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Resumen

La industria cosmética se caracteriza por una alta competencia y necesidad de
renovacion. Dentro de los distintos productos de esta industria, l1os cosmecéuticos son
aquellos que tienen principios activos con actividades beneficiosas que se relacionan con la
industria farmacéutica. Los compuestos bioactivos naturales han mostrado diversas
actividades relacionadas con la cosmética, entre ellas la actividad antioxidante y la

capacidad de proteccion frente a la radiacion solar.

El principal objetivo de este trabajo ha sido la busqueda de principios activos para la
obtencién de nuevos ingredientes cosméticos a partir de la caracterizacion, estudio y cribado
de diferentes extractos naturales, obtenidos a partir de subproductos de la industria fruticola,

en concreto de la industria de la cereza y el aguacate.

El extracto scSFE fue elegido entre 3 diferentes extractos de rabo de cereza obtenidos
mediante 3 métodos distintos de extraccidn: solvente a presion, fluido supercritico y agua
subcritica. Por otro lado, el extracto de piel de aguacate P85 fue escogido entre 6 extractos
de semilla y piel de aguacate obtenidos a 3 temperaturas de secado distintas. Ambos
extractos han demostrado una alta capacidad antioxidante en diferentes ensayos in vitro, asi
como la capacidad de proteger frente a la radiacion ultravioleta A y B en un modelo celular
de piel. Adicionalmente, el extracto scSFE ha mostrado la capacidad de inhibir enzimas que
degradan componentes de la matriz extracelular, lo cual se relaciona con una actividad de
antienvejecimiento, y el extracto P85 ha mostrado un efecto melanogénico en un modelo
celular de melanoma murino. Esta actividad podria deberse a los compuestos mayoritarios
de ambos extractos, especialmente los polifenoles, que son compuestos bioactivos
producidos por el metabolismo secundario de las plantas y han sido ampliamente utilizados

en la medicina tradicional, asi como en la industria farmacéutica y cosmética.

Estas actividades que han presentado ambos extractos los postula como potenciales
candidatos para ser utilizados en productos dermocosméticos, especialmente enfocados a la
proteccion solar y productos antienvejecimiento. No obstante, son necesarios futuros
estudios para determinar con total detalle el mecanismo de accion mediante el cual ejercen

su efecto.
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Abstract

In cosmetic industry, there is a fierce competition, having been claimed the need for
renewal. Cosmetic products include cosmeceuticals, which are those that include principles
with beneficial activities related to pharmaceutical industry. Natural bioactive compounds
have shown various activities related to cosmetics, including antioxidant activity and the

ability to protect against solar radiation.

The aim of this project has been the search of active principles to obtain new
dermocosmetic products. For this purpose, we have studied, characterized and selected
extracts obtained from natural sources. These products were obtained from byproducts of

sweet cherry and avocado industry.

The scSFE extract was chosen from 3 different cherry stem extracts obtained by 3
extraction methods: pressurized solvent extraction, supercritical fluid extraction and
subcritical water extraction. Furthermore, the P85 avocado peel extract was chosen from 6
avocado seed and peel extracts dried at three different temperatures. Both extracts, sScCSFE
and P85, have shown a high antioxidant capacity in different in vitro tests, as well as the
ability to protect against ultraviolet A and B radiation in a cell model. Additionally, the
SCSFE extract has shown the ability to inhibit enzymes that degrade components of the
extracellular matrix, which is related to an anti-aging activity. Furthermore, the P85 extract
has shown a melanogenic effect in a murine melanoma cell model. This activity could be
due to the main compounds of both extracts, especially polyphenols. Polyphenols are
bioactive compounds produced by the secondary metabolism of plants and have been widely

used in traditional medicine and pharmaceutical and cosmetic industries.

These activities presented by both extracts show them as potential candidates to be
used in dermo-cosmetic products, particularly focused on sun protection and anti-aging
products. However, future studies are necessary to determine completely the mechanism of

action for these activities.
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Introduccion

1. Laindustria cosmética

La cosmética es la parte de la industria encargada de la investigacion, desarrollo,
fabricacion y venta de los productos que tienen como objetivo el mantenimiento o
mejora del aspecto fisico de los individuos sin que se alteren las funciones normales de
la piel. Entre estos productos se incluyen los encargados de la belleza de la piel y del
cabello, el maquillaje, perfumes y productos de cuidado personal. Los productos

cosmeéticos se pueden agrupar segun la funcidn que desempefien o la zona de aplicacion.

La industria cosmética engloba diferentes ramas de conocimientos que son
necesarias para el desarrollo, estudio y fabricacién de los productos cosméticos. En esta
industria participan diferentes ramas de la ciencia y la ingenieria como la quimica, la
biologia, la ingenieria de procesos, la ingenieria mecénica, la farmacologia y la

medicina.

1.1. Caracteristicas de la industria cosmética

La industria cosmética se caracteriza por presentar una competitividad muy
elevada, lo que conlleva la necesidad de renovacién e innovacién constante. Ademas,
posee una regulacion muy estricta, que garantiza la seguridad del producto antes de
poder ser vendido. La necesidad de renovacion e innovacion deriva de la alta variedad
de productos y del corto ciclo de vida que tienen, que suele ser de unos cinco afios
aproximadamente. Dentro de una empresa, se puede renovar la linea de productos

disponibles mediante la introduccion de productos o ingredientes cosméticos nuevos o
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bien reformulaciones que aporten un valor afiadido a un producto ya existente, pudiendo

alargar de esta forma su ciclo de vida [1].

En el caso del desarrollo de nuevas reivindicaciones, es necesaria la realizacion de
los estudios pertinentes para que los datos obtenidos sustenten las nuevas alegaciones
del producto que se quieran realizar. Todos estos métodos de innovacion permiten a las
empresas diferenciarse de la competencia y aportar un valor afiadido a sus productos, lo

cual repercute en una mejora de las ventas y, por lo tanto, de su economia.

La necesidad de innovar de la industria cosmética aumenta la demanda de
investigacion que establece la seguridad y la eficacia de los productos cosméticos. Esta
investigacion implica una inversion en 1+D+i de las grandes empresas que se estima
que se da entre un 3 'y un 5% de los beneficios de las ventas [2]. Ademas, la renovacion
constante y la necesidad de nuevos y mejores ensayos han provocado que la industria
cosmética se haya visto incentivada a desarrollar nuevos andlisis para la evaluacion de
sus productos. Por ello, se han desarrollado nuevas técnicas utilizando herramientas que
sustituyan a la experimentacion animal, debido a que la normativa actual en Europa
prohibe el uso de animales para el estudio y desarrollo de productos e ingredientes
cosméticos. Esta normativa estd descrita en la Directiva 2003/15/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 27 de febrero, que modifica la Directiva 76/768/CEE del
Consejo. Por este motivo, el desarrollo de estos ensayos alternativos a la
experimentacion animal es un valor afiadido para la empresa cosmética que se puede

trasladar desde este sector a otros sectores de investigacion. Estos estudios pueden ser
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in silico, in vitro, ex vivo o estudios con voluntarios sanos e incluyen el desarrollo de

ensayos que determinan la calidad, eficacia y seguridad de los productos cosméticos.

Ademas, la industria cosmética tiene un publico objetivo que, cada vez mas,
solicita productos méas ecoldgicos, tanto en su composicion como en su fabricacion,
presentando una mejor percepcion de los productos naturales respecto a los sintéticos
por parte de los consumidores. Debido a esto, en los Gltimos afios se ha visto una
tendencia a desarrollar productos e ingredientes con marca ecoldgica u organica como
reclamos de ventas y en la actualidad son numerosos los productos con principios

activos naturales y/o ecoldgicos a la venta [3].

Todos estos factores, como ya se ha comentado, son causa y consecuencia de la
alta innovacion y competencia que caracteriza a la industria cosmética. Esto conlleva el
desarrollo y evolucién de los ensayos para encontrar huevos productos o principios
activos, asi como para estudiar sus caracteristicas, funciones y seguridad. Este
desarrollo se produce paralelamente a la evolucién de los productos, tanto en su
fabricacion como en el formato, y la evolucion del mercado, que promueve el desarrollo
de productos mas eficaces y tiende a la busqueda de los productos que los consumidores

desean.

1.2. Lacosmética en Europa

El mercado cosmético ocupa el 5° lugar en la categoria industrial a nivel global,
mientras que el mercado cosmético europeo ocupa el 1* puesto a nivel mundial, seguido

de Estados Unidos, China, Japon y Brasil (Figura 1). Este mercado de perfumeria y
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cosmética de la Unién Europea (UE) estd valorado en el afio 2019 con mas de 500
millones de consumidores.

80 000
60 000
40 000

20 000+

Valores de venta (MM €)

0_
UE EE.UU. China Japén Brasil

Figura 1. Datos de venta (en miles de millones de €) de los diferentes mercados mundiales en
el afio 2019. Datos obtenidos de Stanpa [4].

Dentro del mercado europeo, los paises que presentan el mayor porcentaje de venta

son, en orden decreciente, Alemania, Francia, Reino Unido, Italia y Espafia (Figura 2).

15000+
10 000+

5000+

Valores de venta (MM €)

Alemania  Francia Reino Unido Italia Espaiia

Figura 2. Valores econémicos de ventas de productos cosméticos de los 5 principales paises de
la UE en el afio 2019. Datos obtenidos de Stanpa [4].

En cuanto a los productos mas vendidos, los de cuidado de la piel y de higiene
representan el mayor volumen de ventas, seguidos de los productos de cuidado del

cabello y perfumes. Ademas, se estima que la industria cosmética aporta a nivel europeo
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casi 2 millones de puestos de trabajo, incluyendo trabajos directos, indirectos o

asociados [5, 6].

1.3. Sector cosmético en Espafia

En Espafia, la autoridad competente en cuanto a productos cosméticos es la
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), que se encarga

de la vigilancia de los productos cosméticos [7].

Ademas, hay una asociacién nacional, Stanpa, que incluye a numerosas entidades
que se encargan de la fabricacion y distribucién de los productos cosméticos en Espafia.
Esta asociacién recoge los datos pertenecientes a la industria cosmética espafiola, entre
los que se incluyen los datos econémicos de este sector, que representaron un valor de

8.200 mil millones de euros en el afio 2019 (Figura 2).

Actualmente, el sector cosmético en Espafia se encuentra en una fase de
crecimiento. En el afio 2019 mostré un crecimiento de méas del 2% por quinto afio
consecutivo y fue el 2° exportador mundial de perfumes, estando entre los 10 mejores
de la clasificacion de exportadores mundiales de productos de belleza. Estas
exportaciones tuvieron un valor de 4.723 mil millones de euros en ese afio, lo cual
muestra la relevancia internacional de los productos cosméticos espafioles. Por otro
lado, en Espafia se compraron un total de 1.540 millones de unidades, presentando un
consumo per capita de 170 €/afio, superior a la media de Europa (140 €/aio). La venta

de productos del cuidado de la piel supuso el mayor volumen de ventas, con un 33%,
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seguido de productos de cuidado personal, perfumes y del cuidado del cabello, que
tuvieron un volumen de ventas correspondiente al 22, 18 y 17%, respectivamente. Por
Gltimo, los productos de cosmética del color supusieron un 10% de las ventas en el afio

2019 [4] (Figura 3).

@ Cuidado personal
Bl Cosmeética del color
1 Cuidado del cabello
Bl Perfumes

1 Cuidado de la piel

Figura 3. Porcentajes de venta de los distintos tipos de productos cosméticos sobre el total de
ventas en Espafa en el afio 2019. Datos obtenidos de Stanpa [4].

1.4. Regulacion productos cosméticos

La legislacion de los productos cosméticos se encuentra incluida en el Reglamento
(CE) N° 1223/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de noviembre. La
regulacién de estos productos tiene como principal objetivo asegurar su eficacia y
calidad, asi como la seguridad de los consumidores. Ademas, la normativa restringe

tanto los métodos de desarrollo de los cosméticos como su venta y etiquetado.

Seglin este Reglamento, los productos cosméticos se definen como “toda sustancia

0 mezcla destinada a ser puesta en contacto con las partes superficiales del cuerpo
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humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y 6rganos genitales externos)
0 con los dientes y las mucosas bucales, con el fin exclusivo o principal de limpiarlos,
perfumarlos, modificar su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir
los olores corporales”. Este Reglamento Europeo regula la industria cosmética para
todos los paises miembros de la UE. En Espafia, los aspectos que no estan definidos en
el Reglamento Europeo, como la cosmetovigilancia, se recogen en el Real Decreto

85/2018, de 23 de febrero.

Estas normativas especifican que los productos cosméticos deben cumplir una serie
de requisitos para ser comercializados, entre los que se encuentran las condiciones que
deben reunir las empresas que los elaboran y comercializan, ademéas de las materias
primas con los que son elaborados. Cosmetics Europe es la organizacion europea de
cosmética, que establece la relacion entre empresas y entidades regulatorias. Ademas,
se encarga de estudiar las ventas de todos los productos cosméticos en Europa, asi como
los productos importados o exportados [8]. Ademas, hay una base de datos, Cosing,
encargada de registrar la informacion de los productos cosméticos y sus ingredientes,

asi como la regulacion y los requerimientos legales de los productos cosméticos [9].

La legislacion a nivel europeo exige el registro de los productos cosméticos en el
portal de notificacion de productos cosméticos CPNP (del inglés, Cosmetic Products
Notification Portal), que no se hayan hecho pruebas en animales y hace responsable de

la vigilancia del mercado cosmético a nivel nacional a los paises pertenecientes a la UE.

La legislacion prohibe las reivindicaciones de propiedades o funciones de los

productos cosméticos que no se hayan corroborado con los estudios pertinentes, una
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exageracion de sus funciones, reivindicaciones falsas o que den lugar a una mala
interpretacion. Estos requisitos se recogen en el Reglamento (UE) N° 655/2013 de la
Comision, de 10 de julio, donde se establece que las revindicaciones de los productos
cosméticos deben cumplir con la legislacion vigente; ser veraces; presentar datos que
sustenten la reivindicacién; cumplir el principio de honradez e imparcialidad y que la
toma de decisiones sea realizada con conocimiento de causa [1]. Ademas, los estudios
deben realizarse siempre siguiendo los estdndares y practicas de laboratorio
establecidas. Para ello, las empresas deben cumplir con la Norma ISO 22716, que
especifica la Guia de Buenas Précticas de Fabricacion para Productos Cosméticos. Esta
normativa incluye factores humanos, técnicos o administrativos que pueden afectar al
desarrollo de los productos. Ademas, tienen que seguir las Buenas Practicas de
Laboratorio [10, 11]. Por ultimo, como parte de los controles de calidad necesarios, se
estudia la efectividad de los conservantes utilizados en los productos cosméticos,
incluida en la Norma ISO 11930:2019, que trata la evaluacion de la proteccion

antimicrobiana de un producto cosmético.

A la luz de todos estos hechos, se ha puesto de manifiesto la importancia del
desarrollo de la investigacion en el area de la cosmética a través de nuevos métodos de
evaluacion sin animales, que mejoren la caracterizacion de los productos para el cuidado
de la piel. Estos esfuerzos deben centrarse en impulsar la aceptacion regulatoria de estas
alternativas de nueva generacion. En consecuencia y, a pesar de sus limitaciones, estos
métodos alternativos a la experimentacion animal deben ser capaces de aportar

informacién comparable a los ensayos in vivo para poder reemplazarlos. A este respecto,
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el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (del inglés, ECVAM) se
encarga de validar modelos in vitro para garantizar la no toxicidad y seguridad de los
ingredientes cosméticos. No obstante, actualmente no hay ensayos in vitro validados
que reemplacen a los ensayos in vivo que evallan la toxicidad aguda y cronica,
carcinogenicidad y toxicologia reproductiva. Ademas, otra limitacion importante en el
empleo de estos métodos es el uso de medio acuoso en los ensayos celulares, por lo que
la disolucion de algunos compuestos lipofilicos podria ser un inconveniente a la hora

de valorar la seguridad de los cosméticos en estos ensayos [12].

1.5. Cosmecéuticos y principios activos

Los cosmecéuticos son una subcategoria de productos cosméticos que se
posicionan entre la cosmética y la farmacéutica (Figura 4). En esta categoria se
incluyen los productos cosméticos que presentan principios activos con actividades que
también son tipicas de la industria farmacéutica. Se utiliza esta denominacion para los
productos tépicos que mejoren tanto la salud como el aspecto de la piel, pero cuya
funcion no es curar ninguna enfermedad, sino que acttian sobre piel sana [13]. Por este
motivo son incluidos dentro de la categoria de productos cosméticos, 1o que permite a
los cosmecéuticos acogerse a la regulacion de los productos cosméticos, en lugar de

incluirse en la regulacién de productos farmacolégicos.
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COSMECEUTICOS

Regulacion como cosmeéticos
Mejora salud y aspecto de la piel
Nuevas actividades cosméticas y mayor eficacia

Principios activos:

Péptidos, productos vegetales y vitaminas, entre otros

Figura 4. Principales caracteristicas de los cosmecéuticos.

Los cosmecéuticos pueden utilizar como principios activos diferentes compuestos,
entre los que se encuentran los péptidos, productos vegetales, factores de crecimiento y
vitaminas, entre otros compuestos [14]. El uso en los cosmecéuticos de estos principios
activos puede presentar diferentes ventajas respecto a los productos cosméticos mas
tradicionales, como son la adicién de nuevas actividades cosméticas y una mayor
eficacia, lo cual otorga la posibilidad de nuevas y mejores reivindicaciones que en los
productos cosméticos. Por este motivo, es importante estudiar el mecanismo de accién
de estos ingredientes para conocer cOmo ejercen su actividad y qué posibles efectos
adversos podrian presentar. De esta forma, se puede asegurar su eficacia y seguridad
[15]. Ademas, es conveniente estudiar si el principio activo llega a su diana y mantiene
la concentracion necesaria en el tiempo para poder ejercer su acciéon [16]. En este
sentido, es de especial interés el uso de vehiculos como liposomas que favorezcan la

actividad del principio activo y su llegada a la diana. Por lo tanto, el desarrollo y estudio
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de las formulaciones son igualmente necesarios en el desarrollo de un nuevo producto

cosmético [17].

2. Lapiely la matriz extracelular

La piel es el 6rgano con mayor extension del cuerpo humano, presenta una
superficie de alrededor de 2 metros cuadrados y un grosor entre 0,5 y 4 milimetros,
siendo la primera barrera del organismo frente al exterior. Su principal funcién es la de
actuar como una barrera impermeable y prevenir la pérdida excesiva de agua. La piel
también presenta una funcién de proteccion frente a agresiones externas como las
causadas por microorganismos, agentes quimicos y mecanicos y por radiacion solar [18-
21]. Ademés, en la piel se localizan las terminaciones nerviosas y receptores
relacionados con el sentido del tacto y la temperatura. Est4 compuesta por tres capas:
epidermis, dermis e hipodermis. Cada una de ellas presenta diferentes poblaciones

celulares, estructuras y funciones (Figura 5).

Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel. Esta compuesta mayoritariamente
por queratinocitos, pero también contiene melanocitos, receptores sensoriales y células
de Langerhans y de Merkel. Ademas, la epidermis se divide en cuatro subcapas: el

estrato basal, el espinoso, el granuloso y el corneo [20-23].
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Epidermis

Colageno

Elastina

Dermis

Vasos sanguineos

Hipodermis —

Figura 5. Representacion de las distintas capas de la piel.

Estrato basal

En el estrato basal se produce la renovacion de la piel y la adhesion de la epidermis
a la dermis. Esta subcapa contiene queratinocitos y melanocitos. Los gueratinocitos son
el tipo celular mas comun en la epidermis. La diferenciacion de los queratinocitos se
inicia en esta subcapa, antes de migrar al estrato espinoso. Por otra parte, los
melanocitos situados en esa capa producen melanina, un pigmento que protege a la piel
frente a la radiacion ultravioleta (UV). A su vez, la melanina se divide en eumelanina 'y
feomelanina. La eumelanina es un pigmento negro que protege de los fotones del UV
con mayor eficiencia que la feomelanina, que presenta un color més claro que se
produce al incorporarse cisteina a los precursores de melanina [24, 25]. Ademas de
proteger frente al UV, la melanina tiene otras funciones fisioldgicas, entre las que se
incluyen la regulacion hormonal, el mantenimiento de la homeostasis epidérmica asi

como actividad antioxidante y antimicrobiana [26-32]. La melanina se produce en los
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melanosomas, que son organulos con membrana encargados de la sintesis,
almacenamiento, transporte y transferencia de la melanina de los melanocitos a los

gueratinocitos cercanos (Figura 6).

Melanina

Melanosomas

Melanocito

Figura 6. Transferencia de melanina de los melanocitos a los queratinocitos mediante los
melanosomas.

Estrato espinoso

En el estrato espinoso, los queratinocitos pierden la capacidad de proliferar y
participan en el ensamblaje de la envoltura cornificada. Ademas de queratinocitos, en
esta subcapa se encuentran las células de Langerhans, que son células dendriticas que
actian como presentadores de antigenos y participan en la respuesta inmune frente a

microorganismos.
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Estrato granuloso

El estrato granuloso esta formado por queratinocitos, que comienzan a morir por
la via apoptética, perdiendo sus nucleos y organulos. En esta subcapa comienza la
queratinizacién gracias a que estas células sintetizan queratina, una proteina que
participa en la proteccion frente al calor, compuestos quimicos y microorganismos,

ademas de proteger frente a la deshidratacion [33, 34].

Estrato corneo

Por ultimo, el estrato corneo es el mas externo de la piel, se encuentra expuesto al
exterior del organismo. Esta subcapa esta compuesta por queratinocitos muertos, que
protegen frente al dafio mecanico, la deshidratacién y dificultan la invasion de agentes
externos como microorganismos. En esta capa se produce la descamaciony la liberacion

de las células al exterior [34].

Dermis

La dermis es la capa intermedia de la piel que se sitia entre la hipodermis y la
epidermis. Su principal funcién es mantener y dar apoyo a la epidermis. Esta formada
por dos capas de tejido conectivo: el estrato papilar y el reticular. El estrato papilar es
una capa delgada rica en fibras de reticulina y capilares que aportan nutrientes a las
capas mas externas. El estrato reticular contiene numerosas fibras de colageno y
elastina, que conforman la matriz extracelular y otorgan soporte estructural y
resistencia al estrés de la piel, tal y como se vera posteriormente. Ademas, esta capa

contiene glandulas sudoriparas y foliculos pilosos, asi como terminaciones nerviosas,
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capilares, células del sistema inmune y fibroblastos, que son los principales

responsables de la sintesis de los componentes de la matriz extracelular [35, 36].

Hipodermis

Por altimo, la hipodermis, también llamada tejido subcutaneo, es la capa mas
profunda de la piel. Esta capa presenta un grosor variable que depende de la edad, de la
zona del cuerpo y de la condicién fisica y puede llegar a constituir un 15-30% del peso
corporal. Estd compuesta principalmente por tejido conectivo y adiposo, que participan
en el aislamiento térmico, confieren proteccion mecanica y actlan como zona de

almacenamiento de energia.

Matriz extracelular

La matriz extracelular es el conjunto de materiales extracelulares que forman
parte de un tejido. En el caso de la piel, hace referencia al espacio intercelular presente
en la dermis. Sus funciones principales son actuar de soporte estructural, permitir la
compresion y estiramiento de las células, la degradacion de desechos y la regeneracion

de tejidos.

Los componentes de la matriz extracelular aportan un soporte funcional y
estructural a la piel, siendo el colageno la principal proteina de la matriz extracelular.

Ademas, estad compuesta por elastina, acido hialurénico y proteoglicanos, entre otros.

El colageno es la proteina mas abundante del cuerpo humano. Engloba a una

familia compuesta por 28 tipos diferentes de colageno que se caracteriza por la
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presencia de dominios de triple hélice. En la piel, las fibras de colageno se forman con
el tipo 1 y Il y también se encuentra colageno de tipo V, VI, VII y XI. La principal
funcidn del colageno es unir las diferentes estructuras del organismo y aportar fuerza y
elasticidad a la piel, participando ademéas en el mantenimiento de la hidratacion [37,

38].

La elastina es responsable de la elasticidad en el tejido conectivo de los 6rganos.
Forma las fibras elasticas en la dermis junto con las microfibrillas, representando un
90% de las fibras elasticas. En el estrato reticular de la dermis, las fibras de elastina se
entrelazan con las fibras de colégeno, contribuyendo a la elasticidad de la piel y al

mantenimiento de sus propiedades mecéanicas [38, 39].

El &cido hialurdnico se localiza en el tejido conectivo, formando parte de la matriz
extracelular. Estd compuesto por una cadena lineal de 4cido glucurénico y N-
acetilglucosamina alternados. Su principal funcion es la acumulacién de agua,
aportando resistencia a la deshidratacién y manteniendo la correcta viscosidad e

impermeabilidad de los tejidos conectivos [40].

La glicacion de proteinas de la matriz extracelular se relaciona con el
envejecimiento de la piel. La glicacion es la modificacion postraduccional no
enzimatica de los grupos amino de las proteinas por la accién de azlcares reductores,
también llamada reaccion de Maillard. Estas modificaciones originan la aparicion de
productos de glicacion avanzada (del inglés, Advanced Glycation End products o
AGEs). Los AGEs se relacionan con la modificacion de la sintesis de moléculas de la

matriz extracelular, citoquinas y la activacion enzimética de las metaloproteinasas [41].
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La degradacion de los componentes de la matriz extracelular se produce de forma
continua, participando en la renovacion de los componentes de la piel. Esta degradacion
se produce por las metaloproteinasas, entre las que se incluyen la colagenasa, elastasa e
hialuronidasa y puede verse alterada por diversos factores, como la curacion de heridas
u otros procesos patolégicos [42]. El aumento de la degradacion de los componentes de
la matriz extracelular se relaciona con la aparicion de arrugas y el envejecimiento de la
piel. La radiacion UV o el estrés oxidativo son factores que inducen la glicacion de las
proteinas y la degradacion del colageno, elastina y acido hialurdnico [43]. La inhibicién
de estas enzimas, asi como de la glicacion de las proteinas, se relaciona con el
mantenimiento de la resistencia y elasticidad de la piel, la disminucién en la aparicién

de arrugas y el envejecimiento de la piel y la mejora de su aspecto.

2.1. El envejecimiento de la piel y sus causas

La piel puede sufrir dos procesos de envejecimiento diferentes: el envejecimiento
intrinseco y el extrinseco. Se considera que el envejecimiento intrinseco es el
envejecimiento fisioldgico inevitable, que deriva en una piel fina y seca, arrugas y
flacidez cutanea. Por otra parte, el enjevecimiento extrinseco es aquel generado por
factores ambientales externos como son la polucion, el tabaco, malnutricion y la
radiacion ultravioleta. El envejecimiento extrinseco puede causar un envejecimiento
prematuro de la piel y presenta como caracteristicas la generacion de arrugas de mayor
tamafio, una apariencia rugosa, una mayor laxitud y la pérdida de elasticidad de la piel

[15, 44].
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La exposicion solar es el factor mas importante del envejecimiento extrinseco, y el
envejecimiento asociado a ella se denomina de manera mas especifica como
fotoenjevecimiento. Se caracteriza por la aparicion de arrugas y marcas en la piel,
sequedad, pérdida de elasticidad e hiperqueratosis [45]. Estos efectos se deben a que la
radiacion ultravioleta causa la degradacion de proteinas de la matriz extracelular y la
disminucién de la ratio de renovacion/sintesis de estas proteinas. Ademas, puede causar
una disminucidn del grosor del estrato espinoso y del nimero de células de Langerhans,
asi como la pérdida de funcion de las fibras de la dermis. Por Gltimo, puede causar la
reduccion de melanocitos y desequilibrio de su densidad, lo que puede conllevar la

aparicion de manchas, incrementando el aspecto envejecido de la piel [15].

Radiacién ultravioleta

La radiacién ultravioleta es la radiacién electromagnética cuya longitud de onda
esta comprendida entre los 200 y los 400 nm. Se subdivide en las categorias UVA, UVB
y UVC en funcién de sus propiedades electrofisicas (Figura 7). La radiacién UVC
comprende el rango de longitudes de onda entre 200 y 280 nm, es la categoria mas
energética y la que tiene menor capacidad de penetracion. Es absorbida en la capa de

0zono Y, generalmente, no alcanza la superficie terrestre [46].

La radiacion UVB comprende el rango entre 280 y 320 nm. Representa el 5% de
la radiacion UV que alcanza la superficie terrestre y es casi totalmente absorbida en la
epidermis de la piel. Esta radiacion es absorbida por el acido desoxirribonucleico

(ADN) de las células, lo que provoca modificaciones moleculares y la formacion de
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fotoproductos, como los dimeros de ciclobutano. La radiacion UVB es la principal
responsable de las quemaduras solares en la piel, ademas de generar estrés oxidativo y
actuar como un agente genotoxico, lo que la convierte en la radiacién ultravioleta mas

citotdxica y mutagénica [46, 47].

La radiacién UVA comprende el rango entre 320 y 400 nm. Representa el 95% de
la radiacion solar que alcanza la superficie terrestre. Esta radiacion es la menos
energética pero la que mayor capacidad de penetracion tiene, ya que es capaz de
alcanzar la dermis y es la principal causante del fotoenvejecimiento. EI UVA puede
actuar directamente sobre el ADN, produciendo dimeros de pirimidina en las células de

la piel, y también genera radicales libres, lo que provoca estrés oxidativo [46, 48].

UVA UVB UVvC

! [ [ 1
400 nm 320 nm 280 nm 200 nm

Penetracion

Energia

Figura 7. Radiacion ultravioleta A, B y C y la relacidn inversamente proporcional de capacidad
de penetracion y energia.
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La exposicidn crdnica de la piel a la radiacion UV es un factor desencadenante de
diversas alteraciones de la piel, como son la inflamacion, inmunosupresién, estrés
oxidativo y fotoenvejecimiento, pudiendo todos ellos conllevar la aparicion de
enfermedades [49, 50]. La radiacion ultravioleta puede aumentar el estrés oxidativo
mediante la produccion del anidn superdxido, que deriva en perdxido de hidrégeno. Este
peroxido, a su vez, forma el radical hidroxilo a través de la reaccion de Fenton [51].
Todas estas moléculas participan en el estrés oxidativo del organismo, tal y como se

vera mas adelante en secciones posteriores de esta tesis doctoral.

A pesar de los efectos negativos descritos, la radiacion ultravioleta también
presenta algunos positivos, ya que induce la melanogénesis y es esencial para la sintesis
de la vitamina D (Figura 8). De hecho, desde un punto de vista fisiologico, la induccion
de la melanogénesis es un proceso fundamental, ya que protege de la radiacién solar y
de sus efectos dafiinos. Sin embargo, desde un punto de vista cosmético la situacion es
diferente. En primer lugar, la melanogénesis excesiva, no regulada o focalizada, puede
dar lugar a la aparicién de manchas en la piel no deseadas. En segundo lugar, el aumento
de la melanogénesis, entendida como un aumento en el tono de la piel u oscurecimiento
de la misma, es un efecto deseado en paises occidentales, mientras que, en los paises
asiaticos, el efecto deseado es justo el contrario, ya que se buscan productos
blanqueantes que reduzcan la melanogénesis [52]. Estos dos efectos contrarios se
pueden obtener mediante productos que inhiban o induzcan la enzima tirosinasa, que es
una enzima esencial en el proceso de la melanogénesis, o0 bien modulando positiva o

negativamente, segun el caso, cualquiera de los otros participantes en la ruta de sintesis.
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Melanogénesis t Vitamina D
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Dafio en el material
genético

Figura 8. Principales efectos positivos (en verde) y negativos (en rojo) de la radiacion
ultravioleta. Basado en [57].

De cualquier manera, la produccion de melanina es el mecanismo enddgeno de
defensa frente a la radiacién UV mas importante. La melanina absorbe la radiacién,
reduce la formacidn de fotoproductos y puede actuar como antioxidante [53, 54]. Como
se ha comentado previamente, la melanina se produce en los melanocitos de la
epidermis y posteriormente se transfiere a los queratinocitos que migran a las capas mas
externas de la piel. La radiacion UV aumenta la sintesis de este pigmento mediante la
induccion de la hormona estimuladora de melanocitos alfa y mediante el aumento del
estrés oxidativo, que induce a la tirosinasa y proteinas relacionadas con la tirosinasa,
siendo ambos factores melanogénicos. Ademas, tiene un efecto beneficioso en el

tratamiento de trastornos dermatoldgicos, como en la dermatitis atopica o en la psoriasis
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[55]. Sin embargo, un aumento desproporcionado y excesivo del estrés oxidativo podria
conllevar la despigmentacion en la piel, derivando en alteraciones de la melanina no
deseadas tal y como ocurre con el vitiligo, ademas de otras consecuencias negativas

[56].

