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RESUMEN

La pigmentacién de la piel es el resultado de la produccién y distribucién de melanina, un pigmento que
es formado por la oxidacién sucesiva de la L-Tirosina a L-Dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y dopaquinona
por el enzima tirosinasa. Las irregularidades en la pigmentacién de la piel son un problema estético para
muchos individuos. Es por ello que actualmente existe un gran interés en investigar productos con
propiedades aclaradoras de la piel. Con el propésito de buscar inhibidores del enzima tirosinasa a partir de
productos naturales, se estudian extractos de Ruta graveolens (R. graveolens) empleando diferentes métodos
de extraccién. Se determina la inhibicién de la oxidacién de la L-Tirosina catalizada por tirosinasa de hongo
y se correlaciona esta actividad con la citotoxicidad y el contenido de compuestos fendlicos, pues se ha
reportado que existe actividad inhibidora de este enzima por algunos de estos compuestos. Se encuentra
que el método de extraccién influye sustancialmente en el contenido de compuestos fendlicos y en la
citotoxicidad, mientras ejerce un efecto modesto sobre la actividad inhibidora de tirosinasa.
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ABSTRACT

Skin pigmentation is the consequence of melanin production and dispersion, this pigment is formed
by a successive oxidation of L-Tyrosine into L-Dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and dopaquinone
by Tyrosinase enzyme. Skin pigmentation irregularities become an aesthetic problem for many people.
Therefore there is a big interest in research on products with skin lightening properties. In order to find
inhibitors of Tyrosinase enzyme from natural product, extracts of Ruta graveolens (R. graveolens) were
studied by using different extraction methods. The inhibition of the oxidation of L-Tyrosine catalyzed
by mushroom tyrosinase is determined and correlated with cytotoxicity and the content of phenolic
compounds, because inhibitory activity on the enzyme has been reported of these kind of compounds. It
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was found that the extraction method affects strongly the content of phenolic compounds of the extract
and the cytotoxicity as well, in contrast with the inhibition of tyrosinase activity which remains almost

unaffected.

Keywords: Cytotoxicity, tyrosinase inhibition, Ruta graveolens, skin lightening agents

INTRODUCCION

Para muchas personas, las irregularidades en la
pigmentacién de la piel llegan a ser un problema
estético y psicoldgico, principalmente cuando se
presentan en el rostro. Por tal razén, hay un gran
interés en la bisqueda de productos con propiedades
aclaradoras de la piel para el tratamiento de la pig-
mentacion irregular causada por factores internos
o externos, tales como hormonas, envejecimiento,
exposicién a productos quimicos y a radiaciones
solares (1).

La pigmentacién cutinea es, desde el punto de
vista bioquimico, el resultado de la producciéon y
distribucién de melanina, un pigmento sintetizado
en los melanosomas de los melanocitos epidérmicos
(2). En este nivel, el aminoacido precursor L-Tiro-
sina es oxidado sucesivamente a L-DOPA y dopa-
quinona por el enzima tirosinasa cuyo cofactor es el
cobre (EC 1.14.18.1). La hiperpigmentacién resulta
de un incremento en el ntiimero de melanocitos o
en la actividad de enzimas melanogénicas como
tirosinasa (3,4). Este enzima limita la velocidad de
biosintesis de la melanina (5) y es clave en la colora-
ci6én de la piel, los ojos y el cabello (6). Se encuentra
distribuido en mamiferos, plantas y hongos, y tiene
como sustratos fenoles y catecoles (7,8).

