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RESUMEN

México constituye uno de los paises con mayor diversidad de especies de encinos (Quercus
spp.). Ademas de su importancia forestal, las cortezas de encinos mexicanos se han utilizado
desde tiempos ancestrales por la medicina tradicional como tratamientos dermatoldgicos. Sin
embargo, aln no se conoce su impacto sobre alteraciones cutdneas como el envejecimiento
cutaneo, ni se han caracterizado sus metabolitos mayoritarios. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de un extracto acuoso de cortezas de Quercus scytophylla (QSAE), un
encino mexicano, para atenuar el envejecimiento. Para ello se determind su efecto antioxidante
sobre la captacion del radical hidroxilo y su potencial inhibitorio sobre las enzimas elastasa y
tirosinasa, involucradas en el envejecimiento prematuro, utilizando métodos
espectrofotométricos. Ademas, se determind el contenido de fenoles totales, flavonoides,
proantocianidinas y acidos hidroxicinamicos en el QSAE. Los metabolitos mayoritarios
presentes en el extracto fueron identificados por GC-MS. La actividad inhibitoria sobre la
actividad de la tirosinasa y elastasa de los metabolitos 2,4 di-terc butilfenol (2,4DTBP), a-
tocoferol y myo-inositol, presentes en el QSAE, se analiz6 espectrofotométricamente, mientras
que la accion antagonica, sinérgica o aditiva de sus mezclas binarias fue examinada in silico
mediante la determinacion del indice de combinacion (IC). EI QSAE posee una alta
concentracion de acidos hidroxicindmicos (195.1 mg EACI/g), excelente capacidad para captar
al radical hidroxilo (EC25=51.52ug/ml) y una actividad inhibitoria sobre la elastasa superior al
extracto cosmecéutico comercial Oligopin® (IC5=19.78 ug/ml vs. 132.10 pg/ml). Los
compuestos mayoritarios a-tocoferol (ICs0=58.62 pg/ml) y 2,4ADTBP (ICs50=38.45ug/ml),
contribuyeron significativamente a la inhibicién de la tirosinasa y elastasa respectivamente.
Ambas moléculas, al mezclarse, a bajas concentraciones presentan un efecto sinérgico sobre la
inhibicion de la tirosinasa, mostrando un IC<1. Estos resultados sugieren un potencial del
QSAE y de sus metabolitos mayoritarios 2,4ADTBP y a-tocoferol como ingredientes activos en

formulaciones cosmecéuticas destinadas a atenuar el envejecimiento cutaneo.

Palabras clave: piel, Quercus scytophylla, envejecimiento, enzimas, extracto
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ABSTRACT

Mexico is one of the countries with the greatest diversity of oak species (Quercus spp.). Beyond
its significance in forestry, Mexican oaks' bark has been used in traditional medicine for
centuries, particularly for dermatological applications. However, its effects on skin conditions,
including aging, remain largely unexplored, and its primary metabolites have yet to be
characterized. This investigation aimed to assess the impact of an aqueous extract from the bark
of Quercus scytophylla (QSAE), a Mexican oak, on mitigating signs of aging. To achieve this,
its antioxidant properties in scavenging hydroxyl radicals and its inhibitory effects on elastase
and tyrosinase enzymes, which are associated with premature aging, were assessed through
spectrophotometric techniques. Additionally, the total phenolic content, flavonoids,
proanthocyanidins, and hydroxycinnamic acids present in QSAE were determined. The primary
metabolites in the extract were identified through GC-MS analysis. The inhibitory effects of
the metabolites 2,4-di-tert-butylphenol (2,4ADTBP), a-tocopherol, and myo-inositol, found in
QSAE, on tyrosinase and elastase activities were assessed spectrophotometrically. At the same
time, their antagonistic, synergistic or additive action of their binary mixtures was examined in
silico by determining the combination index (CI). QSAE demonstrated a high concentration of
hydroxycinnamic acids (195.1 mg EACL/g), a remarkable capacity for hydroxyl radical
scavenging (EC25=51.52 pg/ml), and an elastase inhibitory activity that surpassed those of the
commercial cosmeceutical extract Oligopin® (1Cs0=19.78 ug/ml vs. 132.10 pg/ml). The
compounds, a-tocopherol (1C5=58.62 pg/ml) and 2,4DTBP (I1C50=38.45 pg/ml) played
significant roles in inhibiting tyrosinase and elastase, respectively. These compounds
synergized tyrosinase inhibition at lower concentrations with an 1C<1. These findings suggest
the potential of QSAE and its major metabolites 2,4DTBP and a-tocopherol as a valuable

ingredient in anti-aging cosmeceutical products.

Keywords: skin, Quercus scytophylla, aging, enzymes, extract.
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INTRODUCCION

El envejecimiento cutdneo es un proceso condicionado por factores intrinsecos (genéticos,
metabolicos) y extrinsecos (radiacion UV, contaminacion, tabaquismo, mala alimentacion).
Con el pasar del tiempo estos elementos afectan la estructura y funcionalidad de la piel,
especialmente, mediante la disminucion progresiva de componentes esenciales como el
colageno y la elastina. Este deterioro estd mediado por la incidencia de las especies reactivas
de oxigeno, impactando negativamente el funcionamiento de enzimas claves, como la elastasa
y la tirosinasa. El aumento de la actividad de la elastasa reduce la elasticidad y firmeza de la
piel, mientras que el incremento de la tirosinasa se relaciona con la hiperpigmentacion,

contribuyendo al envejecimiento cutdneo prematuro.

La investigacion sobre productos naturales para frenar el envejecimiento ha enfocado su
atencion en extractos de plantas ricos en moléculas activas, como los polifenoles. Los
polifenoles son de interés por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antienzimaticas. Estos compuestos son abundantes en la naturaleza, pudiéndose encontrar en
arboles, frutos, semillas, y cortezas de arboles. Su merecida fama no se debe solo a sus
propiedades, sino también, a sus multiples mecanismos de accion, asi como a su facil y
econdmica obtencion. Estudios previos han documentado que los extractos de cortezas de
encinos (Quercus spp.) contienen polifenoles (1,2), cuyos efectos antioxidantes y
antiinflamatorios podrian ser Utiles para el desarrollo de nuevos productos cosmecéuticos
destinados a atenuar los signos del envejecimiento prematuro. De hecho, extractos de cortezas
de encino se han utilizado ampliamente por la Medicina Tradicional para tratar afecciones

dermatoldgicas (3-5)

Los encinos estan ampliamente distribuidos en México, pais considerado como el segundo
centro mundial de especies pertenecientes a este género (6). Previamente se ha revelado que el
extracto de cortezas de Quercus scytophylla, una especie endémica de México, posee una
composicion fendlica abundante con una notable capacidad antioxidante (7). Esto resulta
interesante, ya que la corteza es un recurso subutilizado que podria aprovecharse para generar
productos dermatoldgicos orientados a atenuar el envejecimiento. Sin embargo, aun no se ha
caracterizado quimicamente ni se conoce su potencial para inhibir enzimas involucradas en el

envejecimiento prematuro de la piel. La falta de conocimiento sobre la composicion quimica

9
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de extractos de esta especie ha dificultado la identificacion de metabolitos bioactivos con

efectos anti-edad, necesarios para estandarizar y comercializar los extractos naturales.

1. MARCO TEORICO.
1.1 Bases cientificas del envejecimiento cutaneo.

El envejecimiento cutdneo forma parte del "mosaico de envejecimiento humano natural”, el
cual sigue diferentes trayectorias en organos, tejidos y células. Si bien los érganos internos
pueden enmascarar los signos que anuncian la llegada de la vejez, la piel, el rgano mas extenso
del organismo y nuestra primera barrera protectora externa expone las primeras huellas obvias

del paso del tiempo sobre nuestro cuerpo.

La piel estd constituida de 3 capas principales denominadas epidermis, dermis e hipodermis.
Mientras que la epidermis es la capa mas externa, cuya funcion principal es la de barrera, la
dermis ofrece el soporte, la flexibilidad y consistencia a la epidermis y experimenta cambios

importantes durante el envejecimiento.

Este proceso estd condicionado por una multiplicidad de factores que pudieran causar la
acumulacién de cambios perjudiciales en células, tejidos, la estructura y funcion de la piel (8).
La literatura cientifica engloba a los factores que inciden sobre el envejecimiento cutaneo en
dos grandes grupos: factores intrinsecos (genéticos y fisioldgicos) y extrinsecos (ambientales y
conductuales). La accidn de estos factores conduce a la disminucion de las funciones biol6gicas
de lapiel y la pérdida de su capacidad para adaptarse al estrés metabolico en el tiempo adecuado
(9,10).

En este proceso se producen cambios en la matriz extracelular dérmica (MEC). La dermis esta
dividida en las capas papilar superior (PAP) y reticular inferior (RET), que se distinguen por
sus diferentes perfiles de la MEC. Mientras que la dermis papilar se caracteriza por una MEC
relativamente mas delgada y de disposicion laxa, asi como por una alta densidad celular, la
dermis reticular contiene una red de fibras matriciales mas gruesa y densa, y una baja densidad
celular. Entre todos los tipos de células cutaneas, los fibroblastos dérmicos son la principal
fuente de MEC cutéanea y los que estan mas estrechamente asociados con ella. La MEC es capaz
de regular la proliferacién y la migracion de los fibroblastos dérmicos, e influye en su
10
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diferenciacion y sefializacion. Su plasticidad y significado durante el envejecimiento depende
de los cambios en su composicion con la edad, incluyendo alteraciones del colédgeno, elastina,
metaloproteinasas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, fibrilinas y proteinas matricelulares
(12).

1.2 Implicaciones fisiologicas y patologicas del deterioro de la matriz extracelular

dérmica.

La degradacion de la MEC conduce a importantes implicaciones que inciden no solo en el
envejecimiento cutaneo natural, sino también en el desarrollo de enfermedades dermatoldgicas.
El fotoenvejecimiento, provocado por la accion acumulativa de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que derivan de las radiaciones ultravioletas, se caracteriza por la aparicion de arrugas
profundas y pérdida de elasticidad, promoviendo la degradacién progresiva de la MEC mientras
disminuye la capacidad de reparacion del tejido cutaneo (12). Dado el impacto de las ROS en
este proceso, los antioxidantes se han convertido en estrategias terapéuticas invaluables para

atenuar el fotoenvejecimiento.
1.3 Factores intrinsecos y extrinsecos del envejecimiento cutaneo.

Los factores intrinsecos estan relacionados con el envejecimiento cronolégico del organismo
en relacion con una disminucién considerable y cada vez mayor en la capacidad de reparacion
del ADN. Igual se experimenta un acortamiento de los telomeros y alteraciones en las vias de
sefializacion celular, entre otros sintomas que alertan sobre la llegada de la vejez (13,14). Estas
alteraciones internas acarrean la reduccion de la produccion de colageno y elastina, dos
proteinas esenciales para la elasticidad y firmeza de la piel. Aunado a ello, se produce un
incremento en la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMPs), las cuales degradan los
componentes estructurales de la dermis y contribuyendo a la formacion de arrugas y pérdida de
firmeza (15,16).

Por su parte, los factores extrinsecos son aquellos relacionados con el entorno y el estilo de
vida. A la exposicion periddica y prolongada a la radiacion ultravioleta (UV) se le
responsabiliza de ser el factor de mayor incidencia dentro de este grupo. La UV estimula la
formacion de ROS y la disminuciédn de la capacidad antioxidante enddgena, provocando dafio

en el ADN, proteinas y lipidos celulares (17). Este proceso origina el estrés oxidativo y la

11
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activacion de las MMPs. Aunque el tabaquismo, la mala alimentacion, el estrés y la
contaminacion ambiental son factores para considerar, varias investigaciones han demostrado
que la exposicion prolongada a la luz UV es el agente causal de hasta el 80% del envejecimiento
prematuro. A este proceso suele llamérsele fotoenvejecimiento y sus signos clinicos incluyen

arrugas profundas, manchas hiperpigmentadas, pérdida de elasticidad y textura aspera (13,14).

1.4 Especies reactivas de oxigeno y su papel en la degradacién de la matriz extracelular

dérmica.

En la piel, alrededor del 1,5-5% del oxigeno consumido se convierte en ROS mediante procesos
intrinsecos (18). Las ROS se producen continuamente como productos secundarios en la cadena
de transporte de electrones del metabolismo aerdbico en las mitocondrias y se consideran la
principal causa del envejecimiento intrinseco. Los queratinocitos y fibroblastos son los
principales productores de ROS "mitocondriales” en la piel. Ademas, la radiacion ultravioleta
y la contaminacion ambiental son capaces de generar especies reactivas de oxigeno (ROS)
involucradas en la degradacion de la MEC. Las ROS incluyen radicales libres como el
superdxido (O:z+), el perdxido de hidrogeno (H20:), y el radical hidroxilo (OH-), las que

aparecen representadas en la Tablal.