Especies reactivas: estrés oxidativo y nitrosativo

Las especies reactivas son moléculas muy pequefias y altamente inestables debido
a electrones desapareados. Son necesarias en el organismo, ya que actlan como
segundos mensajeros, y son producidas de forma natural como consecuencia de
procesos metabodlicos que se producen en los organismos con metabolismo aerdbico. La
concentracion intracelular de los radicales libres del oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS
respectivamente, del inglés, Reactive Oxygen/Nitrogen Species) es controlada por el
sistema antioxidante, compuesto por enzimas y otras moléculas que forman parte del
sistema enddgeno de defensa antioxidante [58]. La generacion y eliminacion de
radicales libres en condiciones normales presenta un equilibrio, necesario para el buen
funcionamiento del organismo. Sin embargo, la produccidén excesiva de especies
reactivas debido a factores externos puede conllevar la pérdida de este equilibrio cuando
el sistema antioxidante no es capaz de contrarrestar este aumento de especies reactivas,
lo cual deriva en el estrés oxidativo o nitrosativo [59] (Figura 9). Estos factores
externos son la radiacion ultravioleta, agentes quimicos, patdégenos o la polucién

ambiental, entre otros (Figura 10).
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SITUACION NORMAL ESTRES OXIDATIVO

Figura 9. En situacién normal hay un equilibrio entre radicales libres y sistema antioxidante.
Cuando hay un exceso de radicales libres el equilibrio se puede romper y generar estrés
oxidativo.

@y “

Metabolismo Radiacion ultravioleta
FORMACION DE RADICALES LIBRES
, sA
s o
Inflamacién Radiacion ionizante

Polucién ambiental

Figura 10. Algunos de los factores internos (metabolismo e inflamacién) y externos (tabaco,
radiacion UV, polucién ambiental y radiacion ionizante) que inducen la formacion de radicales
libres en el organismo.
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El aumento de ROS y RNS en la piel puede producir dafios estructurales a los
lipidos y proteinas debido a la oxidacion y peroxidacion que generan estas especies
reactivas. Ademas, el aumento excesivo del estrés oxidativo puede generar inflamacién,
dafio en el material genético, disfuncion mitocondrial, envejecimiento e

inmunosupresion [60, 61].

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno se pueden dividir en funcién de su origen. El
oxigeno atémico (O), ozono (Os) y el oxigeno singlete (*:02) se producen a partir de la
rotura o excitacion del oxigeno molecular. Por otro lado, el anién superéxido (O2), el
peréxido de hidrdgeno (H20-) vy el radical hidroxilo ((OH) se producen por la adicién
de electrones a la molécula de oxigeno, en un proceso de reduccion hasta que el radical

hidroxilo se transforma en una molécula de agua (Figura 11).

‘OH +—e+> H,0

02 +e° 02 . +e° 202 +e° H
2H" OH- Agua

Dioxigeno Anion Peroxido de

superoxido hidrégeno Radical hidroxilo

e i6n hidréxido

Figura 11. Produccion de las distintas especies reactivas del oxigeno a partir de la molécula de
oxigeno.

Especies reactivas de nitrégeno (RNS)

Por otro lado, las especies reactivas del nitrogeno pueden ser citotoxicas y

producir estrés nitrosativo. Ademas, pueden producir dafios estructurales en lipidos,
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proteinas y material genético, de la misma forma que las especies reactivas del oxigeno
[62]. Las principales especies reactivas son el peroxinitrito (ONOO") por su gran
reactividad y el 6xido nitrico (NO). El éxido nitrico es un radical libre sintetizado a
partir del aminoéacido L-arginina mediante las enzimas Oxido nitrico sintasas, que se
regulan mediante la concentracion de calcio intracelular o bien pueden ser inducidas
mediante otros factores como citoquinas. El radical 6xido nitrico tiene poca reactividad,
pero su importancia en el aumento del estrés nitrosativo radica en que es precursor de
varias especies reactivas de nitrégeno, entre ellas el peroxinitrito, el radical dioxido de
nitrégeno y el triéxido. El 6xido nitrico puede generar peroxinitrito mediante la reaccion
con el anién superdxido (Figura 12A), o bien al ganar un electron y formarse el anion

nitroxilo, reacciona con una molécula de oxigeno para producir peroxinitrito (Figura

12B).
A
0, }
NO — ONOO-
Oxido nitrico Peroxinitrito
B
+e” 02
NO —» NO™ ——» ONOO~
Oxido nitrico .Amé.n Peroxinitrito
nitroxilo

Figura 12. Produccion del peroxinitrito. Vias de formacion de este radical a partir del dxido
nitrico mediante dos diferentes mecanismos, reaccionando con el anién superdxido (A), o bien
formandose el anion nitroxilo tras la ganancia de un electron y posteriormente reaccionando con
oxigeno (B).
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Mecanismos de defensa antioxidante

Como se ha comentado previamente, los organismos disponen de mecanismos de
defensa antioxidante para protegerse contra el estrés oxidativo y nitrosativo. Estos
mecanismos se pueden dividir en dos grupos: los que provienen del propio organismo,
llamados endodgenos, y los que se adquieren con la dieta, llamados exdgenos. En el
sistema antioxidante enddgeno participan enzimas, entre las que se encuentran la
superdxido dismutasa, la glutatién peroxidasa y la catalasa, y también participan

moléculas no enzimaticas, como el glutation.

El sistema antioxidante exdgeno es especialmente relevante cuando se genera un
estrés oxidativo superior al que el sistema enddgeno puede contrarrestar. Esta situacion
puede suceder con enfermedades que reduzcan la capacidad del sistema antioxidante
enddgeno o cuando el organismo esta expuesto a factores que aumentan excesivamente
el estrés oxidativo. Este sistema exdgeno se basa en las moléculas de actividad
antioxidante que son ingeridas con la dieta o administradas de manera exégena. Entre
estas moléculas destacan por su relevancia y prevalencia la vitamina C y E, asi como
los carotenoides y los polifenoles [63]. La adicién de compuestos antioxidantes en la
dieta es un buen mecanismo para ayudar a mantener el equilibrio oxidativo del
organismo. Ademas, en el caso de la piel, el uso de productos cosméticos que contengan
principios activos antioxidantes puede ayudar a combatir el estrés oxidativo excesivo
producido por la exposicion a la radiacion ultravioleta. Estos principios activos pueden
ser compuestos puros, pero también extractos naturales que contengan compuestos con

capacidad antioxidante, como es el caso de los extractos vegetales y los polifenoles.
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2.2 Protectores solares

Los protectores solares se encuentran englobados dentro de los productos
cosméticos para el cuidado de la piel. Se empezaron a comercializar en la década de
1930 [64]. Su principal objetivo es proteger de la radiacion UV, especialmente de la
UVB. La eficiencia de los protectores solares se determina mediante el factor de
proteccién solar (FPS) y del grado de proteccién del UVA. El pardmetro que se utiliza
internacionalmente es el FPS, que especifica el tiempo que tarda la radiacion UVB en
causar un eritema en la piel cuando se utiliza proteccion solar respecto a lo que tardaria

sin proteccion solar [65].

Los protectores solares contienen filtros solares que aportan una barrera fisica que
refleja y dispersa la radiacion solar, asi como pueden aportar una barrera quimica que
absorbe esta radiacion [66]. Ademas, los protectores solares pueden tener otros
compuestos beneficiosos como antioxidantes o enzimas reparadoras del material
genético, que pueden detener las consecuencias negativas de la radiacion UV y limitar
el dafio en la piel. Los protectores solares deben proteger de los efectos perjudiciales de
la radiacion solar de la forma mas completa posible, lo cual incluye la combinacién de
filtros solares y de otros compuestos activos que reduzcan el dafio que el UV genera.
Ademas, dada la limitacion de los compuestos en solitario para cubrir todo el espectro
de absorcion del UV, la combinacion de diferentes principios activos presenta un valor
adicional, ya que la eficacia del filtro depende de las caracteristicas de absorcion de

cada uno de los compuestos que acttian como filtros del UV [67, 68].
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Los filtros solares se utilizan mayoritariamente en protectores solares, pero
también se encuentran en otros productos cosméticos, como en maquillaje, pintalabios
o perfumes [69]. Se dividen en filtros fisicos (inorganicos) y quimicos (organicos)
(Figura 13). Los inorganicos méas conocidos son el 6xido de zinc y el didxido de titanio,
acttan principalmente reflejando y dispersando la radiacion y, en mucha menor medida,
también absorben el UV [70]. El 6xido de zinc protege en el rango del UVA, mientras

que el diéxido de titanio protege en el rango del UVB y parte del UVA [71].

A su vez, los filtros organicos o quimicos se dividen en derivados de &cido para-
aminobenzoico, derivados de alcanfor, benzofenonas, salicilatos y cinamatos, entre
otros [72]. Los ejemplos mas conocidos y usados son la oxibenzona, avobenzona y
octocrilo. Muchos de estos grupos tienen compuestos aromaticos conjugados con
grupos carbonilo. Estos compuestos actlian absorbiendo la radiacion ultravioleta. Los
electrones de sus bencenos se excitan, absorbiendo la radiacion UV, y disipan la energia

en forma de calor o emitiendo energia en una mayor longitud de onda [70].

FISICOS QUIMICOS
Funcion principal: Funcién principal:
Dispersan radiacion UVA y UVB Absorben radiacion UV
No resistentes al agua Resistentes al agua
Hipoalergénicos No hipoalergénicos
Actuacion inmediata Tardan en hacer efecto
Filtro mas grueso Filtro fino

Figura 13. Comparacidn de filtros fisicos y quimicos.
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En general, los protectores solares deben ser resistentes al agua, hipoalergénicos,
fotoestables, no deben penetrar en la piel y deben evitar los dafios de la radiacion solar
sin generar compuestos perjudiciales. Ademas, los protectores solares suelen combinar
filtros organicos e inorganicos para proteger en todo el rango del espectro del UVA 'y
del UVB, asi como otros compuestos activos con otras actividades beneficiosas, como
ya se ha comentado previamente [70, 71, 73]. Actualmente existe una tendencia hacia
la blsqueda de protectores solares de origen natural que no dafien al ecosistema marino,
debido a la reciente prohibicion del uso de estos productos en algunas playas e islas del
Caribe, Australia o EE. UU. por el dafio que producen los filtros quimicos a los corales.
Compuestos como la oxibenzona, el octocrileno y el octinoxato, tres agentes quimicos
que bloquean la radiaciéon UV, se encuentran en la mayoria de estos productos y dafian
los corales y ecosistemas marinos, por lo que el desarrollo de nuevos protectores solares
que eviten o reduzcan este perjuicio tienen un valor adicional [74]. Por todos estos
motivos, los extractos naturales tienen un gran potencial para ser utilizados como

principios activos de protectores solares.

3. Extractos naturales y metabolitos secundarios de plantas

Los extractos naturales tienen diversas caracteristicas que los hacen utiles en la
industria cosmética en comparacién con los compuestos de origen quimico, ya que la
sociedad valora a los productos de origen natural de forma méas positiva que a los

sintéticos [75].
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Ademas, la industria alimentaria se caracteriza por generar una gran cantidad de
residuos, lo cual tiene un importante impacto econémico y tiene riesgos ambientales
asociados, como la liberacion de gases en los vertederos [76]. Debido a esto, el uso de
materia prima residual de la industria horto-fruticola tiene un valor afiadido, ya que
reduce la cantidad de desperdicios y, a su vez, aporta una nueva utilidad a esta materia.
Por ello, también reduce los costes, aumenta los ingresos, fomenta la economia circular
y promueve el cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible, en concreto los
objetivos 3, 11y 12: salud y bienestar, produccion y consumo responsables y desarrollo

de ciudades y comunidades sostenibles (Figura 14).

OBJ ETIfo.i’ SOSTENIBLE

EDUCACION IGUALDAD 6 AGUALIMPIA
DECALIDAD DE GENERO

Y SANEAMIENTO

TRABAJO DECENTE INDUSTRIA, 1 REDUCCION DE LAS 12 PRODUCCION
Y CRECIMIENTO INNOVACIONE DESIGUALDADES Y CONSUMO
ECONOMICO INFRAESTRUCTURA

O

0 ,
13 poketcum B I 16 ??.fdﬁ%‘é.%':[s 17 theeie"™ @
TERRESTRES

LOSOBJETIVOS

OBJETIVCS
DE DESARROLLO
SOSTENIBLE

Figura 14. Objetivos de desarrollo sostenible promovidos por la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU).

Los extractos naturales de origen vegetal presentan propiedades nutricionales,

fitoquimicas y farmacologicas con beneficios potenciales para la salud, y han sido
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ampliamente utilizados en la medicina tradicional, en la industria farmacéutica y
cosmética. Numerosos extractos vegetales han demostrado una capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, antitumoral y antienvejecimiento, entre otras [77, 78]. Esto se debe a
que los extractos vegetales presentan una gran variedad de compuestos, lo cual favorece
gue actien en diferentes dianas y mediante diversos mecanismos moleculares,
permitiendo la sinergia entre los distintos compuestos. Las diferentes actividades
descritas se deben principalmente a los metabolitos secundarios de las plantas presentes

en dichos extractos [79].

En el metabolismo primario se incluyen los procesos que intervienen de forma
directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas. Las moléculas

resultantes de este metabolismo son los gldcidos, lipidos y proteinas.

En cambio, los metabolitos secundarios son los compuestos quimicos
sintetizados por las plantas que cumplen funciones ajenas al metabolismo primario.
Estos compuestos aportan color, aroma, textura y cumplen funciones de defensa frente
a diferentes dafios como los radicales libres, patdgenos o radiacion ultravioleta. Los
metabolitos secundarios se dividen en polifenoles, terpenoides, alcaloides vy

fitogquimicos con sulfuro.

Polifenoles

Los polifenoles son compuestos derivados del metabolismo secundario de las
plantas y son sintetizados a partir de dos rutas primarias: la del acido siquimico y la del

&cido maldnico [80] (Figura 15).
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COy

Fotosintesis l

—| METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO

Eritrosa-4-fosfato Fosfoenolpiruvato Piruvato 3-Fosfoglicerato
Acetil-CoA
\i I l
Via del acido Via del acido Via del acido Via del metileritritol
siquimico maldnico mevalonico fosfato
Aminoacidos
aromaticos
* POLIFENOLES TERPENOS

| METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO |

Figura 15. Vias del metabolismo primario y secundario del carbono implicadas en la produccion
de polifenoles y terpenos. Dibujado a partir de [81].

Los polifenoles son compuestos formados por uno o mas anillos aromaticos con al
menos un hidroxilo. EI nimero y tipo de las sustituciones son las que diferencian a los
polifenoles en diferentes clases y subclases, aportando la gran variabilidad estructural
que les caracteriza [82]. Los grupos hidroxilo les permiten actuar como donadores de
protones, actuando como antioxidantes en los vegetales. Ademas, participan en

funciones de defensa de la planta ante situaciones de estrés y otros factores.

Los polifenoles tienen diversos efectos beneficiosos, tanto ingeridos en la dieta
como utilizados en diferentes productos como principios activos. Muchos de ellos son

pigmentos que pueden absorber la radiacién UV y actuar como protectores solares [50].
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Ademas, algunos polifenoles tienen la capacidad de interaccionar con receptores,
modificar la modulacién y transcripcidn de diferentes genes y actividades enzimaticas
y modificar la epigenética [83]. Los polifenoles han demostrado la capacidad de inhibir
el dafio en el material genético, el estrés oxidativo, la inflamacion, la inmunosupresion
y la degradacidn de la matriz extracelular, asi como la capacidad de inducir o inhibir la

melanogénesis.

La clasificacion mas comun de los polifenoles los agrupa en flavonoides,
estilbenos, acidos fendlicos y lignanos (Figura 16). Dentro de estos grupos, algunos

de los polifenoles que han sido ampliamente estudiados son los flavanoles como las

catequinas y las teaflavinas, asi como los estilbenos como el resveratrol [84-87].

/
Flavonoides [ Estilbenos ] Acidos fenélicos Lignanos
-

o0 Oy

Figura 16. Principales grupos de los polifenoles.
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Flavonoides

Los flavonoides son el principal grupo de los polifenoles. Se sintetizan mediante
la via fenilpropanoide. Presentan estructuras C6-C3-C6 y un heterociclo con 6 oxigenos.
Se subdividen en flavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas, isoflavonas vy
antocianidinas [82, 88]. Dentro de los flavanoles se incluyen las catequinas y los taninos
condensados, que son polimeros de flavanoles. Como se ha comentado ya
anteriormente, muchos de estos flavonoides poseen relevantes actividades bioldgicas

como la actividad antioxidante y la anticancerigena, entre otras [89, 90].

Estilbenos

Los estilbenos presentan una estructura en la que dos grupos fenilo estan
conectados por un puente de metileno. Presentan diferentes efectos, entre los que se

encuentran la actividad antioxidante y antienvejecimiento [91-93].

Acidos fendlicos

Los &cidos fendlicos suelen tener azlcares esterificados o &cidos organicos.
Ademas, se sintetizan mediante la via siquimica. Se subdividen en &cidos
hidroxibenzoicos, que derivan del &cido benzoico y tienen una estructura C6-C1, y
acidos hidroxicinamicos, que provienen del 4cido cindmico y tienen una estructura C6-
C3 [94]. Algunos acidos fenolicos tienen una actividad antioxidante, antiinflamatoria,

anticancerigena y antiviral [95, 96].
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Lignanos

Los lignanos son dimeros de fenilpropanoide (C6-C3) [97]. Algunos lignanos
pueden actuar como fitoestrogenos y presentan una actividad antitumoral frente al
cancer de mama [98]. Ademas, algunos lignanos han mostrado actividad frente al

Alzheimer y de proteccion frente a la radiacion ultravioleta [99].

Terpenoides

Los terpenoides, también llamados terpenos o isoprenoides, representan la clase
mas diversa de los compuestos producidos por las plantas. Son esenciales en varios
procesos metabdlicos, incluyendo la biosintesis de la pared celular, las modificaciones
postraduccionales de proteinas y la sefializacion. Ademas, tienen actividades propias de
metabolitos secundarios, aportan las caracteristicas organolépticas de la planta y actlan
como defensa frente a insectos, animales herbivoros y temperatura. Los terpenoides han
sido ampliamente utilizados en productos saborizantes, fragancias, farmacéuticos e

insecticidas [100, 101].

Los terpenos son moléculas pequefias y volatiles. Estan formados por la union de
varias moléculas de isopreno, y pueden tener estructuras lineales o ciclicas. Se sintetizan
a partir de dos vias: la via del &cido meval6nico en el citosol de la planta y la via del

metileritritol fosfato (MEP) que se realiza en los organulos celulares plastos.

Atendiendo a la clasificacién de Otto Wallach en funcién del nUmero de dtomos

de carbono y de unidades de isopreno que lo conforman, los terpenoides se clasifican
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en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos,

tetraterpenos y politerpenos [102] (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos en funcién del nimero de atomos de carbono y de

isopreno.

Grupo N° de atomos de carbono N° de unidades de isopreno
Hemiterpenos 5 1
Monoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3

Diterpenos 20 4
Sesterterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos 5n n

Ademas de metabolitos secundarios, los extractos vegetales estan compuestos por

otras moléculas, como son los acidos organicos y derivados de acidos grasos. Los acidos

organicos presentan actividad cuando tienen varios radicales alquilo y son usados como

conservantes en la industria cosmética. Los mas importantes son el acido benzoico, el

acido propionico, el acido salicilico, el acido sérbico, el acido dehidroacético, el acido

formico, el &cido undecilénico, el acido citrico y el hidroximetilaminoacetato de sodio.

Los acidos organicos pueden inhibir el crecimiento de microorganismos mediante

diferentes mecanismos: acidificando el medio externo o el citoplasma bacteriano,
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modificando la fluidez de la membrana plasmética, inhibiendo enzimas del

metabolismo celular o eliminando nutrientes esenciales [103].

Los extractos vegetales también pueden contener &cidos grasos o derivados de
interés. Como ejemplos de derivados de acidos grasos con actividad cosmética, el &cido
linoleico se utiliza como blanqueante de zonas de la piel hiperpigmentadas [104]. Una
formulacion de uso tépico con varios &cidos grasos insaturados previene la degradacion
de la matriz extracelular y mejora la produccion de colageno y elastina,
presumiblemente debido a la modulacién del estrés oxidativo [105]. Por otro lado, el
acido eicosapentaenoico protege frente a la degradacion del colageno inducida por la
radiacion UV en un modelo celular de piel [106]. Estos dos compuestos y la formulacion
son ejemplos de posibles candidatos para ser utilizados como principios activos en
productos cosmecéuticos, ya que presentan actividades relacionadas con la cosmética.
Ademas, los extractos ricos en acidos grasos insaturados con actividad antimicrobiana
pueden utilizarse en los productos dermocosméticos como conservantes, reemplazando

a los antibacterianos actuales [107].

De esta forma, el estudio y produccion de nuevos extractos vegetales son métodos
viables de obtencidon de principios activos para el desarrollo de nuevos productos
cosmecéuticos. Es de especial interés la obtencion de extractos que inhiban las enzimas
que participan en el envejecimiento celular (colagenasa, elastasa, hialuronidasa y el
proceso de glicacidn); extractos con actividad antioxidante, principalmente debido a los

polifenoles; extractos con capacidad de fotoproteccion, y extractos que induzcan o
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inhiban la melanogénesis, ya que el aumento de melanina es un efecto deseado en paises

europeos, mientras que en paises asiaticos se buscan productos blanqueantes [52].

3.1 Aprovechamiento de residuos de la industria fruticola como subproductos

La industria hortofruticola genera grandes cantidades de residuos. Se estima que
un 30-50% de la materia prima obtenida en esta industria es descartada. En Europa, el
tratamiento de un metro cibico de materia sélida puede costar entre 24 y 50 dolares,
incluyendo transporte, manipulacién y almacenamiento. Debido a la humedad de los
residuos de frutas, se suelen utilizar vertederos, lo cual se asocia con la emision de gases

de efecto invernadero y un mayor impacto medioambiental [76].

El estudio y uso de partes vegetales que se obtienen como desechos en la industria
fruticola presenta ventajas econdmicas y ecoldgicas. Pueden ser utilizados para la
produccién de biogas o como fuente de compuestos bioactivos, entre otros. Las distintas
partes vegetales de las plantas que se obtienen como desechos de esta industria,
principalmente hojas, tallos, semillas y cortezas, tienen diferentes compuestos
bioactivos, como son los flavonoides, pectinas, lipidos o fibras. Debido a esto, son
potenciales fuentes de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados como
ingredientes en productos nutracéuticos, cosméticos, suplementos alimenticios vy
prebidticos, entre otros. El aprovechamiento de esta materia para el desarrollo de
subproductos conlleva, ademéas, una mejora del impacto econémico y ambiental que

genera esta industria [76].
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3.2 Extractos de rabo de cereza como fuentes de compuestos bioactivos

El cerezo (Prunus avium L.) pertenece a la familia de las roséceas. Este arbol es
originario de Grecia, aunque actualmente se distribuye en todo el mundo. En Europa se

cultiva en Grecia, Espafia, Italia, Polonia, Hungria y Alemania [108].

El cerezo es un érbol de hoja caduca, puede llegar a los 25 metros de altura 'y 60
centimetros de diametro. Tiene una corteza lisa y de color marrén con tonos rojizos. Sus
hojas son ovaladas con borde aserrado y pueden Ilegar hasta 12 centimetros de longitud.
Presenta floracion tardia, en abril/mayo, lo que le aporta tolerancia al frio. Las flores
son blancas, con cinco pétalos. El fruto de este arbol es la cereza, de tipo drupa, y se
desarrollan pasados dos meses de la floracion (Figura 17). En Espafia se cultivan
distintas variedades, principalmente en la region Valle del Jerte, que cuentan con

Denominacion de Origen Protegida [109].

La cereza es un fruto muy valorado por los consumidores por sus propiedades
organolépticas y nutricionales que se obtiene en los frutos, zumos o bebidas alcohdlicas.
En la cereza, los polifenoles mas abundantes son los antocianos, pero también hay
acidos fenolicos como los hidroxicinamicos y flavonoles [110, 111]. Estos compuestos
presentes en la cereza le otorgan diversas actividades beneficiosas, como son la
actividad antioxidante y antiinflamatoria [111-113]. La actividad antioxidante y el
contenido fendlico de la cereza se ven afectados por factores climaticos como son la
temperatura y la intensidad solar, entre otros factores ambientales. Estos factores
modifican la actividad de una de las enzimas responsables de la acumulacion de

antocianos y otros compuestos fendlicos en el fruto de la cereza [11].
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Figura 17. Rama de cerezo con hojas y flores (A) y fruto del cerezo (B).

Ademas de la cereza, las diferentes partes de este arbol presentan actividades que
son interesantes como posibles fuentes de compuestos bioactivos. Fabio et al.
identificaron 26 compuestos fendlicos en extractos de hojas, flores y rabos de cereza,
siendo los compuestos mayoritarios el &cido 5-O-cafeoilquinico, el derivado 1 del &cido
hidroxicinamico y el de sakuranetina, respectivamente. Estos extractos mostraron
actividad antioxidante frente a diferentes radicales libres y peroxidacion lipidica [114].
Ademas, Nasti¢ et al. caracterizaron dos extractos de rabo de cereza, obtenidos
mediante dos métodos diferentes de extraccion. Estos extractos presentaron hasta 42
compuestos diferentes, entre los que destacaron los fenoles y los &cidos grasos y

derivados [115].
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3.3 Extractos de aguacate como fuentes de compuestos bioactivos

El aguacatero (Persea americana) pertenece a la familia de las lauraceas. Es un
arbol originario de Centroamérica, pero actualmente se cultiva en zonas tropicales y
mediterraneas. EI mayor productor es México y se cultivan méas de 3 millones de

toneladas en todo el mundo.

Este arbol puede medir de 9 a 20 metros de altura. Sus hojas miden entre 7 y 41
centimetros y pueden tener forma eliptica, ovalada o lanceolada. Las flores son de color
verde amarillento y presentan inflorescencias. El fruto es el aguacate, una baya que
consta de una sola semilla grande, rodeada por una pulpa y con una piel variable en

grosor y textura [116] (Figura 18).

Figura 18. Representacion de una rama de aguacate con hojas y fruto (A) y sus flores (B).
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Sus propiedades nutricionales y composicion bioquimica le han otorgado una gran
popularidad, siendo una fruta ampliamente utilizada en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica. Se puede obtener una gran variedad de compuestos mediante
la extraccion de las diferentes partes del aguacate, incluyendo piel, pulpa y semilla.
Estos compuestos se agrupan principalmente en acidos grasos, derivados de furano y de
lignano, carotenoides, carbohidratos, diterpenos y otros compuestos. Los compuestos
polifendlicos obtenidos del aguacate son el acido vanilico, acido galico, &cido 4-
hidroxibenzoico, acido p-cumarico, &cido ferdlico, &cido neoclorogénico y (E)-
clorogénico, proantocianidina Al, Bl y B2, a-tocoferol, y-tocoferol, catequina y
epicatequina, quercetina y 4-hidroxicinamoilputresceina. Los diterpenos presentes de
manera mas importante en el aguacate son el vignaticol, rianodol, perseanol, 2,3-

didehidrocinceilanona, garajonona, anidrocinceilanona e indicol [117].

En la produccion industrial de aguacates y productos derivados del mismo, como
el guacamole, se suelen utilizar exclusivamente las pulpas, mientras que las semillas y
la piel son desechadas. Estos residuos son ricos en polifenoles y otras moléculas

bioactivas, principalmente taninos, acidos fenolicos, flavonoides y catequinas [118].

Los compuestos fenolicos y acidos grasos obtenidos de la semilla y piel de
aguacate presentan actividad antioxidante y antimicrobiana [119-121]. Estas
propiedades son interesantes para la industria cosmética, por lo que la obtencion de
extractos de semilla y piel de aguacate con compuestos bioactivos podria ser

aprovechada para el desarrollo de nuevos productos cosméticos.
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Hipotesis de partida y objetivos

Extractos de diferentes fuentes vegetales estudiados en el grupo de investigacion
donde se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral presentan propiedades interesantes
para el desarrollo de productos cosméticos. Entre estas actividades se incluye la
capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos de diferentes variedades de Cistus
[122], la actividad fotoprotectora y antienvejecimiento de un extracto de romero y
pomelo [123], 0 un extracto de Melissa officinalis que promueve la melanogénesis y

protege frente a la radiacion ultravioleta, entre otros [51].

Ademas, la bibliografia muestra evidencias de la actividad beneficiosa para la
industria cosmética de extractos de rabo de cereza y de piel y semilla de aguacate. Por
lo tanto, estas materias primas son potenciales fuentes de principios activos para el

desarrollo de productos dermocosméticos.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la obtencidn y caracterizacion
de nuevos ingredientes cosméticos a partir de extractos naturales de rabo de cereza
y aguacate. Para ello, dentro de este objetivo se incluye el estudio comparativo de 3
extractos de rabo de cereza, obtenidos mediante tres técnicas de extraccion distintas, asi
como de 6 extractos de aguacate, 3 de piel y 3 de semilla de aguacate, obtenidos a tres
temperaturas de secado diferentes mediante una Unica técnica de extraccién. La
finalidad de este estudio es determinar si estos extractos tienen actividades Utiles como
principios activos para la industria dermocosmética y, en su caso, determinar cuéles son
los que presentan las caracteristicas Optimas para ser aprovechados en un nuevo

producto para el cuidado de la piel.
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Para el desarrollo de este objetivo principal se han establecido los siguientes

objetivos especificos:

1. Caracterizar los 3 extractos de rabo de cereza y los 6 de aguacate e identificar
los compuestos obtenidos.

2. Determinar el contenido fenolico, actividad antioxidante y actividad enzimatica
relacionada con la actividad cosmética in vitro.

3. Evaluar la capacidad de induccion de melanogénesis y fotoproteccion frente a
la radiacion ultravioleta en modelos celulares.

4. Realizar un estudio comparativo de los distintos extractos en base a los
resultados obtenidos.

5. Seleccionar, mediante sucesivas etapas de cribado, los candidatos que presenten

el mayor potencial para el desarrollo de un producto cosmeético.
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Metodologia

1. Materia prima para la obtencion de extractos naturales

La materia prima de los extractos de rabo de cereza, Prunus avium, fue
suministrada por un productor de cereza (La Picota del Jerte, Espafia). Fue recolectada
en mayo de 2015 e inmediatamente después fue secada por aire hasta una humedad del
12%. Posteriormente, se redujo a un polvo fino mediante la centrifugacion a 6.000
revoluciones por minuto (rpm) utilizando el equipo Ultra Centrifugal Mill ZM 200
(Retsch GmbH, Haan, Alemania), equipado con un rotor de 12 dientes y un tamiz de
anillo con un agujero trapezoidal de 1 milimetro. El polvo resultante fue almacenado a
temperatura ambiente y oscuridad hasta su posterior extraccion. Esta extraccion fue
llevada a cabo mediante tres técnicas diferentes: extraccion con solvente a presion
(extracto scPLE), extraccidn por fluidos supercriticos (extracto scSFE) y extraccion por

agua subcritica (extracto scSWE). Dichas técnicas se detallan en apartados posteriores.

Las pieles y semillas de aguacate se obtuvieron de aguacates frescos variedad Haas
proporcionados por el grupo comercial La Cafia, Miguel Garcia Sanchez e Hijos, S.A.
(Motril, Espafia). Los frutos se cosecharon en la costa subtropical de Granada y se
dejaron madurar a temperatura ambiente. Posteriormente, la pulpa se separ6
manualmente de la semilla 'y la piel bajo un flujo continuo de agua corriente. Luego, los
subproductos semilla y piel de aguacate se secaron en un horno (Memmert UNE 200,
Memmert, Alemania) a diferentes temperaturas: 45, 65 y 85 °C. Para el proceso de
secado, las pieles se cortaron en trozos de 4 x 4 centimetros aproximadamente. En el
caso de las semillas el secado se realiz6 en dos pasos, primero con la semilla completa

y cuando se pudo separar la cubierta se cortd en rodajas. Las muestras se secaron hasta
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un contenido de humedad final de menos del 10% y se molieron obteniendo un polvo
con un tamafio medio de particula de 500 pum en un molino de ultracentrifuga ZM 200
(Retsch GmbH, Haan, Alemania). Los materiales obtenidos se almacenaron evitando la
exposicion a la luz y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su posterior

extraccion mediante la técnica de extraccion con solvente a presion.

2. Procesos de extraccion

2.1 Extraccion con solvente a presion (PLE)

La extraccion con solvente a presion (PLE) se llevé a cabo utilizando un extractor
con solvente acelerado Dionex ASE 350 (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, EE. UU.)

[115].

El extracto de rabo de cereza scPLE se extrajo mediante este método. Para ello, se
mezclaron 6 gramos de polvo de rabo de cereza con 12 gramos de arena de mar (Fisher
Scientific, Madrid, Espafia) y se envaso en una celda de extraccion de acero inoxidable
de 34 mL. La extraccion se realiz6 en modo estatico durante 20 minutos a 10 MPay se

utilizé un disolvente compuesto por etanol:agua (1:1, v/v) a una temperatura de 40 °C.

Los 6 extractos de aguacate, 3 de piel y 3 de semilla, también se obtuvieron
mediante este método de extraccion. Se mezclaron homogéneamente 1,5 gramos de la
muestra secada con 5 gramos de arena. La extraccion fue realizada a una presion

constante de 11 MPa con modo estatico y un ciclo de 20 minutos. Se realiz6 a 200 °C
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usando agua para los extractos de semillas de aguacate y una mezcla de etanol:agua

(1:1, v/v) para los extractos de piel de aguacate.

El extracto scPLE de rabo de cereza y los 6 de aguacate se recogieron en viales y
se evaporaron mediante vacio a temperatura ambiente utilizando el concentrador
SpeedVac Savant SC250EXP (Thermo Scientific, Leicestershire, Reino Unido).
Posteriormente, se almacenaron a -20 °C y se protegieron de la exposicion a la luz solar

hasta el posterior anlisis. Todas las extracciones se realizaron por triplicado.