Varios compuestos, tanto de origen sintético
como natural, se han estudiando y reportado como
inhibidores de la actividad de tirosinasa. Algunos
han sido incluidos en férmulas cosméticas con
propiedades desmanchadoras de la piel, entre ellos
la hidroquinona, la arbutina y el dcido kéjico. Sin
embargo, la hidroquinona es un compuesto alta-
mente reactivo, que presenta actividad mutagénica,
y su uso prolongado se ha relacionado con eventos
de despigmentacién permanente y hepatotoxici-
dad, por lo cual ha sido prohibido o estrictamente
regulado (9). La popularidad y uso de férmulas que
contienen 4acido kgjico se ha limitado, puesto que
también se han reportado serios efectos adversos en
humanos, principalmente genotoxicidad , hepato-
carcinogenicidad y dermatitis alérgicas (12-15). De
igual manera, varios extractos vegetales han sido
incluidos en férmulas cosméticas como inhibidores

de tirosinasa, solos, como es el caso de Lilium candi-
dum, Arctostaphylos uva-ursi (L.) Sprengel, Polygonum
bistorta, Coix lacryma-jobi y Sophora angustifolia (16),
o en combinacién, como Rumex occidentalis S. Wats,
R. maritimus L., R. Pseudonatronatus, R. Stenophyllus
(Tysrostat®) (17).

Ademis se ha reportado que los compuestos fe-
nélicos encontrados en vino, como el 4cido caféico,
el dcido ferdlico y el dcido p-cumarico acttian como
inhibidores de tirosinasa (18). Otros fenoles como
el canferol, la quercetina, la rutina, la apigenina,
el 4cido azelaico, el catecol, la morina, la crisina
y otros flavonoides (19) han mostrado ser buenos
inhibidores del enzima y en algunos casos se han
usado en férmulas cosméticas.

En este trabajo se presenta el estudio del efecto
inhibitorio de R. graveolens sobre el enzima tirosi-
nasa. Esta es una planta nativa de Europa pero ac-
tualmente distribuida por todo el mundo (20). Entre
sus componentes activos estdn el flavonoide rutina
(del cual se ha reportado una importante actividad
antitirosinasa), aceites esenciales, alcaloides, taninos
y cumarinas entre otros (21). Es ampliamente uti-
lizada en la medicina tradicional como antiséptico,
estimulante, abortivo, analgésico contra dolores
reumiticos, colicos, amenorrea, menorragia y an-
tiparasitario (22,23), aunque actualmente su uso es
controversial debido a sus efectos tdxicos (20).

Para determinar la influencia del método de
extraccién sobre la inhibicién del enzima tirosina-
sa y correlacionar esta actividad con el contenido
de compuestos fendlicos y la citotoxicidad, se
evaluaron extractos de R. graveolens obtenidos por
percolacién, soxhlet y ultrasonido. Estas técnicas de
extraccién difieren en variables como temperatura
y tiempo de extraccién, hecho que interfiere en el
proceso extractivo (24).

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

En los ensayos de inhibicién de tirosinasa, ci-
totoxicidad y contenido de compuestos fendlicos
se usaron reactivos de alta pureza (Sigma). Para
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el cultivo celular, RPMI, tripsina, antibiéticos y
el suero fetal bovino (FBS) se utilizaron reactivos
marca Gibco BRL.

Material vegetal

El material vegetal se adquirié de fuentes co-
merciales. A partir de 170 g secos y molidos de
R. graveolens se hizo la extraccién con una mezcla
agua-etanol en una proporcién 1:1. Las metodo-
logias empleadas para la extraccion se describen a
continuacién; extracciéon por soxhlet (2 h a 60° C),
extraccién por percolacién (24 h a temperatura
ambiente) y extraccién con ultrasonido (2 h a
temperatura ambiente). El solvente se evapord a
presién reducida.

