dolores renales (Fonnegra-Gomez et al., 2011).

Los extractos de esta planta se caracterizan por su alto contenido de polifenoles y
flavonoides, en los que se incluyen compuestos de la familia de los acidos hidroxicindmicos como
el acido cafeico, el &cido clorogénico, derivados de acido ferdlico e isémeros de &cidos
dicafeoilquinico, también, flavonoles como quercetina y derivados metilados como la
3-O-metilquercetina y el 3,7-dimetilquercetina (Broussalis et al., 1988; de Souza et al., 2002;

Sagawa et al., 2005; Retta et al., 2012).
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Figura 1
Arbusto de Achyrocline saturejoides (Lam.) DC. (familia Asteraceae). Fotografia tomada por el

quimico Cristian Oliveros el dia 13 de diciembre de 2019, en Betulia, Santander.

Los estudios sobre A. saturejoides se han enfocado en la evaluacion de las propiedades
bioldgicas de sus componentes quimicos para aplicaciones en farmacologia, toxicologia y
farmacéutica (Véase Figura 2). Los resultados mas comunes muestran que la planta presenta
propiedades utiles en el tratamiento y prevencion de la dermatitis alérgica de contacto (Machado
et al., 2020), también como cicatrizante (Balestrin et al., 2021) y un posible tratamiento para el
cancer de tipo melanoma amelanético (Doneda et al., 2021). En la base de datos de la Comision
Europea de Ingredientes Cosméticos (Cosling, por sus siglas en inglés) los extractos obtenidos de
flores y partes aéreas de esta planta se enlistan como ingredientes que aportan fragancia y

acondicionan la piel para mantenerla saludable (Bravo et al., 2020).
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Figura 2
Relacion de publicaciones de A. saturejoides, segun el area de estudio. Fecha de busqueda: 18
de enero de 2023. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1973-2023. Ecuacion de

busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Achyrocline saturejoides”).
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1.1.2 Achyrocline bogotensis

Achyrocline bogotensis (familia Asteraceae) conocida por su nombre comun como
“cenizo”, €S Una especie, nativa de Sur América y cultivada en Colombia. Es una hierba medicinal
de ca. 1 m de altura. Sus hojas son lineales, de 5 cm de largo; la superficie adaxial de las hojas
estan cubiertas de un tejido aracnoideo lanoso. Crece en altitudes entre los 2800 y 3200 m s.n.m.
La planta se usa en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades de la piel o para

el tratamiento de la prostatitis (Paniagua-Zambrana et al., 2020)
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Figura 3
Arbusto de Achyrocline bogotensis (Kunth. DC.), (familia Asteraceae). Fotografia tomada por el

quimico Cristian Oliveros el dia 8 de noviembre de 2020, en Concepcion, Santander.

Hay pocos estudios sobre la composicion quimica de los extractos obtenidos de esta planta;
sin embargo, algunas de las investigaciones publicadas mencionan que la mayoria de los
compuestos presentes en los extractos son flavonoides. Sagawa et al. (2005) aislaron de extractos
metanolicos obtenidos de las partes aéreas de A. bogotensis cinco dimeros de ciclobutano,
aquirodimeros y flavonas metiladas. Thomas et al. (2012) evaluaron los efectos citotdxicos de la
flavona 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona, aislada de hojas de A. bogotensis. Los investigadores
observaron que la flavona indujo la muerte celular (>50 %) en células cancerigenas de humanos

de colon (HCT116), pancreas (MIA PaCa) y de mama (SK-BR3).
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1.1.3 Lantana colombiana

Figura 4
Arbusto con flores de Lantana colombiana Lopez-Pal, (familia Verbenaceae). Fotografia
tomada por el quimico Cristian Oliveros el dia 8 de noviembre del 2020, en Concepcion,

Santander.

Lantana colombiana (familia Verbenaceae) es una planta nativa de América del Sur,
distribuida en Colombia, Ecuador y Bolivia, su nombre comun es “cariaquito” (Aymard, 2022).
Se realiz6 una basqueda bibliografica sobre la composicion quimicay las actividades antioxidantes
y fotoprotectora en la base de datos Scopus (Elsevier) el 18 de enero de 2023, usando la ecuacion

TITLE-ABS-KEY (“Lantana y colombiana y chemical composition), (“Lantana y colombiana y
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antioxidants) y (“Lantana y colombiana y photoprotective activity) y no se encontraron resultados
basados en estas palabras clave. Sin embargo, el cirsiliol ha sido encontrado en extractos
hidroalcoholicos de L. fucana, que pertenece al mismo género Lantana (Julido et al., 2009).

Se hallaron algunos estudios relacionados a la actividad antioxidante de L. camara y L.
montevidensis, plantas del mismo género. Mahdi-Pour et al. (2012) investigaron la actividad
antioxidante por el método de DPPH' de extractos metanolicos de varias partes de L. camara. Los
resultados mostraron que los extractos obtenidos de la parte aérea de planta presentaron mayor
potencial antioxidante, especialmente, en los extractos obtenidos a partir de las hojas; y lo
correlacionaron con contenido alto de compuestos fendlicos totales. Barros et al. (2017)
determinaron la actividad antioxidante por el método DPPH" de extractos hidroalcoholico (etanol)
y acuoso de L. montevidensis, obtenidos de hojas. Segun los valores que obtuvieron de ICsg, la
capacidad para eliminar el radical DPPH" del extracto acuoso fue dos veces mayor que la del

extracto hidroalcohdlico (108 pg/mL y 290,5 pug/mL, respectivamente).

1.2 Radiacion ultravioleta y las plantas

La importancia de estudiar la radiacion ultravioleta como factor ambiental influyente en
los procesos bioldgicos de las plantas se basa en comprender los mecanismos que estos organismos
desarrollan tanto de reparacion como de adaptacidn, y conocer que sustancias intervienen en estos
procesos (Bornman, 1989).

La absorcién de los fotones UVB por el ADN desencadena la formacion de dimeros de
pirimidina-ciclobutano (CPDs) y, en menor proporcion, la formacion de fotoproductos (6-4).
También se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden oxidar algunos componentes

celulares, incluyendo al ADN, produciendo modificaciones genéticas. Estas modificaciones en el
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ADN, aparte de ser mutagénicas, interrumpen el metabolismo celular (Nawkar et al., 2013). La
tolerancia que desarrollan las plantas a la exposicion a los rayos UVB depende del equilibrio que
exista entre las reacciones dafiinas que se desencadenan y las respuestas de reparacion y adaptacion
de las células.

Se han estudiado los procesos de reparacion del ADN en plantas del género Arabidopsis
(Liu et al., 2000); estas investigaciones han proporcionado informacion acerca de algunos
mecanismos asociados con los procesos de reparacion, dentro de los cuales se encuentran: i) la
foto-reactivacion que se lleva a cabo por fotoliasas. Los CPDs y los fotoproductos (6-4), ambos
inducidos por la irradiacion UV, tienen estructuras de dimero de timina que se escinden
directamente por la CPD liasa o la fitoliasa (6-4) (Pakker et al., 2000); ii) la reparacion por escision
de nucledtidos (NER, por sus siglas en inglés), que se basa en reparar el sitio especifico en las
hebras del ADN, mediante el reconocimiento y la escision de la region dafiada, y se completa
mediante la sintesis de ADN (Bray et al., 2005) vy iii) las respuestas moleculares al estrés
genotoxico mediante la deteccion de dafios en el ADN, el cual es un requisito esencial para
minimizar los efectos nocivos de las genotoxinas sobre el crecimiento celular.

Como respuesta de adaptacion, la radiacion UVB induce la acumulacion de metabolitos
secundarios, que, a su vez, cumplen otras funciones fisioldgicas. Las bajas dosis de radiacion UV
estimulan la via general de biosintesis de los fenilpropanoides, lo que resulta en la acumulacion de
flavonoides y ésteres. La acumulacion de flavonoides se produce principalmente en la capa
superior de células epidérmicas; menos del 10% de la radiacion UVB incidente se transmite a
través de la epidermis (Hutzler et al., 1998). Los flavonoides también tienen la capacidad de
capturar radicales libres, lo que podria dar una proteccion adicional a las células que acumulan

estos compuestos (Burda et al., 2001).
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1.3 Fotoproteccion
1.3.1 Agentes de fotoproteccion-mecanismos de accion

La fotoproteccion mediada por bloqueadores solares se ocupa de la reduccion de la
transmision de los rayos UV, especificamente, de los rayos UVB y UVA, sobre las capas de la
piel. Segun el mecanismo de accion, los agentes de fotoproteccidn pueden ser clasificados como
filtros fisicos o inorganicos y filtros quimicos u organicos (Latha et al., 2013). Los filtros fisicos
son sustancias de origen mineral, que actian como una barrera que refleja, dispersa y algunos
casos absorbe la radiacion UV. Dentro de este grupo de compuestos se destacan el dioxido de
titanio (TiO2) y el oxido de zinc (ZnO) (Villalobos-Hernandez et al., 2006). Sus propiedades de
proteccidn solar se pueden atribuir a varios factores como el tamafio de las particulas, el nimero
de particulas (concentracién), la forma cristalina, el indice de refraccién, los medios de dispersion
y las propiedades de los semiconductores; la combinacidn de absorcién y dispersion conduce a
una cobertura de “amplio espectro” (UVA y UVB) para los filtros solares inorganicos (Dransfield,
2000). Las desventajas de estos filtros solares son su apariencia visual, debido a la consistencia
solida y los residuos blancos de pigmentacion en la piel (Maier et al., 2005).

El principio de fotoproteccién en protectores solares organicos es la absorcién de la
radiacion UV. En general, su estructura quimica consta de compuestos aromaticos y dos grupos
funcionales que actan como "dadores de electrones” o "aceptores de electrones"; las alteraciones
en la estructura de una molécula conjugada por estos grupos funcionales pueden cambiar las
caracteristicas de absorbancia. Tras la irradiacion UV, la molécula tiende a deslocalizar los
electrones para alcanzar un estado de menor energia (Cockell et al., 1999). Actualmente, los filtros
organicos mas utilizados incluyen avobenzona, oxibenzona, octocrileno, derivados de salicilatos

(homosalato y etilhexilsalicilato) y derivados de cinnamatos (octil-metoxicinnamato [OMC])
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(Osterwalder et al., 2016). La eficiencia de las sustancias quimicas como filtros se debe
principalmente a las propiedades fisicoquimicas, e.g, coeficiente de absorcion y espectros de

absorcion, que, a su vez, se relacionan con la estructura quimica (Daly et al., 2016).

1.3.2 Metabolitos secundarios de las plantas con la actividad fotoprotectora

Los compuestos fendlicos cumplen un rol muy importante en la interaccion de las plantas
con el ambiente; dentro de sus funciones figura la proteccion de las plantas contra el estrés bidtico
(e.g; plagas microbianas, herviboros) y el estrés abiotico (e.g; contaminacion del aire, metales
pesados, radiacion UVB) (Bourgaud et al., 2001). Los fenilpropanoides y flavonoides usualmente
se encuentran acumulados en las vacuolas centrales de células guardianas, células epidérmicas y
células subepidérmicas de las hojas (Hutzler et al., 1998). Se ha sugerido durante mucho tiempo
que los flavonoides (Tabla 1) cumplen mdltiples funciones en la fotoproteccién y podrian filtrar
las longitudes de onda solares mas energéticas que llegan a las hojas (Agati et al., 2010; Agati et
al., 2013).

Algunos extractos extraidos de especies vegetales de diferentes géneros presentan en su
composicién quimica compuestos en comun; por esta razén, se han realizado estudios
complementarios sobre los efectos fotoprotectores de esas sustancias. Svobodova et al. (2003)
realizaron estudios de extractos obtenidos de diferentes fuentes vegetales en la prevencion del dafio
cutaneo inducido por rayos UV. Los extractos etandlicos de Caesalpinia spinosa y C. reflexum
mostraron una disminucién de eritema cutaneo inducido por radiacién UV-B, en humanos. Los
extractos tenian en comun la presencia de kaempferol, rutina, derivados de quercetina, acido

cindmico, acido cafeico, acido feralico y p-cumarina.
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Las formulaciones que contienen un 40% de extractos hidroalcohdélicos de propolio tienen
un valor del factor de proteccion solar (SPF, por sus siglas en inglés) de 10 (Dos Reis et al., 2009).
Gregoris et al. (2011) reportaron los componentes quimicos de los extractos etanolicos de propolio,
entre ellos, identificaron tres acidos (acido cafeico, éster feniletilico del acido cafeico y cafeato de
1,1-dimetilalilo) y tres flavonoides (kaempferol, quercetina y galanginina), que son conocidos por
ser agentes antioxidantes efectivos y por tener una alta velocidad de absorcion de la radiacion UV.
Los estudios sobre la capacidad fotoprotectora de Euterpe oleracea mostraron que los extractos
previnieron la muerte celular de fibroblastos e incrementaron su produccion, después de la
radiacion UV (Gordon et al., 2012). Esos efectos se atribuyeron al alto contenido de compuestos
fenolicos como cianidina 3-glucoésido, cianidina 3-rutinésido, peonidina 3-rutindsido, peonidina
3-glucdsido, cianidina 3-O-sambubidsido, quercetina, flavonoides de orientina y sus derivados,
como también, proantocianidinas.

Garcia Forero et al. (2019) estudiaron los efectos fotoprotector y antigenotoxico contra la
radiacion UV-B de los flavonoides apigenina, naringenina y pinocembrina. Los tres flavonoides
absorbieron radiacién UV; la apigenina y la pinocembrina fueron capaces de reducir los dafios en
el ADN, principalmente, en la formacion de dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD, por sus
siglas en inglés), que generan mutaciones conocidas como huellas genéticas UV y desencadenan

procesos inflamatorios, causando inmunosupresion y cancer de piel.
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Tabla 1
Estructuras quimicas de derivados de mono- y dihidroxi- &cido cinamico y flavonoides

glucosiladas junto con sus propiedades espectrales UV.

Metabolito Estructura molecular Amex UVB/UVA
(£ 2 nm)
o)

o HO
Acido cafeico N OH 327

HO
Kaempferol 3-O-glucésido 351
Luteolina 7-O-glucoésido 348
Quercetina 3-0O-glucosido 355

1.4. Antioxidantes
1.4.1 Agentes antioxidantes-mecanismo de accién

Una definicion amplia sobre el término antioxidante fue dada por Halliwell y Gutteridge
en 1995, quienes definieron que un antioxidante como una sustancia que, cuando esta presente en

baja concentracién, retrasa o inhibe significativamente la oxidacién de un compuesto (Halliwell y
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Gutteridge, 1995). Los antioxidantes se pueden clasificar, segin su actividad, como (a)
antioxidantes enzimaticos y (b) no enzimaticos (Soleimani et al., 2018). Los antioxidantes
enzimaticos funcionan descomponiendo y eliminando los radicales libres; las enzimas
antioxidantes convierten los productos oxidativos peligrosos en peroxido de hidrogeno (H202) y
luego en agua y oxigeno, a traves de varios procesos en presencia de cofactores como cobre, zinc,
manganeso Yy hierro. Algunos ejemplos de enzimas antioxidantes son la catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GSH-Px) y la superdxido dismutasa (SOD) (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
Los antioxidantes no enzimaticos pueden clasificarse en dos tipos: (a) antioxidantes
naturales y (b) antioxidantes sintéticos. Algunos ejemplos de antioxidantes naturales son la
vitamina C, la vitamina E, los polifenoles extraidos de plantas y los carotenoides, entre otros
(Nimse et al., 2015). Los antioxidantes no enzimaticos funcionan interrumpiendo uno de los pasos
de la reaccién en cadena para la formacion de radicales libres que son: (a) iniciacion; (b)
propagacion en cadena y (c) terminaciéon a través de varios mecanismos quimicos: (a) por
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), (b) por transferencia de un solo electrén (SET) y (c)
como agentes quelante de metales de transicion (Santos-Sanchez et al., 2019). La vitamina E, por
ejemplo, funciona como un inhibidor de las etapas de iniciacién y terminacion durante la
peroxidacion lipidica en las membranas celulares y varias particulas lipidicas, incluidas
lipoproteinas de baja densidad (LDL), estabilizando radicales peroxilo de lipidos (LOO) (Witting

etal., 1997).

1.4.2 Metabolitos secundarios de las plantas con actividad antioxidante
Los metabolitos secundarios de las plantas con actividad antioxidante son clasificados

como antioxidantes naturales. Se tratan de compuestos polifenoles que se encuentran en todos los
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tejidos y organos de la planta (Williams et al., 2004) y pueden funcionar como: (a) agentes
reductores, (b) estabilizadores de radicales libres, (c) como agentes quelantes de metales de
transicion pro-oxidantes y (d) como inhibidores de la formacién de oxigeno singlete. Los
antioxidantes naturales mas comunes son los flavonoides (flavonoles, flavonas, flavanonas e
isoflavonas), derivados del acido cindmico, cumarinas y tocoferoles (Pratt, 1992).

La biosintesis de antioxidantes naturales aumenta mas en especies sensibles al estrées
bidtico que en especies que son tolerantes y que se adaptan facilmente al medio en el que crecen.
Las plantas que son sometidas a condiciones de estrés severo acumulan preferentemente
flavonoides con grupos hidroxilo en el anillo B, que son eliminadores efectivos de especies
reactivas de oxigeno (Rice-Evans et al., 1996). Tattini et al. (2004) estudiaron la acumulacion de
varios polifenoles, particularmente, flavonoides e hidroxicinamatos, en hojas de Ligustrum
vulgare expuestas a un incremento de luz solar en condiciones de estrés por sequia o con riego.
Los investigadores observaron que la biosintesis de quercetina 3-O-rutindsido, luteolina 7-O-

glucédsido y equinacosido aumentd en respuesta a la radiacion solar.

1.5. Determinacion de la capacidad antioxidante y fotoprotectora de extractos naturales
1.5.1 Métodos para evaluar la capacidad fotoprotectora in vitro

Segun la definicion dada por la FDA, el factor de proteccién solar (SPF, por sus siglas en
inglés) es una medida de cuanta energia solar (radiacion UV) se requiere para producir eritema
(quemadura solar) en la piel protegida (es decir, en presencia de un protector solar) en relacion con
la cantidad de energia solar necesaria para producir eritema en la piel desprotegida (Food and Drug
Administration, 2023); este parametro permite comparar directamente la proteccion que ofrecen

los filtros solares. Existe un problema en usar solo el valor de SPF para describir la efectividad de
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un protector solar, ya que este pardmetro principalmente indica la efectividad contra la radiacion
UVB de un producto, pero no es un indicador significativo de proteccion contra la radiacion UVA
(Schalka et al., 2011). Dado que se han demostrado los efectos nocivos de los rayos UVA (De
Grujil, 2002), se han propuesto la determinacion de otros indices dentro de los cuales se destacan
los siguientes: i) el factor de proteccion UVA (FP-UVA), ii) relacion UVA/UVB, vy iii) longitud
de onda critica (Ac); algunos han sido incluidos en las guias de la ISO (International Organization
for Standardization), COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association) y FDA
(Food and Drug Administration de los Estados Unidos) (Matts et al., 2010).

Se han implementado métodos in vivo, oficialmente aceptados por las organizaciones FDA
y COLIPA para evaluar la efectividad de la proteccion de los filtros solares (Diffey, 2003). Sin
embargo, los métodos in vivo son laboriosos y controvertidos por razones éticas (Schalka et al.,
2011). Por lo tanto, se ha propuesto la utilizacion de métodos in vitro; por lo general, en estos
métodos se mide la absorcion o la trasmision de la radiacion UV del producto de proteccion solar
(Kaur et al., 2010). Castanedo- Céazares et al. (2014), en un estudio sobre la valoracién in vitro de
protectores solares comerciales existentes en Latinoamérica, reportan un alto grado de correlacion
(r?=0,94) comparando los analisis de SPF in vivo y los resultados obtenidos con el método SPF in
vitro, el cual entra en la clasificacidn de los métodos espectrofotométricos basados en la medida
de transmision. Pissavani et al. (2018), realizaron un estudio para validar los resultados obtenidos
de los valores de SPF in vitro con los de SPF in vivo para productos comerciales; los resultados
fueron comparados con los criterios de aceptacion desarrollados por la norma internacional 1SO
TC217/WGT7 “Sun Protection Test Methods Working Group”. Los datos obtenidos revelaron una

correlacion (r?) de 0,88 entre los valores de SPF in vitro y los SPF in vivo.
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Hasta la fecha no se podria concluir con certeza de que existe un método in vitro
ampliamente aceptado, ya que varios parametros conocidos y desconocidos pueden afectar las
medidas de transmision de peliculas dispersas (sustratos de la prueba), como la composicion
multifacética de los protectores solares; también pueden haber limitaciones técnicas de los
dispositivos de medicion, asi como la utilizacion de sustratos que puedan ser reproducibles a las
caracteristicas de la piel (Rohr et al., 2010). Bendova et al. (2007) realizaron un estudio en
conjunto con tres laboratorios independientes, para comparar los resultados de referencia de
valores de SPF obtenidos por la implementacion del método in vivo descrito por COLIPA, con los
resultados de tres métodos para determinar el SPF in vitro basados en espectroscopia de
transmision difusa o mediciones de transmision UV de sustratos transparentes a la radiacion UV a
los cuales se les aplico una capa de un producto protector solar; los investigadores observaron una
alta variabilidad de los resultados obtenidos aplicando los métodos in vitro y dedujeron que la
principal razén corresponderia a la seleccidn del sustrato que simule la superficie de la piel humana
y la aplicacion homogénea del producto. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia.
se encuentra un listado de algunos protocolos in vitro que se utilizan para realizar pruebas de

capacidad fotoprotectora.
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Tabla 2

Protocolos para determinar el factor de proteccién solar in vitro.