2.2 Extraccion con fluido supercritico (SFE)

La extraccion con fluido supercritico SFE-CO; del extracto scSFE de rabo de
cereza se realiz6 mediante un sistema de extraccion Waters Prep (SFE-100) [10]. Para
realizar la extraccion, se mezclaron 5 gramos de polvo de rabos de cereza con arena de
mar en una proporcion de 1:2. La etapa del fluido supercritico se llevé a cabo en un
modo dindmico a 40 °C usando una velocidad de flujo total de 22 g/min de CO, y 15%
de etanol y una presion de 150 bar durante 1 hora. El extracto recogido se concentré en
un bafio de agua a 40 °C usando un evaporador rotatorio y se reconstituy6 en etanol
hasta una concentracion de 1000 mg/L. Por Gltimo, se filtrd utilizando filtros de jeringa
de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 um (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.) y se

almacené a -20 °C hasta el analisis.
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2.3 Extraccion con agua subcritica (SWE)

La extraccion SWE del extracto de rabo de cereza sScCSWE se realizo utilizando un
extractor de agua subcritica con un recipiente de acero inoxidable de alta presion con
1,7 L de capacidad. Este equipo fue disefiado y elaborado por ingenieros para el grupo
de investigacion del Dr. Antonio Segura, en el Centro de Investigacion y Desarrollo del
Alimento Funcional (CIDAF) de Granada [124]. La muestra se extrajo durante 30
minutos a una presion de 20 bar, una temperatura de 150 °C y una velocidad de agitacion
de 3 Hz, con una relacion muestra:agua de 1:90. Se us6 un bafio de agua de flujo
continuo a 20 °C para enfriar el recipiente inmediatamente después de la extraccion.
Posteriormente, el sistema se despresurizd y se purgd con nitrégeno puro. El extracto
se filtr6 como se ha comentado anteriormente, se evaporé al vacio y se almacend en

refrigeracion hasta el analisis.

3. Analisis de los extractos por HPLC-ESI-QTOF-MS

Los 9 extractos se analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas con electrospray y analizador de tiempo de vuelo
(HPLC-ESI-TOF-MS). Para ello, se utilizd el cromatdgrafo Agilent 1260 HPLC
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) equipado con una bomba binaria, un
desgasificador en linea, un muestreador automatico controlado por termostato y

compartimentos de columna, asi como un detector de matriz de diodos.
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Las muestras se separaron en una columna Agilent ZorBax Eclipse Plus C18 (1,8
pum, 4,6 x 150 mm) protegida por un cartucho protector del mismo empaque. En el caso
de los extractos de rabo de cereza, las fases mdviles consistieron en agua con acido
férmico (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) al 0,1% como eluyente A 'y
acetonitrilo (Fisher Scientific, Madrid, Espafia) como eluyente B con el siguiente
programa de elucién: 0 min, 5% B; 15 min, 65% de B; 36 min, 95% de B; 40 min, 5%
de B, y finalmente un ciclo de acondicionamiento de 5 minutos en las mismas

condiciones para el proximo analisis.

En el caso de los extractos de aguacate, las fases moviles fueron agua acidificada
con 0,1% de &cido férmico (v/v) y acetonitrilo con una ratio de flujo constante de 0,5
mL/min, usando el siguiente gradiente: 0 min, 95% A; 25 min, 50% A; 33 min, 0% A,
y por altimo un ciclo desde 36 min hasta 40 min con las condiciones iniciales antes de

la siguiente inyeccion.

El volumen de inyeccion para todos los extractos se ajustd a 10 ul, la temperatura

de la columna se mantuvo a 25 ° C y las muestras se refrigeraron a 4 °C.

La deteccion se realiz6 dentro de un rango de masa de 100-1700 m/z en modo de
iones negativos utilizando el espectrometro de masas Cuadrupolo-Tiempo de vuelo (Q-
TOF) de ultra alta precision (UHD) Agilent 6540 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,

EE. UU.), equipado con una interfaz Jet Stream dual ESI.

Los parametros de funcionamiento para los extractos de rabo de cereza fueron los

siguientes: velocidad de flujo de gas de secado, 10 L/min; temperatura del gas de
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secado, 325 °C; nebulizador, 20 psi; capilar, 4.000 V; fragmentador, 130 V. Se uso

nitrégeno como gas de secado y nebulizacion.

En el caso de los extractos de aguacate, los parametros fueron los siguientes:
temperatura de nitrégeno de secado, 325 °C con un flujo de 10 L/min; presion del
nebulizador, 20 psi; temperatura del gas de revestimiento, 400 °C con un flujo de 12
L/min; tensiones de radiofrecuencia capilar, boquilla, fragmentador, espumadera y

octopolo, 4.000, 500, 130, 45y 750 V, respectivamente.

Ademas, se realizd un andlisis de espectrometria de masas en tandem (MS/MS)
para la identificacion de los compuestos detectados en los extractos de aguacate. Para
este propdsito, se utilizd nitrégeno como gas de colisién con los siguientes valores de

energia de colision: 10 eV, 20 eV y 40 eV.

La infusion continua de los iones de referencia m/z 112,985587 (anién
trifluoroacetato) y 1033,988109 [aducto de hexakis (1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoxi)
fosfazina] se usé para corregir cada espectro de masa. Ambos iones de referencia

proporcionaron una medida de masa precisa mejor que 2 partes por millén (ppm).

Todas las operaciones, la adquisicion y el analisis de datos fueron controlados por
la version de software B.06.00 de la estacion de trabajo Masshunter (Agilent

Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.).

Para la determinacién analitica de los extractos de aguacate se utilizaron distintos
patrones comerciales. El &cido dihidrocafeico, el dimero de procianidina A2 y el trimero

B2 fueron adquiridos de Extrasynthese (Genay Cedez, Francia). El cido benzoico, (+)-
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catequina, acido clorogénico, acido citrico, acido p-cumarico, (-)-epicatequina, acido
gentisico, (x)-naringenina, neohesperidina, acido protocatechuico, quercetina, rutina y
guercetina-3-B-glucosido fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.
UU.). Por altimo, el &cido 4-hidroxibenzoico fue obtenido de Fluka Chemika (Buchs,

Suiza) y el &cido quinico de Acros Organics (Geel, Bélgica).

Los compuestos correspondientes a los estandares se cuantificaron en base a sus
propias curvas, y para los demas compuestos se utiliz6 la curva del compuesto con el
que presentasen una mayor similitud estructural. Por lo tanto, la curva de calibraciéon de
catequina se utiliz6é para cuantificar los derivados de catequina, 5-O-cafeoilquinico se
aplico para los acidos fendlicos y los derivados de alcohol fendlico, la procianidina A2
se empled para las procianidinas tipo A, mientras que la procianidina B2 para las
procianidinas tipo B, y finalmente los demas flavonoides se cuantificaron en funcién

del compuesto rutina.

4. Estudio de la bioactividad de los extractos

4.1 Condiciones de preparacion de los extractos

Los extractos de rabo de cereza obtenidos mediante las técnicas de extraccion SFE,
PLE y SWE fueron nombrados como scSFE, scPLE y scSWE vy disueltos en EtOH,

EtOH-H,0 (1:1) y H,0, respectivamente.

En cuanto a los extractos de aguacate, fueron nombrados en funcion de la

temperatura de secado de 45, 65y 85 °C como S45, S65 y S85, en el caso de los extractos
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de semilla y P45, P65 y P85 en el caso de los extractos de piel de aguacate. Los 6
extractos fueron disueltos en EtOH-H,O (1:1) a la concentracion requerida. Para los
ensayos celulares, los extractos de rabo de cereza y aguacate fueron preparados y

disueltos diariamente a 30 mg/mL en dimetil sulféxido (DMSO).

4.2 Determinacion del contenido fenolico mediante el ensayo Folin-Ciocalteu

Se determind el contenido fendlico de los 3 extractos de rabo de cereza y los 6 de
aguacate mediante el ensayo Folin-Ciocalteu, utilizando el acido géalico como estandar
[125-127]. Para ello, se afiadié en orden 50 pL del reactivo Folin, 10 pL de la muestra,
100 pL de NaxCOs; al 20% (p/v) y 840 uL de agua destilada. Por ultimo, tras una
incubacion de 20 minutos se midié la absorbancia a 700 nm en el lector de placas
SPECTROstar Omega (BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania) (Figura 19). El
contenido fendlico de los extractos fue determinado como equivalentes de &cido galico

en porcentaje (% GAE) a partir de la recta del estandar.

g). FLUOstar Omega

Figura 19. Lector de placas SPECTROstar Omega.
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4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos mediante

diversos ensayos antioxidantes

Se determing la capacidad de los extractos de reducir el estrés oxidativo mediante
diferentes mecanismos. Estos mecanismos incluyeron la capacidad de reducir el radical
ABTS (ensayo TEAC), de transferir un electrén (ensayo FRAP), de reducir a un
generador de radicales libres que provoca una disminucion de la fluorescencia (ensayo
ORACQ) v la actividad frente a la peroxidacion lipidica (ensayo TBARS). Ademas, se
estudio la actividad antioxidante frente a dos radicales libres especificos, el radical

hidroxilo mediante el ensayo ORACon Y el radical 6xido nitrico en el ensayo NO.

Ensayo TEAC

La capacidad antioxidante fue determinada de forma preliminar mediante el ensayo
TEAC (del inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Este ensayo determina la
capacidad de los compuestos de reducir el cation radical acido 2,2'-azino-bis(3-
etillbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), preparado previamente con persulfato de
potasio. Para llevar a cabo este ensayo, se utiliz6 el trolox, que es un analogo de la
vitamina E, como estandar. Se afiadieron 200 pL de la mezcla de ABTS en placa
multipocillo y 20 uL de muestra. La actividad antioxidante se determiné como una
disminucién de la absorbancia determinada a 734 nm en el lector de placas
(SPECTROstar Omega, BMG LabTech GmbH, Offenburg, Alemania). Los resultados
fueron expresados en mmol equivalente de Trolox por 100 gramos de extracto seco

[128].
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Ensayo FRAP

El ensayo FRAP (del inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power) determina la
capacidad de los compuestos antioxidantes de reducir los iones férricos mediante un
mecanismo de transferencia de electron. Para llevar a cabo el ensayo, se prepard una
solucion 10:1:1 de acetato de sodio 300 mM, tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM y cloruro
férrico 20 mM y se afiadieron 250 L por pocillo en placa de 96. Esta placa se incubd
previamente a 37 °C durante 10 minutos. Tras una medida inicial, se afiadieron 40 pL
de la muestra y se determind la absorbancia cada 4 minutos a 593 nm en un lector de
placas hasta que se estabilizé la sefial. Los valores de la capacidad antioxidante de los
extractos se determinaron utilizando el sulfato de hierro FeSO4-7H,O como estandar y

fueron expresados como mmol equivalente de FeSO4 por 100 gramos de extracto [129].

Ensayo ORAC

El ensayo ORAC (del inglés, Oxygen Radical Absorbance Capacity) determina la
capacidad antioxidante de los extractos mediante el uso de fluoresceina y del generador
de radicales 2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH). Se afiadieron
150 pL de fluoresceina, 25 uL de muestra y 25 uL de AAPH por pocillo en placa de
96, obteniéndose una concentracion final en los pocillos de 30 mM en el caso de la
fluoresceina y de 19 mM de AAPH. Los radicales libres generados por el AAPH
disminuyen la fluorescencia de la fluoresceina, generando una sefial que decae

rdpidamente, formando una curva. La actividad antioxidante produce una disminucion
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de la fluorescencia de una manera considerablemente mas lenta, lo que se traduce en un
valor mayor de &rea bajo la curva. Esta sefial de fluorescencia se determiné utilizando
filtros de excitacion de 460 nm y de emision de 515 nm mediante el lector de
fluorescencia Fluostar Galaxy (BMG Labtechnologies GmbH; Offenburg, Alemania).
Los valores de ORAC se calcularon utilizando una ecuacién de regresion entre la
concentracion de trolox o de los extractos y el area de caida de la curva de fluorescencia

y se expresaron como mmol trolox Eq./100 g extracto [122].

Ensayo TBARS

Se determind la capacidad antioxidante de los extractos frente a la peroxidacion
lipidica mediante el ensayo de sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico TBARS (del
inglés, Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Para ello, se utilizaron vesiculas
pequefas unilamelares (SUVs) de fosfolipidos de soja con un 70% de fosfatidilcolina

(Lipoid GMBH, Alemania).

Se incubaron 440 pL de SUVs a 0,66 mM a 37 °C con el generador de radicales
libres AAPH a 10 mM, que induce la peroxidacion lipidica, y 20 pL de los extractos a
0,5 mg/mL en el caso del extracto de piel de aguacate P85 y de 5 mg/mL en el caso del
extracto de rabo de cereza scSFE. Transcurridas 2 horas, se paré la reaccion con 100
puL de butil hidroxitolueno (BHT) y se congelaron las muestras. La reaccion
colorimétrica se llevo a cabo afiadiendo 104 L de dodecil sulfato de sodio (SDS) 3%
(p/v), 208 L de &cido tiobarbitarico (TBA) 1% (p/v) y 208 pL de &cido clorhidrico a

7 mM. Se incubd la mezcla a 95 °C durante 15 minutos, se afiadieron 580 pL de 1-
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butanol, se homogeneizd con la ayuda de un vortex (Heidolph™ 541-10000-00) y se
centrifug6. Por ultimo, se pasaron 150 L de la fase superior de cada tubo a pocillos de
una placa de 96 y se midio la fluorescencia con el lector de placas utilizando un filtro
de excitacion de 500 nmy de emision de 530 nm [122]. Los resultados se expresaron
como el porcentaje de inhibicion lipidica para la correspondiente concentracion de

extracto.

Ensayo ORACoH

La capacidad de los extractos de reducir el radical hidroxilo se determin6 mediante
una variante del ensayo ORAC [130, 131]. En este ensayo, se utiliz6 la sonda
fluorescente B-ficoeritrina (B-PE) a 16,7 nM y el generador del radical hidroxilo H,0--
Cu?* (0,3% H202y 9 mM CuSOy). Se utilizé el flavonol quercetina como estandar. La
fluorescencia de la sonda se determind en un lector de placas Fluostar Galaxy cada 2
minutos tras la adicion del generador de radicales y el tratamiento utilizando un filtro
de excitacion de 500 nm y de emision de 590 nm. El &rea de la curva descendente de la
fluorescencia se utiliz6 para determinar la actividad antioxidante de los extractos en
comparacion con la quercetina. El resultado se expres6 como mmol equivalente de

quercetina por 100 gramos de extracto.

Ensayo 6xido nitrico NO

El compuesto nitropruasido de sodio se descompone en 6xido nitrico (NO), y a su

vez el radical NO produce nitrato y nitrito en presencia de oxigeno. El reactivo de Griess
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permite detectar estos compuestos, por lo que se utilizd esta peculiaridad para

determinar la capacidad antioxidante de los extractos frente al éxido nitrico.

Para realizar el ensayo, se disolvié nitroprusido de sodio en un tampdn salino y se
incubd durante 150 minutos con 200 pg/mL de los extractos. Tras este paso, se realizd
una nueva incubacién durante 30 minutos con el reactivo de Griess (&cido sulfanilico
con dicloruro de naftiletilenediamina) y se determind la absorbancia a 546 nm [132,
133]. El porcentaje de inhibicion del radical 6xido nitrico se calculé mediante la

siguiente ecuacion:

|nthICIf)n % = (AbScontrol - AbSmuestra) / AbScontrol X 100

Abscontrol €5 la absorbancia de la reaccion sin extracto y AbSmuestra €5 la absorbancia

en presencia del extracto (valor corregido).

4.4 Inhibicion de enzimas relacionadas con el envejecimiento

Se determind la capacidad del extracto scSFE de inhibir cuatro enzimas
relacionadas con el envejecimiento, como son la colagenasa, elastasa, hialuronidasa y
tirosinasa, asi como la glicacion, que es un proceso que también se relaciona con el
envejecimiento [134]. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion para
cada actividad. El extracto scSFE fue disuelto en etanol a una concentracion final de
0,02% (p/v), excepto para el ensayo de hialuronidasa. En este ensayo, se utiliz6 una

concentracion de 0,001% (p/v) del extracto. Los ensayos se llevaron a cabo en la
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empresa Invitrotecnia S.L. (Madrid). A continuacion, de manera breve, se explica el

fundamento de todos ellos.

Inhibicion de la colagenasa

La actividad de inhibicion de la colagenasa que produce el extracto de rabo de
cereza se determind mediante la degradacion del sustrato N-[3-(2-furil) acriloil]-Leu-
Gly-Pro-Ala (FALGPA). Se utilizé la epigalocatequina galato (EgCg) como control
positivo. Una vez afiadido el sustrato a la reaccion, se midio la absorbancia a 335 nm en

un lector de placas.

Inhibicidn de la elastasa

La capacidad del extracto de inhibir la elastasa se determind
espectrofotométricamente utilizando N-Succ-(Ala) 3-nitroanilida (SANA) como
sustrato y el fenilmetanosulfonilo (PMSF) como control positivo. Para determinar la
inhibicion de la degradacion del sustrato se midio la absorbancia a 410 nm en un lector

de placas tras la incubacion.

Inhibicidn de la hialuronidasa

La actividad de inhibicién de la enzima hialuronidasa para el extracto sSCSFE se
determind midiendo la sefial de absorbancia a 585 nm tras la incubacion de N-
acetilglucosamina con hialuronato de sodio. Se utilizo el compuesto p-

dimetilaminobenzaldehido como control positivo de inhibicién de la hialuronidasa.
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Inhibicién de la tirosinasa

La actividad de inhibicion de la tirosinasa se determiné utilizando el compuesto
dopacroma como sustrato y el acido kéjico como control positivo de inhibicion de la
tirosinasa. Para ello, se determind la absorbancia a 475 nm en un lector de placas una

vez estabilizada la sefial.

Inhibicion de la glicacion

Por Gltimo, para estudiar la actividad de antiglicacion del extracto se utiliz6 como
sustrato la albimina de suero bovino (del inglés, Bovine Serum Albumin o BSA) y como
control positivo de inhibicién de glicacion la aminoguanidina. Se cuantifico la
fluorescencia 7 dias tras la incubacion de BSA con treosa Yy acido
dietilenetriaminapentaacético en un lector de placas utilizando una longitud de

excitacion de 370 nm y 440 nm de emision.

4.5 Determinacion de la induccién de melanogénesis y fotoproteccion de los

extractos en modelos celulares

Se realizaron ensayos celulares con dos modelos in vitro de piel. En primer lugar,
se utilizd la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT para los
ensayos de fotoproteccién frente a la radiacion UVA y UVB. En segundo lugar, se
utilizé la linea celular B16-F10 murina de melanoma para el ensayo de melanogénesis

(Figura 20).
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Figura 20. Linea celular de queratinocitos humanos HaCaT a 4x (A) y linea celular murina de
melanoma B16-F10 a 40x (B).

Estas dos lineas celulares son ampliamente utilizadas para la realizacion de ensayos
como modelos de queratinocitos y melanocitos, respectivamente. La linea celular
HaCaT fue adquirida de Cell Lines Service GmbH (CLS, Eppelheim, Alemania) y la
linea celular B16-F10 fue adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, EE. UU.). Los queratinocitos fueron cultivados con el medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con un 10% de suero
fetal bovino (v/v) y un 1% de penicilina-estreptomicina (0,1 mg/mL de penicilinay 100
U/mL de estreptomicina), mientras que los melanocitos fueron cultivados en un medio
con las mismas caracteristicas y suplementado con piruvato (1% v/v). Estos reactivos
fueron adquiridos de Gibco® (Life Technologies Co., Europa). Ambas lineas celulares
fueron cultivadas en frascos de 25 o 75 cm?en una atmdsfera humidificada con CO;
(5% v/v) a 37 °C, tripsinizadas cada 3 dias y sembradas en placas de 96 pocillos para

los diferentes ensayos.
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Inhibicion del estrés oxidativo inducido por la radiacion UV y efecto

fotoprotector de los extractos

Para realizar este ensayo se utiliz6 la sonda fluorescente 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCF-DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.) para determinar el efecto de inhibicion de los extractos frente a la generacion de

especies reactivas de oxigeno inducida por la radiacién UVA y UVB.

Para ello, se sembraron 14.000 células por pocillo en placas negras de 96 pocillos
y se mantuvieron en medio de cultivo durante 24 horas. Pasado este tiempo, las células
se lavaron con tampon fosfato salino (PBS), fueron tratadas con los extractos (100 o
200 pg/mL) disueltos en PBS e inmediatamente irradiadas con UVA (3 0 6 J/m?) o UVB
(800 0 1200 J/m?) utilizando el equipo Bio-Link Crosslinker BLX-365 para la radiacion
del UVA (Figura 21) y BLX-E312 para la UVB (Vilber Lourmat, Francia).
Previamente a este ensayo, se determind la concentracion optima de los extractos que
no produjesen toxicidad mediante el ensayo de viabilidad MTT. Este ensayo se basa en
la reduccion de la sal de compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT), de color amarillo y soluble en agua, en cristales de formazan, de color parpura
e insolubles en agua. Esta reaccion es catalizada por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa y solo ocurre en células viables, por lo que se puede determinar la
viabilidad celular mediante la solubilizacién del formazan con DMSO y midiendo la

absorbancia a 570 nm en un lector de placas.
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Figura 21. Equipo Bio-Link Crosslinker BLX-365.

Tras la irradiacién con UVA o UVB, se lavaron las células con PBS y se incubaron
con la sonda fluorescente H,DCF-DA (10 pg/mL en medio de cultivo completo) durante
2 horas para estudiar el estrés oxidativo. La fluorescencia se determiné con filtros de
495 nm de excitacién y 520 nm de emision mediante el lector de placas Cytation 3 Cell

Imaging Multi-Mode Reader (BioTek, Alemania) (Figura 22).

Figura 22. Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode.

La inhibicion de ROS que produjeron los extractos se calcul6 de la siguiente forma:

Inhibicion de ROS (%) = 100-(Cuv — muestra)/(Cuv — 100)
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Todos los parametros representan los valores de fluorescencia normalizados con
su respectivo tratamiento no irradiado. Cuy es el control irradiado sin tratamiento y la
muestra indica el valor de los distintos tratamientos del correspondiente extracto para

cada dosis de UVA o UVB.

Ademas de la actividad antioxidante de los extractos frente a la radiacion
ultravioleta, se determind la capacidad de los extractos de proteger frente a la mortalidad
gue produce la radiacion UVB mediante el ensayo MTT. Para ello, se realiz6 el ensayo
de viabilidad MTT a las 24 horas tras la irradiacién con UVB (800 y 1200 J/m?). La

fotoproteccion se calculo de la siguiente forma:

Fotoproteccion (%) = 100-(Cuv — muestra)/(Cuv — 100),

donde Cuyv es el control irradiado sin tratamiento y la muestra es el tratamiento del
extracto a la dosis UVB correspondiente. Todos los valores fueron corregidos

previamente con su respectiva condicion no irradiada.

Efecto inductor de la melanogénesis de los extractos de piel de aguacate

Se estudio6 si los extractos presentaban la capacidad de inducir la melanogénesis.
Para ello, se utilizo la linea celular murina de melanoma B16-F10 a una densidad de
siembra de 6.000 células por pocillo en placa de 96. Pasadas 48 horas, las células se
trataron con los diferentes extractos con un rango de concentracion de 10-125 pg/mL.
Ademas, como control positivo de induccidn de melanogénesis se utilizé el compuesto

3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) a 100 uM. Estas concentraciones fueron elegidas
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mediante un ensayo previo para determinar la méxima concentracion de los extractos
gue no producia toxicidad. Transcurridas 72 horas de tratamiento, se midi6 la
absorbancia a 410 nm en un lector de placas. Paralelamente, se determind la viabilidad
celular mediante el ensayo MTT, con el fin de comprobar la inocuidad de los diferentes

tratamientos.

5. Andlisis estadistico

Los valores fueron representados como la media + desviacion estandar (SD) de 4-
6 determinaciones, en funcion del ensayo, todos ellos hechos por triplicado. Se realizé
el analisis de varianza one-way ANOVA Yy se compararon las distintas condiciones
utilizando el post-test de Tukey con el programa GraphPad Prism version 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se consideré que las diferencias fueron
estadisticamente significativas con p<0,05. La significancia estadistica mostrada en las
distintas figuras y tablas se corresponde con los siguientes simbolos: * p<0,05,

** n<0,01, *** p<0,001 y **** p<0,0001 [51, 125].
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Capitulo 1 Resultados

1. Caracterizacién de la composicion de los extractos de rabo de cereza

La composicién de los tres extractos de rabo de cereza, sScCPLE, scSFE y sScCSWE
fue caracterizada mediante andlisis por HPLC-ESI-QTOF-MS. Para realizar este
analisis, los extractos secos fueron reconstituidos en el correspondiente disolvente hasta
una concentracion de 1 g/L tal y como se detalla en el apartado de Metodologia. A

continuacion, se muestra el perfil cromatografico para cada extracto (Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma de pico base de los extractos de rabo de cereza obtenidos por los
métodos de extraccién SFE (extracto scSFE), PLE (extracto scPLE) y SWE (extracto scCSWE).

Los compuestos fueron identificados con base en la informacion aportada por el
programa (masas precisas, distribuciones isotOpicas, espectros MS y formulas
moleculares) junto con el tiempo de retencién (tr) y comparados con los estdndares

disponibles o datos previamente reportados en la bibliografia. Se identificaron hasta 57
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compuestos de 4 familias diferentes: &cidos orgénicos, fendlicos y derivados (8
compuestos); flavonoides y derivados (36 compuestos); derivados de &cidos grasos (9
compuestos) y terpenos (4 compuestos). 18 de estos compuestos fueron identificados
por primera vez en esta matriz. Los resultados de la identificacion se encuentran

resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Datos analiticos de los extractos de rabo de cereza obtenidos mediante andlisis por
HPLC-ESI-QTOF-MS. Se indican los compuestos identificados en base a los datos obtenidos,
asi como el extracto en el que se encontraron. El error se muestra en valor absoluto.

1 191 195,0499 195,0510 CeH1107 5,0 Acido D-glucénico scSWE
2 1,99 191,0552 191,0561 C7H1,06 5,0 Acido quinico scSWE
3 5,42 3150702 3150722 CuHiOs 63 AEHD [T e SCSWE
hexdésido
4 6,52 5771381 5771351 CyHxOn 50 Proantocianidina B2 SCSFE
isomero 1
5 6,81 3410856 3410878 CuHuOs 66  Acidocafeicohextsido oo
SCSFE,
6 7,23 289,0732 289,0718  CysH1306 51 (Epi)catequina isomero 1 SCPLE,
SCSWE
7 7,31 401,1446 401,1453  Cy5H25010 1,7 Benzil B-primeverésido SCSWE
8 7,40 137,0243 137,0244 C7/Hs03 0,6 Acido salicilico SCSWE
9 7,43 577,381 5771351 CwHzOn 5.1 ez E e e B2 SCSFE
isémero 2
Quercetina-rutinésido-
10 7,54 771,1977 771,1989 Ca3H3902; 1,6 glucésido scSWE
Dihidrodehidrodiconiferil
11 7,60 521,2002 521,2028 C25H33011 51 alcohol glucopiranésido scSWE
Acido p-cumarico O- SCSFE,
12 7,64 325,0930 325,0929 Ci5H170g 0,3 hexésido SCPLE
Eriodictiol glucésido
13 7,74 449,1094 449,1089  CyHxO11 11 e 1l ScCSWE
14 7,81 165,0557 165,0557 Ci5H170g 04 Acido melilético SCSWE
. Lo SCSFE,
15 7,83 289,0735 289,0718  CisH1306 59 (Epi)catequina isomero 2 SCPLE
Eriodictiol glucésido
16 7,88 449,1094 4491089  CyHxnOn 1,1 is6mero 2 SCSWE
17 8,16 195,0664 195,0663 Ci1oH1104 0,8 Acido dihidroferdlico SCSWE
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. SFE,

18 8,45 609,1482  609,1461 CyHpOi 2.1 Rutina :((::SWE

. . SCSFE,

19 8,58 4651073 4651038 CuHuOn, 34 ez it SCPLE,
glucurénido

SCSWE

20 8,85 463,0903 463,0882  CyHis0 2,1 Quercetina-glucésido SCPLE,

) ) ) 21M19012 ) g SCSWE

L a SCSFE,

21 8,91 431,1011 4310984 CuHiOn 62 Ge”'s“’}'s’;gr'g'lucos'do SCPLE,

ScSWE

SCSFE,

22 8,95 593,1534 593,1512  Cy7H2015 3,7 Kaempferol-O-rutindsido SCPLE,

SCSWE

23 9,13 4771076 477,038 CupHnOn 79  lsorhamnetina-glucosido ZCCE,IF_EE

Genisteina-O-glucésido scSFE,

24 9,15 431,1007 431,0984  CyHi19049 53 iS6Mero 2 SCPLE

L - SCSFE,

25 9,28 4311004 4310084 CuHiOn 46 Ge”'s““i's’g:;gr'g'sucos'do SCPLE.

SCSWE

SCSFE,

26 9,42 447,0955 447,0933  CyHi19011 4.9 Kaempferol-O-glucésido SCPLE,

SCSWE

Genisteina-O-glucésido ScSFE,

27 9,58 431,0995 431,0984  CyHi19010 2,7 ATl A1 SCPLE

. . - ScSFE,

28 9,75 4331158 4331140 CuHnOp 41  Naringenina-O-glucésido  op) '
isomero 1

SCSWE

Naringenina-O-glucésido scSFE,

29 10,25 433,1123 433,1140  Cy;Hx010 4,0 AT 2 SCPLE

30 10,35 417,1182 417,1191 C21H2104 2,2 Liquiritina scSWE

Naringenina-O-glucésido scSFE,

31 10,69 433,1148 433,1140  CyHx1 010 1,7 AT E SCPLE

32 10,74 447,1295 447,1297 C2H23010 0,3 Sakuranina scSWE

33 10,84 4151064 4151035 CyHiO, 6.2 Crisina-O-glucésido oy

34 10,94 4471290 4471297 CpHxOn 16 Sakuranetina SCSWE
glucopiranésido
Sakuranetina

35 11,07 417,1204 417,1191 C21H2109 3,1 xilopiranésido scSWE

Naringenina-O-glucésido scSFE,

36 11,17 433,1176 433,1140 C21H2 019 8,2 isbmero 4 ScPLE

37 11,27 417,1196 417,1191 C21H2109 1,2 Prupersina B scSWE
Dihidrowogonina

38 11,62 447,1307 447,1297 C2H23010 2,4 glucésido scSWE

A o : SCSFE,

39 12,39 3272175 3272177 CuHuOs 06 AGRE UG- SCPLE,
octadecadienoico

ScCSWE

Naringenina-O-glucésido SCSFE,

40 12,78 433,1161 433,1140 C21H2 019 49 iS6Mero 5 SCPLE

o - . SCSFE,

41 13,04 3202346 3292333 CipHxOs 38 FELDIIT T ScPLE,
octadecenoico

scCSWE

SCSFE,

42 13,23 271,0607 271,0612 Ci5H1105 1,7 Naringenina isémero 1 SCPLE,

scSWE
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43 1353 2710600 2710612 CiHuOs 42  Naringenina isomero 2 z(éISDII:_EE
44 14,35 517,3187 5173171  CaHuiOr 32 Acido jaligénico iiiFLEE

Acido hidroxiceanético SCSFE,

45 15,74 501,3250 501,3222 C30H4506 5,7 e t— SCPLE

SCSFE,

46 16,14 253,0503 253,0506 C15HgO4 14 Crisina SCPLE

ScSWE

SCSFE,

47 16,31 285,0775 285,0768 Ci16H1305 2,3 Metilnaringenina SCPLE,

ScSWE

SCSFE,

48 16,44 255,0644 255,0663 Ci5H1104 7,3 Pinocembrina SCPLE,

ScCSWE

Acido hidroxiceanético SCSFE,

49 16,77 501,3238 501,3222 C30H4506 3,2 e — SCPLE

Acido hidroxi- SCSFE

50 19,53 293,2122 293,2122 CigH2903 0,0 octadecatrienoico scPLE’
isdbmero 1

Acido hidroxi- ScSFE

51 19,87 293,2104 293,2122 CigH2903 6,1 octadecatrienoico scPLé
isdbmero 2

Acido hidroxi- SCSFE,

52 21,52 295,2291 295,2279 CigH3104 4,2 octadecadienoico ScPLE

Acido hidroxi- ScSFE

53 23,21 293,2111 293,2122 CigH2903 3,7 octadecatrienoico scPLE’
isomero 3

54 30,02 277,2182 2772173 CiuHnO, 34 Acido linolénico ZiiFLEE

55 31,41 455,3528 455,3531 C3oH4703 0,7 Acido ursélico scSWE

56 33,64 2792327 2792330 CyHuO; 11 Acido linoleico SS‘EE,FL'IEE

Acido hidroxi- scSFE,

57 34,06 299,2590 299,2592 CigH3503 0,4 S S—— SCPLE

En la Tabla 3 se muestran los resultados del andlisis semicuantitativo de la

composicién basado en el area relativa de cada pico identificado presente en cada

extracto, agrupados en funcion de la familia a la que pertenecen.

El extracto scPLE presentd una mayor concentracion de la mayoria de compuestos

de las familias de los flavonoides y terpenos respecto a los extractos scSFE y scSWE.