El radical hidroxilo (OH-) posee una alta reactividad y puede causar dafios graves a estructuras
cutaneas susceptibles. Los radicales hidroxilos se pueden producir en las células mediante
diversos procesos como: a) la fagocitosis; b) la biosintesis de prostaglandinas; c) el impacto de
xenobidticos tdéxicos; d) las radiaciones ionizantes; e) la reaccion de Fenton, y f) la
descomposicion de hidroperoxidos lipidicos. La generacion fotoquimica de radicales OH-
promovida por la radiacion UV impacta sobre la oxidacion del ADN produciendo roturas de
cadena, generando muerte celular, cambios cromosomicos, mutaciones y transformaciones

morfoldgicas en la piel (19).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno. Radicales libres y no libres. Fuente: (20). Modificado
por: (21)
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Las ROS son capaces de inducir dafio oxidativo y afectar un considerable y muy variado
namero de componentes celulares y extracelulares, siendo la MEC una de las mas afectadas
(22). Las estructuras mas importantes y abundantes de la MEC son el colageno, la elastinay los
glicosaminoglicanos. Tanto en el envejecimiento intrinseco como en el extrinseco, se observan
cambios cualitativos y cuantitativos en estas estructuras mediado por las ROS. Esto provoca
pérdida de resistencia a la traccién y capacidad de recuperacion, formacion de arrugas,
sequedad, alteracion de la cicatrizacion de heridas y aumento de la fragilidad (18).

Aunque algunos mecanismos de envejecimiento se superponen, la piel intrinsecamente
envejecida y la piel fotoenvejecida presentan cambios diferentes en la MEC. A nivel global, la
piel intrinsecamente envejecida muestra atrofia de las estructuras dérmicas, mientras que la piel
fotoenvejecida se caracteriza por la acumulacion de fibras de elastina y glicosaminoglicanos

aberrantes, junto con colageno dafiado y disminuido en la MEC (23).

1.5 La elastina, tirosina y el envejecimiento cutaneo.

La elastina es una proteina estructural de primordial importancia en el tejido conectivo de los
animales vertebrados, incluyendo los seres humanos. Es una proteina esencial con una baja tasa

de renovacion, lo cual dificulta su reemplazo ante insultos mecanicos y ambientales repetidos.
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Su principal funcién es la de brindar elasticidad, permitiendo la deformacién de los tejidos del
cuerpo por estiramiento y que luego recuperen su forma original (24).

En la piel ejerce la misma funcion y su deterioro esta provocado por la elastasa, enzima que
pertenece a las proteasas, la cual activada por la presencia de ROS. Esta enzima provoca la
degradacion de la elastina, lo que conlleva no solo a la perdida de elasticidad, sino que los
péptidos que de este de ella se derivan pueden ocasionar efectos bioldgicos que contribuyen a
la inflamacion cronica y al envejecimiento dérmico (25). Se han realizado estudios in vitro que
han demostrado que las ROS generadas por sistemas enzimaticos como xantina/xantina oxidasa
(XOD) degradan la tropoelastina (proteina polipéptido) precursor soluble de la elastina. Este
proceso puede ser parcialmente inhibido por antioxidantes como la catalasa (26).

A nivel cutaneo se indica que la fragmentacion de la elastina es una de las caracteristicas mas
comunes que indican el descenso de la curva de funcionamiento de un organismo joven,
indicando la llegada de la vejez (27). Un rasgo caracteristico de la piel fotoenvejecida es la
deposicidn de elastina anormal. EI examen histolégico revela fibras elésticas gruesas, alteradas
y muy ramificadas que forman agregados de material elastético. Este material se forma
mediante la combinacion de la degradacion de la elastina inducida por rayos UV o0 ROS, y la

biosintesis de elastina y fibrilina amorfas y disfuncionales (23).

La repetida exposicion suberitemal a los rayos UVB y UVA en la piel aumenta la deposicion
de elastina anormal, probablemente debido al aumento de niveles de ROS inducidos por los
rayos UV. Se ha demostrado que las ROS aumentan los niveles de ARNm de elastina en los

fibroblastos dérmicos (28).

Por su parte, la tirosina es un aminoécido no esencial que juega un papel importante en multiples
procesos bioldgicos, especialmente en la sintesis de melanina, pigmento responsable de la
coloracion de los ojos, el cabello y nuestra piel. Este pigmento se produce en células
especializadas Ilamadas melanocitos. En ellas, este aminoacido actia como precursor en la
biosintesis de la melanina a través de varias reacciones catalizadas esencialmente por la enzima

tirosinasa (29).

Este aminoéacido no solo participa en la pigmentacion, sino que también tiene implicaciones en

la sefializacion celular cutanea, en rutas metabdlicas como dopamina, noradrenalina y
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adrenalina, las cuales pueden intervenir en procesos de inflamacién, vasodilatacion y

cicatrizacion (30).
1.6 El papel de las enzimas elastasa y tirosinasa durante el envejecimiento.

Entre las varias hipotesis que han intentado explicar el proceso de envejecimiento cutaneo
existe una que se relaciona con la presencia de desequilibrios de los mecanismos de proteccion
antioxidantes, lo que detona cambios estructurales y funcionales en la piel (31). Se destaca la
exposicion a la UV procedentes con el aumento en la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las ROS a su vez generan la fosforilacion de los receptores tirosina quinasa
que desencadenan la activacion de algunas vias criticas de sefializacion intracelular; como las
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), el factor nuclear kappa B (NF-xB) y la
proteina (AP)-1 (32). Esto conlleva a la promocion de la sintesis y liberacion de citocinas
proinflamatorias y metaloproteinasa 1 (MMP-1), quienes comienzan el proceso de degradacion

del colageno de la estructura dérmica (32) (Figura 1).

Capa
cérnea _

Epidermis

Reduccién del contenido
de acido hialurénico

Dermis
-Degradacién de la
elastina
1 Atrofia y reduccién
del colageno
Hipodermis __Atrofia del tejido
adiposo

PIEL JOVEN PIEL ENVEJECIDA

Figura 1. Degradacion de componentes de la matriz extracelular dérmica MEC
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La manera en la que se produce el envejecimiento de nuestra piel ha sido abordada en varios
estudios donde se ha sugerido que la radiacion (UV) es la responsable de alrededor del 90% de
los cambios estructurales y funcionales que edades tempranas sufre nuestra piel (33). Ello
implica, cambios en enzimas relacionadas con la elasticidad y pigmentacion cutaneas como la

elastasa y tirosinasa.

Las enzimas elastoliticas entre las que se encuentra la elastasa son proteasas que tienen la
funcidn de degradar la elastina. Células como los neutréfilos, macrofagos y fibroblastos son las
encargadas de producir estas, las cuales desempefian un papel clave en procesos fisioldgicos
como, la remodelacion tisular y la cicatrizacion de heridas. Asi, el aumento excesivo de la
actividad de la elastasa puede desencadenar la degradacién de la elastina mediante la ruptura
de sus enlaces peptidicos. Esto provocaria la activacion de componentes esenciales del sistema
inmunitario encargados de la destruccion de patdgenos y la inflamacion como respuesta
inmunitaria. Por lo que no solo flacidez o la aparicion de arrugas se generan por la degradacion
de la elastina, sino también, procesos como la inflamacion cronica y al dafio tisular en varias
enfermedades (34-36)

Ademas, durante el envejecimiento cutaneo existe un incremento de lesiones de lentigo solar
(manchas de la edad). Estas manchas que van a apareciendo con el tiempo estan caracterizadas
por la presencia de un numero incrementado de melanocitos tirosinasa positivos por longitud
de interfase dérmica-epidérmica. Los melanocitos son células especializadas que residen
principalmente en la capa basal de la epidermis, y son los responsables de producir y distribuir
melanina, un pigmento relacionado con el color de la piel y la presencia de manchas. Dentro de
estas células y muy especificamente en organulos especializados llamados melanosomas es que
tiene lugar la sintesis de melanina a partir del aminoacido tirosina. En este proceso la enzima

clave es la tirosinasa (38).

La tirosinasa oxida la tirosina a L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) y posteriormente a
dopaquinona, pasos iniciales en la via melanica que culminan en la formacion de eumelanina o

feomelanina, dependiendo de factores genéticos y ambientales (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de accidn de la tirosinasa. Fuente: (39)

Esta sintesis de melanina no solo define el tono de piel, sino que también cumple funciones de
fotoproteccién al absorber radiacion ultravioleta (UV) y disminuir el dafio inducido por la
radiacion solar (32,40,41).

1.7 Los antioxidantes naturales en la dermocosmética.

Los antioxidantes pueden ser compuestos tanto naturales como sintéticos que tienen como
finalidad proteger las células contra dafios causados por los radicales libres. Son abundantes en

la naturaleza y los podemos encontrar en numerosos alimentos, especialmente en frutas,
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verduras, cereales integrales y frutos secos (42,43). Entre los mas conocidos se encuentran las
vitaminas C y E, el betacaroteno, el selenio y un gran numero de polifenoles. Estas sustancias
ayudan a mantener en equilibrio la produccion de radicales libres, lo cual es esencial para
mantener una buena salud. Ademas, el papel que desempefian en la salud es crucial, en especial,
si consideramos la capacidad que tienen en la modulacion del sistema inmunolégico y la
prevencion de dafios a nivel celular, lo que los convierte en aliados importantes en la prevencion
de enfermedades (44,45).

En la piel, el antioxidante hidrosoluble predominante es la vitamina C; mientras que la vitamina
E o alfa-tocoferol predomina en las membranas celulares y el estrato corneo. En pieles
fotoenvejecidas, las concentraciones de antioxidantes intrinsecos como el a-tocoferol, &cido
ascorbico y el glutation son generalmente mas bajas (46), lo que sugiere la utilidad de una

suplementacién con antioxidantes exdgenos para contrarrestar los signos de la edad.

Dentro de este grupo se destacan los polifenoles (47), quienes han encontrado aplicaciones
como ingredientes en formulaciones cosmecéuticas (32). Su notoriedad se ha relacionado con
su abundancia en la naturaleza, sus diversos mecanismos de accion y la rentabilidad de su

obtencion.

1.8 Caracteristicas estructurales de los polifenoles y su actividad antioxidante.

Estructuralmente los fenoles son un grupo variado de moléculas caracterizados por la presencia
de un anillo aromatico unido a uno o0 mas grupos OH (Figura 3). Dentro de esta gran familia
de compuestos representados en la Figura 4, donde podemos encontrar: flavonoides, lignanos,
taninos, acidos fendlicos y fenoles simples (48).
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OH OH

or

Figura 3. Estructura basica de un fenol. Fuente: Wikipedia

Los mecanismos mediante los cuales estas moléculas contrarrestan los signos de la edad se
relacionan con: a) su accion inhibitoria del edema e inflamacién inducida por la luz UV; b) su
accion antioxidante; ¢) su accion inhibitoria sobre enzimas involucradas en el envejecimiento,
notablemente elastasa, tirosinasa, hialuronidasa y colagenasa d) estimulacion de mecanismos
de mecanismos de defensa celular (47). En la siguiente figura se muestran algunos de las

principales clases de polifenoles (Figura 4).
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~ 0
Fenoles  Benzoquinonas Acidos Acetofenonas Acidos Acidos
simples fenolicos fenilacéticos hidroxicinamicos
0 0
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7 I 0
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Figura 4. Estructura quimica de las principales familias de polifenoles. Fuente: (49)
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1.9 Fuentes naturales de polifenoles.

Los polifenoles estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal por lo que se han
identificadas numerosas fuentes de origen natural entre las que se incluyen frutas, verduras,
cereales, legumbres, especias, bebidas fermentadas y extractos de plantas medicinales. En tal
sentido podemos mencionar algunas que destacan como las uvas (Vitis vinifera), manzanas
(Malus domestica), arandanos, moras y fresas, todas ricas en flavonoides, antocianinas y taninos
(50,51). También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones en cebolla

(Allium cepa), brécoli (Brassica oleracea) y la espinaca (Spinacia oleracea) (50).

Se reporta que bebidas como el té verde (Camellia sinensis) y el vino tinto contienen altas
concentraciones de catequinas, acido galico y resveratrol, respectivamente (51,52). Se
considera que el cacao (Theobroma cacao), es una de las fuentes mas potentes de antioxidantes
dietéticos debido a su riqueza en flavanoles (53,54), asi como los cereales (el trigo y la avena)
y las legumbres (como las lentejas y la soja) aunque en menor proporcion que las frutas o
infusiones (52). Se estima que la variabilidad en cuanto al contenido y tipo de polifenoles
depende del origen geografico, el clima, el método de cultivo y las condiciones de
procesamiento, lo que ha motivado estudios a nivel global para caracterizar su perfil fitoquimico
y efectos funcionales. En plantas medicinales, como el romero (Rosmarinus officinalis), el
tomillo (Thymus vulgaris) y algunas especies del género Quercus se evalua el potencial de sus

extractos polifenolicos sobre la actividad biologica (55).