35

Meétodo

Descripcion

Ref.

1ISO-24443
(2012)

Norma internacional que describe el procedimiento para determinar
el factor de proteccion UVA en productos finales.

En este método la muestra se esparce sobre un sustrato rugoso, y
queda una pelicula delgada del producto. Se mide la transmitancia
UV antes y después de la exposicion a una dosis controlada de
radiacion proveniente de una fuente UV definida.

Los valores de transmitancia se ajustan matematicamente, de tal
manera que el valor de SPF in vitro se pueda comparar con el valor
de SPF in vivo.

Stiefel et al.
(2015)

Relacién
UVA/UVB
(2010)

La relacion UVA/UVB es un criterio que refleja la relacion entre la
atenuacion integral de la radiacién UVA sobre la UVB. Cuanto méas
cercana sea la relacion a 1, méas similares serdan los valores
integrales de atenuacion tanto para UVA como para UVB.

En este protocolo el producto se esparce sobre una capa de 1,3
mg/cm? o de 2 mg/cm?, y se mide la absorcion en el rango UVB
(290-320 nm) y UVA (320-400 nm); luego, se comparan las
relaciones de las areas bajo la curva del rango respectivo de
medicién.

Velasco et
al. (2008)

FDA
(2011)

Esta version se basa en el método descrito en la 1SO 24443.

El agente protector se esparce sobre una capa de 0,75 mg/cm?.
Luego, se mide la absorcion en el rango de 290- 400 nm. El factor
de proteccion UVA (FP-UVA) se calcula como 1/3 del SPF, segun
lo determinado por el método PPD in vivo o un grado equivalente
de proteccion obtenido por cualquier método in vitro.

La longitud de onda critica (Ac) es el punto donde se encuentra el
90% del area bajo la curva, comenzando en el extremo UVB (290
nm). Un protector solar con un valor de Ac > 370 nm, satisface los
requisitos de proteccion UVB/UVA y se considera un protector de
amplio espectro.

Padera et al.
(2011)

COLIPA
(UVAPF)
(2011)

Esta version se basa en el método descrito en la ISO 24443 y en el
FDA (2011).

La relacion FP-UVA/SPF y la longitud de onda critica (Ac); se
calculan por espectrofotometria de absorcion.

Padera et al.
(2011)
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1.5.2 Métodos para evaluar la capacidad antioxidante in vitro

No existen métodos internacionalmente unificados para medir la capacidad antioxidante,
debido a la disparidad en las condiciones que se desarrollan estas metodologias y en parte, a la
complejidad de los sistemas y diversidad de las matrices que necesitan ser evaluadas. Existen
algunas aproximaciones sobre la clasificacion de los métodos para medir la actividad antioxidante;
se pueden clasificar los métodos como directos o indirectos. En los métodos indirectos se estudia
la habilidad del antioxidante para estabilizar algun radical libre (e.g; DPPH', ABTS™). Por su parte,
los métodos directos se basan en el estudio del efecto antioxidante sobre la degradacion oxidativa
de un sistema (e.g; peroxidacion lipica) (Shahidi et al., 2015). Otra manera de clasificar los
métodos es de acuerdo con el mecanismo durante el cual sucede el proceso oxidante (Santos-
Sanchez et al., 2019). En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se resumen las
caracteristicas de algunos de los métodos que mas se utilizan para evaluar la capacidad

antioxidante.
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Tabla 3

Métodos de evaluacion de la actividad antioxidante in vitro..

Meétodo

Mecanismo de

Caracteristicas

. Ref
reaccion

Potencial de captacion ~ HAT Este método utiliza un espectrémetro de luminiscencia para medirel ~ Somogyi et al.
de radicales totales decaimento de la fluorescencia de la R-ficoeritrina durante una (2007)
(TRAP) reaccion de peroxidacion controlada. Los valores de TRAP se

calculan a partir de la duracién de la fase de retraso causada por el

antioxidante en comparacion con la de Trolox.
Capacidad de absorcion HAT Es un método espectrofotométrico que se basa en la inhibicion de Singh et al.
de radicales de oxigeno radicales peroxilo inducidos por la oxidacion iniciada por la (2008)
(ORAC) descomposicion quimica de azo-compuestos como el AAPH.
Ensayo de decoloracion SET o HAT Método colorimétrico basado en la medida de la capacidad de los Kedare et al.
del radical DPPH compuestos antioxidantes para estabilizar radicales DPPH-. (2011)
Ensayo de decoloracion SET o HAT Método colorimétrico basado en reduccion de la coloracion Re et al. (1999)

del catién-radical
ABTS"™

verde/azul producida por la reaccion del cation-radical ABTS* con el
antioxidante presente en la muestra.

Nota: ®HAT (Hydrogen Atom Transfer); SET (Single Electron Transfe
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Estudiar mediante técnicas cromatograficas y de espectrometria de masas la composicion
quimica de los extractos obtenidos con disolventes de algunas especies cultivadas en Colombia y

evaluar sus capacidades antioxidante y fotoprotectora in vitro contra la radiacion UVA y UVB.

3. Materiales y métodos

3.1 Reactivos

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se utilizaron los siguientes reactivos y
sustancias patron: el acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS, >98 %), el
a-tocoferol (97 %), el BHT (98,8 %), el &cido galico (97 %), acido 3,5-dicafeoilquinico (97 %),
eriodictiol (=90 %), naringenina (=95 %), quercetina (=98 %), quercetina 3-glucoside (=90 %) y
Trolox® (>97 %) que se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). La luteolina 7-
glucosido (98 %) y kaempferol 3-O-galactosido (98 %) se obtuvieron de Chemfaces (Wuhan, Ubei,
China). El &cido clorogénico (99 %) se obtuvo de Phytolab (Vestenbergsgreuth, Bavaria,
Germany) y luteolina (>98 %), de Chemcruz. El acetonitrilo y el metanol grado HPLC y LC/MS,
el formiato de amonio (>99 %) y el persulfato de potasio (>98 %) se obtuvieron de Merck
(Darmstadt, Germany). El agua tipo | se produjo en un equipo purificador Synergy UV de Merck
Millipore (Molsheim, Francia), disponible en el laboratorio CROM-MASS, UIS (campus

principal, Bucaramanga, Colombia).
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3.2 Material vegetal
3.2.1 Recoleccion e identificacion botanica

Las plantas (partes aéreas) de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana se
recolectaron en estado de floracion en dos municipios del departamento de Santander, Colombia.
Para la recoleccion y el procesamiento del material vegetal se contd con el permiso de colecta
otorgado a través del contrato N° 270 de acceso a recursos genéticos emitido por el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible. EI material vegetal recolectado se seco a la sombray se proceso
en un molino SM100 (Retsch, Haan, Alemania). Posteriormente, se almaceno en oscuridad.

La identificacion botanica de las especies vegetales se llevo a cabo en la Escuela de
Biologia, Facultad de Ciencias de la Universidad Industrial de Santander (sede Bucaramanga). Las

exsiccata quedaron registradas en el Herbario UIS.

3.3 Obtencion de extractos
3.3.1 Extraccion con solvente asistida con ultrasonido

La extraccion del material vegetal se realizdé segun la metodologia descrita por Pico-
Hernandez et al. (2020) con algunas modificaciones. Las partes aéreas de las plantas bajo estudio,
previamente picadas y secadas, se les adiciond una solucion de etanol:agua, con relacion material
vegetal-solvente 1:20. La mezcla se colocé en sonificacion a 50 °C durante 1 h y frecuencia de 37
kHz en un equipo de ultrasonido Elmasonic S30H (Elma Schmidbquer GmbH, GieRRen, Alemania).
Para el control de la temperatura del bafio ultrasonido se utilizd un bafio termostatado de
enfriamiento Fisher Scientific modelo 901 (Hampton, NH, EE. UU.).

Las soluciones de cada uno de los extractos se filtraron, el exceso de disolvente se removid

por rotoevaporacion a presion reducida a 50 °C en un rotoevaporador Heidolph (Schwabach,
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Alemania). Cada uno de los extractos se liofilizaron durante 48 h en un liofilizador de bandejas
Virtis Advance Plus (SP Scientific, New York, EE.UU.). Los extractos secos se pesaron y se

preservaron en frascos ambar a 4 °C.

3.3.2 Disefio de experimentos

La extraccion de los compuestos bioactivos esta influenciada por diferentes factores, en los
que figuran el tipo y estado del material vegetal, la técnica de extraccion, la naturaleza quimica del
solvente, el tiempo de extraccion, la temperatura, la relacion entre material vegetal:solvente, entre
otros (Oreopoulou et al., 2019). En el grupo de investigacion CIBIMOL se han realizado estudios
sobre el efecto que tienen algunos factores del proceso extractivo sobre la capacidad antioxidante
de los extractos (Mejia Medina et al., 2022). En esta ocasion, para cada planta bajo estudio, se uso
un disefio experimental factorial 22 con seis réplicas en el punto central para estudiar el efecto del
porcentaje de etanol, la temperatura y el tiempo de extraccidn sobre el rendimiento de extraccion,
el potencial antioxidante, medido por el ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS* vy el
potencial fotoprotector, medido por el factor de proteccion solar (SPF) in vitro. Los factores y los
niveles (-1, +1) estudiados se encuentran en la Tabla 4.

La desviacidn estandar y la varianza del proceso extractivo se calcularon a partir de las seis
réplicas realizadas bajo las condiciones de extraccion del punto central (\Véanse las condiciones de
extraccion en la Tabla 4); estos valores se tomaron como el error experimental de cada punto del
disefio realizado para cada especie. La medicion de las actividades antioxidante y fotoprotectora
se realizo por triplicado y los resultados se expresaron como valores promedio + desviacién

estandar.
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Tabla 4

Factores estudiados para la extraccion de compuestos fendlicos en las plantas bajo estudio.

Simbolo  Factores Niveles

-1 0 +1
A Temperatura, °C 40 50 60
B 'Ir;llienmpo de extraccion, 15 o5 35
C EtOH:H,0, % 60 70 80

3.3.2.1 Tratamiento estadistico de los datos. Para el tratamiento estadistico de los datos
se utilizo el software estadistico Statgraphics Centurion XVI.I (version de prueba) y se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de los efectos de las variables: temperatura,
tiempo de extraccion y relacion EtOH:H20 sobre el rendimiento y las actividades antioxidante y
fotoprotectora, medidas por métodos in vitro, a traves de la prueba de Fisher, a un nivel de
confianza del 95 %. Se realiz6 un analisis de correlacion entre las variables de respuesta mediante
la determinacion del coeficiente de correlacion de Pearson; el rango de estos coeficientes de
correlacion va de -1 a +1, y mide la fuerza de la relacion lineal entre las variables. También, se
realizd una prueba de significancia estadistica de las correlaciones estimadas; los valores p (<0,05)

indicaron correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del 95 %.

3.4 Andlisis instrumental
3.4.1 Determinacion de figuras de mérito para el método LC/MS

3.4.1.1 Determinacion de figuras de mérito para el método LC/MS. La determinacién
de las figuras de mérito se realiz6 utilizando las sustancias-patrén identificadas de manera

confirmatoria en los extractos dentro de las cuales estuvieron: el acido 3,5-dicafeoilquinico, acido
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clorogeénico, eriodictiol, luteolina, quercetina, quercetina 3-glucosido, luteolina 7-glucésido y
kaempferol 3-O-galactdsido.

3.4.1.1.1 Evaluacion de la precision del método para tiempo de retencion y area. Para
determinar la precision, entendida como la repetibilidad y la reproducibilidad de tiempos de
retencion y areas cromatograficas se calculo el promedio (Ecuacion 1), la desviacion estandar

(Ecuacion 2) y el coeficiente de variacion (Ecuacion 3).

Ecuacién 1
n
_ 1 Z
X=— X;
n . -7
=1 Ecuacion 2
1 n
S = Z |xl- —X 2 .,
n-la Ecuacion 3
S
CV,% = < x 100

Donde:

X = Promedio de datos;
xi = Datos;

n = NUmero de datos;

S = Desviacion estandar;

CV= Coeficiente de variacion

3.4.1.1.2 Determinacion de la linealidad, la sensibilidad y los niveles minimos de
deteccién y cuantificacion. La linealidad, la sensibilidad y los niveles minimos de deteccion y
cuantificacién se determinaron a partir de las curvas de calibracion de las sustancias patron. Las

curvas se construyeron en un rango de (0,1-1,0 mg/L). Se utilizé el

Ecuacion 4
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coeficiente de determinacion (R?) (Ecuacion 4) de la curva de calibracion como indicador de
linealidad.

R2 — (x; =) —¥)
VO =02 —9) 2

Las desviaciones estandar de la pendiente y el intercepto (Ecuaciones 6 y 7) se expresaron

como los errores en los valores de la pendiente y el intercepto.
. ~ Y.(Y; — ?i) Ecuacion 5
yix = n—2

Syix: Desviacion estandar de la recta.

Donde:

Yi: Datos experimentales del componente i.

Yi: Puntos sobre la recta de la regresion calculada.

o Sy/x Ecuacion 6
m

1/Zi(Xi -%)°

Sm: Desviacion estandar de la pendiente (m).

Donde:

X2
Sp = Sy/x 2i X, — Ecuacion 7
n2i(X; — Xp)

Donde:
Sb: Desviacion estandar de la ordenada (b).
Para la determinacion del limite de deteccion y el limite de cuantificacion, se usaron las

siguientes Ecuaciones 8 y 9.

LOD = Ky Ecuacion 8
m
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Donde:

LOD: Limite de deteccion.

K: 3.

Sg: Desviacion estandar del blanco.

m: Pendiente de la curva de calibracion.

LOQ = %SB Ecuacion 9

Donde:
LOQ: Limite de cuantificacion.

K: 10.

3.4.2 Anélisis por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS

Para la identificacion de los compuestos fenolicos presentes en los extractos
hidroalcoholicos de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana se utilizd un cromatdografo
liquido de ultra-alta eficiencia Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), equipado
con un compartimento de columna controlado termostaticamente (40 °C). La separacion
cromatografica se realizd en una columna Zorbax Eclipse XDB Cig (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) 50 mm L x 2,1 mm de D.I., tamafio de particula de 1,8 um). El caudal de la fase mdvil
que contenia (A) agua (0.1 % é&cido férmico (AF) + 5 mM de formiato de amonio (FA) y (B)
MeOH (0,1% AF + 5 mM FA) fue de 300 uL/min. La condicion de gradiente inicial fue 100 % A,
cambid linealmente a 100 % B en 8 min, se mantuvo durante 4 min, volvié a 100 % Aen 1 miny
se mantuvo durante 3 min. El volumen de inyeccion fue de 2 pL. El cromatdgrafo liquido se

conectd a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen,



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 45

Alemania) con una fuente de ionizacion por electronebulizacion termostatada (HESI-11), operada
en modo de dual (positivo y negativo). El voltaje de capilar fue de 3,5 kV. La temperatura del
nebulizador se ajusto a 350 °C; la temperatura del capilar a 320 °C; el gas envolvente y el gas
auxiliar (N2) se ajustaron a 40 y 10 unidades arbitrarias, respectivamente. El nitrégeno (> 99 %)
se obtuvo de un generador NM32LA (Peak Scientific, Escocia, Reino Unido). En el modo full
scan, la resolucion del Orbitrap-MS se establecio en 70000 (full-width-at-half-maximum, en m/z
200, Rrwhm); €l control automatico de ganancia (AGC) fue de 3x10°, el tiempo méaximo de
inyeccion a la C-trap fue de 200 ms y el rango de masas fue de m/z 100-1000. Las moléculas
protonadas y deprotonadas se fragmentaron en la celda HCD (Higher Energy Collision
Dissociation) con energias de colisién de 10 a 70 eV. Los espectros de masas se registraron en el
modo AIF (all-ion fragmentation) para cada energia de colision, auna Rrwnm de 35000, AGC de
3x108, tiempo de inyeccion en la C-trap de 50 ms y un rango de masas de m/z 80-1000. Los datos
se obtuvieron y analizaron con el software Thermo Scientific™ Dionex™ Chromeleon™
Chromatography Data System (CDS), version 7.2, y el software Thermo Xcalibur 3.1 (Thermo
Scientific, San José, CA, EE.UU.), respectivamente. La identificacion de los compuestos se llevd
a cabo comparando sus tiempos de retencion (tr), espectros de masas, patron isotopico y formula
molecular exacta con los de las sustancias de referencia y bases de datos. Los datos MS fueron
adquiridos en los modos de ionizacion positivo y negativo.

La cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados en los extractos de las plantas
bajo estudio se realiz6 usando el método de estandar externo, en modo de adquisicion de iones
seleccionados (SIM), con sustancias patron de acido 3,5-dicafeoilquinico, acido clorogénico,
eriodictiol, luteolina, quercetina, quercetina 3-glucaésido, luteolina 7-glucoésido y kaempferol 3-O-

galactdésido.
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3.5 Actividad fotoprotectora
3.5.1 Determinacion del factor de proteccion in vitro

El factor de proteccion solar in vitro se determind siguiendo la metodologia descrita por
Mansur et al. (1986) y Sayre et al. (1979). El extracto hidroalcohdlico (5 mg) se disolvio en una
solucion hidroalcohdlica y se agit6 en vértice (2500 rpm, 1 min). La solucion se colocé en
sonicacion a temperatura ambiente (ca. 25 °C) durante 20 min a una frecuencia de 37 kHz en un
equipo de ultrasonido Elmasonic S30H (Elma Schmidbquer GmbH, GieRen, Alemania). La
solucion se agitd en vortice (3000 rpm, 1 min) y se centrifugo (6000 rpm, 10 min); a partir de esta
solucion se realizd una disolucion (200 mg/L), condicion establecida por Mansur y colaboradores
(1986) para que los resultados se pudieran correlacionar con el método in vivo. Se adquirié el
espectro ultravioleta de la disolucidn en un espectrofotometro en miniatura (FLAME-S-UV-Vis-
ES, FLMS02341) de Ocean Optics Inc. (Dunedin, FL, EE. UU.). Se emple6 una cubeta de cuarzo
de 1 cm. Los datos se procesaron en el software OceanView (Version 1.6.3, 2013). Se tomaron los
valores de absorbancia de cada solucion evaluada en el rango de A= 290 nm a A= 320 nm, con
intervalos de 5 nm, y se calculd el SPF, segun la Ecuacién 10. Las mediciones se realizaron por
triplicado.

SPF invito = FC X Y330 x EE (A)x I (1) x Abs (1) Ecuacion 10

Donde:
SPF: factor de proteccion solar
FC: 10 (factor de correlacion)
EE (V): efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda A.
I (A): intensidad del sol en la longitud de onda A.

Abs (A): absorbancia de la solucion en la longitud de onda A.
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Se utilizaron los valores determinados por Sayre et al. (1979) de las constantes de la
relacion entre el efecto eritemogeénico y la intensidad de la radiacion de cada longitud de onda EE

(M) x I (A) (Véase Tabla 5).

Tablab

Valores de las constantes usadas para el calculo del factor de proteccién solar in vitro.

Longitud de onda EE (W) x1 ()
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

3.5.2 Determinacion de la longitud de onda critica

Segun la FDA (Food and Drug Administration), los filtros solares con un valor de longitud
de onda critica in vitro superior a A= 370 nm, indicarian que el producto puede satisfacer los
requisitos de proteccion UVB/UVA de amplio espectro (Cole, 2016). La longitud de onda critica

(A¢) se calculo mediante la Ecuacion 11.

Ac

400 ..
f A;dA =09 f Ayd2 Ecuacion 11
290 290

Donde:
A, : absorbancia monocromatica a una longitud de onda A.

Ac : longitud de onda critica en nm.
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3.5.3 Relacion de absorbancia UVA1/UV segun los criterios de clasificacion establecidos en la
resolucion propuesta por la FDA

La relacion de absorbancia UVAL/UV para cada extracto se calculd, usando la Ecuacion

12:
400 400 .,
Relacion UVAL/ UV = 119 4494/ Jsso 42 Ecuacion 12

f290 Azda/ f290 da

Segun la relacién de absorbancia UVAL/UV, los protectores solares se asignan a una de
cuatro categorias de relacion UVAL/UV: (1) proteccion baja (relacion UVAL/UV >0,20); (2)
proteccion media (relacion UVA1/UV >0,40); (3) proteccion alta (relacion UVA1/UV >0,70); (4)

proteccion muy alta (relacion UVA1/UV >0,95) (Moyal, 2010).