En este extracto scPLE, el compuesto mayoritario detectado semicuantitativamente fue

la (epi)catequina isomero 1, con un area relativa de 573, seguido de crisina-O-glucésido,

con un area de pico de 432, perteneciendo ambos a la familia de flavonoides y
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derivados. Por otro lado, el &cido jalignico, con un area de 333, fue el compuesto mas

abundante de la familia de los terpenos (Figura 24).

Tabla 3. Areas relativas de los picos de los compuestos identificados en los extractos de rabo de
cereza, expresados como la media £ SD en unidades arbitrarias. ND indica compuesto no
detectado. Se resalta en negrita el extracto que presenta la concentracion mas alta para cada
compuesto.

Area del pico x E+4

Compuestos

scPLE SCSFE SCSWE
Acidos organicos, acidos fendlicos y derivados
Acido D-glucénico ND ND 22,8+0,9
Acido quinico ND ND 32,0+2,0
Acido cafeico hexdsido 50+0,3 ND 224022
Acido p-cumérico O-hexésido 12,0+2,0 40402 ND
Acido protocatecuico hexdsido ND ND 17,2+0,2
Acido salicilico ND ND 99+0,5
Acido melilético ND ND 16,6 £0,7
Acido dihidrofertlico ND ND 220+2,0
Flavonoides y derivados
(Epi)catequina—(epi)catequina (proantocianidina B2) isdmero 1 129,0+8,0 ND ND
(Epi)catequina isomero 1 5730+140 2820+230 55%0;3
(Epi)catequina—(epi)catequina (proantocianidina B2) isdmero 2 112,0+9,0 ND ND
(Epi)catequina isémero 2 2140+440 440+4,0 ND
Rutina 121,0+3,0 ND 13,4+0,4
Epicatequina-O-glucurénido 1130+1,0 20,0+£0,5 250+1,0
Quercetina-glucosido 67,0+0,6 ND 11,0+1,0
Genisteina-O-glucésido isomero 1 89,0+0,1 12,0+0,5 27,8+0,9
Kaempferol-O-rutinésido 91,0+£4,0 4,0+0,2 6,3+0,5
Isorhamnetina-glucésido 15,0+0,2 30+0,3 ND
Genisteina-O-glucésido isomero 2 65,0+4,0 16,0+1,0 ND
Genisteina-O-glucésido isémero 3 102,0+0,8 240+£1,0 84+0,3
Kaempferol-O-glucésido 41,0£2,0 8,0+0,2 46+0,6
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Genisteina-O-glucésido isémero 4 82,0+0,0 17,0+1,0 ND
Naringenina-O-glucésido isomero 1 94,0+0,2 340+10 380+1,0
Naringenina-O-glucésido isomero 2 89,0+0,4 40,0+1,0 ND
Naringenina-O-glucésido isémero 3 57,0+1,0 34,0+4,0 ND
Crisina-O-glucosido 432,0+14,0 180,0+1,0 ND
Naringenina-O-glucésido isomero 4 91,0+0,1 49,0+5,0 ND
Naringenina-O-glucésido isémero 5 6,0 £0,0 10,0+0,5 ND
Naringenina isémero 1 140+£1,0 13,0+£0,8 8,8+0,2
Naringenina isémero 2 9,0+0,2 50+04 ND
Crisina 1430+12,0 1430+3,0 38+08
Metilnaringenina 39,0+2,0 420+1,0 3,0+£0,3
Benzil B-primeverdsido ND ND 246+04
Quercetina-rutinésido-glucésido ND ND 59+0,6
Dihidrodehidrodiconiferil alcohol glucopiranisido ND ND 46+0,3
Eriodictiol-glucésido isomero 1 ND ND 14,4 +0,6
Eriodictiol-glucésido isémero 2 ND ND 36,0+1,0
Liquiritina ND ND 240+1,0
Sakuranina ND ND 43+0,3
Sakuranetina-glucopiran6sido ND ND 49+0,3
Sakuranina-xilopirandsido ND ND 18,2+0,2
Prupersina B ND ND 223+04
Dihidrowogonin glucésido ND ND 35020
Pinocembrin ND ND 53+0,1

Derivados de acidos grasos

Acido trihidroxi-octadecadienoico 42,0£6,0 290+20 11606
Acido trihidroxi-octadecenoico 48,0+2,0 40,0+2,0 74+£0,2
Acido hidroxi-octadecatrienoico isémero 1 19,0£0,3 59,0+0,2 ND
Acido hidroxi-octadecatrienoico isomero 2 9,0+05 40,0+0,8 ND
Acido hidroxi-octadecadienoico 76,0+2,0 210,0+12,0 ND
Acido hidroxi-octadecatrienoico isémero 3 57,0+4,0 121,0+5,0 ND
Acido linolénico 129,0+15,0 407,0+39,0 ND
Acido linoleico 129,0+2,0 448,0+39,0 ND
Acido hidroxi-octadecanoico 13,0£0,3 49,0+3,0 ND
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Terpenos

Acido jaligonico 333,020 297,0+£10,0 ND
Acido ursélico ND ND 58,0 + 11,0
Acido hidroxicean6tico isémero 1 279,0+70 273,0%£6,0 ND
Acido hidroxicean6tico isémero 2 54,0+ 3,0 78,0+£6,0 ND

En el extracto scSFE se obtuvieron principalmente los compuestos pertenecientes
a derivados de 4&cidos grasos. Los compuestos mayoritarios determinados
semicuantitativamente fueron el &cido linoleico y acido linolénico, con un area de 448
y 407, respectivamente. Ademas, los polifenoles mayoritarios en este extracto fueron la
crisina y la naringenina, con sus respectivos derivados, asi como algunos compuestos

de la familia de las catequinas (Figura 24).

En el extracto scSWE se obtuvieron en mayor concentracion los compuestos
pertenecientes a los acidos organicos, fenolicos y derivados, presentando un porcentaje
de estos compuestos mayor que en los otros extractos. De la misma forma, se
identificaron 12 flavonoides y derivados que no se encontraron en los otros dos
extractos. El compuesto mayoritario semicuantitativamente obtenido en este extracto
fue el terpeno acido ursolico, con un area de 58, seguido del flavonoide naringenina-O-

glucésido isbmero 1, con un area de pico de 38 (Figura 24).
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Extracto scPLE
o o
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Acido ursélico Naringenina-7-0-glucésido o prunina

Figura 24. Algunos de los compuestos mayoritarios semicuantitativamente determinados en los
3 extractos de rabo de cereza scSFE, scPLE y scSWE. La representacion de los compuestos fue
obtenida de PubChem.
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En la Figura 25 se puede observar una comparacion semicuantitativa entre las
diferentes técnicas de extraccion, calculada como la suma de las areas de los compuestos
gue hay presentes en cada extracto en funcion de la familia a la que pertenecen. Se
agruparon en 4 familias: terpenos; derivados de &cidos grasos; &cidos organicos,

fendlicos y derivados y, por Gltimo, flavonoides.

scSFE scPLE

scSWE

® Terpenos
© Derivados de 4cidos grasos

® Acidos organicos, acidos fendlicos
y derivados

® Flavonoides y derivados

Figura 25. Datos semicuantitativos sobre las diferentes familias de compuestos extraidos
mediante las técnicas SFE (scSFE), PLE (scPLE) y SWE (scSWE).

Del analisis de la Figura 25 se puede extraer que, en general, los derivados de

acidos grasos y los terpenos se obtuvieron en una mayor concentracion mediante la
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técnica de extraccion SFE, obteniéndose un 39% y un 18% respectivamente de estos

compuestos en el extracto scSFE.

Los flavonoides se obtuvieron en mayor concentracion en el extracto scPLE,

mostrando un 65%, seguido del 54% del extracto SCSWE y del 28% del extracto SCSFE.

Por ultimo, mediante el método de extraccion SWE se obtuvo la mayor
concentracion de acidos organicos, acidos fenolicos y derivados, con un 41% en el

extracto scSWE respecto al 15y 8% de los extractos SCSFE y scPLE.

2. Determinacion de la actividad biol6gica de los extractos de rabo de cereza

Después de realizar la caracterizacion de los extractos, se llevo a cabo el estudio
de las actividades relacionadas con la industria cosmética para determinar qué extracto
presentaba las caracteristicas 6ptimas como posible principio activo para un producto
dermocosmético. Para ello, se realiz6 un cribado en dos etapas para seleccionar el
candidato final. Este cribado fue realizado teniendo en cuenta las actividades bioldgicas
mas relevantes mediante diversos ensayos bioguimicos y celulares que incluyeron la
determinacion del contenido fendlico, diferentes ensayos de actividad antioxidante, de
inhibicion de enzimas relacionadas con el envejecimiento y de fotoproteccion frente a

la radiacion ultravioleta.
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2.1 Contenido fendlico total y capacidad antioxidante de los extractos de rabo
de cereza
El primer ensayo consistio en determinar el contenido fendlico total de los tres
extractos. Un mayor contenido fenolico se suele relacionar con una mayor actividad
bioldgica de los extractos naturales [135, 136]. El contenido fendlico fue determinado
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. Ademas, se determind la actividad antioxidante
de los tres extractos mediante el ensayo TEAC, tal y como se describe en el apartado de
Metodologia. Los resultados de estos dos ensayos, que completan la primera etapa del

cribado, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Contenido fenolico de los extractos determinado mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu
y capacidad antioxidante determinada mediante el ensayo TEAC, para los extractos scSFE,
SCPLE y scSWE. Los resultados se expresan como la media + SD. Ademas, se resalta en negrita
el extracto con la mayor actividad para cada ensayo.

ScSFE 15,26 + 2,94 240,61 +£11,74
scPLE 18,81+ 2,36 220,53 + 13,57
SCSWE 5,49+1,16 70,38 + 3,89

El mayor contenido fendlico se obtuvo en los extractos scPLE y scSFE (18,81 y
15,26% GAE, respectivamente), sin diferencias estadisticamente significativas entre
ambos valores (p>0,05). Ademas, el extracto ScCSFE mostré la mayor actividad
antioxidante en el ensayo TEAC, seguido del extracto scPLE (240,61 y 220,53 mmol

trolox EQ./100 g de extracto, respectivamente). Por otra parte, el extracto sSCSWE
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presentd el menor contenido polifendlico y actividad antioxidante, mostrando unos
valores significativamente mas bajos (p<0,001 respecto al extracto scSFE y p<0,0001
respecto a sSCPLE). En base a estos resultados, y tras comprobar que los 3 extractos
mostraron un comportamiento similar en ambos ensayos, se descart6 por sus resultados
mas bajos al extracto scSWE para los siguientes experimentos, completando asi la

primera etapa del cribado.

Una vez determinada la bioactividad de los extractos de forma inicial, se realizaron
ademas dos ensayos complementarios para determinar la capacidad antioxidante de los
extractos scSFE y scPLE mediante los ensayos FRAP y ORAC. El ensayo FRAP
determina la capacidad de reducir el hierro (Fe Ill), mientras que el ensayo ORAC
determina la actividad antioxidante asociada con rompedores de cadenas, lo cual se
relaciona directamente con la actividad frente a los radicales peroxilo. Esta actividad es
més semejante a la funcion biologica de los antioxidantes [137]. Los resultados para

ambos ensayos se pueden observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Capacidad antioxidante de los extractos scSFE y scPLE mediante dos métodos
diferentes: el FRAP determina la actividad comparado con el sulfato de hierro y el ORAC
respecto al trolox. Los resultados se muestran como la media = SD. Se resalta en negrita el
extracto con la mayor actividad para cada ensayo.

ScSFE 64,83 + 6,32 107,77 £ 5,76
scPLE 203,94 + 8,37 64,15+ 1,04
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Ambos extractos mostraron una significativa actividad antioxidante en los ensayos
FRAP y ORAC, con valores mas altos que en otros extractos previamente
caracterizados en el grupo de investigacion [122]. El extracto sScSFE mostré la mayor
actividad en el ensayo ORAC vy el extracto scPLE en el ensayo FRAP. Como se ha
comentado previamente, el ensayo ORAC se relaciona con los radicales peroxilo, lo
cual indica que el extracto scSFE, por haber presentado mejores resultados en este
ensayo, es mas interesante desde un punto de vista cosmético, ya que los radicales
peroxilo se encuentran frecuentemente en productos cosméticos debido a la inclusion
de ingredientes oleosos en estas formulaciones. Ademas, la técnica de extraccion SFE
es mas interesante desde un punto de vista industrial, ya que estd preparada para la
obtencidn de cantidades industriales, a diferencia de la extraccién mediante PLE. Por
estas razones, se selecciond el extracto scSFE para continuar con los siguientes ensayos,

finalizando asi el cribado de los extractos y empezando la Gltima fase del estudio.

En esta dltima fase, se profundizé ain més en la actividad antioxidante del extracto
SscSFE mediante tres ensayos adicionales: se determiné la capacidad del extracto de
reducir la peroxidacion lipidica, de actuar contra el radical hidroxilo y contra el radical
oxido nitrico. En esta etapa, fue necesario optimizar los protocolos de estos dos ultimos
ensayos a partir de la bibliografia existente, ya que no se disponia de los mismos en el

laboratorio. Los resultados para los tres ensayos se pueden observar en la Tabla 6.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante del extracto scSFE determinada mediante 3 ensayos distintos.
Los resultados muestran la actividad contra la peroxidacidn lipidica mediante el ensayo TBARS
(% inhibicién de la peroxidacion lipidica de 5 mg/mL del extracto), eliminacién del radical
hidroxilo determinada mediante el ensayo ORACon (en mmol quercetina Eq./100 g extracto) y
la capacidad del extracto (200 pg/mL) de eliminar el radical éxido nitrico (% Eliminacién). Los
resultados estan expresados como la media + SD.

SCSFE 45,13 +£10,84 18,91+ 0,08 29,37 +0,01

El extracto scSFE mostré una significativa capacidad antioxidante en los tres
ensayos realizados. En el ensayo TBARS se obtuvo una inhibicion de la peroxidacion
lipidica de un 45,13% utilizando 5 mg/mL del extracto. En el ensayo ORACon Se
observé una eliminacién del radical hidroxilo equivalente a 18,91 mmol quercetina
Eq./100 g de extracto. Por ultimo, 200 pug/mL del extracto eliminaron un 29,37% del
radical éxido nitrico. Estos resultados indican que el extracto scSFE es un candidato
para ser considerado como un posible principio activo contra el estrés oxidativo, ya que
ha demostrado actividad antioxidante en ensayos que determinan diferentes

mecanismos, asi como frente a la peroxidacion lipidica y radicales libres.

2.2 Inhibicién de algunos procesos enzimaticos relacionados con el

envejecimiento de la piel por el extracto scSFE

Ademas de la actividad antioxidante, se determind la actividad del extracto scCSFE
sobre cuatro enzimas (colagenasa, elastasa, hialuronidasa y tirosinasa), asi como sobre
la formacion de productos de glicacion, que se relacionan con la salud y apariencia de

la piel. La inhibicion de estas cuatro enzimas y de la formacion de AGEs se relaciona
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con la prevencion de la degradacion de la matriz extracelular, con el mantenimiento de
la piel y el antienvejecimiento. Los resultados del ensayo de inhibicion de estos procesos
se pueden observar en la Tabla 7, donde se muestra el porcentaje de inhibicion para

cada enzima o la glicacién, utilizando los respectivos controles positivos como 100%.

Tabla 7. Determinacion del porcentaje de inhibicién (%) + SD de la colagenasa, tirosinasa,
elastasa, hialuronidasa y glicacion por el extracto sScSFE. ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican
una actividad estadisticamente significativa comparado con el control no tratado; ns (no-
significativo).

Colagenasa Tirosinasa Elastasa  Hialuronidasa Glicacion

211,76 £2,71 40,47 £19,35 164,11 + 27,33 90,80 + 5,93 51,76 + 7,06
scSFE

ns ns ** *kk*k *kk*k

El extracto scSFE no presentd inhibicion de la colagenasa (valor negativo), lo que
significa que la actividad obtenida al tratar con el extracto fue menor que la actividad
obtenida en el control negativo del ensayo. Sin embargo, este valor no tiene

significancia estadistica, por lo que el efecto del extracto no es relevante en este caso.

En cuanto a la tirosinasa, la inhibicion se relaciona con una disminucion de la
produccion de melanina. El extracto inhibi6 un 40% respecto al control negativo, pero
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, por lo que no se considera
relevante esta actividad. Por lo tanto, el extracto scSFE no presenta una actividad

significativa respecto a la colagenasa ni a la tirosinasa.
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Por otro lado, el extracto mostr6 un porcentaje elevado de inhibicidn de la elastasa,
de un 164%, por lo que su inhibicion fue superior incluso al control positivo PMSF

utilizado y presentando significancia estadistica (**, p<0,01).

En el caso de la enzima hialuronidasa, el extracto también presentd una alta
inhibicion, un 90,80%, alcanzando una inhibicion similar a la del control positivo p-

dimetilaminobenzaldehido y con una alta significancia estadistica (****, p<0,0001).

Por altimo, el extracto mostré una inhibicién significativa estadisticamente de la
formacion de AGEs (****, p<0,0001), de un 51% respecto al control no tratado. Esto
se corresponde con lo esperado dada la actividad antioxidante del extracto, ya que la

glicacion de proteinas se incrementa con el estrés oxidativo.

Estos resultados muestran que el extracto presenta capacidad para inhibir a la
elastasa, hialuronidasa y el proceso de glicacién, por lo que podria ser un principio

activo candidato a ser utilizado en un producto dermocosmeético antienvejecimiento.

2.3 Efecto protector del extracto scSFE frente a la radiacion UVB

Se estudio el posible efecto protector del extracto scSFE frente a la radiacién UVB
en la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT. Para ello, se evalud la viabilidad
celular mediante un ensayo MTT a las 24 horas de irradiar las células con 800 o 1200
J/im? de UVB, en ausencia o presencia del extracto scSFE a 100 o 200 pg/mL. Se
determind el porcentaje de viabilidad celular respecto al control no irradiado

correspondiente a cada una de las dosis de UVB empleadas (Figura 26).
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Figura 26. Efecto en la viabilidad celular del extracto scSFE (100 o 200 pg/mL) después de
irradiar con UVB (800 o 1200 J/m?). Los valores se corresponden con la media de los datos de
6 réplicas + SD. * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control irradiado a la correspondiente
dosis y en ausencia del extracto. Cada condicion tratada estd normalizada con su respectivo
tratamiento del extracto y no irradiado (100%).

Ademas, a partir de los datos obtenidos en la Figura 26, se calcul6 el porcentaje
de incremento de la viabilidad celular o fotoproteccion en comparacion con la respectiva
condicion irradiada sin tratamiento (Tabla 8). Estos valores se calcularon tal y como se

indica en la seccion de Metodologia.

Tabla 8. Porcentaje de fotoproteccion para 100 o 200 pg/mL del extracto scSFE tras la
irradiacion con 800 o 1200 J/m? de UVB.

Extracto scSFE Dosis de UVB
Concentracion (ug/mL) _
100 14,61 3,51
200 36,53 13,99
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El extracto scSFE aumento la viabilidad de las células a las 24 horas de irradiar
con UVB, en comparacion con el control irradiado sin tratamiento. A 800 J/m?, el
tratamiento de las células a 100 pug/mL del extracto incrementd la viabilidad celular un
14,61%, mientras que para la dosis de 1200 J/m? esta concentracion del extracto no tuvo
un efecto significativo. Esta proteccion se incrementd a concentraciones mayores del
extracto, observandose un efecto dosis-respuesta. A 200 pg/mL, se obtuvo el mayor
aumento de la viabilidad celular con la dosis de UVB de 800 J/m?, correspondiente a
una proteccion del 36,53% respecto al control no tratado. Ademas, se obtuvo un
aumento del 13,99% de la viabilidad con esta concentracion de extracto tras la

irradiacién con la dosis de 1200 J/m? de UVB.

2.4 Inhibicién de la produccién de ROS intracelular por el extracto scSFE

inducida por la radiacion UVA y UVB

Por ultimo, se comprob6 la capacidad antioxidante del extracto scSFE frente al
estrés oxidativo generado por la radiacion UVA y UVB. Para ello, se determinaron las
especies reactivas de oxigeno intracelulares mediante la sonda fluorescente
diclorofluoresceina-diacetato H,DCF-DA tras la irradiacién con UVA y UVB. En la
Figura 27 se puede observar el porcentaje de ROS intracelular tras la irradiacion con
UVA (3y6J/cm?) y UVB (800 y 1200 J/m?), en comparacién con el control no irradiado

y en ausencia o presencia del extracto sScSFE (100 y 200 pg/mL).
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Figura 27. Determinacion de la actividad antioxidante del extracto scSFE relacionada con el
aumento de la produccién de las especies reactivas de oxigeno debido al UVA (A) y UVB (B)
en la linea celular HaCaT. Los valores de fluorescencia estan normalizados con los controles no
irradiados. Los datos estan expresados como la media = SD del porcentaje de ROS (n=6). *
(p<0,05) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas comparado con
las células irradiadas a la dosis correspondiente de UVA (3 0 6 J/cm?) y UVB (800 o 1200 J/m?)
en ausencia del extracto scSFE.

Para favorecer la visualizacion de la reduccion del estrés oxidativo, se calculd el
porcentaje de inhibicion del estrés oxidativo en comparacion con el respectivo control

irradiado (Tabla 9). Estos valores se calcularon tal y como se indica en la Metodologia.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion del estrés oxidativo (%) producido por 100 y 200 pg/mL del
extracto scSFE contra la produccion de radicales libres inducida por la radiacion UVA y UVB.
Se utilizaron 3 y 6 J/cm? de UVA y 800 y 1200 J/m? de UVB.

Extracto Dosis UVA Dosis UVB
SCSFE
100 43,38 44,12 18,87 36,51
200 82,42 78,69 48,34 66,33
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El extracto scCSFE presentd la capacidad de inhibir en gran medida el estrés
oxidativo producido por la irradiacion con UVA y UVB. El tratamiento con 100 pg/mL
del extracto mostr6 una actividad de inhibicion del estrés oxidativo inducido por UVA
de aproximadamente un 44% para ambas dosis utilizadas, 3 y 6 J/icm?. Ademas, este
tratamiento inhibio el estrés oxidativo inducido por UVB en un 18,87 y 36,51% para las

dosis de 800 y 1200 J/m?, respectivamente.

Esta actividad del extracto fue incrementada con el tratamiento de 200 pg/mL del
extracto sCSFE. El extracto inhibié de forma significativa el estrés oxidativo inducido
por el UVA, obteniéndose una reduccion de aproximadamente un 80% para las dos
dosis de UVA. Ademas, practicamente se duplic6 la inhibicion del estrés oxidativo
inducido por el UVB respecto al tratamiento de 100 pg/mL, observandose un
comportamiento de dosis-respuesta. Se obtuvo una inhibicién de 48,34 y 66,33% para
800 y 1200 J/m? de UVB, respectivamente, comparado con el correspondiente control

irradiado.

Estos resultados, en su conjunto, muestran una interesante actividad fotoprotectora
del extracto scSFE frente a la radiaciéon UVA y UVB y presentan un indicio en células
de la importante actividad antioxidante que habia presentado el extracto en los ensayos
anteriores. Por todo ello, el extracto ScCSFE podria ser considerado como un interesante
principio activo para su uso como ingrediente en productos de proteccidn solar, ademas

de productos antienjevecimiento.
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Capitulo 1 Discusion de resultados

1. La actividad antioxidante del extracto scSFE se podria deber a los
polifenoles naringenina, catequinay crisina

Para llevar a cabo el presente estudio se determino la capacidad antioxidante de

tres extractos de rabo de cereza obtenidos mediante tres métodos y se selecciond el

extracto scSFE como potencial candidato para ser utilizado como principio activo por

sus mejores resultados. Este extracto mostr6 una alta capacidad antioxidante,

determinada mediante diversos ensayos y frente a distintas dianas, como la

peroxidacion lipidica o la accion de diferentes radicales libres.

La actividad antioxidante es muy valorada en los principios activos de ingredientes
cosméticos, no solo por el efecto beneficioso de la actividad antioxidante en si mismo,
sino porque esta actividad protege al producto cosmético de la oxidacion, especialmente
la relacionada con sus ingredientes grasos. Los extractos naturales han demostrado su
capacidad de reducir el estrés oxidativo, principalmente debido a los polifenoles, que
son compuestos antioxidantes ampliamente estudiados [138, 139]. Los flavonoides, un
subgrupo de los polifenoles, han mostrado previamente la capacidad de bloquear
diferentes radicales, entre los que se encuentran los radicales peroxilo o el anion
superdxido [140-142], asi como han mostrado la capacidad de inhibir radicales

hidroxilo en el ensayo ORACow, realizado en este estudio [131].

El extracto scSFE contiene diferentes familias de compuestos, siendo el grupo de
polifenoles uno de los mayoritarios, ya que se incluyen los flavonoides, acidos fenélicos

y derivados. Por este motivo, el efecto antioxidante del extracto scSFE podria deberse
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mayoritariamente a estos compuestos, pero también podria deberse a la presencia de

otros compuestos, especialmente los terpenos y los &cidos grasos [143, 144].

Los polifenoles principales en este extracto son las catequinas, naringeninas y
crisinas, por lo que se relaciona la actividad antioxidante, la inhibicion de la
peroxidacion lipidica y la inhibicion de los radicales libres hidroxilo y éxido nitrico del
extracto scSFE con estos compuestos, que han mostrado previamente una capacidad
antioxidante. La naringenina es una flavanona que se suele encontrar en citricos y uvas,
entre otras frutas. Este polifenol ha mostrado actividad antioxidante mediante la
inhibicion de la peroxidacion lipidica, mediante el incremento de la defensa
antioxidante y el bloqueo de radicales libres, entre los que se encuentran el hidroxilo, el
superdxido, el perdxido de hidrogeno y el 6xido nitrico [145, 146]. Ademas de la
naringenina, las catequinas son flavanoles que han mostrado actividad antioxidante
determinada mediante diferentes ensayos, entre los que se encuentran el ensayo ABTS
y FRAP. Estas moléculas protegen frente a la induccion de radicales peroxilo generados
por el AAPH, frente a la peroxidacion lipidica y pueden bloquear radicales libres [147,
148]. Por ltimo, la flavona crisina y sus derivados han mostrado la capacidad de reducir
la peroxidacion lipidica, de regular la homeostasis de los procesos redox y producen un

aumento de las enzimas antioxidantes [149, 150].
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2. Laactividad de inhibicion de las enzimas cosméticas podria deberse a las
catequinas del extracto scSFE
Se estudié la capacidad del extracto scSFE de inhibir las enzimas tirosinasa,
colagenasa, elastasa e hialuronidasa, asi como del proceso de glicacion. Estas enzimas
y procesos se relacionan con el envejecimiento de la piel, y su inhibicién conlleva la
proteccién frente a la aparicidn de arrugas, pérdida de elasticidad y firmeza de la piel,
entre otros. El extracto scSFE inhibié la actividad de la elastasa, hialuronidasa y el
proceso de glicacion de forma significativa, mientras que la inhibicion de la tirosinasa

no fue estadisticamente significativa y no se hall actividad sobre la colagenasa.

Diversos extractos vegetales han mostrado previamente la capacidad de inhibir la
actividad de la tirosinasa, colagenasa, elastasa e hialuronidasa [151-153]. De hecho, una
gran variedad de compuestos provenientes de las plantas, pertenecientes a diferentes
clases de polifenoles, terpenoides o esteroides, son inhibidores de la colagenasa,
elastasa e hialuronidasa. Algunos de los compuestos inhibidores de estas enzimas son
las catequinas, el acido carnosico, el acido elagico y los &cidos hidroxicinamicos, entre
otros [154-157]. Ademas, algunos de los extractos que contienen estos compuestos
inhiben radicales libres y la degradacion enziméatica o promueven la sintesis de los
componentes de la piel, lo cual se relaciona con una mejora de la elasticidad y firmeza

de la misma [158, 159].

Los polifenoles presentes en el extracto scSFE podrian ser los principales
responsables de la inhibicion de estas enzimas relacionadas con la cosmética. La

capacidad de inhibicion de estas enzimas se asocia con el nimero de grupos hidroxilo
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que presentan los polifenoles, ya que éste se relaciona directamente con la actividad de
los compuestos, mientras que las sustituciones o glicosilaciones de los grupos hidroxilo
implican una menor actividad de inhibicidn de estas enzimas [160]. Esta actividad de
inhibicion que muestran algunos compuestos naturales puede darse mediante diferentes
mecanismos, entre los que se incluyen la inhibicion enzimatica competitiva y no

competitiva [161, 162].

Los compuestos catequina y galato de epigalocatequina han mostrado previamente
la capacidad de inhibir a la colagenasa y elastasa, mientras que la naringenina inhibe la
actividad de la hialuronidasa [162]. Ademas, la catequina y sus derivados, como los
identificados en el extracto scSFE, presentan una alta inhibicion de la tirosinasa y de la
melanogénesis, lo cual es un método para tratar alteraciones de la pigmentacion en la

piel [163].

Otro ejemplo de inhibicion de estas enzimas es un extracto de Libidibia ferrea,
cuyos compuestos principales son los polifenoles acido elagico, catequina y
epicatequina. Este extracto inhibi6 a las enzimas elastasa, hialuronidasa y tirosinasa,
mientras que presentd muy baja actividad frente a la colagenasa, lo cual se corresponde

con la actividad mostrada por el extracto SCSFE [164].

Todos estos resultados muestran que las catequinas, que representan algunos de los
picos mayoritarios obtenidos en el extracto scSFE, podrian ser los principales
responsables de la actividad de inhibicion de las enzimas relacionadas con el

envejecimiento de la piel que ha mostrado este extracto. Sin embargo, serian necesarios
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mas estudios para identificar a los compuestos responsables de la actividad de inhibicién
enzimatica mostrada, asi como estudiar el mecanismo de accién mediante el cual

ejercen este efecto.

3. El efecto fotoprotector del extracto scSFE podria deberse principalmente
a la absorcion de la radiacion UV y también a su actividad antioxidante

Por altimo, se estudio el efecto fotoprotector del extracto scSFE. El extracto redujo
la mortalidad celular producida por la radiacion UVB, asi como inhibio la generacion
de radicales libres provocada por la irradiacion con UVA y UVB. Este efecto
fotoprotector podria deberse a diferentes mecanismos. En primer lugar, la capacidad del
extracto scCSFE de absorber la radiacion UV podria ser la responsable del efecto
observado, ya que muchos extractos de plantas han demostrado esta habilidad de
absorber y bloquear la radiacion UV [125, 165-167]. En segundo lugar, la
fotoproteccion del extracto scSFE podria deberse a la inhibicién de radicales libres
generados por la radiaciéon UV. De hecho, los compuestos catequina, crisina y
naringenina han mostrado previamente un efecto reductor del estrés oxidativo generado
por la radiacion UV en modelos celulares [147, 168, 169]. Ademas, los diversos ensayos
antioxidantes llevados a cabo en este estudio revelan una alta actividad antioxidante del
extracto scSFE, por lo que este mecanismo tendria una gran relevancia en el efecto
fotoprotector obtenido. Por Gltimo, la fotoproteccion podria deberse a otros mecanismos
intracelulares, como son la atenuacion del dafio en el material genético y mecanismos
de muerte celular, tal y como han presentado previamente otros extractos de plantas

[123, 125, 170-172]. Por otro lado, algunos compuestos del extracto scSFE han
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evidenciado diferentes actividades relacionadas con la fotoproteccion. En este sentido,
la naringenina ha mostrado la habilidad de incrementar la supervivencia de los
queratinocitos y de inhibir la apoptosis y los dimeros de pirimidina tras la radiacion con
UVB [169]. La catequina y sus derivados han manifestado la capacidad de reducir el
dafo en queratinocitos inducido por el UVB [173, 174] y esta proteccion de las células
de la piel frente a la radiacion UVB podria deberse a su actividad antioxidante [175].
Por (ltimo, la crisina ha mostrado una fotoproteccion mediante la atenuacion de la

apoptosis y generacion de ROS inducidas por el UVB [168, 176].

Por lo tanto, una parte importante de la fotoproteccién observada tras el tratamiento
con el extracto scSFE podria deberse principalmente a la absorcidn de la radiacion UV
(efecto pantalla) y la inhibicion de la generacion de radicales libres y el estrés oxidativo,
asi como a una posible actividad de defensa intracelular. Estas distintas actividades se
podrian deber a sus compuestos principales, entre los que se incluyen la naringenina,

las catequinas y la crisina.

Todas las actividades determinadas en este estudio muestran que el extracto de
rabo de cereza seleccionado por los sucesivos cribados, SscSFE, es un potencial
candidato para ser utilizado como un principio activo en un producto dermocosmético,
con un posible enfoque de antienvejecimiento. Para ello, se necesitarian futuros ensayos
para establecer el mecanismo de accion del extracto y determinar la actividad del
ingrediente en una formulacion con el objetivo de ser utilizada en nuevos ensayos tanto

in vitro como in vivo.
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1. Caracterizacién de los extractos de piel y semilla de aguacate

Para llevar a cabo la caracterizacion de los extractos, se identificaron los
compuestos presentes en los extractos de piel de aguacate P45, P65 y P85 y de los
extractos de semilla de aguacate S45, S65 y S85 mediante analisis por HPLC-ESI-
QTOF-MS. Se identificaron 65 compuestos, 34 de estos fueron encontrados en ambas
materias primas, piel y semilla, mientras que 19 fueron inicamente encontrados en los
extractos de semilla y 12 en los de piel. En la Figura 28 se puede observar un
cromatograma representativo de los picos base para los extractos de semilla y piel de

aguacate.
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Figura 28. Cromatogramas representativos de los extractos de semilla y de piel de aguacate.
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Para la identificacion se utilizaron los valores de tiempo de retencidn, espectro de
masa y patron de fragmentacion. Ademas, para cada compuesto se compararon los
valores con los estandares disponibles comercialmente o bien se compar6é con

informacion disponible en la bibliografia.