Ensayo de tirosinasa

El ensayo espectrofotométrico para determinar
la inhibicién de tirosinasa se realiz6 con base en un
método ya descrito previamente por Chen y Kubo
(25). Se prepard una solucién stock de cada extracto
a una concentracién de 7.3 mg/ml, usando como
solvente una mezcla de DMSO/Bufter fosfato de
potasio pH 6.5 (1:27). A partir de estas soluciones
se obtuvo una dilucién a una concentracién final
de 2.5 mg/ml. Se preparé una mezcla de reaccién
con solucién de L-Tirosina 1 mM y buftfer fosfato
pH 6.5 y se oxigend. Posteriormente se adiciond
solucién de tirosinasa de hongo a una concentracién
de 750 U/ml y se realizé un barrido espectrofo-
tométrico minuto a minuto durante 180 minutos
en un espectrofotémetro Cary Bio 50 (Varian®).
Cada ensayo se realizé por triplicado. Los resultados
expresados representan las medias y las desvia-
ciones estindar de las medias. Se tomaron como
control preparaciones que no contenfan extracto,
para evaluar el efecto del solvente sobre el enzima,
se realizé por triplicado y se usé cianuro de sodio
como inhibidor estindar.

El porcentaje de inhibicién se definié como la
concentracién de producto indicada para causar un
cambio en la absorbancia a 481 nm y se determiné
mediante la siguiente ecuacién:

max nuestra

% Inhibicion =100 x|1— 1
max control ( )
donde,
B = Parimetro que expresa la mixima unién
max

del ligando con su receptor (Ecuacién 2). Este
pardmetro se discute en la seccién Resultados y
Discusion.
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Ensayo de ciotoxicidad

La actividad citotéxica de los extractos se evalud
en la linea celular L-929 (ATCC CCI-1°), aisla-
da inicialmente de tejido conectivo subcutineo
de ratén. Las células se cultivaron en botellas de
75 cm’ bajo condiciones estindar en medio RPMI
1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(FBS), 2mM de L-glutamina, 25 mM de HEPES y
antibiéticos. Los cultivos se mantuvieron en fase de
crecimiento exponencial cosechando cada dos dias
y ajustando la densidad celular a ~2 x10° células/ml.
Para el ensayo se prepararon soluciones stock de cada
extracto a una concentracién de 200 mg/ml, em-
pleando como solvente dimetil sultéxido (DMSO)
y se almacenaron a 4 °C hasta su uso. A partir de
éstas se prepararon las diluciones del extracto en las
concentraciones requeridas usando como diluente
medio de cultivo.

Para estimar la concentracién citotéxica
50 (CC,), se utilizé el micrométodo enzimadtico
3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetra-
zolium bromide (MTT), descrito por Mosmann
(26). Las células se cosecharon y se sembraron
en microplatos de 96 pozos a una densidad de
1 x 10* células por pozo. Los platos se incubaron
durante 12 horas hasta la adherencia de las células,
y luego se adicionaron las diferentes diluciones del
extracto preparadas en medio fresco. Los platos
que contenfan los extractos a evaluar se incubaron
nuevamente durante 72 horas. Pasado este tiempo
se retird el estimulo y se adicioné medio fresco
que contenfa MTT y se incub6 de nuevo a 37° C
durante 4 horas. El azul de formazin que se formé
se disolvié en DMSO vy se leyeron las densidades
6pticas a 550 nm con referencia a 630 nm en un
espectrofotémetro Power Wave X. Este ensayo se
realiz6 por triplicado. Los resultados se obtienen a
partir del andlisis de regresién y se expresan como
Concentracién citotéxica CC, ) (concentracién que
reduce la poblacién celular en un 50% con respecto
al control de células no tratadas), y representan la
media de los triplicados y su desviacién estindar.

