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RESUMEN

La piel se encuentra expuesta a una serie de compuestos y agentes toxicos causantes y/o
catalizadores de una serie de patologias como lo es el fotoenvejecimiento y cuya progresion
es debida principalmente a la exposicion a la radiacion UV. Durante este proceso se presenta
un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y subsecuentemente
una cascada de reacciones inducen la produccion de metaloproteinasas (MMPS) y enzimas
que degradan las macromoléculas de la matriz extracelular como el colégeno, la elastina y
el acido hialurénico, y se encargan de inhibir la sintesis de pro-colageno. Este trabajo busca
potenciales fuentes naturales como agentes fotoprotectores, para lo cual se emplearon
extractos de diversas especies de plantas medicinales y aromaticas seleccionadas bajo
pardmetros quimicos y bioldgicos. Se determiné la capacidad antioxidante a través de los
métodos ORAC, FRAP y Contenido de Polifenoles Totales (CPT), y la actividad inhibitoria
de enzimas relacionadas con el proceso de envejecimiento como colagenasa, elastasa e
hialuronidasa. Se determin6 que las especies Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris y
Smallanthus sonchifolius presentaron las actividades anti-envejecimiento y antioxidantes
mas destacadas. Con las especies mas activas se realiz0 la evaluacion sistematica de su efecto
fotoprotector, mediante la medicion de niveles de MMPs, pro-coladgeno y la actividad
moduladora en cuanto a la produccién de ROS intracelular en fibroblastos dérmicos humanos
(HDF) estimulados con radiacion UVB. En la determinacion de los metabolitos responsables
de la actividad bioldgica, se realiz6 un estudio quimiométrico y la identificacion tentativa se
realiz6 bajo un método en HPLC-DAD-MS usando estandares de referencia. Las especies R.
officinalis, T. vulgaris, y S. sonchifolius presentan una interesante capacidad antioxidante y
actividad inhibitoria de las enzimas anti-envejecimiento, ademas de afectar la produccion de
MMP’s y de ROS e incrementar el pro-coldgeno en HDFa. Mediante el uso de herramientas
estadisticas como andlisis de componentes principales analisis multivariados de
discriminaciéon y similaridad, apoyados de la caracterizacion quimica de los extracto
mediante perfiles cromatograficos, se determinaron algunas sefiales que se encuentran

altamente correlacionadas con las actividades anti-envejecimiento evaluadas. Los resultados



postulan que las especies aromaticas y medicinales son potenciales fuentes de ingredientes
anti-envejecimiento. Ademas, el uso de metodologias analiticas en combinacion con
estrategias estadisticas, permite obtener una posible determinacion de correlaciones de los
metabolitos y su bioactividad. Lo cual es un paso clave en el desarrollo de extractos
optimizados con base en su quimica y/o actividad para ser incorporados en la industria

cosmeética.

Palabras clave: Fotoproteccion, matriz extracelular, radiacion UV, anélisis multivariado,

plantas aromaticas y medicinales.
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INTRODUCCION

La piel es el 6rgano més grande y extenso que posee el cuerpo humano tanto en superficie
como en peso. Su principal funcidn consiste en servir como barrera protectora fisica entre el
ambiente y los 6rganos internos, prevenir la pérdida desmedida de liquidos y electrolitos,
reducir la penetracion de agentes quimicos y proteger contra agentes patdgenos externos.
Ademas es indispensable para el proceso de termorregulacion y se constituye como la
primera barrera inmunoldgica del cuerpo-2. Para cumplir con las anteriores funciones, la piel
se encuentra organizada en tres capas de diferente composicion celular: la epidermis la cual
es la capa mas externa de la piel y estd compuesta principalmente de queratinocitos; la dermis
que es la capa mas gruesa de la piel, se encuentra conformada por fibroblastos encargados
de sintetizar la sustancia fundamental y los componentes de la matriz extracelular (ECM)
como coléageno, elastina, fibronectina y glicosaminoglicanos, que en principio son la base
estructural y funcional de la piel; y la capa mas interna, la hipodermis, constituida
principalmente por adipocitos®. La piel es un componente importante de belleza externa y es
el foco de procedimientos cutaneos para revertir principalmente los cambios visibles tanto
fisicos como funcionales que se observan con el paso del tiempo, en un proceso conocido

como envejecimiento cutaneo.

El envejecimiento de la piel es un proceso biolégico complejo que afecta varias de sus capas,
observando un mayor dafio en el tejido conectivo de la dermis debido a la acumulacion de
elastina degradada y desorganizada y la perdida de colageno intersticial®>. Las causas del
proceso del envejecimiento han sido divididas en dos categorias principales: las del
envejecimiento intrinseco y las del envejecimiento extrinseco®. El intrinseco o natural es
debido a cambios en la elasticidad de la piel con el paso del tiempo como una unién de
factores como predisposiciones genéticas y a una serie de mecanismos que disminuyen el

numero, capacidad de biosintesis de fibroblastos y una reduccién en la cantidad de elastina
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y colageno en la dermis. Mientras que el envejecimiento extrinseco se debe a factores
ambientales como la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV), a diferentes estilos de vida
como dieta, suefio, consumo de alcohol o cigarrillo y afecciones de salud en general. Sin
embargo se ha sugerido que alrededor del 80% de los cambios visibles debido al
envejecimiento de la piel se atribuye Ginicamente a la exposicion solar®®. Tanto la radiacion
UV-B (290-320 nm) como la UV-A (320-400 nm), son responsables del envejecimiento de
la piel. Sin embargo la UV-B genera efectos bioldgicos 1000 veces mas fuertes que los
generados por la UV-A. Esta radiacion es absorbida en su mayoria por la epidermis y afecta
principalmente las células epidérmicas, aunque solo cerca del 10-30% de la radiacién UV-B
puede penetrar hacia la dermis y afectar los fibroblastos y la ECM®. Cuando la radiacion UV
es absorbida por la piel, se incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS)!7, lo que conlleva a un incremento del estrés oxidativo y generacion de dafios a
membranas y proteinas esenciales de las células. Las ROS ademas de actuar como
sefializadores moleculares, pueden causar peroxidacion lipidica, dafio a la mitocondria y al
ADN y modificacion de expresion en genes y proteinas. Asi mismo, las ROS pueden iniciar
vias moleculares complejas que incluyen la activacion de enzimas como las
metaloproteinasas colagenasa (MMP-1), la serina-proteasa elastasa y la glicosidasa
hialuronidasa, las cuales degradan los componentes de la ECM8. Por si fuera poco, estudios
bioguimicos han revelado que durante el proceso de fotoenvejecimiento, se reducen los
precursores de colageno tipo | y Il (COL1A1 y COL1A2). Debido a la aceleracién de la
degradacion y/o disminucion de la sintesis de fibras de colageno, y a la induccion y activacion
de metaloproteinasas de la matriz (MMP) encargadas de degradar los componentes de la
ECM como el coldgeno vy la elastina, se observan cambios visibles en la piel como pérdida
de fuerza, elasticidad, humectacion y resiliencia generando arrugas y cambios en el espesor

de la piel®®.

Teniendo en cuenta que la piel perfecta es la caracteristica humana universalmente mas
deseada, es la carta de presentacion ante la sociedad y muestra de nuestra salud y bienestar
corporal’®, en la actualidad y a nivel mundial, los productos para el cuidado de la piel

presentan una gran demanda y el mercado crece de manera exponencial. Para el afio 2014 el
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mercado de estos productos ascendio a los $111 billones y se proyecta exceder los $131
billones para el afio 2019*' con mercados crecientes en Asia y Latinoamérica'?. Entre los
productos para el cuidado de la piel, los productos antienvejecimiento han tenido un
importante crecimiento en la industria cosmética posicionandose como el mercado de mayor
auge con un crecimiento anual del 7.8%?"2. Entre los productos antienvejecimiento, aquellos
con ingredientes de origen natural han tomado fuerza en el mercado y la industria cosmética,
principalmente por la percepcion del consumidor sobre los ingredientes de origen natural que
simbolizan seguridad y eficacia, contrario a los productos de origen sintético. Por tanto no es

de extrafiar la necesidad de productos nuevos, innovadores y seguros*4*°,

Las plantas y sus metabolitos secundarios han sido usados en la industria cosmética para la
obtencion de ingredientes naturales como agentes antioxidantes, fotoprotectores,
antienvejecimiento, entre otros. Estudios cientificos han demostrado que compuestos como
acidos fenolicos, flavonoides, y otros compuestos polifendlicos, especialmente aquellos de
alto peso molecular obtenidos de plantas, presentan propiedades fotoprotectoras que son
capaz de aminorar los efectos adversos de la radiacion UV mediante diversos mecanismos
como la regulacién de ROS e inhibicion de MMP’s, presentandose como agentes
beneficiosos para el cuidado de la piel®®16-1%, Ademas, aparte de su uso culinario, las plantas
aromaticas y medicinales son reconocidas por sus propiedades terapéuticas. Muchas de estas
especies poseen una gran variedad de metabolitos secundarios tipo polifenoles como
derivados acidos hidroxicinamicos, flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, entre otros*-
25 de los cuales existen reportes sobre sus propiedades antioxidantes, fotoprotectoras y
antienvejecimiento®1°26-28 por la anterior, las plantas aromaticas y medicinales se presentan
como un blanco potencial en la basqueda de ingredientes naturales viables para la industria
cosmética enfocadas en los productos antienvejecimiento con propiedades fotoprotectoras.
Al respecto, en Colombia la cadena de plantas aromaticas medicinales, condimentarias y
afines -PAMCYyA- se constituye como una cadena productiva de alto impacto econémico
con exportaciones de $31.9 millones para el afio 2013, y se presenta como un subsector
productivo priorizado por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural del departamento

de Antioquia en la elaboracion de productos de alto valor agregado?°.
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Con base en un estudio bibliografico sobre las 19 especies pertenecientes a la PAMCyA
priorizadas por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural para el departamento de
Antioquia, se seleccionaron siete de ellas para realizar un estudio de su efecto fotoprotector
sobre cultivos celulares de fibroblastos dérmicos humanos, evaluar su potencial antioxidante
y la inhibicién enzimatica sobre algunas MMP y glicosidasas que se encuentran involucradas
en el proceso de fotoenvejecimiento. Igualmente se pretende mostrar un enfoque integrado y
dirigido a la determinacion de los posibles metabolitos bioactivos mediante la evaluacion de
actividades bioldgicas y la caracterizacion quimica, apoyados en estudios estadisticos y

quimiomeétricos.

Este trabajo consta de cuatro capitulos, el primero relacionado con el enfoque y conocimiento
tedrico y bibliogréafico sobre la piel, su estructura, principales componentes, estructura y
funcion biolégica enfocado en el proceso del fotoenvejecimiento. Posterior a la revision
bibliogréafica se procede con el tamizaje de siete especies seleccionadas de la cadena
PAMCYA priorizadas en Antioquia: Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Artemisia
dracunculus, Caléndula officinalis, Vaccinium meriodionale Matricaria chamomilla, y
Smallanthus sonchifolius basados en la evaluacion de actividades antioxidantes y de
inhibicion de enzimas relacionadas con el proceso de fotoenvejecimiento, resultando en un
estudio final de ponderacion y analisis de componentes principales que permite la
identificacion de especies altamente promisorias con base en las actividades presentadas.
Una vez sugeridas las especies promisorias se procede con el tercer capitulo, el cual se basa
en ensayos dirigidos en la proteccion de la ECM evaluando el efecto sobre diversos procesos
durante el fotoenvejecimiento como lo es la produccion de MMP-1, pro-colageno tipo Ial y
ROS, usando la linea celular de fibroblastos dérmicos humanos HDFa estimulados con
radiaciéon UVB. La identificacion tentativa de moléculas responsables de las actividades
observadas se presenta en el cuarto capitulo. Paraello se realiz6  la caracterizacion quimica
usando HPLC-DAD-MS vy una serie de estandares de referencia; finalmente mediante
técnicas quimiomeétricas como lo es el PCA y PLS-DA se postulan una serie de compuestos

a partir de las correlaciones entre las actividades y los perfiles quimicos, generando un
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estudio integrado basado en la caracterizacion quimica y bioactividades de especies de
plantas cultivadas en el Oriente Antioquefio.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto protector sobre la matriz extracelular de extractos de plantas aromaticas,
medicinales, condimentarias y afines (PAMCyA) cultivadas en el oriente Antioquefio, a

través de diversos mecanismos fotoprotectores.

Objetivos especificos.

1. Establecer el potencial de proteccion in vitro sobre la matriz extracelular mediante
ensayos enzimaticos y antioxidantes de extractos de siete especies PAMCYA.

2. Evaluar la actividad protectora de las especies con mayor actividad antioxidante y
enzimatica sobre la matriz extracelular, empleando lineas celulares de fibroblastos
dérmicos.

3. Caracterizar quimicamente las especies que presentan mayor actividad protectora
sobre la matriz extracelular mediante HPLC-DAD-MS.

4. Determinar la posible correlacion existente entre las actividades enzimaticas, celulares

y antioxidantes y los metabolitos encontrados en las especies que presentan mayor
actividad.
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1 CAPITULO I

EL FOTOENVEJECIMIENTO DE LA PIEL: MECANISMOS Y ESTRATEGIAS
PARA DESACELERAR SU PROGRESION

1.1 INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas grande que posee el ser humano, y tiene como funcién la de servir
de barrera protectora contra agentes externos que pueden ser altamente nocivos para nuestra
salud. Sin embargo, se encuentra expuesta constantemente a un sinnimero de patdgenos y
procesos que causan lesiones y cambios en la piel. Entre estos procesos tenemos el
fotoenvejecimiento, un tipo de envejecimiento causado principalmente por la exposicion a la
radiacién ultravioleta (UV). El fotoenvejecimiento puede generar cicatrices profundas y
cambios dréasticos en la estructura funcional de la piel. En éste capitulo se hace una revision
de la estructura y funciones de la piel, asi como del dafio que la exposicion a la radiacion UV
genera en su matriz funcional. Ademas, se muestran algunos metabolitos, y plantas que han

demostrado servir en la desaceleracion de éste proceso mediante diversos mecanismos.

1.2 ESTRUCTURAY FUNCIONES DE LA PIEL

La piel - la interface del organismo con el ambiente - es el 6rgano mas largo y extenso que
posee el cuerpo humano. En promedio un adulto sano puede tener entre 170-200 cm? y puede
pesar entre 15 a 17 kg (aunque esto puede variar dependiendo de la altura y las y el peso)®.

El grosor de la epidermis, la capa externa de la piel, puede medir desde 0.5 mm en las areas
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delgadas como los parpados hasta 4-6 mm en los puntos méas gruesos como en las plantas de
los pies. Tiene la funcion de actuar como barrera protectora frente a agentes externos, por
tanto, es la frontera de contacto con nuestro entorno. Ademas es la encargada de controlar la
perdida de agua o calor en nuestro cuerpo y su apariencia es una de las principales evidencias

de salud y estilo de vida.

1.2.1 Estructura de la piel

La piel es un dérgano complejo que alberga poblaciones de distintos tipos de células
organizadas en tres grandes capas sobrepuestas entre si. La capa mas externa de la piel es la
epidermis, una estructura estratificada que es formada por las células madre localizadas en
la capa basal y actia como la primera barrera protectora entre el ambiente y el organismo.
Esta capa se sobrepone a la dermis mediante la union dermoepidérmica cuyo elemento
principal es la membrana basal y es la encargada del soporte mecanico de la epidermis. La
dermis es la capa méas gruesa de la piel y esta constituida principalmente por fibroblastos
encargados de producir los componentes de la matriz extracelular (ECM) entre los cuales se
encuentran el colageno, elastina, proteoglicanos y fibronectinas que dan el soporte a la
dermis. Por ultimo bajo la dermis se encuentra la hipodermis que actia como un colchén
graso protector para el aislamiento y depdsito de energia compuesto principalmente de
adipositos®>®! (Figural). A continuacion, se describira cada una de las capas que conforman

la piel, su constitucién y contribucién a la fisiologia cutanea.
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Figura 1. Estructura de la piel*?(modificado).

1.2.1.1 Epidermis

La epidermis esta conformada por cuatro clases de células: los queratinocitos corresponden
al 95% de la poblacion celular mientras que los melanocitos, Langerhans y las células de
Merkel corresponden a un 5%. Estas células se unen fuertemente para conformar las 4 capas
de la epidermis: stratum corneum, capa granular, capa espinosa Yy capa basal,
respectivamente, desde la parte externa hasta la mas interna. La capa basal o union

dermoepidérmica, es la encargada de hacer el anclaje con la dermis (Figura 2).

1.2.1.1.1 Queratinocitos

Los queratinocitos son las células predominantes en la epidermis. Deben su nombre a la
proteina que producen durante el curso de su vida, la queratina que cumple unas funciones
especificas e importantes en la piel. Su estructura quimica permite a la piel adquirir
resistencia contra ataques ambientales y la impermeabilidad a ciertas sustancias. Los
queratinocitos se forman, crecen y mueren dirigidos hacia la parte externa de la epidermis y
a medida que van madurando adquieren caracteristicas morfoldgicas propias. Este proceso

es conocido como renovacion celular epidérmica®.
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Figura 2. Componentes celulares y extracelulares de la piel®* (modificado).
1.2.1.1.2 Melanocitos.

Interpuestos entre los queratinocitos de la capa basal se encuentran los melanocitos, células
encargadas de sintetizar la melanina, el pigmento responsable del color de la piel. EI nGmero
de melanocitos puede variar de acuerdo al area del cuerpo y usualmente son proporcionales
al numero de queratinocitos en una relacion de 1 a 5 hasta 1 a 10. Con el fin de cumplir con
su funcion (sintesis de melanina), los melanocitos poseen una estructura celular muy
caracteristica, poseen extensiones largas y delgadas Ilamadas dendritas que comienzan en la

membrana citoplasmatica, éstas se filtran entre los queratinocitos en la capa basal y espinosa.

Mediante la estimulacion de los rayos UV, los melanocitos comienzan a producir melanina,
la cual es absorbida en organelas citoplasmaticas llamadas “melanosomas”. De ésta manera
los melanocitos distribuyen los melanosomas a todos los queratinocitos adyacentes usando
las dendritas celulares como medios de transporte. El pigmento melanina encapsulado en los
melanosomas pasa a través de la membrana celular del melanocito y penetran los
queratinocitos contiguos. En los queratinocitos los melanosomas se posicionan alrededor de
nucleo formando una defensa contra los rayos UV. Asi, la distribucion de melanina desde los
melanosomas a los queratinocitos es la responsable del fendmeno de pigmentacién durante

la exposicion al sol.
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1.2.1.1.3 Células de Langerhans

Estas células estan situadas sobre la capa basal y como los melanocitos, poseen una
apariencia dendritica. A diferencia de los otros dos tipos de células descritos hasta ahora en
la epidermis, las células de Langerhans son visibles bajo el microscopio solo cuando son
coloreadas. Su funcidn especifica es de inmunocompetencia, es decir, pertenecen al sistema
de defensa del organismo que desencadena una rapida respuesta frente al ataque de algunos
agentes al organismo humano. Los procesos dendriticos de las células de Langerhans, reciben
los antigenos depositados sobre la piel, los procesan y los presentan a los linfocitos T para la
activacion de la respuesta inmune. La poblacion de éstas células incrementa cuando hay una
reaccién alérgica y disminuye durante el envejecimiento y la exposicion crénica a la
radiacién UV, hecho que tiene un papel importante en el desarrollo del carcinoma cutaneo
en individuos de edades avanzadas y con exposiciones prolongadas al sol**.

1.2.1.1.4 Células de Merkel

Estas células se encuentran principalmente en areas del cuerpo como la mucosa oral, las
huellas digitales, labios y los foliculos pilosos. Son facilmente visibles en un microscopio
electronico y siempre estan asociados con la fibra nerviosa. Por esta razon, las celulas de

Merkel son consideradas como “los receptores tactiles”.

1.2.1.1.5 Capa basal

La capa basal estd compuesta por una sola linea de células cilindricas que se encuentran
altamente empaquetadas y adheridas a la membrana basal. Estas células muestran una intensa
actividad metabolica debido a su rdpida division. Son conocidas como las células “padre” de
los queratinocitos epidérmicos y gracias a su continua division son aptas para reemplazar

toda la superficie celular que es continuamente perdida por la exfoliacion.
1.2.1.1.6 Capa espinosa
Situada sobre la capa basal, esta formada por muchas capas de células poligonales (a medida

que los queratinocitos maduran van adquiriendo una forma aplanada). En este punto las

células ya han comenzado a sintetizar queratina, la cual como se mencion0 previamente es
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la proteina estructural de la epidermis. La estructura quimica de ésta proteina hace posible
ciertas funciones fundamentales de la piel como la resistencia a ataques ambientales y la

impermeabilidad a sustancias con las cuales hacemos contacto.

1.2.1.1.7 Capa granular

Se encuentra dispuesta sobre la capa espinosa y esta compuesta por varias lineas de células
poligonales, pero aplanadas. Los queratinocitos contienen granulos en su citoplasma (a lo
cual hace corresponder el nombre de capa granular). Estos granulos son agregados de
queratina producida en grandes cantidades por los queratinocitos en ésta capa. A medida que
los queratinocitos maduran, van cambiando su morfologia y su funcion, y se presenta una

mayor produccion de queratina, pero son mas planos y van perdiendo su forma regular.

1.2.1.1.8 Capa lucida

Se forma por uno o dos estratos de queratinocitos, los cuales son planos, no presentan ndcleo
u otras organelas citoplasmaticas pero contienen una sustancia llamada “eleidin”. Esta capa
se encuentra solo en ciertas areas de la piel, donde la epidermis es mas gruesa como en la

palma de las manos y las plantas de los pies.

1.2.1.1.9 Stratum corneum

En esta capa los queratinocitos son llamados “corneocitos” y poseen unas caracteristicas
particulares. Estos han perdido completamente su actividad metabélica (debido a la pérdida
de ndcleo y organelas citoplasmaticas), contienen grandes cantidades de queratina, y poseen

una estructura celular singular, en forma de hojas yuxtapuestas una sobre la otra.

1.2.1.1.10 Unién dermoepidérmica

La unién dermoepidérmica es una membrana basal compleja, sintetizada por fibroblastos
dérmicos y queratinocitos basales. Desempefia un papel fundamental como un soporte
mecanico para la adherencia de la epidermis a la dermis y regula los intercambios de
productos metabdlicos entre estas dos capas, ademas sirve como un soporte para la migracién

de queratinocitos durante la cicatrizacion de heridas y es atravesada por células del sistema

24



inmune como las células de Langerhans y linfocitos durante procesos de reaccién
inmunoldgica o inflamatoria. Hasta ahora han sido caracterizadas alrededor de 20
macromoleculas®, entre las cuales se encuentran la plectina, integrinas, colageno, lamininas

y proteoglicanos.

1.2.1.2 Dermis

La dermis, también conocida como Corium, es un tejido que brinda soporte a la piel,
compresible, elastico y protector de la epidermis. Se compone principalmente de fibroblastos
encargados de producir una serie de macromoléculas fibrosas y una sustancia fundamental,
pero también se encuentran otras células como mastocitos, linfocitos e histocitos, los cuales
se encuentran estrechamente relacionados con la respuesta inmune. Constantemente las
macromoléculas se estdn regenerando debido a un proceso de degradacion y biosintesis.

Ademas el espesor de la dermis varia considerablemente con la localizacién anatomica.

El mayor componente de la dermis esta representado por la ECM, la cual proporciona un
soporte estructura esencial para el crecimiento y elasticidad de la piel (Figura 2). La ECM se
forma por proteoglicanos interconectados a una matriz de proteinas como colageno, elastina
y fibronectina producidos por los fibroblastos. A continuacion se hace una descripcion de los

componentes estructurales de la ECM.

1.2.1.2.1 Coléageno

Es la proteina més abundante en el organismo y constituyente de los tejidos conjuntivos como
la piel, los tendones y el hueso. Se caracteriza por su notable resistencia (una fibra de 1 mm
de diametro puede soportar una carga de 10 a 40 kg), y es el principal responsable de la
fuerza de tension de la piel. El colageno esta formado por un conjunto de tres cadenas poli
peptidicas (1000 aminoacidos por cadena) agrupadas en una estructura helicoidal, siendo la
glicina el constituye de la tercera parte de cada cadena. La repeticion de 333 tripletes de
forma Gli-X-Y es la columna vertebral de la estructura de triple hélice helicoidal. En la
posicidn X se encuentra, en la mayoria de los casos, la prolina, y en la posicion Y se encuentra

la hidroxiprolina y la hidroxilisina®.
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El colageno constituye un 70-80% de peso seco de la dermis. EI 75% es colageno tipo I, que
proporciona la fuerza tensora de los tejidos dérmicos y vasos sanguineos y contribuye en
gran medida a la resistencia mecénica de la piel. ElI 25% restante son colagenos tipo Il y
VII. El colageno es producido y secretado por los fibroblastos dérmicos a partir de la sintesis
de la molécula precursora pro-colageno, el cual es secretado al espacio extracelular y
enzimaticamente es convertido a colageno maduro. Durante el proceso de envejecimiento de
la piel, la sintesis de pro colageno, la actividad de enzimas postraduccionales, la solubilidad
y el grosor de las fibras de coldgeno decrecen generando cicatrices visibles en la piel como

la formacion de arrugas, pérdida de fuerza y disminucion en el grosor de la piel®"%,

1.2.1.2.2 Elastina

Ademas del coladgeno otra macromolécula que cumple funciones especificas y esenciales en
la biologia y patologia de la piel son las fibras elasticas. Estas fibras le otorgan las
caracteristicas de elasticidad y resistencia a la piel. La elastina conforma una red de
microfibrillas compuestas ademas por varias proteinas como fibrilinas, fibulinas y
microfibrilinas asociadas a glucoproteinas®. Las fibras de elastina madura se encuentran en
lo més profundo de la dermis, donde funcionan como una red de elastina inter-penetradas y
la tropoelastina actiia como bloque constructor de la elastina. En humanos solo existe un gen
de tropoelastina, en contraste con la gran variedad de proteinas tipo coladgeno. La
tropoelastina se produce principalmente durante el periodo fetal y los primeros afios de vida
cuando las células de los tejidos elasticos producen la elastina requerida para que el cuerpo
se desarrolle. Sin embargo a una edad temprana disminuye la produccion de tropoelastina y
eventualmente se produce menos elastina, por tanto la elastina que tiene una persona adulta
es debida a la producida en los periodos prenatal y posnatal. Este hecho de persistencia
elastica, sucede toda vez que la elastina es la proteina con mayor tiempo de vida media,
siendo de alrededor de 74 afios®. La red de elastina ocupa aproximadamente el 2-4% del
volumen de la dermis®, y durante el proceso de envejecimiento disminuye de manera
progresiva incrementando su degradacion, debido a lesiones como quemaduras de sol,

exposicion a la radiacion UV o simplemente envejecimiento.
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1.2.1.2.3 Glicosaminoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAGS) son compuestos de repeticiones especificas de unidades de
disacéridos. Aquellos que se encuentran unidos a una proteina nlcleo se conocen como
proteoglicanos y se encuentran ampliamente distribuidos en toda la piel. Los GAGs presentes
en mayor medida en la piel humana corresponden al acido hialuronico (no unido a una
proteina ndcleo) y la familia de los proteoglicanos de sulfatos de congroitina, incluyendo el
sulfato de dermatan, formando lo que se conoce como sustancia fundamental. Esta Gltima
actla como lubricante entre el colageno y las fibras de elastina durante el movimiento,
ademas ayuda a soportar impactos en la dermis y a mantener el agua en la ECM“. Los GAGs
pueden absorber hasta 1000 veces su volumen en agua. Por lo tanto, la hidratacion de la piel
esta muy relacionada con el contenido y distribucion de los GAGs especialmente el acido

hialuronico en la capa dérmica®?’.

1.2.1.3 Hipodermis

La hipodermis situada bajo la dermis, esta compuesta de “adipocitos” agrupados en “lobulos”
separados por una pequefia area ocupada por tejido conectivo. Las arteriolas y vénulas
infiltran el tejido conectivo y son responsables de la nutricién del tejido hipodérmico. Los
adipocitos se caracterizan por la gran cantidad de lipidos que poseen, los cuales se encuentran
agrupados en un solo glébulo en el citoplasma y su gran tamafio desplaza al nucleo a ocupar
la posicidn periférica. El grosor de la hipodermis varia considerablemente dependiendo de la
ubicacidn en el cuerpo, estado nutricional y sexo del individuo, existiendo generalmente, una

mayor acumulacion de grasa subcutanea en mujeres que en hombres®.