3.5.4 Ensayos de fotoestabilidad de los extractos

El procedimiento se realizd de acuerdo con las metodologias descritas por Chen et al.
(2012) y Bakowska et al. (2003), con algunas modificaciones. Los ensayos de estabilidad con
radiacion UV se realizaron utilizando una camara de radiacién Opsytec Dr. Grobel BSL-01
(Opsytec Dr. Grobel GmbH, Ettlingen, Alemania), equipada con lentes LED que irradian a una
longitud de onda de A=365 nm (radiacion UVA) e irradiancia maxima de 40 mW/cm?. Los
extractos (10 mg) se irradiaron a una longitud de onda de A=365 nm durante 4 h. La estabilidad se
monitore6 en intervalos de 1 h. Se determind el SPF in viro para calcular el porcentaje de la
capacidad fotoprotectora en el tiempo, usando la Ecuacién 13. También, se calcularon los
coeficientes de absortividad en la longitud de onda maxima de cada uno de los extractos (&) antes
y después de cada periodo de irradiacion (Véase Ecuacion 14). Los coeficientes de absortividad

se expresaron como (absorbancia (A)/cm™(mg de extracto/ mL)) (Mejia-Giraldo et al., 2021).
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SPF,}, — SPFy
SPF,},

%ﬂm:( )x1m

Donde:
SPFon: el valor del SPF inicial, sin irradiacion.
SPFxn: (x: 1-4 h) el valor del SPF, después de irradiar.

M
lc

Donde:

e: coeficiente de absortividad.

A: absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion.

I: longitud de la celda de medicién ( 1 cm).

c: concentracioén de la solucion evaluada (0,2 mg/ mL).

3.6 Actividad antioxidante

3.6.1 Ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS*

49

Ecuacion 13

Ecuacién 14

El ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS*™ se realizé segun la metodologia

descrita por Re et al. (1999) con algunas modificaciones. Se prepard una solucion buffer de acetato

de sodio (20 mM, pH= 4,5). En 50 mL de solucion buffer se mezclaron el ABTS (192 mg) v el

persulfato de potasio (PDS) (33 mg) para producir el catién-radical ABTS™ de coloracién azul

intenso. La mezcla se dejé en ausencia de luz y en refrigeracion (ca. 4 °C) durante 18 h. Las

concentraciones finales del ABTS y el PDS en solucion fueron de 7,45 mM y 2,45 mM,

respectivamente. A partir de esta solucion stock se prepard una solucion de trabajo con absorbancia

de 0,71 £ 0,02.



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 50

Las lecturas de absorbancia se realizaron en un lector de microplacas Modulus® 11 (Turner
Biosystems Inc, Sunnyvale, California, EE. UU.) y se tomaron a una longitud de onda de
A= 750 nm y a una temperatura de 25 °C. Se construy6 una curva de calibracion de Trolox® (50-
560 uM). Para cada concentracion de la curva se calcul6 el porcentaje de inhibicion utilizando la
Ecuacion 15. Los resultados de la actividad antioxidante se expresaron como pmol de Trolox®/g
de muestra.

Inhibicion, % = 0,1348 (UM de Trolox®)- 4,6121 Ecuacion 15

Las muestras (extractos y sustancias de referencia) se diluyeron en etanol absoluto, de tal
manera que el porcentaje de inhibicién del cation-radical ABTS* estuviera entre el 10 y 50 %.
Para esto, el extracto diluido (10 pL) y la solucion de trabajo de ABTS™ (190 pL) se depositaron

en cada pozo de la placa y se midi6 la absorbancia durante 60 min.

3.6.2 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el ensayo on-line HPLC-DAD-
ABTS*

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método on-line HPLC-DAD-
ABTS", se utilizé la metodologia descrita por Rojas et al. (2015), con algunas modificaciones. Se
usé un cromatografo liquido de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés), Agilent
Technologies (AT) (Palo Alto, CA, EE. UU.) 1260 Infinity, acoplado a un derivatizador
poscolumna Pinnacle PCX, de la casa fabricante Pickering Laboratories (Mountain View, EE.
UU.). El HPLC tenia un desgasificador de disolventes integrado a una bomba cuaternaria
(G1311C), un inyector automatico (G1329B), un compartimiento termostatizado para las

columnas (G1316A), un detector de arreglo de diodos (DAD, por sus siglas en inglés) (G1315D)
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y un detector de longitud de onda multiple (MWD, por sus siglas en inglés) (G1365D), todos de
la empresa.

El derivatizador tenia dos bombas de jeringa electronicas, para flujos continuos; cada
jeringa podia almacenar hasta 70 mL. Ademas, poseia dos mezcladores, un reactor téermico de 1,4
mL (11,5 m, L x 0,4 mm, d.i.), cuya temperatura se podia ajustar de 30 a 130 °C, y un reactor a
temperatura ambiente. El derivatizador contaba con un sistema de suministro de nitrogeno, para
proteger los reactivos, que podian degradarse con el oxigeno, y un compartimiento para una
columna, cuya temperatura se podia ajustar de 30 a 75 °C.

La fase movil para la preparacion de la muestra era una mezcla de agua:metanol al 0,5%
de acido férmico (reactivos grado HPLC) vy, la fase movil de la corrida cromatografica consistia
en A (acido formico al 0,5% en agua, v/v) y B (acetonitrilo). EI volumen de inyeccién fue de 20
uL. Se monitoreaba el cromatograma a A= 734 nm, longitud de onda establecida en el MWD para

el registro de la disminucion de la absorbancia del catién- radical ABTS™.

4. Resultados y discusion

4.1 ldentificacion boténica

Las plantas fueron identificadas por el biélogo Dr. Robert Tulio Gonzalez. Los nimeros
de voucher de las exsiccatae fueron almacenados en el Herbario UIS, Facultad de Ciencias de la
Universidad Industrial de Santander, Escuela de Biologia (sede Bucaramanga). En la Tabla 6 se

encuentra la informacion de los sitios de colecta y nameros de voucher.
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Tabla 6

Identificacion taxondmica de las especies estudiadas.

Plantas de la investigacion

Achyrocline saturejoides A. bogotensis Lantana colombiana
Familia Asteraceae Asteraceae Verbenaceae
Nombre coman  Marcela Cenizo Cariaquito
Sitio de colecta Betulia, Santander Concepcion, Santander ~ Concepcion, Santander
N° voucher 21973 22060 22061

4.2 Disefos experimentales

El rendimiento de extraccion y las actividades bioldgicas de los extractos pueden verse
influenciados principalmente por el tipo de la especie botéanica, las condiciones climaticas durante
su cultivo y el procesamiento del material vegetal (Braga et al., 2016). Esa relacion entre “ganancia
(rendimiento)” y “beneficio (actividad bioldgica)” puede revelar el verdadero valor de los
extractos de las plantas. Por esta razdn, se estudiaron los efectos de la temperatura, tiempo de
extraccion y el porcentaje de etanol sobre el rendimiento de extraccion y los potenciales
antioxidante y fotoprotector de cada extracto bajo estudio; también, se analiz6 la relacién entre las
variables de respuesta monitoreadas. Para esto, se empled un disefio factorial 2° de resolucion V
con seis réplicas en las condiciones de extraccion del punto central para un total de 14
experimentos. El potencial antioxidante se determiné por el ensayo de decoloracion del cation-
radical ABTS™ vy el potencial fotoprotector por el valor del SPF in vitro. Las mediciones se
realizaron por triplicado y los resultados detallados se encuentran en el Apéndice A.

En la Tabla 7, estan los coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables de
respuesta: rendimiento de extraccion, potencial antioxidante y potencial fotoprotector obtenidas
para cada especie. En las tres matrices vegetales se observaron correlaciones negativas entre el

rendimiento de extraccion y el potencial fotoprotector; para A. saturejoides la correlacion entre
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estas variables fue estadisticamente significativa (p <0,05); también, se observd una correlacion
negativa entre el rendimiento de extraccion y el potencial antioxidante para los extractos de A.
saturejoides (r = -0,3648). Estas correlaciones negativas indicaron gque existe una relacion inversa
entre las variables, es decir, que se podrian obtener extractos de estas especies con bajos
rendimientos de extraccion, pero con alta capacidad fotoprotectora y, también, con alta capacidad
antioxidante para el caso de los extractos de A. saturejoides.

Por otro lado, los coeficientes de correlacion entre el rendimiento de extraccion y el
potencial antioxidante de A. bogotensis (r= 0,0755) y L. colombiana (0,1463) fueron positivos
cercanos a cero. Ningunas de estas correlaciones fueron significativas. Los coeficientes de
correlacion cercanos a cero indican que existe una asociacion lineal débil entre variables, es decir,
que las variables rendimiento de extraccion y el potencial antioxidante de las especies A.
bogotensis y L. colombiana estan debilmente asociadas (Akoglu, 2018).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Braga et al. (2016), quienes estudiaron
la correlacion entre el rendimiento de extraccion, la actividad antioxidante, el contenido de fenoles
totales y el contenido de flavonoides en extractos obtenidos de distintas matrices vegetales Vitis
vinifera, Mangifera indica y Arachis hypogaea. Los investigadores encontraron correlaciones
lineales negativas entre el rendimiento de extraccion y el contenido de fenoles totales (r = -0,91, p
< 0,01) y flavonoides totales (r=-0,98, p < 0,01) y, a su vez, una correlacion lineal positiva entre
los flavonoides totales y la actividad antioxidante (r= 0,92, p < 0,01), medida por el ensayo de

decoloracion del cation-radical ABTS*.
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Tabla7
Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables de respuesta: rendimiento de

extraccion, potencial antioxidante y potencial fotoprotector

Plantas de estudio

Correlaciones A. saturejoides  A. bogotensis L. colombiana
Rendimiento de extraccion- potencial r=-0,575 r =-0,2648 r=-0,1121
fotoprotector p=0,0315 p = 0,3602 p =0,7028
Rendimiento de extraccion- potencial r =-0,3648 r=0,0755 r=0,1463
antioxidante p =0,1997 p =0,7976 p =0,6177
Potencial fotoprotector-potencial r=0,8816 r=0,7131 r=0,1587
antioxidante p =0,0000 p = 0,0042 p =0,5879

Nota: r: coefieciente de correlacion de Pearson; p: valor de significancia estadistica (p < 0,05).

Los extractos obtenidos de las plantas pueden exhibir distintas o iguales actividades
bioldgicas y esto se atribuye a la diferencia o similitud entre sus composiciones quimicas (Lopes
et al., 2011; Meira et al., 2012). Para el caso de las especies de A. saturejoides (r= 0,8816, p <
0,05) y A. bogotensis (r= 0,7131, p < 0,05), que pertenecen al mismo género y tienen
composiciones quimicas similares, se observo una correlacion positiva alta, estadisticamente
significativa, entre los potenciales fotoprotector y antioxidante; lo que indica que la actividad
fotoprotectora de los extractos de estas especies esta relacionada con su actividad antioxidante. La
correlacion entre estas variables para los extractos de L. colombiana (r = 0,1587) fue positiva; sin
embargo, la relacion es baja.

La correlacion positiva entre el potencial antioxidante y fotoprotector es un resultado
consistente, ya que las plantas como fuentes constantes de compuestos activos pueden sintetizar

sustancias que actuen como antioxidantes para combatir o prevenir los dafios causados por las
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especies reactivas de oxigeno o como fotoprotectores para prevenir el envejecimiento prematuro
causado por la exposicion a la radiacion solar (Stevanato et al., 2014).

Por otro lado, Michiels et al. (2012) y otros autores (Bamba et al., 2018; Spigno et al.,
2007) mencionan gue la cantidad obtenida de extracto, la composicion quimicay, por lo tanto, las
actividades bioldgicas de los extractos varian con las condiciones de extraccion; los parametros
que tienen un gran impacto incluyen en particular la composicion del solvente de extraccion, la
temperatura y el tiempo de extraccion. En los Apéndices B-D estan los resultados del andlisis de
varianza (ANOVA) vy los graficos de Pareto estandarizados (Véansen Apéndices E-G), en donde
se muestran los efectos de los factores individuales estudiados en esta investigacion y sus
interacciones sobre las variables de respuesta para las tres matrices vegetales. Las variables

sombreadas en los graficos de Pareto explicaron ca. 90 % de la varianza total de los datos.

4.2.1 Efecto del porcentaje de etanol

El etanol es el solvente mas utilizado en laboratorios e industrias afines a la obtencion de
productos naturales (Chemat et al., 2019), al igual que el agua, que es un buen solvente de
extraccion para acidos fenolicos y sus glucosilados, y puede proporcionar un mayor rendimiento
de extraccién de estos compuestos que los solventes organicos (Syukriah et al., 2014). Sin
embargo, las soluciones acuosas de etanol son mas efectivas en la extraccién de compuestos
fenolicos, incluidos los flavonoides, que los solventes puros (Dent et al. , 2013).

Poh-Yen et al. (2018) evaluaron el potencial fotoprotector de extractos de Graptophyllum
pictum obtenidos con diferentes solventes; los autores encontraron que los extractos con mayor
potencial fotoprotector se obtuvieron con etanol y tuvieron una mayor estabilidad al estar

expuestos durante 21 dias a luz solar. Por esta razon, en esta investigacion se utilizo el etanol como
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solvente de extraccion y se obtuvieron extractos usando la mezcla hidroalcoholica con 60 %, 70
% y 80 % de etanol (v/v).

Los resultados obtenidos de las tres plantas mostraron que el porcentaje de etanol hizo parte
de los factores que afectaron de manera significativa (p< 0,05) a las variables de respuesta
estudiadas. Este factor tuvo un efecto negativo sobre el rendimiento de extraccion; con altas
concentraciones de etanol en el solvente (80 %, v/v) se obtuvieron bajos rendimientos de
extraccion. Caso contrario para los potenciales antioxidante y fotoprotector, para lo cual se observo
un efecto positivo de este factor, excepto para la especie de A. bogotensis (Véansen los Apéndices
E-G). En el potencial fotoprotector de las especies A. saturejoides (71 %) y L. colombiana (76 %)
fue el efecto més alto, y en el potencial antioxidante de A. saturejoides, represent6 el 32 % de la
variabilidad.

En el estudio realizado por Do et al. (2014), los autores evaluaron los efectos del solvente
de extraccion en el contenido de compuestos fendlicos, en la cantidad de flavonoides y en la
actividad antioxidante de Limnophila aromatica. Los investigadores observaron que al aumentar
el porcentaje de etanol en el solvente de extraccion disminuia el rendimiento y aumentaba la
actividad antioxidante.

Goltz et al. (2018) encontraron que una relacién EtOH:H2O de 70 % (v/v) favorecia la
obtencion de extractos de A. saturejoides con una actividad antioxidante alta. Estos resultados
concuerdan con lo obtenido en esta investigacién, ya que una solucién hidroalcohdlica (etanol, 70
%, Vv/Vv), se obtuvo el extracto de A. saturejoides con mayor potencial fotoprotector y antioxidante

,3'y 640 pmol Trolox®/ g de extracto).
(15,3 y 640 umol Trolox® g d )
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4.2.2 Efecto de la temperatura

El incremento de la temperatura de extraccion conduce a una mayor permeabilidad de las
paredes celulares, mayor solubilidad de los compuestos fenolicos y mayores fendmenos de
transferencia de calor y masa a través de la matriz vegetal, lo que incrementa el rendimiento de
extraccion (Oreopoulou et al., 2019). Esto se observé en esta investigacion, cuando el aumento de
la temperatura tuvo un efecto positivo sobre el rendimiento de extraccion para las plantas bajo
estudio. Como efecto individual fue estadisticamente significativo (p < 0,05) y el de mayor aporte
en la variabilidad de los rendimientos de los extractos de A. bogotensis (58 %) y L. colombiana
(38 %) y, como efecto binario entre la relacion EtOH:H,O y temperatura (18 %), para
A. saturejoides.

Se observaron distintos aportes y efectos de este factor sobre el potencial fotoprotector para
cada especie vegetal (Véansen Apéndices E-G). La temperatura, como factor individual tuvo un
efecto negativo para las especies de A. saturejoides y A. bogotensis, para esta Gltima planta fue
estadisticamente significativo (p < 0,05) y el mas alto (55 %); sin embargo, para L. colombiana el
efecto individual de la temperatura fue positivo y el efecto binario de la temperatura y el porcentaje
de etanol (11 %) fue negativo (p < 0,05) y con mayor aporte que el efecto individual (5 %).

Para el caso del potencial antioxidante, se observd que el efecto individual de la
tempearatura fue negativo para las especies de A. saturejoides y A. bogotensis y positivo para L.
colombiana. En las tres matrices, este factor fue estadisticamente significativo (p < 0,05) y para el
caso de L .colombiana, tuvo un mayor aporte (33 %) a la variabilidad de esta respuesta. Sin
embargo, los efectos binarios entre la temperatura y el porcentaje de etanol fueron efectos positivos

sobre las especies de A. saturejoides y A. bogotensis, siendo para esta Gltima el efecto mas alto (39
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%), contrario a L. colombiana, para la cual este efecto binario tuvo un efecto negativo sobre el
potencial antioxidante y el segundo mas alto (25 %).

Miranda et al. (2009) tuvieron resultados similares a los de esta investigacion relacionados
con el efecto de la temperatrua sobre la actividad antioxidante de extractos de Aloe vera, en donde,
observaron un decrecimiento de la capacidad antioxidante, medida por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), al incrementar la temperatura de extraccion. Qu et
al. (2010) mencionan que este efecto negativo de la temperatura de extraccién sobre la actividad
antioxidante se deba al hecho de que algunos compuestos fenolicos presentes en los extractos son

termosensibles y, por lo tanto, las altas temperaturas pueden reducir su actividad bioldgica.

4.2.3 Efecto del tiempo

En las tres variables de respuesta estudiadas se observo que el efecto individual del tiempo
de extraccion fue positivo. Este efecto fue estadisticamente significativo (p<0,05) en el
rendimiento de extraccion de L. colombiana, y en los potenciales antioxidante y fotoprotector de
las tres especies bajo estudio. En el potencial antioxidante de A. saturejoides fue el efecto mas alto
(50 %). Los resultados de esta investigacion fueron similares a los obtenidos por Vuong et al.
(2013) quienes observaron que el rendimiento de extraccion y la actividad antioxidante de
extractos obtenidos de hoja de papaya, se incrementan cuando aumenta el tiempo de extraccion de
5-20 min; mientras que la actividad antioxidante mas alta se obtuvo con el tiempo de extraccion
de 20 min.

El uso de ultrasonido potencializa los fendmenos de transferencia de masa y reduce el

tiempo de extraccion necesario para obtener la maxima recuperacion de compuestos fendlicos
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(Hossain et al., 2012). El extracto de A. bogotensis con altas capacidades antioxidante y

fotoprotectora se obtuvo a los 15 min de extraccion (nivel bajo del disefio experimental).

4.3 Analisis de composicion quimica de los extractos aislados de las especies vegetales bajo
estudio
4.3.1 Figuras analiticas de mérito del analisis por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS

En la Figura 5 se observan las corrientes ionicas extraidas (EIC, por sus siglas en inglés),
obtenidas en modo full scan, por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS de las sustancias-patron utilizadas.
En la Tabla 8 contiene los resultados de medicidn de la precision de los tiempos de retencion (tr)
y las areas cromatograficas de las sustancias-patron analizadas por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS en
modo de adquisicién SIM. Los coeficientes de variacion para los tiempos de retencion de las
sustancias analizadas estuvieron entre 0,1 %y 0,3 % y para las areas cromatogréaficas entre 1 %
y 10 %. Estos parametros estuvieron dentro de los rangos aceptados de las Buenas Préacticas de
Laboratorio, en donde se establecen que los coeficientes maximos de variacion para los tiempos
de retencidn sean menores del 2 % y para las areas cromatogréficas, del 10 % (International
Organization for Standardization, 1990). En la Tabla 9, se encuentran los resultados de linealidad,
sensibilidad, limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) del analisis UHPLC-ESI*"-
Orbitrap-MS para cuantificar los compuestos fenolicos. Los coeficientes de determinacion para
todas las sustancias patron analizadas, dentro de sus respectivos rangos de concentracién, fueron

R?>0,99.
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Figura 5
Corrientes ionicas extraidas (EIC), de las moléculas protonadas y deprotonadas de las
sustancias patrdn, obtenidas por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS. Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 8.
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Tabla 8

61

Repetibilidad de tiempos de retencion (tr) y de areas cromatogréficas de sustancias patron de compuestos fenolicos, analizados por

UHPLC-ESI-Orbitrap-MS.