Contenido de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se midieron por el
método de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton
(27). Se prepar6 una mezcla de reaccién que conte-
nfa agua destilada, extracto disuelto en una mezcla
de DMSO/Metanol 1:1, solucién de carbonato de
sodio al 10 % y reactivo Folin-Ciocalteau. Esta mez-
clase incubé en la oscuridad durante 1 hora y luego
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se ley6 la absorbancia a 760 nm. Los resultados se
expresan como lg/ml equivalentes de dcido gilico
(GAE) por cada mg de extracto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Basados en el anilisis cualitativo de la compo-
sicién de R. graveolens, donde se encuentran flavo-
noides reportados como inhibidores de la actividad
tirosinasa como rutina, quercetinay otros, se penso
inicialmente que la cantidad de compuestos fend-
licos extraidos afectarfa directamente la actividad
tirosinasa (12-15,19). Sin embargo, los datos obte-
nidos muestran que no existe una relacién directa
entre el contenido de compuestos fendlicos y la
inhibicién de este enzima. Esto podria explicarse
dado que los resultados del ensayo de actividad se
presentan para una concentracién de extracto fija.
Para clarificar este aspecto, es necesario estimar la
Concentracién Inhibitoria 50 (IC)) de cada ex-
tracto y comparar estos datos normalizados con el
contenido de compuestos fendlicos. Este parimetro
estd siendo determinado en el laboratorio.

\\\‘NHZ
. 02
—
Tirosinasa

HO HO

L-Tirosina

L-DOPA

Tabla 1. Resultados de la inhibicién de tirosinasa,
contenido de compuestos fendlicos y citotoxicidad
de extractos de R. graveolens, obtenidos por diferentes
métodos de extraccién

Método de | % Inhibicion C?:gl‘iiifs Citotoxicidad

Extraccion | de Tirosinasa GAE/mg extracto CC,, (ug/ml)
Soxhlet 41,13 +0,41 |252,71 + 11,57 13,49 + 0,69
Percolacion |44,99 + 0,25 | 115,91 £ 12,48 1265,06 + 33,00
Ultrasonido | 32,49 + 0,68 |35,22 +7,31 413,66 + 10,84

Al evaluar la actividad de los extractos de R.
graveolens sobre la inhibicién del enzima tirosinasa se
pueden observar diferencias entre ellos. Se encuen-
tra que los extractos hidroalcohdlicos de R. graveolens
presentan una inhibicién del enzima tirosinasa
entre 32 y 45% (Tabla 1). El ensayo de inhibicién
se siguié por un método espectrofotométrico en
el cual se midi6 la absorbancia del producto final
de la reaccién de oxidacién que es, en este caso, L-
dopaquinona (Figura 1).

02
—_——

Tirosinasa
HO

Dopaquinona

Figura 1. Reaccién de oxidacién de la L-tirosina a dopaquinona catalizada por el enzima tirosinasa.

Para determinar la inhibicién del enzima tiro-
sinasa por los diferentes extractos se realizé una
cinética de la reaccién oxidacién de L-tirosina a
L-dopaquinonay se midi6 la absorbancia a 480 nm
(Figura 2). Al analizar los resultados obtenidos en el
paquete estadistico GraphPad Prism® demo, Versién
4,00 para Windows (GraphPad software, Inc, San
Diego CA 2003) se encontré que esta cinética sigue
un modelo de hipérbola (Figura 2), que describe
la unién de un ligando a un receptor. La ecuacién
matematica que representa este modelo es:

B *X

K, +X 2)
donde,
B,, . = Unién mixima de ligando al receptor

K, = Concentracién de ligando requerida para
alcanzar la mitad de la unién maxima

B, tue el parimetro utilizado para calcular el por-
centaje de inhibicién empleando la ecuacién (1).

El extracto que produjo una mayor inhibicién
del enzima tirosinasa fue el obtenido por percola-
cién, y el que causé menor inhibicién fue el obte-
nido por ultrasonido (Tabla 1), (Figura 2).

Para evaluar el efecto téxico de los extractos, se
realizaron ensayos de citotoxicidad basal (MTT).
Estos ensayos son un buen punto de partida para
evaluar el potencial téxico in vivo y predecir los
efectos agudos de los compuestos in vivo y se utili-
zan como indicadores de toxicidad sistémica aguda,
puesto que si un compuesto es toxico durante una
exposicién aguda in vitro, se anticipa, en la mayoria
de los casos, que esto refleja una agresién a las
funciones intrinsecas de las células (28). En estu-
dios previos para un amplio niimero de sustancias
se demostré una correlacién razonable entre la
citotoxicidad basal y toxicidad aguda en animales
y humanos (9).
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Figura 2. Efecto de extractos de R. graveolens sobre

la formacién de L-dopaquinona medida a 480 nm.