1.2.1.4 Vascularizacion cutanea

A excepcion de la epidermis, la piel posee una gran red vascular necesaria para suplir los
requerimientos nutricionales y cumplir con sus funciones en el organismo como lo son la
termorregulacion, la cicatrizacion de heridas, la inmunocompetencia y el control de la
presion arterial®®. Esta red se origina en las arterias y vasos provenientes de los muasculos

subyacentes, y forman dos plexos horizontales distintos que se comunican a través de los
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vasos que atraviesan horizontalmente la dermis. El plexo profundo se encuentra en la union
dermoepidérmica y proporciona arterias nutricionales a las glandulas sudoriparas y foliculos
pilosos, y el plexo superficial, derivado de las arterias terminales, que se encuentra en la

interfaz entre la dermis papilar y reticular, generando un circuito vascular hacia la superficie.

1.2.1.5 Inervacion cutanea.

La piel contiene una red compleja de fibras nerviosas sensoriales y autonémicas. Los nervios
sensoriales son nervios aferentes que permiten las sensaciones de dolor, presion, temperatura,
vibracion y escozor. Algunos receptores especializados se encuentran en la piel para detectar
varios de estos estimulos, los cuales incluyen a los corpusculos de Meissner y de Vater-
Pacini. Los primeros se encuentran en la dermis papilar y funcionan como receptores
mecéanicos que miden la sensacion del tacto, terminaciones nerviosas libres y corpusculos
tactiles. Los segundos se encuentran en la unién dermoepidérmica y funcionan como
receptores de presion y vibracion. Las fibras vegetativas o autonémicas inervan los musculos
erectores de vello y glandulas sudoriparas ecrinas y apocrinas, siendo respuestas que no se

pueden controlar®4°,

1.2.1.6 Sistema inmune de la piel

El mecanismo de resistencia de la piel a infecciones y agentes externos puede dividirse en
respuesta inmunitaria innata o adaptativa. La inmunidad innata es la primera linea de defensa
y estd compuesta por células que reaccionan inespecificamente contra ciertos agresores,
aungue respuestas carece de memoria inmunolégica. En la epidermis las células encargadas
de ésta respuesta es queratinocitos, células de Langerhans, melanocitos, linfocitos T y NK.
En cuanto a los componentes de la inmunidad adaptativa de la piel son una serie de
mecanismos antigeno-especificos realizados por varios componentes celulares de la
epidermis y la dermis cuyas caracteristicas claves son la especificidad y la memoria. En la
unidad perivascular dérmica y la epidermis son los sitios fundamentales de ocurrencia de la
proteccién inmunoldgica. La unidad perivascular dérmica se produce quimiocinas,

mastocitos, linfocitos T; mientras que en la epidermis las células de Langerhans y
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queratinocitos son los principales responsables de las respuestas inmunologicas

adaptativas*.

1.2.2 Funciones de la piel.

La piel es una estructura dinamica y compleja integrada por células, tejidos y
macromoléculas que median una gran variedad de funciones: la piel constituye una barrera
fisica de permeabilidad, proteccion contra agentes infecciosos, termorregulacion,

sensaciones, proteccion contra la radiacion UV, secrecion y absorcion®40,

1.2.2.1 Funcién Barrera

La piel es el 6rgano més expuesto del hombre por ello debe proteger los drganos internos del
ingreso de sustancias quimicas y prevenir la perdida de sustancias corporales vitales como lo
es el agua y los electrolitos. Esta barrera actla tanto de afuera hacia dentro como viceversa
y solo ciertas sustancias de carécter lipidico pueden ingresar, dependiendo de su peso
molecular. Las propiedades de barrera selectiva se deben a la epidermis, especialmente a la

membrana basal y stratum corneum®.

1.2.2.2 Funcion de proteccion

La piel desempefia una funcién protectora contra agentes bioldgicos (bacterias, virus y
hongos), fisicos y quimicos. Cuando una sustancia alcalina es puesta sobre la piel una capa
hidrolipidicay el stratum corneum la neutralizan antes de que logre generar lesiones internas.
Asi mismo la radiacion UV puede ser neutralizada, en cierta medida, por accion de la
melanina y el stratum corneum. Finalmente, la piel juega un papel esencial de proteccion

mecanica amortiguando traumatismos sufridos diariamente®°,

1.2.2.3 Funcién inmunolégica

La piel es la primera entrada de sustancias externas y bacterias a nuestro organismo. Las

celulas de Langerhans son las encargadas de identificar la amenaza para preparar la defensa
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promoviendo y permitiendo el comienzo de la respuesta inmunitaria celular por medio de los
linfocitos de la piel. En algunos casos como la dermatitis por contacto, estas defensas generan
respuestas dolorosas como la inflamacion siendo esta principal respuesta ante la invasion de

agentes externos.

1.2.2.4 Funcién secretora

Mediante las glandulas cutaneas sebaceas y sudoriparas y la epidermis, la piel protege el
cuerpo mediante la eliminacién de sebo, sudor y lipidos epidermales, que al mezclarse
forman una pelicula hidrolipidica llamada emulsion epicutidnea. De hecho tanto el sudor
como la queratinizacion son los principales métodos de eliminacion de toxinas,

medicamentos y agentes externos.

1.2.2.5 Funcion de termorregulacion

La piel realiza ésta funcion mediante mecanismos de transpiracion, sudor y cambios de
vascularizacion cutanea mediados por el sistema nervioso autondémico. Mediante estos
mecanismos, la piel es capaz de adaptar la temperatura corporal en funcion de la temperatura
ambiental. Cuando un individuo tiene calor es porque no hay un intercambio de calor dptimo
entre el ambiente y el organismo, esto puede acarrear serios problemas a nivel celular
desequilibrando reacciones celulares y puede llevar a la muerte. Por lo tanto cuando hay una
temperatura mas alta en el organismo se activan las glandulas sudoriparas y los vasos
sanguineos se dilatan para aumentar el flujo sanguineo bajo la piel produciendo pérdida de
calor por diferentes vias fisicas (irradiacion, conveccion y conduccién) y mediante
sudoracion. En el caso contrario, cuando un individuo estad sometido a condiciones de frio,
hay una reduccion en la sudoracién y hay un efecto de vasoconstriccion que disminuye el
flujo sanguineo bajo la piel. Por lo tanto, el principal mecanismo para la termorregulacion de
la piel es el control de flujo sanguineo bajo ella, y la activacion o no de las glandulas

sudoriparas.
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1.2.2.6 Funciones de sensibilidad

Asi como los sentidos de la vista, el oido y el olfato, la sensibilidad de la piel le proporciona
a nuestro cuerpo tener una mayor apreciacion sobre su entorno. Los nervios de la piel
permiten percibir sensaciones como el dolor, comezon, frio o calor, presion, entre otros

estimulos. De esta forma, la piel es el portal de entrada al reconocimiento de nuestro entorno.

1.2.2.7 Funcién de absorcion.

La piel tiene la capacidad de absorber o permitir la entrada de sustancias externas
(dependiendo de la naturaleza de las mismas), permitiéndoles ingresar al torrente sanguineo
y generar un efecto en el organismo. La absorcion depende del lugar de aplicacion, toda vez
que en donde la epidermis es méas gruesa, hay pocas posibilidades de atravesar ésta barrera
como lo son las palmas de las manos y las plantas de los pies. Por su parte, en los lugares
donde la epidermis es méas delgada como los parpados, cuero cabelludo y en las axilas que
son ricas en foliculos pilosos y glandulas sudoriparas, se puede presentar una absorcion
mayor. Este hecho puede ser favorable para el incremento de la biodisponibilidad de
principios activos en el organismo, pero también, es perjudicial porque pueden ingresar

sustancias toxicas y letales.

El stratum corneum puede favorecer la absorcion de sustancias por la piel. Esta absorcion es
favorecida a sustancias de naturaleza lipidica y se divide en tres pasos: 1) Penetracion o paso
de sustancias a traves de la capa hidrolipidica de la epidermis; 2) Permeacion, que permite la
difusion a través de las células de la epidermis y la dermis; y 3) Reabsorcidn, paso a los vasos

sanguineos que se encuentran en la dermis para la distribucion al organismo®,

1.2.2.8 Sintesis de vitamina D

Otra funcion importante es la produccion de vitamina D, necesaria en el desarrollo normal
de los huesos y vital para el desarrollo durante la nifiez, la cual es sintetizada mediante la

captacién de radiacion UV.
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1.3 EL ENVEJECIMIENTO DE LA PIEL

La piel humana, asi como los demas dérganos del cuerpo, experimenta cambios debido al
envejecimiento. Durante este proceso ocurren diversos cambios estructurales que afectan las
capas de la piel, con un dafio més agudo observado en el tejido conectivo de la dermis,
causado por la acumulacion de redes de elastina desorganizadas, degradacion de la estructura
de proteoglicanos y la pérdida y fragmentacion de colageno intersticial principalmente por
accion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP’s), lo cual conduce finalmente a la
aparicion de arrugas y demas signos visibles observados en el envejecimiento®#?, Existen dos
tipos diferentes de envejecimiento cutaneo, el envejecimiento generado por el paso del
tiempo o por disposiciones genéticas conocido como envejecimiento intrinseco el cual es
regulado principalmente por androgenos y hormonas y el envejecimiento extrinseco causado
por la exposicion a factores ambientales como exposicion a la radiacion UV vy estilos de vida
en general*?. Aunque el proceso de envejecimiento es debido a la accion simultanea de
procesos cronoldgicos y extrinsecos, cerca del 80% de los cambios en la piel durante el
envejecimiento son causados por la exposicion a la radiacion UV, razon por la cual se conoce

como el fotoenvejecimiento®?*,

1.3.1 Envejecimiento intrinseco

El proceso de envejecimiento intrinseco estd asociado con los procesos naturales y
cronoldgicos que llevan como consecuencia un desgaste y una disminucién en la
funcionalidad de los 6rganos. Las consecuencias del envejecimiento intrinseco se encuentran
principalmente en areas de la piel protegidas del sol. Basicamente los mecanismos
moleculares responsables del envejecimiento son los mismos tanto para el envejecimiento
intrinseco como para el extrinseco, por ejemplo en ambos se observa una acortamiento de
los telomeros, mutaciones del DNA mitocondrial, mutaciones genéticas debido a estrés
oxidativo y decrecen en gran medida los niveles hormonales*®’. Sin embargo, en el
envejecimiento intrinseco, el acortamiento de los telomeros es uno de los mecanismos que
prima. Los telomeros son secuencias de DNA que se encuentran en las puntas de los

cromosomas de los eucariotas, los cuales cumplen la funcién de proteccién de las secuencias
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que regulan la expresion genética y por tanto protegen el genoma y la vida media de las
células?. El acortamiento de los telomeros evita que los fibroblastos se reproduzcan con total
normalidad observandose una disminucion en la produccién de las macromoléculas de la
ECM. Ademés, debido a la produccién fisiologica de ROS y la acumulacion de estrés
oxidativo que enfrentan las células de la dermis durante el envejecimiento, se incrementa la
expresion genética de las MMP’s generando una combinacion de factores que llevan como
consecuencia la disminucion de la elasticidad, perdida de firmeza y la formacién de arrugas,

0 en términos generales los signos visibles y conocidos del envejecimiento®.

Adicional a los mecanismos moleculares gue se encuentran involucrados en el proceso de
envejecimiento intrinseco, existen otros factores como los antecedentes étnicos (raza) y las
variaciones anatdmicas que también afectan al proceso cronoldgico de envejecimiento. Por

ejemplo, se presentan variaciones en la cantidad de melanina sintetizada en la epidermis (ver:

Epidermis) que protege la piel de la radiacion UV, hay zonas de piel mas gruesas que otras
y existen individuos con diversas variaciones genéticas que podrian verse menos afectados

por la edad?.

1.3.2 Envejecimiento extrinseco

El envejecimiento extrinseco es consecuencia de la exposicion a factores ambientales como
la exposicion a la radiacion solar, al tabaquismo y otros factores relacionados con el estilo
de vida como la dieta, suefio y en general la salud y ocurre en diferentes grados de intensidad.
Sin embargo se ha sugerido que alrededor del 80% del envejecimiento cutaneo se atribuye a
la exposicion a la radiacion UV?*®, Este proceso ha sido ampliamente estudiado y debido a
la importancia fisioldgica recibe el nombre de fotoenvejecimiento. En el fotoenvejecimiento
contribuyen tanto la radiacion UVB (290-320 nm), como la UVA (320-400 nm). La UVB
representa alrededor del 5% de la radiacion total que ingresa a la tierra y actla principalmente
en la epidermis. En esta capa de la piel, la radiacion UVB no solo causa dafios en el DNA de
queratinocitos y melanocitos sino que también es la responsable de la produccion de factores
solubles incluyendo enzimas proteoliticas, que posteriormente pasan a afectar las ECM de la

dermis. De la UVB absorbida por la piel, solo el 10-30% logra atravesar la epidermis y llegar
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a la dermis donde afecta principalmente los fibroblastos confluyendo en el dafio de la ECM
y por tanto degradacion de la dermis. Aunque la UVA es 10-100 veces mas abundante que
la UVB (dependiendo de la temporada y la hora del dia), se ha encontrado que los fotones de
la UVA son biolégicamente menos activos que los fotones de la UVB, sin embargo ambos

son importantes durante el proceso de fotoenvejecimiento.

El dafio en la dermis inducido por la UV es debido al cambio estructural y funcional de tres
componentes moleculares béasicos: fibras de colageno, red de elastina y glicosaminoglicanos.
Los principales factores del dafio en la dermis corresponden a la disminucion en la sintesis
de estas macromoléculas, asi como a la falta de organizacion en la estructura de la ECM a
causa de la acumulacion de fragmentos no reparados de colageno y elastina, y al incremento
en la expresion de MMP’s encargadas de degradar las macromoléculas de la ECM. Ademaés
las células quemadas por el sol experimentan apoptosis, asistido por la caspasa-3, un

biomarcador que determina el nivel de dafio cutaneo inducido por radiacion UV2>46:47,

1.3.3 Fotoenvejecimiento

El fotoenvejecimiento es la superposicion del dafio inducido por la radiacion ultravioleta con
los cambios generados por el envejecimiento cronoldgico, conllevando en la mayoria de los
casos a cambios relacionados con la apariencia de la piel®. Clinicamente, el
fotoenvejecimiento se caracteriza por formacion de arrugas profundas, laxitud, apariencia
coriacea, aumento de la fragilidad, formacion de ampollas y problemas de cicatrizacion’,
contrario a la piel envejecida intrinsecamente, la cual es delgada y elasticamente reducida,
pero suave. A nivel histolégico, la piel envejecida por factores intrinsecos muestra atrofia
general de la matriz extracelular, con una disminucion de la elastina y la desintegracién de
las fibras elasticas. Mientras que la piel que ha sufrido del proceso de fotoenvejecimiento se
caracteriza por una pérdida de colageno dérmico maduro. Ademas, el colageno tipo VII que
contiene fibrillas de anclaje que contribuyen a la estabilizacion de la union dermoepidérmica
se encuentran severamente reducido en piel fotoenvejecida’, al igual que un aumento en la

deposicion de glicosaminoglicanos y material de elastosis distrofica.

34



1.3.3.1 Morfologia de la piel expuesta a radiacion UV

La piel que ha sufrido envejecimiento cronoldgico, es decir aquella que se encuentra menos
expuesta a la radiacion UV, tiene una apariencia delgada, suave, seca, sin manchas y presenta
perdida de elasticidad. Se presenta ademas un nivel de atrofia en la matriz extracelular, una
disminucion en el namero de fibroblastos en la dermis y disminucién de elastina y colageno.
En comparacion, la piel de zonas expuestas a la radiacion UV la cual presenta una apariencia
arrugada, laxa, coriacea, con manchas y algunos puntos cafés (pecas). Estudios histoldgicos
revelan que en la piel foto envejecida se incrementa el grosor de la epidermis y se presentan
alteraciones en la organizacion del tejido conectivo debido a la acumulacién de material de

elastina y fibras de colageno no reparado en la union dermoepidérmica y en la dermis*’,

1.3.3.2 Especies reactivas de oxigeno inducidas por UV

Aunque las ROS son continuamente producidas en bajos niveles en procesos fisioldgicos,
existe evidencia sobre los efectos dafiinos de altas concentraciones de ROS en piel generadas
in vivo e in vitro después de la irradiacion UVA y UVB®. Las ROS juegan un papel central
en el inicio y desencadenamiento de los eventos de sefializacion de las células como respuesta
a la exposicion UV. En la piel expuesta a la UV se incrementa las especies ROS incluidas el
anion superéxido (O2") y oxigeno singlete (*O2) y disminuye los antioxidantes endogenas®.
Tanto en el envejecimiento cronoldgico como en el fotoenvejecimiento, el incremento en las
ROS altera los genes, la estructura proteinica y por ende su funcion llevando al deterioro de

las diferentes capas de la piel.

El anion superdxido (O27) es producido cuando los cromoforos enddgenos de la piel absorben
radiacion UV como el NADH/NADPH, triptofano, riboflavina o acido trans-urocanico y se
produce energia que es absorbida por moléculas de oxigeno, el Oz es convertido mediante
el oxido dismutasa a perdxido de hidrogeno (H20:) el cual, mediante procesos fenton (en
presencia de metales de transicion como hierro y cobre) experimenta la transicién a la especie

altamente reactiva radical hidroxilo ((OH)?!). Esta especie tiene la capacidad de activar
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proteinas como Raf, PTP's (protein tyrosine phosphates), y MEKK1, ademas de ser el
iniciador de las reacciones en cascada de la peroxidacion lipidica en las membranas

celulares?.

1.3.3.3 Senfales de transduccion inducidas por radiacion UV en piel humana

Las ROS inducidas por la radiacion UV activan receptores de la superficie celular como los
receptores del factor de crecimiento epidermal (EGF), interleuquina (IL)-1, insulina, factor
de crecimiento de queratinocitos y factor de necrosis tumoral (TNF)-a°. La activacion de
estos receptores se encuentra mediada en parte a través de la inhibicion inducida por ROS de
la enzima proteina tirosina fosfatasa-k, cuya funcion es mantener los receptores como el
receptor EGF en un estado inactivo (hipofosforilado). La activacion de los receptores de la
superficie celular conlleva a una sefializacion intracelular a través del estimulo de las
proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAP) p38 y JNK, figura 3. La activacion de las
quinasas induce a la transcripcion del complejo activador AP-1 que se encuentra compuesto

por las proteinas c-Jun y c-Fos®"4°,

El incremento en la transcripcion y actividad de AP-1 interfiere con la sintesis de los
colagenos tipo I y III, mediante la inhibicién del factor de crecimiento transformante § (TGF-
B), una citoquina encargada de aumentar la transcripcion genética del colageno y regula
negativamente la proliferacion de queratinocitos. Los efectos de sefializacion de TGF- 3 son
mediados a través de la activacion de proteinas de sefializacion intracelular SMAD2 y
SMADZ3, las cuales son antagonizadas por el sefializador intracelular SMAD?7. La radiacion
UV induce la proteina SMAD7 en piel humana interfiriendo con el complejo sefializador
TGF-p/SMAD2-3%°°%1, Lo anterior desencadena la proliferacion de queratinocitos y la
hiperplasia epidermal, lo que conlleva a un decrecimiento en la produccion de pro colageno
tipo | y finalmente a la perdida de colageno en la dermis. AP-1 también decrece los niveles
de los receptores de TGF-B, por tanto se inhibe la transcripcion para el colageno. Por
consiguiente en la piel que presenta dafio debido a la exposicién a la radiacién UV, la sintesis
de colageno se encuentra reducida®®. Se ha demostrado también que AP-1 es inducida por
la proteina rica en cistenia 61 (CYR61), el cual es un regulador de la sintesis de colageno
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que es inducido por la radiacion UV en fibroblastos. CYR61 desencadena la sintesis de
enzimas como las MMP-1 que degradan los componentes de la ECM, también decrece la
produccion de pro colageno tipo | y regula negativamente los niveles del receptor de TGF-p.
Finalmente mediante la induccion de AP-1, CYRG61 incrementa los niveles de actividad de
las MMP’s, especificamente MMP-1, -3 y -9%2°3,

Adicionalmente, la radiacion UV activa el factor de transcripcion nuclear NF-xB que induce
la expresion de citoquinas pro inflamatorias como IL-1, IL-6, factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y TNF-B, proteinas envueltas en la inmunoregulacion y supervivencia
celular, y estimulan la expresion de MMP s, La radiacion UV incrementa tanto los niveles
de MMP’s que los inhibidores de metaloproteinasas de tejidos (TIMP’s) encargados de
inhibir las MMP’s no son suficientes para generar homeostasis en la dermis. Sumado a lo
anterior, la degradacién de coladgeno inducido por radiacién UV es generalmente incompleta,
conllevando a la acumulacion de fragmentos de colageno degradado en la dermis, y éstos se

cree reducen la integridad funcional de la dermis (Figura 3).
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Figura 3: Representacion esquematica de la influencia de ROS, producida por la radiacion
UV, sobre el envejecimiento cutaneo®.Las ROS activan los factores de transcripcion NFip
y AP-1 via activacion de quinasas, resultando en un incremento en la expresion de MMPs y
disminucion en la expresién de pro-colageno | y I1l. Ademas las ROS activan las enzimas
elastasa e hialuronidasa, que en conjunto contribuyen a la degradacion de los componentes
de la ECM. Siglas: MMP: Metaloproteinasas; AH: Acido hialurénio; TIMPs: Inhibidores
tisulares de metaloproteinasas.

1.3.3.4 Expresion de MMP’s mediada por AP-1

AP-1 regula una gran cantidad de genes involucrados en el crecimiento y diferenciacion

celular, entre ellos se encuentra la transcripcion de las MMP’s. Las MMP’s son una gran
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familia de endoproteasas dependientes de zinc y actlan sobre diversos sustratos, de esta
manera tienen la capacidad de degradar las proteinas de la matriz extracelular, las cuales son
producidas en las células como proenzimas?. EI rompimiento proteolitico de su prodominio
resulta en la activacion de su actividad catalitica la cual puede ser regulada por inhibidores
enddgenos conocidos como TIMP s o mediante la transcripcion primaria y/o activacion de

la proenzima.

Varios MMP’s son sobre regulados mediante AP-1, entre los que se encuentran MMP-1
(col&geno intersticial o colagenasa 1) el cual inicia la degradacion de los colagenos tipo | y
11, MMP-9 (gelatinasa B) encargada de degradar los fragmentos de coldgeno generados por
la colagenasa y MMP-3 el cual degrada el colageno tipo V. La induccion de los MMP es
en cierta medida responsable del dafio observado en el tejido conectivo de la piel durante el
proceso de fotoenvejecimiento, las tres MMP inducidas mediante la activacion de AP-1 luego
de la exposicion a la radiacion UV tienen la capacidad de degradar el colageno fibrilar de la
dermis®®, generando dafios en el tejido conectivo de la piel, no solo por la disminucion de
coldgeno maduro en la dermis sino por la acumulacion de fragmentos de coléageno

parcialmente degradado lo que contribuye al dafio en la estructura funcional de ECM.

Ademas de la induccion a la sobreexpresion de MMP, AP-1 también inhibe la sintesis de
colageno inhibiendo la expresion de genes de pro-colageno tipo I y 11157, De hecho, dos
mecanismos contribuyen a la reduccién de la expresion de genes de pro-colageno, una de
ellos es mediante la activacion de AP-1 inducida por la exposicion a UV, el cual regula
negativamente la transcripcién de los genes que codifican para pro-colageno tipo | (COL1A1
y COL1A2). Los niveles del mRNA del pro-colageno tipo 1 disminuyen después de una
exposicién de 8 h en piel humana in vivo y llega a estar ausente después de 24 h de
irradiacion?. El segundo mecanismo es mediante la regulacion negativa del receptor tipo 11
TGF-B, la principal citoquina profibrotica, la cual regula multiples funciones celulares como
proliferacion, induccion y sintesis de proteinas de la ECMY*-%°, Como consecuencia, la piel
foto envejecida se presenta con una perdida en la cantidad de colageno total en la dermis,

tanto por degradacion de coldgeno maduro como por inhibicion en la sintesis de su precursor
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pro colageno dando como resultado cambios en la matriz estructural de la dermis y por tanto

la aparicion y formacion de arrugas y perdida en la funcionalidad de la piel.

1.3.3.5 Efectos de la radiacion UV en el &cido hialuronico y la elastina

La hialuronidasa es una enzima lisosomal encargada de la regulacion del &cido hialuronico.
Esta enzima pertenece a la familia de los hidrolasas de glucosidos endoliticos que
depolimerizan los enlaces B1-4 entre los N-acetilglucosamina y el acido glucorinico del
hialuronano (&cido hialuronico). El contenido de &cido hialuronico en la piel disminuye con
la edad, accion que es debida principalmente a la hialuronidasa, la cual incrementa con la
edad y es estimulada por la radiacién UV-B generando una disminucion en la humectacion
de la piel, y por tanto se afecta el transporte de iones y otras macromoléculas en el espacio
extracelular. Por su parte la elastasa es una enzima capaz de hidrolizar macromoléculas de la
ECM como la elastina y la fibrilina, y pertenece a la familia de las quimotripsinas. La
activacion y secrecion de la elastasa en fibroblastos dérmicos en respuesta a la radiacion UV
y/o liberacion de citoquinas por queratinocitos, esta relacionado con la degradacién de la red
tridimensional de fibras elasticas y por tanto, se presenta la perdida de elasticidad y

formacion de arrugas en la piel®4,

1.3.3.6 Dafio al DNA y mutacién en la piel

El DNA es el principal cromoforo que absorbe la radiacion UV-B en la piel. Los dimeros de
ciclobutano pirimidina (CPDs) y foto dimeros de pirimidina son los productos intermedios
mas frecuentes que son formados después de la exposicion a la radiacion UV-B, lo cual
resulta en la ruptura del DNA. Evidencias de éstas rupturas se han encontrado tanto en la
dermis como en la epidermis?. Igualmente, las ROS pueden afectar indirectamente el DNA
ya sea por los productos de peroxidacion lipidica o por la interaccién directa con las bases
de DNA. Aungue pueden haber diversos mecanismos que conllevan al dafio del DNA, uno
de los mas estudiados es la conversion de residuos de guanina a 8-oxo-7,8-dihidro-
2’ deociguanina (8oxo0-dG) mediada por el radical hidroxilo®. Si el DNA no se repara

correctamente puede resultar en cambios en la secuencia de &cidos nucleicos,
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especificamente la mutacion de guanina/citosina a adenina/timina cuando se esta dando el

paso de la replicacion de DNA%.

1.3.3.7 Dafo mitocondrial

El dafio mitocondrial también ha sido ampliamente usado para explicar el proceso de
envejecimiento®®#346, Aunque la principal funcion de la mitocondria es la produccion de
ATP mediante el proceso de fosforilacion oxidativa, como subproducto de este proceso se
obtiene pequefias cantidades de ROS. Debido a que la mitocondria también contiene mtDNA
(a pesar de ser circular y aportar solo un 3% del material genético celular), es altamente
susceptible al dafio generado por ROS, limitando la capacidad de la mitocondria para
producir de manera efectiva los polipéptidos que codifican el mtDNA. Como resultado la
cadena de transporte de electrones no funciona eficazmente y disminuye la capacidad de
producir ATP pero contribuye en mayor medida a la sobreproduccién de ROS. La pérdida
de la capacidad de las mitocondrias y la generacién concomitante de ROS fisiologica e
inducida por radiacion UV, genera un mayor dafio en la célula y en la matriz extracelular,

deteriorando la dermis tanto estructural como funcionalmente.

1.4 FOTO ENVEJECIMIENTO: PREVENCION Y TRATAMIENTO

En muchos aspectos, como ha sido descrito durante el desarrollo de éste capitulo, las ROS
representan un papel clave en la determinacion de la apariencia y bienestar de la piel. Las
ROS se encuentra relacionados con la disminucidn en la viabilidad celular y degradacion de
la estructura funcional de la dermis, contribuyendo significativamente al proceso de
envejecimiento de la piel. La constante exposicion a la radiacion UV y otros agentes que
pueden desencadenar en la producciéon desmedida de ROS generando dafios excesivos los
cuales no logran ser mitigados por las defensas naturales de la piel®t. Productos de origen
natural han demostrado poseer actividades antioxidantes que logran atenuar los efectos
adversos de las ROS en la piel, actuando como agentes fotoprotectores 31662 por tanto no es

de extrafar que los consumidores estén cada vez mas interesados en productos cosméticos
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para el cuidado de la piel, especialmente los productos naturales que cada vez toman mas
importancia dentro de la industria cosmeética, principalmente por efectos colaterales
demostrados en productos de origen sintetico®, y mas aln debido a la percepcion del
consumidor sobre la seguridad y eficacia que presentan los productos naturales.