N° Masa experimental tr+s. min cvV Areas * s,

H A - l -6 [0)
IF:):;(.)S Compuesto Formula [M+H]* [M-H] A ppm (n=3) % cuen(tna:s??; 10 CV, %
1 Acido clorogénico C16H1809 - 353,08804 0,67 3,83+0,01 0,3 10,0+0,2 2,1
2 Acido p-cumarico CoHsOs3 - 163,03923 1,59 4,76 £ 0,01 0,2 18,0+0,4 2,2
3 Acido 3,4-dicafeoilquinico CasH24012 - 515,11957 0,61 5,04 £ 0,02 0,4 17,2+0,7 4,0
4 Luteolina 7-O-glucurénido C2H1g012  463,08655 - 1,19 5,17 £0,01 0,1 30,0+0,6 1,9
5 Luteolina 7-glucésido CaiH20011  449,10736 - 1,06 5,30+ 0,01 0,1 54,0+0,7 1,3
6 Quercetina 3-O-glucésido CoiH201,  465,10236 - 0,85 5,42 £+ 0,01 0,2 24+13 5,4
7 Apigenina 7-glucurénido CyH18011  447,09174 - 1,01 5,49 + 0,01 0,1 50,0+ 0,7 15
8 Kaempferol 3-0- CaHaOu 449 10745 . 085 568002 03 30+ 16 48

galactésido
9 Eriodictiol CisH120s  289,07034 - 1,11 5,84 £ 0,01 0,2 60+1,3 2,1
10 Quercetina CisH1007  303,04962 - 1,01 6,24 £ 0,01 0,2 40+ 3,0 6,5
11 Naringenina CisH120s  273,07547 - 1,02 6,28 £ 0,01 0,2 100+1,2 1,2
12 Nepetina CisH1207  317,06531 - 0,85 6,38 £ 0,01 0,1 103+1,5 1,5
13 Luteolina CisH100s  287,05472 - 1,03 6,40 £ 0,01 0,1 158,0+ 0,6 0,4
14 Apigenina CisH100s  271,05984 - 0,94 6,75+ 0,02 0,2 190+ 4,2 2,2
15 Cirsimaritina Ci7H140s  315,08597 - 1,10 7,05+0,01 0,1 90+27 3,0
16 Salvigenina CisH160s  329,10168 - 0,85 7,72 £0,02 0,2 1100 +110,4 10,3

Nota: CV: coeficiente de variacion.
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Tabla 9

Linealidad y sensibilidad determinadas para las sustancias patrén de compuestos fendlicos analizadas por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS.

N® [Hg/mL]
. P4 2
E:;?S Compuesto Rango, pg/mL Ecuacion R SB LOD  LOQ
1 Acido clorogénico 1-10 y=10579546x + 5384607 0,9962 163013 0,04 0,12
2 Acido p-cumérico 0,06-0,8 y = 11327904x + 178822 0,9969 169533 0,05 0,15
3 Acido 3,4-dicafeoilquinico 1-10 y = 27430806x-1096492 0,9959 376882 0,06 0,21
4 Luteolina 7-O-glucurénido 0,02-0,8 y =11017182x+29375 0,9975 130815 0,04 0,15
5 Luteolina 7-glucésido 0,01-0,6 y = 32235395x + 496774 0,9961 539557 0,04 0,13
6 Quercetina 3-O-glucdsido 1-10 y =11801723x + 3155600 0,9922 316094 0,07 0,22
7 Apigenina 7-glucurénido 0,01-0,8 y = 62514633x+1438948 0,9923 418129 0,08 0,26
8 Kaempfgrol 3-0- 0,06- 0.8 y =29590144x - 336794 0,9989 238708 0,03 0,10
galactosido

9 Eriodictiol 0,01-0,8 y = 7967209x + 58492 0,9917 159205 0,08 0,26
10 Quercetina 1-10 y =11276699x + 8409777 0,9885 286829 0,05 0,16
11 Naringenina 0,01-0,8 y = 69568198x+1524067 0,9966 336860 0,05 0,17
12 Nepetina 0,01-0,8 y=86593763,74x-828059,2134 0,9978 303479 0,04 0,12
13 Luteolina 0,01-0,8 y = 62823980x+1555540 0,9946 985061 0,06 0,21
14 Apigenina 0,06-0,8 y =68012217x+3408037 0,9940 1475833 0,09 0,29
15 Cirsimaritina 0,01-0,8 y = 427026639x+11262593 0,9902 9990938 0,09 0,30
16 Salvigenina 0,06-0,80 y = 910743363x-14489551 0,9944 18241572 0,07 0,23

Nota: Sg: desviacion estandar del intercepto
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4.3.2 ldentificacion y cuantificacion por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS de compuestos fendlicos
presentes en los extractos hidroalcohdlicos de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana
4.3.2.1 Patrones de fragmentacion de los compuestos fenolicos identificados en los
extractos de las plantas bajo estudio. Con el analizador de masas Q-Orbitrap operado en modo
de adquisicion simultanea de iones positivos y negativos, fue posible estudiar los patrones de
fragmentacion de las sustancias identificadas en los extractos hidroalcoholicos de las plantas bajo
estudio. En los Apéndices H y J se encuentran las tablas y las figuras de las corrientes idnicas
extraidas, EIC, obtenidas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS, de los compuestos identificados.

Con las masas exactas (A ppm < 2) de las moléculas (protonadas [M+H]" o deprotonadas
[M-H] vy los patrones isotopicos se pudieron elucidar las formulas moleculares. Los espectros de
masas se adquirieron con diferentes energias (HCD: 10-70 eV) en la camara de colisiones
activadas; la energia de la celda HCD se seleccion6 de tal manera que en los espectros de masas
se observaran las sefiales tanto de la molécula ionizada como de los iones-producto; en la Figura
6 se observa como ejemplo el espectro de masas del el acido clorogénico, que fue uno de los
compuestos presentes en los tres extractos vegetales.

En los extractos de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana se pudieron identificar
34 compuestos diferentes, entre los cuales figuraron: derivados de acidos hidroxicindmicos (8),
feniletanoides (4), flavonoles (7), flavonas (12), flavanonas (2) e isoflavonas (1). Con el uso de
sustancias-patron se identificaron de manera confirmatoria 15 de 34 compuestos. Los 19
compuestos restantes se identificaron de manera tentativa mediante el estudio de los patrones de
fragmentacion de sus moléculas protonadas o deprotonadas obtenidos en modo SIM, por
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS; los espectros de masas de estos compuestos se compararon con los

espectros de masas reportados en la literatura y en las bases de datos METLIN™



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 64

(http://metlin.scripps.edu/) y HMDB (http://hmdb.ca/spectra/ms/search) (Véansen Apéndices | y
K).

En los extractos de las tres plantas estudiadas se detectaron acidos hidroxicinamicos y
derivados. En el extracto de L. colombiana solo se detectd el &cido p-cumarico, que es un
compuesto derivado del &cido cinamico; en el espectro de masas de este compuesto se observo el
ion-fragmento méas abundante en m/z 119,04932 (CgH-O, 100 %) que posiblemente se origin6 por
la descaboxilacion del acido durante la ionizacion (Wehling et al., 1989); este compuesto ha sido

reportado en L. camara, que es una especie perteciente al mismo género Lantana (Hussain et al.,

2011).
Figura 6
Espectro de masas, obtenido por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS (Vcap: 3.5 kV, HCD: 20 eV), del
acido clorogénico presente en el extracto hidroalcohdlico de A. saturejoides.
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Otra familia de compuestos, identificados principalmente en los extractos de A.
saturejoides y A. bogotensis, fueron los acidos hidroxicinamicos derivados del &cido quinico, los
cuales, son sustancias que estan compuestas por una 0 mas unidades de &cidos trans-cinamicos,
como el acido cafeico y el acido ferulico, unido a un &cido quinico a traves de un enlace éster
(Clifford et al., 2005).

El é&cido clorogénico (acido 3-O-cafeoilquinico) se identifico6 en los extractos
hidroalcoholicos de las tres especies estudiadas; este compuesto es un acido mono-cafeoilquinico
y es uno de los mas abundantes en la naturaleza (Clifford, 1985). En los espectros de masas de los
acidos mono-cafeoilquinicos obtenidos en ESI/MS (Q-Orbitrap) en modo de adquisicion de iones
negativos (HCD: 20 eV) se observo la sefial m/z 353,08670 con formula molecular C16H1709 que
correspondio a la sefial de la molécula deprotonada. El ion-producto mas abundante fue registrado
en m/z 191,05501 (C7H110s, 100 %) y correspondio al acido quinico deprotonado, que fue formado
por la ruptura del enlace éster entre el acido cafeico y el acido quinico. La pérdida de una molécula
de agua a partir del ion m/z 191,05501, gener6 el ion-fragmento con formula molecular C7HgOs en
m/z 173,04444. El ion-producto en m/z 179,03388 con formula CoH;O4 se identificd como el
fragmento del acido cafeico deprotonado; este ion al perder una molécula de agua y una de didxido
de carbono formoé los iones-producto en m/z 161,02332 (C9Hs03) y m/z 135,04405 (CgH-0Oy).
Clifford y colaboradores (2005) reportaron estos mismos fragmentos para distintos isomeros de
acidos mono-cafeoilquinicos.

En los extractos de A. saturejoides y A. bogotensis se identificd un compuesto con [M-H]
en m/z 367,10235 y férmula Ci17H1909; se observaron los iones-producto en (CioHoO4', m/z
193,04953), (C7H11067, m/z 191,05501) y (C7H9Os", m/z 173,04444). Este compuesto se identifico

como un isomero del &cido feruloilquinico. El ion-fragmento con férmula CioHoOs y m/z
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193,04980 se genero por la ruptura del enlace estér entre el acido ferdlico y el acido quinico; la
presencia del ion m/z 191,05550 (C7H110¢") correspondi6 al &cido quinico deprotonado, el cual
por la pérdida de una molécula de agua generé el ion m/z 173,04495. En extractos
hidrometandlicos de A. saturejoides se ha registrado la presencia de estos compuestos (Marques y
Farah, 2009).

Los &cidos di- y tri-cafeoilquinicos se encontraron Gnicamente en los extractos de las
especies del género Achyrocline estudiadas. En los espectros de masa de estos compuestos se
registraron iones-producto generados por las péerdidas sucesivas de 162 unidades [M-H-CgoHeO3]
que correspondieron al fragmento del acido cafeico. En el espectro de masas del isémero del acido
tri-cafeoilquinico (CasH30015, m/z 677,15131) se registraron los iones-producto (CzsH240127, m/z
515,11840), (C16H17097, m/z 353,08670) y (C7H1106", m/z 191,05501) y, en los espectros de masas
de los &cidos di-cafeoilquinicos (dCQA, C2sH24012, m/z 515,11840), como el acido 3,5-dCQA, se
observaron los iones-producto C1sH17097, m/z 353,08670) y (C7H11067, m/z 191,05501). También
se registro en los espectros de masas de los acidos di- y tri-cafeoilquinicos el ion m/z 335,07614
con formula C16H150s, que se genero a partir del ion m/z 353 por la pérdida de una molécula de
agua. Los iones-fragmento m/z 191 (C7H110e) y m/z 179 (CoH7O4) correspondieron a las sefiales
de las moléculas deprotonadas de los acidos quinico y cafeico, respectivamente; las sefiales m/z
161y 135 probablemente se generaron a partir del ion m/z 179 por la pérdida de moléculas de agua
y dioxido de carbono, respectivamente. Estos compuestos han sido reportados no sélo en la especie
A. saturejoides sino en otras especies pertenecientes al mismo género (Grassi-Zampieron et al.,
2010).

En los extractos de ambas especies de Achyrocline se identifico de manera tentava el acido

tricafeoilaltrarico. En el espectro de masas del compuesto (HCD: 10 eV), se observd el ion
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deprotonado [M-H]" m/z 695 con formula Cs3H2s017 y, dos pérdidas sucesivas de 162 unidades
con formula CoHeO3, que se identificaron como fragmentos de acido cafeico. El ion-fragmento m/z
209 con formula CeHyOg fue compatible con la del &cido altrarico deprotonado (Bouzabata et al.,
2022). El acido tricafeoilaltrarico no ha sido reportado en plantas del género Achyrocline, pero si
en otras plantas de la familia de las Asteraceas como la Smallanthus sonchifolius (Takenaka et al.,

2003).

Figura7

Estructura quimica base de los flavonoides.

Los flavonoides fueron otra familia de compuestos detectados en los extractos de las
plantas estudiadas, su estructura quimica basica consiste en un esqueleto carbona Cs-C3-Cs, donde
los componentes Cs son anillos arométicos (anillo A y B) unidos por tres atomos de carbono que
forman un tercer anillo pirano o pirona (anillo C) (Véase Figura 7). En los espectros de masas se
observaron patrones de fragmentacion caracteristicos para los principales subgrupos de estos
compuestos fendlicos, que incluyeron la pérdida de moléculas neutras como hexosas (CsH100s),
hexurdnidos (CsHsOs), moléculas de H20, CO, C,H.0, grupos metilo (CH3-) y fragmentos

generados por la ruptura del anillo C; a continuacion, se muestras los iones-producto
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caracteristicos para las principales familias de flavonoides detectados en los extractos vegetales
estudiados. Se utilizé la nomenclatura propuesta por Ma y colaboradores (1997) para designar los
iones-producto identificados en los espectro de masas de las agliconas; las etiquetas A" y "B*
hicieron referencia a los fragmentos que contuvieron los anillos A y B intactos, respectivamente;
los superinidices i y j indicaron los enlaces que se rompieron del anillo C.

Solo en los extractos de las plantas estudiadas del género Achyrocline se detectaron
flavonoles, de los cuales tres fueron compuestos mono-glicosilados y uno di-glicosilado, y algunas
agliconas metiladas. En los espectros de masas de estos compuestos se observo la pérdida de
moléculas neutras de azUcares que pudo ser una hexosa (CeH100s, m/z 162,05227) 0 un hexuronido
(CeHsOs, m/z 176,03153) (Vease Figura 9) para generar el ion-producto de la respectiva aglicona.
En el caso de las agliconas metiladas se observé una pérdida de 15 unidades correspondiente al
grupo metilo como radical [CH3]. Estos grupos sustituyentes en los flavonoles suelen estar en las
posiciones Rz 0 Rs (Cuyckens y Claeys, 2004). Los patrones de fragmentacion de los flavonoles
detectados en los extractos estudiados han sido previamente reportados por Cuyckens y col. (2000)
y Ma y col. (1997); los investigadores mencionan que los flavonoles se caracterizan por la
presencia de los iones-fragmento %?A* y %?B*, que pueden generarse a partir de la protonacion de
las posiciones C3 y C2, seqguido de una ruptura de los enlaces 0 y 2 del anillo C; otro de los iones
caracteristicos de los flavonoles es el ion-fragmento “3A*, que probablemente se forma por una
escision entre el C1y C3 cuando se protona el C3 y del &tomo de oxigeno del éter del anillo C.

En el extracto de L. colombiana se detectaron principalmente flavonas, como la apigenina,
la luteolina y algunos derivados glicosilados. En los espectros de masa de los compuestos
glicosilados se observaron los iones que se generaron a partir de la pérdida de la molécula de su

respectivo azucar; el ion pico de base correspondié a la aglicona. A diferencia de los flavonoles,



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 69

en los espectros de masas de las agliconas de las flavonas se observan los iones caracteristicos
L3A*y 13B* y no se observa la sefial del ion ®?A* (Ma et al., 1997) (Véase Figura 10). También
se identificaron algunas flavonas metiladas como la nepetina, cirsimaritina y la salvigenina. En los
espectros de masa de estas moléculas se observa una pérdida de 15 unidades correspondientes al
radical metilo (CHz3), seguido de la pérdida de algunas moléculas como CO y HO.

En los extractos estudiados se detectaron dos flavanonas. El eriodictiol se detecto solo en
el extracto de A. saturejoides y la naringenina en el extracto de L. colombiana. Los espectros de
masa de estos dos compuestos se caracterizan por la presencia del ion pico de base “*A* en m/z
153,01810 (100%) con formula C7HsOx ) junto con el ion complementario °B*, que se genera por
la pérdida del anillo B, producto de una fragmentacién de tipo retro Diels-Alder (Fabre et al.,
2001). También se observa el ion “*B* que se genera a partir de la ruptura de C1 y C4 del anillo
C (Véase Figura 11 ). Fabre y col. (2001) reportaron también estos fragmentos en los espectros
de masas del eriodictiol y la naringenina, obtenidos en modo de adquisicién de iones negativos.

La irisolidona es una isoflavona metilada, que se detecté como un compuesto glicosilado
en el extracto de L. colombiana. En el espectro de masas de este compuesto se observé el ion pico
de base [M+H-CsHgOs]" (C17H1506, m/z 315,08582) que correspondio a la aglicona; seguido a esta
sefial se observo el ion-fragmento m/z 300,06384 producido por la pérdida del grupo metilo.

Finalmente, los compuestos identificados como feniletanoides glicosilados fueron
detectados solo en el extracto de L. colombiana. Estos compuestos han sido identificados en otras
plantas del mismo género y conforman una de las principales familias de las especies de Lantana
(Sousa y Costa, 2012). Estructuralmente estos metabolitos secundarios se caracterizan por tener
fragmentos de acidos cindmicos, como el acido cafeico, e hidroxifeniletilo unidos a una f-

glucopiranosa a través de enlaces éster y glucosidico, respectivamente. Los azUcares como
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ramnosa, xilosa, apiosa y otras, también pueden unirse al residuo de glucosa y, en la mayoria de
los casos conforma la estructura base de la molécula (Jimenez y Riguera, 1994). En la Figura 12
se muestra el esquema general de fragmentacion de los feniletanoides glicosilados identificados.
En estos compuestos los fragmentos del acido hidroxicinamico son los grupos mas labiles;
por ejemplo, en los espectros de masas de las moléculas identificadas en el extracto de L.
colombiana estudiado se observd el ion-fragmento CoHsO03™ en m/z 161,02332 (30-100 %) que
correspondio al ion del &cido cafeico deshidratado [CoH704-H20] (Keefover-Ring et al., 2014).
Julido y col. (2009) reporto la presencia de isomeros de fucatosido, incluyendo el fucatésido B, en

extractos etanolicos obtenidos de las hojas de L. fucata.
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Figura 8

71

Fragmentos principales y caracteristicos encontrados en los espectros de masas de los acidos hidroxicinamicos de tipo éster

detectados en los extractos obtenidos de A. saturejoides y A. bogotensis.
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HO_ _O
pZ
=
ol OH
0)
OH ™~

Acido cafeico (C)  Acido

ferulico (F)

Sustituyentes HCD lones fragmento, m/z (1 %)

Compuesto eV '

Ri | R | Rs | Ri |Rs [M-HJ" [(M-H)-Rs] [(M-H)-Rs-Rs]" | [(M-H)-Rs-Rs-R1] Fi
Acido clorogénico
(acido 3-0-cafeoilquinico) H | H| C | H/|H]| 20 353,08810 (2) | 191,05554 (100) 179,03444 (1)
Isomero de acido H H F H | H| 10 | 367,10342(34) | 191,05550 (100) 193,04980 (9)
feruloilquinico
Acido 3,5-dicafeoilquinico 20 51511963 (4) | 353,08792 (100) | 191,05553 (53) 179,0343 (29)
Isomero del acido 30 677,15131 (2) | 515,11987 (14) | 353,08810 (89) 191,05553 (37) 179,03430 (82)

tricafeoilquinico
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Figura 9

72

Fragmentos principales y caracteristicos encontrados en los espectros de masas de los flavonoles detectados en los extractos

obtenidos de A. saturejoides y A. bogotensis.

Sustituyentes HCD lones fragmento, m/z (1 %)
Compuesto eV !
Ri | R Rs R Rs [M+H]" Fu [(M+H)-R-Rs]* | A" 02B* LAY
Lﬁﬁ';‘fg;’.ﬁg kaempferol H | OH | CeHwOs | OH | CeHwOs | 20 | 611,16113 (1) 44910709 (20) | 287,05457 (100)
gjzgggg' 3-0- H | OH | CeHwOs | OH OH 60 | 447910724 (13) | 287,05469 (100) 153,01817 (14)
LS;(”Jfgglgg quercetina OH | OH | CeHeOs | OH OH 50 | 479,08121 (16) 303,04956 (100) 165,01817 (5) | 137,02327 (5) 153,01819 (5)
Lse‘;”g;ré’ode quercetina OH | OH | CeHwOs | OH OH 60 | 46510196 (10) 303,04935 (100) 165,01808 (15) | 137,02321 (24) 153,01807 (32)
Quercetina OH | OH OH OH OH 50 | 303,04993 (100) | - 165,01808 (14) | 137,02321 (22) 153,01807 (27)
Metilquercetina OH | OH CH: OH OH 50 | 317,06512 (10) 302,04166 (100) - 137,02328 (3) -

“El patron de fragmentacion fue de la molécula deprotonada [M-H]~.
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Figura 10
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Fragmentos principales y caracteristicos encontrados en los espectros de masas de los flavonas detectadas en los extractos obtenidos

de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana.