Los compuestos identificados pertenecientes a diferentes familias fueron
agrupados en diferentes categorias: &cidos orgénicos, &cidos fenolicos, derivados de
alcoholes fendlicos, flavonoides y otros compuestos polares. A su vez, dentro de los

flavonoides, se separ6 en catequinas, taninos condensados y otros flavoides.

El nombre de los compuestos identificados, asi como su tiempo de retencion,
formula molecular, m/z experimental y calculada, el error en ppm y los fragmentos

MS/MS (m/z, abundancia relativa) se encuentran resumidos en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros e identificacion de los compuestos obtenidos en los extractos de aguacate.
Se indica el compuesto identificado para cada pico, el tiempo de retencién (tr) en minutos, los
valores de m/z medidos y calculados, la formula molecular y el error en valor absoluto. Proc.
hace referencia a las procianidinas.

e Compuestos oy media  caluada  molecudar  (pbm)
1 Perseitol 2,87 211,082 211,0823 C7H1607 1,6
2 Acido quinico 2,99 191,056 191,0561 C7H1,0s 0,9
& Acido citrico 3,49 191,019 191,0197 CsHsO7 29
4 i dfc‘fxiﬁfe’ne;i;ético 805 167037  167,0350 CeHsO; 9,9
5 Acido protocatecuico 8,61 153,019 153,0193 C7HsO4 17,4
6 Hidroxitirosol glucésido 8,80 315,109 315,1085 C14H200s 0,1
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7 Pirocatecol 9,64 109,031 109,0295 CeHsO> 124
8 Acido 3-O-cafeoilquinico 10,77 353,089 353,0878 C16H1809 2,3
9 Tirosol glucésido 11,45 299,117 299,1136 Ci14H207 11,0
10 Penstemida 12,55 443,195 443,1923 C21H3,010 6,3
11 Proc. dimero B isémero 1 13,17 577,142 577,1351 C3oH26012 11,6
12 Tirosol glucosil-pentésido 13,3 431,157 431,1559 C19H25011 23
13 Acido 4-hidroxibenzoico 13,37 137,027 137,0244 C7Hs0s 15,6
14 Acido 3-p-cumaroilquinico 13,70 337,097 337,0929 C16H170s 11,9
15 Acido p-cumérico 13,94 163,041 163,0401 CoHgO3 8,2
16 Proc. dimero B isémero 2 14,24 577,144 577,1351 CsoH26012 15,3
17 Acido 5-O-cafeoilguinico 14,53 353,089 353,0878 C16H1809 2,3
18 Acido vanilico 15,19 167,034 167,0350 CgH:04 9,0
19 Acido 3-feruloilquinico 15,24 367,104 367,1035 C17H2005 0,2
20 (+)-Catequina 15,53 289,074 289,0718 C15H1406 6,6
21 Acido 4-O-cafeoilquinico 15,84 353,090 353,0878 C16H1509 57
22 Proc. dimero B isémero 3 16,12 577,143 577,1351 C3oH26012 13,6
23 Proc. dimero B isémero 4 17,70 577,143 577,1351 C30H26012 13,8
24 Acido 5-p-cumaroilquinico 18,58 337,097 337,0929 Ci6H180s 11,1
25 Acido 4-p-cumaroilquinico 19,21 337,102 337,0929 C16H150s 8,9
26 (-)-Epicatequina 19,52 289,073 289,0718 C1sH1405 3,6
27 Vanilina 19,72 151,039 151,0401 CgHsO3 4,9
28 Proc. trimero A isdmero 1 20,43 863,175 863,1829 CusH36015 8,8
29 Acido 4-feruloilquinico 20,51 367,104 367,1035 C17H2004 24
30 Proc. trimero A isémero 2 20,70 863,177 863,1829 CuasH301s 73
31 Proc. dimero B isémero 5 20,83 577,135 577,1351 Cs0H26012 35
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32 Proc. trimero B isémero 1 20,95 865,191 865,1985 CiusH35015 8,5
33 Q”erceitsig;grig'f“ido 21,73 625145  625,1410 CorHsOr7 6,3
34 Q”erceitggr‘:grig'gc"’smo 21,91 625143 6251410 CarH01r 33
35 Proc. dimero B isémero 6 22,00 577,135 577,1351 C3oH26012 4.8
36 Acido 5-feruloilquinico 22,13 367,101 367,1035 C17H200s 6,4
37 Proc. trimero B isémero 2 22,79 865,205 865,1985 Cu5H35018 71
38 Proc. trimero A isdmero 3 23,13 863,175 863,1829 CiusH3601s 9,5
39 Q”ercetgl‘jégs'fggbi”o“" 2371 505127 5951305 CasHasOss 52
40 Rutina 24,23 609,148 609,1461 Ca7H30016 6,4
41 Proc. trimero A isdmero 4 24,18 863,176 863,1829 CiusH36015 7,6
42 Proc. dimero B isémero 7 24,58 577,135 577,1351 CsoH26012 438
43 Acido 2:3;%’;:325013“" 2462 441181 4411766 el B 10,2
44 Proc. dimero A isémero 1 25,28 575,118 575,1195 Cs0H24012 2,2
45 Luteolina pentosil-hexdsido 26,08 579,138 579,1355 Ca6H26015 1,8
46 Proc. dimero B isémero 8 26,29 577,138 577,1351 C30H26012 4,0
47 Quercetina-3-B-glucésido 26,84 463,089 463,0882 C21H20012 1,2
48 Quercetina glucurénido 27,08 477,065 477,0691 C21H1013 35
49 Proc. dimero A isémero 2 28,22 575,118 575,1195 C30H2401, 29
50 Proc. dimero A isémero 3 28,28 575,117 575,1195 C30H24012 4,1
51 Multinésido A 28,40 609,148 609,1461 Co7H30016 1,9
52 proc. dime{zg‘ ISOMer04 o942 575114 5751195 CaoHaiOr2 96
53 el 3022 579,138 5791355 CasHaxOss 05
54 (Epi)galocatequina 30,28 305,067 305,0667 Ci5H1407 11
55 Proc. dimero A isdmero 5 30,85 575,113 575,1195 C30H24012 10,8
56 Proc. dimero A isémero 6 31,09 575,114 575,1195 Cs0H24012 9,6
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Kaempferol-O-ramnosil-

57 glucésido 31,40 593,151 593,1512 C27H30015 1.8
58 Proc. dimero A isdmero 7 32,57 575,115 575,1195 C30H24012 73
59 Proc. dimero A isémero 8 34,68 575,116 575,1195 C30H2401, 58
60 Proc. dimero A isémero 9 35,87 575,117 575,1195 Cs0H24012 39
61 Quercetina 37,84 301,036 301,0354 Ci5H1007 0,6
62 Kaempferol 38,97 285,042 285,0405 Ci5H1006 6,7
63 (*)-Naringenina 39,08 271,060 271,0553 Ci5H120s 54
64 Proc. dimero B isémero 9 39,55 577,135 577,1351 C3oH26012 42
65 Sakuranetina 40,10 285,074 285,0768 Ci16H1405 8,7

Se identificaron dos acidos organicos en los extractos de aguacate, el 4cido quinico
y el citrico. También se identificaron un total de 13 &cidos fendlicos, incluyendo el cido
p-cumérico, acido protocatecuico, 4&cido  4-hidroxibenzoico, &cido  3,4-
dihidroxifenilacético y 3 isémeros de los acidos cumaroilquinico, cafeoilquinico y
feruloilquinico. En cuanto a los flavonoides, se identificaron 14 compuestos en los
extractos de aguacate estudiados, ademas de las catequinas y taninos condensados
(procianidinas). Estos flavonoides fueron la quercetina, el kaempferol, la rutina, la
naringenina y la sakuranetina, asi como diferentes formas glucosiladas de quercetina,
luteolina y kaempferol. En cuanto a las catequinas, se identificaron (+)-catequina, (-)-
epicatequina y (epi)galocatequina. Por otra parte, el grupo de los taninos condensados
presentd el mayor nimero de compuestos, con 24 isdmeros de dimeros y trimeros de

procianidinas (Proc.) Ay B.
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Ademas, se caracterizaron tres derivados de alcohol fendlico, especificamente tres
derivados del tirosol, el hidroxitirosol glucésido, tirosol glucésido vy tirosil glucosil-
pentdsido. Por ultimo, se identificaron compuestos pertenecientes a otro tipo de
compuestos polares, el &cido vanilico y vanilina, perseitol, pirocatecol, penstemida y
acido hidroabscisico glucosido. Los datos de cuantificacion de los diferentes extractos

para todos los compuestos agrupados por familias se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Cuantificacion de los compuestos identificados en los extractos de piel y semilla de
aguacate en funcion de la temperatura de secado. Se muestran los valores de concentracion en
mg por cada 100 gramos de materia seca £ SD. En negrita se resalta el valor de cada compuesto
en el extracto que presenta la mayor concentracion. ND indica compuesto no detectado. Dentro
de cada grupo, los compuestos estan ordenados segln su tiempo de retencién. Dentro de los
flavonoides, se subdividen los subgrupos de catequinas y taninos condensados.

Concentracion (mg/100 g materia seca) en extractos de piel (P) y semilla (S) de aguacate

Compuestos

45°C(P45) 65°C(P65) 85°C(P85)  45°C(S45) 65°C(S65) 85°C(S85)
Flavonoides
SR T 28+01 62+01  235+08 1,7+0,0 2,0+0,0 15+0,0
isomero 1
QA bl erss 12400 22401  63+02 1,6+0,0 1,9+0,0 1,7+01
isbmero 2
Quercetina-O-arabinosil- 2, 01 53402 233403 ND ND ND
glucésido
Rutina 1601 36+00 8202 ND ND ND
Lzl g el 14200 27+00 4802 ND ND ND
hexdsido
Quercetina-3-p-glucésido ND 0,6 +0,1 106+0,4 18+0,1 21+0,0 14+£0,0
Quercetina glucurénido 1,2+£0,0 2,1+0,1 57+0,3 ND ND ND
Multinosido A 97+02 216+09 85010 ND ND ND
QUE el s 208401 46+02  11,0+02 ND ND ND
ramndsido
Kaempferol-O-ramnosil- -\, o1 53.01 124401 ND ND ND
glucésido
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Quercetina 22%01 50+0,2 152+0,2 1,8+0,0 19+00 2000
Kaempferol 18+0.1 34+0,1 51+0,1 1,4+0,0 1,7+0,0 1,3+0,0
(*)-Naringenina 1200 1,2+0,0 19+00 1,8+0,0 19+00 26+01
Sakuranetina 2100 1,7+0,0 2200 21+01 23+0,0 2501
Catequinas
(+)-Catequina 21,7+01 226+03 135,0+2,0 63,0+3,0 820+1,0 69,0+4,0
(-)-Epicatequina 7801 90+0,1 51,020 32001 30,5+0,8 44,0+3,0
(Epi)galocatequina 135+01 174+01  211+01 214402 26,0+06 223+06
Taninos condensados
Proc. dimero B isémero 1 ND ND 84+0,3 75+0,2 85+0,2 59+0,3
Proc. dimero B isémero 2 ND ND 141+0,9 98+04 9,7+0,2 8,7+0,1
Proc. dimero B isémero 3 ND ND 11,3+04 56+0,3 58+0,1 6,9+0,2
Proc. dimero B isémero 4 ND ND 51,0+£5,0 15,6 +£0,3 11,4+0,1 28,0+ 3,0
Proc. trimero A isémero 1 ND ND ND 570+£2,0 491+0,1 32,0+£4,0
Proc. trimero A isémero 2 ND ND ND 62,0£1,0 525+0,6 84,0+4,0
Proc. dimero B isémero 5 ND ND 16,7+ 0,5 ND ND ND
Proc. trimero B isémero 1 ND ND 19,7+£05 ND ND 142+0,2
Proc. dimero B isémero 6 ND ND 79+0,2 ND ND ND
Proc. trimero B isémero 2 ND ND 7,7+0,2 ND ND ND
Proc. trimero A isdmero 3 ND ND ND 218+0,5 310+£05 11,405
Proc. trimero A isémero 4 ND ND ND 38,0+£1,0 445+0,5 350+1,0
Proc. dimero B isémero 7 ND ND 150+£1,0 ND ND ND
Proc. dimero A isémero 1 6,4+0,1 7,0+0,1 210+1,0 148+0,1 176 +£0,1 142 +0,3
Proc. dimero B isémero 8 ND ND 11,0+1,0 6,2+0,2 6,1+0,1 10,0+1,0
Proc. dimero A isémero 2 6,0+0,1 6,7+0,1 15004 8,8+0,1 10,7+0,1 9,0+0,1

127



Capitulo 2 Resultados
Proc. dimero A isémero 3 54+0,1 6,7+0,1 129+05 129+0,2 132+0,1 145+0,4
EZ‘;C)' dimero Aisomerod 59,00  §7+01 13406 97401 113£0,1 101£02
Proc. dimero A isdmero 5 ND ND 95+0,3 8,2+0,1 10,1+0,0 85+0,1
Proc. dimero A isdmero 6 5600 6,5+0,1 12,2+0,2 90+£0,1 10,8+0,1 95+0,5
Proc. dimero A isémero 7 ND ND 8,1+0,1 85+0,1 105+0,1 78+0,0
Proc. dimero A isémero 8 ND ND 74+0,1 76+0,1 94+0,.2 ND
Proc. dimero A isdmero 9 ND ND ND 8,1+0,0 9,6+0,0 80+0,1
Proc. dimero B isémero 9 ND ND 6,8+0,2 ND ND ND
Acidos fenélicos
A.ci.do 3’.4- AP 11,704 139%0,6 16,6 £0,3 195+0,7 19,7+0,2 249+0,3
dihidroxifenilacético
Acido protocatecuico 114+0,1 148+0,3 104 +£0,2 ND ND ND
Acido 3-O-cafeoilquinico ND ND 21,3+0,9 150,0 + 10,0 111,0+9,0 265+04
Acido 4-hidroxibenzoico 470+£20 56604 83060 66,0 +4,0 66,0 +2,0 67,0+2,0
fultl B ND ND ND 463+06 41,405 115402
cumaroilquinico
Acido p-cumarico ND ND ND 87,0+3,0 74,0+0,9 95,0+9,0
Acido 5-O-cafeoilquinico ND ND 131,0+£4,0 ND 155+0,3 ND
Acido 3-feruloilquinico ND ND ND 142 +0,3 148+0,2 ND
Acido 4-O-cafeoilquinico ND ND 61,0+£2,0 76,8+ 0,6 120,0+1,0 36,3+0,4
ﬁjcr:fa‘;;'lz;ﬂmco ND ND ND 847+0,1 128+02 ND
fulido A ND ND ND 27,105 440+ 1,0 154+ 0,6
cumaroilquinico
Acido 4-feruloilquinico ND ND ND 93+0,2 135+0,3 ND
Acido 5-feruloilquinico ND ND ND 20,1+£0,9 250+1,0 9,6+0,1
Derivados de alcoholes fenélicos
Hidroxitirosol glucésido ND ND ND 40,0+ 1,0 40,0+1,0 16,0 £0,7
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Tirosol glucésido ND ND ND 310+£2,0 414+0,3 179+0,5

Tirosol glucosil-pentdsido 74%0,2 10,8 +0,2 28,2+0,6 63,0+£1,0 110,0 £ 10,0 29,0+£1,0

Acidos orgénicos

Acido quinico ND ND ND 627,0+3,0 800,0 +20,0 260,0 £ 10,0

Acido citrico ND ND ND 68,0+2,0 689+0,9 33,2+0,7

Otros compuestos polares

Perseitol ND ND ND 238,0+6,0 255,0+2,0 107,0+2,0
Pirocatecol 89+0,1 101+0,1 96+0,1 138+0,3 149+0,2 16,1+0,6
Penstemida ND ND ND 11,1+03 124+0,2 42+03
Acido vanilico 70+0,2 103+0,1 114+0,1 115+03 136+04 ND
Vanilina 302+09 253+06 259+0,1 28,0+1,0 31,8+0,7 22,7+0,1

Acido hidroxiabscisico

glucésido ND ND ND 900,0+40,0 1050,0+40,0 280,0+20,0

La familia de compuestos de los flavonoides predomind en los extractos de piel de
aguacate, siendo el compuesto (+)-catequina el mayoritario, con una concentracion de
135 mg/100 g materia seca en el extracto P85. Ademas, la mayor concentracion de casi
todos los flavonoides se obtuvo en el extracto P85. En el caso de los extractos P45 y
P65, solo se identificaron 5 isoformas de procianidina, mientras que en el extracto P85

se identificaron 19.

Por otra parte, no se identificaron acidos organicos en los extractos de piel, solo 1
derivado de alcohol fendlico, el tirosol glucosil-pentésido y 3 compuestos
pertenecientes a otros compuestos polares, el pirocatecol, el acido vanilico y vanilina.

En cuanto a los &cidos fendlicos, en los extractos P45 y P65 se identificaron 3
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compuestos pertenecientes a este grupo, mientras que en el extracto P85 se encontraron
6, siendo el mayoritario el acido 5-O-cafeoilquinico, con una concentracion de 131
mg/100 g de materia seca. En este extracto, como ya se ha comentado, el compuesto
mayoritario fue la catequina, con una concentracion de 135 mg/100 g de materia seca

(Figura 29).

En cuanto a los extractos de semilla de aguacate, se encontré un menor nimero de
flavonoides que en los extractos de piel. Por otro lado, de las 24 isoformas de
procianidina que se identificaron en total, 19 de ellas se encontraron en los extractos de
semilla de aguacate y 10 de estas 19 isoformas presentaron una mayor concentracion en

los extractos de semilla que en los de piel de aguacate.

Por ultimo, los extractos de semilla de aguacate presentaron generalmente la mayor
concentracién para los compuestos pertenecientes a los grupos de los &cidos fendlicos,
derivados de alcoholes fendlicos y otros compuestos polares. Ademas, se encontraron
dos acidos organicos, el acido quinico y el &cido citrico, que no se encontraron en los
extractos de piel de aguacate. Dentro de los extractos de semilla de aguacate, el extracto
S65 fue el que presentd la concentracién mas alta de la mayoria de los compuestos
pertenecientes a estos grupos. EI compuesto obtenido en mayor concentracion en este
extracto fue el &cido hidroxiabscisico glucésido, del cual se obtuvo 1050 mg/100 g de
materia seca, seguido del &cido quinico, con una concentracion de 800 mg/100 g de

materia seca (Figura 29).
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Figura 29. Compuestos mas representativos de los extractos de piel y de semilla de aguacate.
La representacion de los compuestos fue obtenida de PubChem.
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Resultados

Estos resultados se representaron en diagramas, mostrandose el porcentaje de las

familias de compuestos para cada extracto de piel y semilla de aguacate (Figura 30).

En el grupo de flavonoides se incluyen los subgrupos de

condensados.

A
Extracto de Piel a 45 °C, P45

20%

46%

Extracto de Piel a 65 °C, P65

16%

51%

Extracto de Piel a 85 °C, P85
20& 4“/0

30%

64%

B
Extracto de Semilla a 45 °C, 845

14%

40%
18%

5%

23%

Extracto de Semilla a 65 °C, S65

13%

16%

6%

25%

Extracto de Semilla a 85 °C, S85

4%

catequinas y taninos

Flavonoides
® Otros flavonoides
® Catequinas
Taninos condensados
Acidos fenélicos
Derivados de alcoholes fenélicos
Acidos orginicos

Otros compuestos polares

Figura 30. Diagramas de porcentajes de contenido de cada familia de compuestos para los
extractos de piel (A) y semilla (B) de aguacate obtenidos a 45, 65 y 85 °C. Dentro del porcentaje
de flavonoides se desglosa el contenido en catequinas, taninos condensados y otros flavonoides.
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Los compuestos mayoritarios identificados en los extractos de piel de aguacate
pertenecieron al grupo de flavonoides en los tres extractos, P45, P65 y P85,
correspondiendo con un 46, 51 y 64%, respectivamente. Los porcentajes de catequinas
en los 3 extractos se situaron entre un 17-19%, mientras que en los taninos condensados
este porcentaje se elevé de forma significativa hasta el 25% en el extracto P85, respecto
al 12% y 13% de los extractos P45 y P65. El segundo grupo méas abundante en los
extractos de piel de aguacate fue el de &cidos fendlicos. En los tres extractos se obtuvo
en torno a un 30% respecto al total. Asimismo, se determinaron otros compuestos
polares, con un 20, 16 y 4%, respectivamente en los tres extractos P45, P65 y P85. Por
otra parte, la disminucién del porcentaje observada en el grupo de otros compuestos
polares coincide con el aumento de la concentracion de otros compuestos, por lo que se
descarta que se deba al aumento de la temperatura de secado, ya que como se puede
observar en la Tabla 11, la concentracion de los compuestos pirocatecol, &cido vanilico
y vanilina no present6 una disminucion en el extracto P85. Por Gltimo, en los extractos
de piel no se observaron compuestos pertenecientes al grupo de acidos organicos vy el
porcentaje de derivados de alcoholes fendlicos fue poco relevante, ya que como se
puede observar en la Tabla 11, solo se identificé el compuesto tirosol glucosil-

pentdsido en estos extractos.

En cuanto a los extractos de semilla de aguacate, los compuestos mayoritarios
fueron los pertenecientes al grupo de otros compuestos polares, con un 40% para los
extractos S45 y S65 y con un 28% para el extracto S85. Los siguientes grupos de

compuestos por orden decreciente fueron los &cidos orgénicos y acidos fenolicos, con
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un 19-25% y un 16-18%, respectivamente. Del mismo modo que en los extractos de
piel de aguacate, se obtuvo un porcentaje bajo de derivados de alcoholes fendlicos, de
un 5%. Por ultimo, en el extracto S85 se observd un aumento considerable del
porcentaje de flavonoides respecto a los otros extractos de semilla de aguacate. Tal y
como se puede observar en la Tabla 11, este aumento se debié a una menor
concentracion de las otras familias de compuestos, en concreto a una disminucion del
grupo de otros compuestos polares y no a un aumento en la concentracién de

flavonoides.

2. Determinacion de la actividad biologica de los extractos de piel y semilla
de aguacate

Una vez caracterizados los extractos, se determind su actividad biol6gica mediante
diferentes técnicas con el fin de seleccionar aquellos con un mayor interés para el
desarrollo de nuevos y potenciales ingredientes para productos dermocosméticos. Para
ello, se siguid una estrategia similar a la desarrollada en el Capitulo 1 de esta tesis. En
primer lugar, se estudid su contenido fendlico y su actividad antioxidante.
Posteriormente, se determind el efecto melanogénico y fotoprotector en modelos
celulares de piel. A lo largo de los distintos ensayos se fueron seleccionando los
extractos que mostraron mayor actividad y finalmente se escogio el extracto candidato
para ser postulado como nuevo principio activo para el desarrollo de novedosos

productos dermocosméticos.
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2.1 Contenido fendlico y capacidad antioxidante de los extractos de aguacate
mediante los ensayos Foliny TEAC
El primer ensayo consistio en determinar el contenido fendlico total de los tres
extractos de piel de aguacate (P45, P65 y P85) y los tres de semilla de aguacate (S45,
S65 y S85) mediante el ensayo Folin-Ciocalteu. EI contenido fendlico se relaciona con
una mayor actividad antioxidante y otras actividades biolégicas relevantes, por lo que
es un indicativo de qué extracto podria ser el mas activo. Ademas, se estudid la
capacidad antioxidante de los extractos mediante el ensayo TEAC. Los resultados para

los dos ensayos se pueden observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Porcentaje de acido galico equivalente (% GAE) + SD determinado mediante el
ensayo de Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante en mmol trolox Eq./100 g extracto = SD,
determinada mediante el ensayo TEAC para los extractos de piel de aguacate, P45, P65 y P85,
y para los de semilla de aguacate, S45, S65 y S85. Las letras a, b y ¢ muestran las diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes extractos (p<0,05). Ademas, se resalta en
negrita el extracto que presenta la actividad més alta para cada ensayo.

Extracto Folin TEAC
% GAE (v/v) mmol trolox Eq./100 g extracto
P45 13,94 £ 2,872 255,11+ 20,96 #
P65 17,77 + 2,09 & 264,30 + 28,29 *
P85 21,74 £ 4,43° 263,83+ 20,922
S45 15,40+1,76 2 187,00 + 29,73 °
S65 11,77 £ 0,49% 137,18 £ 14,95°
S85 20,30 £2,79° 157,05 + 24,69 b

Los extractos que mostraron un mayor contenido fenélico fueron los extraidos tras

una temperatura de secado de 85 °C. En particular, destaco el extracto P85, con un
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contenido del 21,74%, seguido del extracto S85, con un contenido fendlico del 20,30%,
y del extracto P65, con un 17,77%. Sin embargo, los extractos que mostraron una mayor
capacidad antioxidante fueron los tres extractos de piel de aguacate, en torno a 260
mmol trolox Eq./100 g extracto con una alta significancia estadistica (de al menos
p<0,001), en comparacion con los tres extractos de semilla de aguacate, cuyo valor mas

elevado, de 187 mmol trolox Eq./100 g extracto, se obtuvo con el extracto S45.

En base a estos resultados, se decididé continuar con los extractos de piel de
aguacate, ya que los valores de contenido fendlico fueron similares mientras que la
capacidad antioxidante obtenida fue considerablemente mayor que la observada en los
extractos de semilla de aguacate. Por lo tanto, los siguientes ensayos se realizaron

utilizando Gnicamente los extractos P45, P65 y P85.

2.2 Capacidad antioxidante en los ensayos FRAP y ORAC de los extractos de
piel de aguacate
Con el fin de profundizar en el estudio de las propiedades antioxidantes de los
extractos de piel de aguacate, se realizaron los ensayos FRAP y ORAC, los cuales estan
basados en diferentes mecanismos. El ensayo FRAP determina la capacidad de
reduccion del hierro mediante un mecanismo de transferencia de un electron y el ensayo
ORAC determina la capacidad de inhibir a los radicales peroxilo mediante la
transferencia de un atomo de hidrogeno [177]. Los resultados de estos ensayos se

pueden observar en la Tabla 13.
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Tabla 13. Capacidad antioxidante de los extractos P45, P65 y P85 mediante los ensayos FRAP
y ORAC. El ensayo FRAP determina la actividad comparado con el sulfato de hierro y el ensayo
ORAC respecto al trolox. Todos los resultados se muestran como la media + SD. Las letras a, b
y ¢ muestran las diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes extractos
(p<0,05). Se resalta en negrita el extracto que presenta la actividad mas alta para cada ensayo.

Extracto FRAP ORAC
mmol FeSO, Eq./100 g extracto mmol trolox Eq./100 g extracto
P45 103,29 + 6,46 2 82,17+4,11°
P65 103,70 £5,34 2 109,26 +2,10°
P85 243,65 + 26,97 ® 96,15+ 0,77 ¢

El extracto P85 mostré una actividad considerablemente mayor en el ensayo
FRAP, de mas del doble que los otros dos extractos, 243 frente a un 103 mmol FeSO,
Eq./100 g extracto (p<0,0001). Sin embargo, en el ensayo ORAC los tres extractos
mostraron una actividad antioxidante similar, aunque las diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0,0001) entre todos ellos. Los dos extractos mas
activos fueron P65 y P85, mostraron una actividad de 109,26 y 96,15 mmol trolox

Eq./100 g extracto, respectivamente.

El extracto P45 mostr6 la menor actividad antioxidante en el ensayo ORAC, de
82,17 mmol trolox Eq./100 g de extracto, asi como en el ensayo TEAC y el menor
contenido fendlico, determinado en el apartado anterior. Debido a estos resultados, se

decidi6 descartar el extracto P45 para los siguientes ensayos.
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2.3 Induccion de la melanogénesis en la linea celular B16-F10 de los extractos
P65y P85

Con el objetivo de estudiar la actividad moduladora de la sintesis de melanina de
los extractos de piel de aguacate, se evalud la capacidad de los extractos P65 y P85 de
inducir la melanogénesis en la linea celular de melanocitos B16-F10. Paraello, se utilizd
como control positivo de induccion de melanogénesis el compuesto IBMX (100 uM) y
se realiz6 el tratamiento con los extractos a distintas concentraciones (10-125 pg/mL),
tal y como se describe en la Metodologia. Ningun tratamiento a las concentraciones
utilizadas afectd a la viabilidad celular (datos no mostrados). Se calculé el porcentaje
de melanina tomando como referencia 100% el control con el vehiculo para los dos

extractos (Figura 31).

A Extracto P65 B Extracto P85
300 300 - #
4 ] [ Control
- 250 ~ 250 4 4 5 - l:lMXM
< 200 " S 200 (100 pM)
g g " Extracto
= 150 - g 150 (ng/mL)
= =
= 100+ = 100
= =
50 50 -
0 T T T T T 0 T — T T T T
Control IBMX 10 25 50 75 100 125 Control IBMX 10 25 50 75 100 125

Figura 31. Determinacion de la induccién de melanogénesis producida por los extractos P65
(A) y P85 (B) en la linea celular B16-F10 tras 72 horas de tratamiento (10-125 pg/mL del
extracto correspondiente). Se muestra el control positivo de aumento de melanogénesis IBMX.
Los valores estan normalizados respecto al control del vehiculo sin tratamiento (Control) y se
representan como la media £ SD (n=6). ** (p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias
estadisticamente significativas comparado con el control negativo y # muestra un aumento
estadisticamente significativo respecto al IBMX (p<0,05).
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Ambos extractos presentaron un efecto inductor de la melanogénesis, siendo el mas
activo el extracto P85. El extracto P65 mostrd un incremento en la sintesis de melanina
de forma dosis-respuesta y significativa a partir de 50 pug/mL, llegando a superar al

control positivo de IBMX a partir de 100 pg/mL.

Por otro lado, el extracto P85 mostré un comportamiento similar dosis-respuesta
al extracto P65. Sin embargo, la significancia estadistica se consiguio a dosis mas bajas,
a partir de 25 pg/mL, concentracién a la que supera al control positivo IBMX. Ademas,
el extracto alcanz6 una induccién de la melanogénesis de casi un 300% a la
concentracién mas alta utilizada (125 pg/mL). Por lo tanto, el extracto P85 presenta una

fuerte capacidad de inducir la melanogénesis sin disminuir la viabilidad celular.

A la luz de estos resultados y los obtenidos en los ensayos anteriores, donde el
extracto P85 mostré el mayor contenido fendlico y capacidad antioxidante, se
selecciond este extracto para continuar su caracterizacion bioldgica en etapas sucesivas,
evaluando sus propiedades antioxidantes y fotoprotectoras en un modelo celular de

gueratinocitos.

2.4 Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto P85 frente a la

peroxidacion lipidica y los radicales libres hidroxilo y éxido nitrico

En las etapas sucesivas de caracterizacion del extracto P85, se incidié en su
actividad antioxidante. Para ello, se realizaron tres nuevos ensayos antioxidantes. En
primer lugar, se realizé el ensayo TBARS, que determina la actividad antioxidante

frente a la peroxidacion lipidica (expresado como el porcentaje de inhibicién de la

139



Capitulo 2 Resultados

peroxidacion lipidica para una concentracion de 0,5 mg/mL del extracto). Ademas, se
determind la actividad antioxidante frente a dos radicales libres, el radical hidroxilo y
el oxido nitrico. Mediante el ensayo ORACon se determiné la eliminacion del radical
hidroxilo, expresado como mmol quercetina Eq./100 g extracto. Por ultimo, se
determind la capacidad del extracto (200 pg/mL) de eliminar el radical éxido nitrico,
utilizando el reactivo de Griess (% Eliminacién). Los resultados de los tres ensayos se

agrupan en la Tabla 14.

Tabla 14. Capacidad antioxidante del extracto P85 determinada mediante el ensayo TBARS (%
inhibicion de la peroxidacién lipidica de 0,5 mg/mL del extracto), una modificacion del ensayo
ORAC (mmol quercetina Eq./100 g extracto) y la eliminacion del éxido nitrico (% Eliminacién).
Todos los resultados estan expresados como la media + SD.

Extracto TBARS ORACoH % Eliminaciéon NO

P85 94,66 + 20,76 24,01 +0,26 38,56 + 0,01

El extracto de piel de aguacate P85 mostr6 una capacidad antioxidante significativa
en los tres ensayos realizados. Se observé una inhibicion casi total de la peroxidacion
lipidica con un tratamiento de 0,5 mg/mL, ademas de una alta inhibicion de los radicales
hidroxilo y 6xido nitrico, superior a la observada con el extracto de rabo de cereza
SCSFE, en el Capitulo 1 de esta Tesis doctoral (45,13% de inhibicion de la peroxidacion
lipidica a 5 mg/mL del extracto scSFE). En el ensayo ORACoH el extracto P85 mostro
una actividad de 24,01 mmol quercetina Eq./100 g mientras que para el extracto SCSFE

fue de 18,91 mmol quercetina Eq./100 g extracto. De igual forma, el extracto P85
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elimino el radical 6xido nitrico un 38,56% respecto a un 29,37% del extracto scSFE.
Estos datos evidencian la alta capacidad de inhibir el estrés oxidativo del extracto P85
mediante diferentes mecanismos antioxidantes, tal y como se ha visto en los diferentes

ensayos realizados.