Los ingredientes naturales usados para mejorar la apariencia de la piel han sido empleados
desde tiempos ancestrales. Existen evidencias alrededor del mundo sobre el uso de
ingredientes naturales para el cuidado de la piel incluso desde la era paleolitica®. Los
cosméticos han sido parte de culturas prosperas y desarrolladas; por ejemplo los egipcios y
los arabes han usado productos cosméticos desde hace 4000 afios, para el afio 2920 A.C ya
se habian desarrollado productos cosméticos usando mercurio y alrededor de 1930 A.C los
perfumes ya hacian parte de la cultura egipcia. En la actualidad segin datos para el afio 2014,
el mercado global de productos cosméticos de origen natural estuvo alrededor de los $33
billones, y las ventas globales presentaron un incremento del 10% respecto al afio anterior®*
con mercados crecientes en Asia Pacifica y Brasil. Los productos cosméticos poseen varias
categorias, de las cuales aquellos enfocados al cuidado de la piel representan el 23% (2010)
del mercado mundial, y dentro de estos la subcategoria de productos antienvejecimiento
constituyd el crecimiento mas rapido del mercado de los productos para el cuidado de la piel

en tres de los cuatro mercados méas grandes: USA, Japdn y China (2011)*2.

1.4.1.1 Prevencion y tratamiento para el foto envejecimiento de la piel

Existen diversas medidas de prevencion y tratamiento para desacelerar y atenuar el dafio a
piel debido al fotoenvejecimiento. La primera consiste en acciones preventivas para evitar el
dafio ocasionado por la radiacion UV como el uso de ropa e implementos que cubran la piel
junto con el uso de protectores solares. Una segunda estrategia es el uso de productos
cosmeéticos con ingredientes naturales con propiedades antienvejecimiento que logren
atenuar los signos visibles en la piel causados por la exposicion a la radiacion UV. Finalmente
cuando el dafio es muy pronunciado, la tercera estrategia involucra el sometimiento a
tratamientos invasivos como peeling quimico, laser, toxina botulinica y aumento de tejidos
blandos®®.
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Enmarcados en la segunda estrategia un producto antienvejecimiento ideal no solo debe tener
un efecto protector y reparador, sino que también deberia ocuparse de generar un efecto
positivo sobre la salud de la piel en general, reestableciendo la sintesis de colageno y
disminuyendo la degradacion de éste, ademas de ayudar a mantener una apariencia juvenil y
la funcionalidad de la piel®. Asi, el espectro de accion de un producto antienvejecimiento
deberia enfocarse en uno o varios de los mecanismos mostrados en la Figura 4, ya sea
mediante la regulacién celular interfiriendo en el metabolismo de fibroblastos y vias de
sefializacion, y/o la actividad antioxidante reduciendo asi los niveles de ROS, la actividad de

MMP’s y otras enzimas que degradan los componentes de la ECM.

En este sentido, los productos naturales antienvejecimiento han ganado mucha popularidad
entre la industria cosmética y los consumidores. Una gran variedad de plantas y metabolitos
secundarios presentan actividades que logran abarcar uno o varias de las funciones
determinadas en la Figura 4 por lo tanto, no solo a nivel econémico sino a nivel biologico,
los productos naturales representan alternativas de valor en el desarrollo de productos

antienvejecimiento.
1.4.2 Compuestos bioactivos de origen natural usados contra el envejecimiento de la

piel

El uso de compuestos bioactivos de fuentes naturales obedece a sus propiedades benéficas
en el tratamiento y/o prevencion de ciertas enfermedades, asi como en la disminucion de los
dafios en la piel debido a la exposicion a la radiacién solar. Con ello, los antioxidantes de
origen natural proveen un amplio espectro de posibilidades para el tratamiento y/o
prevencion de enfermedades causadas (parcial o totalmente) por el estrés oxidativo, como
son algunas enfermedades inflamatorias y aquellas causadas por la exposicion a la radiacion
UV®. Compuestos de origen natural han demostrado atenuar los dafios causados por los
efectos de la radiacion UV mediante diversos mecanismos, como la actividad captadora de
radicales libres dafiinos para la piel mediante su quelacion y estabilizacion o ya sea

modulando las cascadas sefializacion inducidas por la radiacion UV, entre otros>8¢8,
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Figura 4. Rutas bioquimicas asociadas con el envejecimiento intrinseco Yy
extrinseco®®(modificado). Tanto el envejecimiento intrinseco como extrinseco comparten
algunas rutas bioquimicas. Un producto tépico anti envejecimiento ideal deberia cumplir los
siguientes funciones: 1) Antioxidante y protector solar: Prevenir el dafio inducido por
radiacion UV, incrementar la capacidad antioxidante en la piel, regenerar antioxidantes
naturales. 2) regulacion pigmentaria: inhibir la produccién de melanina, prevenir la
activacion de melanocitos. 3) Fuerza y renovacion epidermal: incrementar la barrera de la
piel y aumentar la renovacion celular de la piel. 4) regeneracion de la ECM: prevenir la
degradacion de ECM, inducir la sintesis de los componentes de la ECM, mejorar la
comunicacion celular.

Entre los agentes antioxidantes y fotoprotectores mas importantes se encuentran los
compuestos fendlicos. Estos compuestos son altamente consumidos en la dieta humana,
muchos de ellos son los responsables del color y el sabor en frutas y verduras y son usados
en el desarrollo de formulaciones cosméticas de uso topicol®®, El termino fenolico engloba
cerca de 8000 compuestos de origen natural’, los cuales poseen en su estructura basica al
menos un anillo aromatico con al menos un sustituyente hidroxilo. De hecho, la estructura
quimica de los compuestos fendlicos es la responsable de sus propiedades reductoras, las

cuales proporcionan la actividad antioxidante y captadora de radicales libres.

Entre los compuestos fendlicos mas usados por su actividad antioxidante y fotoprotector se
encuentran los &cidos fendlicos y los flavonoides'®™. Los &cidos fendlicos pueden ser

divididos en dos clases: 1) los derivados de acido benzoico como acido galico y derivados
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de &cido cinamico como los acidos cumarico, ferulico, cafeico, y 2) los &cidos esterificados
como el &cido quinico y &cido clorogénico. Los flavonoides son los polifenoles mas
abundantes en la dieta. Su estructura bésica contiene un esqueleto de 15 carbonos dispuestos,
C6-C3-C6 definidos como anillos A, B y C respectivamente, dispuestos generalmente en 2
anillos aromaticos unidos por una cadena de 3 carbonos como se ilustra en la Figura 5. De
acuerdo al estado de oxidacion del anillo central C, se dividen en 6 grupos, y en cada
subgrupo existen variaciones debido a los diferentes patrones de hidroxilacion, metoxilacion,
prenilacion y glicosilacién. Las subclases de flavonoides son: 1) flavonoles, encontrados en
cebollas, manzanas vino rojo, té, brocoli y Gingo biloba; 2) flavonas, siendo la manzanilla
una importante fuente; 3) isoflavonas, las cuales predominan en la soya; 4) flavanonas,
encontradas principalemte en frutas citricas; 5) antocianidinas, altamente distribuidas en
berries y cherries y 6) flavanoles representadas como catequinas encontradas en vino rojo, té

y manzanas®. Las estructuras basicas se encuentran en la Figura 5.
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Figura 5. Clasificacion y estructura de polifenoles.

Para una gran cantidad de metabolitos de caracter fendélico, algunos de ellos polifenoles, se
han reportado efectos foto protectores y antienvejecimiento mediante diversos mecanismos,

algunos de estos metabolitos que representan importancia bioldgica por su capacidad para
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atenar o desacelerar los procesos de fotoenvejecimiento se encuentran en la Tabla 1 al igual

que su actividad y mecanismo

Tabla 1. Plantas y metabolitos secundarios asociados con propiedades antienvejecimiento

2,19,67,70,71

Compuesto

Estructura Mecanismo
Planta
Acido siringico O-0H Inhibicidn de elastasa, hialuronidasa, y
T e ) MMP-1, inhibicién de ROS.
HyCO Hy
O
H,C CHy
B-Amyrin u -
Tagetes erecta (hojas) o CH_‘ o Inhibicion de elastasa, hialuronidasa, y
Pr MMP-1, inhibicién de ROS.
| H | CH
HO/ '
HyC CH3

Apigenina
Matricaria recut (flores)

Acido ascorbico
Citrus sinensis (fruta)

Hesperetina
Citrus sinensis (fruta)

Acido cafeico
Hibiscus rosa sinensis
(hojas y flores)

Cafeina
Camelia sinensis (hojas)

Acido carnésico
Rosmarinus officinalis
(parte aerea)

Curcumina
Curcuma longa (Rizoma)

OH

Inhibicién de radiacién UV, reduccién en la
incidencia de cancer e incremento de
células no tumorales, inhibicién de la

actividad de MMP-1, disminuye la
expresion de MMP-1y AP-1.

Rompimiento de procaspasa-3
traslocacion de NFkB y AP-1
Inhibicidn de hialuronidasa y elastasa
actividad captadora de radicales libres

Actividad antitirosinasa y antioxidante,
Proteccion contra necrosis celular en
fibroblastos dérmicos humanos inducido
por UV-A (FEK4)

Protector contra los dafios de la radiacion
UV en piel, captador de radicales libres
actividad inhibitoria contra MMP-9

Inhibidor de mutaciones en p53 inducidas
por UV-B, inhibidor de carcinogénesis
inducias por UV-B

Capacidad captadora de radicales libres y
modulacién de metabolismo de enzimas
zenobioticas, fotoprotector mediante
inhibicién de MMP-1 mediante la
expresion en mRNA en fibroblastos
humanos.

Inhibicién de la expresién de MMP-1y
MMP-2, induccién de apoptosis,
activacion de caspasa-3, -8 y -9, liberacién
de citocromo c, inhibicién de COX-2 y
expresiones de c-Jun N-terminal quinasa y
p38 en queratinocitos humanos
irradiacion con UVB
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Acido elagico o

Terminalia Chebula (fruto) HO

Atenuacion de la toxicidad de UV-B en
gueratinocitos y fibroblastos dérmicos
humanos, inhibicién de la produccién de
MMP en fibroblastos expuestos a UV-B,
inhibicién de apoptosis inducida por UV-A
en queratinocitos, disminucion de la
fragmentacion de DNA y disfuncion
mitocondrial, activacion de caspasa-3,
inhibicidn de tirosinasa.

Acido ferdlico d

Theobroma caco (fruto, HO—@—/_ch
semillas)

Antioxidante para prevenir el dafio por la
radiacién UV y carcinogénesis de piel.

Acido Gilico
T. Chebula, embilica
officinalis (fruto) H

Inhibidor de tirosinasa, MMP-2, elastasa
hialuronidasa, colagenasa, inductor de los
niveles de TIMP-1

Resveratrol HO.
Vitis vinifera (fruto)

OH

Inhibidor de edemas cutaneos causador
por UV-B, disminuye la produccion de
H202 inducidos por UV.B, inhibe la
activacion de NFkB y la ruta MAPK, inhibe
la expresion de MMP-2 y MMP-9,
inhibicién de melanoma mdltiple en lineas
celulares.
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1.5 CADENA DE PLANTAS AROMATICAS, MEDICINALES,

CONDIMENTARIAS Y AFINES -PAMCYA-

En Colombia el sector productivo de plantas aromaticas, medicinales, condimentarias y
afines -PAMCYyA- es naciente, encontrandose varios vacios de informacion. Existe una
carencia de datos consolidados sobre las especies comercializadas a nivel nacional o
internacional (especialmente para especies medicinales o aromaticas nativas), volimenes
transados, o la distribucién y el estado de conservacion. Este vacio se da en primera instancia
por la amplia variedad de plantas que reline éste subsector productivo pues en Colombia se
presentan especies nativas, naturalizadas e introducidas y en segunda instancia por ser un
sector que a pesar de su impacto econémico, esta conformado principalmente por medianos

y pequefios productores’?.

El tamafo del mercado de los productos de la cadena de PAMCyYA es muy dificil de
cuantificar dado el gran nimero de productos que componen este mercado, sin embargo
segun el Ministerio de Agricultura'y Desarrollo Rural, entre los afios 2009 a 2012 se presentd
un incremento en la produccion de cerca del 52%, (5803 toneladas para 2009, 12315.7
toneladas para el afio 2012)". A pesar de las debilidades que presenta la cadena, el subsector
de plantas arométicas y medicinales se ha posicionado como una alternativa de produccion
y exportacion de alta dindmica de crecimiento, convirtiéndose en el segundo renglon
generador de divisas dentro de las exportaciones agricolas no tradicionales. Este mercado se
duplico entre 2009 y 2013, pasando de 15.9 a 31.9 millones de dolares anuales en productos

como las hierbas aromaticas, especias y té.

A pesar de la gran apuesta comercial que representan las plantas aromaticas y medicinales,
se presentan debilidades en cuanto al aprovechamiento real de estas especies. De la totalidad
de las exportaciones, cerca del 6% representan exportaciones de ingredientes naturales, lo
cual disminuye drasticamente la potencialidad econdmica de éstas especies teniendo en
cuenta que a mayor transformacién de la materia prima, mayor el valor agregado obtenido y

mejor incursion en cuanto a competitividad e innovacién en el mercado tanto nacional como
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internacional. El sector cosmético se presenta como una oportunidad econémica de gran
importancia para la incursién de las especies PAMCYA en el mercado de ingredientes
naturales, debido al gran crecimiento que se ha generado en éste sector no solo a nivel
internacional sino nacional. Si se considera ademas que ésta cadena cuenta con la
priorizacion de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural a nivel nacional y regional
(Antioquia) y las medidas arancelarias del gobierno nacional en cuanto a priorizaciéon de
mercados, en donde se tiene como desafio para el 2032 “ser reconocidos como lider mundial
en la produccion y exportacion de cosméticos y productos de aseo de alta calidad y con base
en ingredientes naturales”’*, el potencial que se puede obtener es bastante amplio. Ademas
no se debe olvidar el beneficio econdmico que obtendrian no solo las industrias cosméticas,

también los productores de PAMCYA.

En sintesis, las plantas aromaticas y medicinales son reconocidas por sus propiedades
terapéuticas, ademas de su amplio uso culinario. Poseen ademas una gran variedad de
metabolitos secundarios®®?°, de los cuales existen diversos reportes sobre sus propiedades
antioxidantes, fotoprotectoras y antienvejecimiento®!%26-28, A pesar del vasto conocimiento
sobre especies aromaticas y medicinales, incluso el uso de estas para el desarrollo de
productos cosméticos, es necesario realizar analisis de tamizajes y evaluaciones biologicas
que validen su actividad, con el fin de generar ingredientes funcionales, innovadores y ante
nada, viables para la industria cosmética en términos de adquisicion de materia prima de

calidad.
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2 CAPITULO I

EVALUACION DE PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y
ANTIENVEJECIMIENTO DE ESPECIES AROMATICAS Y MEDICINALES

La industria cosmética, y dentro de ella principalmente los cosméticos naturales con accion
sobre los procesos de envejecimiento prematuro, es un mercado de importante crecimiento
en los ultimos afios. Ademas, se establece un crecimiento continuo debido al aumento de
dolencias relacionadas con la radiacion UV, las enfermedades cutaneas y al incremento en el
nimero de personas que se preocupan por conservar y perpetuar sus atributos de belleza®.
Con ello se demandan nuevos compuestos o0 ingredientes seguros y eficaces que puedan ser
utilizados, bien sea para prevencion y/o tratamiento de los dafios causados por la exposicion

a la radiacion UV.

Por otro lado, Colombia presenta varias ventajas competitivas para el desarrollo del sector
cosmético, sin embargo, estas ventajas no han sido explotadas y el potencial de cultivos tanto
nativos como introducidos esta desaprovechado. En nuestro pais se presenta un gran nimero
de especies introducidas que son cultivadas en grandes extensiones de tierra, pero muchas de
ellas son comercializadas Gnicamente como material vegetal fresco y seco, a pesar de poseer
metabolitos secundarios de importancia bioldgica. No obstante, muchas de estas especies son
ampliamente utilizadas en la medicina tradicional, presentan reportes bibliograficos
abundantes y hacen parte de la cadena de plantas aromaticas, medicinales, condimentarias y
afines (PAMCyA). Estas especies se convierten en un blanco atrayente para investigacion de
potenciales usos debido a la gran cantidad de reportes sobre las diversas actividades que

presentan’®~"" ademas de los intereses gubernamentales que giran en torno a ellas’®"®.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se han seleccionado algunas especies de la cadena
para ser investigadas por funcionalidades cosmeticas especificas. En este capitulo, se
presentan los resultados de la evaluacion biologica obtenida de siete especies pertenecientes
a la cadena PAMCYA (representadas en 56 extractos) con base en sus propiedades
antienvejecimiento, basados en la proteccion de los principales componentes de la ECM

mediante un estudio sistematico e integrado por diversos blancos mecanisticos. Estos blancos
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involucran la determinacion de las propiedades antioxidantes y la inhibicion de enzimas
involucradas con el deterioro de la dermis, especificamente la colagenasa, elastasa e

hialuronidasa.

21 MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Obtencién de material vegetal

El material vegetal fue obtenido a partir de diversos productores y exportadores del Oriente
Antioquefio durante el afio 2014. Se colectaron 7 especies en estadios de crecimiento
comerciales. Una vez obtenidas, las especies se lavaron y desinfectaron a través de sumersion
en hipoclorito de sodio al 2% durante 20 minutos. Posteriormente se elimino el exceso de
hipoclorito de sodio con abundate agua. Las partes aéreas de R. officinalis, T. vulgaris, A.
draculculus, asi como las flores de C. officinalis, M. chamomilla, y las hojas de S.
sonchifolius fueron secados a 35°C por 72 h. Con el material vegetal seco se procedio con la
molienda en una licuadora eléctrica con el fin de obtener un material particulado fino y
homogéneo. Los frutos de V. meridionale y los tubérculos de S. sonchifolius fueron
liofilizados hasta la obtencion de un polvo. EI material seco y en polvo se almacen6 a -20°C.

2.1.2 Preparacion de extractos vegetales

Para la obtencion de los extracto fueron seleccionados 7 sistemas de extraccion con un amplio
rango de contantes dieléctricas: Hexano (1.89), acetato de etilo (6.02), acetona (20.7),
acetona-agua 75-25% (35.55), acetona-agua 50-50% (50.4), acetona-agua 25-75% (65.25) y
agua (80.1). 1 g de material vegetal seco y en polvo se extrajo con 7 mL de cada uno de los
sistemas mencionados. El proceso de extraccion se realizé por triplicado para cada especie y
cada solvente de extraccion. La extraccion se realizé en ultrasonido durante 45 minutos a
30+5°C a una frecuencia de 37 Hz. Los sobrenadantes fueron filtrados con papel filtro,
combinados y centrifugados a 5000 rpm por 30 min. El filtrado resultante se evaporo a
presion reducida a 45°C. Se prepararon soluciones stock de 30 y 100 mg/mL de los extractos

en DMSO, las cuales fueron almacenados a -20°C.
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2.1.3 Determinacion de la actividad antioxidante

Para la determinacion de las propiedades antioxidantes, se evalud el contenido de polifenoles
totales como una metodologia de screening inicial. Las propiedades antioxidantes se
determinaron mediante los métodos ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) y FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) dado que se encuentran relacionados con dos
mecanismos diferentes de captacion de radicales, los mecanismos HAT (Hydrogen Atom

Transfer) y SET (Single Electron Transfer) respectivamente®,

2.1.3.1 Determinacion del contenido de polifenoles totales (CPT)

El contenido de polifenoles totales de cada uno de los extractos fue determinado por el
método de Folin-Ciocalteu, segin condiciones descritas previamente con algunas
modificaciones®!. Brevemente, 25 pL del extracto diluidos en agua destilada se introdujeron
en los pozos de un microplato de 96 pozos, junto con 125 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu
en agua destilada, en una proporcion 1:10. El plato se agito e incubo a temperatura ambiente
en la oscuridad por 5 min, seguido se adicion6 100 uL de Na>COs (7.5% p/v) a cada pozo.
Después de 60 min de incubacién a temperatura ambiente y en la oscuridad, se realizé lectura
de la absorbancia a 765 nm usando un lector de microplatos multimodal Synergy HT (Biotek
instruments, Inc.; Wonooski, USA). El contenido de polifenoles totales se calcul6 mediante
la interpolacién en una curva de calibracién realizada con acido galico. Los resultados se
expresan como miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de extracto (mg EAG/g
extracto).

2.1.3.2 Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

La determinacién de la captacion de radicales de oxigeno en medio hidrofilico se realiz6
siguiendo condiciones previamente descritas®® con algunas modificaciones. El reactivo
AAPH (2,2 -azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro) se us6é como generador de
radicales peroxilo (ROO), el trolox como estandar para la curva de calibracion y la
fluoresceina como sonda fluorescente. Para éste ensayo todos los reactivos fueron preparados
en buffer fosfato 92.4 mM a pH 7.4. Inicialmente, 50 pl. de muestra (extracto o estandar
diluidos en buffer fosfato) fueron mezclados con 150 pL de fluoresceina (1.6 uM) e incubado

a 37°C por 30 min. Posteriormente a cada pozo se adiciono 50 pL de una solucion de AAPH
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(125 mM). La intensidad de la fluorescencia se monitorea cada 2 minutos durante 120 min a
una longitud de onda a 485ex/520em usando un lector de microplatos multimodal Synergy HT
(Biotek instruments, Inc.; Wonooski, USA). La cuantificacion del valor ORAC se realizd
interpolando el valor del &rea neta bajo la curva de la muestra (ABC) en una curva de
calibracion de trolox. Los resultados se expresan como pmol equivalentes de trolox por

gramo de extracto (umol ET/ g extracto).

2.1.3.3 Poder de reduccion antioxidante del ion férrico (FRAP)

La capacidad captadora de radicales libres mediante el método FRAP se realizo siguiendo
condiciones previamente descritas con algunas modificaciones®?. La solucion de trabajo
FRAP se prepara con buffer acetato (300 mM, pH 3.6), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10
mM en una solucion de HCI 40 mM y FeCl3.6H20 20 mM en una proporcion 10:1:1, para
éste ensayo se usa trolox como estandar. Inicialmente se adicionan en cada uno de los 96
pozos de un microplato, 10 pL de la muestra o trolox diluidos en agua y se mezclan con 250
uL de la solucion de trabajo FRAP para ser incubado a 37°C en la oscuridad. La absorbancia
es medida a 593 nm usando un lector de microplatos multimodal Synergy HT (Biotek
instruments, Inc.; Wonooski, USA). El valor FRAP se determina por la interpolacion de la
absorbancia en la curva de calibracién realizada con trolox y los resultados son expresados

como umol equivalente de trolox por gramo de extracto (umol ET/g extracto).

2.1.4 Determinacion de las propiedades anti-envejecimiento.

Las propiedades antienvejecimiento in vitro de los 56 extractos se determinaron por su
capacidad para inhibir enzimas relacionadas con el envejecimiento cutaneo: colagenasa,
elastasa y hialuronidasa. La inhibicion enziméatica de los extractos se evalué a
concentraciones de 100 pg/mL para colagenasa e hialuronidasa y de 250 pg/mL para elastasa.
Estas soluciones se prepararon a partir de una solucion stock inicial de 30 mg/mL de extracto

en DMSO. Para cada una de las evaluaciones se realizd blanco de DMSO.
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2.1.4.1 Actividad anti-colagenasa

La inhibicion sobre la enzima colagenasa se midié empleando el kit de ensayo Enzcheck®
gelatinase/ collagenase Assay kit, de la compafiia molecular probes Inc. La medicién de la
inhibicion sobre la enzima se realiz6 usando las condiciones sugeridas por el proveedor y
aquellas previamente reportadas®. Se emplea el sustrato colageno tipo | de piel bovina
conjugado con fluoresceina, el cual forma un péptido no fluorescente. Este sustrato es
digerido por colagenasa tipo IV de Clostridium histolyticum produciendo péptidos
fluorescentes. El incremento en la fluorescencia es proporcional a la actividad proteolitica de
la enzima y se puede monitorear en un lector de fluorescencia. Para el ensayo, 20 pL de una
solucion del extracto se prepar6 en buffer Tris-HCI 0.05 M pH 7.6, y se adicionaron a cada
pozo de un microplato de 96 pozos junto con 80 pL del sustrato DQ-colageno tipo I.
Posteriormente 100 pL de la enzima activa (colagenasa tipo 1V) se adiciono y la intensidad
en la fluorescencia fue medida cada min durante 45 min usando un lector de microplatos
multimodal Synergy HT (Biotek instruments, Inc.; Wonooski, USA), a las longitudes de
onda 485x/520em. Para determinar la capacidad de los extractos para inhibir la enzima, se
obtuvo la pendiente de la recta obtenida durante los primeros 20 min de la cinética y se
compard con la pendiente obtenida para el control. Como inhibidor de referencia se usé acido
Oleanolico a 250 pM. Para cada extracto se realizo un triplicado del ensayo. El porcentaje

de inhibicion se calculé usando la ecuacién 1.

L M -M .
Inhibicion (%) = —<ertrol_—muestra w100  Ecuacion 1.

Mcontrol

Donde Mcontrol Y Mmuestra SON las pendientes del segmento lineal obtenido de la cinética

fluorescencia vs tiempo del control y muestra, respectivamente.

2.1.4.2 Actividad anti-elastasa

La inhibicion sobre la enzima elastasa se midio empleando el kit de ensayo EnzCheck®
Elastase Assay kit, de la compafiia molecular Probes Inc. En este kit se usa el sustrato elastina

de ligamentos de cuello bovino conjugada con fluoresceina para formar un péptido no

fluorescente, cuya hidrolisis por accién de la enzima elastasa de pancreas de porcino libera
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fluoresceina la cual puede ser monitoreada fluorometricamente. Para el ensayo, se siguieron
las recomendaciones del proveedor y las condiciones descritas previamente®®. En sintesis, 50
uL del extracto preparado en buffer Tris-HCI 0.1M pH 8.0 proporcionado por el Kit, se
adicionaron a cada pozo de un microplato de 96 pozos, junto con 50 puL del sustrato DQ-
elastina e incubados durante 10 minutos. Seguido a la incubacion, se adicionan 100 pL de la
enzima activa y la intensidad de la fluorescencia fue medida cada min durante 45 min usando
un lector de microplatos multimodal Synergy HT (Biotek instruments, Inc.; Wonooski,
USA), a las longitudes de onda 485¢x/520em. Para determinar la capacidad de los extractos
para inhibir la enzima, se obtuvo la pendiente de la recta obtenida durante los primeros 20
min de la cinética y se compard con la pendiente obtenida por el control. El &cido Oleanolico
a 500 uM fue usado como inhibidor de referencia. Para cada extracto se realizé un triplicado
independiente de la reaccién. El porcentaje de inhibicion de los extractos sobre la enzima

elastasa se calcul6 usando la ecuacion 1.

2.1.4.3 Actividad anti-hialuronidasa

La actividad anti-hialuronidasa de los extractos se realizd siguiendo la metodologia
previamente reportada por Bravo et. al®®. La inhibicion de hialuronidasa se determiné por la
medicion de la cantidad de N-acetil glucosamina. Brevemente, 30 uL de muestra diluida en
buffer fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0, con cloruro de sodio 77 mM y albumina de suero
bovino-BSA (0.01%), o sin muestra para el control, se pre-incubaron a 37°C con 90 uL de
una solucion de hialuronidasa de testiculo bovino preparado en la solucion antes descrita. La
reaccion se inicia con la adicién de 120 pL de acido hialuronico preparado en buffer fosfato
20 mM, pH 5.35. Esta mezcla se incuba en bafio maria durante 45 min a 37°C. 100 puL de
ésta reaccion se mezcla con una solucion de BSA al 0.1% preparado en buffer fosfato 24 mM
con acido acético 79 mM, pH 3.75, el cual precipita el acido hialuronico que no habia sido
digerido por la enzima en forma de N-acetil glucosamina. Luego de 10 min de reaccion, la
absorbancia se mide a 600 nm usando un lector de microplatos multimodal Synergy HT
(Biotek instruments, Inc.; Wonooski, USA). El inhibidor de referencia fue epigalocatequina
galato -EGCG a 250 uM. La mezcla control se considera como 100% de actividad y una

mezcla denominada sustrato control (90 uL. de buffer enzimatico sin enzima) se considera
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como inactiva. El porcentaje de inhibicion de los extractos sobre la enzima hialuronidasa se

calcula mediante las ecuaciones 2 y 3.