Compuesto Sustituyentes Hng' lones fragmento, m/z (1 %)
R: R, Rs = [M+H]* [(M+H)-Rs]* [(M+H)-R,]* 13p¢ L3
Luteolina OH OH OH H 60 287,05457 (<1) - - 153,01811 (44) | 135,04401 (20)
Luteolina 7-glucésido OH OH CeH1005 H 50 449,14264 (4) 287,05466 (100) - 153,01805 (2) -
Luteolina 7-O-glucurénido OH OH CsHsOs H 10 463,08664 (100) 287,05460 (34) - -
Apigenina” H OH OH H 50 269,04562 (66) - - 151,00281 (41) | 117,03358 (100)
Apigenina 7-glucurénido H OH CeHsOs H 20 447,08994 (16) 271,05963 (100) - -
Nepetina OH OH OH OCH; 40 317,06525 (<1) - 302,04184 (100) -
Cirsimaritina H OH OCH; OCH; 40 315,08597 (<1) 300,06259 (46) - -
Salvigenina H OCHjs OCH; OCH; 40 329,10156 (100) 314,07794 (36) - -

“El patron de fragmentacion fue de la de la molécula deprotonada [M-H]".
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Figura 11
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Fragmentos principales y caracteristicos encontrados en los espectros de masas de las flavanonas detectados en los extractos

obtenidos de A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana.

Compuesto Sustituyentes Hci/D’ lones fragmento, m/z (1 %)
Ri R Rs ’ [M+H]* L3AY 13g* 14g*
Naringenina H OH OH 40 273,07538 (24) 153,01816 (100) | 119,04923 (8) 147,04398 (57)
Eriodictiol OH OH OH 40 287,02014 (10) 151,00276 (47) 135,04417 (100)
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Figura 12

Fragmentos principales y caracteristicos encontrados en los espectros de masas de los feniletanoides glicosilados detectados en el

extracto de L. colombiana.

75

OH

OH

lones fragmento, m/z (1 %)

Compuesto Sustituyentes Hci/D'

R: R2 R3 ) [M-HJ F? [F-Ra] [F*-Ri-Ro] [F-Rz] [F-R2-Rs]
Forsitosido B H CeH1004 | CsH1004 | 30 755,24213 (14) | 593,20929 (52) - 461,16727 (7) | 315,10907 (3)
Fucatosido B CsH1004 | CsH1004 H 30 741,22522 (7) | 579,19348 (66) | 447,15109 (9) | 315,10904 (6)
Conandrosido H CsH1004 H 20 | 609,18280 (100) | 447,15088 (45) - - 315,10913 (1)
Verbascosido H CsH1004 H 20 | 623,19824 (100) | 461,16675 (17) - - 315,10907 (3)
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4.3.2.2 Composicion de compuestos fenolicos en los extractos de las plantas bajo
estudio. El contenido de compuestos fenolicos se determiné por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS en
modo de operacion SIM, usando el método de calibracion externa. Para las sustancias identificadas
de manera tentativa los resultados de la cuantificacion se expresaron como equivalentes de la
sustancia-patrén de referenica que se disponia y que tenia la similitud estructural con el analito de
interés. Las ecuaciones de las curvas de calibracidn se reportaron en la Tabla 9.

En la Tablas H1 y J1, aparecen las cantidades de los compuestos fenolicos (mg /g de
extracto), identificados en los extractos hidroalcoholicos de las plantas bajo estudio que tuvieron
el valor de SPF in vitro mas alto. En las Tablas A1-3 del Apéndice A se encuentra resaltado el
extracto que se utiliz6 de cada matriz vegetal para la cuantificacion de los compuestos fendlicos.
En la Figura 13 se presenta la distribucion de las diferentes familias de compuestos fendlicos
identificados en las tres especies bajo estudio.

Los derivados de acidos hidroxicindmicos fueron la familia predominante en los extractos
hidroalcoholicos de A. saturejoides (80 %) y A. bogotensis (74 %). El &cido 3,5-dicafeoilquinico
junto con el isomero de &cido dicafeoilquinico (C2sH24012, [M-H] m/z 515,11963), clasificados
como ésteres de acidos cafeico y quinico (Clifford et al., 2005), fueron los compuestos
mayoritarios en los extractos de ambas especies vegetales (Apéndice H, Tabla H1). Los acidos
hidroxicinamicos, clorogénico, 3,5-dicafeoilquinico y derivados han sido reportados en A.
saturejoides (Retta et al., 2012) y en otras especies del mismo género como A. alata (Grassi-

Zampieron et al., 2010), A. flaccida y A. tomentosa (Lopez et al., 2007).
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Figura 13
Distribuciéon por familia de compuestos, detectados por UHPLC-ESI-Orbitrap-MS, en los

extractos hidroalcohdlicos de las plantas estudiadas.
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Los flavonoles se detectaron Unicamente en los extractos de las plantas del género
Achyrocline estudiadas; en los extractos de A. saturejoides y A. bogotensis representaron el 18 %
y el 24 %, respectivamente, de la composicidn total de los compuestos fendlicos identificados; en
su mayoria fueron derivados de quercetina. En el extracto de A. bogotensis se detectaron en mayor
proporcidn flavonoles en forma de aglicona; la metilquercetina fue el flavonol méas abundante (6,5
mg/q); para el caso del extracto de A. saturejoides fue el isomero de quercetina hexdsido (3 mg/g).

Hasta la fecha, no se encontraron reportes en la literatura sobre la composicion y
cuantificacién sobre flavonoides en los extractos de A. bogotensis, pero si hay algunos estudios
reportados para extractos de A. saturejoides. De Souza y col. (2002) identificaron y cuantificaron
la quercetina, luteolina y 3-metilquercetina en extractos hidroalcohélicos obtenidos de

inflorescencias de A. saturejoides, los autores utilizaron etanol como solvente (40-80 %, v/v). La



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 78

cantidad de estos compuestos fue mas alta que la encontrada en los extractos de las especies
estudiadas en este extracto; sin embargo, la cantidad de quercetina (1,6 mg/g) en el extracto de A.
saturejoides estudiado fue diez veces mayor que el reportado por Goltz y col. (2018) (0,1 mg/qg).

El género de Lantana comprende mas de 15 especies de las que se han aislado una gran
variedad de metabolitos secundarios. Los estudios realizados por Hussain et al. (2011), Sousa et
al. (2012) y de Sena Filho et al. (2012) reportaron la presencia de terpenoides, flavonoides,
feniletanoides glicosilados y estereoides. Esta investigacion es el primer reporte de composicién
quimica de un extracto hidroalcoholico obtenido de la especie L. colombiana. Las flavonas fueron
los compuestos mayoritarios detectados y representaron el 73 % de la composicion quimica total;
seguido de la isoflavona (16 %) y los feniletanoides glicosilados (8 %).

La luteolina, luteolina-glicosilados, apigenina y apigenina-glicosilados y flavonas
metiladas como la nepetina, la cirsimaritina y la salvigenina fueron algunas de las flavonas
identificadas en el extracto. Estos compuestos fendlicos también se han encontrado en otras
especies del mismo género; Nagaoy col. (2002) encontraron apigenina y derivados metilados en
extractos obtenidos de hojas de L. montevidensis. Julido y col. (2009) identificaron salvigenina en
extractos obtenidos de hojas de L. fucata.

Los feniletanoides glicosilados, comprenden una de las familias caracteristicas del género
Lantana, estos compuestos se cuantificaron como equivalente de acido cafeico; el Forsitosido B
fue el feniletanoide mayoritario en el extracto de Lantana estudiado. Sousa y col. (2012) reportan
cerca de 17 de estos compuestos detectados en diferentes plantas del género; el verbascosido es
uno de los compuestos mas reportados, se ha identificado en L. camara (Herbert et al., 1991), L.

multiflora (Taoubis et al., 1997) , L. radula y L. trifolia (Sena Filho et al., 2009).
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4.4 Actividad bioldgica de los extractos hidroalcohdlicos de las especies bajo estudio
4.4.1 Evaluacion de la capacidad fotoprotectora

Se determinaron tres parametros de fotoproteccion in vitro: el factor de proteccion solar
por el método de Mansur (SPF invitro), la longitud de onda critica (Ac) y la relacion UVAL/UV, con
el fin de obtener informacion sobre las posibles caracteristicas de proteccion de los extractos
hidroalcoholicos de las plantas estudiadas frente a la radiacion UVB (290-320) y UVA de longitud
de onda corta (320-340 nm). En el Apéndice L se muestran los resultados.

El SPF es uno de los pardmetros utilizados a nivel mundial como un indicador que
determina el nivel de proteccion que tiene una sustancia frente a los rayos ultravioleta eficaces
para causar enrojecimiento en la piel, que, en gran parte, este efecto estd confinado a la radiacion
UVB (290-320 nm) y UVA de longitud de onda corta (320-340 nm) (Food and Drug
Administration, 2023). En la Tabla L1-Apéndice L aparecen los valores de SPF in vitro de los
extractos hidroalcoholicos de las tres especies estudiadas, que fueron obtenidos bajo distintas
condiciones de extraccion. Los valores de SPF initro €Stuvieron en el rango de 7,3 y 17,0. Segin
la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (ANVISA), una sustancia con SPF > 6 es
aceptada para emplearse como ingrediente en productos fotoprotectores (ANVISA, 2023) ,
siempre y cuando no sea toxica (citotdxica, genotoxica, etc) o alergénica. Por tanto, los extractos
de las especies estudiadas en esta investigacion, obtenidos en cualquiera de las condiciones de
extraccion descritas en el Apéndice L, podrian ser considerados como ingredientes en productos
frotoprotectores promisorios, si carecen también de las toxicidades mencionadas anteriormente.

De cada matriz vegetal se obtuvo un extracto con un valor mas alto de SPF; en los extractos
de A. bogotensis ese valor fue de 17,0, seguido de A. saturejoides (15,3) y L. colombiana (14,4).

Las condiciones en las que se obtuvieron cada uno de estos extracto fueron diferentes. Segun las
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categorias establecidas en las guias de la European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association
(COLIPA, 2011) y de la Food and Drug Administration de los Estados Unido (Food and Drug
Administration, 2011), los extractos hidroalcoholicos de A. bogotensis (17,0) y A. saturejoides
(15), al haber presentado valores de SPF mayores de 14,9, se catalogarian como agente de
proteccion media. Un protector solar con SPF mayor de 15 puede bloquear hasta el 93 % de los
rayos UVB (Kumar et al., 2017), esto indica que los extractos bajo estudio podrian ser productos
naturales Utiles para aumentar la proteccion de la piel contra la radiacion UVB y UVA de longitud
de onda corta.

La relacion UVAL/UV es un criterio propuesto por la FDA para garantizar que los
productos utilizados como blogueadores solares puedan cubrir la parte larga del espectro UVA
(340-400 nm) (Moyal, 2010), ya que existen estudios que demuestran que la sobre-exposicion a
esta radiacion puede ocasionar inmunosupresion y envejecimiento de la piel (Burke y Wei, 2009).
Los valores de la relacibn UVA1/UV obtenidos de los extractos estudiados comprendieron un
rango de 0,54 y 0,74, es decir, podrian presentar una proteccion entre media y alta, frente a la
radiacion de longitud de onda larga UVA. El extracto de L. colombiana (0,74) presentd el valor de
relacion UVA1/UV mas alto entre los extractos con el SPF estudiados; por tanto, se podria
catalogar como un agente de proteccion alta frente a la radiacion UVAL.

La longitud de onda critica (Ac) es otro parametro considerado como una medida para la
evaluacion de los agentes de proteccion solar frente a la radiacion UVA. De acuerdo con la FDA
(Food and Drug Administration, 2011), la longitud de onda critica se define como la longitud de
onda en la que el area bajo la curva de la absorbancia total de la muestra, entre A= 290 nm y A=
240 nm, corresponde a un 90 %. Los productos de proteccion solar se clasifican como sustancias

de “amplio espectro” cuando su longitud de onda critica es superior o igual a A= 370 nm (Wang et
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al., 2008). Con los resultados reportados en la Tabla L1, se observa que la mayoria de los extractos
hidroalcoholicos obtenidos de A. saturejoides y L. colombiana presentaron una Ac > 370 nm,
contrario a los extractos obtenidos de A. bogotensis en el que uno de los extractos podria
considerarse como un producto natural de amplio espectro.

Los extractos hidroalcohdlicos de las plantas estudiadas absorbieron en el rango UVB
(290-320 nm), UVA de longitud de onda corta (320-340 nm) y parte del rango UVA de longitud
de onda larga (340-400 nm). Las longitudes maximas de absorcidn de los extractos fueron 298 nm,
307 nm y 303 nm para A. satureiodes, A. bogotensis y L. colombiana, respectivamente; estas
longitudes de onda son cercanas a las de los filtros comerciales UVB como el octilmetoxicinamato
(Amax= 308 nm), el acido 4-aminobenzoico (PABA) (Amax= 277 nm) (Serpone et al., 2002), la
benzofenona-5 (Amax= 286 nm-323 nm) y el octocrileno (Amax= 304 nm) (Shaath, 2010).

Las propiedades fotoprotectoras de los productos naturales se atribuyen a la presencia de
sustancias con la capacidad de absorber la radiacion UV o que actian como antioxidantes (Radice
et al., 2016). Estos compuestos en las plantas se encuentran ubicados de manera éptima cerca o
dentro de los sitios de produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
para reducir el dafio oxidativo inducido por la luz (Agati et al., 2010). En los extractos de las
plantas estudiadas del género Achyrocline se detectaron varios acidos hidroxicinamicos, ésteres de
acido cafeico y flavonoles como la quercetina y derivados glicosilados, que poseen propiedades
antioxidantes y fotoprotectoras (Svobodova et al., 2003). La actividad protectora de estos
compuestos en distintas plantas ha sido estudiada y se ha observado que existe un aumento en la
proporcion de estos compuestos considerados “antioxidantes efectivos” frente a los “antioxidante
poco efectivos” como el kaempferol, la apigenina y sus derivados glicosilados en plantas expuestas

a altos niveles de radiacion UVB o luz solar (Ryan et al., 1998; Markham et al., 1998; Gerhardt et
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al., 2008). Esto explica el porqué los extractos de A. saturejoides y A. bogotensis presentaron
valores mas altos en los indices de fotoproteccion calculados que el extracto de L. colombiana.

Hasta ahora, no se encontraron estudios sobre la actividad fotoprotectora de los extractos
hidroalcoholicos de A. bogotensis y L. colombiana; es probable que esta investigacion sea el
primer reporte sobre la capacidad fotoprotectora de estas plantas.

Se encontraron estudios sobre la capacidad fotoprotectora de los extractos de Achyrocline
saturejoides. Morquio et al. (2005) incorporaron en una base cosmética (2% de extracto, p/p)
extractos hidroalcohdlicos obtenidos de las partes aereas de A. saturejoides (95%, v/v, etanol). La
base se aplico sobre la piel de la espalda de conejos antes de exponerla a radiacion UVA; los
investigadores evaluaron el potencial fotoprotector como una medida de la capacidad del extracto
para controlar la produccién de radicales hidroxilo (OH) cuantificando el é&cido 2,3-
dihidroxibenzoico (2,3-DHBA). Los autores observaron una disminucion significativa de la
concentracion del acido 2,3-DHBA, cuando aplicaron la base cosmética que contenia el extracto
de A. saturejoides.

Balestrin y col. (2016) evaluaron el efecto protector contra el dafio cutaneo en piel (oreja)
de porcino, inducido por los rayos UV (UVA y UVB) de un hidrogel que contenia nanoemulsiones
hechas con extractos hidroalcohdlicos (80%, v/v, etanol) de A. saturejoides. Los investigadores
demostraron que existe un efecto protector de las formulaciones que contenian el extracto ya que
los resultados de la cuantificacion de proteinas carboniladas, causadas por dafio oxidativo, en piel
irradiada y tratada con el hidrogel fueron comparables con los resultados obtenidos en piel no

irradiada.
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4.4.2 Capacidad antioxidante e identificacion de compuestos antioxidantes en los extractos de
las plantas bajo estudio

Los compuestos fenolicos son los antioxidantes muy efectivos de fuentes naturales. Estas
sustancias se caracterizan por tener grupos fenilo, acilo (alilo o aliloxi), hidroxilo, o fenoles que
contienen anillos aromaticos, como los acidos hidroxicinamicos y benzoicos, las antocianinas y
los flavonoides. La presencia de estos grupos en su estructura quimica los convierte en compuestos
multifuncionales, que pueden actuar, ya sea como agentes reductores, antioxidantes donadores de
hidrégeno o electrones 0 como agentes quelantes (Rice-Evans et al., 1996).

Actualmente, existen diversos métodos in vitro, con distintos enfoques, que permiten
exhibir si una sustancia podria 0 no ser considerada como un compuesto antioxidante. Dada la
complejidad quimica de las matrices vegetales, en esta investigacion, se decidid enfocar el estudio
y la evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos como agentes “atrapadores” de
radicales libres. Para esto, se emplearon dos ensayos: (1) el método de decoloracion del cation-
radical ABTS™", en el que se evalud la capacidad antirradicalaria total del extracto y (2) el método
on-line HPLC-DAD-ABTS™, con el que se pudo evaluar la actividad antirradicalaria de los
distintos compuestos presentes en los extractos estudiados.

El analisis on-line HPLC-DAD-ABTS™, hace parte de los métodos en los que se llevan a
cabo en paralelo reacciones quimicas para identificar y cuantificar los compuestos activos
presentes en una mezcla compleja (Niederlander et al., 2008). La contribucién a la capacidad
antioxidante de cada uno de los compuestos identificados se observa como una sefial negativa a
una A= 734 nm, debido a la disminucion en la absorbancia del catién-radical ABTS™ por accion
de un compuesto antioxidante a través del mecanismo de accion de transferencia de electrones

(Koleva et al., 2001). En los Apéndices M-O se muestran los resultados de la capacidad
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antioxidante de los extractos y de los compuestos identificados. La identificacion de los
compuestos se realizd con base en la comparacion de sus tiempos de retencion (tr) y espectros
ultravioleta con los de sustancias-patron de acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
flavonas, flavonoles, flavanonas y ésteres de acido cafeico, también se usaron los datos reportados
en la literatura (Grassi-Zampieron et al., 2010; Mabry et al., 1970; Sousa et al., 2012). Los
resultados de la actividad antioxidante se expresaron como pmol Trolox®/g de extracto y se
determind el aporte de cada uno de los compuestos presentes en los extractos a su capacidad

antioxidante.

Tabla 10
Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™ de los

extractos hidroalcohdlicos estudiados.

Especie Actividad antioxidante,
umol de Trolox®/g de
muestra (x = s, n=3)

Achyrocline saturejoides 636 £ 3
Achyrocline bogotensis 860 £ 31
Lantana colombiana 3333
BHT 5200 + 194
a-Tocoferol 2320 + 36
“Evaluado a 100 mg/L.

Los extractos hidroalcohdlicos tuvieron una actividad antioxidante, medida por el ensayo
ABTS"., entre el 333 y 636 pmol de Trolox®/g de muestra. La actividad antirradicalaria de los
extractos de las plantas del género Achyrocline fue dos veces mayor que la del extracto de Lantana.
El extracto de A. bogotensis presento el valor mas alto de la actividad antioxidante, pero menor

que el obtenido por los antioxidantes de referencia comerciales BHT y a-tocoferol.
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Sobre L. colombiana, no se encontrd informacion relacionada con la actividad antioxidante
de sus extractos hidroalcoholicos. Sin embargo, se hallaron algunos estudios sobre L. camara y L.
montevidensis que son especies del mismo género. Mahdi-Pour y col. (2012) investigaron la
actividad antioxidante por el método de DPPH" de extractos metanolicos de varias partes de L.
camara. Los resultados mostraron que los extractos obtenidos de la parte aérea de la planta
presentaron mayor potencial antioxidante, especialmente, en los extractos obtenidos de las hojas,
y lo correlacionaron con el alto contenido de compuestos fendlicos totales.

Barros y col. (2017) determinaron la actividad antioxidante por el método DPPH" de
extractos hidroalcoholico (etanol) y acuoso de hojas de L. montevidensis. Segun los valores que
obtuvieron de IC50, la capacidad para eliminar el radical DPPH" del extracto acuoso fue dos veces
mayor que la del extracto hidroalcoholico (108 pg/mL y 290,5 pg/mL, respectivamente).

No se encontraron registros cientificos en las bases de datos Scopus (Elsevier) sobre la
actividad antioxidante de A. bogotensis, aungue hay reportes sobre la actividad antirradicalaria de
extractos de A. saturejoides, que es una planta que pertenece al mismo género. Salgueiro y col.
(2016) estudiaron la actividad antioxidante por el método de ABTS* de extractos acuosos de flores
de A. saturejoides. Los investigadores observaron que, a bajas concentraciones, la infusion
presentaba una alta actividad antirradicalaria (ICso= 66,5 ug/mL).

Dentro de los compuestos identificados en las matrices vegetales bajo estudio se observé
que los derivados del acido hidroxicinamico fueron los compuestos mas abundantes en los tres
extractos y los responsables de mas del 60 % de la actividad antioxidante total. Uno de los
derivados del acido hidroxicindmico, identificado de manera confirmatoria en los extractos de
Achyrocline, fue el acido 3,5-dicafeoilquinico, que aportd mas del 20 % del potencial antioxidante

total (Véansen Tablas M1-Apéndice M y N1-Apéndice N).
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Se evidencid también que los flavonoles (quercetina y derivados glicosilados), detectados
previamente por UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-MS, fueron responsables de la actividad antioxidante
de los extractos de A. saturejoides (13 %), A. bogotensis (17 %) y L. colombiana (21 %). La
quercetina (7 %) y la quercetina 3-O-glucosido (4 %) fueron los principales flavonoles que
aportaron a la actividad antioxidante de los extractos de A. saturejoides y A. bogotensis,
respectivamente.