2.5 Fotoproteccion del extracto de piel de aguacate P85 contra la radiacion
uvB

Tras completar la evaluacién de las propiedades antioxidantes, se continu6 con el

estudio de la capacidad fotoprotectora del extracto P85 frente a la radiacion UVB en un

modelo celular de piel. Para ello, se irradié con UVB la linea celular de queratinocitos

humanos HaCaT en presencia o en ausencia del extracto y se determiné la viabilidad

celular a las 24 horas mediante el ensayo de viabilidad celular MTT (Figura 32).

120+
Bl Control

1 100 pg/mL
Bl 200 pg/mL

100
80

Fkkdk

60
40+
20+

Viabilidad celular (%)

0- T
No irradiado 800 1200

Dosis UVB (J/m’)

Figura 32. Efecto en la viabilidad celular del extracto P85 (100 o0 200 pg/mL) 24 horas después
de irradiar con UVB (800 o 1200 J/m?). Los valores se representan como la media de los datos
+ SD (n=6) normalizados respecto al tratamiento correspondiente no irradiado (100%). **
(p<0,01) y **** (p<0,0001) indican diferencias estadisticamente significativas en comparacién

con el control irradiado en ausencia del extracto para la correspondiente dosis de UVB.
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Ademas, se calculé el porcentaje de fotoproteccion del extracto en comparacion
con su respectiva condicidn irradiada sin tratamiento para determinar el aumento de

viabilidad celular que provoca el extracto en cada condicién (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentaje de fotoproteccién del extracto P85 (100 o 200 pg/mL) tras la irradiacion

con 800 0 1200 J/m? de UVB.

Dosis de UVB
B e
100 9,00 10,63
200 46,90 34,06

El extracto P85 no mostrd un efecto fotoprotector estadisticamente significativo
con el tratamiento a 100 pg/mL para las dos dosis de UVB, aunque si se observo una
tendencia de efecto de fotoproteccion dependiente de la dosis. A 200 pg/mL el extracto
mostrd una actividad fotoprotectora estadisticamente significativa para las dos dosis de
radiacion UVB, siendo mayor esta proteccion en la dosis de 800 J/m? de UVB, donde
se determind una fotoproteccion del 46,90% respecto a 34,06% de fotoproteccion que
se obtuvo tras la irradiacion con 1200 J/m?2, Estos resultados fueron superiores a los
obtenidos con el extracto de rabo de cereza scSFE, que obtuvo la mayor fotoproteccion,

de 36,53%, con el tratamiento de 200 pg/mL y 800 J/m? de UVB.
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2.6 Inhibicion de la produccion de ROS intracelular inducida por la radiacion
UVA y UVB mediante el tratamiento con el extracto P85
De igual forma, se determiné si el extracto de piel de aguacate P85 era capaz de
reducir el estrés oxidativo inducido por la radiacion UVA y UVB en la linea celular
HaCaT. Para ello, se midieron los radicales libres intracelulares mediante la sonda
fluorescente H,DCF-DA tras la irradiacion con UVA (3y 6 J/cm?) y UVB (800 y 1200
J/m?), en presencia y en ausencia del tratamiento (100 y 200 pug/mL del extracto P85).
Ademas, se utilizaron controles no irradiados de cada condicion para normalizar el

estrés oxidativo, calculado como porcentaje de ROS intracelular (Figura 33).

A B
300 300
3 Control
250 250 100 pg/mL
2001 2001 ) T Em 200 pg/mL

- A
100 - 100+
50 50+ H
0 T T 0 T

No irradiado 3 6 No irradiado 800 1200

Dosis UVA (J/em®) Dosis UVB (J/m?)

Figura 33. Determinacidn de la actividad antioxidante del extracto P85 frente al estrés oxidativo
inducido por la radiacion UVA (A) y UVB (B) en la linea celular HaCaT. Los valores de
fluorescencia estan normalizados respecto a los controles no irradiados. Los datos estan
expresados como la media + SD (n=6). * (p<0,05), *** (p<0,001) y **** (p<0,0001) indican
diferencias estadisticamente significativas respecto a la dosis correspondiente de UVA (3 0 6
Jicm?) y UVB (800 0 1200 J/m?) en ausencia del extracto.

Ademas, se calcul6 el porcentaje de inhibicion del estrés oxidativo del extracto en
comparacion con la respectiva condicion irradiada sin tratamiento, tal y como se explica

en la seccion de Metodologia (Tabla 16).
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Tabla 16. Porcentaje de inhibicion del estrés oxidativo del extracto P85 (100 y 200 ug/mL)
inducido por la radiacion UVA (3 y 6 J/cm?) y UVB (800 y 1200 J/m?).

Extracto P85 Dosis UVA Dosis UVB
100 63,00 44,10 27,47 14,45
200 75,59 74,27 45,42 38,94

El extracto P85 mostré una actividad antioxidante estadisticamente significativa
frente a la radiacién UV A para todos los tratamientos realizados de una forma dosis-
respuesta, mientras que para la UVB solo mostré una actividad estadisticamente
significativa a 200 pg/mL del extracto. La inhibicion del estrés oxidativo fue dosis-
dependiente para todas las condiciones (dosis y tipo de UV) probadas. La mayor
inhibicién de ROS se obtuvo frente a la dosis de 3 J/cm? de UVA, llegando hasta el
75,59%. De la misma forma, en el caso del UVB se obtuvo la mayor reduccién del
estrés oxidativo con la menor dosis de UV empleado (800 J/m?). Para esta dosis se
observo una reduccion del estrés oxidativo de 45,42% con 200 pg/mL del extracto P85.
Esta reduccion del estrés oxidativo fue similar a la obtenida con el extracto de rabo de
cereza SCSFE, ya que mostré mayor actividad a 100 pg/mL con las dosis més bajas de
radiacion UV y, ademas, la mayor actividad se obtuvo con la concentracion de scSFE
mas alta, observandose un 82,42% de inhibicién con la dosis de 3 J/cm? de UVA con

200 pg/mL.
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Los ensayos celulares y los antioxidantes muestran que el extracto P85 presenta
una actividad antioxidante considerable, que ejerce mediante diferentes procesos y
frente a distintos radicales libres, incluso superior a la actividad mostrada por el extracto
ScSFE. Ademaés, presenta una elevada capacidad de inducir melanogénesis y tiene
actividad fotoprotectora frente a la radiacion UVA y UVB, mostrando cualidades

interesantes para ser utilizado como ingrediente cosmético.
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1. La actividad antioxidante de los extractos de aguacate se debe a los
compuestos fenolicos

En el presente trabajo se estudié el contenido fendlico y la capacidad antioxidante

de 3 extractos de piel y 3 de semilla de aguacate, obtenidos mediante 3 diferentes

temperaturas de secado, 45, 65y 85 °C.

En los extractos de piel de aguacate utilizados en este estudio se observa una
correlacion directa de la temperatura de secado con el contenido fendlico, mientras que
en los extractos de semilla de aguacate no se observa dicha correlacién. Por otro lado,
el extracto de semilla que presenta un mayor contenido fendlico es el S85, por lo que la
temperatura de secado mas alta de 85 °C presumiblemente produce un aumento del

contenido fendlico para ambas materias primas.

De hecho, Saavedra et al. estudiaron mediante un modelo computacional la
temperatura de secado Optima para la obtencion de un extracto con mayor actividad.
Segln este trabajo, la temperatura Optima de secado para la extraccion de piel de
aguacate es de 73 °C, mientras que para el extracto de semilla de aguacate es de 66 °C.
Ademas, obtuvieron una prediccion de valores de contenido fendlico a estas
temperaturas de 5,2 y 4,1 % de GAE para piel y semilla de aguacate, respectivamente
[178]. Estos valores de contenido fendlico son muy inferiores a los obtenidos en el
presente trabajo, ya que el proceso de extraccion permite la obtencion de compuestos
fendlicos de una forma relativamente especifica, mientras que en el articulo de la
bibliografia se llevd a cabo una deshidratacién. No obstante, este articulo aporta

informacion del rango de temperatura que se puede utilizar en la extraccion de
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polifenoles para obtener el mayor contenido fendlico sin producir la degradacion de los

compuestos activos.

Los 6 extractos utilizados en este estudio mostraron un alto contenido fendlico,
entre 11y 22% GAE, y una alta capacidad antioxidante, entre 137 y 264 mmol de trolox

equivalente por 100 gramos de extracto, determinada mediante el ensayo TEAC.

Rodriguez-Carpena et al. utilizaron tres disolventes y dos variedades de aguacate
para la obtencion de diferentes extractos a partir de la piel y semilla y estudiaron su
contenido fendlico y capacidad antioxidante. Obtuvieron valores de contenido fendlico
que se encontraban en el rango de 3,3 a 17,3% de GAE para los extractos de piel y de
1,7 a6,9% GAE para los de semilla de aguacate [179]. En otro trabajo, Ortega-Arellano
et al. obtuvieron valores de contenido fendlico de 31,6% GAE con el extracto de piel

de aguacate y de 3,9% GAE en el extracto de semilla de aguacate [180].

Estos valores son similares o inferiores a los obtenidos en el presente estudio, salvo
el extracto de piel de aguacate de Ortega-Arellano et al., que es un extracto obtenido
con metanol y de la variedad de aguacate Colinred. Ademas, Segovia et al. establecieron
que diversos extractos de semilla de aguacate encontrados en la bibliografia presentaron
valores de contenido fendlico entre 0,9 y 8,8% GAE, salvo un extracto extraido con
metanol:agua (3:1, v/v) que presentd un valor de 22,9% de GAE [181]. Estos resultados
muestran que el método de extraccion utilizado para la obtencion de los extractos de
este trabajo aumenta la concentracion de los compuestos polifendlicos en comparacion
con la bibliografia, y que los disolventes metanol y etanol producen extractos con una

mayor cantidad de compuestos fendlicos.
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Ademas, tal y como ocurre en los extractos de este trabajo y en otros de la
bibliografia, la capacidad antioxidante de los extractos de piel de aguacate fue mayor
que la de los extractos de semilla de aguacate [179, 180, 182, 183]. Sin embargo, en la
bibliografia se observa que los extractos de piel de aguacate presentan un mayor
contenido fendlico que los de semilla, y en este trabajo, en el que se ha empleado una
técnica de extraccion diferente, se observé un rango muy parecido para los tres extractos
obtenidos de cada materia prima. Las diferencias en estos ensayos respecto a la
bibliografia podrian deberse a que los frutos de aguacate presentan una elevada
variabilidad en su composicion en funcién del origen y de la estacionalidad del cultivo,

asi como de la variedad utilizada [184].

A lo largo del presente estudio se selecciond el extracto P85 como el que
presentaba la bioactividad mas elevada. Este extracto presentd una alta capacidad
antioxidante en todos los ensayos llevados a cabo, que establecen la capacidad

antioxidante mediante diferentes métodos y frente a varios radicales libres.

En el trabajo comparativo de Segovia et al., estudiaron diferentes extractos de
semilla de aguacate. Obtuvieron valores entre 7,8 y 72,5 mmol trolox Eq./100 g extracto
en el ensayo TEAC y en el ensayo ORAC de 13,7 a 61,6 mmol trolox Eq./100 g extracto,
por lo que el extracto P85 presenta una mayor capacidad antioxidante en estos ensayos
que los mostrados en este articulo, de 263,83 mmol trolox Eq./100 g extracto en el
ensayo TEAC y 96,15 mmol trolox Eq./100 g extracto en el ensayo ORAC [181]. Esto
se corresponde con lo esperado, ya que, por lo general, los extractos de piel de aguacate

presentan una mayor actividad antioxidante que los extractos de semilla. Sin embargo,
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a diferencia de otras referencias de la bibliografia y lo observado en este trabajo, Wang
et al. obtuvieron una mayor capacidad antioxidante en los extractos de semilla de
diferentes variedades de aguacate que en los extractos de piel. Obtuvieron un rango de
capacidad antioxidante en el ensayo ORAC de 22,9 a 46,4 mmol trolox Eq./100 g
extracto en los de semilla de aguacate y de 5,8 a 63,1 mmol trolox Eq./100 g extracto
en los extractos de piel de aguacate [184]. Sin embargo, todos estos valores son
inferiores al obtenido con el extracto P85, de 96,15 mmol trolox Eq./100 g extracto. La
mayor capacidad antioxidante del extracto P85 podria deberse al uso del etanol como
disolvente. De hecho, Segovia et al. establecieron que la extraccion con etanol en su
trabajo presentd los valores antioxidantes en torno a 60 mmol trolox Eqg./100 g extracto,
mientras que los extraidos con metanol presentaron valores en torno a 10 mmol trolox
Eq./100 g extracto en el ensayo ORAC. De esta forma, los autores compararon dos
extractos de semilla de aguacate, obtenidos mediante metanol o una mezcla de
etanol:agua (1:1, v/v), y obtuvieron mayor actividad antioxidante y contenido fendlico

en todos los ensayos utilizando el disolvente etanol/agua [181].

No obstante, en el extracto metanolico de piel de aguacate de variedad Colinred
gue estudiaron Ortega-Arellano et al., obtuvieron valores de 766 mmol trolox Eq./100
g en el TEAC, 774 mmol Fe?/100 g en el FRAP y 788 mmol trolox eq./100 g en el
ensayo ORAC [180]. Estos valores son varias veces mayores que los obtenidos con el
extracto P85, lo cual se podria justificar por el mayor contenido fenolico de este

extracto, de un 31,6% respecto al 21,74% de GAE del extracto P85, a las diferencias en
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el método de extraccion y a la materia prima utilizada, tal y como se ha comentado

anteriormente.

En cuanto a los demas ensayos antioxidantes, el tratamiento con 0,5 mg/mL del
extracto P85 en el ensayo TBARS inhibié un 94,7% la peroxidacion lipidica, un valor
muy cercano al rango de 72,36-91,54% que observaron Rodriguez-Carpena et al. al
tratar con un extracto de aguacate al 5% (p/p) en carne de cerdo y medir la peroxidacion
lipidica a los 15 dias [179]. Por ultimo, el extracto P85 mostr6 capacidad de inhibir a
los radicales libres hidroxilo y 6xido nitrico, lo cual se corresponde con otros extractos
de piel de aguacate encontrados en la bibliografia y extractos de semilla y hoja de
aguacate [183, 185, 186]. Esto indica que los extractos de piel de aguacate vy,
especificamente el extracto P85, presentan una gran capacidad de inhibir la
peroxidacién lipidica producida por radicales libres debido a su capacidad de inhibir
directamente a los radicales libres. Esta inhibicion de la peroxidacion lipidica se
relaciona con una de las actividades deseadas en los principios activos utilizados en
productos dermocosméticos, ya que implica la proteccién de la piel frente al estrés

oxidativo.

2. Laactividad antioxidante del extracto P85 se podria deber principalmente

a la catequina, acido 5-O-cafeoilquinico y procianidinas
El extracto P85 presenta una alta capacidad antioxidante, mostrada mediante
diferentes ensayos. De hecho, fue seleccionado entre los 6 extractos estudiados, de piel
y semilla de aguacate, por presentar esta mayor actividad. Como se ha comentado

previamente, los extractos de piel de aguacate presentan mayor actividad que los de

153



Capitulo 2 Discusion de resultados

semilla, y la mayor actividad del extracto P85 entre los 3 de piel de aguacate muestra
que la temperatura de secado de 85 °C fue mas eficiente para obtener compuestos
bioactivos que las otras dos utilizadas, 45 y 65 °C. Por lo tanto, la mayor actividad del
extracto P85 se debe a las diferencias en la composicion respecto a los extractos P45y
P65, ya que este extracto incrementa significativamente la concentracion de la gran

mayoria de los compuestos observados en los extractos de piel de aguacate.

Ademas, los compuestos mayoritarios en el extracto P85 se corresponden con el
grupo de flavonoides y acidos fenolicos, siendo los compuestos mayoritarios la
catequina, seguida del &cido 5-O-cafeoilquinico y el multinésido A. Por lo tanto, el
efecto antioxidante del extracto P85 se podria deber principalmente a los flavonoides y
acidos fendlicos. Ademas, el extracto P85 present6 un gran nimero de taninos
condensados que no se identificaron en los extractos P65 y P45, por lo que su mayor
efecto antioxidante podria deberse también a esas procianidinas. De hecho, Wang et al.
relacionan la actividad antioxidante de sus extractos de aguacate con el contenido de
procianidinas, justificandolo con la alta correlacion que observaron entre el contenido
fendlico de los distintos extractos y la capacidad antioxidante observada [184], mientras
gue Rosero et al. determinaron que las fracciones de extracto de aguacate que tenian
procianidinas se correspondian con las que presentaron mayor actividad antioxidante

[136].

Ademés, las catequinas y procianidinas son algunos de los compuestos

mayoritarios de otros extractos de piel de aguacate encontrados en la bibliografia que
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han mostrado una capacidad antioxidante, asi como los derivados del &cido

cafeoilquinico [179, 181, 185].

El compuesto catequina y sus derivados han demostrado ampliamente su capacidad
antioxidante en diversos ensayos antioxidantes, incluyendo el ensayo FRAP y el ABTS,
y presentan un efecto protector frente a la peroxidacion lipidica y a los radicales libres
producidos por los generadores de radicales AAPH y 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) [147, 148].

El &cido 5-O-cafeoilquinico, también conocido como acido neoclorogénico por ser
un isémero del acido clorogénico, es un compuesto con alta capacidad antioxidante,
especialmente frente a la peroxidacion lipidica [187-189]. Ademas, es el compuesto
mayoritario en extractos naturales de diferentes fuentes, y suele ser considerado uno de
los principales responsables de la actividad antioxidante determinada en los extractos,

siendo especialmente importante en el café [187, 190].

A su vez, el compuesto multinésido A ha mostrado actividad antioxidante frente a
radicales libres generados por el DPPH, con un valor de concentracién de inhibicion del
50% (ICso) de 54,3 pug/mL. Ademas, presenta la capacidad de inhibir la produccion del

oxido nitrico con un valor de 1Cso de 43,9 pg/mL [191].

Por ultimo, los dimeros y trimeros de procianidina han mostrado la capacidad de
reducir el estrés oxidativo, modulando la actividad antioxidante enzimatica mediante la
regulacion de la via de sintesis del glutation y mediante la inhibicion de radicales libres

generados por ABTS y DPPH (con valores de 1Cso entre 290 y 1.040 pg/mL en funcion
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del procesamiento y del disolvente utilizado) [192, 193]. Esta actividad antioxidante es
incluso superior a la mostrada por la catequina, tal y como observaron Mizuno et al., ya
gue obtuvieron una actividad antioxidante con la procianidina B3 casi cuatro veces

superior a la catequina [194].

Todo esto sugiere que la catequina y sus dos derivados presentes en el extracto
P85, los acidos fendlicos, especialmente el &cido 5-O-cafeoilquinico, asi como las
procianidinas, son los principales responsables de la alta actividad antioxidante

observada en este extracto.

3. El extracto P85 muestra una induccion de la sintesis de melanina

El extracto P85 aumentd la melanogénesis casi en un 300% en la linea celular
murina de melanoma B16-F10. Este efecto se relaciona con un aumento de la capacidad
de defensa frente a la radiacion ultravioleta, ya que la produccion de melanina es el

sistema de defensa primario frente a la radiacion solar.

Esta actividad melanogénica tan elevada del extracto P85 se debe a la alta
concentracion de polifenoles identificados en este extracto, ya que varios extractos
vegetales con alto contenido fendlico han mostrado la capacidad de inducir la

melanogénesis [51, 195].

Al igual que sucede con la actividad antioxidante, la actividad melanogénica del
extracto P85 se podria relacionar con los compuestos mayoritarios del extracto. El acido
neoclorogénico o &cido 5-O-cafeoilquinico es el segundo compuesto mayoritario en el

extracto P85. Li et al. estudiaron el efecto del acido clorogénico sobre la melanogénesis
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en la linea celular B16-F10 e hipotetizaron que el &cido clorogénico actla como sustrato
de alguna enzima de la via melanogénica, pudiendo actuar como un regulador,
induciendo la melanogénesis a bajas concentraciones e inhibiéndola a altas
concentraciones o con tratamientos mas duraderos [196]. Ademas, otros autores han
demostrado que el acido isoclorogénico A muestra una actividad de induccién de
melanogénesis mediante el aumento de la actividad de las principales enzimas de la via

melanogénica [197].

Por lo tanto, los datos encontrados en la bibliografia sugieren que el efecto
melanogénico que tiene el extracto P85 podria deberse principalmente al &cido fendlico
acido 5-O-cafeoilquinico, ademas de otros compuestos minoritarios, tanto
pertenecientes al grupo de acidos fendlicos como a los flavonoides u otros compuestos
polares. De hecho, la presencia de un ndmero tan elevado de compuestos
potencialmente bioactivos favorece la interaccion entre diferentes compuestos, que
podria ser una interaccion sinérgica. De esta forma, se obtendria un efecto positivo

elevado, a pesar de que las concentraciones sean bajas.

4. El efecto fotoprotector del extracto P85 se podria deber principalmente a

un efecto pantalla y a su capacidad antioxidante

Por ultimo, el extracto P85 presentd un efecto fotoprotector frente a la radiacion
UVA Yy UVB. Se irradio la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT en presencia
y en ausencia del extracto P85 y se determind el estrés oxidativo y la viabilidad celular.

El tratamiento con el extracto P85 disminuyd el estrés oxidativo inducido por la
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radiacion UVA y UVB vy, ademas, produjo un aumento de la viabilidad en las células

tratadas con el extracto e irradiadas con UVB.

Esto muestra que el extracto P85 es efectivo para proteger frente a la radiacion
UVA y UVB, y que su proteccion podria deberse a su capacidad antioxidante. Este
efecto antioxidante se produciria intracelularmente tras el incremento del estrés
oxidativo que genera la radiacion UV. Los compuestos polifendlicos tienen varios
mecanismos antioxidantes, entre los que se incluyen la transferencia de electrén o de
proton a los radicales libres, por lo que pueden reducir a los compuestos oxidantes

generados intracelularmente y evitar el dafio por el aumento del estrés oxidativo.

Sin embargo, dado el corto tiempo de tratamiento, la reduccién del estrés oxidativo
y de la toxicidad producida por la radiacion UV gue produjo el extracto P85 se pudo
deber, en mayor medida, a un efecto pantalla, ya que la radiacién con ambos UV se
aplico en presencia del extracto. Diversos extractos de plantas han sido estudiados por
su potencial actividad fotoprotectora en formulaciones de protectores solares [198,
199]. Ademas, los polifenoles son capaces de absorber o bloquear la radiacion UV
debido a sus anillos aromaticos, que absorben la radiacion UVA y UVB, ya que
absorben especialmente en el rango de 200-400 nm. Dentro de los polifenoles, los
flavonoides son la clase mas conocida con propiedades fotoprotectoras, siendo la
quercetina y la rutina (ambas presentes en el extracto P85) los compuestos mas

estudiados [90].

El uso de principios activos que presenten una actividad antioxidante o de

reparacion del dafio del material genético, entre otros efectos beneficiosos, son un valor
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afiadido adicional. Tal es el caso de los polifenoles del té verde, que protegen del dafio
en el material genético y la inmunosupresion inducidos por la radiacién UV,
principalmente debido a su actividad antioxidante. También lo es el extracto de
Baccharis antioquensis, que tiene capacidad fotoprotectora y presenta, ademas,
actividad antioxidante. Estas actividades implican un efecto beneficioso afiadido al que
aporta directamente el efecto pantalla de los extractos, que también puede implicar una
reduccién del dafio oxidativo, dafio en el material genético e inmunosupresién que

provoca la radiacion UV [50, 200, 201].

El efecto protector del extracto P85, como se ha comentado anteriormente, podria
deberse a sus compuestos principales. En el caso de las catequinas, su efecto
fotoprotector se asocia a su capacidad de inhibir radicales libres, ya que no absorben
efectivamente la radiacion UVB [165, 202]. Ademas, el &cido clorogénico, que es un
isémero del segundo compuesto mayoritario del extracto P85, ha mostrado una alta
capacidad de filtrar la radiacion UVA y UVB [203]. Por lo tanto, la catequina, que es el
compuesto mayoritario del extracto P85, podria ser el principal responsable de la
posible reduccion de radicales libres que podria causar el extracto tras la radiacién
ultravioleta, ademas de otros compuestos con efecto antioxidante, mientras que el efecto
pantalla seria el mecanismo principal de fotoproteccion y se podria deber a los demas

polifenoles, principalmente el 4cido neoclorogénico.

Ademés de la fotoproteccion debida al efecto pantalla y antioxidante del extracto
P85, se debe tener en cuenta el efecto melanogénico del extracto, ya que la produccion

de melanina es el principal sistema enddgeno de defensa contra la radiacion ultravioleta.
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Por lo tanto, todas las actividades determinadas en este estudio muestran que el extracto
de piel de aguacate seleccionado por los sucesivos cribados, P85, es un potencial
candidato para ser utilizado como un principio activo en un producto de proteccion
solar. Sin embargo, serian necesarios mas ensayos para establecer, en primer lugar, el
mecanismo de accion del extracto, ademas de la actividad del ingrediente en una

formulacion para ser utilizada en nuevos ensayos tanto in vitro como in vivo.
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1. Los extractos de rabo de cereza estdn compuestos por terpenos, derivados de
acidos grasos, &cidos organicos, &cidos fenolicos, flavonoides y derivados. Esta
composicién cambia en funcion del método de extraccion utilizado. El extracto
SCSWE presenta una mayor concentracion de los acidos orgénicos, fenélicos y
derivados, el extracto scPLE de flavonoides y terpenos y el extracto sScSFE tiene
la mayor concentracion de derivados de &cidos grasos. Ademas, los flavonoides
principales en el extracto scSFE pertenecen a la familia de las crisinas,

naringeninas y catequinas.

2. Los extractos scPLE y scSFE muestran un alto contenido polifendlico y
capacidad antioxidante determinada mediante tres ensayos distintos, por lo que
fueron seleccionados en el primer cribado. Tras el segundo cribado, el extracto
ScSFE fue seleccionado como candidato por presentar una actividad
antioxidante muy similar al extracto scPLE y porque el método de extraccion
SFE estd més industrializado que la extraccién PLE. En ensayos posteriores, el
extracto scSFE ha mostrado la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica y a

los radicales hidroxilo y 6xido nitrico.

3. El extracto scSFE presenta la capacidad de inhibir algunos procesos
enzimaticos relacionados con el envejecimiento de la piel. Esta actividad de
inhibicion se relaciona con la prevencion de la degradacion de la matriz

extracelular, con el mantenimiento de la piel y el antienvejecimiento celular.

4. Ademaés, el extracto sScCSFE presenta un efecto fotoprotector frente a la radiacion

ultravioleta en un modelo celular de queratinocitos humanos. Este extracto
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inhibe la toxicidad producida por la radiacion UVB, asi como reduce la
generacién de radicales libres inducida por la radiacion UVA y UVB en un
modelo celular. Esta fotoproteccion podria deberse a la absorcion de la
radiacion UV por los compuestos presentes en el extracto, a la inhibicion de

radicales libres o a otras actividades intracelulares.

Las diferentes actividades obtenidas con el tratamiento con el extracto scSFE
muestran que es un candidato para ser utilizado como principio activo en un
producto dermocosmético, especialmente enfocado en el cuidado de la piel

frente al envejecimiento provocado por el estrés oxidativo.

Por otra parte, los extractos de piel y semilla de aguacate obtenidos por la
técnica PLE estan compuestos por flavonoides, &cidos fendlicos y derivados de
alcoholes fendlicos, acidos organicos y otros compuestos polares. Los
compuestos mayoritarios obtenidos en los extractos de piel de aguacate son los
flavonoides, mientras que los extractos de semilla de aguacate presentan una
mayor concentracion de &cidos fenolicos, derivados de alcoholes fendlicos y

otros compuestos polares.

El extracto P85 es el méas activo de los 6 extractos de aguacate estudiados, por
lo que fue seleccionado como candidato tras varios cribados. Este extracto
muestra un alto contenido fendlico y actividad antioxidante, determinado
mediante diversos ensayos. Esta actividad antioxidante incluye la inhibicion de

la peroxidacion lipidica y de diferentes radicales libres.
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10.

Conclusiones

El extracto P85 induce la melanogénesis a concentraciones muy bajas,
obteniendo una produccién de melanina superior al control positivo utilizado y
sin producir toxicidad en un modelo celular murino de melanoma. Ademas, este
extracto muestra la inhibicion del estrés oxidativo y mortalidad inducidos tras
la radiacion con UVA y UVB, debido probablemente tanto a un efecto pantalla

como a la inhibicidén directa de radicales libres.

Todas las actividades mostradas por el extracto P85 sugieren que es un buen
candidato para ser considerado como principio activo en un producto

dermocosmético, especialmente enfocado a protectores solares.

Es necesario el desarrollo de nuevos ensayos, tanto con el extracto P85 como
el extracto scSFE, para establecer el mecanismo de accion mediante el cual
ejercen su actividad, para posteriormente ser introducidos en formulaciones,
llevar a cabo ensayos in vivo y poder ser comercializados como nuevos

productos dermocosmeéticos.
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31.1 Abstract

Skin exposure to ultraviolet (UV) radiation trig-
gers a plethora of harmful effects, including skin
cancer. UV radiation is linked to DNA damage,
inflammation, oxidative stress, immunodepres-
sion, photoageing and extracellular matrix
degradation. In this context, UV protection has
emerged as a global concern not only for cos-
metic purposes but also with clinical relevance.
Industrial and scientific communities have tried
to address this problem using different mol-
ecules for sunscreens that act as physical bar-
riers. Despite these advances, major progress is
still needed to find effective photoprotective
formulations.

Natural compounds, especially plant poly-
phenols, suppose an almost limitless source of
bioactive compounds with a variety of beneficial
effects. Polyphenols have shown the capacity to
alleviate most of the harmful effects of UV radi-
ation in skin cells models. However, in vivo evi-
dence for such activity is still scarce. Further,
knowledge of the metabolites responsible for this
photoprotective activity is very limited. This
chapter reviews the most relevant results on the
use of selected polyphenols to reverse the con-
sequences of UV radiation on skin, focusing on

' E-mail address: e.barrajon@umbh.es

their main molecular targets and their putative
molecular mechanism.

31.2 Introduction

31.2.1 Skin definition, function

and structure

The skin is the largest organ in the body, with
a surface area of 2 m? and a thickness between
0.5 mm and 4 mm, and it is the organism’s first
barrier. Its primary function is to act as a perme-
ability barrier, preventing excessive loss of water
from the body. The skin also has a protective role
against external aggressions such as infections
caused by microorganisms, chemical, mechan-
ical or thermal agents and solar radiation (Shindo
et al., 1994a; Madison, 2003;Forni et al., 2012;
Pullar et al., 2017). Furthermore, the skin is a
sensitive organ, as the nerve endings and recep-
tors related to the sense of touch and tempera-
ture are located within the skin.

Three layers form the skin: (i) epidermis;
(ii) dermis; and (iii) hypodermis (Forni et al., 2012)
(Fig. 31.1a). Each of them presents different
cell populations, structures and functions as
described below.
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Fig. 31.1. (a) Human skin anatomy. There are three types of mechanoreceptors: tactile, proprioceptors
and baroreceptors. Tactile mechanoreceptors are divided into Merkel’s disks, Meissner’s corpuscles,
Ruffini’s endings and Pacinian corpuscles. Another type of mechanoreceptor, Krause’s end bulbs, is
located in specialized regions to detect cold. Free nerve endings detect hot and cold, light touch and
painful stimuli. This figure has been created and previously used by the author in Perez-Sanchez et al.
(2018) using Servier Medical Art, licensed under the Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(www.creativecommons.org/licenses/by/3.0/). (b) Main classes of polyphenols by structural classification.
This image has been created and previously used by the author in Losada-Echeberria et al. (2017) and
is under Creative Commons by Attribution (CC-BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

31.2.1.1 Epidermis

The epidermis is the layer that remains in the
external portion of the integumentary system.
It is composed mainly of keratinocytes but also
melanocytes, Langerhans cells, Merkel cells and
sensorial receptors. In addition, the epidermis
contains four different sub-layers: (i) stratum
basale; (ii) stratum spinosum; (iii) stratum granulo-
sum; and (iv) stratum corneum (Shindo et al.,
1994a; Menon, 2002; Madison, 2003; Kolarsick
etal., 2011).

Skin renovation takes place in the stratum
basale, where the adhesion of the epidermis to
the dermis is also located. This sub-layer includes
melanocytes and keratinocytes. The former cells
produce melanin, a pigment that protects the
skin from UV radiation injuries. Melanin exists
in two main chemical forms: (i) eumelanin, a
dark pigment expressed mainly in the skin of
pigmented individuals, which is much more effi-
cient at blocking UV photons than (ii) pheom-
elanin, a light-coloured sulfated form resulting
from incorporation of cysteines into melanin
precursors (Vincensi et al., 1998; Ito et al.,
2000). Besides this UV protective function, mel-
anin has other important physiological effects,
including hormonal regulation, epidermal
homeostasis, antioxidant activity and antimicro-
bial effects (Slominski et al., 1993, Kalka et al.,
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2000; Mackintosh, 2001; Meyskens et al., 2001;
Double et al., 2002; Slominski et al., 2004; Wang
et al.,, 2008). Melanosomes are membrane-
bound organelles for synthesis, storage and
transport of melanin, which is then transferred
from melanocytes to surrounding keratinocytes.
The contact between the dendritic processes of
differentiated melanocytes and keratinocytes is
necessary for the melanin transfer into keratino-
cytes, determining skin colour (Van Den Bossche
et al., 2006; Cichorek et al., 2013,). On the other
hand, keratinocytes are the most common cells
in the epidermis. They start their differentiation
in this layer, before migrating into the stratum
spinosum.