1.12 Los encinos y su uso potencial en la industria cosmecéutica.

Quercus es uno de los géneros de arboles con mayor distribucién a nivel mundial. Se estima
que existen aproximadamente 450 especies identificadas y caracterizadas a nivel mundial
(Figura 5), de las cuales entre 135 y 150 se encuentran en México. De estas especies, 86 son
consideradas endémicas. Entre sus principales usos destaca el aprovechamiento de la madera
(5). También se ha determinado que este género presenta una amplia distribucion y abundante
diversidad a lo largo y ancho del territorio mexicano (56) (Figura 6). En estudios previos sobre
la composicién polifendlica en algunas especies se ha identificado una amplia gama de

compuestos bioactivos que podrian ser utilizados en la industria del cuidado de la piel (5,7).
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Figura 5. Mapa de distribucion mundial de los encinos. Fuente: (57)

Figura 6. Mapas de distribucién de los bosques de encino en México. 5A) encino (café oscuro);
5A) encino-pino (Café claro); 5B) pino-encino (verde claro) y 5B) pino (verde oscuro).
Fuente: (58)
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Entre los compuestos identificados destacan los polifenoles, aunque no son los tnicos a los que
se les podria atribuir el potencial antioxidante de los extractos, habiendo sido otros compuestos
como terpenos, terpenoides encontrados en su composicion. En la Figura 7 se muestran algunos
de los fenoles que se han reportado en los extractos de encinos, especialmente provenientes de
sus cortezas. A pesar de ello, la corteza de los encinos, que en si misma es un recurso forestal
no maderable continla siendo subutilizada, siendo considerada como un recurso forestal no

maderable infravalorado.
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Figura 7. Principales fenoles identificados en especies del género Quercus. Fuente: (59)

1.10 Distribucion de la especie Quercus scytophylla en México y Michoacan.

Quercus scytophylla, es una especie comunmente conocida como encino blanco, ampliamente
distribuida en el estado de Michoacan, Mexico. Estudios recientes han documentado su
presencia en diversas regiones fisiograficas del estado de Michoacéan, incluyendo el Altiplano
Mexicano, la Faja VVolcanica Transmexicana, la Sierra Madre del Sur y la Depresidn del Balsas-
Tepalcatepec. Se puede encontrar en ambientes templados semiaridos, semicalidos a templados

himedos y subhimedos, al igual que en ambientes calidos, donde puede formar bosques mixtos
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junto con otras especies de encinos, asociarse con comunidades coniferas en altitudes medias y
altas o elementos de bosques tropicales caducifolio y bosque espinoso (Figura 8). Este patron
de distribucion permite percibir la adaptabilidad del Quercus scytophylla a una variedad de
condiciones ambientales y su importancia ecologica en los ecosistemas forestales de Michoacan
(56).
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Figura 8. Distribucion geogréafica del Quercus scytophylla en México. Fuente: (60)

1.11 Estudios previos realizados en Quercus scytophylla.

Referente a las especies del género Quercus en general se han realizado estudios para evaluar
el efecto de los flavonoides méas importantes encontrados en algunas especies para el
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tratamiento del melasma y la psoriasis, dos patologias cutaneas prevalentes (4). Quercus
scytophylla se ha empleado en estudios que involucran la determinacion su moédulo de rigidez
y se ha comparado con el de especies maderables de importancia comercial en México. Los
resultados sugieren la utilizacion de la madera de esta especie en diferentes formas, secciones
y longitudes en la industria de la arquitectura, construccion, ebanisteria y utensilios de madera
(61). Se le ha determinado su resistividad eléctrica y se ha comparado con la de otras especies
(Pinus pseudostrobus, Tabebuia rosea) dando como resultado valores inferiores a los de Pinus

pseudostrobus y superiores a los Tabebuia rosea (62).

Estudios previos realizados por nuestro equipo de investigacion han demostrado que el extracto
acuoso derivado de cortezas de Quercus scytophylla (QSAE) posee un contenido interesante de
polifenoles con excelentes propiedades antioxidantes (7). Este resultado sugiere que este
extracto podria aprovecharse para el desarrollo de nuevos productos dermatologicos antiedad.
Sin embargo, su uso racional en formulaciones dermatoldgicas implica seguir esquemas de
desarrollo farmacéutico con vistas a generar productos eficaces para la poblacion (63). Esto
incluye la evaluacion de su potencial cosmecéutico y el analisis de su composicion quimica con
vistas a desarrollar nuevas formulaciones dermatoldgicas exhaustivamente caracterizadas desde

el punto de vista quimico.

La presente investigacion evalla por vez primera la capacidad del QSAE sobre enzimas
involucradas en la degradacién de la matriz extracelular dérmica y el envejecimiento cutaneo.
Ademas, se identifican los compuestos mayoritarios presentes en el extracto y su capacidad de
inhibir individualmente y en combinacion estas enzimas con vistas a aportar pistas acerca de su
contribucion a los efectos antienzimaticos encontrados. Los resultados obtenidos no solo
contribuiran al desarrollo de futuras aplicaciones del QSAE, sino que también promoveran el
uso racional y sostenible de los recursos forestales no maderables en la formulacion de nuevos

productos cosmecéuticos de alto valor agregado
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2. JUSTIFICACION

El envejecimiento cutaneo estd asociado con el estrés oxidativo y la activacion de enzimas
relacionadas con la hiperpigmentacion y pérdida de elasticidad de la piel, proceso que puede
ser atenuado por extractos naturales ricos en polifenoles. Previamente se ha demostrado que el
extracto acuoso de cortezas Quercus scytophylla (QSAE) posee una elevada concentracion de
compuestos fenodlicos antioxidantes que podria aprovecharse para el desarrollo de nuevos
productos dermatoldgicos antiedad. Sin embargo, dada la carencia de investigaciones sobre esta
tematica, se hace necesario evaluar el potencial anti-edad del QSAE e identificar sus
metabolitos secundarios méas prometedores con vistas a proponer futuras aplicaciones de las
cortezas de esta especie de encino mexicana para el desarrollo de nuevos productos

cosmeceéuticos de alto valor agregado.

3. HIPOTESIS

El QSAE presenta actividad antioxidante, pudiendo inhibir significativamente la actividad de
las enzimas tirosinasa y elastasa, involucradas en el envejecimiento de la piel, gracias a los

efectos individuales y sinérgicos de sus metabolitos activos.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad antioxidante e inhibitoria del QSAE y de sus metabolitos mayoritarios

sobre la actividad de las enzimas tirosinasa y elastasa.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar el contenido de fenoles totales, cidos hidroxicinamicos, proantocianidinas
y flavonoides en el QSAE.

v'Identificar los metabolitos mayoritarios presentes en el QSAE.

<

Determinar la capacidad antioxidante del QSAE para captar al radical hidroxilo.
v Determinar la actividad inhibitoria in vitro del QSAE y de sus metabolitos mayoritarios
sobre la actividad de enzimas involucradas en el envejecimiento.

25



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas. Biotecnologia Alimentaria

v' Evaluar las interacciones sinérgicas, aditivas y/o antagénicas sobre la actividad
enzimatica de los metabolitos mayoritarios identificados en el QSAE in sillico.

6. METODOLOGIA
6.1 Obtencion del QSAE
6.1.2 Colecta de las cortezas

La colecta de las cortezas de Q. scytophylla se realizé en una huerta de aguacates, ubicada en
el Cerro del Aguila, municipio de Iratzio, Michoacan de Ocampo, México (Latitud: 19.419756°,
Longitud: 101.976952°). Las muestras se tomaron de un mismo arbol y Ilevadas al laboratorio
para proceder con la limpieza manual y eliminacién de la mayor cantidad de impurezas que
pudieran afectar el resultado de la investigacion. La identificacion botanica se realiz6 en el
Instituto de Ecologia A. C. Centro Regional del Bajio (IEB-INECOL), posterior a la cuestacion
de ramas con hojas.

6.1.3 Determinacion del porcentaje en humedad de la corteza de Q. scytophylla

Las cortezas colectadas se secaron en estufa a 40 °C hasta que alcanzaron un porcentaje de
humedad inferior al 10% con el objetivo de preservarlas de la hidrdlisis y la contaminacion
microbiana. La determinacion del porcentaje en humedad de las cortezas se realiz6 segun lo
establecido en la NOM 083 (64).

6.1.4 Obtencion del QSAE

Se pesaron 30 g de la corteza seca, pulverizada y tamizada en malla No. 40, equivalente a un
tamafio de particula menor a 0,4mm y se mezclaron con 300 ml de agua a una temperatura de
(90-100°C) mediante reflujo durante 1 h. Los sélidos se separaron por filtracion con papel
Whatman No0.96 y la biomasa residual se lavo con 300 ml de agua bajo el mismo tratamiento
(65). El extracto acuoso obtenido después de filtrado y liofilizado se depositd en frascos ambar

y se conservo a una temperatura de (4°C) hasta su utilizacion. El porcentaje de rendimiento del
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extracto acuoso liofilizado se determind considerando el peso inicial (rendimiento real) y el
peso final (rendimiento tedrico) como se describi6 previamente (66).

6.2 Caracterizacion quimica del QSAE

La caracterizacion quimica del QSAE se llevo a cabo considerando su contenido total de fenoles
totales, 4&cidos hidroxicindmicos, flavonoides y proantocianidinas por métodos
espectrofotométricos (67—69). Los resultados de cada prueba fueron comparados con los del
extracto comercial Oligopin® (DTR, Francia) reconocido por su capacidad antioxidante y
utilizado ampliamente en la formulacién de productos dermatoldgicos antiedad. En la
determinacion se consideraron cinco repeticiones para cada muestra. Para una caracterizacion
quimica mas exhaustiva el extracto se analizdO por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Los detalles de estos métodos se describen en las secciones

subsecuentes.

6.2.1 Contenido de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se agregaron 250 uL. de Folin Ciocalteu
en agua destilada [1:1]; 250 uL de carbonato de sodio [7.5%] y 250 uL de la muestra. Las
muestras se homogenizaron y durante 30 min se incubaron en un bafio de agua a 40 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacién se les agreg6 2.0 mL de agua destilada y se les midio la
absorbancia en un espectrofotometro (UV/VIS Spectrophotometer, VE-5600UV) a una
longitud de onda de (A750 nm). Los resultados obtenidos se expresaron como equivalentes de

acido galico por gramo de muestra (mgeEAG/ g de muestra) (69).

6.2.2 Determinacién del contenido de acidos hidroxicindmicos totales

Para determinar el contenido de 4cidos hidroxicinamicos totales se agregaron 500 pL de la
muestra; 1.0 mL de acido clorhidrico [0.5 M]; 1.0 mL del reactivo de Arnow (nitrito de sodio
[10%] y molibdato de sodio [10%] en agua destilada); 1.0 mL de hidroxido de sodio [2.125 M]

y 1.5 mL de agua destilada. Luego de homogenizar las muestras se midié la absorbancia 525
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nm (A525 nm). Los resultados se expresaron como equivalentes de acido clorogénico por
gramo de muestra (mgEACI/ g de muestra) (65).

6.2.3 Determinacion del contenido en proantocianidinas totales

El contenido de proantocianidinas totales se determiné a partir de la mezcla de 650 pL de la
muestra, a la cual se le agregaron 130 uL de una solucién férrica (sulfato de amonio férrico
dodecahidratado [2%] en acido clorhidrico [2 M]). Después de homogenizarla se le agregaron
3900 pL de butanol acido (n-butanol y acido clorhidrico [95:5]) y se homogenizd nuevamente.
Al terminar se cubrieron las muestras con papel aluminio y se incub6 a 95 °C durante 40 min.
Se dejaron enfriar con hielo durante 10 min a temperatura ambiente durante 5 min. Pasado el
tiempo sefialado anteriormente se determind su absorbancia 550 nm (A550 nm). El resultado
de cada muestra se expresé como el equivalente de cloruro de cianidina por gramo de muestra
(mg ECIC/ g de muestra) (68).

6.2.4 Determinacién del contenido de flavonoides totales

Para la determinacidn del contenido de flavonoides totales se agreg6 2.0 mL de la muestra; 2.0
mL de solucién cloruro de aluminio [2%]; la mezcla se homogeniz6 y se incubd a 20 °C durante
1 hora. Luego de ello se homogeniz6 y se determind su absorbancia 415 nm (A415 nm). Los
resultados fueron expresados como el equivalente de quercetina por gramo de muestra (mgEQ/g
de muestra) (67).

6.3 Identificacién de compuestos mayoritarios en el QSAE por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La GC-MS es una técnica analitica que permite la separacién, identificacién y cuantificacion
de compuestos en mezclas complejas con una amplia aplicacion en numerosos campos de la
ciencia por su alta sensibilidad, selectividad. El proceso transita por dos etapas concatenadas
que permiten la identificacion de los compuestos mayoritarios; la cromatografia de gases que

incluye la volatilizacién de la muestra e introduce la muestra por una columna cromatografica
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donde los compuestos segun su volatilidad y afinidad por la fase estacionaria se separan y la
deteccion por la espectrometria de masas. En esta fase los compuestos se ionizan y son
fragmentados por el espectrometro de masas, siendo el patron de fragmentacion la caracteristica

distintiva que facilita la identificacion de cada compuesto.