Las flavonas detectadas solamente en los extractos de A. bogotensis y L. colombiana, y
aportaron también a la actividad antioxidante en un 12 % y 10 %, respectivamente. Por la técnica
on line HPLC-DAD-ABTS™ no fue posible identificar, de manera confirmatoria algunos de estos
compuestos; sin embargo, por LC/MS, con el uso de sustancias-patron se identificaron en el
extracto de A. bogotensis la luteolina y luteolina 7-glucésido, y la apigenina y derivados
glicosilados en los extractos de L. colombiana.

Rdsch, et al. (2003) mencionaron que, en general, la actividad antioxidante de los
compuestos fenolicos es alta cuando en su estructura quimica tiene la presencia un grupo catecol
(\Véase Figura 14); que tiene la habilidad de formar o-quinonas cuando reacciona con especies
radicalarias. El &cido clorogénico, los acidos dicafeoilquinicos y la quercetina tienen en sus
estructuras quimicas el grupo catecol, estos compuestos aportaron en mayor porcentaje a la
actividad antirradicalaria de los extractos estudiados.

La actividad antioxidante de los derivados del acido hidroxicinamico y sus ésteres depende
del numero de grupos hidroxilo (Liang et al., 2016). Razzaghi-Asl et al., (2013) mencionan que
existe un efecto inductivo de los grupos sustituyentes en el grupo catecol. Los grupos hidroxilo,
por ejemplo, reducen la energia del enlace O-H y aumentan la capacidad de captura del atomo de

hidrogeno de este tipo de moléculas.
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Figura 14

Compuestos fenolicos que contienen en su estructura el grupo catecol.
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La estereficacion de los acidos hidroxicinamicos disminuye la capacidad acida del fenol vy,
por tanto, su eficiencia como antioxidante. Cuvelier et al. (1992) evaluaron la actividad
antioxidante de los acidos cafeico y clorogénico, el Gltimo es un éster de &cido cafeico. Los
investigadores observaron que la actividad antioxidante del acido clorogénico fue menor, sin
embargo, en el mismo estudio, evaluaron la actividad antioxidante del acido rosmarinico, que
también es un éster de acido cafeico, y observaron que el potencial antioxidante fue mas alto que
la de los acidos clorogénico y cafeico. La razdn de la alta eficiencia antioxidante del acido
rosmarinico se lo atribuyeron a la presencia de dos grupos catecol en su estructura (Shahidi y

Chandrasekara, 2010).
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Belaouira y col. (2020) mencionan que los derivados del acido hidroxicinamico de tipo
éster que presentan en su estructura dos 0 mas grupos cafeoilo tienen mayor potencial antioxidante
que los compuestos con un solo grupo. Esto se debe a que los grupos hidroxilo de estas moléculas
contribuyen a la estabilizacién de especies radicalarias mediante la donacion de atomos de
hidrogeno y posteriormente se estabilizan como radicales fenoxilo.

La capacidad antioxidante de los flavonoides depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifendlicos y de su estrucutra quimica. Segun Rice-Evans et al. (1996), existen
caracteristicas en la estructura quimica de los flavonoides que pueden contribuir a la actividad
antirradicalaria, entre las cuales figuran las siguientes: a) la estructura o-dihidroxi en el anillo B
(catecol), que confiere mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de
electrones; b) la presencia de un enlace doble en los carbonos 2,3 combinado con la funcién 4-oxo
en el anillo C y ¢) la presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5. La quercetina, es el
flavonoide que cumple todas las caracteristicas mencionadas y por tanto, se considera el
antioxidante mas efectivo del grupo de los flavonoles. La quercetina en el extracto hidroalcohdlico
de A. saturejoides, fue el compuesto que menos porcentaje de la capacidad antioxidante total
aporto (ca. 7 %, equivalente a 23 umol de Trolox®/ g extract), sin embargo, se observa en la Tabla
11 que la actividad antioxidante de la sustancia-patrén de quercetina fue mayor que la de los ésteres

de 4cido cafeico evaluados a la misma concentracion (20 mg/L).
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Tabla 11
Estructuras quimicas de algunos compuestos fendlicos que aportaron a la actividad antioxidante

de los extractos A. saturejoides, A. bogotensis y L. colombiana.

umol Trolox® g

Compuesto Estructura quimica q i
e sustancia

Acido clorogénico HO_ CO,H 6250 + 78
(Ester de acido o

cafeico) HO o NF

OH OH
OH
Acido 3,4- OH 12790 + 22

dicafeoilquinico OH
(D|e_ster de acido o0
cafeico) o
(0]
OH
(6]
OH

OH
Acido 3,5- HO__ COH 7900 + 460
dicafeoilquinico 0 0
(Dfié_ster de 4cido Howo A
cafeico
) HO OH OH
OH
Quercetina OH 18400 + 415
(Flavonol) ‘ OH
|
OH

OH O
Quercetina 3- OH 20400 + 38
glucésido O OH
(Flavonol) ¢
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4.4.3 Efecto de la radiacion UVA en los extractos de las plantas bajo estudio.

Se evalud la estabilidad de aquellos extractos hidroalcohdlicos de las tres especies
estudiadas que tuvieron el valor de SPF mas alto. En la Figura 15 se muestran las gréaficas de
tiempo de irradiacion UVA frente a los valores de SPF para cada extracto.

Kockler y col. (2012) mencionan que se puede considerar un filtro UV estable, si después
de un periodo de 2 h de irradiacion conserva el 90 % de su capacidad fotoprotectora. Los extractos
obtenidos de A. bogotensis y L. colombiana perdieron menos del 10 % de su capacidad
fotoprotectora a las 2 h de irradiacion, por tanto, fueron mas estables frente a la radiacion UVA
que el extracto de A. saturejoides que perdio el 16 % de su capacidad fotoprotectora en ese periodo
de irradiacion. El extracto de A. bogotensis fue el mas estable, ya que después de 4 h de irradiacion
UVA (A= 365 nm) perdié menos del 10 % de su capacidad fotoprotectora; en este mismo periodo
de irradiacién, los extractos de A. saturejoides y L. colombiana, perdieron el 34 % y 13 % de la
capacidad fotoprotectora, respectivamente.

La disminucion de la capacidad fotoprotectora en los extractos, también se vio reflejada en
la disminucién de los coeficientes de absortividad calculados a las longitudes de absorcién
maximas respectivas (Véase Tabla 12). Estos resultados se reflejan también en la Figura 15, en
donde se encuentran los espectros de absorcion en el rango UV (280-400 nm) de los extractos de
las especies estudiadas. Se observé una notable disminucién en la absorbancia a las 4 h de
irradiacion, en los extractos de L. colombiana y A. saturejoides.

La estabilidad de los compuestos fendlicos puede verse afectada principalmente por
factores como la luz o el oxigeno y, también, dependera de la estructura quimica (Chaaban et al.,
2017). La absorcion de luz UV puede inducir reacciones fotoquimicas en estas moléculas, como

la isomerizacién cis-trans, la tautomeria cetoendlica o la degradacion de las moléculas (Kockler
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et al., 2012). Choquenet et al. (2009) mostraron que a las 2 h de de radiacion UVA y UVB, una
formulacién con acido clorogénico como principio activo, redujo su capacidad de proteccion en
un 80 % (SPFon = 10,13y SPF2, = 2,17). Los investigadores mencionan que este decrecimiento
puede atribuirse a una reaccion de tautomeria cetoendlica en la molécula, al igual que sucede con
la avobenzona donde el grupo enol cambian después de la irradiacion UVA/UVA sin que se

degrade la molécula.

Tabla 12
Coeficientes de absortividad de los extractos hidroalcohdlicos de A. saturejoides, A. bogotensis

y L. colombiana

Coeficientes de absortividad, £ (A/ cm™ (mg de extracto/mL))

Tiempo de A. saturejoides A. bogotensis L. colombiana
irradiacion, h A=298 nm A=307 nm A=303 nm
0 7,92 8,91 7,67
1 7,82 8,51 7,11
2 7,23 8,58 6,93
3 6,74 8,44 6,58
4 6,68 8,40 6,07

A las formulaciones con filtros solares organicos, frecuentemente, se adicionan
compuestos de origen natural para proporcionar a los productos propiedades antioxidantes y
mejorar su estabilidad, por ejemplo, los filtros UVA, como la benzofenona-3 y la avobenzona
(Parsol), pueden exhibir una fotodegradacion y eso limita el desarrollo de filtros solares de amplio
espectro (Afonso et al., 2014). de Oliveira y col. (2015) mejoraron la formulacién de un filtro
UVA con la adicién de rutina; este flavonol aumenté la actividad antioxidante de la formulacion

mas de 40 veces en comparacion con los filtros UVA solos, sin rutina.



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 92

Figura 15
Factor de proteccion solar obtenido en diferentes periodos de irradiacion UVA para los
extractos hidroalcohdlicos de las plantas estudiadas. A. Extractos de A. saturejoides; B.

Extractos de A. bogotensis; C. Extractos de L. colombiana.
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Figura 16
Cambios en los espectros de absorcion en la region UV (240-400 nm) de los extractos

hidroalcohdlicos de las plantas bajo estudio, en funcion del tiempo de irradiacion.
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5. Conclusiones

Los resultados de este trabajo de investigacién, son el primer reporte en Colombia, sobre

la composicion quimica y el potencial biolégico (antioxidante y fotoprotector) de las especies
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Achyrocline bogotensis (“cenizo”) y Lantana colombiana (“marcela), y su potencial para ser

considerados ingredientes naturales.

Se identificaron por LC/MS 34 compuestos, entre ellos: derivados del é&cido
hidroxicinamico, ésteres de &cido cafeico, flavonoles, flavonas, isoflavona, flavanonas y
feniletanoides. Los ésteres de &cido cafeico y los flavonoles fueron los compuestos mayoritarios
en los extractos de Achyrocline saturejoides y A. bogotensis. En el extracto de Lantana colombiana
predominaron las flavonas y los feniletanoides. El acido clorogénico y la luteolina fueron
compuestos comunes presentes en los extractos de A. satureioides, A. bogotensis y L. colombiana.
El &cido 3,5-dicafeoilquinico fue el compuesto mayoritario en los extractos de A. satureioides y
A. bogotensis (27-30 mg/g de extracto) y una flavona metilada en el extracto de L. colombiana (9

mg/ g de extracto).

Los factores de proteccidn solar de los extractos de A. satureioides, A. bogotensis y L.
colombiana fueron (SPF > 6) y tuvieron una relacion UVAL/UV de proteccion media y alta
(relacion UVAL/UV > 0,54). Se podrian considerar ingredientes naturales en productos
fotoprotectores. Los extractos de A. bogotensis (17,0) y A. satureiodes (15,3) se considerarian,
segun la FDA, agentes de proteccion media, y los extractos de A. saturejoides (A=376 nm) y L.
colombiana (A=379 nm) sustancias de amplio espectro. Los extractos de A. satureioides y A.
bogotensis fueron los méas estables frente a la radiacion UVA (A= 365 nm, 40 mW/cm2), ya que

conservaron el 90 % de su capacidad fotoprotectora después de 2 h de irradiacion.
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El extracto de A. bogotensis tuvo la actividad antioxidante (860 + 31 umol de Trolox®/g
de extracto) mas alta, que la de los extractos de A. saturejoides (636 + 3 pmol de Trolox®/g de
extracto) y L. colombiana (333 + 3 umol de Trolox®/g de extracto). Los derivados del acido
hidroxicinamico, los ésteres de acido cafeico y los flavonoles fueron los principales responsables
de la capacidad antioxidante de los extractos de las tres plantas estudiadas. Estas susntacias
aportaron mas del 80 % de la actividad antioxidante total de los extractos estudiados. En los
extractos de las plantas del género Achyrocline estudiadas, el acido 3,5-dicafeoilquinico fue el

compuesto con la contribucion mas alta a la actividad antioxidante de esos extractos.

6. Informacion de financiamiento

Este trabajo de investigacion fue financiado por Colciencias, Ministerio de Educacion
Nacional, Ministerio de Industria, Comercio y Turismo e ICETEX, Convocatoria Ecosistema
Cientifico - Colombia Cientifica y el Fondo Francisco José de Caldas en el marco del programa
“Bio-Reto XXI 15:50. Desarrollo de bioproductos para los sectores salud, agropecuario y
cosmético, como resultados del estudio de la biodiversidad colombiana”, dentro del proyecto
titulado “Extraccidn, caracterizacion quimica de alta resolucion de ingredientes naturales a partir
de la biodiversidad colombiana, disefio de bioproductos funcionales y estudio de su estabilidad”

contrato N° FP44842-212-2018.
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7. Divulgacion de resultados

Durante la investigacion se participo en diferentes eventos nacionales e internacional en

las modalidades oral y poster.

| SIMPOSIO DE QUIMICA-UIS, realizado del 3 al 4 de diciembre de 2020, en forma
virtual, en modalidad de ponencia oral, con el titulo: “Estudio de la composicion quimica y
evaluacion de la capacidad fotoprotectora in vitro contra la radiacion UVA y UVB de extractos de

algunas plantas medicinales cultivadas en Colombia”.

23@ INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ADVANCES IN EXTRACTION
TECHNOLOGIES (ExTech XXIII), realizado del 30 de junio al 2 de julio de 2021, de forma
virtual, en modalidad poster, con el titulo “Isolation of Turnera pumilia, Achyrocline saturejoides
and Chromolaena moritziana extracts and study of their antioxidant and photoprotective
activities”.

El 34° CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA (CLAQ 2020), realizado del
11 al 15 de octubre del 2021 en Cartagena (Colombia), en modalidad poster, con el titulo “Analysis
by GC-MS of chemical composition of Turnera pumilea and Chromolaena moritziana essential

oils, from Santander, Colombia™.

El 34° CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA (CLAQ 2020), realizado del

11 al 15 de octubre del 2021 en Cartagena (Colombia), en modalidad oral, con el titulo “Chemical
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characterization by GC/MS of Achyrocline saturejoides and A. bogotensis, from Santander,

Colombia”.

En el | Dia de la Facultad de Ciencias, realizado el 25 de noviembre de 2022 en
Bucaramanga, (Colombia), en modalidad poster, con el titulo “Deteccion e identificacion de
compuestos fenolicos antioxidantes en el extracto de Achyrocline saturejoides utilizando las

técnicas HPLC-ABTS™ on line y UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS”.
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Apéndices

Apéndice A. Resultados de los disefios experimentales (disefio factorial 2%) para las plantas bajo estudio.

Tabla Al. Resultados obtenidos para la A. saturejoides

Variables estudiadas Variables de respuesta
. . Actividad
EXpe';\"[,nentO Temp., Tiempo, Zoergf:rfgjle Rendimiento, SPE b antioxidante por
°C min % ' %? ABTS* umol
Trolox®/g extracto P

1 60 15 60:40 2,68 73+£0,1 290 + 14

2 40 15 80:20 1,55 13,1+0,2 437+ 6

3 40 15 60:40 3,09 8,7+0,2 430+ 3

4 60 35 60:40 3,08 10,2+0,3 480 + 12

5 60 35 80:20 2,37 135+0,4 550 + 20

6 40 35 80:20 2,36 13,0+0,2 560 + 11

7 40 35 60:40 3,39 11,9+0,1 500+ 14

8 60 15 80:20 2,59 150+0,2 500+5

9 50 25 70:30 2,10 15,0+0,3 640 + 16
10 50 25 70:30 2,28 15,3+0,1 636 + 3
11 50 25 70:30 2,06 152+0,2 640 + 4
12 50 25 70:30 2,59 - -
13 50 25 70:30 2,20 - -
14 50 25 70:30 2,14 - -

2 La desviacion estandar y el coeficiente de variacion del proceso extractivo se calcularon a partir de las
extracciones realizadas bajo las condiciones del punto central y fueron 0,19 y 8,6 %, respectivamente.
b Promedio + desviacion estandar (n=3).
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Tabla A2. Resultados obtenidos para la A. bogotensis

Variables estudiadas Variables de respuesta

Experimento . Porcentaje . .ACJF'V'dad

NP Temp., Tlempo, de etanol Rendimiento, SPE b antioxidante por

°C min % ' %? ABTS™*,umol
Trolox®/g extracto P

1 60 15 60:40 3,85 13,7+0,2 540+ 21

2 40 15 80:20 2,26 15,3+£0,3 610 + 10

3 40 15 60:40 3,19 17,0£0,3 860 + 31

4 60 35 60:40 4,77 13,4+£0,3 680 + 11

5 60 35 80:20 3,93 156 £0,2 800 £ 24

6 40 35 80:20 2,40 15,4+£0,3 670+ 19

7 40 35 60:40 3,43 16,8 +0,1 810 £ 27

8 60 15 80:20 3,40 10,3£0,3 580 + 11

9 50 25 70:30 3,84 13,0£0,2 670+ 8

10 50 25 70:30 3,34 12,7+£0,3 670+ 3

11 50 25 70:30 3,24 13,0+ 0,7 650 + 3

12 50 25 70:30 3,77 - -

13 50 25 70:30 3,36 - -

14 50 25 70:30 3,30 - -

2 La desviacion estandar y el coeficiente de variacion del proceso extractivo se calcularon a partir de las
extracciones realizadas bajo las condiciones del punto central y fueron 0,26 y 7,6 %, respectivamente.
b Promedio + desviacion estandar (n=3).
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Tabla A3. Resultados obtenidos para la L. colombiana

Variables estudiadas Variables de respuesta
. . Actividad
Expe{\llinento Temp., Tiempo, Z%rgte:rfgjle Rendimiento, SPE D antioxidante por
°C min % ' %? ABTS™*,umol
Trolox®/g extracto P

1 60 15 60:40 2,83 115+0,2 304 +3

2 40 15 80:20 1,55 13,0+0,1 356+ 1

3 40 15 60:40 1,41 90+£0/4 270+ 2

4 60 35 60:40 3,58 11,0+0,4 493 + 10

5 60 35 80:20 2,63 140+0,4 3372

6 40 35 80:20 1,25 14,4+0,1 333+3

7 40 35 60:40 3,40 9,4+0,1 252 +4

8 60 15 80:20 2,63 125+0,3 370+ 3

9 50 25 70:30 1,87 10,4 £0,5 370+ 7
10 50 25 70:30 1,67 11,0+0,3 375+3
11 50 25 70:30 1,96 11,1+£0,2 375+1
12 50 25 70:30 1,74 - -
13 50 25 70:30 1,80 - -
14 50 25 70:30 1,89 - -

2 La desviacion estandar y el coeficiente de variacion del proceso extractivo se calcularon a partir de las
extracciones realizadas bajo las condiciones del punto central y fueron 0,11y 5,9 %, respectivamente.
b Promedio + desviacion estandar (n=3).
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Apéndice B. Resultados del andlisis de varianza (ANOVA) para A. saturejoides

Tabla B1. Andlisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el rendimiento de extraccion
de compuestos fenodlicos a partir de material seco de A. saturejoides con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 0,0136125 1 0,0136125 0,36 0,5725

B 0,208013 1 0,208013 5,57 0,0648

C 1,41961 1 1,41961 37,98 0,0016

AB 0,108112 1 0,108112 2,89 0,1497

AC 0,391612 1 0,391612 10,48 0,0230

BC 0,0015125 1 0,0015125 0,04 0,8485

Error puro 0,186883 5 0,0373767

Total (corr.)  3,06649 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.

Tabla B2. Anélisis de varianza aplicado al disefio factorial 22, para el potencial fotoprotector de
compuestos fendlicos a partir de material seco de A. saturejoides con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 0,06125 1 0,06125 1,21 0,3217

B 2,53125 1 2,53125 49,96 0,0009

C 34,0312 1 34,0312 671,67 0,0000

AB 0,36125 1 0,36125 7,13 0,0443

AC 3,78125 1 3,78125 74,63 0,0003

BC 7,41125 1 7,41125 146,27 0,0001

Error puro 0,253333 5 0,0506667

Total (corr.) 92,5036 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.
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Tabla B3. Analisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el potencial antioxidante de
compuestos fenolicos a partir de material seco de A. saturejoides con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 1431,13 1 1431,13 23,32 0,0048

B 23436,1 1 23436,1 381,90 0,0000

C 15051,1 1 15051,1 245,27 0,0000

AB 276,125 1 276,125 4,50 0,0874

AC 5671,13 1 5671,13 92,41 0,0002

BC 946,125 1 946,125 15,42 0,0111

Error puro 306,833 5 61,3667

Total (corr.) 151395 13

F critico* 6,61
* Valor calculado con el software Microsof Excel.