Inhibicién (%) = 1 — ’2’*’“# x 100 Ecuacion 2.

control

Donde EAmuestra Y EAcontrol fueron las actividades de la muestra y el control respectivamente.

El parametro enzimatico EA se calcula como se muestra en la ecuacion 3.

EA (%) = 100% — [M X 100] Ecuacion 3

600nm Sustrato

Donde Asoonm muestra €S la absorbancia a 600 nm de la reaccidn con la muestra, y Asoo nm sustrato

es la absorbancia a 600 nm de la reaccion del sustrato control.

2.1.5 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de estos experimentos fue realizado en el software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Los resultados muestran el valor promedio
de 3 mediciones y su desviacion estandar. Se realizaron analisis de correlaciones PCA usando
el software para analisis estadistico R, version 3.1.12 con ayuda del paquete “muma”, y la
determinacion de los coeficientes de correlacion de Pearson para identificar las posibles
relaciones entre las variables fue realizada en el paquete estadistico Statgraphics Centurion
XV.1I.

2.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

Esta investigacion fue desarrollada en el marco del programa de fortalecimiento de la cadena
de plantas aromaticas, condimentarias y afines -PAMCyA- liderado por la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo de Rural de Antioquia. EI enfoque principal es la generacion de
productos nuevos que puedan incursionar en el mercado nacional e internacional’?84,
primando el desarrollo de ingredientes naturales para la industria cosmética. En la region de
Antioquia, los diversos actores de la cadena habian priorizado 19 especies basados en el

volumen de produccion y en las demandas nacionales e internacionales: Ocimun basilicum
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(albahaca), Allium schoenoprasum (cebollin), Artemisia dracunculus (estragon frances),
Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (oregano), Rosmarinus officinalis (romero),
Thymus vulgaris (tomillo), Salvia officinalis (salvia), Curcuma longa (cUrcuma), Piper
nigrum (pimienta), Zingiber officinale (jengibre), Elettaria cardamomum (cardamomo),
Vaccinium meridionale (mortifio), Calendula officinalis (caléndula), Matricaria chamomilla
(manzanilla), Taraxacaum officinale (diente de ledn), Pimpinella anisum (anis), Smallanthus
sonchifolius (yacon) y Urtica dioica (ortiga). Para la ejecucién de éste proyecto, se
seleccionaron siete de estas especies toda vez que podrian presentar potencial utilizacion
cosmética, basados en reportes fitoquimicos que sugieren la accién de ciertos metabolitos,
especialmente de tipo polifendlico, en la modulacion de algunos blancos mecanisticos
durante el proceso de fotoenvejecimiento 288 y en la evidencia farmacoldgica registrada, en
donde las actividades antiinflamatorias, antioxidantes y coadyuvante en inflamaciones
cutaneas fueron claves para la seleccién. Con lo anterior, en la tabla 2, se presentan las
especies seleccionadas junto con los metabolitos destacados y las propiedades

farmacoldgicas reportadas para cada una de ellas.

La colecta de las especies se realizo en el Oriente Antiogquefio puesto que este es reconocido
como la principal zona de produccién de plantas medicinales y aromaticas del Departamento
de Antioguia, ademas posee las condiciones edafoclimaticas idoneas para el cultivo y
produccion de las especies seleccionadas en éste estudio. La seleccion de los productores fue
basada en la capacidad de produccién y con ello, asegurar que en las colectas que se
realizaran se tuvieran las mismas condiciones de semilla, siembra y suelo. Las especies
romero, tomillo y estragon fueron suministradas por la exportadora McHerbs & Mc Oils
ubicada en el municipio de la Ceja; la manzanilla fue obtenida de Aromas del Campo —
actualmente Biofisis- con sede en El Santuario; y la asociacion de productores Asopropam
situados en Guarne, proporciono la caléndula. Por su parte, el cultivo de las especies de
mortifio y yacon aln no se encuentra consolidado para su exportacion, y no se presentan
cultivos extensos como en el caso de las demas especies seleccionadas. Por lo tanto, el
material vegetal fue suministrado por los productores independientes del corregimiento de

Santa Elena: Ruben Zapata y Luis Eduardo Zapata, respectivamente. En la Figura 6, se
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encuentra el registro fotografico de las especies colectadas junto con los predios o

productores que la suministraron.

Rosmarinus officinalis Thymus vulgaris
Romero, 30 dias- parte aérea Tomillo, 60 dias- parte aérea

McHerbs & McOils-La ceja, Antioquia McHerbs & McOils- La ceja, Antioquia

Artesimisiadracunculus Calendula officinalis

Estragon francés, 45 dias- parte aérea Caléndula, 15 dias- flores

i 5.

McHerbs & McOils- La ceja, Antioquia Asopropam- Guarne, Antioquia

Vaccinum meridionale Matricaria chamomilla
Mortifio, Estado de maduracion rojo-frutos Manzanilla, 15 dias-flores

Ruben Zapata (Agricultor independiente)- Santa Elena, Antioquia Aromas del campo- El Santiario, Antioquia

Smallanthus sonchifolius
Yacén, 60 dias- Tubérculos y hojas

Luis Eduardo Zapata (Agricultor independiente)- Santa Elena, Antioquia

Figura 6. Registro fotografico de especies colectadas, momento de corte y productores
involucrados con el suministro del material vegetal.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios y algunas propiedades farmacoldgicas reportadas para las especies seleccionadas.

Especie

Metabolitos secundarios

Propiedades farmacoldgicas

Referencias

Rosmarinus officinalis

Lamiacecae

Thymus Vulgaris
Lamiacecae

Artemisia dracunculus

Asteraceae

Matricaria chamomilla
Asteraceae

Calendula officinalis
Asteraceae

Vaccinium meridionale

Ericaceae

Smallanthus sonchifolius
Asteraceae

Borneol, 4cido rosmarinico, acido cafeico, acido
clorogénico, acido Carnosico, Rosmanol, Carnosol,
Diterpenos,

Timol, &cido cafeico, acido rosmarinico, derivados
cafeoilquinicos, Apigenina, naringenina, acido
cindmico.

Estragol, estragosido C, naringenina, pinocembrina,

esculetina.

Apigenina, chamazuleno, acido clorogénico, acido
cafeico, luteolina, Quercetina.

Quercetina, carotenoides, rutina, sculetina, narcissin,

kaempferol.

Delfininida, cianidina, acidos cafeoilquinicos,
derivados de quercetina, acido cafeico, &cido ferdlico,
miricetina.

Tubérculos: fructosa, glucosa, fructo-oligosacaridos,
triptdfano, acido clorogénico.

Hojas: &cido cafeico, acido clorogénico, acido
ferdlico, isomeros de acidos dicafeoilquinicos.

Antitumoral, fotoprotector, antioxidante,

antimicrobiano

Antioxidante, antimicrobiano,
antiinflamatorio, antibacterial, incrementa

nivel de GSH, fotoprotector.
Antiinflamatorio, antipirético, antibiotico,

Antibacterial, Antioxidante,
antiinflamatorio, actividad
antienvejecimiento (disminuye perdida de
agua transepitelial, suaviza arrugas)
Antiinflamatorio, antitumoral,
cicatrizante, antioxidante,
despigmentante, antidematoso, anti

fangico, protector de radiacion UVB

Antiinflamatorio, actividad antioxidante

Efectos hipoglucémicos(tubérculos),

actividad antioxidante, efectos cito

protectores

Castro Restrepo et al., 2013; al-Sereiti, Abu-
Amer, & Sen, 1999, Martin et al. 2008,
Celiktas, Kocabas, Bedir, & Sukan, 20072385
87

Roby, Sarhan, Selim, & Khalel, 2013; Castro
Restrepo et al., 2013; Calo, Visone, &
Marabini, 201527.76:85

Aglarova, Zilfikarov, & Severtseva, 2008%

Castro Restrepo et al., 2013, Wang & Tang,
2005, Jadoon et al., 20158589

Ukiya, Akihisa, & Yasukawa, 2006; Akhtar et
al., 2011; Muley, Khadabadi, & Banarase,
2009; Fonseca & Catini, 20109092

Vasco, Riihinen, Ruales, & Kamal-Eldin,
2009%

Yan et al., 1999; Simonovska, Vovk,
Andrensek, Valentova, & Ulrichova, 2003;
Valentova, Cvak, Muck, Ulrichova, &
Simanek, 2003; Valentova et al., 2006.2594.95
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2.2.1 Propiedades antioxidantes.

Dada la importancia bioldgica de las ROS durante el proceso de fotoenvejecimiento, y los
dafios que se generan en la matriz extracelular de la piel, la evaluacion de la actividad
antioxidante es fundamental en la busqueda de especies con potencial efecto fotoprotector.
Esta seccidn esta orientada a la determinacion de las propiedades antioxidantes, inicialmente
del contenido de polifenoles totales (CPT). Posteriormente a la determinacion de las
propiedades antioxidantes por metodologias que pueden explicar dos mecanismos diferentes
por los cuales se produce la captacion de radicales: ORAC (oxygen radical Absorbance
Capacity) el cual ocurre por medio de la transferencia de un atomo de hidrogeno conocido
como mecanismo HAT (Hydrogen Atom Transfer) y FRAP (Ferric ion Reducing
Antioxidant Power) cuyo mecanismo de accion es mediante la transferencia de un electrén,

conocido como mecanismo SET (single electron-transfer).

2.2.1.1 Contenido de polifenoles totales

Los compuestos polifendlicos constituyen una de la familia de metabolitos secundarios més
atrayentes en la industria de cosméticos para el cuidado de la piel, debido a la gran cantidad
de actividades con las cuales han sido relacionados®!®7071%  Poseen importantes
propiedades antioxidantes por lo cual se les otorga propiedades fotoprotectoras, ademas han
sido ampliamente reportados como metabolitos inhibidores de enzimas y mecanismos que se
desencadenan posteriores a la exposicion de la radiacion UV (Figura 3). Por tanto, la
evaluacion del contenido de polifenoles totales en extractos vegetales puede ser un indicio
de potenciales ingredientes naturales para el cuidado de la piel. Asi, se determind el contenido
de polifenoles totales -CPT- para los 56 extractos mediante el método de Folin ciocalteu, en
la Tabla 3 se presentan los resultados. EI CPT para los extractos vari6 en un rango de 2.86 a
227.96 mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg EAG/g extracto),
presentando un comportamiento gaussiano, en el cual el mayor contenido de polifenoles
totales para las 7 especies fue, en general, mayor en los extractos realizados con solventes de

constante dieléctrica media, es decir los correspondientes a las mezclas acetona-agua,
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mientras que los CPT bajos se evidenciaron en los extractos apolares (hexano-acetato de
etilo) y polares (agua); este comportamiento era de esperarse debido a la naturaleza de los
principales compuestos polifenolicos reportados en las plantas evaluadas, los cuales
corresponden a flavonoides, &cidos fendlicos y acidos hidroxicindmicos, compuestos con una
gran cantidad de grupos hidroxilo y anillos aromaticos que les confieren propiedades
medianamente polares (Tabla 2). Entre los 56 extractos evaluados, la especie que presento el
menor contenido de polifenoles totales corresponde a S. sonchifolius. Sus tubérculos no
presentan valores por encima de 14.38 mg EAG/g extracto, lo cual se encuentra acorde con
los reportes sobre ésta especie®’. Alrededor del 80% del peso seco de los tubérculos esta
compuesto por azucares y derivados de fructosa y sacarosa®. Por otro lado, las especies que
presentaron mayor contenido de polifenoles totales corresponden a T. vulgaris, R. officinalis
y S. sonchifolius (hojas) presentando valores superiores a 150 mg EAG/g extracto — en

extractos de mezclas acetona agua- (Tabla 3).

2.2.1.2 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno -Valor ORAC

ORAC es uno de los métodos mas empleados para determinar la actividad antioxidante
basado en el mecanismo de transferencia de protdn®>1%, Gracias al uso del area neta bajo la
curva (ABC) (empleada para el tratamiento de los datos) que arroja la cinética de la reaccion
entre un radicar peroxilo (originado por AAPH), la fluoresceina y la muestra a evaluar, se
logran suprimir algunos errores que pueden generarse debido a la complejidad de las
muestras. Ademas el método presenta una relevancia bioldgica alta debido a las condiciones
(pH y temperatura) en la cuales ocurren la reaccion®. El uso del ABC unifica los tiempos de
reaccién siendo particularmente atil en muestras complejas como extractos vegetales, en los
cuales muchos de sus componentes tienen diversos tiempos de reaccion y por tanto diferentes
cinéticas'®. La actividad antioxidante de los 56 extractos evaluada mediante la técnica
ORAC, vari6 significativamente entre los extractos con diferencias de hasta 1000%, entre
extractos hexanicos y los de mezclas acetona agua (caso especifico de T1y T4). La variacion
del valor ORAC entre las muestras es muy similar al comportamiento encontrado para el
CPT, presentandose un menor valor ORAC en extractos apolares y encontrando valores

maximos en los extractos realizados con mezclas acetona-agua.
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Tabla 3. Propiedades antioxidantes y porcentaje de ponderacion de plantas arométicas y medicinales

Nombre cientifico Solvente de extraccion Cadigo TPC ORAC FRAP Ponderacion
mg EAG/g pmol ET/g pmol ET/g % Actividad

Rosmarinus officinalis ~ Hexano R1 64.44 +1.76 672.79+16.82 453.51+16.08 21.78

Acetato de etilo R2 93.39+2.71 1320.49+19.51 602.92+11.29 33.59

Acetona R3 106.30£2.31 1615.44+9.25 556.73+18.54 37.21

Acetona-agua (75-25%) R4 197.99+19.24  3902.64+18.43 1466.23+53.37 83.12

Acetona-agua (50-50%) R5 203.14+9.49 3524.46+33.91 1597.16+£91.93 82.73

Acetona-agua (25-75%) R6 124.27+3.12 1707.59+66.93 808.83+4.10 44.39

Agua R7 75.90+0.94 970.31+43.26 583.88+7.10 27.96

Thymus vulgaris Hexano Tl 26.17+0.29 404.27+9.78 199.24+4.10 10.15

Acetato de etilo T2 100.77+1.54 1617.18+38.26 577.92+6.17 36.74

Acetona T3 140.59+4.98  2122.07+15.16 870.76+32.04 51.12

Acetona-agua (75-25%) T4 227.96x1.77  4050.33+33.48 2215.51+28.66 99.99

Acetona-agua (50-50%) T5 179.05+4.71  2898.48+77.76 1680.83+32.04 75.32

Acetona-agua (25-75%) T6 88.43+1.38 862.05+20.80 351.37+£2.49 25.31

Agua T7 45.31+1.02 363.44+11.39 294.86+3.26 14.05

Artemisia dracunculus  Hexano El 4.47+0.31 99.82+6.76 24.14+3.67 1.84

Acetato de etilo E2 23.81+0.26 485.13+34.47 161.46+2.71 9.90

Acetona E3 27.10+0.29 537.00+44.36 167.71+5.16 10.90

Acetona-agua (75-25%) E4 21.97+0.49 314.49+20.63 125.47+2.54 7.69

Acetona-agua (50-50%) ES5 20.73+0.80 413.07+£12.73 124.38+3.42 8.30

Acetona-agua (25-75%) E6 19.24+0.58 413.74+14.57 89.88+1.18 7.57

Agua E7 17.84+0.45 366.90+19.32 79.69+2.32 6.83

Calendula officinalis  Hexano C1 14.12+1.89 121.53+7.77 90.04+3.21 4.42

Acetato de etilo C2 24.96+1.48 191.05+4.15 101.75+2.44 6.75

Acetona C3 18.62+0.79 461.23+4.52 77.77+£4.40 7.69

Acetona-agua (75-25%) C4 37.31+3.05 933.02+37.06 125.46+3.20 15.02

Acetona-agua (50-50%) C5 38.37+3.58 893.65+63.84 155.30+3.78 15.30

Acetona-agua (25-75%) C6 38.79+0.08 965.60+5.53 159.57+6.98 16.02

Agua c7 44.08+1.44 796.92+30.48 130.5346.05 14.97
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Vaccinium floribundum

Matricaria chamomilla

Smallanthus sonchifolius
(hojas)

Smallanthus sonchifolius
(tubérculos)

Hexano
Acetato de etilo

Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

MR1
MR2

MR3
MR4
MR5
MR6
MR7
Z1
Z2
Z3
Z4
Z5
Z6
zZi
HY1
HY?2
HY3
HY4
HYS
HY6
HY7
TY1
TY2
TY3
TY4
TY5
TYG6
TY7

2.86+0.04
7.67+0.05

12.86+0.32
26.11+0.69
28.61+0.71
22.25+0.68
13.17+0.17
5.59+0.52
24.93+1.48
18.62+0.79
37.31+3.05
38.37+3.58
38.79+0.08
44.08+1.44
3.35+0.07
20.99+1.31
18.37+0.63
94.39+7.50
162.36+5.67
142.10+3.36
77.58+2.41
4.88+0.17
9.24+0.40
4.42+0.44
4.10+0.15
5.02+0.14
5.30+0.03
14.38+0.11

19.44+1.49
98.04+5.87

208.38+12.02
388.40+21.77
325.09+25.96
259.52+5.54
208.10+8.46
205.87+8.05
817.44+3.07
991.26+7.65
1428.51+95.33
1364.25+35.35
723.18+11.51
666.25+13.18
67.99+5.38
199.52+3.17
239.48+1.23
1547.06+41.54
1904.17+62.30
1368.49+35.75
737.85+14.28
60.20+1.21
109.55+2.82
80.33+£1.99
74.67+£3.52
73.39+3.60
61.62+1.10
99.93+4.74

11.39+0.35
58.56+1.10

94.42+3.05
170.95+18.46
190.31+9.48
153.72+6.23
86.67+4.01
30.49+0.61
225.64+7.21
382.83+15.44
581.58+13.24
521.11+18.80
242.16+5.59
286.92+10.01
27.97+0.69
137.14+8.13
172.64+5.04
641.39+16.18
1272.94+28.28
1010.24+10.28
486.35+6.01
31.75+1.39
81.94+3.20
41.98+1.39
28.87+0.85
31.75+0.32
28.66+0.49
36.33+0.98

0.75
2.81

5.02
9.59
9.72
7.70
4.94
2.97
13.77
16.64
25.96
24.68
15.26
16.24
1.47
6.77
7.25
36.18
58.56
47.24
24.73
1.69
3.48
1.94
1.65
1.82
1.71
3.47
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Las especies que presentaron los menores valores ORAC fueron S. sonchifolius (tubérculos)
109.55 pumol ET/ g extracto(maximo valor), seguido de V. meridionale 388.40 umol ET/ g
extracto y A. dracunculus 537 pmol ET/ g extracto. Por otro lado, los extractos de mezclas
acetona agua (75-25%) de T. vulgaris (4050.33 umol ET/ g extracto), R. officinalis (3902.64
pmol ET/ g extracto) fueron los extractos de mayor relevancia ORAC. El hecho que hayan
sido las especies con mayor CPT las que presenten el mayor valor ORAC, podria indicar que
los polifenoles presentes son en gran medida, los responsables de la propiedad antioxidante

presente en las muestras® 1%,

2.2.1.3 Poder de reduccion antioxidante del ion férrico (FRAP)

El poder de reduccion del ion férrico es basado en el mecanismo de transferencia de
electrones mediante la reduccion de un complejo de hierro. Un complejo de hierro 111 TPTZ
es usado como oxidante y el monitoreo del cambio de color corresponde a la transicion entre
Fe (1) y Fe (1) y la diferencia de ésta absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de antioxidante. Aungue ésta es una metodologia ampliamente usada para
determinar propiedades antioxidantes, especialmente en compuestos tipo polifendlicos, no
presenta una alta relevancia bioldgica debido a las condiciones de pH requeridas en la
reaccion (pH: 3.6)%1%, Los valores FRAP de los 56 extractos evaluados se encontraron en
rangos de 11.39 umol ET/ g extracto (MR1) a 2215.51 umol ET/ g extracto (T4). Se conserva
la misma tendencia presentada en la determinacion de los polifenoles totales, donde los
extractos que mayor valor FRAP, son aquellos con mayor contenido de polifenoles totales
T4, T5,R5, R4, HY5 y HY6 (2215.51, 1680.83, 1597.16, 1466.23, 1272.94 y 1010.24 umol
ET/ g extracto, respectivamente). En los resultados presentados en la tabla 3, se pueden
encontrar algunas discrepancias entre los resultados ORAC y FRAP como es el caso de R2-
R3, R4-R5, C3 y HY4-HY5. Lo anterior es una confirmacion de los diversos mecanismos
antioxidantes por los cuales se puede ejercer la captacidén de radicales por parte de las

moléculas presentes, y la necesidad de evaluar varios métodos de forma simultanea.
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2.2.2 Propiedades antienvejecimiento

La medicion de las propiedades antienvejecimiento se llevé a cabo mediante la evaluacion
del efecto inhibitorio de los 56 extractos sobre tres blancos enzimaticos: colagenasa, elastasa
e hialuronidasa, los cuales son enzimas claves que se encuentran altamente expresadas
durante el proceso de fotoenvejecimiento y son las principales encargadas del dafio en la
matriz extracelular, tal como se ilustra en la Figura 3. Los extractos fueron evaluados a 100
pg/mL para las enzimas colagenasa e hialuronidasa y a 250 pug/mL para la enzima elastasa..

Los resultados de porcentaje de inhibicién enziméatica son mostrados en la Tabla 4.

El coldgeno es el componente mayoritario del tejido conectivo de la piel y se considera como
el principal blogue constructor de la dermis. Es responsable de la resistencia, elasticidad y
flexibilidad de la piel. Durante el proceso del envejecimiento, principalmente aquel generado
por la exposicion a la radiacion ultravioleta, los niveles de coldgeno decrecen debido al
incremento de la metaloproteinasa 1 (MMP-1) también conocida como colagenasa, por tanto
la inhibicion de ésta enzima podria desacelerar la formacion de arrugas*!*. Se evaluaron los
56 extractos provenientes de 7 especies a una concentracion de 100 pg/mL, los resultados se
muestran en la Tabla 4. Unicamente el extracto acuoso de R. officinalis presentd una
inhibicion de colagenasa superior al 50% Yy extractos de dos especies presentaron inhibicién
de esta enzima superior al 20% (T. vulgaris y R. officinalis). En los extractos evaluados no
se presentd un comportamiento regular respecto a la inhibicion de colagenasa y la polaridad
de los solventes usados para hacer los extractos. Se presentaron, en general, bajas actividades
en la inhibicién de la enzima colagenasa a las concentraciones usadas, sin embargo, al
observar una inhibicion moderada en extractos de R. officinalis y T. vulgaris a tan solo 100
pg/mL, comparado con el control usado en este ensayo acido Oleandlico el cual se us6 a 250
MM para obtener una inhibicion de 92.95%, se podria establecer que estas especies son
promisorios ingredientes para el cuidado de la piel evitando la accion de la enzima colagenasa

en la dermis.
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Tabla 4. Propiedades anti-envejecimiento expresado en términos de % de inhibicion, porcentajes de ponderacion

Anti-colagenasa

Anti-Elastasa

Anti-hialuronidasa

Nombre cientifico Solvente de extraccion Cadigo 100pg/ml* 250ug/mi** 100pg/mI*** Ponderacion
% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion % Actividad

Rosmarinus officinalis ~ Hexano R1 nd 25.08+0.80 3.19+£1.06 9.42

Acetato de etilo R2 24.05+1.47 70.41+0.01 6.12+3.41 33.52

Acetona R3 26.06+2.32 69.73+2.23 11.97+3.09 35.92

Acetona-agua (75-25%) R4 12.84+1.35 24.45+2.26 2.48+0.61 13.26

Acetona-agua (50-50%) R5 nd 7.231£5.61 2.39+£2.76 3.21

Acetona-agua (25-75%) R6 38.10+0.17 10.79+0.75 100.00+0.00 49.63

Agua R7 58.10+1.47 9.79+4.24 4.65+3.37 24.18

Thymus vulgaris Hexano T1 nd nd nd 2.50

Acetato de etilo T2 4.34+1.62 nd nd 1.67

Acetona T3 4.12+0.77 nd nd 3.76

Acetona-agua (75-25%) T4 12.37+0.44 17.79+7.07 nd 10.63

Acetona-agua (50-50%) T5 24.11+0.93 15.79+0.19 nd 13.92

Acetona-agua (25-75%) T6 25.52+2.93 nd 100.00+0.00 43.17

Agua T7 19.69+1.12 nd 100.00+0.00 40.07

Artemisia dracunculus  Hexano El nd 4.51+1.46 nd 1.95

Acetato de etilo E2 nd nd nd 0.18

Acetona E3 nd nd 2.93+1.02 0.98

Acetona-agua (75-25%) E4 nd 12.79+0.08 3.19+2.13 5.33

Acetona-agua (50-50%) E5 nd nd 1.06+0.87 0.35

Acetona-agua (25-75%) E6 nd nd nd 0.00

Agua E7 nd nd nd 0.27

Calendula officinalis Hexano C1 nd nd 1.56+0.00 0.52

Acetato de etilo Cc2 nd nd 3.3915.52 1.13

Acetona C3 nd nd 2.60+0.60 0.87

Acetona-agua (75-25%) C4 nd 1.57+0.14 1.30+0.52 0.96

Acetona-agua (50-50%) C5 nd nd nd 1.58

Acetona-agua (25-75%) C6 nd nd nd 0.61

Agua Cc7 nd nd 2.08+1.34 0.69
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Vaccinium floribundum

Matricaria chamomilla

Smallanthus sonchifolius
(hojas)

Smallanthus sonchifolius
(tubérculos)

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

Hexano

Acetato de etilo
Acetona

Acetona-agua (75-25%)
Acetona-agua (50-50%)
Acetona-agua (25-75%)
Agua

MR1
MR2
MR3
MR4
MR5
MR6
MR7
Z1
Z2
Z3
Z4
Z5
Z6
zZi
HY1
HY?2
HY3
HY4
HYS
HY6
HY7
TY1
TY2
TY3
TY4
TYS
TYG6
TY7

5.58+1.41

nd

nd
2.1741.32

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
1.75+0.50
3.37+1.92

nd
8.44+2.30
15.83+3.07

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
4.46+1.60
15.59+0.00
13.16+1.55

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
nd
nd
nd
4.17+2.41
0.78+0.52
nd
nd
nd
nd
3.65+0.60
nd
2.34+1.31
nd
nd
nd
nd
nd
86.21+3.09
88.32+2.70
100.00+0.00
nd
4.44+1.60
3.74+1.08
nd
nd
nd
nd

2.03
0.00
0.26
221
6.58
4.65
1.26
0.13
0.00
0.00
1.22
0.26
0.78
0.17
0.00
0.70
1.32
0.00
31.55
34.71
33.33
0.62
1.48
1.25
0.55
0.08
0.31
0.76

Controles positivos expresados en porcentaje de inhibicion

*Acido Oleanolico (250 uM): 92.95+3.53%
**Acido Oleanolico (500 pM): 80.42+4.60%
***EGCG (100 puM): 69.30+4.04%
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Las fibras de elastina hacen parte de las proteinas que conforman la ECM, constituye un 2-
4% del volumen seco de la dermis y como su nombre lo indica es la encargada de las
caracteristicas de elasticidad y resistencia de la piel. A pesar de ser sintetizada Unicamente
en el periodo fetal y los primeros afios de vida, se encuentra drasticamente afectada con el
paso de los afos. El dafio presentado en esta proteina es principalmente debido a la accién
de la enzima elastasa. En este estudio enfocado en la proteccion de los componentes
principales de la ECM, se evalud la actividad inhibitoria de los 56 extractos sobre la enzima
elastasa proveniente de pancreas porcino. Los resultados son presentados en la Tabla 4. Los
extractos de R. officinalis realizados con solventes de baja polaridad presentaron una
actividad inhibitoria sobre la enzima elastasa del 70.41% para el extracto en acetato de etilo
y 69.73% para el extracto en acetona considerando estoy extractos como activos comparado
con el control usado en este ensayo, acido Oleandlico que empleado a una concentracion de
500 UM presenta un porcentaje de inhibicion de 80%. Este resultado se presenta acorde con
reportes previos los cuales indican que el aceite esencial de romero presenta inhibicion a la
enzima elastasal®%!%, Otros 8 extractos pertenecientes a R. officinalis, T. vulgaris, A.
dracunculus y V. meridionale presentaron inhibiciones entre 25% y 10%, sin embargo, no se

representa como una actividad significativa de inhibicion sobre elastasa.