Para la identificacion de los compuestos mayoritarios, se pesé 1 g de la muestra que fue
reconstituido con 1 ml de agua grado masas, luego se le adicion6 1 ml de acetonitrilo y se
sometio a sonicacion por 1 h. Posteriormente se agregaron 0,9 g de sulfato de magnesio anhidro
y 0,1 g de acetato de sodio. Al terminar se centrifugo y se filtr6 mediante acrodiscos Agilent de
0,2 um. La mezcla se inyecté mediante el método de Splitless a una temperatura de fuente de
280 °C con un flujo de 7 ml/min y una temperatura de entrada al horno que fue desde los 70 °C
hasta alcanzar los 300 °C en un Cromatdgrafo de Gases Agilent 7890-B GC system acoplado a
un detector de masas triple cuadruplo 7000C, con una columna HP5-MS de 0,250 mm, espesor
de 0,25 um y un largo de 30 m. El gas acarreador en la fase maévil fue el Helio de ultra alta
pureza y el gas de colision el nitrégeno de alta pureza. La interpretacion de datos se realiz6 con
el programa Enhanced Mass Hunter Version 5.32 y NIST MS search 2.2, fue la base de datos

de apoyo para la identificacion de los compuestos (70).

6.4 Evaluacion de la capacidad del QSAE para captar al radical hidroxilo

Para la determinar de la capacidad del QSAE de capturar el radical hidroxilo se utilizo la
metodologia de (71) con algunas modificaciones. Se agregé 1 mL del extracto a diferentes
concentraciones (100, 200, 300, 400 y 500 ppm), 300 uL de sulfato ferroso heptahidratado [8
mM] y 250 puL de H202 [20 mM]. La iniciacion de la reaccion tuvo lugar a partir de que se
agregd 1 mL de &cido salicilico [3 mM]. Las muestras se incubaron durante 30 min a una
temperatura de 37 °C. Transcurrido el tiempo bajo las condiciones antes descritas a las muestras
se les agreg6 450 uL de agua destilada y se midi6 su absorbancia (A510 nm). Los resultados se
compararon con los obtenidos para el extracto comercial de Oligopin®, en concentraciones que
fueron desde los 250 ug/mL- 2000 ug/mL. Para el calculo del porciento de inhibicion del radical

se utilizo la férmula que se muestra a continuacion.
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6.5 Determinacion la actividad inhibitoria in vitro del QSAE sobre enzimas elastasa y

tirosinasa.

La literatura cientifica muestra evidencia que involucra a las enzimas tirosinasa y elastasa con
el proceso de deterioro de la matriz extracelular, lo cual promueve el envejecimiento de la piel.
Por tanto, con un enfoque claro en el objetivo general de este estudio, se procedio a evaluar la
capacidad del QSAE para inhibir en un 50% la actividad de estas enzimas (ICsp) mediante
espectrofotometria. Las pruebas se realizaron por cuadruplicado y se consider6 la absorbancia
de la enzima sin inhibidor como la mayor actividad de esta. Por regresion no lineal se calculd
la ICs0 y los resultados se compararon con los obtenidos de los controles positivos de referencia

para cada enzima (72).

6.5.1 Determinacion de la capacidad del extracto QSAE para inhibir la actividad de la

enzima Elastasa.

Se evaluo la capacidad del QSAE del extracto sobre la enzima elastasa. Para ello se utiliz6 una
microplaca de 96 pozos en la que se agregaron 30 pL de solucion Tris-HCI (0.2 mM, pH =8.0),
15 pL de enzima elastasa (Elastase from porcine pancreas, EC Number: 3.4.21.36) [7 U/mL] y
30 pL de la muestra a diferentes concentraciones. Posteriormente se incub6 durante 30 min a
temperatura ambiente con agitacion constante, transcurrido el tiempo se agregaron 75 pL del
sustrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p- nitroanilina (SANA) [1.6 mM] y se volvid a incubar
durante 30 min bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Al culminar se midio
la absorbancia la absorbancia de las muestras (A410 nm) en un Varioskan Flash (Thermo
Scientific). Se utilizaron dos controles positivos, la Epigalocatequina galato (EGCG) como un
inhibidor de esta encima ampliamente utilizado en la industria cosmética y el extracto de
Oligopin® que se obtiene la corteza del pino francés (Pinus pinaster) por su insuperable y

testeada efectividad antioxidante (72—74).
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6.5.2 Determinacion de la capacidad del QSAE para inhibir la actividad de la enzima

Tirosinasa.

Para determinar la capacidad inhibitoria del QSAE sobre la actividad de la enzima tirosinasa se
utilizd una microplaca de 96 pozos y en cada uno de ellos se agregaron 90 uL de solucion PBS
(50 mM, pH = 6.5), 110 pL de L-tirosina [2 mM] y se incubo 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 70 pL de la muestra a diferentes concentraciones, luego 30 pL de
la enzima tirosinasa (Tyrosinase from mushroom, EC Number: 1.14.18.1) [62 pg/mL] y se
procedio a incubar durante 5 min. Finalmente se determiné la absorbancia (A475 nm) de las
muestras cada 2 min durante 20 min en un Varioskan Flash (Thermo Scientific). Se utilizaron
dos controles positivos, el acido kéjico por su capacidad demostrada para inhibir la actividad
de la enzima y el Oligopin®, extracto que se obtiene de la corteza del Pinus pinaster con una

demostrada eficacia como antioxidante y antiinflamatorio (72,74).

6.6 Evaluacion de la capacidad inhibitoria de los compuestos mayoritarios sobre las

enzimas tirosinasa y elastasa.

El andlisis cromatogréafico revel6 gque el extracto era rico en metabolitos como el 2,4 di-terc
butilfenol (2,4DTBP), a-tocoferol y myo-inositol. Por consiguiente, se estudi6 su capacidad
individual de estos compuestos para inhibir las enzimas tirosinasa y elastasa. De esta forma se
pudo comprender si el potencial inhibitorio dependia en cierta medida la presencia de estos
metabolitos en el QSAE. Entender el mecanismo de accion de los principios activos de estos

compuestos facilita relacionar establecer relaciones estructura-actividad, segln sea el caso.

6.6.1 Capacidad anti-elastasa de los compuestos mayoritarios.

En la evaluacion de la capacidad de los compuestos 2,4DTBP, a- tocoferol y myo-inositol se
utilizé una microplaca de 96 pozos en la que se agregaron 30 pL de solucion Tris-HCI (0.2 mM,
pH = 8.0), 15 uL de enzima elastasa (Elastase from porcine pancreas, EC Number: 3.4.21.36)
[7 U/mL] y 30 uL de la muestra a diferentes concentraciones por cuadruplicado para cada
concentracion de los tres compuestos (10-320 pg/mL). Posteriormente se incubd durante 30

min a temperatura ambiente con agitacion constante y transcurrido el tiempo se agregaron 75
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uL del sustrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p- nitroanilina (SANA) [1.6 mM] volviéndose a
incubar durante 30 min con agitacion constantemente. Posteriormente se procedié a medir la
absorbancia de las muestras (A410 nm) en un Varioskan Flash (Thermo Scientific) (72—-74)
(72-74).

6.6.2 Capacidad anti-tirosinasa de los compuestos mayoritarios.

Se evalud la capacidad los compuestos mayoritarios anteriormente mencionados para inhibir la
actividad de la enzima tirosinasa. En una microplaca de 96 pozos se agregaron 90 uL de
solucion PBS (50 mM, pH = 6.5), 110 uL de L-tirosina [2 mM] y se incubaron durante 10 min
a temperatura ambiente con agitacion constante. Luego se adicionaron 70 uL de la muestra a
diferentes concentraciones (10-320 pg/mL) cada una de ellas por cuadruplicado para cada
compuesto y se adicionaron 30 uL de la enzima tirosinasa (Tyrosinase from mushroom, EC
Number: 1.14.18.1) [62 pg/mL]. Se dejaron en incubacion durante 5 min con agitacion
constante a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo se midi6 absorbancia (A475 nm) de las

muestras cada 2 min durante 20 min en un Varioskan Flash (Thermo Scientific) (72,74).

6.7 Evaluacion de las interacciones de las mezclas binarias sobre la actividad enzimética
in silico.

La estimacion de las respuestas sinérgicas, antagonicas o aditivas de la mezcla binaria de los
compuestos mayoritarios antes mencionados presentes en el QSAE se determino considerando
metodologias previamente descritas (75,76). Este modelo se basa en la Ley de Accion de Masas
(LAM), fundamentada en modelos de cinética enzimética y teorias de unién a receptores. Se
utilizaron simulaciones de procesador de sinergismo y antagonismo que involucran la ecuacion
del Efecto Mediano (EEM), la Fraccion Afectada (Fa) y la ecuacion del indice de Combinacion

(C1) segln la siguiente ecuacion:

"Cl,

= Y ﬂz z": (Dx)l—n{[D]j/Z?[D]}
= (Dx); ZH (b, {( fa)/[1-( fax)j]l/m]}
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Donde n(IC)x corresponde al indice de Combinacion para n sustancias al x% de efecto (fa),
(D)j pertenece a la concentracion de cada sustancia en la inhibicion del x% (fa) en combinacion,
y (Dx)j ajusta la concentracion de cada sustancia individualmente en la inhibicion del x%).
[D]j/3 nl es la concentracion individual de n sustancias que causan la fraccion afectada (fa) del
X% en combinacion, (Dm)j {(fax)j/ [1- (fax)j]1/mj es la concentracion de compuestos
individuales que causan el efecto del x% (fa), fax es el efecto fraccional (fa) al x%, Dm es el

antilogaritmo de la interseccidn con el eje X, y m es la pendiente del grafico del efecto mediano.

Si dos sustancias presentan mecanismos de accion similares, un Cl < 1 indica sinergismo; en
contraste, si muestran mecanismos diferentes y son independientes, tienen un CI>1; exhibiran
antagonismo. Cuando el CI=1, se indica adicion. Los valores del Cl se evaluaron en la Fa del
10, 25, 50, 75y 95% en la inhibicion de la actividad enzimatica de la tirosinasa y la elastasa.
Las concentraciones utilizadas para las interacciones binarias fueron aquellas equivalentes al
ICso determinado para el 2,4-di-ter butilfenol (2,4-DTBP) de 174,81 pg/mL, a-tocoferol de
58,62 ug/mL y myo-inositol de 284,81 pug mL-1, respectivamente. El anlisis se realiz6 a través
del paquete de software farmacoldgico CompuSyn Version 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ,
USA).

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis que corresponden a la caracterizacion quimica, la determinacion de la
capacidad antioxidante del QSAE sobre el radical hidroxilo y la determinacién de la capacidad
inhibitoria del extracto sobre las enzimas tirosinasa y elastasa se realizaron cinco repeticiones.
Se comprobd que los datos cumplieran con los supuestos de normalidad, aleatoriedad y
homogeneidad de varianza mediante las pruebas de Lilliefors (p<0.05). Los resultados en todos
los casos se compararon con los obtenidos del extracto comercial Oligopin® mediante las
pruebas de t- Student (t-test) para los datos que cumplieron con los supuestos y su homéloga

Mann- Whitney para aquellos que no.

El resultado final se expres6 como la media + la desviacion estandar (SD) y se utilizaron los
softwares estadisticos Past 4 Version 4.7.0.0. (2023), JMP Statistic Discovery from SAS
version 11.0.0 (32 bits) y GraphPad Prism 8.0.1 [244] (2018). Mediante el software JASP 0.19.3
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se realiz6 un anélisis de correlacién de Spearman entre el contenido de fenoles, flavonoides,

acidos hidroxicindmicos y proantocianidinas totales con respecto a la capacidad inhibitoria del

QSAE sobre las enzimas elastasa y tirosinasa.
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8. RESULTADOS

8.1 Colecta e identificacion boténica de Quercus scytophylla

La Figura 9 muestra la geolocalizacién del sitio donde se obtuvo las muestras de cortezas de

Quercus scytophylla en una huerta localizada en el Cerro del Aguila, municipio Iratzio,

Michoacan.

o Mapa Digital de México

Michoacan de Oca "= »

506,813
Forestal
83 Encino

~Cefro del Aguila,
i Iratzio

Quercus
ispytophylla

Derechos Reservados © INEG!

Hidalge

101°23'17.01" W, 19° 38' 25"
N
Altitud:2,460 m s. n. m.

Oaxaca

Figura 9. Geolocalizacién del sitio de colecta de la corteza del Quercus scytophylla mapa
digital de  México-INEGI

En la Figura 10 se destacan algunas de las caracteristicas botanicas puntuales, necesarias para

la identificacion botanica de las muestras. El registro del ejemplar en el herbario del Instituto

de Ecologia recibi6 el nimero de voucher 7056 (IEB, duplicados en MEXU, CIMI y EBUM).
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Nombre cientifico.  Quercus scytophylia Liebm

Familia: Fagaceae

Localidad: Cerro del Aguila, Iratzio. Michoacan
Latitud: 19.64172°

Longitud: 101.38807*

Altitud: 2460 ms.n.m

Estado: Michoacan de Ocampo

Fecha de colecta: 1 de abnil de 2023

Habitad: Huerta de Aguacate

¥ #10.2cm
Colector: Yosniel Pefia Hemandez
Observaciones: Arbol de porte medio con unos 5 m de

altura que se identifica por sus hojas con b
bordes cerrados, flores pequefias y frutos en pares

B |1cm

Figura 10. Caracteristicas botanicas de Quercus scytophylla. Fuente: (Calzada 21882, IZTA)

8.2 Caracterizacion quimica del QSAE

8.2.1 Contenido de fenoles totales, flavonoides. &cidos hidroxicinamicos vy

proantocianidinas.