Apéndice C. Resultados del andlisis de varianza (ANOVA) para A. bogotensis

Tabla C1. Analisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el rendimiento de extraccion
de compuestos fendlicos a partir de material seco de A. bogotensis con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 2,72611 1 2,72611 40,38 0,0014

B 0,418613 1 0,418613 6,20 0,0552

C 1,32031 1 1,32031 19,56 0,0069

AB 0,143112 1 0,143112 2,12 0,2052

AC 0,0561125 1 0,0561125 0,83 0,4037

BC 0,0300125 1 0,0300125 0,44 0,5345

Error puro 0,33755 5 0,06751

Total (corr.)  5,05974 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.
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Tabla C2. Anélisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el potencial fotoprotector de
compuestos fendlicos a partir de material seco de A. bogotensis con efectos individuales y binarios.

A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 16,5313 1 16,5313 112,32 0,0001

B 3,00125 1 3,00125 20,39 0,0063

C 2,31125 1 2,31125 15,70 0,0107

AB 3,25125 1 3,25125 22,09 0,0053

AC 0,45125 1 0,45125 3,07 0,1403

BC 4,35125 1 4,35125 29,56 0,0029

Error puro 0,735883 5 0,147177

Total (corr.) 45,2429 13

F critico* 6,61
* Valor calculado con el software Microsof Excel.

Tabla C3. Andlisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el potencial antioxidante de
compuestos fendlicos a partir de material seco de A. bogotensis con efectos individuales y binarios.

A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 15312,5 1 15312,5 173,47 0,0000

B 17112,5 1 17112,5 193,86 0,0000

C 6612,5 1 6612,5 74,91 0,0003

AB 15312,5 1 15312,5 173,47 0,0000

AC 978125 1 978125 428,37 0,0000

BC 45125 1 45125 51,12 0,0008

Error puro 441,355 5 88,271

Total (corr.) 101008 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.
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Apéndice D. Resultados del analisis de varianza (ANOVA) para L. colombiana

Tabla D1. Andlisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el rendimiento de extraccion
de compuestos fenolicos a partir de material seco de L. colombiana con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 2,06045 1 2,06045 183,04 0,0000

B 0,7442 1 0,7442 66,11 0,0005

C 1,2482 1 1,2482 110,89 0,0001

AB 0,11045 1 0,11045 9,81 0,0259

AC 0,09245 1 0,09245 8,21 0,0352

BC 1,1552 1 1,1552 102,62 0,0002

Error puro 1,53949 5 0,219927

Total (corr.)  6,95044 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.

Tabla D2. Analisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el potencial fotoprotector de
compuestos fenolicos a partir de material seco de L. colombiana con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 1,28 1 1,28 8,73 0,0317

B 0,98 1 0,98 6,68 0,0491

C 21,125 1 21,125 144,03 0,0001

AB 0,08 1 0,08 0,55 0,4934

AC 3,125 1 3,125 21,31 0,0058

BC 1,125 1 1,125 7,67 0,0394

Error puro 0,733333 5 0,697449

Total (corr.) 32,5971 13

F critico* 6,61
*Valor calculado con el software Microsof Excel.
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Tabla D3. Andlisis de varianza aplicado al disefio factorial 23, para el potencial antioxidante de
compuestos fenolicos a partir de material seco de L. colombiana con efectos individuales y

binarios. A. Temperatura; B. Tiempo; C. Porcentaje de etanol.

Variable Suma de Grados de Cuadrado Valor Fisher Valor p
cuadrados libertad medio

A 10731,1 1 10731,1 632,48 0,0000

B 1653,13 1 1653,13 97,43 0,0002

C 741,125 1 741,125 43,68 0,0012

AB 4851,13 1 4851,13 285,92 0,0000

AC 8256,13 1 8256,13 486,61 0,0000

BC 6441,13 1 6441,13 379,63 0,0000

Error puro 84,8333 5 16,9667

Total (corr.)  42482,9 13

F critico* 6,61
* Valor calculado con el software Microsof Excel.
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Apéndice E. Graficos de Pareto para evaluar los efectos de las variables: A. Temperatura; B.

Tiempo de extraccion y C. Porcentaje de etanol, sobre el rendimiento de extraccion de las especies

bajo estudio.
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Apéndice F. Gréaficos de Pareto para evaluar los efectos de las variables: A. Temperatura; B.

Tiempo de extraccion y C. Porcentaje de etanol, sobre el potencial fotoprotector de las especies

bajo estudio.
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Apéndice G. Graficos de Pareto para evaluar los efectos de las variables: A. Temperatura; B.
Tiempo de extraccion y C. Porcentaje de etanol, sobre el potencial antioxidante de las especies

bajo estudio.
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Apéndice H. Identificacion y cuantificacion realizada por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS de los compuestos fendlicos
detectados en extractos hidroalcohdlicos de las especies de investigacion del género Achyrocline.
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Figura H1.

Corrientes i6nicas extraidas (EIC) de las moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H]" obtenidas por UHPLC-
ESI-Orbitrap-HRMS de los compuestos fendlicos presentes en los extractos hidroalcohdlicos de: A. A. saturejoides
y B. A. bogotensis. La identificacion de los picos se encuentra en la Tabla H1.

Nota: Las letras que se encuentran como superindices al lado de los nimeros de los picos indican la escala de la
corriente idnica extraida de la respectiva molécula ionizada. Las escalas son: a. 3,5 x 107; b. 2,0 x 107;¢. 1,0x 10"y

d. 3,0 x 108.
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Tabla H1.

132

Masas exactas de moléculas protonada [M+H]* o deprotonadas [M-H], identificadas por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS en los extractos de las especies de

Achyrocline bajo estudio.

N°® Masa experimental, m/z lones producto mg/g de extracto (X s, n=3) —

Fig. Compuesto Formula . - Error, HCD, - = . _((",‘rltt_afr_los de Ref.

H1 [M+H] [M-H]  Appm eV Fragmentos Férmula (ppm)  m/z, I (%) A.saturejoides  A. bogotensis  'dentificacion

1 Isémero de acido Ci16H1509 - 353,08804 0,67 20 [M-H]*-CoHeO3 C/H1106 (2,74) 191,05559 (100) <LOQ <LOD ab (Broussalis
cafeoilquinico [M-HI-C7H100s CHiO: (362) 17903433 (70) etal, 1985;

[M-H]-CoHsO3-H20  C7H90s (2,99) 173,04503 (3) a ! 2%53;3
[M-H]-C7H100s-H,0  CoHs03 (6,10) 161,02344 (2) "
[M-H]-C;H;005-CO;  CgH-0; (6,68) 135,04425 (12)

2 Acidoclorogénico  CieHisOs - 35308810 084 20  [M-H]-CoH¢Os CiH1Os (2,98)  191,05554 (100) 20201 0,41 £0,01 abc (Broussalis
[M-H]-C7H100s CoH:04 (3,03) 179,03444 (1) gtrzls.s,ilgse;
[M-H]-C7H100s-H,0  CoHs03 (4,85) 161,02364 (1) Zampieron
[M-H]-C7H100s-CO;  CgH-0; (6,68) 135,04425 (0,2) etal., 2010)

3 Isémero de écido Ci7H200g - 367,10342 0,08 10  [M-HJ-C/H1Os Ci0H90y (4,28) 193,04980 (9) 0,19+ 0,04 <LOD ab (Clifford et
feruloilquinico [M-H]-C1oHg03 C7H106 (3.22) 191,05550 (100) al., 2003;

[M-HT-C1oHgO3-H.0  C7HeOs (3,43) 173,04495 (59) g}"azrgggi et

4 Isémero de CyH30016  611,16113 - 0,77 20 [M+H]*-CsH100s CtH21011 (1,67)  449,10709 (20) <LOQ 0,26 + 0,03 a
kaempferol
dihexosido ? [M+H]*-2C¢H1005 CisH1106 (1,56)  287,05457 (100)

5 A_cido _ o Ca3H28017 - 695,12488 0,71 10 [M-H]-CoHs03 CoH21014 (0,36)  533,09387 (67) 0,61+ 0,02 0,30+ 0,02 a,b
tricafeoilaltrarico [M-H]-2CHgOs CisHisOw (0,07)  371,06201 (28) g?gIUZg%;t;)

[M-H]-3CsH¢Os CeHgOg (4,02) 209,02945 (5) -

6 Isémero de CaHiO1  479,08121 - 169 50  [M+H]*-CeHsOs CioHiO; (091)  303,04965 (100) 22+01 0,6 £0,02 a (Maetal,
quercetina n N 1997)
hexurénido 4 [M+H]+ CeHsOs-H,0  CisHgOs (0,63)  285,03918 (4)

[C'\g+H] “CoHeOe-H0- ¢ 1,0, (0,89) 257,04422 (6)
+- - -
g\é'gH] CoHsOe-H0- ¢ 1o, (0,89) 229,04933 (8)
+- -
[M+H]™CoHsOs CgHs04 (0,12) 165,01817 (5)
C7Hs0s
+- -
[M+H]"CoHsOs C7Hs04 (0,89) 153,01819 (5)
CgHsOs3
+- -
[M+H]™CsHgOs C7H503 (0,37) 137,02327 (5)

C7Hs03-CO
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Tabla H1. Continuacion.
7 Acido 3,5- CasH24012 - 515,11963 0,25 20 [M-H]-CgH¢O3 C1sH1705 (0,32) 353,08792 (100) 30+1,8 27+172 a,b,c (Clifford et
1 1 in * .
dicafeoilquinico [M-H]-CoHs03-Hz0 CaeH1:0 (0,18) 3350773 2) ?BIraszsolos
[M-H]-2CgH03 C7H1106 (3,06) 191,05553 (53) Zampieron
[M-H]-C7H1005 CoH704 (3,79) 179,0343 (29) etal., 2010;
[M-HT-CrH:005-H:0  CoHsOs (4,94) 161,02362 (4) g’l"kfg;‘g; et
[M-H]-C7H1005-CO;  CgH,0,(7,92) 135,04408 (5)
8 Luteolina 7- CoHp011  449,14264 - 1,06 50 [M+H]*-CeH1005 CisH1105 (1,46) 287,05460 (100) 0,16 £ 0,05 0,19+0,03 a,c
glucésido ey -
[M+H]"-CeH1005 C7Hs04 (1,20) 153,01805 (2)
CgHsO2
9 Isémero de écid03 C2sH24012 - 515,11975 0,49 20 [M-H]-CoHeOs CiH1706 (0,50)  353,08792 (100) - - ab
> s . .
dicafeoilquinico [M-H]-2CoHeOs CiHuOs (297) 19105553 (7) gf"gggg_“
[M-H]-C7H100s CoH704(3,71) 179,0343 (22) Grassi-
[M-H]-C7H100s-H20  CoHsOs (4,05) 161,02362 (1) Ztan?plggtirg)
[M-H]-C:H1c0s-CO;  CaHhO, (7,13) 13504408 (2) etal., 2010)
10 Isémero de CxH200:2  465,10196 - 1,70 60 [M+H]*-CgH100s CisH1107 (1,72) 303,04941 (100) 3006 - a,b (Grassi-
quercetina n : Zampieron
hexdsido 5 {m:g} Eﬁ:mgs H,O  Ci5HgO6 (1,92) 285,03882 (9) etal., 2010)
“\elM10VYs™
H,0-CO C14HeOs (1,72) 257,04401 (23)
[M+H]*-CeH100s-
H,0.2C0 Ci3He04 (1,29) 229,04924 (36)
+. -
[M+H]"-CeH1005 CoHsO4 (0,93)  165,01808 (15)
CsHs03
[MHHT™CeHioOs- o 1o, (110) 15301807 (32)
CsHeO3
[M+H]"™-CeH1005- CH:O0s (0,82)  137,02321 (24)
C3H504
11 Kaempferol 3-O- CauH20011  449,10724 - 0,15 60 [M+H]*-CsH1005 CisH1105 (1,14) 287,05469 (100) 0,18 + 0,02 1,2+0,2 a,.c
galactésido - R
[M+H]"-CoH1005 CHsO4 (040)  153,01817 (14)
CsHsO2
12 Eriodictiol C15H1206 - 287,02014 1,44 40 [M-H]-C7H403 C7H304 (6,09) 151,00276 (47) <LOQ - a,c
[M-H]-Cc0s CsH70; (7,24) 135,04417 (100)
[M-H]-C;H403-CO; ~ CgHs0, (10,53)  107,01273 (18)
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Tabla H1. Continuacion.

13 Isémero del &cido Ca4H30015 - 677,15131 0,16 30 [M-H]-CoHs03 C25H23012(0,72) 515,11987 (14) 1,55+ 0,04 - a
tricafeoilquinico ® [M-H]-2CsHg03 CisH1700 (0,50)  353,08810 (89)
[M-H]-2CgHsO3-H,0  Ci6H1505(0,63)  335,07745 (24)
[M-H]-3C4H4O3 C7H1105 (3,05) 191,05553 (37)
[M-H]-2C4HgO5-

O CoH704 (3,79) 179,03430 (82)

[M-H]-3CgHs03-H,O  C7HgOs (4,05) 173,04485 (100)
[M-H]'-ZCgHsOg-
C7H1005-H,0

[M-H]'-ZCgHaOg-
ot COn CeH0; (7,02) 135,04420 (13)

CoH:0s (5,13) 161,02359 (11)

14 Quercetina CisH1007  303,04993 - 1,82 50 [M+H]*-H,0 C1sHgOs (1,59) 285,03891 (10) 16+03 1,0+£0,3 a,b,c (De Souza
[M+H]*-H,0-CO CuHeOs (1,72)  257,04401 (22) etal., 2002)
[M+H]*-H,0-2CO Ci3Hg04 (1,28) 229,04924 (34)
[M+H]*-H,0-2CO C12Hq03 (1,10) 201,0544 (13)

[M+H]*-C7Hs03 CgHs0,4 (0,93) 165,01808 (14)
[M+H]*-CgHgO3 C7Hs04 (1,10) 153,01807 (27)
[M+H]*-C;H605-CO  C7Hs0;3 (0,81) 137,02321 (22)

15 Luteolina CisH100s  287,05457 - 1,56 60 [M+H]*-H,0 Ci5H90s (1,30) 269,0441 (5) <LOQ 0,39 + 0,05 ab,c (De Souza
[M+H]*-H,0-CO CuHeOs (135)  241,04936 (7) etal., 2002)
[M+H]*-H,0-2CO CisHg03 (1,11) 213,05438 (3)
[M+H]*-CgH,O-H;0  C7Hs0,4 (0,80) 153,01811 (44)
[M+H]*-C7H404 CgH-0,(0,36) 135,04401 (20)
[M+H]*-C7H404-H,0  CgHsO (1,05) 117,03362 (3)

16 Metilquercetina CigH1207  317,06512 - 1,43 50 [M+H]*-CH3 CisH1007 (1,48) 302,04166 (100) 0,25 + 0,02 6,55 + 0,02 ab (De Souza
[M+H]*-CH-CO CuH106 (1,48)  274,04678 (13) etal,, 2002)
L"SHT'CHT&O' CiHsO4 (L77)  228,04131 (6)
[M+H]*-CoHgO4 C7Hs0s (0,26) 137,02328 (3)

! Cantidad expresada como equivalentes de acido clorogénico.

2 Cantidad expresada como equivalentes de kaempferol B-sofordsido.

3 Cantidad expresada como equivalentes de acido 3,5-dicafeoilquinico.

4 Cantidad expresada como equivalentes de quercetina 3-O-glucuronido.

5 Cantidad expresada como equivalentes de quercetina 3-O-glucésido.

6 Cantidad expresada como equivalentes de quercetina.

*La cantidad registrada del pico N° 7 correspondié a la sumatoria del acido 3,5-dicafeoilquinico + isdmero del 4cido dicafeoilquinico.

2 |dentificacion tentativa basada en el estudio del patron de fragmentacion (ESI*--HRMS), la relacion isotdpica y consulta con lo reportado en base de datos espectrales, (HMDB,
http://nmdb.ca/spectra/ms/search/) y fitoquimica (PCIDB, http://www.genome.jp./db/pcodb).

b |dentificacion tentativa basada en la comparacion de las masas exactas de moléculas protonadas o deprotonadas y sus iones-producto con lo reportado en la literatura para especies
del género Achyrocline spp.
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¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacion de espectros de masa (ESI*-HRMS) y tiempos de retencion con los de sustancias patron.

HCD- high collision dissociation cell.

Apéndice 1. Espectros de masas [ESI*"-HRMS] de los compuestos fendlicos identificados en los extractos hidroalcohdlicos de A.

saturejoides y A. bogotensis.
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Apéndice J. Identificacién y cuantificacion realizada por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS de los

compuestos fenolicos detectados en el extracto hidroalcohdlico de L. colombiana.
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Figura J1.

Corrientes ionicas extraidas (EIC) de las moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H]
obtenidas por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS de los compuestos fendlicos presentes en el extracto
hidroalcohdlico de material vegetal seco sin destilar de L. colombiana. La identificacion de los

picos se encuentra en la Tabla 11.

Nota: Las letras que se encuentran como superindices al lado de los nimeros de los picos indican
la escala de la corriente idnica extraida de la respectiva molécula ionizada. Las escalas son: a. 4,0

x 10% b. 4,0 x 107 y c. 4,0 x 108.
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Tabla J1.

Masas exactas de moléculas protonada [M+H]* o deprotonadas [M-H], identificadas por UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS em el extracto de L. colombiana.

141

N i Masa experimental, Mz gppor,  Hcp, _lones producto mglg de extracto  Criterios de
Fig. Compuesto Férmula N : _ . e Ref.
14 [M+H]* [M-H]  Appm eV Fragmentos Formula (ppm)  m/z, | (%) (X £s,n=3) identificacion
[M-H]-CqHsO3 C7H1,05 (3,05) 191,05553 (100)
1 Acido clorogénico  CieH1g0g - 353,08792 0,32 10 [M-H]-C7H1005 CgH-0, (3,46) 179,03436 (1) 0,23+ 0,02 ac
[M-H]-C7H1005-H,0 CoHs0s (5,23) 161,02357 (1)
Aci ari - Sousa y Costa
2 Acido p-cumarico  CgHgOs - 163,03937 4,29 20 [M-H]-CO; CgH;0 (7,74) 119,04932 (100) 0,83+0,05 abc (2012)
[M-H]-CgHe03 C2H35016 (0,73)  579,19348 (66)
[M-H]"-CoHgO3-CsHsO,4 Ci9H27012 (0,65)  447,15109 (9) Juliso et al
3 Fucat6sido B! CS3H42019 - 741,22522 0,63 30 [M'H]"CgHeOg'zCsHstx C14H1908 (1,58) 315'10904 (6) 1,00 + 0,02 a, b (2009)
[M-H]-CyHg03-2C5HgO0s-
CeHu00-H,0 CoHsO3 (4,66) 161,02367 (100)
[M+H]*-H,0 CasHp7013 (0,29)  547,14478 (21)
[M+H]*-2H,0 CasH25012 (0,38)  529,13385 (46)
[M+H]*-3H,0 CasH23011 (0,86)  511,12305 (75)
Isoschaftésid [M+H]"-30-2H,0 CasH23011 (1,25)  499,12286 (26)
(Zofceﬁin(;sé;_o [M+H]*-30-3H,0 CasHp1010 (1,54)  481,11218 (30) Liv Claeys
4 assido C. CaoHzs014 56515570 - 092 20 _[M+H]*-120-H,0 CooHigOs (1,15)  427,10187 (100) 44402 ab ( 19{;4) ys,
grabinosido) 2 [M+H]*-120-2H,0 C2H170s (1,19) 409,09131 (76)
[M+H]*-120-3H,0 CpH1s07 (0,44)  391,08105 (17)
[M+H]*-120-30-2H,0 CH1s07 (0,86)  379,08090 (21)
[M+H]*-120-90 CioH1507 (0,92)  355,08090 (8)
[M+H]*-120-120 CisH1306 (0,70)  325,07089 (9)
[M-H]-CoHeO3 C1H2012 (0,17)  447,15088 (45) Keefover-
5 Conandrosido CasH24015 - 609,18280 0,50 20 [m-g];-gggegs-gsnag cHo gli'“goﬁs((l)fn 315,10913 (1) 1,28 0,05 ab Ring et al.
[Hz(-) ]-CoHeO3-CsHgO4-CsH1204- oHs03 (5,04) 161,02361 (58) (2014)
[M-H]-CoHsO3 CaoH29012 (0,65)  461,16675 (17) Jimenez y
5sido 1 B [M-H]-CoHs03-CeH1004 CiaH190s (1,09)  315,10889 (0,4) Riguera,
6 Verbascésido C2oH36015 623,19824 0,16 20 [M-H] ~CoHeO3-CeHi00s- CoHnOr- CoHsOs (4.94) 16100360 1,19 +0,03 a,b (1994)
H,0 , (38)
7 Luteolina7-O- CoaHisO1,  463,08664 - 0,60 10 [M+H]*-CeHgO CisH1106 (1,46)  287,05460 (34) 0324002 ab.c Sousa y Costa
glucurdnido 211812 ' , 6HgOs 15H1106 (1, , 320, ,b, (2012)
[M-H]-CqHsO3 CpsH37016 (0,98)  593,20929 (52)
[M-H]-CsHgO3-CsHzO4 CooH2e012 (1,77)  461,16727 (7) Guo et al.,
8  ForsittsidoB*  CoHuOro - 75524213 228 30 _[M-H]J-CoHeO3-CsHsOs-CoH10Os  CidHi0s (168) 31510907 (3) 1,46+0,03 ab (2007)
[M-H]-CgHgO3-CsHgO4s-CeH1004-  CoHsO3 (4,85)
CeH1204-H,0 161,02364 (100)
9  Apigenina7- CotHiOn  447,08994 - 504 20 [M+H]*-CeHsOs CisHuOs (173)  271,05963 (100) <LOD abc Sousa y Costa