La hialuronidasa es una enzima endolitica cuya principal funcién es depolimerizar el acido
hialuronico, lo que conlleva a una pérdida gradual de la humectacion, perdida de volumen,
firmeza en la piel y a la disgregacion de la ECM. El catabolismo del &cido hialuronico por
accion de la hialuronidasa estimulada por la radiacion UVB es uno de los principales factores
involucrados en el fotoenvejecimiento de la piel?8. Su inhibicion se considera como un
blanco importante para mantener los niveles de &cido hialuronico y la retencién de humedad
en la piel®*1%, Los resultados de la inhibicion de hialuronidasa de los 56 extractos evaluados
se presentan en la tabla 4. Seis de los extractos polares de las especies R. officinalis, T.
vulgaris y S. sonchifolius (hojas) presentaron una alta inhibicién de la enzima hialuronidasa
>85%, de los cuales el extracto en acetona-agua 25-75% de R. officinalis y T vulgaris y los
extractos acuosos de T. vulgaris y S. sonchifolius (hojas) presentaron inhibiciones del 100%,

valores muy superiores al presentado por el control EGCG (100uM) el cual generd una
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inhibicion del 69% sobre la enzima elastasa. En la basqueda de ingredientes naturales contra
el envejecimiento de la piel, encontrar extractos que presenten tales inhibiciones en una
enzima que genera perdida de humectacion en la piel y por tanto la disgregacion de la matriz
funcional de la dermis es de suma importancia. Varios reportes en los cuales se evalla la

inhibicion de la enzima hialuronidasa, como es el caso de la especie Terminalial®

que
inclusive a concentraciones de 250ug/mL no superan el 90%, o inclusive la especie Camelia
sinensis (t¢ verde)®* un reconocido ingrediente natural por sus propiedades anti-
envejecimiento y antioxidante no presenta efectos sobre la inhibicion de esta enzima, por lo
tanto es de resaltar la importancia y la potencialidad de estas especies en el campo de

ingredientes anti-envejecimiento

2.2.3 Ponderacion de actividades y seleccion de especies biolégicamente mas activas

Aunque estas especies poseen una gran cantidad de reportes de bioactividad, inclusive
muchas de ellas con enfoques fotoprotectores?’42106-10892 ' de hecho algunas de las especies
son usadas como ingredientes naturales para productos cosméticos!®1%, hasta el momento
no se ha realizado sobre ellas un estudio integrado basado en diversos mecanismos del
proceso de fotoenvejecimiento. Con base en los resultados anteriores (Tablas 3 y 4), se
procedi6 a realizar un estudio de ponderacion de los 56 extractos con base en los resultados
antioxidantes y los resultados enzimaticos. Un analisis de ponderacién fue desarrollado con
los 56 extractos, dando a cada una de las variables (ORAC, FRAP y CPT) el mismo valor
(33.33%). Se empled la ecuacion 4 para la determinacion de los porcentajes en la ponderacion
final. Las propiedades antioxidantes para cada extracto se presentan en la tabla 3.

% Ponderacion = (% X 0.33) + (
>M

FRAPy
FRAPsp

x 0.33) + (ﬂ x 0.33) Ecuacion 4

CPTsym

Donde ORAC m, FRAPMm y CPTwm corresponden al valor ORAC, valor FRAP y contenido de
polifenoles totales de cada muestra (extracto). ORACsm, FRAP>m y CPTsm corresponden a
la muestra que mayor valor haya dado en cada una de las pruebas: T4 para ORAC, FRAP y
CPT. Lo anterior con el fin de normalizar las muestras y generar una comparacion

intramuestral
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Con el objetivo de identificar los extractos mas promisorias segun sus propiedades
antienvejecimiento y protectoras sobre los componentes de la matriz extracelular, de manera
similar que para las actividades antioxidantes se realiz6 un andlisis de ponderacion para las
tres variables (colagenasa, elastasa, hialuronidasa) en el cual se otorg6 el mismo porcentaje
33.33% y usando 100% de inhibicidn para la normalizacion de los resultados como se
expresa en la ecuacion. Los porcentajes de inhibicién enzimatica en términos de la
ponderacidn se presentan en la tabla 4.

., 33.33 33.33 33.33 .
% Ponderaciéon = (%Icol W) + (%Ielas W) + (%Ihial W) Ecuacion 5.

Donde %lcol, %leias, %lnial cOrresponde a los porcentajes de inhibicion que presentaron los

extractos para las enzimas colagenasa, elastasa e hialuronidasa respectivamente.

Gréaficamente la ponderacidn se presenta en la Figura 7. EI comportamiento encontrado en
los extractos evaluados varia significativamente entre las evaluaciones de propiedades
antioxidantes y las enziméticas intra-muestra. Sin embargo, en el anlisis inter-muestras, se
revela un comportamiento homogéneo con respecto a las propiedades antioxidantes, en el
cual los extractos acetona-agua presentan un mayor porcentaje de actividad antioxidante
presentando un comportamiento tipo gaussiano. Por otro lado, se presentan las ponderaciones
graficas de las actividades enzimaticas, donde claramente se presentd una menor relevancia
por parte de las especies evaluadas y no se observa un comportamiento homogeéneo entre los
extractos. Es importante resaltar que la actividad obtenida para los extractos polares de R.
officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius (hojas) y los extractos apolares de R. officinalis,
presentaron la mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas evaluadas, lo cual sugiere que
los compuestos responsables de la actividad antioxidante, no necesariamente son los
responsables de la inhibicion enzimatica. Lo anterior sin sesgar la posibilidad de que los

anteriores extractos puedan tener propiedades fotoprotectoras de la ECM.

Con el proposito de identificar los extractos méas activos direccionado a determinar su
importancia en cuanto a la capacidad de captacion de radicales e inhibicién enzimatica, se

realizd un analisis estadistico de componentes principales PCA (Figura 8). Este analisis
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permite representar una tabla de datos multivariados en un espacio de baja dimensionalidad,

mostrando variables latentes que resumen los patrones sistémicos de variacion entre los

datos'®. En alusion a esta seccion, se representan cada uno de los 56 extractos evaluados y

s

e

luados. Con éste analisis estadistico Unicamente

los resultados de los ensayos bioldgicos eva

se pretende generar una discriminacion y agrupamiento de las muestras basadas en los

diferentes resultados de actividad bioldgica.
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Figura 7. Ponderacion gréfica de las pruebas bioldgicas evaluadas a) pruebas antioxidantes

en orden ascendente: CPT, ORAC, FRAP; b) Pruebas de inhibicion enzimética en orden

ascendente: Anti-colagenasa, anti-elastasa, anti-hialuronidasa.
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PC 2 (18.8%)
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CPT:

Elastasa
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Hialuronidasa

PC 1 (57.5%) PC 1 (57.5%)

Figura 8. Componentes principales extractos y pruebas biologicas.

En el andlisis de componentes principales, se realiz6 una clasificacion de las muestras segln
su contenido de polifenoles totales, debido a la importancia bioldgica que se reportan sobre
estos metabolitos en relacion a sus propiedades anti-envejecimiento. En rojo, se presentan
los extractos que mayor contenido de polifenoles presentaron (>75 mg EAG/g de extracto).
Aunque la Figura 7 no muestra un comportamiento uniforme entre los resultados de actividad
antioxidante e inhibicidn enzimatica para una misma muestra, segun el andlisis de PCA, los
extractos seleccionados con mayor contenido de polifenoles totales son los que presentan
mayor peso sobre los dos componentes resultantes, los cuales logran explicar un 76.3% de la
varianza total de las muestras. En el analisis se logra agrupar de manera clara 3 clusters: el
grupo del cuadrante Il, en el cual estan los extractos T4, T5, R4, R5 y los vectores
correspondientes las pruebas antioxidantes ORAC, FRAP y CPT. Este resultado es
consistente con los resultados de ponderacién obtenidos, los cuales indican que los extractos
con mayor contenido de polifenoles totales de todas las muestras evaluadas, fueron aquellos
que presentaron los valores mas altos de ORAC y FRAP. Para un mayor soporte, en la Tabla
5, se encuentran los valores de correlacion de Pearson que puede ir desde 1 a -1. Mientras el
valor se acerque mas a 1, mayor correlacion entre las variables existe. Se presenta entonces

valores de correlacion > 0.9 entre CPT- ORAC y CPT-FRAP, lo que permite sugerir que son
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los compuestos polifendlicos presentes en las muestras, los responsables principales de las
propiedades antioxidantes que se presentan. El segundo cluster se encuentra en el cuadrante
[11. En éste grupo se encuentran los ensayos enzimaticos anti-colagenasa y anti-hialuronidasa
y las muestras acetona-agua 25-75 y acuosos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius.
Asi es posible determinar que los extractos mas polares de estas tres especies presentan un
efecto mayor en las actividades de inhibicion enzimatica, a pesar de no presentar una alta
correlacion con las actividades antioxidantes. Los resultados indican que no solo los
compuestos tipo polifendlicos pueden presentar efectos sobre la actividad inhibitoria de las
enzimas evaluadas (ver tabla 3 y tabla 4). El tercer cluster se encuentra sobre el cuadrante |
y no representa un peso significativo en ninguno de los dos componentes, ni tampoco en

cuanto a las actividades bioldgicas observadas.

Tabla 5. Coeficientes de correlacién de Pearson CPT vs ORAC, FRAP, colagenasa, elastasa
e hialuronidasa.

Coeficiente de correlacion de Pearson
ORAC FRAP | Colagenasa Elastasa Hialuronidasa
0.9435 0.9619 0.4634 0.371 0.3366

Los polifenoles totales son moléculas claves dentro de los procesos bioldgicos que se
evaluaron en este estudio, aunque las correlaciones entre CPT y las actividades de inhibicion
enzimatica no fueron altas, mediante el PCA fue posible determinar que unicamente aquellos
extractos que presentaron un valor > 75 mg EAG/ g, exhibieron un peso significativo sobre
los compontes y sobre las actividades bioldgicas. Con los resultados anteriores se puede
concluir que las especies R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius pueden considerarse
como potenciales fuentes de ingredientes naturales protectores de los principales

componentes de la ECM.
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3 CAPITULO I

EFECTO FOTOPROTECTOR DE PLANTAS AROMATICAS Y MEDICINALES
SELECCIONADAS SOBRE FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

La radiacion UV hace parte del espectro electromagnético con longitudes de onda entre 200
y 400 nm. Se encuentra dividida en tres categorias dependiendo de la longitud de onda,
longitud de onda corta UVA (320-340 nm), longitud media UVB (280-320), y longitud corta
UVC (200-280 nm). Més del 90% de la radiacion solar que llega a la tierra es UVA, ésta
longitud de onda larga es considerada como “los rayos del envejecimiento” debido a que
pueden penetrar la epidermis y la dermis de la piel. La radiacion UVB es conocida como
“rayos quemadores” y son Unicamente el 4 o 5 % de la radiacion UV, sin embargo la
radiacion UVB es la longitud de onda mas activa de la radiacion UV. Esta radiacion es 1000
veces mas potente para causar quemaduras y es mas genotoxica que la radiacion UVA, siendo
responsable de la sobre-expresion de especies reactivas de oxigeno (ROS), a pesar de

penetrar casi en su mayoria la epidermis?’1°,

La exposicién a las radiaciones UV de manera cronica y repetitiva, genera alteraciones
cutaneas a nivel macro y microscopico lo que se conoce como fotoenvejecimiento de la piel.
El fotoenvejecimiento se caracteriza por la formacion de arrugas profundas, perdida de
humectacion, elasticidad y fuerza en la piel*'l. Las ROS producidas como consecuencia de
la exposicion a la radiacion UV (especialmente UVB), resulta en la subsecuente activacion
de una compleja ruta de sefializacion, seguido por la induccion de metaloproteinasas de la
matriz (MMPSs) en las células dérmicas e inhibicion de la sintesis de pro-colageno en los

tejidos conectivos de la matriz extracelular'*?,

Este capitulo describe las propiedades fotoprotectoras de los extractos de R. officinalis, T.
vulgaris y S. sonchifolius, basados en la cascada de sefializaciones y reacciones celulares
ante el estimulo de la radiacion UVB. En este sentido, son usados fibroblastos dérmicos
humanos para la medicién en la produccion de MMP-1, pro-coladgeno y ROS intracelular
cuando son sometidos al estimulo de la radiacion UVB, con y sin la presencia de los extractos

seleccionados.
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3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Cultivo de fibroblastos dérmicos humanos y tratamiento con los extractos de R.

officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius

Fibroblastos dérmicos humanos (HDFa) aislados de piel humana adulta fueron adquiridos de
la compafiia life technologies (USA), al igual que los demaés reactivos para el cultivo celular.
Para los experimentos de fotoproteccion se usaron 2-5 pasajes. Las células fueron puestas en
frascos de cultivo de 75 mL y cultivadas en medio DMEM-F12 con Glutamax, suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10% y los antibioticos penicilina 100 U/mL — estreptomicina
100 pg/ mL. El cultivo celular fue mantenido a 37°C en atmosfera humidificada con 5% COa.
El cambio de medio se realiz6 cada 48h. Los HDF fueron despegados de los frascos de
cultivo cuando estos se encontraban al 90% de confluencia usando una solucion de Tripsina
(0.1%) —EDTA (0.01%) y traspasados a platos de 96 pozos (1 x 10%) con medio suplementado
e incubados durante toda la noche. Luego las células fueron pre tratadas con los extractos
(R4, R6, T4, T6, HY5 y HY7) en medio sin SFB. 24h después las células fueron lavadas 2
veces con buffer fosfato salino (PBS) y se adicionaron 100 pL de medio fresco sin SFB e
inmediatamente los HDF fueron irradiados bajo radiacién UVB. Los sobrenadantes fueron
obtenidos, para determinar la produccion de MMP-1 y pro-colageno. A cada ensayo se le

realizé el ensayo de viabilidad celular WST-8 usando las células adheridas a los pozos.
3.1.2 Irradiacion UVB

Los HDF pre tratados durante 24 h con o sin extractos en medio sin SFB, fueron lavados 2
veces con PBS y se adicion6 medio fresco sin SFB. Seguido, los platos de cultivo fueron
irradiados con radiacion UVB (312 nm) entre 25 y 200 mJ/cm?, usando el sistema de
radiacion uniforme UV Bio-Sun (Vilber Lourmat com.; Francia) monitoreado mediante el
software Bio-sun. Todas las irradiaciones se llevaron a cabo bajo una capa fina (100 pL) de
medio de cultivo sin SFB. Para cada ensayo se realizaron blancos sin células y sometidas a

las mismas condiciones experimentales.
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3.1.3 Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad del cultivo celular de HDF fue evaluada mediante el ensayo colorimétrico
WST-8 (Dojindo molecular technologies Inc.; USA). El ensayo WST-8 consiste en la
reduccion, por deshidrogenasas celulares, de una sal de Tetrazolio soluble en agua, 2-(2-
metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio, para formar un
aducto de formazan de color amarillo soluble en medio de cultivo, el cual puede monitorearse
espectrofotométricamente a 450 nm. La cantidad de formazan generada por la actividad de
deshidrogenasas en las células, es directamente proporcional al nimero de células vivas. Para
la medicion de la viabilidad celular, se evaluaron los extractos a concentraciones entre 2.5y
200 pg/mL y diferentes dosis de radiacién. EI medio fue removido (almacenado o descartado
segun el caso), las células adheridas son usadas para los ensayos de viabilidad celular
lavandolas dos veces con PBS, posterior adicion de 100 pL de medio sin SFB y 10 pL del
reactivo WST-8 a cada pozo. El plato se incubé durante 2h a 37°C, con atmosfera
humidificada y 5% CO.. La absorbancia fue medida a 450 nm empleando un lector de

microplatos multimodal Synergy HT (BioTek instruments, Inc.; Winooski USA).

3.1.4 Determinacion de la produccion de MMP-1 mediante kit ELISA

La medicion de la produccion de MMP-1 en el medio de cultivo fue determinada mediante
la técnica ELISA, empleando el kit de ensayo MMP-1 humana total DuoSet Kit de ELISA
(R&D Systems.; USA). Inicialmente se determinaron las intensidades de radiacion UVB y
el tiempo post-irradiacion adecuados para la medicién de la concentracion de MMP-1 en el
medio de cultivo, para lo cual se emplearon intensidades UVB de 25, 50, 100 y 200 mJ/cm?
a tiempos post-irradiacion de 24, 48 y 72 h. Una vez determinadas las condiciones 6ptimas
de ensayo se pre-trataron las células con los extractos a una concentracion final en cada pozo
de 2.5 pg/mL. 24h después de adicionados los extractos en las células, éstas fueron lavadas
con PBS dos veces, luego se adicionaron a cada pozo 115 pL de medio fresco sin SFB y los
HDF fueron estimulados con radiacion UVB (100 mJ/cm?). Los platos fueron incubados a

37°C en atmosfera humificada y CO al 5% durante 72h. La concentracion de MMP-1 fue

76



determinada siguiendo las instrucciones del fabricante y usando como controles positivos

EGCG y Quercetina a una concentracion de 25 uM.

3.1.5 Determinacion de la produccion de pro-colageno tipo | mediante ELISA

La medicion de la produccién de pro-colageno en el medio de cultivo fue determinada
mediante la técnica ELISA, empleando el kit de ensayo pro-colageno a1l humano DuoSet kit
de ELISA (R&D Systems.; USA). Inicialmente se determinaron las intensidades de radiacion
UVB vy el tiempo post-irradiacion adecuados para la medicion de la concentracion de pro-
coladgeno tipo I al en el medio de cultivo, para lo cual se emplearon intensidades UVB de
25, 50, 100 y 200 mJ/cm?a tiempos post-irradiacion de 24, 48 y 72 h. Una vez determinadas
las condiciones Optimas de ensayo se pre-trataron las células con los extractos a una
concentracion final en cada pozo de 5 pg/mL. 24h después de adicionados los extractos en
las células, éstas fueron lavadas con PBS dos veces, luego se adicionaron a cada pozo 115
uL de medio fresco sin SFB y los HDF fueron estimulados con radiacion UVB (100 mJ/cm?).
Los platos fueron incubados a 37°C en atmosfera humificada y CO> al 5% durante 72h. La
concentracion de pro-colageno tipo I al fue determinada siguiendo las instrucciones del
fabricante y usando como controles positivos EGCG y Quercetina a una concentracion de 25
UM.

3.1.6 Deteccion de la generacion de ROS intracelular

La medicion de la produccion de ROS intracelular se realizd siguiendo una metodologia
descrita previamente!®® con algunas modificaciones®. Para la medicion de ROS se emple6
2", 7" -diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (molecular Probe Inc.; USA), el cual es
deacetilado al producto no fluorescente DCFH mediante estearasas intracelulares, que es
posteriormente oxidando por ROS intracelulares al producto fluorescente DCF. Para la
determinacion de ROS, HDF (5x10* por cada pozo) fueron puestos en platos negros de 96
pozos sin SFB e incubados a 37°C, 5% CO- durante toda la noche. Posteriormente las células
fueron lavadas con PBS 2 veces e incubadas a 37°C y 5% CO> con 90 L de extractos en

medio de cultivo sin SFB a concentraciones finales de 2.5, 10 y 20 pg/mL durante 2 h. Una
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vez culminado el tiempo de la incubacidn, se adiciona a cada pozo 10 pL de DCFH-DA 'y
nuevamente se incuban los platos durante 45min. Luego, los HDF fueron irradiados con UVB
a una intensidad de 200 mJ/cm? e incubados durante 1 h. Finalmente la fluorescencia fue
medida a 485 nmex/ 520 nmem empleando un lector de microplatos multimodal Synergy HT
(BioTek Instruments, Inc.; USA). La generacion de ROS intracelular es proporcional al

incremento de la fluorescencia respecto a las células no irradiadas.

3.1.7 Andlisis estadistico

Los resultados se muestran como el promedio + la desviacién estandar de tres experimentos
independientes. Se realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA), seguida de
comparaciones multiples mediante el test de Tukey para determinar diferencias significativas

entre muestras y controles.

3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Para los ensayos celulares con enfoque en la fotoproteccion se seleccionaron los extractos
acetona-agua 75-25% y acetona agua 25-75% de R. officinalis y T. vulgaris y los extractos
acetona-agua 50-50% Yy acuoso de las hojas de S. sonchifolius, toda vez que presentaron las
mayor actividad bioldgica en cuanto a propiedades antioxidantes y antienvejecimiento, esta
ultima medida como la capacidad para inhibir enzimas relacionadas con el proceso de

envejecimiento. Estos resultados se mostraron y explicaron en el capitulo 11 de éste trabajo.

3.2.1 Efecto de los extractos sobre la viabilidad de fibroblastos dérmicos humanos

El efecto citotoxico de los extractos de T. vulgaris y R. officinalis obtenidos con acetona
acuosa al 75% y del extracto de hojas de S. sonchifolius, obtenido con acetona acuosa al 50%
sobre HDF después de 24 h de tratamiento, se determino por el método WST-8. Para la
evaluacion del efecto de los extractos sobre la viabilidad de los HDFa, los extractos fueron
evaluados en un rango de concentraciones entre 2.5y 200 pg/mL y los resultados se muestran
en la Figura 9. Concentraciones de extracto de R. officinalis inferiores a 5 pg/mL no

presentaron ningun efecto toxico sobre la viabilidad de HDF, por su parte, los extractos de
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T. vulgaris y S. sonchifolius no presentaron toxicidad para los HDF a concentraciones
menores a 10 pg/mL. Para las tres especies el uso de concentraciones superiores a los valores
definidos atras presenta altos porcentajes de citotoxicidad: 91% para R. officinalis a 10
pg/mL, 84% y 50% para T. vulgaris y S. sonchifolius a 20 pg/mL respectivamente.
Concentraciones de 2.5 pg/mL de ambas especies, incrementaron mas del 40% la viabilidad
con respecto a las células no tratadas, sugiriendo por tanto, una posible accion en la
cicatrizacion de heridas por su efecto positivo en la proliferacion de HDF. El extracto de
yacon presento6 el menor efecto toxico sobre los HDF ya que concentraciones inferiores a 10
pg/mL no mostraron ningun perturbador sobre la viabilidad celular. No obstante,

concentraciones inferiores de esta especie, no mostraron efecto sobre la proliferacion celular.
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Figura 9. Efectos de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius sobre la
Viabilidad celular. La viabilidad celular de los fibroblastos en pretratamiento con extractos
acetona-agua 75-25% de R. officinalis y T. vulgaris y extracto acetona-agua 50-50% de hojas
de S. sonchifolius fue medido mediante el ensayo WST-8. Los fibroblastos fueron tratados
con extractos durante 24 h a concentraciones desde 2.5 a 200 pg/mL. Todos los datos son
mostrados como el promedio + S.D de tres replicas independientes del ensayo. *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.0001, nsp>0.05 comparado con el control correspondiente a un 100% de
viabilidad celular (no mostrado en la grafica) determinado por ANOVA one way Y el test de
Tukey.

Aunque en general se observo un comportamiento dosis-dependiente, algunos resultados se

presentaron andémalos como el caso de S. sonchifolius a 5 pg/mL, el cual presentd una
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viabilidad més baja que a 10 pg/mL. Lo anterior probablemente sea el resultado de las fallas
propias de éste ensayo de viabilidad celular, encargado de determinar la funcion mitocondrial
de las células. A pesar de ser uno de los ensayos de viabilidad celular de mayor sensibilidad
y mas usados para éste tipo de células!!*, este se evaltia con células aun adheridas al plato de

cultivo.

Ademas de requerirse un rango de concentraciones no toxicas para los HDF en los cuales lo
extractos pudiesen ser evaluados, se requiere determinar las condiciones de irradiacion
Optimas para los fibroblastos, que pudiesen generar un estimulo, sin presentarse como toxica
para los mismos HDF. Para ello se evaluo la viabilidad celular mediante WST-8 cuando los
HDF fueron sometidos a diferentes intensidades de radiacion UVB (25, 50, 100, 200 y 400
mJ/cm2) y a 24 y 48 h posteriores a la irradiacion. Para la radiacion UVB se encuentran picos
maximos de intensidades entre las 12:00 pm y la 1:00 pm con valores de hasta 40 pW/cm?,
por tanto una intensidad de 200 mJ/cm? corresponderia a 55 veces la exposicion presentada
entre las 12:00 y la 1:00pm**®. Los resultados de la viabilidad celular ante la exposicion a

radiacion UVB son presentados en la Figura 10.
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Figura 10. Efecto de la radiacion UVB en la viabilidad celular de HDF. Los fibroblastos
fueron irradiados con radiacion UVB entre 25-400 mJ/cm?, posterior a una incubacion de 24
0 48 h se determina la viabilidad celular mediante WST-8. Todos los datos son mostrados
como la media + S.D de tres replicas independientes del ensayo. P valor < 0.0001, “p<0.05,
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*k*k

“p<0.005, ““p<0.0001, "p>0.05 comparado con el respectivo control determinado por
ANOVA one way Y aplicando el postest de Tukey.

La viabilidad de los fibroblastos dérmicos posterior a la exposicion UVB fue medida
mediante el ensayo WST-8. Como control se usaron células sin irradiar bajo las mismas
condiciones experimentales de incubacion y cambios de medio. Los resultados de ambos
tiempos post irradiacion se presentan de manera dosis y tiempo dependientes, disminuyendo
la viabilidad celular con el incremento de la intensidad en la irradiacion y con el tiempo de
incubacién. Transcurridas 24 h de incubacién post-irradiacion, se presenté una viabilidad
minima de 65% para una irradiacion de 400 mJ/cm?. Una intensidad de 25 mJ/cm? para
ambos tiempos de incubacion presenta un efecto proliferativo, aunque sin significancias
estadisticas respecto al control, aumentando el 17 y el 13% respectivamente, respecto al
control sin irradiacion UVB. La viabilidad de los HDF no se ve afectada significativamente
con exposiciones inferiores a 50 mJ/cm? ni a 24 ni a 48h posterior a la incubacion. En este
punto se presenta una viabilidad celular de alrededor de 83%. Para el caso de incubacién
post-irradiacion, la intensidad de 100 mJ/cm? muestra una viabilidad moderada (>75%), a
pesar de representar una diferencia estadistica con respecto al control. Por lo tanto, se
presenta como una irradiacion aceptada y poco toxica para los HDF. Intensidades superiores
estimulan los procesos apoptoticos de los fibroblastos inducido por las caspasas-8 y -3, las
cuales incrementan su expresion mediante el estimulo de la radiacion UVB, y se ven
altamente sobre-reguladas después de 12 h posterior a la irradiacion*’. Es precisamente el
efecto encontrado en la viabilidad de HDF, la cual se ve reducida no solo por incremento de

la intensidad UVB sino por el tiempo de incubacion post-irradiacion.
3.2.2 Determinacion del efecto fotoprotector de los extractos R. officinalis, T. vulgaris

y hojas de S. sonchifolius sobre HDF sometidos a radiacién UVB

La exposicion cronica o aguda de la piel a la radiacion UV induce envejecimiento prematuro,
y afecta el fenotipo de diversas células, incluyendo queratinocitos, células dendriticas y
fibroblastos, alterando la estructura o componentes de la matriz extra celular (ECM)*®. Entre

los componentes, tal como se ha informado previamente, se encuentra el colageno, la elastina
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y los glicosaminoglicanos (GAGS), cuyas principales funciones son mantener la fuerza,
elasticidad e hidratacion de la piel, respectivamente. La exposicion excesiva a la radiacion
UV, principalmente la radiacion UVB, induce la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Estas ROS activan vias de transduccién de sefiales intracelulares como proteinas
quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) las cuales inducen los factores de transcripcion
NFxB y AP-1, quienes estimulan la transcripcion de MMP-1, MMP-3 y MMP-9'%" y |a
subsecuente degradacion de los componentes de la ECM col&geno y elastina. Por otro lado,
el factor de transcripcion AP-1 también inhibe la sintesis de pro-colageno, a partir del cual
se forma el colageno activo, al inhibir el efecto del factor de crecimiento transformante f3
(TGF-B) que consecuentemente reduce la transcripcion de los genes colageno tipo Ial
(COL1A1) y COL3AL, quienes codifican los precursores del colageno tipo |y tipo Il
respectivamente®’. Esto desencadena un incremento en la eliminacion de colageno y elastina
y una disminucién en su sintesis, afectando la fuerza y elasticidad de la piel y llevando a la
aparicion de arrugas. Por tanto, para determinar las propiedades fotoprotectoras y
antienvejecimiento de extractos de R. officinalis (R4 y R6), T. vulgaris (T4 y T6) y hojas de
S. sonchifolius (HY5 y Hy7), se evalud el efecto sobre la produccion de MMP-1 y ROS en
HDF, inducida por la radiacion UVB. Ademas, se determind el efecto de los extractos en la
produccién de pro-colageno, la cual es notablemente reducida por accién de la radiacién
UVB.