El rendimiento de extraccion del extracto correspondié al 18.0+£2.4% con respecto a la corteza
seca, mismo que presento un porcentaje de humedad del 3%. La Tabla 2 muestra los resultados
del contenido de fenoles totales, &cidos hidroxicinamicos, flavonoides y proantocianidinas del
QSAE, mismos se compararon con el extracto comercial Oligopin®. El extracto comercial
mostré un mayor contenido de fenoles totales y proantocianidinas en comparacién con el
QSAE, mientras que este Ultimo presentd niveles superiores de acidos hidroxicinamicos

respecto al Oligopin®. Ambos extractos tuvieron concentraciones similares de flavonoides.
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Tabla 2. Contenido de fenoles, flavonoides, acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas
totales del QSAE y el Oligopin®

Fenoles totales Flavcnoides Acidos Proantocianidinas
Extracia (mgEAG! g) totales hidroxicinamicos (mygECIC! g)
(MgELY g} (mgEACK g)
Cuercus 240,84 +14,02 0 5,410,782 19510 +3,24° 12,44 +4.18°
scytophyla
Cligopin® 383,60 +30, 87 2 3,72 10,302 154,86 #8970 32,84 +4953

Valores que comparten la misma columna y tienen diferentes letras indican que diferencia
estadisticamente significativa para un p valor < 0,05 (t-student para variables que cumplen con
los supuestos que requieren las pruebas paramétricas y Mann-Whitney para las que no
cumplen con tales). EAG equivalentes de acido gélico, EQ equivalentes de quercetina, EACI
equivalentes de &cido clorogénico y ECIC equivalentes de cloruro de cianidina.

7.3.2 Compuestos identificados mediante GC-MS en el QSAE.

La identificacion cromatografica permitio la identificacion de 51 compuestos. La Figura 11
muestra el cromatograma obtenido mediante el analisis por GC-MS, notese que los picos méas
prominentes, corresponden a los compuestos mayoritarios identificados en el QSAE. Los
compuestos mayoritarios correspondieron al lupan-3-ol (RT=51.8 min); 9,19-cyclolanostane-
3,7-diol (RT=51.4 min); B-sistosterol (RT=50.9 min); a-tocoferol (RT=48.8 min), 6-
Octadecenoic acid (RT=31,1 min) y 2,4 di-terc butilfenol (RT=17.8 min). La identificacion de
los compuestos mostrados en la Figura 11 se muestra en la Tabla3.
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Figura 11. Cromatograma del QSAE obtenido por GC-MS

Tabla 3. Listado de compuestos identificados en el QSAE mediante GC-MS

No. (IEQ/I/i-:_]) Are(il/olieal Compuestos Clasificacion
1 7,228 10,4238 | Phenol, 2-methoxy-, acetate Esteres
2 8,324 0,3846 | 3,5-Heptadien-2-one, 6-methyl-, (E)- Cetonas
3 8,895 0,2532 | Ethanone, 1-(1-cyclohexen-1-yl)- Cetonas
4 9,456 0,3591 |2,6,8-Trimethylbicyclo [4.2.0]oct-2-ene-1,8-diol Dioles
5 10,082 4,1791 [ Benzene, 1,3-bis(1,1-dimethylethyl)- Hidrocarburos
6 12,394 0,8529 | 3-Isobutyldihydropyrazin-2-one Amidas
7 12,587 0,0762 | 2-Isopropoxyphenol Fenoles
Propanoic acid, 2-(4-hydroxyphenoxy)-2-methyl-
g | 13775 0.2932 ,et:yl ester e ’ ' Esteres
9 14,466 2,4426 | 2,4-Dimethoxyphenol Fenoles
10 | 17,385 1,3774 | Isolongifolol Terpenos
11 17,827 3,8103 | 2,4-Di-tert-butylphenol Fenoles
12 | 18,545 1,3988 | Widdrol hydroxyether Esteres
13 | 20,433 0,5322 | Methyl phaseate Esteres
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9-Ethoxy-10-oxatricyclo [7.2.1.0(1,6)]dodecan-
14 21,971 1,8076
11-one Lactonas
15 | 23,049 0,5042 | Bicyclo[4.3.0]nonan-7-one, 1-(2-methoxyvinyl)- Cetonas
16 | 23,316 0,3056 |Zingerone Fenoles
Pyridine-3-carboxamide, N-(methyl) (4
17 | 25,305 0,4182 . ) .
methylphenyl)- oxosulfanylidene-2-methylthio- Amidas
18 | 26,207 0,0985 | pB-Himachalenoxide Terpenos
19 | 27,524 1,6654 | 1-Propyl-3,6-diazahomoadamantan-9-ol Alcoholes
3-Methoxycarbonylmethyl-5-oxocyclohexyl
20 | 28,058 0,1779 ( ] -y y Y Y ¥ )
acetic acid, methyl ester Esteres
21 | 28,675 1,9967 |1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl octyl ester Esteres
22 | 31,125 4,194 6-Octadecenoic acid Acidos grasos
23 | 31,687 0,1901 |30,4a,98,11-Diepoxymuurolan-10-ol Terpenoide
4,7-Methano-1H-inden-1-one, 3,4,5,6,7,8,8-
24 | 31,908 0,2665 | heptachloro-3a,4,5,6,7,7a-hexahydro-,
(3a0,4B,50,60,7p,7a0)- Hidrocarburos
o5 | 32,46 1,1023 | Ethyl iso-allocholate Esteroides
2,2,6,7-Tetramethyl-10-oxatricyclo
26 35,26 0,2049
[4.3.0.1(1,7)]decan-5-one Cetonas
2,6,10,10-Tetramethyl-1-oxaspiro [4.5]decan-6-
27 | 37,397 0,1759 )
ol Eteres
2H-3,9a-Methano-1-benzoxepin, octahydro-
og | 38,041 0,1134
2,2,5a,9-tetramethyl-, [3R-(3a,5a0,90,9aa)]- Terpenos
Benz[e]azulene-3,8-dione, 3a,4,6a
7,9,10,10a,10b-octahydro-3a,10a-dihydroxy-5-
29 | 40,344 0,0717 | (hydroxymethyl)-7-(1-hydroxy-1-methylethyl)-
2,10-dimethyl-, [3aR-
(3a0,6a0,70,10B,10aB,10bp)]- Terpenos
1-Benzazirene-1-carboxylic acid, 2,2,5a-
30 | 41,651 0,5372 | trimethyl-1a-[3-0x0-1-butenyl] perhydro-, methyl
ester Esteres
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n-Propylamine, N-acetyl-3-[2-acetyl-3,4,5-

31 42,36 0,2881 ) ]
trimethoxyphenyl]- Amidas
E)-1-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-3-

32 | 42,664 2,1322 (E)-1-(2-Hydroxy yphenyl)
phenylprop-2-en-1-one Fenoles

33 | 43,852 0,2225 | Ethyl iso-allocholate Esteroides
6-Amino-5-cyano-4-(5-cyano-2,4-dimethyl-1H-

34 | 44,239 0,2267 | pyrrol-3-yl)-2-methyl-4H-pyran-3-carboxylic
acid ethyl ester Esteres

35 | 45,225 0,1717 | Ergosta-5,22-dien-3-ol, acetate, (3B,22E)- Esteroides
Ent-3a,10-dihydroxy-13-iodomethyl-16-0xo-

36 | 45,879 0,139 |8,13-epi-17,20-dinorgibberell-1-en-7,19-dioic
acid,19,10-lactone,7-methyl ester Esteres
1,2-Cinnolinedicarboxylic acid, 1,2,3,5,6,7,8,8a-

37 46,56 0,2087 ) i . .
octahydro-4-trimethylsilyloxy-, diethyl ester Esteres
Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-,

38 47,057 0,2488 )
(3B,50,14p,20p,22p,25R)- Esteroides

39 | 47,463 0,1007 |9-Desoxo-9-x-acetoxy-3,8,12-tri-O-acetylingol Esteres
9,10-Secocholesta-5,7,10(19)-triene-3,24,25-

40 | 47,647 0,3579 . _
triol, (33,5Z,7E)- Esteroides

41 | 47,951 1,3487 | Cholest-1-eno[2,1-a] naphthalene, 3',4'-dihydro- Esteroides
Androstane-11,17-dione, 3-[(trimethylsilyoxy]-,

42 | 48,605 0,166 . I Visityloxy] )
17-[O-(phenylmethyl)oxime], (3a,5a)- Esteroide

43 | 48,807 3,9941 | Vitamina E Tocoferoles
ent-3a-Acetoxy-10-hydroxy-13-iodomethyl-16-

44 | 49,728 0,2052 | ox0-8,13-epi-17,20-dinorgibberell-1-ene-7,19-
dioic acid 19,10-lactone Lactonas
Glycine, N-[(3a,5p)-24-0x0-3-[(trimethylsilyl

45 | 50,391 0,2347 Y [(3e56) K yisily) )
oxy]cholan-24-yl]-, methyl ester Esteres

46 50,99 17,6885 | B-Sitosterol Fitosteroles

] Triterpenoide

47 | 51,414 12,5753 |9,19-Cyclolanostane-3,7-diol

S
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Triterpenoide
48 | 51,801 17,6968 | Lupan-3-ol
S

49 | 52,639 1,1789 | Demecolcine Alcaloides
Ethyl 4,4,6,6,8,8-hexamethyl-11-0x0-3,5,7,9,12-

pentaoxa-4,6,8-trisilatetradecan-1-oate Esteres

50 54,601 0,4848

2-(Acetoxymethyl)-3-
51 | 56,544 0,117 . .
(methoxycarbonyl)biphenylene Esteres

La Tabla 4. muestra la agrupacion de los compuestos identificados por GC-MS en categorias
segun la clase quimica a la que pertenecen. Se determind mediante la cantidad de compuesto
comprendidos por categoria en porciento que representa cada una con respecto al total de
compuestos identificados. Puede apreciarse que los esteres (= 27%) fueron los compuestos
mayoritariamente identificados, seguido de esteroides (~ 14%) y fenoles (= 10%).

Tabla 4. Composicién por categoria de los compuestos identificados y el porcentaje que

representan en la muestra

Categorias | Compuestos/Categoria Categorias (%0)
Esteres 14 27,45
Esteroides 7 13,73
Fenoles 5 9,80
Terpenos 4 7,84
Cetonas 4 7,84
Amidas 3 5,88
Terpenoides 2 3,92
Lactonas 2 3,92
Hidrocarburos 2 3,92
Tocoferoles 1 1,96
Fitosteroles 1 1,96
Triterpenoides 1 1,96

Acidos

Grasos 1 1,96
Alcoholes 1 1,96
Dioles 1 1,96
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Eteres 1 1,96
Alcaloide 1 1,96

Teniendo en cuenta que cada compuesto identificado abarca un area en el cromatograma
respecto al area total, se calculo el area total comprendida por categoria mediante una sumatoria
de las areas de los compuestos presentes en ellas (Figura 12). Puede apreciarse que los
terpenoides ocupan areas significativas dentro del cromatograma (= 30 %), seguido de los

fitoesteroles (=18 %), ésteres (= 17 %) y fenoles (= 8 %).

Area por categoria(% )
35
30
25
20
15
10

Figura 12. Area que representa cada familia de compuestos con respecto al area total

expresada en (%).

7.4 Actividad antioxidante.
7.4.1 Determinacion de la capacidad antioxidante sobre el radical hidroxilo.

La Figura 13 muestra la capacidad antioxidante del QSAE vs. el extracto comercial Oligopin®
para captar al radical (OH¢), implicado en el envejecimiento cutaneo. Para ello se considerd la
determinacion de la concentracion efectiva necesaria para inhibir la actividad del radical (OHe)
en un 25% (ECas). Mientras menor es este valor, mayor es la capacidad antioxidante del extracto
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estudiado. Puede apreciarse que el extracto posee una actividad antioxidante superior al extracto

comercial para captar a este radical.

EC25

400
263,79 £ 71,62

300

200

EC25 (Mg/mL)

1004 51,52 + 1,36

*k%*

Figura 13. Capacidad del QSAE y el Oligopin® para captar al radical hidroxilo. Los
resultados se expresan como la media + la desviacion estandar. (***), diferencial

estadistica altamente significativa

Al analizar con mayor profundidad la capacidad antioxidante del QSAE en términos de
clasificacion fendlica analizada, se hizo evidente a partir de los datos de la correlacion de
Spearman que la capacidad del extracto de Q. scytophylla para captar al radical hidroxilo no
pudo asociarse ni con el contenido en fenoles totales (Rho= 0,00; p= 1,000), ni de
proantocianidinas (Rho=0,00; p=0.33), &cidos hidroxicinaminos (Rho=0,87; p=0,33) o
flavonoides (Rho=0,86; p=1,00).
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7.5 Capacidad del QSAE para inhibir la actividad de las enzimas tirosinasa y elastasa.
7.5.1 Capacidad del QSAE para inhibir la actividad de la tirosinasa.