Blanco (B), extracto obtenido con ultrasonido (U),

extracto obtenido por soxhlet (S), extracto obtenido
por percolacién (P).

En este trabajo se encontré que el método de
extraccién afecta de modo importante los valores de
citotoxicidad (Tabla 1). Por lo tanto, se sospecha que
la citotoxicidad puede estar determinada tanto por
el tipo como por la cantidad de compuestos y que
los métodos de extraccién mds astringentes, como
soxhlet y ultrasonido, ejercen una mayor accién
mecinica y, por lo tanto, extraen compuestos que
no pueden ser obtenidos mediante percolacion.

El extracto de R. graveolens obtenido por per-
colacién presentd la menor citotoxicidad y el mis
alto valor de CC, correspondiente a 1265,06 lg/ml
(>1000) y por lo tanto, de acuerdo a la clasificacién
de toxicidad de Gad Shayne para productos na-
turales (29), se puede clasificar como un extracto
potencialmente no téxico.

En los ensayos realizados no fue posible estable-
cer una correlacién entre la inhibicién del enzima
tirosinasa y el contenido de compuestos fendlicos
(Figura 3), puesto que el extracto obtenido por
percolacién que present la mayor inhibicién del
enzima no tuvo el mayor contenido de compuestos
fendlicos; sin embargo fue el menos citotéxico. El
extracto obtenido por soxhlet fue el mis citotéxico
y tuvo un mayor contenido de compuestos fené-
licos. Por lo tanto se sospecha que este método de
extraccidn arroja algin tipo de compuesto fendlico
que ejerce poca o nula accién inhibidora sobre el
enzima tirosinasa pero que tiene un efecto téxico
sobre las células.

VITAE

1500+
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Método de Extraccién

Figura 3. Efecto de extractos de R. graveolens ob-
tenidos por diferentes métodos de extraccién sobre
la inhibicién de tirosinasa, contenido de compuestos
fendlicos y citotoxicidad.

CONCLUSIONES

El uso de la especie R. graveolens se encuentra
restringido actualmente. Teniendo en cuenta su
alta toxicidad, en este estudio se encontré que la
citotoxicidad inducida por los extractos de esta
planta puede variar de acuerdo con el proceso de
extraccién empleado, donde una técnica menos
astringente, como la percolacién, por un periodo de
tiempo corto, mantiene los niveles de inhibicién de
la actividad tirosinasa y reduce en buena medida la
citotoxicidad, cuando se compara con la extraccién
asistida por ultrasonido o soxhlet.

Para muchos compuestos fendlicos, se ha en-
contrado una capacidad para inhibir la actividad del
enzima tirosinasa; sin embargo, en las condiciones
empleadas aqui, no se encontré relacién entre el
contenido de compuestos fendlicos y la inhibicién
de la actividad enzimitica.

Si bien antes de establecer un uso prictico del
extracto hidroalcohdlico de R. graveolens como agen-
te para uso topico, es necesaria una caracterizacion
profunda de los efectos téxicos del extracto, como
por ejemplo fototoxicidad, genotoxicidad y mutage-
nicidad, los resultados de este estudio muestran que
el extracto hidroalcohdlico obtenido por percolacién
durante 24 h, presenta un buen perfil de toxicidad,
que permite estudiar mds a fondo sus propiedades
como agente potencialmente aclarador cutineo.
Bajo las condiciones del método, el cianuro de sodio
a una concentracién de 5mM es un inhibidor de la
actividad del enzima tirosinasa.
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