3.2.2.1 Efecto de la radiacion UVB sobre la produccién de MMP-1 en HDF

Con el fin de evaluar el efecto de los extractos sobre la produccion de MMP-1 en HDF
cuando son sometidos a irradiacion UVB, se determind inicialmente el efecto de la radiacion
UVB en HDF y su produccion de MMP-1. Se evaluaron los sobrenadantes de los cultivos
celulares sometidos a radiaciones UVB (25, 50, 100 y 200 mJ/cm?) después de periodos de
incubacion de 24, 48 y 72 h (Figura 11). La produccion de MMP-1 a 24 h no presentd un
efecto dosis-dependiente, pues no se encuentran valores significativos entre el control y las
irradiaciones de 25 a 100 mJ/cm?. Contrario a lo esperado a 200 mJ/cm?, se disminuye cerca
del 73% respecto al control sin estimulo UVB. En el caso de la produccion de MMP’s luego

de 48 h de incubacion, no se presentd una homogeneidad en los resultados, sin embargo se
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encontro diferencias estadisticamente significativas a 100 mJ/cm?, en donde se presenté un
incremento significativo (52%). No obstante, éstas evidencias no son resultado de un
comportamiento dosis-dependiente, caso contrario al observado para las mediciones de
produccion de MMP-1 a 72 h de incubacion post-irradiacion, en la cual se logré evidenciar
efecto dosis dependiente con la irradiacion suministrada a los HDF. Para un tiempo de
incubacion de 72 h post-irradiacion se presentaron incrementos de 38, 86 y 120% en los
niveles de MMP-1 respecto al control basal -sin radiacion UVB, cuando las células son
estimuladas con irradiaciones de 50, 100 y 200 mJ/cm?. Por lo tanto, se considera que 72 h
posteriores a una irradiacion de 100 mJ/cm?son las condiciones dptimas para la medicion en

la produccion de MMP-1 en HDF (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la radiacion UVB en la produccién de MMP-1 en HDF. A) 24 h post-
irradiacion, B) 48 h post-irradiacion, C) 72 h post irradiacion. Para todos los tiempos se
suministraron 25, 50, 100 y 200 mJ/cm?. Los resultados se expresan como la media + S.D
para tres experimentos triplicados independientes de un mismo ensayo Todos los datos son
mostrados como la media = S.D de tres replicas independientes del ensayo. P valor < 0.0001,
“p<0.05, p<0.005, ““p<0.0001, "p>0.05 comparado con el respectivo control determinado
por ANOVA one way Y aplicando el postest de Tukey.
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3.2.2.2 Efecto de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius sobre la

produccion de MMP-1 en HDF estimulados con radiacion UVB

La produccion de MMP-1 fue evaluada en los sobrenadantes obtenidos del cultivo celular de
HDF pre-tratados con extractos de R. officinalis (R4 y R6), T. vulgaris (T4 y T6) y S.
sonchifolius (HY5 y HY7) durante 24 h, estimulados con UVB a 100 mJ/cm? e incubados
durante 72 h a 37°C y 5% CO.. Los resultados se presentan en la Figura 12 y se encuentran

normalizados respecto a la viabilidad celular presentada en el ensayo.
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Figura 12. Efecto de los extractos sobre la produccion de MMP-1 en HDF estimulados con
UVB. Actividad supresora de R4, R6, T4, T6, HY5 y HY7 a 2.5 ug/mL usando EGCG a 25
UM y controles de células irradiadas y sin irradiar bajo las mismas condiciones
experimentales de tiempo y cambio de medio en la produccion de MMP-1 determinado por
ELISA. Los resultados se expresan como la media + S.D para tres experimentos triplicados
independientes de un mismo ensayo Todos los datos son mostrados como la media + S.D de
tres replicas independientes del ensayo. P valor < 0.0001, “p<0.05, “p<0.005, ““p<0.0001,
"p>0.05 comparado con el control sin radicacion UVB determinado por ANOVA one way
y aplicando el postest de Tukey.

La exposicion a la radiacion UVB incrementd 155% la produccién de MMP-1 en HDF con
respecto a HDF no irradiados. El pre-tratamiento de fibroblastos con los extractos de R.
officinalis (R6) redujo en un 35% la produccion de MMP-1 y no presentd diferencias

estadisticamente significativas con el control de HDF sin estimulo UVB. Por otro lado, los
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extractos de S. sonchifolius (HY5), T. vulgaris (T6) y R. officinalis (R4) lograron reducir en
20% (p<0.05), 11% (p<0.05) y 5.5% (p<0.005) respectivamente, la produccién de MMP-1
respecto al control de células irradiadas con 100 mJ/cm?. Los extractos T4 y HY5 no
disminuyeron la produccion de MMP-1, por el contrario se presentan incrementos del 10%
y 42% respecto al control de células irradiadas. Aunque se presentaron interesantes
actividades supresoras de la produccién de MMP-1 con el extracto de R. officinalis (R6), los
efectos observados fueron menores al presentado por el compuesto de referencia EGEG, el
cual es ampliamente utilizado en productos antienvejecimiento. Previamente se ha
demostrado que el efecto de EGEG en la disminucion en la produccion de MMP-1, se debe
a la activacion de los factores AP-1y NF-kf*!8, el cual logré disminuir alrededor del 56% la
produccion de MMP-1 respecto al control de células irradiadas, un valor muy cercano al de
la MMP-1 en células no irradiadas. A pesar de las diferencias entre ambos resultados,
ninguno de los dos presentd diferencias estadisticas con el control de células sin radiacién
UVB, lo que sugiere la potencialidad del uso del extracto R6 en la prevencion de
fotoenvejecimiento debido a la exposicion UVB. Adicional a esto, existen varios reportes
sobre los efectos fotoprotectores de R. officinalis®26:2842119 entre los cuales se encuentran
estudios del extracto acuoso y del acido carnosico, que indican una inhibicion en la expresion
de MMP-1 inducida por radicacion UVB. Algunos reportes indican que los extractos de R.
officinalis son agentes fotoprotectores mediante su accion en las reacciones generadas por
los ROS, sin embargo, no se puede sesgar el analisis Unicamente a su alta actividad
antioxidante. Es necesario realizar otro tipo de analisis y la evaluacion de compuestos

quimicos aislados, para determinar el mecanismo de accion de su efecto fotoprotector.

3.2.2.3 Efecto de la radiacion UVB sobre la produccion de pro-colageno tipo Io.l en HDF

Con el objetivo de determinar el efecto que tiene la radiacion UVB en la produccion de pro-
colageno tipo lal, los HDF son sometidos a diferentes intensidades de irradiacion UVB. Se
colageno usando el kit de ensayo pro-colageno I al Humano DuoSet Kit de ELISA (R&D
systems.; USA). Se evaluaron los sobrenadantes de los cultivos celulares sometidos a
radiaciones UVB (25, 50, 100 y 200 mJ/cm?) después de periodos de incubacion de 24, 48 y
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72 h (Figura 13). Se determind que las condiciones Optimas para la evaluacion en la
produccidn de pro-colageno usando UVB como estimulo inhibidor de ésta proteina son 100
mJ/cm? de intensidad UVB y 24 h de incubacion post-irradiacion, pues a éstas condiciones,
los niveles de pro-coldgeno disminuyen més del 40% con respecto a los niveles basales.
Aunque la irradiacion a 200 mJ/cm? a 24 horas post irradiacion genera una disminucion de
cerca del 60% de pro-colageno, ésta intensidad genera efectos negativos importantes en la
viabilidad, disminuyéndola hasta cerca del 50% (Figura 10), por lo tanto, no es Optima para
éste ensayo. Cabe notar que ninguno de los demas tiempos e intensidades de radiacion

presenté diferencias tan marcadas como las encontradas a 100 md/cm? y 24 h post-

irradiacion.
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Figura 13. Efecto de la radiacion UVB en la produccion de pro-coldgeno tipo I al en HDF.
A) 24 h post-irradiacion, B) 48 h post-irradiacion, C) 72 h post irradiacion. Para todos los
tiempos se suministraron 25, 50, 100 y 200 mJ/cm?. Los resultados se expresan como la
media + S.D para tres experimentos triplicados independientes de un mismo ensayo Todos
los datos son mostrados como la media £ S.D de tres replicas independientes del ensayo. P
valor < 0.0001, “p<0.05, “p<0.005, ““p<0.0001, "p>0.05 comparado con el respectivo
control HDF sin irradiar determinado por ANOVA one way Yy aplicando el postest de Tukey.
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3.2.2.4 Efecto de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius sobre la

produccion de pro-colageno tipo I al en HDF estimulados con radiacion UVB

Durante el proceso de fotoenvejecimiento de la piel los precursores de colédgeno 1y Il se
encuentran significativamente reducidos en la dermis papilar, y su reduccion correlaciona
con la severidad clinica del fotoenvejecimiento®. Esta reduccion es resultado de la inhibicion
en la biosintesis de pro-colageno y el incremento de los MMP. El efecto de los MMP’s en
los fibroblastos estimulados con UVB ya fue evaluado en la seccion anterior (3.2.2.2), no
obstante, el objetivo de éste apartado es determinar el efecto de los extractos sobre la
produccion de pro-colageno tipo I a1 en HDF estimulados con radiacion UVB. Se evaluaron
los extractos de R. officinalis (R4 y R6), T. vulgaris (T4 y T6) y S. sonchifolius (HY4 y HY®6)
a5 pg/mL bajo las condiciones determinadas anteriormente 100 mJ/cm? y 24 h de incubacion

post-irradiacién (Figura 13). Los resultados se encuentran ilustrados en la Figura 14.
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Figura 14. Efecto de los extractos sobre la produccion de pro-colageno tipo Ial en HDF
estimulados con UVB. Actividad de R4, R6, T4, T6, HY5 y HY7 inductora de pro-colageno
tipo Ial a 5 pg/mL usando EGCG a 25 uM y controles de células irradiadas y sin irradiar
bajo las mismas condiciones experimentales de tiempo y cambio de medio, determinado por
ELISA. Los resultados se expresan como la media + S.D para tres experimentos triplicados
independientes de un mismo ensayo Todos los datos son mostrados como la media = S.D de
tres replicas independientes del ensayo. P valor < 0.0001, “p<0.05, ""p<0.005, ““p<0.0001,
"p>0.05 comparado con el control sin radiacion UVB determinado por ANOVA one way y
aplicando el postest de Tukey.

87



La produccion de pro-colageno disminuye 55% en las células irradiadas (100 mJ/cm? UVB)
respecto a las células sin irradiar cuando son sometidas a las mismas condiciones
experimentales de cambio de medio y tiempos de incubacion (24 h post irradiacion, y 24
horas de pre-tratamiento pre-irradiacion). El efecto de los extractos sobre la produccion de
pro-colageno tipo Ial en HDF estimulados con UVB fue evaluado tras un proceso de
pretratamiento de 24 h con los extractos. Los resultados en cuanto a la produccién de pro-
colageno para los HDF tratados con los extractos T6, R6, HY5, HY7, HY7 y el control EGCG
no presentaron diferencias estadisticamente significativas con el control basal (sin radiacion
UVB), aunque fue el control EGCG el que increment6 en mayor medida la produccién de
pro-colageno (20% mas que el control basal y 180% respecto a los HDF irradiadas). Los
extractos de R. officinalis R6 y S. sonchifolius (HY7) lograron incrementar en 150% y 133%
la produccion de ésta proteina respecto a los HDF irradiados, inclusive sobrepasan en 12% y
5% la produccion de pro-colageno basal. Esto puede ser sumamente beneficioso para evitar
la fragmentacion y pérdida de la estructura causada por la disminucién de colageno en la piel
debido a la disminucion en la sintesis de su precursor pro-colageno. Si bien tal disminucion
es debida a efectos sinérgicos que se generan durante el envejecimiento, en mayor medida se
da por la exposicion a la radicacion UV®. Los extractos de T. vulgaris (T6) y S. sonchifolius
(HY5y HYT7), igualmente lograron incrementar los niveles de pro-colageno en HDF en 86%,
74% y 133% respecto a las células irradiadas, niveles muy cercanos a los encontrados en el
estado basal.

La disminucion de los niveles de pro-colageno en HDF inducida por radiacion UVB es
debida a diversos mecanismos, entre ellos se encuentran procesos apoptoticos de los
fibroblastos lo que conlleva a una disminucion de éstas células en la dermis, generando en
igual proporcion una disminucion en la produccion de pro-colageno®”'%; y la induccion y
sobre-expresion de la proteina activadora AP-1, la cual regula negativamente la transcripcion
de los genes (COL1A1 y COL2A?2) que codifican para el pro-colageno tipo 1'%, Otro de los
mecanismos envueltos en el proceso de inhibicion de pro-colageno es mediante mecanismos
paracrinos, en los cuales se encuentra el factor TGF-B2%. Este factor es la principal citoquina

profibrética encargada de estimular el crecimiento de los fibroblastos dérmicos, inducir la
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secrecion de colageno y elastina a la ECM y de inhibir la expresion de algunas MMP’s. La
exposicion a radiacion UVB perjudica la via de sefializacion generada por TGF-f mediante
la reduccion en la expresion de TRRII y el incremento de Smad7 alterando el paso inicial de
la via de sefializacion de TGF- p/Smad. Lo anterior conlleva a una regulacion negativa de la
sintesis de pro-colageno contribuyendo a la disminucion en los niveles de pro-colageno en
los fibroblastos dermicos®. En éste estudio no es posible hacer un acercamiento a los posibles
mecanismos de accion de los extractos que han logrado incrementar de manera significativa
los niveles de pro-colageno en fibroblastos dérmicos. Para ello se es necesario recurrir a otras
técnicas de transcripcidn genética que no son el enfoque de éste trabajo. Los extractos pueden
estar actuando de manera sinérgica con uno o varios mecanismos o simplemente actuando
como captadores de radicales evitando que todas las reacciones en cascada generada por los
ROS inducidos por UVB se lleven a cabo. Por lo pronto, se pueden resaltar que los extractos
de R6, HY5, T6 y HY7 pueden ser agentes beneficiosos para el cuidado de la piel y para el
desarrollo de productos anti-envejecimiento debido a su capacidad de prevenir la

degradacion del pro-colageno tipo | en HDF.

3.2.2.5 Efecto de la radiacion UVB sobre la produccién de ROS en HDF

El estrés oxidativo juega un rol esencial en la iniciacion y propagacion de los eventos de
sefializacion que se genera en los fibroblastos como respuesta a la exposicion a la radiacion
UV. Las radiacion UV incrementa el peréxido de hidrogeno y otros ROS en la piel, pero
ademas promueve la reduccion de antioxidantes endogenos®. Para determinar el efecto de
la radiacién UVB sobre la produccion de ROS en HDF se evaluaron diferentes intensidades
de radiacion (20, 35, 50, 100 y 200 mJ/cm?) usando H,O2 como control positivo de oxidacion,
Quercetina a 250 UM como agente captador de radicales y HDF sin irradiar para simular los
niveles basales de ROS. Los resultados se presentan en la Figura 15, representados en

términos del incremento de fluorescencia.

La produccion de ROS en HDF incrementa de manera dosis dependiente con la intensidad
de la irradiacion aplicada expresada en términos de fluorescencia la cual es directamente

proporcional a la cantidad de ROS intracelular. A pesar de no generar diferencias
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estadisticamente significativas el control de H202, generd un incremento de 89% respecto al
control basal muy similar al incremento de ROS generado por la irradiacion a 20 mJ/cm? la

cual tuvo un incremento de 5% respecto al control de oxidacion (H205).
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Figura 15. Efecto de la radiacion UVB sobre la produccion de ROS en HDF. Los HDF (5x10*
células/pozo) fueron cultivadas en platos de 96 pozos durante 24 h. posteriormente las células
fueron tratadas con DCF-DA (25 pM) durante 45 min a 37°C y 5% CO: e irradiadas con
diferentes intensidades de radiacion UVB, se us6 H202 a 400uM como control positivo de
oxidacion en las células. La fluorescencia fue medida como indicador de produccion de ROS
intracelular. Los resultados se expresan como la media + S.D para tres experimentos
triplicados independientes de un mismo ensayo, todos los datos son mostrados como la media
+ S.D de tres replicas independientes del ensayo. P valor < 0.0001, “p<0.05, ““p<0.005,
“*p<0.0001, "p>0.05 comparado con el control sin radiacion UVB (basal) determinado por
ANOVA one way Y aplicando el postest de Tukey.

En adelante la produccién de ROS incrementa de manera exponencial, generando diferencias
estadisticamente significativas y alcanzando un incremento maximo de 710% para la
irradiacion de 200 mJ/cm?. En este punto es necesario aclarar que aunque en los estudios de
los efectos de UVB sobre la viabilidad de HDF, la intensidad de 200 mJ/cm? generaba niveles
de citotoxicidad de 28% y 49% a las 24 y 48 h de incubacién post irradiacion
respectivamente, para la evaluacion de la produccion de ROS, el periodo de incubacion post-
irradiacién fue de 1 h, periodo en el cual no se presentd toxicidad a las intensidades UVB
evaluadas. En cuanto al control de Quercetina como captador de radicales, se pueden
observar reducciones de hasta el 57% en la produccion de ROS para la irradiacion a 200
mJ/cm?. En vista que el estimulo con 200 mJ/cm? de UVB en HDF genera los niveles mas
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altos de ROS sin afectar la viabilidad celular al tiempo de incubacion establecido por el
método, se determino esa intensidad UVB para la evaluacién del efecto de los extractos sobre

la produccion de ROS en HDF.

3.2.2.6 Efecto de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius sobre la
produccion de ROS inducido por UVB en HDF

Los extractos de R. officinalis R4, T. vulgaris T4 y S. sonchifolius HY5 fueron evaluados a
diferentes concentraciones de 2.5, 10 y 20 pg/mL y durante 24 h de pre-tratamiento con los
HDF. El efecto sobre la produccion de ROS se encuentra en la figura 16, usando como

controles Quercetinay EGCG a 25 uM y células sin irradiar para el control basal.
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Figura 16. Efecto de los extractos R4, T4 y HY5 sobre la produccion de ROS inducida por
UVB en HDF. Los HDF (5x10* células/pozo) fueron cultivadas en platos de 96 pozos durante
24 h. posteriormente las células fueron tratadas con los extractos a concentraciones de 2.5,
10 y 20 pg/mL y DCF-DA (25 uM) durante 45 min a 37°C y 5% CO: e irradiadas a 200
mJ/cm2, como control basal se usaron células sin irradiar ni pre tratadas con extractos, se
usaron EGCG y Quercetina a 25 pM como controles. La fluorescencia fue medida como
indicador de produccién de ROS intracelular. Los resultados se expresan como la media +
S.D para tres experimentos triplicados independientes de un mismo ensayo, todos los datos
son mostrados como la media = S.D de tres replicas independientes del ensayo. P valor <
0.0001, “p<0.05, “p<0.005, ““p<0.0001, "p>0.05 comparado con el control de Quercetina
determinado por ANOVA one way Y aplicando el postest de Tukey.
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Los extractos seleccionados para la determinacion del efecto modulador sobre la produccion
de ROS en HDF inducida por radiacion UVB fueron aquellos que in-vitro presentaron altos
niveles de capacidad captadora de radicales, de esta manera R4, T4 y HY5 fueron usados a
concentraciones que no presentaron toxicidad en los HDF a las condiciones experimentales.
Los extractos de T. vulgaris y R. officinalis a concentraciones de 2.5 y 10 pg/mL
disminuyeron significativamente la produccion de ROS intracelular entre un 44% y 55% y
no presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control de
Quercetina que disminuyd la produccion de ROS en 33% respecto al control de células
irradiadas. El extracto de S. sonchifolius disminuyé en menor medida la produccién de ROS,
siendo la concentracion de 2.5 pg/mL la que modulé en mayor medida las ROS con una
disminucion del 30% respecto a las células irradiadas. Se observa un efecto inverso respecto
a la produccion de ROS inducidos por UVB vs la concentracion de extracto usada, lo cual
indica que son las concentraciones mas bajas de los extractos las que logra modular en mayor
medida la produccion de ROS. Posiblemente las concentraciones mas altas comienzan a
generar efectos toxicos sobre las células aunque a las condiciones experimentales no se
presenten efectos adversos en la viabilidad celular. Lo anterior soporta los ensayos iniciales
sobre el efecto de los extractos en la viabilidad celular de los HDF en los cuales se demostrd
que concentraciones superiores a 10 pg/mL, afectan considerablemente la viabilidad celular
(<50%). Segun los resultados obtenidos en éste estudio, es posible que las concentraciones
mas altas de los extractos incrementan de manera considerable la produccion de ROS, dando
como resultado procesos apoptoticos; por lo tanto la formacién concomitante de ROS en
HDF expuestos a altas concentraciones de extracto y radiacion UVB, puede ser responsable
del efecto observado con el incremento de la concentracion en cuanto a la produccién de
ROS en HDF.

En las teorias de las causas del envejecimiento, las ROS se considera que constituyen uno de
los principales factores que contribuyen a los cambios fisiologicos que se observan durante
el envejecimiento. Sin embargo, las ROS juegan un papel mas crucial en el proceso de
fotoenvejecimiento. Posterior a la radiacion UV, las ROS comienzan a liberar citoquinas pro-

inflamatorias y factores de crecimiento, especificamente la proteina activadora AP-1 y el
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factor nuclear NF-«kB los cuales regulan positivamente MMP’s como MMP-1,-3,-8 y -9
generando por defecto la degradacion de las proteinas que componen la estructura funcional
de la ECM. De hecho, MMP-1 estd asociado con la delecion de DNA mitocondrial,
reforzando la posibilidad que ROS se encuentran altamente relacionados en esta via.
Ademas, se ha demostrado que las ROS decrecen la expresion el factor de crecimiento
transformante TGF-B el cual es el encargado de comenzar la cascada de sefalizacion
encargada de estimular la sintesis de pro-colageno tipo I. Por lo tanto, una regulacion
negativa de TGF- B conlleva a una disminucion en la sintesis de pro-coldgeno y a una

disminucion de colageno en la ECM.

En resumen, se evaluaron diversos mecanismos enfocados en la fotoproteccién de los
componentes de la ECM, especialmente el coladgeno, para ello se evaluaron extractos de R.
officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius. Todos los extractos expresaron potenciales
propiedades fotoprotectoras mediante la disminucién de MMP-1 (T6, R6 y HY5), incremento
en la produccion de pro-colageno (T6, R6, HY5 y HY7) y disminucién de ROS inducidas
por radiacion UVB (T4 y R4). Sin embargo, los extractos de R. officinalis presentaron las
mejores propiedades fotoprotectoras, logré disminuir de manera considerable la produccion
de MMP-1 en HDF estimulados con radiacion UVB, llegando a niveles sin significancia
estadistica con el control basal. Ademas, en HDF estimulados con radiacion UVB, el extracto
R6 es capaz de mantener los niveles de pro colageno, inclusive incrementando en un 12% la
produccion de pro-coladgeno con respecto al estado basal. Finalmente, bajas concentraciones
de extracto R. officinalis logran modular las ROS inducidas durante la exposicion a la
radiacion UVB protegiendo los HDF de los efectos nocivos generados por las ROS. Aunque
no es posible determinar exactamente el mecanismo por el cual el extracto logra proteger los
HDF de la radiacion UVB, con las evidencias obtenidas en éste estudio es posible decir que
los extractos de R. officinalis logran inhibir en gran medida la secuencia de reacciones
generadas por los ROS inducidos por radiacion UVB, disminuyendo la produccion de MMP-
1y estimulando la sintesis de pro-colageno tipo Ia1. Con las anteriores evidencias se pueden
postular los extractos de T. vulgaris, S. sonchifolius y en especial de R. officinalis (tanto

extractos individuales como mezclas de ellos debido a efectos sinérgicos) como potenciales
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ingredientes naturales fotoprotectores con propiedades antienvejecimiento, mediante el
cuidado de los componentes de la matriz-extracelular. Ademas, estas especies se encuentran
aprobadas en el CosIng*??como ingredientes naturales como acondicionadores de la piel. No
obstante, se requieren estudios adicionales especialmente de caracterizacion quimica, y
pruebas in-vivo que demuestren la eficacia y seguridad de los extractos como ingredientes en
formulaciones cosméticas. En este sentido, el proposito del siguiente capitulo versa sobre la
caracterizacion quimica de los extractos evaluados, y en la determinacion de los posibles

metabolitos responsables de la bioactividad observada.
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4 CAPITULO IV
CARACTERIZACION QUIMICA E IDENTIFICACION TENTATIVA DE
METABOLITOS BIOACTIVOS FOTOPROTECTORES

El anélisis de los metabolitos secundarios, especialmente aquellos que se encuentran en
matrices biologicas complejas, es de gran importancia dentro del campo de las ciencias
bioldgicas. Uno de los principales objetivos del estudio de metabolitos en muestras complejas
es el descubrimiento de compuestos bioactivos. Sin embargo, las técnicas convencionales
para la identificacién y aislamiento de estos compuestos se basan en fraccionamientos
biodirigidos, los cuales requieren gran cantidad de material vegetal, demandan una gran
cantidad de tiempo y materiales para su aislamiento; y se corre el riesgo de obtener moléculas
poco activas por posible degradacion de la muestra o inclusive por efectos sinérgicos que

pueden estar ocurriendo en el extracto o fraccion!?,

El fingerprint cromatografico es una técnica analitica que cobra cada vez mas fuerza en el
campo de los productos naturales, ya que proporciona la evaluacion multi-componente de
extractos vegetales. Ademas, el fingerprint permite realizar de manera rapida la clasificacion
de muestras complejas, con actividades bioldgicas que presentan dichas muestras. Asi, el
propdsito de éste método no se basa en la identificacion de cada metabolito de manera
individual, sino comparar patrones del fingerprint cromatogréfico y estos como afectan un
sistema bioldgico dado, permitiendo la generacion de hipdtesis sobre sefiales que se
encuentren relacionadas con determinada actividad biologica'®*. El uso de herramientas
estadisticas como andlisis de correlacién y loadings obtenidos de modelos de analisis
multivariado ayudan a encontrar nuevos ingredientes bioactivos basados en sus
caracteristicas cromatograficas sin necesidad de generar un identificacion exhaustiva??,
permitiendo la modelacion y el desarrollo de métodos integrados rapidos y sencillos para la

identificacion de posibles marcadores de actividad.

El objetivo de éste capitulo es hacer uso de herramientas analiticas como el desarrollo de

fingerprints mediante HPLC-DAD-MS, estandares de referencia seleccionados con base en
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reportes de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius y herramientas estadisticas de
comparacion, discriminacion y similitud de muestras, con el fin de sugerir los metabolitos
responsables de las actividades antioxidantes (ORAC, FRAP) y anti-envejecimiento (anti-
colagenasa, anti-elastasa, anti-hialuronidasa) presentes en los extractos de las especies

bioactivas (capitulo II).
4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Material vegetal y elaboracion de extractos

El tratamiento del material vegetal, su obtencion desinfeccion, almacenamiento y la
elaboracion de los extractos se encuentra descrito en la seccion 2.1.1. Para el analisis
cromatografico se emplearon 7 extractos de diferente polaridad de R. officinalis, T. vulgaris
y S. sonchifolius, para un total de 21 extractos.