In the stratum spinosum, keratinocytes lose
their proliferative activity and begin to partici-
pate in the assembly of the cornified envelope.
Langerhans cells (antigen-presenting immune
cells) also remain in this layer, participating in
the immune response against microorganisms.

Keratinocytes form the stratum granulosum.
In this stratum, keratinocytes begin to die
through apoptosis. Cells lose their nucleus and
organelles and keratinization begins. The cells in
this layer are full of keratin, a protein synthe-
sized by them that participates in protection
against heat, chemicals and microorganisms
and prevents dehydration (Nestle et al., 2009;
McLafferty, 2012).
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Finally, the stratum corneum is the most
external layer of the skin and therefore it is ex-
posed to the external environment. This stratum
is composed of dead keratinocytes, which pro-
tect against mechanical and dehydration injur-
ies and avoid invasion by external substances
such as microbes. This layer is the place where
the desquamation and outward progression of
the cells is produced (McLafferty, 2012).

31.2.1.2 Dermis

The dermis lies between the hypodermis and the
epidermis and its primary function is to sustain
and support the epidermis. The dermis is formed
by two layers of connective tissue: the papillary
stratum and the reticular stratum. The papillary
stratum is a thin layer rich in reticulin fibres and
capillaries that provide nutrients to the outer
layers in the dermis. The reticular stratum pre-
sents numerous collagen and elastin fibres,
forming the extracellular matrix (ECM) and pro-
viding structural support and stress-resistance
to the skin. It contains cutaneous annexes (sweat
and sebaceous glands and hair follicles) and
numerous capillaries and sensory terminations.
The dermis also contains abundant immune
cells and fibroblasts (the major cell type present
in this layer) (Perez-Sanchez et al., 2018), which
are mainly responsible for ECM synthesis. This
wide diversity of structures and cells of the dermal
matrix is increased by the existence of heteroge-
neities associated with skin fibroblasts (Haydont
etal., 2018).

31.2.1.3 Hypodermis

The hypodermis or subcutaneous tissue is the
deepest layer of the skin. It mainly comprises con-
nective and adipose tissues and participates in
temperature isolation, gives protective padding
and acts as an energy storage area. Its thickness is
variable, depending on age, body part and phys-
ical condition; however, it can constitute up to
15-30% of body weight.

31.2.2 Ultraviolet radiation and the skin

The chronic exposure of the skin to UV radiation is
the essential factor that initiates several skin dis-
orders, such as inflammation, immunosuppression,

photoageing and skin cancer (Nichols and Kati-
yar, 2010; Baccarin et al., 2015). This radiation
induces DNA damage, can produce mutations of
the p53 gene, which promotes tumour growth,
causes immunosuppression and increases oxi-
dative stress. Besides its negative effects, UV radi-
ation causes other important effects such as
melanogenesis induction, and it is essential for
vitamin D synthesis.

UV radiation can be subdivided into UVC, UVB
and UVA categories based on electro-physical
properties.

e  UVC radiation (200-280 nm) presents the
highest energy and the lowest penetration
capacity of UV radiation (D’Orazio et al.,
2013). It is absorbed in the atmospheric
ozone and usually does not reach the earth’s
surface.

e  UVBradiation (280-320 nm) represents 5%
of the UV radiation that reaches the ground
and is almost entirely absorbed by the epi-
dermis. UVB is directly absorbed by DNA,
causing molecular rearrangements and
forming specific photoproducts such as cy-
clobutane dimers and 6-4 photoproducts.
UVB is responsible for damage due to sun-
burn, it induces oxidative stress and acts as
a genotoxic agent, resulting in the most
cytotoxic and mutagenic radiation (D’Orazio
etal., 2013; Hsuetal., 2015,).

e  UVA radiation (320—400 nm) compresses
the long-wave spectrum. It represents about
95% of the solar radiation that reaches the
earth’s surface. UVA penetrates deeply into
the epidermis, reaching well into the dermis
and being responsible for photoageing. UVA
can excite DNA directly, producing dimers
of pyrimidine in skin cells and generating re-
active oxygen species (ROS) (Runger, 1999;
D’Orazio et al., 2013).

31.2.3 Polyphenols

31.2.3.1 Overview

Polyphenols are secondary metabolites of plants
that are involved in the protective response of
the plant to different stress situations such as
UV radiation and aggression by pathogens (bac-
teria, virus or fungus) (Pandey and Rizvi, 2009).
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Polyphenols are natural compounds found
mainly in fruits and berries, vegetables, oilseeds,
cereals, tea and spices (Baiao et al., 2017).

31.2.3.2 Structure and classification

A polyphenol is composed of one or more aro-
matic rings with one or more hydroxyl substitu-
tions, including different functional moieties
(Hossen et al., 2017). The number and type of
substitutions generate the different classes and
subclasses of polyphenols, which leads to the
structural variability that characterizes the
group of polyphenols (Losada-Echeberria et al.,
2017). Glycosylation is also very common, in-
creasing polyphenols in number and diversity.
Polyphenols can be classified in different ways.
However, the most extended classification
divides them into (i) flavonoids; (ii) stilbenes;
(iii) phenolic acids; and (iv) lignans (Ratz-Lyko
etal., 2015) (Fig. 31.1b).

31.2.3.3 Flavonoids

Flavonoids comprise the most studied group of
polyphenols and are synthesized via the phe-
nylpropanoid metabolic pathway. They present
characteristic C6-C3-C6 structures and a six-
member oxygen heterocycle. They are divided
into six subclasses: (i) flavones; (ii) flavonols;
(iii) flavanones; (iv) flavanols; (v) isoflavones;
and (vi) anthocyanidines (Pandey and Rizvi, 2009;
Losada-Echeberria et al., 2017). Flavonoids pre-
sent potential antioxidant and anti-carcinogenic
effects, among others (Zillich et al., 2015; Cefali
etal., 2016).

31.2.3.4 Stilbenes

Stilbenes are composed of polyphenols with
two phenyl moieties connected by a two-carbon
methylene bridge. Stilbenes present different bio-
logical properties, such as antioxidant activity
and anti-ageing effects (Frombaum et al., 2012;
Chabher et al., 2014; Peng et al., 2018).

31.2.3.5 Phenolic acids

Phenolic acids have usually esterified sugars or
organic acids and are biosynthesized through
the shikimic acid pathway. They can be divided
into hydroxybenzoic acids, which have a C6-C1
structure and are derived from benzoic acid, and
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hydroxycinnamic acids, derived from a cinnamic
acid and with a C6-C3 structure (Budi¢-Leto and
Lovri¢, 2002). Phenolic acids present a potential
antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer
benefits and antiviral function (Gutierrez-Grijalva
etal., 2017; Wu et al., 2017b).

31.2.3.6 Lignans

Lignans are (C6-C3) phenylpropanoid dimers
(Umezawa, 2003). They show different bio-
logical activities. Some lignans can act as phyto-
estrogens and have reported potential anti-
tumoral activity against breast cancer (Ezzat
et al., 2018). Furthermore, different lignans
have shown action against Alzheimer’s disease
and a photoprotective effect against UV (Murata
etal.,2017).

31.3 Effects of Polyphenols
on UV-induced Skin Damage

UV radiation can cause or aggravate several
skin disorders related to DNA damage, oxida-
tive stress, immunosuppression, inflammation
and photoageing (Fig. 31.2). The organism pre-
sents different mechanisms of defence, such as
melanogenesis, the immune response, mechan-
isms for DNA repairing and the endogenous
antioxidant system. These defence mechanisms
can be improved or protected with the oral or
topical administration of natural molecules
with skin-protective properties, such as vita-
mins or polyphenols. Most of the polyphenols
are pigments that can absorb UV radiation and
act as a sunscreen (Nichols and Katiyar, 2010).
This sunscreen effect can reduce or avoid DNA
damage, oxidative stress, immunosuppression,
inflammation and photoageing effects of UV
radiation in the skin. Furthermore, polyphe-
nols present different chemical characteristics
that give them the ability to reduce UV damage
through different mechanisms of action, such
as direct interaction with receptors, modula-
tion of signal transduction and transcription
of different genes, modulation of enzymatic
activities and regulation of epigenetic gene
expression (Potapovich et al., 2011). All these
mechanisms will be further reviewed in the
following sections.
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31.3.1 Polyphenols and DNA damage

UV radiation leads to DNA damage in skin cells
through the generation of photo products such
as cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) (Fee-
han and Shantz, 2016). UV radiation can also
induce mutations of different genes, including
tumour suppressor genes such as p53 and onco-
genes (Damiani and Ullrich, 2016). Further-
more, adjacent pyrimidine bases can change
into dimeric photoproducts due to strand breaks,
nucleic acid oxidation or photoreaction (Har-
wansh et al., 2016). These alterations can initi-
ate signalling pathways that can lead to cycle
arrest and the activation of DNA repairing
mechanisms (Fig. 31.2). If these mechanisms fail,
UV radiation causes harmful effects such as the
above-mentioned oxidative stress, immunosup-
pression, inflammation and photoageing, and
may even initiate the carcinogenesis process.

UV-induced DNA damage can initiate pho-
tocarcinogenesis through induction of tumour
promoters’ induction, inhibition of tumour sup-
pressor genes or avoiding the mechanisms of
DNA repairing. One of the primary response
mechanisms is related to UVB activation of acti-
vator protein-1 (AP-1), which is a tumour pro-
moter (Barthelman et al., 1998) (Fig. 31.2). The
UVB induction of AP-1 and DNA damage are
related to carcinogenesis, through the activation
of extracellular signal-regulated kinase (ERK),
c-Jun N-terminal kinase (JNK) and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathways (Lu
et al., 2016; Montes de Oca et al., 2017).

Some polyphenols present different activ-
ities that protect from UV-induced DNA damage.
A lemon balm extract (LbE) decreases the
UVB-induced DNA damage and histone H2A
(H2AX) activation. Pérez-Sanchez et al. (2016)
studied the protective effect of LbE against UVB-
induced DNA damage. The extract was mainly
composed of rosmarinic acid and derivatives.
They studied the presence of nuclear DNA dam-
age through comet assay, which detects single-
strand DNA breaks, alkali-labile sites and incom-
plete excision repair sites and DNA:DNA
cross-linking. Also, they studied the effect of LbE
in H2AX activation, observing that LbE de-
creased both the UVB-induced DNA damage and
H2AX activation.

Other polyphenols, such as green tea poly-
phenols (GTP) and luteolin, protect from UV-
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induced damage through the inhibition of CPD
formation (Katiyar et al., 2000; Meeran et al.,
2009; Wolfle et al., 2011). Green tea is a trad-
itional source of polyphenols, with numerous
studies supporting its protective effects against
cancer (Wang et al., 1991; Fu et al., 2000;).
Katiyar et al. (2000) studied the protection of
GTP against UVB-induced DNA damage in six
Caucasian people. This GTP formulation con-
tained epicatechin (6%), epigallocatechin (5%),
(-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (65%) and
epicatechin-3-gallate (24%). They observed that
topical pretreatment with GTP (1 mg cm™ of
skin area) inhibited UVB-induced CPD forma-
tion in epidermis and dermis. In addition, Meer-
an et al. (2009) studied the protective effect of
the administration of GTP in drinking-water
(0.2% w/v) against UVB damage using interleu-
kin (IL)-12p40 knockout (IL-12-KO) mice. They
showed that GTP-reduced levels of CPDs after
UVB exposure in wild-type mice was more pro-
nounced than in IL-12-KO mice, concluding that
prevention of carcinogenesis by GTP is mediated
through IL-12-dependent DNA repair. Finally,
Wolfle et al. (2011) demonstrated that luteolin
prevented CDP formation after UVB irradiation
by absorbing UV radiation, as the reduction of
CPD formation was apparent 1 h after irradiation,
and before DNA repair mechanisms could occur.

Furthermore, it has been shown that poly-
phenols protect against photocarcinogenesis
through their activity against DNA damage or
through the inhibition of UV-induced tumour
promoters. EGCG and theaflavins inhibit UVB-
induced AP-1 activity (Barthelman et al., 1998;
Nomura et al., 2000). Barthelman et al. (1998)
observed that EGCG inhibited UVB-induced
AP-1 activity in a dose ranging from 5.45 nM to
54.5 uM in HCL14 human keratinocytes. Also,
60% inhibition of UVB-induced AP-1 by topical
administration of 5 mg EGCG before and after ir-
radiation was observed in B6D2 transgenic mice.
Theaflavins are flavanol-derived polyphenols
present in black tea. The major theaflavins in
black tea are theaflavin, theaflavin-3-0-gallate, and
theaflavin-3,3-0-digallate. Nomura et al. (2000)
observed that treatment with theaflavins and
EGCG before UVB radiation blocked UVB-induced
AP-1 activity, and the theaflavin-3,3-0-digallate
showed the strongest effect in a mouse epider-
mal cell line, JB6. Moreover, theaflavins inhibited
UVB-induced phosphorylation of ERKs and
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JNKs; meanwhile, EGCG inhibited only the ERK-
dependent pathway.

31.3.2 Anti-inflammatory effects

Skin exposition to UV radiation causes an inflam-
matory process (Fig. 31.2), which is externally
characterized by erythema or sunburn (Guan
et al., 2017). The erythema, which is mainly in-
duced by UVB, is an acute inflammatory reac-
tion of the skin that is identified by skin redness,
pruritus and pain. It is characterized by an in-
crease of blood flow that causes a dilation of the
blood vessels in the dermis. This dilation is pro-
duced to increase blood supply to the damage
site. In addition, the UV radiation induces changes
in the microvascular skin structure to help the
entrance of the plasma proteins and increases
the migration of immune system cells through
the endothelium (Feehan and Shantz, 2016).

On the one hand, UVB increases the
cyclooxygenase-2 (COX-2) expression and indu-
cible nitric oxide synthase (iNOS) in skin kera-
tinocytes. The over-expression of both proteins
is a marker of inflammation in the skin (Nichols
and Katiyar, 2010). COX-2 catalyses the produc-
tion of pro-inflammatory prostaglandin (PG)
metabolites in the skin, which are produced from
arachidonic acid. The expression of COX-2 and
iNOS is regulated by several transcription factors
such as AP-1 (which is also activated by UV radi-
ation, as explained above) and signal transducer
and activator of transcription-3 (STAT3) (Choi
et al., 2014). In addition, UVB induces the acti-
vation of MAPKSs and causes the phosphorylation
of ERK and p38 MAPK (Wolfle et al., 2011).

On the other hand, UV radiation causes the
translocation of the nuclear factor kappa B (NF-
kB) into the nucleus. NF-xB is a transcription
factor that is modulated by cytokines that in-
duce the inflammatory process, such as IL-1 and
tumour necrosis factor alpha (TNF-a). NF-xB
modulates IL-6 and IL-8, TNF-q, interferon gamma
(IFNy) and transforming growth factor alpha
(TGF-a) expression (Renard et al., 1997; Wu
et al., 2017a). In addition, TGF-a induces the
phosphorylation of the epidermal growth factor
receptor (EGFR), which is also activated by UV
radiation leading to inflammatory responses
(Potapovich et al., 2011). Also, NF-kB activates

an immunosuppressive response and promotes
ECM degradation through the activation of
genes responsible for the production of matrix
metalloproteinases (MMPs), especially involved
in collagen degradation (Pacheco-Palencia et al.,
2008).

Furthermore, polyphenols can reduce
UVB-induced inflammation through different
pathways, such as avoiding over-expression or
activation of MAPK and COX-2. Luteolin, chry-
sin, fisetin, rutin, quercetin, resveratrol and GTP
reduce UVB-induced COX-2 induction (Agarwal
et al., 1993; Meeran et al., 2009; Wolfle et al.,
2011; Wueetal., 2011, 201 7a; Potapovich et al.,
2013; Choi et al., 2014). More details about
these studies are given below.

The anti-inflammatory activity is the most
visible effect of some polyphenols, since they can
improve inflammatory markers such as oedema
or erythema. GTP, luteolin, chlorogenic acid and
an Epilobium angustifolium extract (EaE) in-
hibited UVB-induced erythema response (Kati-
yar et al., 2000; Afaq et al., 2003; Wolfle et al.,
2011, Kitagawa et al., 2011; Ruszova et al.,
2013). Katiyar et al. (2000) also observed that
topical pretreatment with GTP (1 mg cm™ of
skin area) inhibited UVB-induced erythema re-
sponse in epidermis and dermis. In addition,
Afaq et al. (2003) observed that topical applica-
tion of GTP to SKH-1 hairless mice before UVB
radiation inhibited UVB-induced skin oedema,
hyperplasia and infiltration of leucocytes. Wolfle
etal. (2011) observed the effect of luteolin in vivo
using the UVB erythema test. Kitagawa et al.
(2011) found that chlorogenic acid prevented
UVB-induced erythema formation in guinea
pigs. Finally, Ruszova et al. (201 3) observed that
the EaE extract prevented UV-induced erythema
formation in vivo on the skin of healthy human
volunteers.

Wolfle etal. (2011) observed that luteolin at
16 pg ml™ before irradiation of 90 mJ cm= UVB
reduced the UVB-induced COX-2 expression
through the attenuation of p38 MAPK and ERK
activation in a human keratinocytes cell line,
HaCaT. Wu et al. (2011) observed in HaCaT cell
line that treatment with chrysin before UVA and
UVB radiation inhibited the induction of COX-2.
Chrysin also regulated the signalling of MAPK,
inhibited JNK phosphorylation and attenuated
p38 and ERK phosphorylation. Wu et al. (2017a)
observed that fisetin reduced UVB-induced skin
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inflammation through the inhibition of COX-2
expression in human keratinocytes. Choi et al.
(2014) observed that the topical application of
rutin, a glycone quercetin, before UVB radiation
inhibited UVB-induced COX-2 expression in
HR-1 mouse skin through inhibition of p38
MAPK and JNK phosphorylation. In addition,
they observed that rutin inhibited UVB-induced
iNOS expression, AP-1 DNA binding and the
phosphorylation of STAT3. Potapovich et al.
(2013) observed that quercetin and resveratrol
reduced COX-2 expression. Finally, Agarwal et al.
(1993) and Meeran et al. (2009) observed that GTP
(0.2% w/v) in drinking-water reduced the levels
of UVB-induced cyclooxygenase activities in mice.
In addition, polyphenols can reduce
UVB-induced NF-kB activity or pro-inflammato-
ry cytokines levels, such as TNF-« or IL-6. On the
one hand, GTP, fisetin, quercetin, resveratrol,
verbascoside and a Calluna vulgaris extract (CvE)
reduced IL-6 (Afaq et al., 2003; Meeran et al.,
2009; Olteanu et al., 2012; Potapovich et al.,
2013; Wu et al., 2017a). On the other hand,
GTP, fisetin, a pomegranate polyphenolic extract
(PpE), EGCG and resveratrol reduced NF-«kB ac-
tivity (Wu et al., 2017a; Pacheco-Palencia et al.,
2008; Adhami et al., 2003; Kim et al., 2001).
Meeran et al. (2009) observed that GTP
(0.2% w/v) in drinking-water reduced TNF-a,
IL-6 and IL-1f in UVB-exposed mice skin. In add-
ition, GTP reduced PGE2 levels, a marker of in-
flammation. Furthermore, Afaq et al. (2003)
observed that GTP inhibited the activation of
NF-«B through inhibition of kB kinase o (IKKa)
and the subsequent reduced degradation of IxB,
leading to NF-kB retention in its inactive form in
the cytoplasm. Wu et al. (2017a) observed that
fisetin reduced UVB-induced skin inflammation
through the inhibition of IL-6 and NF-«kB in
human keratinocytes. Potapovich et al. (2013)
studied the anti-inflammatory effect of quer-
cetin, resveratrol and verbascoside in normal
human epidermal keratinocytes (NHEK) cell line.
Pretreatment with quercetin and resveratrol and
treatment after the UV radiation with quercetine
and verbascoside reduced IL-6 expression. Ver-
bascoside inhibited UV-induced IL-8 and TNF-«
expression. In addition, quercetin, resveratrol
and verbascoside inhibited the UV-induced pro-
duction of IL-1. Olteanu et al. (2012) observed
that CvE, which is enriched in quercetin and
kaempferol, reduced IL-6 and TNF-« in SKH-1
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hairless mice. Pacheco-Palencia et al. (2008) ob-
served that PpE extract, composed of 37.5% of
ellagitannins and approximately 2.7% of ellagic
acid, inhibited UVA and UVB-induced activation
of NF-kB. Adhami et al. (2003) and Kim et al.
(2001) observed that EGCG and resveratrol in-
hibited UV-induced NF-kB gene expression.
Finally, polyphenols can reduce UVB-induced
inflammation through another pathway. Afaq
et al. (2003) observed that GTP inhibited inflam-
mation through the reduction of ERK1/2 and
JNK1/2 and p38 phosphorylation and JNK1/2
and p38 protein expressions. Potapovich et al.
(2011) observed that verbascoside and quercetin
inhibited EGFR phosphorylation in normal
NHEK. In addition, they observed that quercetin,
rutin, resveratrol, polydatin and verbascoside re-
pressed UV-induced protein kinase B (Akt) phos-
phorylation, which is associated with EGFR acti-
vation, and inhibited ERK phosphorylation.

31.3.3 Oxidative stress and polyphenols

The exposition of the skin to UV radiation gener-
ates ROS. UV radiation produces superoxide,
which results in hydrogen peroxide. Hydrogen
peroxide forms hydroxyl radicals through the
Fenton reaction (Perez-Sanchez et al., 2016).
This increase in ROS can cause structural dam-
ages to lipids and proteins through peroxidation
and oxidation, respectively. Furthermore, exces-
sive oxidative stress leads to inflammation, DNA
damage, mitochondrial dysfunction, ageing and
immunosuppression (Feichtinger et al., 2014;
Harwansh et al., 2016).

However, ROS are necessary for the organ-
ism and are naturally produced during meta-
bolic processes as the result of aerobic cellular
metabolism. Intracellular ROS concentration is
controlled by the antioxidant system, composed
of enzymes and others antioxidant substances
(Silva et al., 2017). In this sense, the production
and elimination of ROS present an equilibrium.
If this equilibrium is broken, ROS excess leads to
an oxidative stress condition, as happens in ex-
cessive UV radiation exposure, or it is not coun-
terbalanced by intracellular antioxidant systems
(Nicco and Batteux, 2017).

The antioxidant-response element (ARE)
pathway is controlled by DNA sequences or
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elements that regulate genes encoding for anti-
oxidant proteins, such as haem oxygenase-1 (HO-1),
quinone oxidoreductase 1 (NQO1) and glutathi-
one S-transferase (GST) (Jaiswal, 2004). Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) binds
to ARE to regulate the transcriptional activation
of these antioxidant genes, and its inhibition by
UV radiation causes oxidative stress damage
(Wu et al., 2017a). This regulation neutralizes
oxidative stress and is a part of the intracellular
antioxidant system. UV radiation also modifies
the cellular antioxidant system, reducing cata-
lase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathi-
one reductase and glutathione peroxidase (GPx)
levels and activity (Shindo et al., 1994b; Har-
wansh et al., 2016).

The antioxidant activity of polyphenols
becomes very important as most of the UV radi-
ation injuries, such as DNA damage, immuno-
suppression, inflammation and photoageing,
are mediated/produced by oxidative stress. As a
consequence of inhibition of oxidative stress by
some polyphenols, protection against other UV
radiation injuries takes place.

Polyphenols reduce antioxidant stress
through different mechanisms, such as reducing
the formation of oxidative molecules or increas-
ing their elimination. EGCG reduces hydrogen
peroxide and nitric oxide (NO) production (Kati-
yar et al., 2001). In addition, luteolin and LbE
reduced UVB-induced ROS formation, a Vaccinium
myrtillus fruit extract (VmE) reduced UVA-induced
ROS production and PpE reduced UVA and UVB-
induced ROS formation (Pacheco-Palencia et al.,
2008; Svobodova et al., 2008; Wolfle et al.,
2011; Perez-Sanchez et al., 2016). More details
about these studies are given below.

Katiyar et al. (2001) observed that pretreat-
ment with 1 mg cm™ of EGCG in the skin decreased
UV-induced hydrogen peroxide production by 68—
90% and NO production by 30-100% in dermis
and epidermis in six people. In addition, EGCG
inhibited the infiltration of inflammatory leuco-
cytes into the skin, which is related to the pro-
duction of ROS, and inhibited epidermal lipid
peroxidation. Wolfle et al. (2011) observed
that luteolin showed antioxidant activity in
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical assay
and decreased UVB-induced intracellular gener-
ation of ROS in HaCaT cells through 2'7'-di-
chlorofluorescein (DCF) assay. In addition, they
observed that luteolin reduces UVB-induced

oxidative stress and nitrative stress. Pérez-Sanchez
et al. (2016) observed that LbE significantly
decreased UVB-induced intracellular ROS pro-
duction through DCF assay in HaCaT cells. Svo-
bodova et al. (2008) observed that VmE reduced
UVA-induced ROS formation in HaCaT keratino-
cytes. This antioxidant effect may be attributed
to anthocyanins which account for 25% w/v,
mainly cyanidin, delphinidin and their derivatives.
Finally, Pacheco-Palencia et al. (2008) observed
that treatment with PpE significantly reduced
UVA- and UVB-induced ROS generation in SKU-
1064 human skin fibroblasts through DCF assay.
This extract contains 37.5% ellagitannins and
2.7% ellagic acid.

The antioxidant-mediated photoprotective
activity of the main polyphenols in olive oil has
also been studied (Salucci et al., 2017). In this
sense, hydroxytyrosol (HyT) is the main polyphe-
nol in olive oil and presents a well characterized
antioxidant activity (Hu et al., 2014). Salucci
et al. (2017) studied whether the different num-
ber and position of the phenolic hydroxyl groups
altered the antioxidant effect of HyT and their
influence on photoprotective activity. They com-
pared the antioxidant effect of HyT, hydroxyty-
rosyl laurate (Laur-HyT) and hydroxytyrosyl
myristate (Myr-HyT). Laur-HyT and Myr-HyT
showed less photoprotective activity than HyT.
However, they penetrated better than Hy'T through
the human corneum stratum and viable epider-
mis membranes (Salucci et al., 2017).

Furthermore, some polyphenols can improve
the cellular antioxidant system. Katiyar et al.
(2001) observed that EGCG restored glutathione
(GSH) level and GPx activity and Svobodova
et al. (2008) observed that VmE reduced the
depletion of intracellular GSH.

Finally, polyphenols can reduce oxidative
stress through pathways involved in the redox
balance such as the Nrf2 gene. Wu et al. (2017a)
observed that the topical application of fisetin re-
duced UVB-induced oxidative stress by increasing
Nrf2 expression in BALB/c hairless mice.

31.3.4 Polyphenols
and immunosupression

The immune system (IS) and immune response are
influenced by UV radiation. The main consequence
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is a radiation-related immunosuppression, which
is mediated by different mechanisms (Noonan
and De Fabo, 1992; Streilein et al., 1994). Lang-
erhans cells are dendritic cells critical for the
presentation of antigens to the immune system
on the skin. These cells are mainly located in the
epidermis and are responsible for T-lymphocyte
activation through antigen presentation (Dami-
ani and Ullrich, 2016). The alteration of Langer-
hans cells by UV leads to immunosuppression by
the reduction of antigen presentation, and sub-
sequent IS activation.

UV-induced immunosuppression is also
modulated by various cytokines, such as TNF-«,
IL-10 and IL-12 (Fig. 31.2). UV radiation induces
TNF-¢ and IL-10 expression, which are medi-
ators of UVB-induced immunosuppression, and
reduces IL-12 (Norval, 2006). TNF-a induces
the migration of Langerhans cells to draining
lymph nodes, where they lose their role in skin
immunity. IL-10 is related to CPD formation
(Moodycliffe et al., 1994) and modulates the pro-
duction of PGE2, which is an important medi-
ator of UV-induced immunosuppression and
sunburn response. IL-12 participates in the de-
velopment of T helper 1 responses, inducing the
production of interferon (IFN) from natural
killer (NK) cells. Furthermore, IL-12 suppresses
UV-induced TNF-« and IL-10 production and in-
duces DNA repair through nucleotide excision
repair (NER) mechanism (Hasegawa et al., 2013).

UVB radiation directly affects DNA, causing
DNA damage and inducing urocanic acid (UCA)
isomerization from trans to cis form. This isomer-
ization is related to the stimulation of mast cell
degranulation. The UVB induction of TNF-a and
IL-10, the level of cis-UCA and the prevalence of
dermal mast cells are the potential susceptibility
factors for UVB-induced immunosuppression
(Hart et al., 2001).

Polyphenols have demonstrated different
effects that could be related to UV-induced im-
munosuppression (Fig. 31.2). The flavone chafuro-
side B (ChB), isolated from oolong tea leaves, in-
hibits IL-10, TNF-a and PGE2 production and
receptor activator of nuclear factor kB ligand
(RANKL) expression. They studied the effect of
ChB against UVB-induced immunosuppression
in NHEK cells and observed that ChB inhibited
the production of immunosuppressive medi-
ators as IL-10, TNF-a, PGE2 and reduced the
expression of RANKL, which is a member of the
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TNF family that induces Langerhans cells to pro-
duce IL-10. Finally, they suggested that these
effects of ChB could be mediated through the
induction of IL-12 synthesis (Hasegawa et al.,
2013).

Other polyphenols have shown activity against
UV-mediated immunosuppression. EGCG de-
creased IL-10 and increased IL.-12 and GTP pre-
vented suppression of local and systemic contact
hypersensitivity (Katiyar et al., 1999). Katiyar
etal. (1999) observed that topical application of
EGCG before UVB radiation prevented UVB-
induced immunosuppression by decreasing IL-
10 in the skin and in draining lymph nodes (DLN)
and inducing IL-12 in DLN in C3H/HeN mice. In
addition, EGCG reduced the infiltration of mono-
cytes/macrophages and neutrophils into inflam-
matory skin lesions. Furthermore, Katiyar et al.
(2010) observed that GTP, administrated in
drinking-water (0.2 and 0.5% w/v) to C3H/HeN
mice, prevented UV-induced suppression of local
and systemic contact hypersensitivity by 58—62%
and 51-55%, respectively.

31.3.5 Photoageing

Photoageing is defined as the extrinsic aging
caused by solar exposition. This is mainly due to
UV radiation and it is characterized by wrinkles,
dryness, loss of elasticity, mottled pigmentation
and hyperkeratosis (Damiani and Ullrich, 2016).
Extrinsic photoageing is mainly caused by UV
radiation but can be synergically increased by
pollution, chemicals and toxins. From a molecu-
lar point of view, photoageing is primarily re-
lated to the degradation of ECM proteins, such
as collagen and elastic fibres, and a decreased
rate of their renewal/synthesis as a consequence
of exposure to UV radiation. These ECM compo-
nents provide structural and functional support
to the skin tissue. Collagen is the primary insol-
uble fibrous protein in ECM. It gives strength and
elasticity to the skin. Collagen is synthesized by
fibroblasts and degraded by MMPs, which are re-
sponsible for degrading the extracellular matrix
proteins, not only collagen but also elastin,
fibronectin and proteoglycans. UV radiation in-
creases MMP expression, leading to ECM degrad-
ation and photoageing (Pittayapruek et al.,
2016; Kong et al., 2017). NF-kB and AP-1 are
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factors involved in this UV-mediated MMP acti-
vation. Upon UV radiation, NF-kB up-regulates
MMPs such as MMP-1 and MMP-3 in dermal
fibroblasts and AP-1 increases the expression of
MMP-1, MMP-3 and MMP-9 (Pittayapruek et al.,
2016) (Fig. 31.2).

Polyphenols are potential active ingredients
against photoageing through pleiotropic mech-
anisms, including direct UV absorption, their
antioxidant activity and interaction with differ-
ent factors involved in photoageing such as NF-
kB and AP-1 (Fig. 31.2). Also, polyphenols can
improve the properties of the skin cells that are
involved in photoageing, related to external
changes. Fisetin improves epidermal thickness,
wrinkles and skin hyperplasia (Wu et al., 2017a);
PpE decreases UVB-induced cell death (Pache-
co-Palencia et al., 2008); GTPs decrease protein
oxidation (Vayalil et al., 2004); a grape and pom-
egranate dietary supplement improves skin elas-
ticity, skin roughness, wrinkle depth and age
spots (Buonocore et al., 2012); and the nutra-
ceutical Nutroxsun™, improves wrinkle depth,
skin elasticity, skin redness and lipoperoxides
(Nobile et al., 2016). More details about these
studies are given below.