glucurénido

(2012)
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Tabla J1. Continuacion.
[M+H]*-CgHgO CHs04 (0,50) 153,01816 (100) Sousa v Costa
10 Naringenina CisH120s5  273,07538 - 1,36 40 [M+H]*-CsHeO3 CyH70, (0,54) 147,04398 (57) <LOQ a,b,c (2012)y
[M+H]*-C7HgO4 CgH-0 (0,76) 119,04923 (8)
11 Nepetina Ci16H1,07 317,06525 - 1,05 40 [M+H]*-CHs C15H1007 (0,87) 302,04184 (100) 0,34+0,01 a,c
Irisolidona [M+H]*-CsHgO6 Ci7H1s06 (1,58)  315,08582 (100)
" hewonidos  CefeOw BREML - 90 %0 [MeH]"CaHsOsCHs CuH0; (334) 30006384 (2)  °0*0% ?
[M-H]-CO, Ci14H9O4 (2,55) 241,05002
[M-H]-C50, C12H9O4 (2,41) 217,05011 Fabre et al
. [M-H]-C,H,0-CO, C12H70;5 (3,21) 199,03943 (16) o
13 Luteolina C15H1006 - 285,04050 0,12 50 [M-H]~C20,-C,H,0 CioH:05 (3.91) 175.03938 (19) <LOD a,b,c (2001)
[M-H]-CgHgO2 C7H304 (5,99) 151,00278 (39)
[M-H]-C;H404 CgHs0, (7,16) 133,02855 (100)
[M+H]*-CH3 C16H1207 (1,30) 316,05734 (100)
. [M+H]*-CH3-H,0 C16H1006 (1,16) 298,04684 (50) Sousa y Costa
14 Flavona metilada* Cj;7H140;  331,08078 - 1,35 40 [M+HT"-CHa-H,0-CO CasHio0s (1.12) 270.05197 (24) 5,7+0,3 a,b (2012)
[M+H]*-CH3-H,0-2CO C14H1004 (0,70) 242,05719 (1)
[M-H]-CO Ci14H904 (0,43) 241,05074 (1)
[M-H]-C,H,0 Ci13H704 (1,38) 227,03467 (9)
[M-H]-CO, C14H903 (2,07) 225,05525 (12)
[M-H]-C30, C12H40s3 (3,22) 201,05507 (11) Fabre et al.,
_— [M-H]-2CO, C13Hg0 (1,38) 181,06522 (7) (2001)
15 Apigenina Ci5H100s - 269,04562 0,29 50 [M-H]-C30,-Co,0 C1oH:0; (5,09) 150,04434 (11) <LOD ab,c
[M-H]-CgHsO C7H304 (5,79) 151,00281 (41)
[M-H]-C;Hs0, CgHs03 (5,96) 149,02353 (41)
[M-H]-C7H404 CgHsO (8,64) 117,03358 (100)
[M-H]'-CgHsO-COz CngOz (9,67) 107,01282 (24)
[M+H]+-CH3 C1gH1608 (1,31) 360,08350 (16) Fabre et al.,
[M+H]*-CHs-H,0 CisH1407 (1,09) 342,07303 (17) (2001); Sousa
16 Flavona metilada* CioH1g0s  375,10699 - 1,20 30 9+1,1 a, b y Costa
[M+H]*-CH3-H,0-CO Ci7H1406 (1,35)  314,07806 (5) (2012)
[M+H]*-CHs Cy17H1407 (0,86)  330,07312 (76) Sousa v Costa
17 Flavona metilada*  CjgHi60;  345,09659 - 0,84 40 [M+H]*-CH;-H,0 C17H1206 (0,89) 312,06256 (100) 615 a,b (2012)y
[M+H]*-CH3-H,0-CO Ci6H1205 (0,89)  284,06766 (57)
[M+H]*-CH; Ci6H1206 (0,83)  300,06259 (46) Sousay Costa
18 Cirsimaritina Ci7H140¢  315,08597 - 1,10 40 [M+H]*-CH;-H,0 C16H1005 (0,86) 282,05203 (27) <LOQ a,b,c (2012)
[M+H]*-CH3-H,0-CO CisH1004 (0,73)  254,05717 (12)
. [M+H]*-CHs C16H1206 (1,03) 300,06253 (100) Sousa y Costa
19  Flavona metilada® Ci7H140¢ 315,08594 - 1,20 40 [M+H]-CO CisH1,05 (0.73) 272.06760 (3) 0,66 + 0,04 a,b (2012)y
[M+H]+-CH3 C17H1405 (1,74) 314,07794 (36)
. R [M+H]+-CH3-H20 C17H1205 (1,21) 296,06757 (100) Sousa y Costa
20 Salvigenina Ci1gH1806 329,10156 - 1,22 40 [M+H]"-CHa-H,0-CO CieH1204 (1.18) 268.07269 (60) 0,44 + 0,06 a,b,c (2012)
[M+H]*-CH3-H,0-2CO Ci5H1203 (0,83) 240,07805 (2)

! Cantidad expresada como equivalentes de acido cafeico.

2 Cantidad expresada como equivalentes de vitexina.

3 Cantidad expresada como equivalentes de quercetina 3-O-glucurénido.

4 Cantidad expresada como equivalentes de pachipodol.
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5 Cantidad expresada como equivalentes de cirsimaritina.

2 |dentificacion tentativa basada en el estudio del patron de fragmentacion (ESI*--HRMS), la relacion isotopica y consulta con lo reportado en base de datos espectrales, (HMDB,

http://hmdb.ca/spectra/ms/search/) y fitoquimica (PCIDB, http://www.genome.jp./db/pcodb).

b Identificacion tentativa basada en la comparacion de las masas exactas de moléculas protonadas o deprotonadas y sus iones-producto con lo reportado en la literatura para especies del

género Lantana spp.

¢ ldentificacion confirmatoria basada en la comparacion de espectros de masa (ESI*--HRMS) y tiempos de retencion con los de sustancias patron.

HCD- high collision dissociation cell.

Apéndice K. Espectros de masas [ESI*"-HRMS] de los compuestos fendlicos identificados en el extracto de L. colombiana
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Apéndice L. Resultados de los parametros de fotoproteccion de los disefios experimentales (disefio factorial 2%) para las plantas bajo

estudio.

Tabla L1. Parametro de fotoproteccion in vitro de los extractos hidroalcohdlicos de las plantas estudiadas.

Variables estudiadas

Parametros de fotoproteccién

A. saturejoides

A. bogotensis

L. colombiana

o

Temp., Tiempo, EtOH:H20, Relacion Relacion Relacion
°C min viv SPF* A uvaLuve  SPF 0 ket UVALIUV ¢ SPF* he UVA1/UV ¢
1 60 15 60:40 73+£0,1 370 0,57 13,7£0,2 366 0,56 115%£0,2 372 0,64
2 40 15 80:20 13,1+£0,2 373 0,60 153+0,3 367 0,56 13,0£0,1 376 0,70
3 40 15 60:40 8,7£0,2 366 0,54 170+£0,3 368 0,59 9,0+£04 372 0,64
4 60 35 60:40 10,2+0,3 369 0,57 134+0,3 366 0,56 11,004 371 0,65
5 60 35 80:20 135+£04 374 0,62 156+02 369 0,62 140+£04 378 0,73
6 40 35 80:20 130+0,2 371 0,60 154+0,3 369 0,58 14,4+0,1 379 0,74
7 40 35 60:40 119+0,1 370 0,57 16,8+0,1 370 0,62 9,4+0,1 371 0,63
8 60 15 80:20 150+0,2 376 0,65 10,3+0,3 364 0,57 125+0,3 374 0,68
9 50 25 70:30 153+0,1 372 0,60 130+0,2 366 0,58 11,1+£0,2 371 0,64

2Promedio + desviacién estandar (n=3). Los valores se obtuvieron de extractos diluidos a una concentracion de 200 mg/L.
b|_a eficacia fotoprotectora (SPF inwro y Ac) Se establecid de acuerdo con las categorias establecidas por la Food and Drugs Administration (FDA)
de los Estados Unidos y por la European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association (COLIPA): proteccion baja (6,0 < SPF in vwro <14,9),

proteccion media (15,0 < SPF inviro <29,9), proteccion alta (30,0 < SPF inviro <59,9) y proteccion muy alta (SPF invro >60,0).

¢ Las pautas de la FDA y COLIPA indican que un producto con una Ac> 370 nm puede brindar proteccion de amplio espectro (radiacion UVA y

UVB).

d Segun la relacion de absorbancia UVA1/UV, los protectores solares se asignan a cuatro categorias: proteccion baja (relacion UVA1/UV >0,20);
proteccion media (relacion UVA1/UV > 0,40); proteccion alta (relacion UVA1/UV > 0,70); proteccion muy alta (relacion UVA1/UV > 0,95).
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Apéndice M. Perfil cromatogréafico del extracto de A. saturejoides obtenido por HPLC con derivatizador.
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Figura M1. Perfil cromatografico, obtenido por HPLC con derivatizador, del extracto de A. saturejoides, antes (DAD, A. A=290 nm) y

después (MWD, B. A=734 nm) de su reaccion con el cation-radical ABTS™. La identificacion de los picos aparece en la Tabla L1.
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Tabla M1. Capacidad antioxidante de compuestos presentes en el extracto hidroalcohdlicos de A. saturejoides.

N° tr, Min ® Porcentaje de la .
Fig. 2=290 Compuesto A, NM umol of Trolox®/ g capacidad . C”t.e.”o de Referencia
extracto S identificacion

M1 nm antioxidante, %
1 12,5 Derivado de acido hidroxibenzoico 227, 260, 293 3,02 £0,02 1 a Mabry et al., (1970)
2 14,6 Derivado de acido hidroxicinamico 240, 290", 325 max 1,3+0,3 0,4 a Mabry et al., (1970)
3 196 Acido clorogénico 240, 290", 325 méx 6,52 + 0,02 2 c graizggg)mp'em” et
4 19,9 Derivado de 4cido hidroxicinamico 240, 290, 325 max 1,95 +0,04 1 a Mabry et al., (1970)
5 24,8 Derivado de &cido hidroxicinamico 240, 290N, 325 max 6,0444 + 0,0003 2 a Mabry et al., (1970)
6 33,2 Derivado de &cido hidroxicinamico 240, 290N, 325 max 30%0,7 1 a Mabry et al., (1970)
7 334 Derivado de acido hidroxicindmico 240, 290", 325 méx 3,0+0,7 1 a Mabry et al., (1970)
8 35,6 Derivado de flavonol 255 max 2720 370 6,5+ 0,01 2 a Mabry et al., (1970)
9 35,8 NI 270, 322 max 50+£0,2 1
10 36,0 Derivado de 4cido hidroxicinamico 240, 295N, 325 max 40+0,4 1 a Mabry et al., (1970)
11 373 Acido 3 4-dicafeoilquinico 240, 295", 325 méx 32,0406 9 ab.c ;raizggg)mp'em” et
12 38,1 Acido 3,5-dicafeoilquinico 240, 295", 326 ™ 80+43 22 ab,c ;raiz'dgg)mp'em” et
13 38,7 Derivado de flavonol 254, 268N, 3200 375 max 14,05 + 0,05 4 a Mabry et al., (1970)
14 394 Derivado de &cido hidroxicindmico 245, 2981, 329 méx 113+£2,2 33 a Mabry et al., (1970)
15 41,6 Derivado de 4cido hidroxicinamico 240, 290", 300 max 17,43 +0,03 5 a Mabry et al., (1970)
16 42,9 Derivado de acido hidroxicindmico 245, 290", 330 méx 13,31 +£0,03 4 a Mabry et al., (1970)
17 44,7 Quercetina 256, 272", 370 23£27 7 ab,c graizg(z)g)mp'em” et
18 45,0 Derivado de &cido hidroxicindmico 240, 290", 330 méx 10,90 + 0,05 3 a Mabry et al., (1970)

Total HPLC-DAD-ABTS* 340+ 12

YValor promedio + desviacion estandar, n=2. NI Compuesto no identificado. ™* Maximo. " Hombro.

2 |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con sefales tipicas A (nm) para compuestos fendlicos.

b 1dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con espectro UV-Vis reportado en articulos cientificos (Grassi-Zampieron
et al., 2009; Mabry et al., 1970).
¢ Identificacion confirmatoria basada en espectro UV- Vis y por comparacion con espectro UV-Vis y tr de sustancia patron.
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Apéndice N. Perfil cromatografico del extracto de A. bogotensis obtenido por HPLC con derivatizador.
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Figura N1. Perfil cromatografico, obtenido por HPLC con derivatizador, del extracto de A. bogotensis, antes (DAD, A. A=290 nm) y

después (MWD, B. A=734 nm) de su reaccion con el cation-radical ABTS™. La identificacion de los picos aparece en la Tabla M1.



POTENCIALES FOTOPROTECTOR Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS 153

Tabla N1. Capacidad antioxidante de compuestos presentes en el extracto hidroalcoholicos de A. bogotensis.

N° tr Min pmol de Porcentajedela oo e

Fig. x=290  Compuesto A, nm Trolox® g capacidad identificacion Referencia

M1 nm extracto antioxidante, %

1 12,3 Derivado de acido hidroxibenzoico 226, 260™, 293 5,30 £0,01 1 a Mabry et al., (1970)

2 14,4 Derivado de &cido hidroxicindmico 240, 290", 325 max 1,9+0,1 a Mabry et al., (1970)

3 194 Acido clorogénico 240, 290", 325 Méx 8,091 + 0,001 2 ab.c gg"gg')'zamp'em” etal,

4 19,7 Derivado de 4cido hidroxicinamico 245, 295", 328 max 3,04 £0,03 1 a Mabry et al., (1970)

5 31,7 Derivado de flavonol 230N, 260, 355 Max 10,2 +0,1 3 a Mabry et al., (1970)

6 33,1 Derivado de flavona 230, 255, 282, 345 méax 11,80 + 0,02 3 a Mabry et al., (1970)

7 35,7 Derivado de flavona 228, 276, 320 max 40+0,1 1 a Mabry et al., (1970)

8 359  Quercetina 3-O-glucésido 226, 255 ™ 295N 355 151+0,1 4 ab,c g(‘)"‘g;')'zamp'em” etal,

9 37,2 Acido 3,4-dicafeoilquinico 240, 295", 325 max 30,2+0,1 8 a,b,c ggggl)-Zampleron etal.,

10 380  Acido 3,5-dicafeoilquinico 240, 295, 325 méx 96 +15 26 ab.c gggg')'zamp'em” etal.,

11 38,6 Derivado de flavonol 228 M 253, 270, 365 21,0+0,9 6 a Mabry et al., (1970)

12 39,4 Derivado de 4cido hidroxicindmico 240, 29", 325 méx 81,90 + 0,01 23 a Mabry et al., (1970)

13 39,8 Derivado de flavona 228 M 282, 340 13,2+0,1 4 a Mabry et al., (1970)

14 40,6 Derivado de 4cido hidroxicinamico 226 ™& 290" 330 10,8 +0,1 3 a Mabry et al., (1970)

15 42,7 NI 227 M 260, 315, 360 6,4+0,1 2 -

16 44,6 Derivado de flavonol 227 ™ 255 370 10,8 +0,2 3 a Mabry et al., (1970)

17 449 Derivado de flavona 225, 248, 270, 295N, 334 méx 6,4+0,3 2 a Mabry et al., (1970)

18 46,0 Derivado de flavonol 230, 255, 295N, 355 max 3,0+£0,2 1 a Mabry et al., (1970)

19 60,2 Derivado de flavona 225méx 285 325h 375 5,96 + 0,01 2 a Mabry et al., (1970)

20 61,1 Derivado de flavona 220, 272 ™ 360 1,390 + 0,004 0,4 a Mabry et al., (1970)

21 61,9 Derivado de flavanona 230, 293 m&x 3400 14,7 +0,2 4 a Mabry et al., (1970)
Total HPLC-DAD-ABTS* 361,0+£0,7

Valor promedio * desviacion estandar, n=2. NI Compuesto no identificado. ™ Maximo. " Hombro.

2 |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con sefiales tipicas A (nm) para compuestos fendlicos.

b |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con espectro UV- Vis reportado en articulos cientificos (Grassi-Zampieron
et al., 2009; Mabry et al., 1970)..

¢ Identificacion confirmatoria basada en espectro UV- Vis y por comparacién con espectro UV- Vis y tr de sustancia patron.
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Apéndice O. Perfil cromatogréafico del extracto de L. colombiana obtenido por HPLC con derivatizador.
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Figura O1. Perfil cromatogréafico, obtenido por HPLC con derivatizador, del extracto de L. colombiana, antes (DAD, A. 2=290 nm) y

después (MWD, B. A=734 nm) de su reaccion con el cation-radical ABTS™. La identificacion de los picos aparece en la Tabla N1.
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Tabla O1. Capacidad antioxidante de compuestos presentes en el extracto hidroalcohélicos de L. colombiana.

155

l\_|° tr, Min pmol of Porcenta_je de la Criterio de )

Fig. 3=290 nm Compuesto A, NM Trolox® g gap_audad identificacion Referencia

N1 extracto antioxidante, %

1 16,3 Derivado de acido hidroxicinamico 253, 305™M - - a Mabry et al., (1970)

2 18,2 Derivado de &cido hidroxicindmico 240 ™M 305" 330 0,62 £ 0,05 1 a Mabry et al., (1970)

3 19,6 Acido clorogénico 240, 290 h, 326 Max 0,77 £0,01 1 a,b,c Grassi-Zampieron et al.,
, (2009)

4 20,0 NI 255 max 298, 330 - - -

5 27,5 Derivado de flavona 227 m&x 270, 335 - - a Mabry et al., (1970)

6 29,4 Acido p-cumérico 230, 290N, 310 max - - a,c Grassi-Zampieron et al.,

2009

7 31,9 Derivado de flavona 228, 272, 335 max 16+04 2 a E\/Iabr))/ etal., (1970)

8 33,0 Derivado de 4cido hidroxicindmico 229, 250", 285" 330 méx 14,02 £ 0,01 15 a Mabry et al., (1970)

9 34,0 Derivado de acido hidroxicindmico 240, 290", 330 mé& 6,0+0,2 7 a Mabry et al., (1970)

10 34,3 Derivado de 4cido hidroxicindamico 230, 245" 285h 330 méx 11,8+0,1 13 a Mabry et al., (1970)

11 34,7 Derivado de 4cido hidroxicinamico 250, 290", 330 méx 1,7+0,1 2 a Mabry et al., (1970)

12 35,2 Derivado de 4cido hidroxicindmico 230, 250", 290 ", 330 méx 13,0+0,3 14 a Mabry et al., (1970)

13 35,8 Derivado de acido hidroxicindmico 226, 250", 288 h, 330 m& 76+04 8 a Mabry et al., (1970)

14 374 Derivado de 4cido hidroxicindmico ~ 225™& 284, 325 2,60 + 0,05 3 a Mabry et al., (1970)

15 37,7 Derivado de flavona 225méx 254 272, 345 2,2+0,2 2 a Mabry et al., (1970)

16 38,9 Derivado de flavona 226 max 275 335 - - a Mabry et al., (1970)

17 40,4 Derivado de flavona 224méx 275 330 - - a Mabry et al., (1970)

18 451 Nepetina 225 méax 273 350 5,00 £ 0,02 5 a,c Mabry et al., (1970)

19 458 Derivado de flavona 225 méax 275 332 - - a Mabry et al., (1970)

20 47,8 Derivado de acido hidroxicindmico ~ 225™, 290", 325 - - a Mabry et al., (1970)

21 49,1 Derivado de flavonol 225 méax 275 345 19,32 + 0,05 21 a Mabry et al., (1970)

22 49,5 NI 223 M 272 345 0,85 +0,04 1 -

23 51,8 NI 230M& 310 - - -

24 52,0 NI 310 - - -

25 53,1 NI 275, 345 1,0+£0,1 1 -

26 53,3 NI 315 - - -

27 53,4 NI 275, 345 20+0,1 2 -

28 54,2 NI 320 - - -

29 56,1 NI 275, 330 1,4+0,1 2 -

30 56,9 NI 340 - -

31 58,6 NI 305 - - -

32 58,9 NI 300 - - -
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Tabla O1. Continuacion.

33 60,5 NI 300 - - -
34 61,3 NI 325 - - -

Total HPLC-DAD-ABTS"  90%0,9

Valor promedio * desviacion estandar, n=2. NI Compuesto no identificado. ™ Maximo. " Hombro.

2 |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con sefiales tipicas A (nm) para compuestos fendlicos.

b |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con espectro UV- Vis reportado en articulos cientificos.
¢ Identificacion confirmatoria basada en espectro UV- Vis y por comparacion con espectro UV- Vis y tr de sustancia patron.