Los graficos muestran el resultado del comportamiento de la capacidad inhibitoria de los QSAE,
Oligopin®y acido kojico sobre la actividad tirosinasa a diferentes concentraciones. (Figura 14).
Puede apreciarse que el &cido kdjico, utilizado como control positivo, mostré una inhibicién
superior sobre la tirosinasa comparativamente al QSAE y el Oligopin®, quienes mostraron una
capacidad similar para inhibir la enzima.

Acido Kéjico Oligopin® QSAE
— 1007 100+ 100+
e 1z e 1| <
8 80— ICso= 45.18% 4,38 g 80— - 1C50= 204.68 + 24,50 8 80 ICg0= 214.10 * 34,56
@ 3 3
£ 60 £ 60 E 60+
N N N
5 5 5
40+ 404 40
3 3 3
© o °
S 20+ S 204 = 204
0 T T T T 0 T T T T T 0-
25 50 100 200 50 100 200 500 1000 50 100 200 500 1000
Concentracién [pg/mL] Concentracion [pg/mL] Concentracién [pg/mL]

Figura 14. Actividad anti-tirosinasa del acido kéjico, Oligopin® y QSAE. Valores de las 1Cso

corresponden al promedio * la desviacion estandar
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Enzima Tirosinasa

250_ a
a
200 L
-
£ 150+
(@)]
=
3 1004
O
0 T T
®
o <&
O Q
S & o
of O @
'ab O
v

Figura 15. Comparacion de las ICso del acido kéjico, Oligopin® y del QSAE mediante ANOVA
de una via. Las diferencias entre los grupos se determinaron con la prueba Post
hoc de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas entre

las medias.

Al analizar la contribucion de los diferentes tipos de fenoles en la capacidad del QSAE para
inhibir la tirosinasa, se observo que, segun la correlacién de Spearman, estas moléculas no
mostraron asociacién con la actividad anti-tirosinasa. Lo anterior se refleja en los valores
obtenidos en las correlaciones para fenoles totales (Rho=-0,56; p=0.14), flavonoides (Rho=-
0,04; p=0.90), proantocianidinas (Rho=0,07; p=0.86) y acidos hidroxicindmicos (Rho=-0,04;
p=0.90).

7.5.2 Capacidad del QSAE para inhibir la actividad de la enzima elastasa.

En la Figura 16 se aprecian los valores de ICso de los tres tratamientos Oligopin®,

Epigalocatequina galato (EGCG) y QSAE con respecto a la capacidad anti-elastasa.
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: . ®
EGCG Oligopin QSAE
__ 100 _ 50—
100 ICs; = 108,87 + 10,07 2 ICgp=13210 2 42,77 9 [Csy = 10,78 + 8,44
—_ - = < : '
£ M &A= L g 80 ] = S 40-]
° 80+ E =
= E 60— E 304
£ 60 ]
.n g E
S 5 407 S 20
2 404 2 o
5 i) o
:g 20 % 20 % 10+
L]
< 0 T T T T T T b 0 T T T T T < 0-
10 25 50 100 200 500 50 100 200 500 1000 50 100 200 500 1000
Concentraciones (ug/ml) Concentraciones (pg/ml) Concentraciones (pg/ml)

Figura 16. Actividad anti-elastasa de la (EGCG), Oligopin® y QSAE. Valores de las 1Cso

corresponden al promedio * la desviacion estandar

En la Figura 17 se muestra la comparacion de medias de las ICso de EGCG, Oligopin y QSAE
para inhibir a la enzima elastasa. Es posible constatar que el QSAE inhibi6 significativamente
la elastasa, en forma superior a la epigalocatequina galato, empleada como control positivo, y
al Oligopin®.

Enzima Elastasa

150
b
e |
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Figura 17. Comparacion de las ICso (EGCG), Oligopin® y QSAE mediante ANOVA de una via.
Las diferencias entre los grupos se determinaron con la prueba Post hoc de Tukey
p <0,05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias
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Al analizar con mayor profundidad la capacidad del QSAE en términos de las clases de
compuestos fendlicos, se hizo evidente a partir de los datos de correlacion de Spearman que su
capacidad para inhibir a la elastasa estuvo fuertemente asociada, con el contenido en
flavonoides (Rho=-0,87; p<0,01) y acidos hidroxicinamicos (Rho=-0,87; p<0,01). Esto indicd
que en la medida que este tipo de compuestos se incrementan, el extracto posee menores valores
de ICso y por consiguiente, mejores efectos anti-elastasa. Por el contrario, se presentd una
correlacion significativa negativa entre el contenido de proantocianidinas en el QSAE vy la
capacidad para bloquear la enzima (Rho=0,84; p<0,01). Del mismo modo, los fenoles totales
influyeron negativamente en la capacidad para bloquear a la elastasa (Rho=0,77; p<0,05). Lo
anterior indicaria que las proantocianidinas o los fenoles en su conjunto no serian favorables
para bloguear la enzima, ya que, al incrementarse su concentracién, también se incrementaria
la 1Csp.

7.6 Evaluacion anti-enzimatica de los compuestos mayoritarios del QSAE.

Para la realizacion de este analisis se eligié trabajar con compuestos comercialmente
disponibles previamente identificados por GC-MS en el extracto de Q. scytophylla. Para ello se
considero trabajar con el B-sistosterol, a-tocopherol y 2,4DTBP. Desafortunadamente, el
trabajo con el B-sistosterol no obtuvo resultados reproducibles, dada su inestabilidad en
solucion, por lo que no se considero en los experimentos finales. Ademas, se eligio trabajar con
el myo-inositol, compuesto previamente identificado en el QSAE derivatizado (77). En la
eleccién del myo-inositol se consideraron adicionalmente reportes de la literatura cientifica que
describen la presencia de un perfil caracteristico de ciclitoles como un rasgo distintivo en la

composicién quimica de extractos de especies pertenecientes al género Quercus (78,79).

7.6.2 Determinacion de la capacidad anti-elastasa.

La Figura 18 representa los porcentajes de inhibicion de la enzima elastasa respecto a las
concentraciones de cada compuesto, ademas de los valores calculados de I1Cso que corresponden

a cada compuesto.
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2,4 Di-Terc Butilfenol a- Tocoferol Myo- Inositol
100 80 1001 |C.=
ICsp= 38,45 + 6,99 pg/mL ICs0= 48,21 £24,11 pg/mL ICa= 148,832 61.71 pgil.

80 60~

T
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40 =
40-
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Porcentaje de inhibicion

Porcentaje de inhibicion
|
Porcentaje de inhibicion

T T T T T T 0-
10 20 40 80 160 320 10 20 40 80 160 320 10 20 40 80 160 320

Concentraciones (pg/ml) Concentraciones (pg/ml) Concentraciones (pg/ml)

Figura 18. Porcentaje de inhibiciobn de la enzima elastasa correspondiente a las

concentraciones de los compuestos e ICsg + desviacion estandar.

En la Figura 20 se comparan las concentraciones necesarias de cada compuesto para inhibir en
un 50% de la actividad enzimatica de la elastasa. Puede apreciarse que el 2,4 DTBP fue el
compuesto que inhibié con mayor intensidad a la enzima, lo que fue concordante con la
correlacion de Spearman descrita anteriormente que demuestra el impacto de los fenoles en la

inhibicién de esta enzima.

IC5p Elastasa

250

ICs0 (ug/mL)

Figura 19. Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias (ICso) de los compuestos
mayoritarios del QSAE para inhibir la enzima elastasa. El gréafico representa el
promedio * desviacion estandar. Letras distintas sobre las columnas indican

diferencias estadisticamente significativas (**** p<0.0001)
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7.6.2 Determinacion de la capacidad anti-tirosinasa

La Figura 20 ilustra los porcentajes de inhibicion de la enzima tirosinasa provocados por los

compuestos mayoritarios a las diferentes concentraciones.

2,4 Di-Terc Butilfenol a- Tocoferol Myo- Inositol
c 807 ICcgp= 174,81 £ 86,12 pg/mL ¢ 1009 ic, =5862 4+ 4,80 ugimL o 807 [Cso=284,8144627 ug/mL
0 1] ] -
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion de la enzima tirosinasa correspondiente a las

concentraciones de los compuestos e 1Csp £ desviacion estandar

La Figura 21, por su parte, muestra la comparacion de las concentraciones necesarias de cada
compuesto mayoritario para inhibir en un 50% (ICso) la actividad in vitro de la enzima
tirosinasa. Puede apreciarse que el o-tocoferol fue el compuesto que inhibié con mayor
intensidad a esta enzima, mientras que el 2,4 DTBP, y el myo-inositol presentaron menor

inhibicidn sobre la enzima.
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IC5 Tirosinasa
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Figura 211. Comparacion de las concentraciones inhibitorias medias de los compuestos
mayoritarios del QSAE para inhibir la enzima tirosinasa. El grafico representa
el promedio + desviacion estandar. Letras distintas sobre las columnas indican

diferencias estadisticamente significativas (** p<0.01)

7.7 Analisis in silico de las interacciones de los compuestos mayoritarios sobre la actividad

de las enzimas tirosinasa y elastasa.

La Figura 22 muestra las predicciones de las interacciones binarias de los compuestos
mayoritarios para inhibir las enzimas tirosinasa y elastasa, involucradas en el envejecimiento
cutdneo. Puede apreciarse que estas interacciones dependerian de las concentraciones
empleadas y del tipo de enzima inhibida. Puede apreciarse que la mezcla del 2,4 DTBP + a-
tocoferol, a concentraciones inferiores a una Fa del 25% (2,4 DTBP 5184.23 pg/ml + a-
tocoferol 2.98 pg/ml) generaria un efecto sinérgico sobre la tirosinasa, lo que predeciria un
incremento significativo de la inhibicion de la enzima muy superior al de ambos compuestos
por separado. Sin embargo, al mezclar estos compuestos a una Fa del 25% o superior el efecto
se tornaria antagonico, anulando o disminuyendo drasticamente los efectos inhibitorios sobre
la enzima. Al contrario de la interaccion binaria entre el 2,4DTBP y el a-tocoferol, en la mezcla

del 2,4ADBTP y el myo-inositol se muestra antagonismo sobre la tirosinasa a bajas
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concentraciones por debajo del 25% (2,4 DTBP 5184.23 pg/ml + myo-inositol 80.63 pg/ml),

sinergia al 25% y antagonismo a concentraciones superiores.

Tal y como se esperaba, la inhibicion de las mezclas binarias sobre la elastasa muestra un
comportamiento diferente, ya que en el caso de la combinacion de 2,4 DTBP + a-tocoferol,
cuando esta se emplee a concentraciones inferiores que el 25% (2,4 DTBP 0.04 pg/ml + a-
tocoferol 0.0073 pg/ml) se anticiparian efectos antagbnicos, mientras que en concentraciones

del 25% o superiores se esperarian interacciones aditivas sobre la inhibicion de la enzima.

En contraste, la mezcla binaria del a-tocoferol + myo-inositol, presentaria efectos antagénicos
sobre la actividad de la elastasa cuando ambos compuestos se mezclen con un Fa inferior al
50% (a-tocoferol 0.0073 pg/ml + myo-inositol 1.9 pg/ml). Sin embargo, en concentraciones
iguales o superiores a estos valores, se predicen efectos aditivos sobre la inhibicion de la

enzima.
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Figura 22. Fraccion afectada (Fa) vs. indice de Combinacion (Cl) de la interaccion de 2,4- di-
terc butilfenol (2,4-DTBP), o-tocoferol y myo-inositol en la inhibicion de la

actividad enzimatica de: A) Tirosinasa y B) Elastasa.
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8. DISCUSION

En México, existe una extensa tradicion en cuanto al uso de cortezas de arboles con fines
medicinales, siendo las de especies pertenecientes al género Quercus las mas utilizadas por la
poblacidn para tales fines (80). Esta preferencia podria relacionarse con la gran distribucion de
encinos en el pais. Se estima que de las 161 especies del género Quercus en México, 109
especies son endémicas, incluyendo Q. scytophylla (6). A pesar de la diversidad de encinos
mexicanos utilizados por la medicina tradicional, estos han sido pobremente estudiados desde
el punto de vista farmacologico en comparacién con especies europeas. Por lo tanto, es
necesario realizar un analisis mas detallado de su relevancia medicinal con fundamentos

cientificos.

Dentro de los usos etnomédicos de los encinos en México se incluye el empleo de decocciones
de cortezas para tratar afecciones dermatoldgicas, incluyendo quemaduras, infecciones, y
heridas (5). Lo anterior sugiere un potencial farmacoldgico de los extractos de encinos para el

desarrollo de nuevas formulaciones tdpicas, incluyendo cosmecéuticos con accion antiedad.

El término cosmecéutico se refiere a una categoria de productos en la interseccién entre los
cosméticos y los farmacos, cuyos efectos van mas alla del embellecimiento de la piel, ya que
pueden impactar sobre vias de sefializacion, enzimas y mediadores relacionados con la

apariencia cutanea (81).

Desafortunadamente, la reciente explosion y el rapido crecimiento del mercado de
cosmeceéuticos con accion antiedad ha generado confusiones en los consumidores, que, a
menudo, reciben informacion no regulada y afirmaciones sobre la eficacia de productos, sin
que esta haya sido comprobada cientificamente (81). En consecuencia, se ha enfatizado, acerca
de la importancia estudiar con mayor profundidad los mecanismos de accién de los
cosmeceéuticos. Esto incluye evaluar el efecto de los productos anti-edad en procesos

relacionados con el envejecimiento, como el estrés oxidativo y la activacion enzimatica.