4.1.2 Material de referencia empleado

Se seleccionaron 13 estandares de referencia. Acido gélico, acido clorogénico, acido cafeico,
acido ferdlico, &cido isoferdlico, acido rosmarinico, hesperidina, luteolina, apigenina, timol,
scutellarina, acido carndsico y carnosol. Los estandares fueron preparados a 1000 y 500 ppm
dependiendo de la cantidad disponible para cada uno. Partiendo de esta solucion, se
prepararon 400 pL a 50 ppm diluidos en acido acético 0.1% y metanol grado HPLC en una
proporcion 50:50 tanto individualmente como en mezcla. Las soluciones stock de 500 y 1000
ppm fueron almacenadas en viales ambar a -20°C. El anlisis cromatografico se realiz6 con

las soluciones de 50 ppm frescas.
4.1.3 Preparacion de muestras

Las soluciones stock preparadas a 30 mg/mL (2.1.2) son sonicadas durante 15 minutos a
30°C. Luego las muestras son centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos para finalmente
preparar 400 pL de las soluciones a 1000 ppm diluidas en &cido acético 0.1 y metanol en una

proporcién 50:50.
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4.1.4 Anélisis cromatografico de los extractos mediante HPLC-DAD-MS

El andlisis cromatografico mediante HPLC, se llevd a cabo en un equipo Agilent series 1200
(Agilent technologies, palo Alto, CA, USA), equipado con un desgasificador de vacio, un
automuestreador automatico, una bomba cuaternaria y un detector de arreglo de diodos
(DAD). La separacion de los compuestos se realizé usando una columna Zorbax SB RRTT
(alta resolucion y alto rendimiento), con un flujo de 1.0 mL/min y a una temperatura del
horno de la columna a 35°C. La fase mdvil de la metodologia optimizada, consistié en agua
acidificada con acido acético al 0.1% (A) y acetonitrilo (B), el gradiente linear utilizado fue
el siguiente: 0 min, 5% B; 1 min, 5% B; 2 min, 10% B; 11 min, 25% B; 13 min, 31% B; 15
min, 37% B; 30 min, 59% B; 35 min; 85% B; 38 min, 5% B. El volumen de inyeccién fue
de 5 pL tanto para los estandares como para los extractos. Los compuestos analizados fueron
monitoreados en el DAD a 254, 280, 320 y 360 nm y los espectros UV se registraron en un
rango entre 200 y 400 nm.

Con el objetivo de generar una confirmacion de la presencia de los compuestos utilizados
como estandares en los extractos evaluados, se desarroll6 un método mediante LC-MS, en
un equipo Agilent 1200 LC-DAD-MSD-Q (Agilent technologies, Palo Alto, CA, USA),
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y una deteccidon simultanea
mediante DAD. La ionizacion para los estandares y los extractos se optimizé mediante un
analisis por inyeccion de flujo (FIA). Las condiciones de ionizacién para las muestras y
estandares se llevaron a cabo empleando la fuente ESI y las siguientes condiciones para el
detector de masas: 60 psig; temperatura del gas de secado (N2) 350°C, temperatura del
vaporizador 400°C; voltaje del capilar 2.7 kV, Voltaje del fragmentor modo scan: 120 V;,
Voltaje del fragmentor modo SIM: 60-180V.

4.1.5 Andlisis multivariado de datos e identificacion tentativa de potenciales
metabolitos responsables de las actividades bioldgicas evaluadas

Para el analisis multivariado se tabularon los resultados obtenidos en HPLC-DAD a las 4
longitudes de onda evaluadas. Posibles contaminantes y ruido de la sefial se eliminaron con

la exclusion de areas inferiores a 5 mAU vy altura de rechazo de picos cuando eran inferior a
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1 mAU. Para este estudio, fueron aplicados los métodos de andlisis de componentes
principales y andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales. El coeficiente de
correlacion de Pearson fue usada para soportar los analisis anteriores. Adicionalmente, se
emple6 un modelo de regresion por correlacién de minimos cuadrados parciales (PLS) y un
analisis por correlacion de compuestos con la bioactividad, con el fin de establecer un analisis
de clasificacion a partir de los cromatogramas obtenidos para los extractos, y establecer
posibles correlaciones existentes entre las sefiales cromatogréficas con las diferentes

propiedades antienvejecimiento.

Los andlisis de componentes principales (PCA), regresién de minimos cuadrados parciales
(PLS) y analisis discriminante de minimos cuadrados (PLS-DA) fueron realizados en el
software para analisis estadistico R, version 3.1.2, usando los paquetes “muma”, mientras
que los andlisis de correlacion fueron realizados usando Statghapics Centurion XV. Los datos
fueron normalizados para ajustar diferencias entre las muestras ademas de transformaciones

logaritmicas, escalamiento tipo Pareto y auto escalado.

4.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

4.2.1 Caracterizacion de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonhifolius mediante HPLC-
DAD-MS

Los extractos de plantas suelen estar constituidos de cientos de compuestos con una amplia
diversidad quimica. Aunque muchos de ellos pueden estar en muy bajas concentraciones,
pueden ser compuestos importantes en cuanto a su actividad, pues entre ellos se presentan
efectos sinérgicos o antagonistas, y por tanto, se vuelven clave en la caracterizacion de los
extractos vegetales?>. Por ello, el desarrollo de fingerprint para la caracterizacion de
metabolitos en extractos vegetales ofrece una ayuda invaluable, ademas de proveer una

rapida clasificacion de las muestras!?®

. Aunque el principal objetivo es comparar muestras
mediante los perfiles obtenidos en la técnica analitica, mediante el uso de estandares de
referencia y detectores como el DAD y MS, es posible ademas determinar la presencia de

muchos compuestos en los extractos vegetales.
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Con el fin de evaluar la composicion de los extractos, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) ha sido la metodologia analitica elegida para la evaluacion de los
extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius, por su facilidad de operacion y
sensibilidad, ademas de representar una de las metodologias mas usadas para la
caracterizacion de extractos vegetales 212° La caracterizacion quimica fue realizada
mediante HPLC-DAD-MS, la cual es una técnica adecuada para la deteccion de compuestos
de diversa naturaleza (Tabla 2)¥?"%8, Esta caracterizacion se llevo a cabo usando una
columna sub 2 micras, permitiendo ajustar el método cromatografico convencional a un
método més rapido y con mayor resolucion'?®, En este estudio, se realizo la caracterizacion
quimica de los siete extractos de cada especies con solventes de diferente polaridad, basados
en el valor de la constante dieléctrica (Hexano, Acetato de etilo, acetona, acetona agua
75:25%, acetona agua 50-50%, acetona agua 25:75% y agua) (2.1.2). Esta diferencia de
polaridad afecta directamente el tipo de compuestos a ser extraidos'?®'?® y como
consecuencia, se afecta ademas la actividad de cada uno de los extractos, como se pudo
observar en los resultados de actividad bioldgica (Tabla 3 y 4). Una bateria de estandares fue
seleccionada para determinar su presencia o no en los extractos vegetales. Se usaron los
estandares acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, acido isoferulico,
acido rosmarinico, hesperidina, luteolina, timol, scutellareina, acido carndsico y carnosol
(Figura 17).
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Figura 17. Estructuras de estdndares usados para la deteccion en extractos de R. officinalis,
T. vulgaris y S. sonchifolius.

Los 21 extractos fueron evaluados bajo las mismas condiciones cromatograficas, las cuales
fueron optimizadas mediante un proceso sistematico utilizando los estandares de referencia
mencionados y los extractos de las especies. La mezcla de estandares fue analizada usando
las condiciones cromatograficas ya descritas. Asi, se desarrollé un método no isocratico con
un tiempo total de 38 min. En general se logré una buena separacion entre los 11 analitos
cumpliendo con los pardmetros cromatogréaficos de resolucién (>2), selectividad (>1) y factor
de retencion (k) entre 1 y 10 para 9 de los 11 analitos. Las ultimas dos sefiales se presentan
valores k superiores a 10, sin embargo esto no representa una desventaja en cuanto al
desarrollo del método analitico debido a la complejidad que representan los extractos
naturales, y por tanto diferencias tan grandes entre uno y otro metabolito permitiran una

mayor separacién en las muestras a evaluar. En la figura 18 se presenta un cromatograma
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representativo del método analitico desarrollado, tanto para los extractos como para el mix

de estandares y el gradiente de elusion utilizado.

Mix de estandares 50 ppm (DAD 280 nm) 1. Acido galico
o 2. Acido clorogénico
® & 3. Acido caféico
mAU{ + 2 < 4. Acido ferulico
11 & S 4 5. Acido isofertlico
3 _® 6. Acido rosmarinico
120 2l° 7. Scutellarina
~ ™~ 8. Luteolina
100; P 4 9. Timol
- Pl 10.Carnosol
80 © - 11.Acido carnésico
> ~
60 6 o q e -
S
40 @
9 g «©
N &
&
L 10}\ L.
T T T T l T T T T [ T T T T " T T T I T T T T [ T T T T ‘ T T T T " T T T T
5 10 15 20 25 30 35 min

Figura 18. Cromatograma mix de estandares 50 ppm a 280 nm. En orden de elucion: 1. Acido
galico; 2. Acido clorogénico; 3. Acido cafeico; 4. Acido fertlico; 5. Acido isoferdlico; 6.
Acido rosmarinico; 7. Scutellarina; 8. Luteolina; 9. Timol; 10. Carnosol; 11. Acido
carndsico. En linea punteada se representa el gradiente de elucion en porcentaje del solvente
B.

4.2.1.1 Fingerprint Rosmarinus officinalis

Los cromatogramas fingerprint para los siete extractos de R. officinalis son representados en
la figura 19. En ésta se presentan los fingerprint a una longitud de onda de 280 nm y cada
uno es comparado con el mix de estandares igualmente a 280 nm. Para los metabolitos en los
cuales se presenta la correspondencia en cuanto a tiempo de retencién con alguno de los
estandares del mix, se presentan los espectros UV (siempre y cuando las condiciones de
concentracion en la muestra lo permitiesen). Con el cambio en la polaridad del solvente de

extraccion, fue posible detectar el cambio en la diversidad quimica. En este sentido, es
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evidente que extracciones con solventes de caracter apolar generan una menor diversidad
quimica con tan solo 11 sefiales detectables. La diversidad quimica va incrementando
conforme se incrementa la polaridad, obteniendo la mayor cantidad de sefiales detectables en
el extracto acetona-agua 75-25% con 48 sefiales. Nuevamente se presenta una disminucion
en la cantidad de sefiales detectadas en los extractos de mayor polaridad, con 13 sefiales en
el extracto acuoso, por ejemplo, usando DAD 280 nm, longitud de onda en la cual fue posible

observar mayor cantidad de sefiales para los extractos de R. officinalis.

Para cada uno de los extractos se realizd un analisis comparativo en cuanto al tiempo de
retencion y espectros UV obtenidos en la sefial cromatogréafica, con el fin de determinar la
posible presencia de los estandares referenciados en las muestras evaluadas. Se determin6
asi la posible presencia de carnosol (10) y acido carnosico (11) en el extracto de hexano,
presentdndose como las sefiales de mayor abundancia relativa en el extracto. La sefial que
posiblemente corresponde al analito 11 permanece con una abundancia relativa superior a
las deméas sefiales hasta el extracto acetdnico, mientras que 10, aunque disminuye su
abundancia relativa respecto a las demas sefiales, sigue presente hasta el extracto acetona-
agua 25-75%. En los extractos acetato de etilo, acetona-agua 50-50% y en aquellos de
polaridad intermedia, se presenta una sefial en el tiempo de retencidn 9.7 que corresponde al
acido rosmarinico, no solo por el tiempo de retencién, sino con el espectro UV como se
observa en la figura 19 B. y C. El extracto de acetona presenta una gran cantidad de sefiales
mayor que el extracto de acetato de etilo y en menores tiempos de retencion, lo que puede

ser adjudicado a una mayor presencia de compuestos tipo polifenoles'?®.
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Figura 19. Cromatogramas representativos a 280 nm de los extractos de R. officinalis. A)

Cromatograma extracto en hexano. B) Cromatograma extracto en acetato de etilo. C)
Cromatograma en acetona. D) Cromatograma extracto en acetona-agua 75-25%. E)
" Cromatograma extracto acetona-agua 50-50%. F) Cromatograma extracto acetona-agua
25-75%. G) Cromatograma extracto acuoso. Todos los Cromatogramas fueron
comparados con el mix de estandares y a aquellos que presentaron una concordancia en
tiempo de retencion se les comparo es espectro UV tanto de la muestra (rojo) como del

e ——  estandar (negro). Unicamente para los primeros tres extractos a modo de ejemplo, las
’ ° * ” * = = demés concordancias en tiempo de retencion (linea punteada gris) presentaron las mismas
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En el extracto de acetona se encuentran sefiales en 4,9; 9,7; 13,2; 25,3 y 29.3 los cuales
corresponden tanto en tiempo de retencién como en puntos de maxima absorcion con los
estandares &cido clorogénico, &cido rosmarinico, luteolina, carnosol y &cido carndsico. En
los extractos de R. officinalis realizados con solventes de mezclas acetona-agua se presenta
una mayor cantidad de compuestos de caracter polifenolico, y se puede corroborar con la
evaluacion del contenido de polifenoles totales (Tabla 3 y figura 7). La diversidad quimica
en estos extractos es mayor y la sefial 6 se presenta en mayor abundancia con respecto a las
demés sefiales de los fingerprint. Finalmente en los extractos de mayor caracter polar
(acetona-agua 25-75% Yy agua) se presentd una notable disminucién en cuanto al nimero de
sefiales, para ambos extractos se presenta una sefial correspondiente al tiempo 13.2 la cual

corresponde en tiempo y en méximos de absorcién del espectro UV a la flavona luteolina.

El &cido rosmarinico, carnosol y &cido carndsico son metabolitos que se encuentran
altamente relacionados con la biosintesis de la planta y pueden considerarse como
marcadores de actividad en R. officinalis. Lo anterior basado en la gran cantidad de reportes
sobre la actividad de estos metabolitos y su responsabilidad en cuanto a la actividad que
presentan los extractos de esta planta?21.26:2868.86,108128130 En procura de obtener un
resultado mas contundente respecto a los posibles constituyentes de R. officinalis, se decidio
realizar una identificacion tentativa de los constituyentes del extracto que presenté mayor
diversidad quimica, siendo éste el realizado con acetona-agua 75-25% (R4) —bajo las
condiciones cromatograficas determinadas inicialmente-. Partiendo del analisis de
fingerprint en LC-MS (figura 20), se realizo la técnica de ion extraido con el fin de determinar
la presencia de los estandares. Se logrd determinar la presencia probable de &cido
rosmarinico, scutellarina, carnosol y &cido carnésico. Sin embargo, otros metabolitos que
habian sido sefialados como posibles constituyentes de la matriz de romero, tales como acido
cafeico, acido ferdlico y luteolina, no se les fue detectado el ion molecular, quizas debido a
las condiciones de deteccion son muy débiles para obtener una fragmentacion adecuada
(2700V capilar, 120V fragmentor)*3!,
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Figura 20. Cromatogramas mediante LC-MS de R4, condiciones para el detector voltaje capilar 2700 V voltaje del fragmentor 120
V, los espectros de masas fueron obtenidos en un rango de 200 a 1400. A) fingerprint extracto R4 ESI modo negativo scan. B)
Zona del cromatograma 7-13 min, ion extraido M-H 359 presente en 9.69 min, se presenta el ion 161 presente en la fragmentacion
de acido rosmarinico, a la derecha se presenta el espectro de masas obtenido para la sefial a 9.69 min y en la parte inferior la
respectiva fragmentacion del &cido rosmarinico. C) zona del cromatograma de 9 a 12 min, ion extraido M-H 461 encontrado en el
tiempo 10.5 min, a la derecha se encuentra el espectro de masas para la sefial en 10.5 min y abajo la respectiva fragmentacion para
scutellarina. D) lon extraido M-H 329, encontrado en el tiempo 25.9 min, a la derecha se presenta el espectro de masas para esta
sefial y en la parte inferior la respectiva fragmentacion para el carnosol. E) lon extraido para M-H 331 encontrado en 29.88 min,
en la parte derecha espectro de masas para la sefial en 29.8 8 min y la respectiva fragmentacién del acido carndsico.
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Se realizé un analisis de ion extraido para otros compuestos reportados en muestras de R.

officinalis

132 "en el cual se lograron detectar otros 4 compuestos presentes en R4. En la figura

21 se presentan los compuestos que mediante ion extraido pueden estar presentes y que

corresponden a rosmanol, epirosmanol, isorosmanol y rosmadial.

R4 LC-MS, modo negativo, Scan. Voltaje capilar 2700 V, voltaje fragmentor 120 V
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Figura 21. lon extraido en R4 del M-H de compuestos que se reportan en extractos de R.

officinalis, [M-H] 345: rosmanol, epirosmanol, isorosmanol; [M-H] 343: rosmadial.

4.2.1.2 Fingerprint Thymus vulgaris

Los extractos de T. vulgaris fueron analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas

para R. officinalis. En la grafica 22 se presentan los siete extractos representativos (280 nm)
de T. vulgaris evaluados mediante HPLC-DAD superpuestos con el cromatograma para el

mix de estandares. A cada una de las coincidencias en cuanto a tiempo de retencion entre el

mix de estandares y el extracto analizado se muestra la comparacion del espectro UV.
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En cuanto a la diversidad quimica obtenida para cada fingerprint de los extractos de T.
vulgaris, se presenta un comportamiento proporcional con el cambio de solvente, de manera
similar a los resultados obtenidos para R. Officinalis. Asi se obtiene una mayor extraccion de
compuestos tipo polifendlicos en los extractos acetona y acetona 75-25%, lo cual se
correlaciona con los resultados biolégicos segun el ensayo CPT (2.2.1). No obstante, los
extractos evaluados de T. vulgaris presentan menos diversidad quimica que los extractos de
R. officinalis. El fingerprint del extracto hexanico presentd unicamente 3 sefiales detectables,
de las cuales la sefial con mayor abundancia relativa se presentd en 20.7 min, la cual coincide
con el tiempo de retencion y espectro UV del timol. La presencia de esta sefial prevalece en
los extractos hasta el extracto acetona-agua 75-25% Yy la intensidad va disminuyendo
conforme incrementa la polaridad de los extractos. Esta situacion no es de extrafiar debido a
la caracteristica apolar que presenta el timol respecto a los demas constituyentes reportados
para T. vulgaris?:133134 E| extracto que presentd mayor cantidad de sefiales fue el extracto
acetona-agua 75-25% con 54 sefiales, de las cuales, la sefial a 9.69 min presentd la mayor
abundancia relativa respecto a las demas sefiales obtenidas. Esta sefial se encuentra en los
extractos acetato de etilo hasta acetona-agua 50-50%, con una mayor abundancia relativa en
el extracto acetona-agua 75-25% siendo casi 3 veces superior que lo presentado en los demas
extractos. Este compuesto coincide en tiempo de retencién y espectro UV, con los obtenidos
para el estandar acido rosmarinico, metabolito el cual también se ha reportado en grandes
cantidades para extractos de la especie T. vulgaris'®®. En los extractos de T. vulgaris se
presentd también la posible presencia de acido cafeico, sefial que se encuentra en el tiempo
4.9 min (figura 19 y 22).

Con el objetivo de obtener resultados un poco mas concluyentes sobre la presencia de
metabolitos reportados en los extractos evaluados de T. vulgaris se procede con la evaluacion
mediante LC-MS del extracto con mayor cantidad de sefiales encontradas mediante el
fingerprint en HPLC-DAD, el cual para el caso de T. vulgaris, corresponde al extracto
realizado con acetona-agua 75-25% (T4). El fingerprint para T4 se encuentra en la figura 23.

Partiendo del analisis y basados en los reportes de los constituyentes para la especie, se
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realizo la técnica de ion extraido para la identificacion tentativa de los constituyentes del

extracto.

Basados en las evidencias obtenidas en cuanto a la comparacion de tiempos de retencion,
espectros UV y analisis LC-MS, se puede determinar la posible presencia de acido
rosmarinico y &cido cafeico en T. vulgaris. Estos compuestos se encuentran altamente
relacionados con actividades antioxidantes y en algunos casos se les atribuyen propiedades
cosméticas®’®13, En la figura 23 D se presenta un segmento del fingerprint para T4, en
donde se observa dos sefiales de una abundancia relativa importante en 11.0 y 11.4 min las
cuales no corresponden a ninguno de los estandares evaluados. Segun el espectro de masas
obtenido para la sefial en 11 min, se podria inferir que corresponde a un derivado tipo
flavona®’ con posible formula empirica C1sH100s, debido al fragmento M-H 285. La sefal
en 11.4 puede corresponder a un glucésido de flavona puesto que estos compuestos presentan
un m/z de 448 g/mol. Sin embargo, para corroborar la presencia de este tipo de compuestos
o confirmar la presencia de los analitos mencionados, son necesarios estudios analiticos mas

robustos y de mayor resolucion.
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A. Fingerprint T4, LC-MS ESI mode negativo, fragmentor 120V
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Figura 23. Cromatogramas mediante LC-MS para T4, condiciones para el detector voltaje capilar 2700 V voltaje del fragmentor
120V, los espectros de masas fueron obtenidos en un rango de 200 a 1400. A) fingerprint extracto T4 ESI modo negativo scan. B)
zona del cromatograma de 6 a 8 min, ion extraido M-H 179 y M-H 135 encontrado en el tiempo 7.5 min, a la derecha se encuentra
el espectro de masas para la sefial en 7.5 min y abajo la respectiva fragmentacion para la cafeina. C) Zona del cromatograma 11-
13 min, ion extraido M-H 359 presente en 12.36 min, se presenta el ion 161 presente en la fragmentacion de acido rosmarinico, a
la derecha se presenta el espectro de masas obtenido para la sefial a 12.36 min y en la parte inferior la respectiva fragmentacion
del &cido rosmarinico. C) espectros de masas de sefiales en 11 y 11.4 min.
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4.2.1.3 Fingerprint Smallanthus sonchifolius

Los extractos de la especie S. sonchifolius evaluados no presentaron una gran variabilidad
quimica. En los fingerprint obtenidos bajo el método cromatogréafico establecido en 4.1.4, se
presentaron coincidencias con el tiempo de retencién y con el espectro UV de acido
clorogénico y acido cafeico. Estas sefiales se encuentran presentes en los extractos de
mezclas acetona-agua (75-25%; 50-50% y 25-75%), aunque en una baja abundancia relativa
respecto a otras sefiales como la encontrada en 5.8 min, la cual no coincide con ningun

estandar evaluado (Figura 24).

Los extractos de S. sonchifolius presentan el mismo comportamiento que T. vulgaris y R.
officinalis respecto a la diversidad quimica segun el solvente de extraccion. Los extractos
hexanico y acuoso presentaron pocas sefiales y de intensidades muy bajas. EI nimero de
sefiales incrementa a medida que los solventes adquieren un punto medio de polaridad
(constante dieléctrica intermedia en el rango usado) hasta el extracto acetona-agua 50-50%,
en el cual se llega a un maximo de 22 sefiales a 280 nm, longitud donde se presenta mayor
cantidad de sefiales. En los extractos realizados con mezclas de acetona-agua se obtuvo una
sefial con la mayor abundancia relativa en 5.7 min, cuyo espectro UV corresponde al de un
acido fendlico®. La presencia de acidos fenolicos como cafeico, clorogénico y derivados de

éste se encuentran reportados para las hojas de S. sonchifolius®’ %1%,

Con el objetivo de determinar los posibles constituyentes en las hojas de S. sonchifolius, fue
seleccionado el extracto acetona-agua 50-50% (HY5) para el anlisis mediante LC-MS, con
el objetivo de determinar posibles constituyentes en la especie. El fingerprint mediante LC-
MS se encuentra en la figura 25. En el andlisis realizado se encuentran algunas discrepancias
respecto a los tiempos de retencion y sefiales encontradas mediante HPLC-DAD, lo cual se
deriva de cambios en el desarrollo analitico como la disminucion del flujo de la columna.
Derivado del analisis mediante LC-MS, es posible que los acidos cafeico y clorogénico sean
parte de los constituyentes del extracto de S. sonchifolius, ademas segun la evidencia reunida,
es posible que exista presencia de otros derivados de acidos fendlicos esterificados, toda vez
que la sefial en 21 min presenta un ion molecular de m/z 353, un marcador de éste tipo de

analitos®3!
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Figura 24. Fingerprint de extractos S. sonchifolius, abajo espectros UV de la sefial 2 y 3 tanto
de la muestra (rojo) como de la presentada por el mix de estandares (negro).
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Figura 25. Fingerprint HY5 LC-MS voltaje capilar 2700V, voltaje fragmentor 120V. A)
fingerprint HY5. B) ion extraido M-H 179 con el respectivo espectro de masas. C) espectros
de masas para las sefiales en 7.2 y 21 min.
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4.2.2 Determinacion de posibles metabolitos responsables de las actividades
antioxidante y antienvejecimiento de las especies R. officinalis, T. vulgaris y S.
sonchifolius

En la investigacion de los productos naturales, uno de los principales objetivos es la
determinacion de compuestos bioactivos, ya sea conocido o un metabolito nuevo que pueda
ser prometedor. La identificacion de compuestos bioactivos en matrices complejas es
esencial en la determinacion de productos naturales de interés. Para lograr esta identificacion,
se utilizan diversas metodologias y una de las mas recientes versa en la actividad contrastada
con los perfiles HPLC, debido a su versatilidad y porque puede ser extrapolada a varios
modelos. De esta forma se permite la deteccion de moléculas promisorias inclusive en
muestras complejas como los son los extractos vegetales'?®>1% donde pequefas diferencias
en el perfil cromatografico pueden generar grandes cambios en la bioactividad debido a la
presencia de efectos sinérgicos y antagonistas de las moléculas. En concordancia con lo
anterior, es posible correlacionar sefiales obtenidas mediante andlisis de fingerprint de
extractos vegetales, con una actividad especifica. Lo anterior permite no solo el aislamiento
biodirigido de metabolitos promisorios, también la posibilidad de estandarizar un ingrediente
natural con base en sus metabolitos activos, una situacion altamente conveniente en la
industria cosmética. De hecho, los ingredientes estandarizados ayudan a garantizar la
seguridad y eficacia de un producto farmacéutico elaborado con base en fuentes naturales.

La aplicacién de herramientas analiticas y estadisticas permite la discriminacion vy
clasificacion de los extractos tanto en composicién quimica como en su relacion con la
bioactividad que presentan. Esta clasificacion puede ayudar a la distincion de metabolitos
responsables de una actividad bioldgica. En este sentido, se aplicaron diferentes modelos de
analisis multivariado tales como analisis exploratorios (PCA), patrones de reconocimiento
(PLS-DA), analisis de similiaridad (coeficientes de correlacion) y calibraciones
multivariadas (PLS) para la determinacion de posibles sefiales 0 metabolitos responsables de
las propiedades antienvejecimiento y antioxidantes observadas en los extractos de las

especies R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius.
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Gracias a la composicion quimica experimental (4.2.1) como a la reportada (Tabla 2), se
logro determinar que la gran mayoria de los constituyentes de los extractos eran de naturaleza
fendlica. Por lo anterior se planteé un modelo de analisis multivariado tomando la totalidad
de los constituyentes de los extractos para realizar un analisis de comparacion y
discriminacion entre las muestras para posteriormente ser soportados mediante analisis de
correlacion entre cada una de las especies con el fin de generar un pseudovalidacion de los

resultados.

4.2.2.1 Analisis de componentes principales PCA

El PCA es una de las técnicas exploratorias mas comunes en el analisis metabolémico no
sesgado, que permite representar una tabla de datos multivariados en una espacio de baja
dimensionalidad, en donde las variables originales son trasformadas en variables latentes que
resumen los patrones sistémicos de variacion entre los datos>®!%°, El primer componente
representa una combinacion lineal de todas las variables espaciales ponderadas, con el fin de
explicar el maximo de la varianza total del espacio original. El segundo componente principal
es ortogonal al primero y explica el maximo de la varianza residual, y asi con el resto de la
varianza que esté explica. Las interpretacion de las graficas estd basada en grupos de
observaciones, tendencias y valores extremos cuando se etiquetan los datos de acuerdo a la
informacion previa, tal como especies, tipos de extractos, actividad entre otras °. En la
figura 26 se presenta el PCA para las 3 especies y los constituyentes encontrados mediante
el analisis de fingerprint a las cuatro longitudes de onda utilizadas (254, 280, 320 y 360 nm).
Se obtuvo un total de 253 sefiales para los 21 extractos, los cuales se encuentran representadas
en la gréfica por especies (en negro R. officinalis, azul T. vulgaris, verde S. sonchifolius). En
la parte superior derecha se presenta la gréafica de scores, la cual da una indicacion de las
diferencias de los extractos en cuanto a similitud quimica, y las graficas de loadings dan una
indicacion sobre los metabolitos representativos en los cluster formados en la gréafica de

Scores.
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Figura 26. Andlisis de componentes principales de los 21 extractos pertenecientes a las
especies R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius. El grafico superior presenta la
agrupacion de los extractos, el gréafico inferior basado en las sefiales encontradas mediante
HPLC-DAD para los 21 extractos.