El desarrollo de productos anti-edad a partir de las cortezas de Q. scytophylla, subutilizadas en
la explotacion forestal, podria extender los mercados de la industria forestal y fomentar el
desarrollo sustentable mediante el aprovechamiento de residuos, contribuyendo asi a la

economia circular.
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Los resultados de la presente investigacion muestran rendimientos de extraccion superiores a
los reportados previamente para el extracto acuoso de cortezas de Q. scytophylla por el mismo
método de extraccion (7), lo que se atribuy0 a la procedencia distinta de ambas especies. La
exposicion a factores externos a los que ha podido estar expuesta la planta, como la altura podria
impactar en el contenido de metabolitos polares, y por consiguiente en el rendimiento de
extraccion. En nuestro caso la especie se localizé a los (2400 m.s.n.m.) aproximadamente, altura
Optima en la que de manera natural la podemos encontrar. En entornos montafiosos, el gradiente
altitudinal se asocia con una amplia variacion en las condiciones ambientales, pudiendo afectar
la distribucién y la estructura poblacional de las plantas, impactando en su dinamica de
crecimiento y en la produccion de metabolitos bioactivos (82).

Se realizé la evaluacion de la composicion polifendlica del QSAE, misma que se comparo6 con
la obtenida por el extracto comercial Oligopin® bajo las mismas condiciones y se determin6
que los resultados de fenoles totales y proantocianidinas fueron estadisticamente superiores en
el Oligopin® (p<0.05). Sin embargo, el contenido de A&cidos hidroxicindmicos fue
estadisticamente superior en el QSAE en 40,24 %, mientras que en flavonoides totales no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los extractos. Previamente se
reportaron valores superiores de fenoles y flavonoides totales 329,46 + 37, 41 (mgeAG/Q) y
24,08 + 0,47 (mgEQ/qg) respectivamente para el extracto de Q. scytophylla colectado en Ciudad
Hidalgo, Michoacan (7). Sin embargo, el contenido de &cidos hidroxicindmicos totales del
QSAE fue superior, mientras que las proantocianidinas totales mostraron resultados similares.
Previamente se han reportado valores de fenoles totales de 253.7 + 26 y 185.3 + 40.2
(mgEAGI/Q) en extractos de Quercus rotundifolia procedente de dos sitios diferentes, utilizando

el método de extraccion al agua caliente mediante reflujo (83).

Recientemente se realiz6 un estudio que involucrd a Quercus pubescens y Quercus petraea con
la finalidad de hacer una caracterizacion del perfil fitoquimico de los extractos de cortezas de
estas dos especies (84). El extracto de la corteza de Quercus petraea tuvo un contenido fendlico
de entre 300 y 350 mgEAG/qg, valores relativamente mayores a los determinados para el
Quercus scytophylla mediante extraccién con agua caliente a reflujo constante. También fue

superior a los reportados por los autores para el Quercus pubescens, situados entre los 90 y 200
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mMQgEAG/g. Estos resultados sugieren diferencias en el contenido de fenoles de acuerdo con la
especie de encino estudiada y su procedencia.

El analisis cromatografico realizado permitié la identificacién de 51 compuestos. Todos los
compuestos se agruparon segun su clasificacion quimica y se les determino los porcientos que
figuraban en cada clase, ademas, del porcentaje que cada clase representaba con respecto al
area cromatografica total. Se identificaron a los terpenoides como las moléculas voléatiles
mayoritarias en el extracto con un 30,27 %, seguido de los fitoesteroles con el 17,69 %, los
esteres con el 16,87 % y los fenoles con el 8,77 %. Los compuestos mayoritarios estuvieron
representados por el lupan-3-ol (RT=51.8 min); 9,19-cyclolanostane-3,7-diol (RT=51.4 min);
B-sistosterol (RT=50.9 min); a-tocoferol (RT=48.8 min), 6-octadecenoic acid (RT=31,1 min) y
2,4 di-terc butilfenol (RT=17.8 min). Un compuesto mayoritario identificado en el extracto
derivatizado de Q. scytophylla correspondié al myo-inositol, molécula que pertenece a la
familia de los ciclitoles, compuestos caracteristicos en extractos de especies pertenecientes al
género Quercus (78,79).

Entre los compuestos mayoritarios identificados en el extracto puro se encuentra el B-sitosterol,
molécula que abarcd la mayor area en el cromatograma, un compuesto quimico comun en
plantas y que a menudo se utiliza como suplemento alimenticio. ES reconocido como un
fitoesterol o un esterol vegetal con una estructura similar a la del colesterol. Algunas entidades
de la salud definen este compuesto como una sustancia que con regularidad se encuentra en
algunos frutos secos, asi como frijoles, semillas, frutas y varios vegetales, también se usa en
suplemento alimenticio. A este metabolito secundario cuando se absorbe en los alimentos en
cantidades idoneas se le atribuye la capacidad de reducir el colesterol en la sangre (85). Aln se
sigue estudiando su posible potencial como agente reductor y destructor de algunas células
cancerigenas (86,87). La alta concentracion de pB-sitosterol en el extracto de Quercus
scytophylla coincide con una investigacion previa empleando aceites de bellota de Q. aegilops,
Q. infectoria, Q. calliprinos, Q. faginea y Q. suber. En todas ellas, el B-sitosterol se considero
como el esterol més abundante (Al-Rousan et al., 2013).

La identificacion de compuestos en el QSAE coincide con una investigacion previa que
identificd la presencia de esteroles metilicos, alcoholes triterpénicos y alifaticos, tocoferoles e

hidrocarburos en Quercus ilex L., Quercus suber L. y Quercus faginea L (89). Los autores
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reportan altas concentraciones de f-sitosterol entre los esteroles, de y-tocoferol y de 9,19-
cyclolanostane-3,7-diol, un triterpenoide tetraciclico perteneciente a la clase de los lanostanos
(89).

Otros de los compuestos mayoritarios identificados en nuestro estudio fueron el lupan-3-ol, un
triterpeno pentaciclico perteneciente a la familia de los lupanos, compuestos naturales que se
encuentran en plantas como Nigella sativa (90). Ademas, en el extracto de Q. scytophylla se
identificaron el 2,4-di-terc-butilphenol y el a-tocoferol. EI primero es un fenol que por su

estructura pudiera actuar como un captador de radicales libres, implicados en el envejecimiento.

Previamente se determind el efecto protector de un extracto de camote (Ipomoea batatas) contra
el estrés oxidativo inducido por el peréxido de hidrégeno (H202) y la citotoxicidad en la linea
celular de feocromocitoma (PC12). La purificacién del componente activo del extracto arrojo
la presencia significativa del 2,4-DTBP, al que se le midié la capacidad antioxidante a través
del uso del radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS). Ademas, se examino
el efecto del 2,4DTBP sobre el péptido beta-amiloide (Ap1-42), utilizado para inducir el deterioro
del aprendizaje y la memoria de los ratones y se realizaron pruebas conductuales in vivo. La
administracion de 2,4-DTBP incrementé la alternancia de los ratones inyectados con Ai-42,
este resultado sugiere que el extracto de camote podria figurar como un agente protector contra
la neurotoxicidad inducida por AP debido a la capacidad antioxidante del el 2,4ADTBP (91) .

Por su parte el a-tocoferol, también conocido como vitamina E es un reconocido antioxidante,
aunque también incide sobre la proliferacion celular y la inmunomodulacion (92). La principal
funcion del a-tocoferol es la de antioxidante natural mediante su capacidad de neutralizar a
los radicales libres solubles en los lipidos de las membranas, donde desempefia una funcién
relacionada con el ordenamiento de las membranas lipidicas y la estabilizacion estructural de

las mismas (93).

En este trabajo se determin6 la concentracion efectiva tanto del Oligopin® como del QSAE para
capturar al menos el 25 % (EC2s) del radical hidroxilo (OHe). Este radical es el més reactivo y
dafino de los radicales libres que pueden afectar los sistemas biolégicos. Su alta reactividad le
confiere la capacidad de interactuar con casi todas las moléculas cercanas a su sitio de

formacion, por lo que se deduce que el dafio celular que puede acarrear su formacion es extenso
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e irreversible (94). Los resultados mostraron que el QSAE fue 5 veces més efectivo para captar
a este radical que el Oligopin®, dadas las diferencias encontradas en cuanto a la concentracion
necesaria para captar el 25 % del radical hidroxilo (51,52 pg/mL vs. 263,79 pg/mL,

respectivamente).

En aras de correlacionar la actividad para captar al radical OH con el contenido de diferentes
clases de fenoles presentes en el QSAE, se realizd la correlacion de Spearman.
Desafortunadamente, la capacidad del extracto de Q. scytophylla para captar al radical hidroxilo
no pudo asociarse ni con el contenido en fenoles totales (Rho= 0,00; p= 1,000), ni de
proantocianidinas (Rho=0,00; p=0.33), &cidos hidroxicinaminos (Rho=0,87; p=0,33) o
flavonoides (Rho=0,86; p=1,00). Estos resultados sugieren que otras moléculas no
determinadas, como lignanos, estilbenos o bien terpenoides identificados como moléculas
mayoritarias en el QSAE de acuerdo con el andlisis cromatografico, pudieran estar involucradas

en la capacidad de captacion del radical OH.

Mediante el ensayo anti-enzimético se determiné la capacidad del QSAE para inhibir la
actividad de esta enzima elastasa, involucrada en la degradacion de la matriz extracelular
dérmica, cuya activacion provoca la degradacion de las fibras de elastina, generando arrugas
visibles durante el envejecimiento. El QSAE mostré un efecto 6 y 5 veces superior al Oligopin®
y la EGCG, respectivamente (ICsp = 19,78 pg/mL vs. 132,10 pug/mL vs. 108,87 pg/mL).
Ademas, su accion inhibitoria sobre la elastasa fue superior a la mostrada por otros extractos
inhibidores de la enzima tales como Hypericum calycinum (ICso = 55,77 pg/mL); Hypericum
perforatum (ICso = 64,76 ug/mL) e Hypericum confertum (ICso = 61,67 ug/mL) (73). Este
resultado nos lleva a considerar que el QSAE pudiera figurar como un prometedor y novedoso

inhibidor de la enzima elastasa.

La inhibicién de la elastasa se asocio fuertemente, segun la correlacion de Spearman, con la
presencia de flavonoides y acidos hidroxicindmicos en el QSAE (p<0.01). Estos resultados son
concordantes con una investigacion previa que demostré que flavonoides como la hesperidina,
la naringina, la nobiletina y la tangeretina poseen un elevado potencial como inhibidores de la

elastasa comparativamente a la EGCG (95), utilizado como un inhibidor de referencia.
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En aras de identificar con mayor precision los metabolitos involucrados en la actividad anti-
elastasa, pudo constatarse que el compuesto que provocé la mayor inhibicion sobre la enzima
fue el de naturaleza fendlica, notablemente el 2,4ADTBP (IC50=38,45 ug/mL), seguido del a-
tocoferol (1C50=48,21 pg/mL) y finalmente el myo-inositol (IC50=148,83 ug/mL). Sin embargo,
a pesar del mejor efecto encontrado para el 2,4 DTBP, su capacidad para inhibir la enzima fue
inferior del QSAE, quien presento casi dos veces mas actividad inhibitoria sobre la elastasa
(IC50=19.78 pg/ml). Esto sugiere que si bien, el 2,4 DTBP participa en los efectos inhibitorios
del QSAE, otros metabolitos no identificados, probablemente flavonoides y acidos
hidroxicinamicos (dada la fuerte correlacion de Spearman encontrada) en combinacién con el
2,4 DTBP pudieran ser los responsables de los efectos anti-elastasa elevados determinados para
el QSAE.

Se ha demostrado que las interacciones entre inhibidores de la elastasa y el centro activo de la
enzima estan dominadas por enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofdbicas, particularmente
con los aminoécidos His57, Leu99, Val190, Cys191, Phe192, Asp194, Ser195, Ala213, Ser214,
Phe215, y Val216. Dada la naturaleza fendlica del 2,4 DTBP, es posible anticipar que estas
interacciones por enlaces de hidrégeno puedan ocurrir con el centro activo de la enzima y
relacionarse con su capacidad de inhibir a la elastasa. Aunque las propiedades antioxidantes,
antifungicas y antiinflamatorias del 2,4 DTBP se han demostrado previamente (96), este

compuesto no ha sido previamente identificado como un inhibidor de la elastasa.

Considerando que, el 2,4 DTBP se presenta en el extracto de Q. scytophylla en conjuncién con
otras moléculas como el o-tocopherol y el myo-inositol, se evaludé el impacto de sus
combinaciones sobre la actividad de la elastasa in silico. Con este andlisis se determinaron las
interacciones de los compuestos mayoritarios. Para ello se utiliz6 el modelo cuantitativo de
interaccion (75,76), el cual permite analizar con precisién mediante el calculo del indice de
combinacion (CI) en funcién de la fraccion afectada (Fa) la forma en la que los compuestos
actuan sobre las enzimas al combinarse. Los efectos resultantes esperados pueden describir
acciones sinérgicas (CI<1), lo que implica un incremento significativo de la capacidad
inhibitoria enzimética y en consecuencia una disminucion drastica de la 1Cso. Ademas, el

modelo predice interacciones aditivas (Cl=1) donde el efecto es igual a la suma de los efectos
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individuales y antagonicas Cl >1, donde se obtendria un efecto inhibitorio significativamente

menor al esperado sobre las enzimas, y en consecuencia un incremento de la ICso.

Durante el analisis in silico se predice el efecto combinado considerando la suma de los efectos
individuales, lo cual es ventajoso en sistemas bioldgicos complejos como el caso de la piel
donde los compuestos interaccionarian entre ellos y con moléculas propias del microambiente
cuténeo (75,76). Ademas, el andlisis de las interacciones ayuda en la formulacién de productos
cosmeceuticos con varios principios activos para alcanzar el nivel de inhibicion deseado,
empleando las concentraciones adecuadas, minimizando el riesgo de irritacion o toxicidad

topica y mejorando la aceptabilidad.

Pudo evidenciarse que la combinacion de 2,4 DTBP + a-tocoferol, en concentraciones
inferiores al 25% de la Fa generaria efectos antagonicos, mientras que en concentraciones del
25% o superiores podrian generar interacciones aditivas sobre la inhibicion de la enzima. Esto
sugiere que, si ambos compuestos se incorporan en productos cosmecéuticos, deberian
superarse las concentraciones 0.04 ug/ml para el 2,4 DTBP + 0.0073 pug/ml para el a-tocoferol.
La mezcla de a-tocoferol y myo-inositol posee efectos antagonicos sobre la elastasa cuando sus
concentraciones son menores al 50% de la Fa (a-tocoferol 0.0073 pg/ml + myo-inositol 1.9
pug/ml). Por el contrario, en concentraciones iguales o superiores, se espera que tengan efectos

aditivos en la inhibicidn de la enzima.

El andlisis in silico muestra que el mejor efecto de las combinaciones de los compuestos
mayoritarios sobre la actividad de la elastasa seria aditivo. En consecuencia, analizando los
valores experimentales de la ICso de los compuestos mayoritarios se consideraria que el uso de
combinaciones del 2,4 DTBP con el a-tocopherol, estaria favorecido en la formulacién de
cosmecéuticos sobre el uso del a-tocoferol y myo-inositol, ya que el myo-inositol presenta muy

baja actividad experimentalmente frente a la elastasa.

La tirosinasa es una enzima cuya activacion se ha conectado con la formacién de manchas en
la piel, mismas que se exacerban con la edad. EI QSAE (ICso = 214,10 + 1,47 pug/mL) mostrd
un efecto inhibitorio sobre la enzima similar al Oligopin® (ICsp = 204,68 + 1,24 pg/mL) e
inferior al &cido kdjico (ICso = 45,18 + 0,52 pg/mL). El acido kdjico se ha empleado

ampliamente como un inhibidor de referencia de la tirosinasa, dada su capacidad para quelar al
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cobre en el sitio activo de la enzima por lo que compite con los sustratos de la enzima en su
calidad de inhibidor competitivo, de ahi su uso en la formulacién de agentes hipopigmentantes
97).

Considerando que los estandares de referencia mayormente son compuestos bien caracterizados
como hipopigmentantes como el acido kdjico se decidié hacer uso de la actividad inhibitoria
relativa (RA). Esta se define como el cociente entre la ICsp del inhibidor de referencia y la del
inhibidor que se investiga, permitiendo llegar a conclusiones pragmaticas para comparar los
resultados con independencia del método utilizado (98). Cuando RA > 1, se considera que el
inhibidor que se estudia tiene mayor potencia para bloquear la actividad de la enzima que el
inhibidor estandar de referencia. Esto se puede asociar con una mayor afinidad por el sitio activo
de la enzima, una interaccion mas efectiva con la diana 0 mecanismos de accion mucho mas
eficaces. Por tanto, a partir de los valores de 1Cso para la enzima tirosinasa con el QSAE (I1Cso
=214,10 + 1,47 pg/mL) y para el acido kojico (ICso = 45,18 + 0,52 pug/mL), se obtiene un RA
=0,2.

Previamente se ha probado la capacidad inhibitoria del extracto de la corteza del Quercus
coccifera, una especie nativa del Mediterraneo, donde se reporta una ICso = 75.13 £ 0.44 pg/mL
para inhibir la tirosinasa, demostrando un efecto superior como inhibidor de la enzima
comparativamente al QSAE (99). Las diferencias en cuanto a la actividad podrian relacionarse

con diferencias de su origen y composicion quimica.

La inhibicion de la tirosinasa no pudo asociarse, segun la correlacion de Spearman, con la
presencia de fenoles, flavonoides, &cidos hidroxicindmicos y/o proantocianidinas en el QSAE
(p>0.05), indicando claramente que estos grupos de fenoles no estarian impactando
representativamente en esta actividad. Aunque investigaciones previas han demostrado que
ciertos fenoles pueden inhibir individualmente a la tirosinasa, cuando se usan combinados, su
efecto global sobre la enzima puede variar. Es el caso de la quercetina, la isorhamnetina y el
acido galico, los que inhiben fuertemente la actividad de la tirosinasa. En contraste, el acido 4-
hidroxicinamico es un inhibidor débil de la tirosinasa, y el acido ferdlico un activador débil.
Por consiguiente, la combinacion entre ellos puede poseer efectos variables sobre la enzima
(100) en dependencia de su concentracién relativa. La determinacién de fenoles totales,

flavonoides, acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas engloba grupos de estas moléculas

59



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas. Biotecnologia Alimentaria

que pudieran en su conjunto no impactar significativamente en la actividad de la tirosinasa,

explicando la falta de correlaciones.

Con la finalidad de probar si la capacidad inhibitoria del QSAE estaba relacionada con la accion
de algunos de sus compuestos mayoritarios, se decidié determinar la concentracion necesaria
para reducir la actividad enzimatica de la tirosinasa en un 50%. Los resultados obtenidos fueron
comparados con los del estandar positivo &cido kojico, por considerarse el de mayor efectividad
como hipopigmentante (101). En consecuencia, para los compuestos analizados 2,4ADTBP, a-
tocoferol y myo-inositol se obtuvieron los valores de ICso de 174,814+2,32 ug/mL, 58,62+0,55
ug/mL y 284+1,70 pug/mL respectivamente. EI compuesto con mayores efectos inhibitorios
sobre la tirosinasa fue el a-tocoferol, mismo que presentd una capacidad inhibitoria inferior a
la del &cido kdjico (ICso = 45,18 + 0,52 pg/mL), pero casi 4 veces superior a la del QSAE (ICso
= 214,10 = 1,47 pg/mL). Esto sugiere que el QSAE contiene metabolitos que antagonizan la
accion del a-tocopherol, mismos que deben ser identificados en investigaciones ulteriores y
eliminados por métodos de fraccionamiento si se desea incrementar el efecto hipopigmentante

del extracto.

La inhibicion de la tirosinasa por la Vitamina E y compuestos relacionados ha sido ampliamente
reportada en la literatura (102-104). La capacidad de la vitamina E de inhibir la tirosinasa se
ha conectado mayoritariamente con sus interacciones hidrofobicas con los aminoacidos
HI1S215, PHE362, TYR369, HIS381 y LEU382 en el centro activo de la enzima (105). Formas
naturales de vitamina E (y-Tocotrienol y -Tocotrienol) son capaces de suprimir la expresion
de la tirosinasa en células de melanoma (B16) después de la exposicion a la radiacion UVB. Se
estima que los tocotrienoles (y) y (3) podrian ser utilizados en formulaciones cosmecéuticas
para tratar la hiperpigmentacion cutanea, particularmente la inducida por la exposicion a la
radiacion UV (106).

Dado que el a-tocoferol presenta los efectos mas prometedores a nivel experimental sobre la
inhibicion de la tirosinasa, el analisis in silico permite anticipar que su uso en combinacién con
el 2,4 DTBP a concentraciones inferiores al Fa del 25% podria ser beneficioso para generar un
efecto sinérgico sobre la tirosinasa. Sin embargo, deben tomarse precauciones al mezclar estos
compuestos a una Fa del 25% o superior ya que el efecto se tornaria antagénico de acuerdo con

las predicciones del estudio de interacciones in silico.
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Hasta el momento no se han encontrado estudios que hayan estudiado los efectos de la
combinacion del 2,4- DTBP, a-tocoferol y le myo-inositol para inhibir la actividad de la
tirosinasa y elastasa. Sin embargo, los resultados del estudio in silico sugieren que,
investigaciones futuras, deben realizarse para evaluar mas exhaustivamente el impacto de estas

combinaciones en el desarrollo de cosmecéuticos anti-edad.
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9. CONCLUSIONES

En conjunto los resultados de la presente investigacion muestran un potencial del extracto
acuoso de cortezas de Q. scytophylla, para contrarrestar los signos de la edad, enfatizando en
su valor para el desarrollo de nuevos cosmecéuticos. EI QSAE demostrd ser rico en acidos

hidroxicinamicos, terpenoides y fitoesteroles.

Particularmente debe resaltarse su capacidad para captar al radical hidroxilo, superior a la del
extracto comercial Oligopin®. Ademas, pudo constatarse que el QSAE presenta una mejor
capacidad para bloguear a la elastasa que a la tirosinasa, lo que sugiere un débil efecto
hipopigmentante combinado a una capacidad significativa para mejorar la elasticidad de la piel
durante el envejecimiento. El elevado efecto inhibitorio del QSAE sobre la elastasa, muy
superior al encontrado para la epigalocatequina galato, lo posiciona como un agente prometedor

a ser investigado mas exhaustivamente en estudios posteriores.

Los compuestos mayoritarios evaluados presentaron capacidad inhibitoria diferente sobre
actividad de ambas enzimas, lo que confirma su contribucion individual a la bioactividad global
del QSAE. El 2,4DTBP fue identificado como el compuesto mayoritariamente involucrado en
el efecto anti-elastasa, mientras que el a-tocoferol estuvo mayoritariamente implicado en la

actividad anti-tirosinasa.

El andlisis in silico mostré que los efectos individuales de los metabolitos mayoritarios podrian
mejorarse significativamente sobre todo para el caso de la actividad anti-tirosinasa, donde
podrian pronosticarse efectos sinérgicos durante el empleo de combinaciones entre el a-
tocoferol y el 2,4 DTBP, a bajas concentraciones. La sinergia observada facilita la prediccion
de la eficacia de la formulacion y abre la posibilidad de optimizar las concentraciones de los

componentes para maximizar los beneficios y minimizar los posibles efectos adversos.
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ANEXQOS

A) Contenido de Fenoles totales e inhibicion de la enzima tirosinasa. Fuente (107)

Extracto de planta TPC {myg GAE/g Extracto} ICsp {pg/mL) de TYR
Hoja de Alninta galanga 4481+23 2404+073
Rizoma de Alpinia galahga BL 6515+42 1054+02
Rizoma de Alpinia galanga YL 1210403 294603
Hoja de Moringa ofeifera 4724128 1213204
Hoja de panar ginseng 1465+08 M2+04
Fizoma de Panax ginseng 233010 224005
Semifta de Vitis vinifera Je48+132 94802
Acido ascorbico -1 2357410
Acido ksjico -1 1923+ 04

1 No determinado.
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B) Poligonogramas. Interaccion de los compuestos en funcién del porciento de inhibicion
de las enzimas elastasa y tirosinasa.

A continuacion, se muestran las representaciones graficas de las interacciones de 2,4- Di-ter
Butilfenol (2,4-DTBP), a-Tocoferol y Myo-inositol a diferentes concentraciones y sus efectos

sobre la actividad de las enzimas elastasa y tirosinasa (Anexos B1y B2).

Polygonogram at Fa=0.1 Polygonogram at Fa = 0.5
24-T 24-T

Polygonogram at Fa = 0.95
24T

MYO 8.26e7:2.68¢7 pgmL! aT MYO 619.87:200.78 pg mL! aT MYO 4.85e™:1.57¢"* pgmL! aT

Anexo B1) Poligonogramas al 10, 50 y 95 % del efecto en la inhibicion de la actividad
enzimdtica de la elastasa del o-tocoferol (a-T) en interaccion binaria con 2,4-Terbutilfenol
(2,4-T) y Myo-inositol (MYO) en ug/mL™ . La linea punteada roja corresponde al antagonismo;

la linea delgada verde corresponde a la adicidn, respectivamente.

Polygonogram at Fa = 0.1 Polygonogram at Fa = 0.5
24-Te

Polygonogram at Fa = 0.95
2,4-Te

Anexo B2) Poligonogramas al 10, 50 y 95% de efecto en la inhibicion de la actividad enzimatica
de la tirosinasa del 2,4 di-terc Butilfenol (2,4-7) en interaccion binaria con a-tocoferol (a-T)y
Myo-inositol (MYO) en ug mL-1. La linea punteada roja corresponde al antagonismo; la linea
gruesa verde corresponde al sinergismo, respectivamente.
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