El PCA logra dividir tanto los extractos como los constituyentes (representados mediante las
sefiales en HPLC-DAD). Se presentan tres cluster principales, a pesar que los componentes
principales unicamente explican un 33.2% de la varianza total, indicando que no existe una
separacion completa entre los extractos. Los clUster se encuentran encerrados en circulos: en
el circulo demarcado con rojo se encuentran los extractos R2 y R3; en el circulo purpura los
extractos T4 y T5 y un tercer circulo negro representa los demas extractos. Mediante este
PCA fue posible determinar diferencias en cuanto a la composicion de los extractos de R.
officinalis de caracter apolar, ubicado en el cuadrante Il del grafico y los extractos de
polaridad intermedia de T. vulgaris, ubicados en el lado positivo del primer componente. Se

encontrd que los metabolitos que permiten esta diferenciacion fueron aquellas que mediante
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HPLC-DAD-MS posiblemente correspondian a rosmanol, epirosmanol, isorosmanol (X50,
X52, X243), carnosol (X62) y rosmadial (X61). Mientras que en el caso de los extractos T4
y T5 los metabolitos que permitieron su agrupaciéon correspondia entre muchas otras a
sefiales como X26, la cual corresponde a un tiempo de retencion de 9.6 y cuyos espectros de
masas, UV y tiempo de retencion corresponde con los encontrados para acido rosmarinico.
Debido a que no se logré observar una separacion importante y representativa entre los
extractos, y principalmente en el clUster 3 (negro) se presenta la union de extractos polares y
apolares de las tres especies ya que no se pueden determinar diferencias entre ellos con esta

metodologia.

4.2.2.2 Analisis multivariado aplicados a la determinacion de metabolitos responsables de

las propiedades antioxidantes y antienvejecimiento

Con el proposito de mostrar los resultados de una manera entendible y ordenada en este punto
se describen los diferentes analisis multivariados discriminantes realizados a los extractos
con base en su actividad biol6gica y composicion quimica, los resultados seran presentados
inicialmente para la totalidad de los extractos y posteriormente la importancia determinada
de una sefal X, sera validada para cada especie mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson. Asi inicialmente se presentaran los resultados para cada una de las actividades
bioldgicas para los 21 extractos y posteriormente se presentara el coeficiente de correlacion

basada en la actividad dada para cada una de las especies.

4.2.2.2.1 Analisis discriminante de minimos cuadrados (PLS-DA)

El PLS-DA es un analisis supervisado de patrones de reconocimiento, los cuales divergen de
los analisis exploratorios como PCA en la forma de discriminacion de los datos. La

informacion es descrita en respuesta a un vector y, el cual con base en informacion previa, se
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desarrollan guias y reglas para la clasificacion de nuevas muestras. Usualmente la
informacion y representa las clases en las cuales los datos pueden ser categorizados como lo
son: especie, parte usada, polaridad del extracto o como seré descrito para éste caso, con una
determinada actividad®!?. La interpretacion de los graficos es progresivamente mas
complicada al incrementar el numero de clases. En éste caso las muestras fueron clasificadas
en tres clases basadas en las actividades antioxidantes y antienvejecimiento (inhibicion de
enzimas colagenasa, elastasa e hialuronidasa, seccion 2.2.2), clasificacion inactiva (rojo),
medianamente activas (azul) y activas (verde). Se presentan los graficos de scores (extractos)
y loadings (composicion quimica) para el analisis de PLS-DA para cada propiedad bioldgica

de los 21 extractos.

4.2.2.2.2 Calibraciones multivariadas por anélisis de minimos cuadrados parciales

Las calibraciones multivariadas son un modelo de calibracion multivariado, el cual para el
andlisis de extractos naturales, modela una propiedad continua en funcion de sus metabolitos
reconocidos (sefiales HPLC). Similar a PLS-DA, estos modelos son construidos con base en
un set de datos y la complejidad optima del modelo y su habilidad predictiva pueden ser
evaluados por la prediccion de un set de prueba o por una validacién cruzada de un set de
calibracién. ElI modelo puede ser aplicado en muestras desconocidas para predecir el valor
de la propiedad evaluada, a partir de la composicion quimica, es decir, predecir marcadores
de actividad bioldgica. Entre estas técnicas de calibracion multivariada se encuentran los
analisis de minimos cuadrados parciales (PLS) y de regresién de componentes principales
(PCR), entre otros. Cada modelo posee sus propias ventajas y desventajas. Por ejemplo, el
PCR permite el analisis de diversas variables, pero los coeficientes de correlacion generados
con las respuestas pueden ser cuestionados, ya que sus componentes seleccionados son
creados solo con base en variaciones de la matriz de datos x, y después las predicciones, son
modeladas como funcién de una propiedad. Contrario al caso del modelo PLS, en donde las
variables latentes son creadas con base en la covarianza maximizada entre la matriz de datos

X y la respuesta en el vector y. Lo anterior hace de PLS una herramienta estadistica
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ampliamente usada y con gran poder predictivo, pero la interpretacion de los coeficientes de
regresion puede ser complicada, mas aun en muestras biologicas complejas, debido al
modelamiento de pequefias variaciones ortogonales en la matriz de datos x *>!%. Sin
embargo, en este estudio no se pretende realizar predicciones de actividad, Gnicamente se
determinaran coeficientes de regresion y con base en su magnitud serdn propuestos

metabolitos o sefiales potencialmente responsables de las diferentes actividades evaluadas.

4.2.2.2.3 Correlaciones de Pearson

La determinacion de los coeficientes de correlacion, es una de las herramientas para el
analisis de similiaridad mas comunes y faciles de aplicar. Para el caso del analisis de perfiles
metabolicos de extractos, es adecuado el uso de extractos estandarizados. Sin embargo, la
mayoria de los estudios son enfocados al estudio de extractos no estandarizados y en algunos
casos con poco conocimiento sobre la composicién quimica. Los rangos de similiaridad se
encuentran entre -1 y 1, donde 0 muestra que no existe similiaridad®?, 1 expresa la mayor
proporcionalidad y -1 expresa una relacion inversamente proporcional, la cual es dificil de
interpretar en la mayoria de actividades bioldgicas, aunque como ejemplo para el caso de
actividades antioxidantes, se puede presentar un coeficiente de correlacién cercano a -1
cuando el metabolito presenta efectos pro oxidantes. Esta técnica serd usada para la
validacién de los posibles metabolitos y/o sefiales que representen alto nivel de correlacion
mediante las anteriores técnicas estadisticas con alguna de las actividades bioldgicas

evaluadas.

4.2.3 Actividad anti-colagenasa

En la figura 27 se presentan los diversos analisis multivariados discriminantes de los
extractos con base en la actividad enzimatica anti-colagenasa. En la figura 25A se presenta
el analisis de PLS-DA para los 21 extractos divididos en tres clases: inactivos (rojo),

medianamente activos (azul) y activos (verde), los cuales presentaron un total de 253 sefiales
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en HPLC-DAD a 254, 280, 320 y 360 nm. Las sefales del loading marcadas en rojo
representan sefiales de HPLC-DAD que coincidieron en tiempo y espectro UV con los
estandares evaluados. Para complementar el anterior anlisis en la figura 25 B, se presentan
los coeficientes de regresion mediante PLS de las sefiales correspondientes a los fingerprint
de los 21 extractos con base en la actividad anti-colagenasa. Finalmente en 25C-25E se
presenta un estudio de correlacion de Pearson para cada una de las especies por separado

basada en la actividad anti-colagenasa.

El analisis de PLS-DA basado en la actividad anti-colagenasa y las sefiales obtenidas
mediante los fingerprint para los 21 extractos, representa el 24.2% de la varianza total de las
muestras, donde el componente 1 representa un 12.2% de la varianza total y el componente
2 representa 12%. A pesar que no se logra generar una diferencia entre los extractos poco
activos y activos, si hay una diferencia entre aquellos que poseen algun tipo de actividad
(verde y azul) situandose en el lado izquierdo del score, respecto a los que se presentan como
inactivos (rojo) que se encuentran en el lado positivo del componente 1. En el gréafico del
loading, con el cual se genera la discriminacion respecto a las sefiales encontradas en el
fingerprint, se logran aglomerar las sefiales en 3 grupos en el cuadrante Il y cuadrante 1lI.
Basados en esta discriminacion se logrdé determinar la presencia de metabolitos que se
encuentran relacionados con los extractos activos y medianamente activos. En el primer
grupo se presentan las sefiales X231-X235 las cuales corresponden a sefiales presentadas por
R. officinalis en la zona de fingerprint de 10 min a 13 min aproximadamente (figura 19),
ademas se presentan metabolitos que segun las evidencias obtenidas en la caracterizacion
quimica podrian corresponder a algunos de los estdndares usados como X62 (25.2 min,
carnosol), X50, X52 y X55 (17.5, 18.1 y 19.5 min respectivamente, probablemente isomeros
de rosmanol). En el segundo grupo, el cual corresponde a la zona de extractos medianamente
activos se observaron sefiales como X219 (8.2 min tentativamente &cido isoferulico), X156
(7.7 min tentativamente acido feralico), X26 (9.6 min, correspondencia con &cido

rosmarinico).

Con el objetivo de reunir mayor evidencia para la determinacién de posibles sefiales

responsables de la actividad anti-colagenasa, el andlisis de calibracion multivariada PLSR

120



(figura 26B), permite establecer que los metabolitos que presentaron mayor coeficiente de
correlacion correspondian con las sefiales: X40 (12.9 min, presente en extractos de R.
officinalis) y X99 (10.4 min, presente en R. officinalis): Lo anterior se confirma con las
seflales X167 y X227, las cuales corresponden a la misma sefial en 10.4 min, pero a las
longitudes de onda 254 y 360 nm, respectivamente. Sin embargo, estos metabolitos no
presentaron una correlacion de Pearson representativa. Esto podria ser consecuencia del bajo
porcentaje de varianza explicada o posibles efectos sinérgicos existentes entre estos
metabolitos y otros que no pueden ser explicados mediante esta herramienta estadistica. No
obstante, y basados en los resultados del analisis multivariado, es posible que los metabolitos
encontrados en la zona cromatografica t10 min a t13 min en los extractos de R. officinalis

sean claves para la inhibicion de la enzima colagenasa.
4.2.4 Actividad anti-elastasa.

En la figura 28 se presentan los diferentes analisis multivariados discriminantes realizados
para los extractos con base en la actividad anti-elastasa. En el analisis discriminante PLS-
DA, el gréfico de score permite expresar el 30.3% de la varianza total de las muestras. En
este grafico se logran diferenciar las tres clases de extractos activos, medianamente activos
y poco activos, e igualmente en el loading se logran diferenciar 3 secciones de los
metabolitos, en el cuadrante Il se presentan aquellos que correlacionan con los extractos
activos (R2 y R3) y en el cuadrante Il se encuentran los metabolitos presentes en los
extractos medianamente activos (R1, R4, T5y T4). En el cluster de los metabolitos presentes
en los extractos activos se logran detectar sefiales como X50, X52, X55 (17.5, 18.1y 19.5
min respectivamente, que podrian corresponder a isémeros de rosmanol), X61 (23 min, segn
espectro de masas podria corresponder a rosmadial), X62 (25.2 min, segun evidencia
cromatografica puede corresponder a carnosol). Mediante el analisis de calibracion PLSR se
encontré que las sefiales X52, X187 (18.1 min, isomero de rosmanol), X62 (25.1 min,
carnosol) X132, X198 (23 min, posiblemente rosmadial) y X201 (sefial en 33.4 min)
presentaban altos coeficientes de correlacion respecto a la actividad anti-elastasa.

Mediante el coeficiente de correlacidn de Pearson, se logra determinar que efectivamente las

sefiales en la zona 15-25 min en los extractos de R. officinalis, en las cuales se encuentran las
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sefales determinadas previamente, presentan el mayor coeficiente de correlacion respecto a
la actividad anti-elastasa. Por lo cual se podria establecer que la presencia de compuestos
fendlicos tipo rosmanol, rosmadial y carnosol son responsables de la actividad anti-elastasa
presentada en los extractos de R. officinalis.

4.25 Actividad anti-hialuronidasa

Los analisis multivariados discriminantes realizados con base en las sefiales obtenidas
mediante HPLC-DAD en los fingerprint de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S.
sonchifolius, en relacion a la actividad anti-hialuronidasa, son presentados en la figura 29.
Para los extractos evaluados, la grafica score (figura 28A superior derecha) expresa el 13.8%
de la variabilidad total de los datos, y permite una mediana clasificacion de los extractos
activos ubicados en el cuadrante IV en inactivos, los cuales se distribuyen en el resto del
grafico. La grafica de loadings se puede observar que entre los metabolitos (con
identificacion tentativa) presentes en mayor proporcion en los extractos activos se encuentra
la sefial X4 (4.3 min, acido clorogénico) y X80 (6.0min, derivado de acido clorogénico). En
la figura 27B se muestran los coeficientes de regresion obtenidos mediante el analisis de
PLS. Entre las sefiales que presentan un mayor coeficiente de correlacion se presentan X10,
X80 y X150 los cuales corresponden a la misma sefial en 6.0 min presente en los extractos
de polaridad intermedia de hojas de yacén, y X157 y X219 que corresponden a las sefiales a
8.1 min, no identificado. Sin embargo, posiblemente a los bajos porcentajes de variabilidad
encontrados en los analisis multivariados discriminados, no es posible confrontar los
resultados con los coeficientes de correlacion de Pearson obtenidos para cada una de las
especies, en el cual las sefiales determinadas previamente no presentan un coeficiente de
correlacion representativo. En todo caso, la evidencia obtenida mediante los ensayos
biolégicos puede indicar que las sefiales en 6 y 8.1 poseen gran responsabilidad en la

bioactividad determinada para los extractos de S. sonchifolius.
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Figura 27. Analisis multivariados discriminantes de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius con base en la
actividad anti-colagenasa. A) PLS-DA basados en las sefiales obtenidas en los fingerprint de los extractos y la actividad anti-
colagenasa. Grafica scores representa las clases de los extractos. Activos (verde), medianamente activos (azul) no activos (rojo).
B) PLS de las sefiales obtenidas en HPLC-DAD mediante fingerprint y la actividad anti-colagenasa. C) coeficiente de correlacion
de Pearson basada en la actividad anti-colagenasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de R. officinalis. D)
coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad anti-colagenasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para
extractos de T. vulgaris. E) coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad anti-colagenasa de las sefiales en HPLC-
DAD encontradas para extractos de S. sonchifolius.

123



PLS-DA extractos

PLSR, Antielastasa- metabolitos

5
g B. X201, 33.4min
A' PLS-DA Constitu tes HPLC-DAD E B s
yentes g &
S 3
5
g )
= | 3 B g | X52 18.1min
=] ‘ [=]
) £ X62, 25.1min X187 1? 1min
R 2 3 X132, 23.7min X178 14.6min )
10 20 £ 3 198/ 23.7min
Compgnent1(13.2%) g
% 2 H
s e g 84 m
o 5 S h
o £
.
E el ,M_,).\., f\ Mo ,UAHAA‘WWA |1V AP S | Y NV,
g P e Iy Ay vV A IVV (e \
o |
b o
= T r T T T 1
0 50 100 150 200 250
C lacién de P El T. vulgari. FoAD Correlacién de Pearson Elastasa- S. sonchifolius
Correlacién de Pearson Elastasa- R.officinalis D. orrelacion ge Pearson Elastasa- 1. vulgaris E. ’
12 03
12
1 oo .
1 0 oo L ..\.J )
0s . . 08 [J
° o8 ®® o .
0.6 0 @ ¢ ® o o 06 ° [}
04 L . 0.4
0.2 0.2 1 30
0 0 L
02 0 5 0gi0 ga@ 15 20 25 @ 30 &5 40 02 0 5 10 ® e® g 25 30 35 40
. ’ . [] e o
e e egeg e @ 04 o o e
06 °®e 06 L] . *
08 ° .

Figura 28. Analisis multivariados discriminantes de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius con base en la
actividad anti-elastasa. A) PLS-DA basados en las sefiales obtenidas en los fingerprint de los extractos y la actividad anti-elastasa.
Grafica scores representa las clases de los extractos. Activos (verde), medianamente activos (azul) no activos (rojo). B) PLS de las
sefiales obtenidas en HPLC-DAD mediante fingerprint y la actividad anti-elastasa. C) coeficiente de correlacidn de Pearson basada
en la actividad anti-elastasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de R. officinalis. D) coeficiente de correlacién
de Pearson basada en la actividad anti-elastasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de T. vulgaris. E)
coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad anti-elastasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos

de S. sonchifolius.
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Figura 29. Analisis multivariados discriminantes de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius con base en la
actividad anti-hialuronidasa. A) PLS-DA basados en las sefiales obtenidas en los fingerprint de los extractos y la actividad anti-
hialuronidasa. Grafica scores representa las clases de los extractos. Activos (verde), medianamente activos (azul) no activos (rojo).
B) PLS de las sefiales obtenidas en HPLC-DAD mediante fingerprint y la actividad anti-hialuronidasa. C) coeficiente de correlacion
de Pearson basada en la actividad anti-hialuronidasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de R. officinalis. D)
coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad anti-hialuronidasa de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para
extractos de T. vulgaris. E) coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad anti-hialuronidasa de las sefiales en HPLC-
DAD encontradas para extractos de S. sonchifolius
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4.2.6 Propiedades antioxidantes de los extractos R. officinalis, T. vulgaris y S.
sonchifolius

Con el objetivo de determinar la correlacion existente entre las sefiales obtenidas en los
fingerprint de los extractos mediante HPLC-DAD con respecto a las actividades
antioxidantes (ORAC y FRAP), se realizaron analisis multivariados discriminantes basados
en estas dos actividades, y los resultados para los extractos son presentados en la figura 30
(ORAC) y 31 (FRAP). Para la actividad antioxidante evaluada mediante el ensayo FRAP, el
ensayo PLS-DA logra explicar el 25.6% de la variabilidad de las muestras, y permite la
clasificacion de los extractos de manera parcial en el gréafico score, pues Unicamente se logran
diferenciar los metabolitos que presentan actividad (alta 0 media) ubicados en los cuadrantes
I11'y 1V, de los no activos, ubicados en el cuadrante 1. Con base en esa discriminacion, fue
posible determinar la presencia de algunas sefiales como lo son X41 (13.1 min,
tentativamente luteolina) y X26 (9.6 min, &cido rosmarinico).

Para el caso del PLS-DA basado en la actividad antioxidante evaluada mediante ORAC, los
componentes del andlisis discriminado logran explicar el 26% de la variabilidad en las
muestras. Como en el caso anterior no se presentd una separacion entre las tres clases de
metabolitos, se obtuvo entonces una diferenciacion parcial en el grafico score. Se logran
diferenciar los extractos activos ubicados en la parte superior del grafico, y aquellos con
polaridad intermedia y nula se encuentran ubicados en la parte inferior. Se detectaron algunas
sefiales que podrian corresponder a los estandares evaluados como los es X26 (9.6 min, &cido
rosmarinico), X157 (8.23 min, tentativamente acido isofertlico) y X77 (4.9 min, &cido
cafeico). Es notoria la presencia de acido rosmarinico dentro de los cluster de los extractos
activos, y dado la variedad de reportes sobre su actividad antioxidante?°128.135141 gs posible
que éste compuesto sea uno de los principales involucrados en las actividades antioxidantes

que presentan los extractos, especificamente de R. officinalis y T. vulgaris.

Para ambas pruebas se realizd el analisis de calibracion PLSR, con el fin de identificar
metabolitos que presenten altas correlaciones respecto a las actividades bioldgicas. Tanto

para ORAC como para FRAP se presentan algunas sefiales con altos coeficientes de
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correlacion que corresponden con la sefial en 9.6 min, la cual mediante las técnicas
cromatograficas con tiempo de retencion, espectro UV y fragmentacion mediante LC-MS,
correspondia con el acido rosmarinico. Por consiguiente, es posible que el &cido rosmarinico
sea el responsable de la actividad antioxidante, al menos en T. vulgaris y R. officinalis. Estas
especies presentan un comportamiento tipo gaussiano alcanzado un maximo de actividad
antioxidante (figura 7) en solventes de polaridad intermedia, punto en el cual la sefial de

acido rosmarinico incrementa considerablemente (figura 19 y 22).

Con respecto a las actividades de inhibicion enzimatica, no es posible establecer o predecir
un comportamiento con base en los metabolitos presentes como se puede estipular para el
caso de acido rosmarinico debido a la falta de uniformidad en la actividad de dichas
inhibiciones enzimaticas. Aunque para tener certeza en cuanto a la identidad de las sefiales
obtenidas en los fingerprint, bajo las evidencias obtenidas en éste estudio, es posible
determinar algunas sefiales que probablemente se encuentren relacionados con actividades
biol6gicas como las evaluadas (inhibicion de colagenasa, elastasa e hialuronidasa). Para el
caso de la actividad anti-colagenasa, los extractos que se encontraron mas activos pertenecian
a la especie R. officinalis. Gracias a las herramientas estadisticas empleadas para la
determinacion de posibles sefiales responsables de la actividad, fue posible identificar que la
zona del fingerprint de 10 min a 13 min para los extractos de R. officinalis poseen una gran
importancia bioldgica en cuanto a la actividad de inhibicion de colagenasa, ya que las sefiales
detectadas en esta zona presentan altos coeficientes de correlacion con la actividad de
inhibicion de colagenasa y se presentan en las zonas de aglomeracion identificadas como
mas activas en los analisis de discriminacion de muestras. Con respecto a las especies T.
vulgaris y S. sonchifolius no se presentaron altas correlaciones de las sefiales presentadas en
los fingerprint con la actividad anti-colagenasa, por lo tanto no es posible determinar
correlaciones biol6gicamente relevantes de los constituyentes de estas especies con la

actividad de inhibicion de colagenasa.

En cuanto a la actividad anti-elastasa, los metabolitos que tentativamente corresponden a los
isdmeros de rosmanol, rosmadial y carnosol parecen ser los responsables de las actividades

encontradas en los extractos mas activos, los cuales correspondieron a R2 y R3. La actividad
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anti-hialuronidasa presenté bajos coeficientes de correlacion con las sefiales obtenidas de los
fingerprint, sin embargo, los andlisis multivariados discriminados arrojaron las sefiales que
posiblemente corresponden a &cido clorogénico y la sefial no identificada en 5.8-6.0 min
como los posibles responsables de la actividad, al menos en los extractos de la especie S.

sonchifolius.

Los resultados obtenidos durante esta investigacion, en los cuales se presentan metabolitos
de diversas caracteristicas como responsables de las actividades anti-envejecimiento
evaluadas, permiten concluir que la combinacidn de extractos podria ser la clave para la
obtencion de ingredientes comercial y biologicamente importantes. Donde la combinacion
de metabolitos con diversos efectos anti-envejecimiento y antioxidantes podrian dar paso a
efectos sinérgicos incrementando asi la eficacia y posibilitando la accién fotoprotectora

mediante diversos mecanismos de accion.
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Figura 31. Analisis multivariados discriminantes de los extractos de R. officinalis, T. vulgaris y S. sonchifolius con base en la
actividad antioxidante (FRAP). A) PLS-DA basados en las sefiales obtenidas en los fingerprint de los extractos y la actividad
antioxidante (FRAP). Grafica scores representa las clases de los extractos. Activos (verde), medianamente activos (azul) no activos
(rojo). B) PLS de las sefiales obtenidas en HPLC-DAD mediante fingerprint y la actividad antioxidante (FRAP). C) coeficiente de
correlacion de Pearson basada en la actividad antioxidante (FRAP) de las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de R.
officinalis. D) coeficiente de correlacion de Pearson basada en la actividad antioxidante (FRAP) de las sefiales en HPLC-DAD
encontradas para extractos de T. vulgaris. E) coeficiente de correlacién de Pearson basada en la actividad antioxidante (FRAP) de
las sefiales en HPLC-DAD encontradas para extractos de S. sonchifolius
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5 CONCLUSIONES

Entre las especies evaluadas se determin6 que Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris y las
hojas de Smallanthus sonchifolius, presentan la mayor capacidad de inhibicién de las enzimas
elastasa e hialuronidasa las cuales se encuentran intimamente relacionadas con el proceso de
fotoenvejecimiento , asi como las propiedades antioxidantes mas relevantes entre las siete
especies evaluadas en éste trabajo. Ademas, basados en un estudio integrado de mecanismos
involucrados en el proceso del fotoenvejecimiento, se logré determinar que los extractos de
estas tres especies poseen propiedades fotoprotectoras. Lo anterior debido a la capacidad de
disminuir la produccion de MMP-1 y los niveles de ROS intracelular, y de incrementar los
niveles de pro-colageno tipo lal en HDFa estimulados con radiacion UVB. La especie R.
officinalis presentd la propiedad fotoprotectora mas relevante entre las tres especies
evaluadas, al disminuir en mayor medida la produccion de MMP-1 y los niveles

intracelulares de ROS.

Con respecto a la seleccion de solventes para el desarrollo de extractos, la propiedad
fisicoguimica constante dieléctrica se convierte en un factor de suma importancia para la
obtencion de extractos bioactivos, siendo aquellos realizados con acetona-agua, los extractos
que presentaron las mejores propiedades anti-envejecimiento en este estudio. Igualmente, se
desarrollé un método analitico mediante HPLC-DAD-MS para el estudio de los fingerprints
de los extractos bioactivos. Se demostré que la composicion quimica de los extractos varia
de manera proporcional con el incremento de la constante dieléctrica, siendo aquellos

extractos con valores intermedios, los que presentaron la mayor variabilidad quimica.

Las técnicas analiticas utilizadas permitieron la determinacion de compuestos tipo acidos
fendlicos, flavonoides y derivados terpénicos de caracter fendlico en los extractos de R.
officinalis. El estudio quimico arrojo el acido rosmarinico y el timol como posibles
constituyentes mayoritarios de la especie T. vulgaris. Para el caso de las hojas de S.
sonchifolius se evidencié la presencia principalmente de compuestos tipo &cidos

hidroxicinamicos y especialmente derivados de acido clorogénico.
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Usando herramientas estadisticas de analisis multivariado basados en la discriminacion,
similiaridad y agrupamiento, apoyado de la caracterizacion quimica, se desarroll6 un método
rapido y sencillo para la identificacion tentativa de sefiales (metabolitos) responsables de las
propiedades anti-envejecimiento evaluadas en R. officinalis, T. vulgaris y hojas de S.
sonchifolius. Con lo anterior se lograron obtener correlaciones importantes entre el acido
rosmarinico y la tendencia de las propiedades antioxidantes y presencia de sefiales que
posiblemente corresponden con terpenos de caracter fendlico con la actividad elastasa. En
cuanto a la inhibicion hialuronidasa a pesar de presentarse bajos niveles de correlacion la
presencia de derivados de acidos hidroxicindmicos puede concluirse como fundamental para

la inhibicion de la enzima hialuronidasa.

El estudio integrado desarrollado en este trabajo de investigacion basado en la seleccién de
blancos relacionados con aspectos mecanisticos importantes durante el proceso del
envejecimiento acelerado por la radiacion UV, caracterizacion quimica y analisis
multivariado permiti6 determinar la potencialidad de algunas especies de plantas aromaticas
y medicinales como ingredientes naturales de interés para la industria cosmética,
concretamente para el desarrollo de productos antienvejecimiento resaltando extractos de las
especies Rosmarinus oficinales, Thymus vulgaris y Smallanthus sonchifolius como
potenciales protectores de los dafios causados a la ECM por efecto de la radiacion UVB,
generando ademas una estrategia integrada aplicable a otras especies vegetales inclusive con

otros blancos bioldgicos.

La investigacion quimica y biologica en torno a ingredientes naturales de nuestra
biodiversidad, hace posible el incremento del valor agregado de especies cultivadas y
silvestres, beneficiando (quizas en un mediano plazo) no solo a las industrias cosméticas en
su busqueda de productos innovadores y sustentables, sino también a los actores de la cadena
de PAMCYyA, especialmente a los agricultores y productores. Estas actividades pretenden el
fortalecimiento de una cadena productiva con mayor rentabilidad y competitividad.
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