Wau et al. (2017a) reported that topical ap-
plication of fisetin reduced UVB-induced epider-
mal thickness in female BALB/c hairless mice by
62%. In addition, fisetin reduced wrinkles and
ameliorated skin hyperplasia. Pacheco-Palencia
et al. (2008) study showed that the pomegranate
extract (PpE) showed a protective activity against
UV-induced cell death in SKU-1064 human skin
fibroblasts. This inhibition was observed at con-
centrations as low as 20 mg 1! against UVB and
60 mg I' against UVA. Vayalil et al. (2004)
observed that 0.2% of GTP in water (w/v) de-
creased UVB-induced protein oxidation, a hall-
mark of photoageing, in female SKH-1 hairless
mice and in human skin fibroblasts HS68 cells.
Buonocore etal. (2012) observed that Revidox®,
a dietary supplement that combines grape (Vitis
vinifera) and pomegranate polyphenols, improved
skin elasticity and diminished skin roughness,
wrinkle depth and the intensity of age spots after
60 days of treatment in 50 healthy females and
males. Nobile et al. (2016) observed that Nutrox-
sun™, a nutraceutical product that contains
citrus and rosemary extracts, improved UVB-
induced skin redness, UVA-induced lipoperoxides,
wrinkle depth and skin elasticity after 2 weeks of

treatment in 90 Caucasian women, using two
different dose regimens (100 and 250 mg per day).

As mentioned above, photoageing is mainly
related to the degradation of ECM proteins, and
collagen is the primary insoluble fibrous protein
in ECM, which is degraded by MMPs. Some poly-
phenols protect against photoageing through
the inhibition of the degradation of ECM compo-
nents, such as reducing the UV-induced MMP
expression. Fisetin reduces MMP-1 and MMP-2
expression (Wu et al., 2017a); EaE inhibits MMP-
1 and MMP-3 expression and oenothein B, a
polyphenol isolated from EaE, inhibits MMPs
(Ruszova et al., 2013); PpE reduces MMP-1 and
MMP-13 expression (Pacheco-Palencia et al.,
2008); another Punica granatum extract (PgE)
reduces MMP-1 expression (Park et al., 2010);
GTP inhibits MMP-2, MMP-3, MMP-7 and
MMP-9 expression (Vayali et al., 2004); and a
Passiflora tarminiana extract (PtE) reduces
MMP-1 production (Bravo et al., 2017). In add-
ition, EaE decreases Hyal-2 hyaluronidase
expression (Ruszova et al., 2013), quercetin-3-
O-glucuronide and PpE inhibit the activation of
NF-xB (Pacheco-Palencia et al., 2008), and PgE
and PtE increase procollagen, by inhibiting col-
lagenase (Bravo et al., 2017) as observed in
in vitro experiments. Further details are given
below.

Wu et al. (2017a) observed that topical ap-
plication of fisetin reduced UVB-induced MMP-1
and MMP-2 expression in female BALB/c hair-
less mice. Ruszova et al. (2013) observed that
EaE suppressed UV-induced MMP-1 and MMP-3
expression. Furthermore, EaE decreased UV-
induced Hyal-2 expression, a weak acid-active
hyaluronidase partly responsible for the degrad-
ation of hyaluronan, one of the major ECM
components in the skin. In addition, oenothein
B, a polyphenol isolated from EaFE, inhibited
MMPs and quercetin-3-O-glucuronide inhibited
RANKL. Pacheco-Palencia et al. (2008) reported
that the treatment with concentrations of
PpE higher than 10 mg I"! decreased the UVB-
induced MMP-1 and MMP-13 expression and
inhibited UV-induced activation of NF-«kB in
SKU-1064 human skin fibroblasts. Park et al.
(2010) studied the protective effect of PgE
against UVB radiation in normal human dermal
fibroblasts obtained from a skin biopsy. They
compared the effect of PgE with the effect of cat-
echin, which was the main polyphenol present
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in that PgE. Cells treated with PgE following UVB
radiation showed more concentration of procol-
lagen type I. In addition, post-treatment with
PgE inhibited UVB-induced MMP-1 expression.
Although these effects may be related to cat-
echin, its effect was lower than the effect of the
whole extract. Vayalil et al. (2004) observed that
0.2% of GTP in water (w/v) inhibited UVB-
induced expression of MMP-2 (67%), MMP-3
(63%), MMP-7 (62%) and MMP-9 (60%) in fe-
male SKH-1 hairless mice skin. Finally, Bravo
et al. (2017) studied the anti-photoageing effect
of PtE extract containing procyanidins and gly-
cosylated flavonoids. Both whole PtE and its frac-
tions reduced photoageing hallmarks in human
dermal fibroblasts from adult skin (HDFa). They
reported that the entire extract and its fractions
decreased UVB-induced MMP-1 production and
increased UVB-inhibited procollagen production.

31.3.6 Melanin induction by polyphenols

Melanin production is probably the main en-
dogenous defence against UV radiation. Melanin
absorbs UV radiation and reduces the formation
of photoproducts that could be harmful to the
skin (Sample and He, 2018). As explained in
previous sections, melanin is produced by mel-
anocytes, present in the epidermis. They pro-
duce melanin and transfer it to keratinocytes
that migrate to external layers of the skin. UV
radiation increases melanin production in differ-
ent ways. The former is through a-melanocyte
stimulating hormone (a-MSH), which is induced
upon UV radiation (Masaki, 2010). The second
is the oxidative stress mediated by UV exposition,
which is characterized by a ROS excess that leads
to an increase of tyrosinase and tyrosinase-related
protein 1 activities, which are melanogenic fac-
tors. In this regard, hydrogen peroxide (H,0,)
generated by UV radiation activates epidermal
phenylalanine hydroxylase (PH), an enzyme
that produces 1-tyrosine, the main substrate of
tyrosinase, from r-phenylalanine. However, a
huge ROS excess can also present the contrary
effect, enhancing depigmentation and causing
depigmented macules in the skin as occurs in
vitiligo.

Polyphenols have been reported as enhancing
and reducing melanin production activities,
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depending on the study and individual polyphe-
nol. The former activity increases UV protection
and can be useful to avoid depigmentation, but
the second also has interesting implications, es-
pecially cosmetic as whitening agents for the
skin. Kojic acid, aloesin, arbutin and resveratrol
inhibit tyrosinase activity (Mishima et al., 1988;
Garcia and Fulton, 1996; Maeda and Fukuda,
1996; Jones et al., 2002); ellagic acid (EA) in-
hibits tyrosinase activity and melanin content
(Shimogaki et al., 2000; Kim et al., 2004); ephe-
drannin A and B decrease tyrosinase transcrip-
tion (Kim et al., 2015); a GTP extract inhibits
tyrosinase (Wei et al., 2009); and LbE increases
melanogenesis (Perez-Sanchez et al., 2016).
Additional details on each study are provided
below.

Mishima et al. (1988) examined the effect
of 1-3 mM kojic acid in B16 cells. They observed
that kojic acid reduced the pigmentation and
tyrosinase activity ). In addition, Garcia and Ful-
ton (1996) studied the effect of different formu-
lations containing hydroquinone, kojic acid and
glycolic acid in 39 subjects with melasma, find-
ing a pigmentation reduction in the subjects.
Similar results in tyrosinase activity and mel-
anin production were obtained by Maeda and
Fukuda (1996) with arbutin, a 3-p-glucopyra-
noside of hydroquinone, when using human
melanocytes obtained from Asian neonatal fore-
skins. They observed that arbutin inhibited mel-
anin production and tyrosinase activity acting
as a competitive inhibitor of tyrosinase.

Jones et al. (2002) studied the effect of al-
oesin in comparison with arbutin and kojic acid.
Using in vitro experiments, they observed that
kojic acid presented the highest inhibition of
fungal, human and murine tyrosinase, followed
by aloesin and arbutin. Kim et al. (2004) also
performed in vitro experiments, observing that
resveratrol presented an inhibitory effect of tyro-
sine oxidase of mushroom tyrosinase. Resveratrol
inhibited 67 % of tyrosinase, showing an inhibi-
tory concentration of 50% of the enzyme activity
(IC50) of 43.5 uM. Among other authors, Wei
et al. (2009) have studied in vitro tyrosinase ac-
tivity too. They evaluated this activity using a
GTP extract containing 98.25% polyphenols,
and the main group was catechins (81.83% of
the total content). They observed that, within
the range of 1-100 mg I"! of extract, the extract
showed a tyrosinase inhibitory rate between
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75.37% and 57.14%. These results suggest that
this extract could be another candidate for
whitening.

Shimogaki et al. (2000) reported that 4 uM
of EA inhibited tyrosinase activity and melanin
content was inhibited by 38.3% and 54.4%, re-
spectively, in B16 cells. In addition, they ob-
served that treatment with 1% of EA inhibited
UV-induced melanogenesis in brownish guinea
pigs. Kim et al. (2015) observed that ephedran-
nin A and B inhibited melanin production by de-
creasing tyrosinase transcription, using the
same cellular model. In this case, ephedrannin B
showed a higher activity than A, but both could
be candidates as whitening agents for skin.

On the contrary, Pérez-Sanchezetal. (2016)
studied the melanogenic effect of LbE in B16
mouse melanoma cells. They observed that LbE
increased melanogenesis by 40% at 100 mg ml™
compared with control, showing a protective ef-
fect against UV radiation.

31.4 Conclusions

Skin is a unique system of defence against the
harmful effects of UV radiation. It is a very com-
plex tissue with different layers and cell types
from epithelial to immune origin. There is plenty
of scientific evidence indicating the protective
effects of plant polyphenols agains UV damaging
effects. Polyphenols are capable of inhibiting DNA
damage (CPDs, oxidation or photoreaction), oxida-
tive stress, inflammation, immunosuppression, ECM
degradation and the activation of transcription
factors involved in differentiation, proliferation
and apoptosis. Among them, flavonols, catechins,
theaflavins, phenylpropanoids and stilbenes have
been shown to be the most promising candidate
molecules. Although much information is available

on the topical use of these compounds, data on
the efficacy of oral administration is scarce.
Therefore, further studies are required to prove
the efficacy of plant polyphenols properly.

Identification of the major metabolites re-
sponsible for skin protective effects against UV is
still one of the major issues to be addressed.
Plant polyphenols suffer important transform-
ations both by microbiota in the large intestine
and when absorbed by liver conjugation. Fur-
ther, other transformations can take place when
absorbed in target tissues such as the skin.
Therefore, in vivo studies that correlate the pres-
ence of certain polyphenols in the skin cells and
their UV-protective effects are needed to establish
a mechanistic approach to their action. In add-
ition to performing efficacy studies in skin cell
models, well designed human trials with strong
statistical power are needed to prove the efficacy
of plant polyphenols. Therefore, although the
existing evidence on the beneficial effects of plant
polyphenols against UV damage is promising,
much work is still required to promote these com-
pounds as reliable active ingredients in topical or
oral formulations for sun protection.
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Abstract: In the cosmetic industry, there is a continuous demand for new and innovative ingredients
for product development. In the context of continual renovation, both cosmetic companies and
customers are particularly interested in compounds derived from natural sources due to their multiple
benefits. In this study, novel and green-extractive techniques (pressurized solvent, supercritical
CO,, and subcritical water extractions) were used to obtain three new extracts from sweet
cherry stems, a byproduct generated by the food industry. The extracts were characterized by
high-performance liquid chromatography coupled to quadrupole-time-of-flight mass spectrometry
(HPLC-ESI-QTOEF-MS), and 57 compounds, mainly flavonoids but also organic and phenolic acids,
fatty acids, and terpenes, were identified. After analytical characterization, a multistep screening
approach, including antioxidant, enzymatic, and photoprotective cellular studies, was used to select
the best extract according to its benefits of interest to the cosmetics industry. The extract obtained
with supercritical CO, presented the best characteristics, including a wide antioxidant capacity,
especially against lipid peroxyl and *OH free radicals, as well as relevant photoprotective action and
antiaging properties, making it a potential new ingredient for consideration in the development of
new cosmetics.

Keywords: sweet cherry; byproduct; natural extract; antioxidant; cosmetic; HPLC-ESI-QTOEF-MS

1. Introduction

Currently, society has a higher interest in skin care products obtained from natural sources
compared to pharmaceutical compounds obtained by chemical synthesis [1]. Natural extracts have
several advantages over synthetic compounds that make them desirable to the cosmetics industry,
as society assumes that synthetic compounds can have harmful effects [2]. In addition, the food

Antioxidants 2020, 9, 418; doi:10.3390/antiox9050418 www.mdpi.com/journal/antioxidants



Antioxidants 2020, 9, 418 20f21

industry, including the sweet cherry (SC) industry, is characterized by the generation of a large
amount of waste and byproducts that deserve better utilization for economic and environmental
reasons. On the one hand, fruit wastes represent large economic losses and may present risks, such as
greenhouse gas emissions in landfilling [3]; on the other hand, fruit byproducts are a valuable source
of new ingredients for the food [4] and cosmetics [2] industries. The reduction of these food industry
residues and byproducts and their revalorization as bioactive cosmetic ingredients contribute to reduce
the ecological impact of these companies and is related to “UN 2030 Sustainable Development Goals”
numbers 9 (industry, innovation, and infrastructures) and 12 (responsible consumption and production).

Natural extracts have been used traditionally in herbal medicines. The nutritional,
chemopreventive, and pharmacological properties of natural extracts highlight the beneficial health
effects of plant-derived compounds. In fact, extracts of many plant species have demonstrated
antioxidant and anti-inflammatory capacities, and they can also present antitumoral, antimicrobial,
or antiaging actions [5-8].

The biological activities of plant extracts are due to their high contents of potential bioactive
compounds that can interact with different targets involved in molecular mechanisms related to
alterations or diseases. These biological activities are mainly due to the secondary metabolites of
plants, which can be classified mainly into polyphenols, terpenoids, alkaloids and sulfur-containing
phytochemicals [9]. Secondary metabolites confer color, aroma, and texture and can protect plants
against different injuries, such as free radicals, aggression by pathogens, or ultraviolet (UV) radiation.
These metabolites are responsible for the medicinal benefits of plant extracts, which have attracted
increasing interest in recent years [10-14]. Therefore, with the focus on natural products in the skin
care sector, compounds derived from materials used in the food industry could potentially be used
as antimicrobials and preservatives, as well as active compounds for the cosmetic industry, in turn,
alleviating the abovementioned environmental problem.

Prunus avium L., a tree commonly known as SC, belongs to the Rosaceae family. SC trees are widely
distributed around the world, with a higher prevalence in temperate climates. In Europe, Spain, Italy,
Greece, Poland, Hungary, and Germany produce the most SC [15]. SC fruit is appreciated by consumers
due to its taste, color, high content of water, and nutritional and bioactive properties as unprocessed
fruit or as juice, jams, and alcoholic beverages. The antioxidant activity and phenolic composition of
SC are influenced by climatic factors such as temperature, light intensity, light spectrum, and other
environmental factors. These factors alter the activity of the enzyme phenylalanine ammonia-lyase,
which is related to the accumulation of anthocyanins and other phenolic compounds in SC fruit [16].

The most abundant phenolic compounds in SC fruits are anthocyanins, but phenolic acids such
as hydroxycinnamic acids and flavonols are also present [17,18]. In addition to fruits, SC stems are
also an interesting source of bioactive compounds, and they are relatively under explored [19-21].
The potential of using cherries, including cherry stems, as a source of extractable bioactive compounds
is high, and the use of novel and green extraction procedures, such as pressurized liquid extraction
(PLE), subcritical water extraction (SWE), and supercritical fluid extraction (SFE), allows the acquisition
of different compounds from SC extracts and enriches the molecular diversity in the search for new
drugs and/or cosmetic ingredients.

A previous study by our group [19] provided a preliminary analysis of the compositions of SC
stem extracts obtained by these techniques and serves as the basis for this study, whose aim was to
study SC stems, a byproduct of SC fruit processing, and SC extracts obtained by green extractive
techniques as bioactive ingredients for the cosmetic industry. Thus, the objective of this study was
not only in obtaining active ingredients but also in the reutilization of a waste product from the food
industry, accessing the associated economic advantages.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents

All chemicals and reagents were of analytical reagent grade. The solvent used for extraction
(ethanol) was purchased from Fisher Scientific (Madrid, Spain). For the extraction, in order to avoid
possible clockage of the system, dispersive material (sea sand) and cellulose filters were acquired from
Fisher Scientific (Madrid, Spain). In the analytical separation, formic acid and acetonitrile were used as
mobile phase, as well as gallic acid (internal standard) were acquired from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany) and Fisher Scientific (Madrid, Spain) respectively. Purified water with resistance value of
18.2 MQ) for extraction and HPLC analysis was obtained from a Milli-Q system (Millipore, Bedford,
MA, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), penicillin-streptomycin, and fetal bovine
serum (FBS) were obtained from Gibco (Life Technologies Co., Madrid, Spain). All other reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) [22,23].

2.2. Plant Material

Prunus avium stems were kindly provided by an SC producer (La Picota del Jerte, Valdastillas,
Caceres, Spain). The stems were collected in May 2015 and immediately air dried to a moisture content
of 12%. Then, the stems were grounded and sieved (1 mm hole size) with a Ultra Centrifugal Mill ZM
200 (Retsch GmbH, Haan, Germany). The pulverized sample was stored avoiding light, humidity,
and high temperature.

2.3. Green Extraction Techniques

2.3.1. Pressurized Solvent Extraction (PLE)

The extraction was carried out using a Dionex ASE 350 Accelerated Solvent Extractor (Dionex Corp.,
Sunnyvale, CA, USA) equipped with solvent reservoirs, a pump, an oven, a cell tray, and a collection
vessel tray, as described previously [19]. Briefly, 6 g of cherry stem powder was mixed with 12 g of sand
and packed into a 34 mL stainless steel extraction cell. Moreover, in order to avoid possible blockage of
the system by solid particles, cellulose filters and stainless steel frits were disposed at both sides of
the extraction cell. The extraction was carried out with ethanol/water (1:1, v/v), at a temperature of
40 °C. The extraction was performed in static mode for 20 min at 1500 psi. The extract was collected in
vials, filtered through 0.2 pm polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filters, and concentrated under
vacuum at room temperature using a Savant SC250EXP SpeedVac Concentrator (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). The extracts were stored at —20 °C and protected from light exposure until use.

2.3.2. Supercritical Fluid Extraction (SFE)

The SFE-CO, experiments were performed as previously described using a Waters Prep
Supercritical Fluid Extraction system (SFE-100) [19]. For the extraction, 5 g of SC stem powder
was mixed with sea sand at a ratio of 1:2. The SFE step was carried out in dynamic mode at 40 °C
using a total flow rate of 22 g/min of CO; plus 15% ethanol. The extraction pressure was set at 150 bar
during the 1 h process. The collected extract was concentrated in a water bath at 40 °C using a rotary
evaporator, and was reconstituted in ethanol (co-solvent extraction) up to a concentration of 1000 mg/L.
The extract was filtered through 0.2 um PTFE syringe filters (Millipore, Bedford, MA, USA) and then
stored at —20 °C until analysis.

2.3.3. Subcritical Water Extraction (SWE)

The SWE was performed in a home-made subcritical water extractor with a 1.7 L high-pressure
stainless steel vessel. The extraction was optimized as described elsewhere [21]. The sample was
extracted for 30 min at a pressure of 20 bar and a temperature of 150 °C with an agitation rate
of 3 Hz. The sample-to-water ratio was 1:90. A flow-through water bath at 20 °C was used to
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immediately cool the vessel after extraction. Then, the system was depressurized and purged with
pure nitrogen. The extract was filtered, concentrated under vacuum, and stored refrigerated until
analysis, as mentioned previously.

2.4. HPLC-ESI-QTOF-MS Analysis

The compositions of the extracts were characterized in depth using high-performance
liquid chromatography coupled to electrospray quadrupole-time-of-flight mass spectrometry
(HPLC-ESI-QTOE-MS). The SC stem extracts were analyzed using an Agilent 1260 HPLC instrument
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipped with a binary pump, an online degasser,
a thermostatically controlled autosampler and column compartments, and a diode array detector.
The samples were separated on an Agilent ZorBax Eclipse Plus C18 column (1.8 um, 4.6 x 150 mm)
protected by a guard cartridge packed with the same material. The mobile phases consisted of
water with 0.1% formic acid as eluent A and acetonitrile as eluent B with the following elution
program: at the beginning, the initial conditions were composed of 95%:5% of mobile phase A-B,
at 15 min the percentages were A-B 35%:65% B, after 36 min the composition was 5%:95% of phase A-B,
then the initial conditions were restored in 4 min and maintained for 5 min before the next injection.
Other chromatographic parameters were 10 uL of sample injection, 0.80 mL/min flow rate, column
temperature 25 °C, and sample compartment temperature 4 °C.

The mass analyzer coupled to HPLC was an Agilent 6540 Ultra High Definition (UHD)
Accurate-Mass Q-TOF mass spectrometer. This detector registered the signal in negative ionization
mode within a mass-to-charge ratio (11/z) range of 100-1700 m/z. The ionization of analytes were
performed with a Jet Stream dual ESI interface and using pure nitrogen as nebulizer at a pressure
of 20 psi. The optimized ion transfer parameters could be resumed in the use of pure nitrogen at
10 L/min and 325 °C as drying gas, and voltages of 4000 V and 130 V in the capillary and fragmentor,
respectively. For a verified identification, several fragmentation analyses were carried out with different
collision energies (10 eV, 20 eV, and 40 eV) in order to achieve an optimum fragmentation pattern.

Continuous infusion of the reference ions (1m/z 112.985587 (trifluoroacetate anion) and 1033.988109
(adduct of hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy) phosphazene)) was used to correct each mass
spectrum. Both reference ions provided accurate mass measurements typically better than 2 ppm.

All operations, acquisition and analysis of the data were controlled by Masshunter workstation
software version B.06.00 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

2.5. Total Phenolic Content and Antioxidant Activity Assays

The three extracts from SC stems obtained by SFE, PLE, and SWE (scSFE, scPLE, and scSWE) were
dissolved into ethanol EtOH, EtOH-H,O (50:50), and H;O, respectively, at the desired concentrations.
All assays were evaluated in three independent analyses. The total polyphenolic content was
determined by the Folin—Ciocalteu method using gallic acid as the standard (% GAE), as described
previously [23]. The Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay was performed through
decoloration of the 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt ABTS
radical cation (ABTSe*) by reducing agents as described in [22], and the results are expressed in
millimole (mmol) of Trolox per 100 g of extract by dry weight. The ferric reduction antioxidant power
(FRAP) was determined as described elsewhere [24,25], and the FRAP values were calculated using
FeSO4-7H,0 as the standard. The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay was carried out on
a Fluostar Galaxy spectrofluorometric analyzer (BMG Labtechnologies GmbH; Offenburg, Germany),
as previously described [25], using 2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)
as the radical generator. The ORAC values were calculated using a regression equation relating the
Trolox concentration and the area under the fluorescence decay curve [22,25]. The ability of the extracts
to inhibit lipid peroxidation was studied by using a thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
assay using small unillamellar vesicles (SUVs) that were prepared by sonicating multilamellar vesicles
of soybean phosphatidylcholine (Lipoid GMBH, Steinhausen, Switzerland), as described in [25].
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The hydroxyl radical scavenging capacity of the extracts was determined through a modification
of the ORAC method and is abbreviated as ORACqypg [26,27]. In this assay, 16.7 nM B-phycoerythrin
(B-PE) was used as an indicator protein, and H,0,-Cu?* (0.3% Hy05, 0.3% and 9 mM CuSO,) was
used as the hydroxyl radical generator. Quercetin (0-750 nM) was used as the control. The fluorescence
of 3-PE was determined every 2 min after the addition of H,0,-Cu?*. The areas under the p-PE decay
curves were used to calculate the quercetin slope and extract slopes. The final results are expressed as
micromole (pumol) of quercetin equivalents per milligram (mg) of extract.

The nitric oxide radical scavenging activity was measured using the Griess nitrite assay [28,29].
The amount of nitric oxide radical inhibition (%) was calculated using the following equation,
where Abs.onirol is the absorbance of the control reaction and Abssample is the absorbance in the
presence of the extract:

Inhibition % = (Abscontrol - AbSsample)/AbScontrol X 100

2.6. In Vitro Determination of Antiaging Properties by Enzymatic Assays

For all the enzymatic assays, scSFE was dissolved into EtOH at a final concentration of 0.02% (w/v),
except for the hyaluronidase inhibition determination. For this assay, a concentration of 0.001% (w/v)
scSFE was used. Vehicle was also included in controls to discard any interference. These concentrations
were selected after preliminary tests to avoid color interferences from the extracts. Statistical significance
was determined by comparison with the negative (untreated) control.

The inhibition of collagenase was studied through the degradation of N-[3-(2-furyl)
acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA), as described previously [30], and epigallocatechin gallate
was used as the positive control for inhibition activity. The effect on tyrosinase was studied
spectrophotometrically through the appearance of the substrate dopachrome, and kojic acid was used as
the positive control, as described previously [30]. The effect on elastase was measured using N-succ-(Ala)
3-nitroanilide (SANA) as the substrate and phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) as the positive
control, as described in [30]. The hyaluronidase inhibition was determined by a method previously
described [30]; the amount of N-acetylglucosamine after sodium hyaluronate incubation was measured,
and p-dimethylaminobenzaldehyde was used as the positive control for inhibition. The antiglycation
assay was performed with bovine serum albumin (BSA) as a substrate. Fluorescence was measured
7 days after BSA incubation with threose and diethylenetriaminepentaacetic acid, as described
previously [30], using a Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (BioTek, Colmar Cedex, France).
Aminoguanide was used as a positive control for the inhibition activity. All the samples were evaluated
in each assay using three independent samples.

2.7. Cell Culturing

Human immortalized keratinocytes from HaCaT cell line were obtained from CLS Cell Lines
Service GmbH (Eppelheim, Germany). The cells were cultured as previously described [22,23] in
DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS and 1% (v/v) of antibiotics (0.1 mg/mL penicillin and 100 U/mL
streptomycin) in a humidified atmosphere with CO, (5% v/v) at 37 °C. The cells were trypsinized
following the manufacturer’s instructions every third day and seeded in 96-well plates (14,000 cells
per well). Extracts were prepared and dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQO) at 30 mg/mL for
every assay.

2.8. ROS Generation and Photoprotection Measurements

The 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (HDCF-DA) fluorescence probe (Molecular probes,
Life Technologies Co., Europe) was used to determine the effect of the extract on intracellular reactive
oxygen species (ROS) generation induced by UVA and UVB radiation. For this purpose, cells were
cultured in black 96-well plates and maintained in medium for 24 h. The cells were washed with
phosphate-buffered saline (PBS) and treated with 50 pL of PBS containing the extract (100 and 200 ug/mL,
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or equivalent vehicle concentration for controls) during UVB light treatment (800 or 1200 J/m?) or
UVA radiation (3 or 6 J/m2) emitted from Bio-Link Crosslinker BLX-E312 and BLX-365, respectively
(Vilber Lourmat, Collégien, France). After irradiation, the PBS was replaced with fresh medium,
and the cells were incubated with HyDCF-DA (10 pg/mL) for 2 h at 37 °C and 5% CO, for the
oxidative stress assay. The fluorescence of HyDCF-DA was measured using a Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader microplate reader (BioTek, Colmar Cedex, France) with 495 nm excitation and
520 nm emission filters.
The inhibition of ROS was calculated as follows:

Inhibition of ROS (%) = 100 x (Cyy - sample)/(Cyy - 100)

All parameters represent the ROS values normalized to the appropriate nonirradiated controls.
Cuy is the fluorescence signal of the irradiated control without treatment, and sample is the fluorescence
signal for the extract-treated samples at the desired UV dose. The results are reported as the mean + SD
of six determinations.

In addition, after washing with PBS, the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
(MTT) assay was used to determine cell viability after 24 h of UVB irradiation to determine the
photoprotective effect of the extracts [14,22,23]. The photoprotection was calculated as follows:

Photoprotection (%) = 100 x (Cyy - sample)/(Cyy - 100)

where Cyy is the signal of the irradiated control without treatment and sample is the signal of the
extract-treated sample at the corresponding UVB dose. The results are expressed as the mean + SD of
six determinations.

2.9. Statistical Analysis

Statistical comparisons were developed using GraphPad Prism software v6.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). One-way ANOVA and Tukey’s post-test were employed for data analysis.
Differences were considered statistically significant when p < 0.05, detailed in the figures using the
following symbols: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001 [22,23].

3. Results and Discussion

3.1. Characterization of Sweet Cherry Stem Extracts by HPLC-ESI-QTOF-MS

The scPLE, scSFE, and scSWE extracts were fully characterized by HPLC-ESI-QTOF-MS. For this
analysis, the dried extracts were reconstituted in EtOH, EtOH-H,O (50:50), and H,O, respectively,
up to a concentration of 1000 mg/L. Their chromatographs are shown in Figure 1.

The compounds were tentatively identified using the information provided by the software
(accurate masses, isotopic distributions, MS spectra, and molecular formula), together with the
fragmentation patterns obtained from tandem mass spectrometry (MS/MS) experiments in comparison
with standards when available or data previously reported in the literature. A total of 57 compounds
were identified from 4 different families: (1) organicacids, phenolic acids, and derivatives (8 compounds);
(2) flavonoids and derivatives (36 compounds); (3) fatty acid derivatives (9 compounds); and (4) terpenes
(4 compounds). Thus, 18 of these compounds are herein identified for the first time in this matrix.
The identities of the obtained compounds are summarized in Table 1, and these results significantly
advance and complete the previous data available on these extracts obtained using both gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) [21] and HPLC-ESI-QTOF-MS [19].

Semiquantitative comparisons among the different extraction techniques regarding the presence
of individual compounds in those extracts can be observed in Table 2. This information is useful
for determining which technique is better for extracting particular types of compounds. In general,
as depicted in Figure 2, organic and phenolic acids and derivatives are present at higher concentrations
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in the extract obtained by SWE (scSWE). In addition, flavonoids were more abundant in the PLE extract
(scPLE); as expected, fatty acid derivatives and terpenes, which are nonpolar in nature, were better
extracted by SFE (scSFE). Similar results have been reported for other natural compounds, such as
marine compounds [31] and polyphenols [32].

h;e‘n“}. scSFE
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hm;:l\ fl j\ A JUMW&M M j\\ Jmu AR ,\WJL ﬂM - Wﬂj\&f\ﬂ .
x|055_ scSWE

¥ |

;- |'\ m e \ ‘\ J*JM Lnﬂm‘ﬁl 1 HM LAA el B e B _ N

5 10 1 2 % 30 Time (mi]

Figure 1. Base peak chromatograms of the extracts from SC stems obtained by supercritical fluid
extraction (SFE; scSFE), pressurized solvent extraction (PLE; scPLE), and subcritical water extraction
(SWE; scSWE).

Table 1. Analytical data obtained from high-performance liquid chromatography coupled to electrospray
quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (HPLC-ESI-QTOF-MS) analysis for SC extracts.

Retention mfz mfz

Time (min) Experimental Calculated M-H)" Error (ppm) Proposed Compound Extracts
1.91 195.0499 195.0510 CeH1107 57 D-gluconic acid scSWE
1.99 191.0552 191.0561 C7H1104 5.0 quinic acid scSWE
5.42 315.0702 315.0722 Cy3H1509 6.3 protocatechuic acid hexoside scSWE
6.52 577.1381 577.1351 C30Hp5012 -5 proanthocyanidin B2 isomer 1 scSFE
6.81 341.0856 341.0878 Cy5H1709 6.6 caffeic acid hexoside ScSFE,

scSWE

scSFE,
7.23 289.0732 289.0718 Cy5H130¢ -5.1 (epi)catechin isomer 1 scPLE,

scSWE
7.31 401.1446 401.1453 Ci8H25099 1.7 benzyl 3-primeveroside scSWE
7.40 137.0243 137.0244 C7H503 0.6 salicylic acid scSWE
7.43 577.1381 577.1351 C30H25012 -5.1 proanthocyanidin B2 isomer 2 scSFE
7.54 771.1977 771.1989 C33H39071 1.6 quercetin-rutinoside-glucoside scSWE
7.60 521.2002 521.2028 CpeHaz01y 51 dihydr"dge&yci‘;’;}::ﬁggiyl alcohol ScSWE
7.64 325.0930 325.0929 Cy5H170g -0.3 p-coumaric acid O-hexoside scSFE, scPLE
7.74 449.1094 449.1089 Co1H1 011 -1.1 eriodictyol glucoside isomer 1 scSWE
7.81 165.0557 165.0557 Cy5H170g 04 melilotic acid scSWE
7.83 289.0735 289.0718 Cy5H130¢ -5.9 (epi)catechin isomer 2 scSFE, scPLE
7.88 449.1094 449.1089 Cy1H»1014 -1.1 eriodictyol glucoside isomer 2 scSWE

8.16 195.0664 195.0663 Cq9H1104 -0.8 dihydroferulic acid scSWE
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Table 1. Cont.
Retention mfz mfz _
Time (min)  Experimental  Calculated (M -H) Error (ppm) Proposed Compound Extracts
. scSFE,
8.45 609.1482 609.1461 CyyH9014 -2.1 rutin ScSWE
scSFE,
8.58 465.1073 465.1038 Cy1H1015 -34 epicatechin-O-glucuronide scPLE,
scSWE
8.85 463.0903 463.0882 Cy1Hy90 -21 uercetin-glucoside scPLE,
. X . 21H19012 - q g scSWE
scSFE,
891 431.1011 431.0984 Cp1H19019 -6.2 genistein-O-glucoside isomer 1 scPLE,
scSWE
scSFE,
8.95 593.1534 593.1512 Co7Hp9015 -3.7 kaempferol-O-rutinoside scPLE,
scSWE
9.13 477.1076 477.1038 CpH104p -7.9 isorhamnetin-glucoside scSFE, scPLE
9.15 431.1007 431.0984 Cy1H190qg -5.3 genistein-O-glucoside isomer 2 scSFE, scPLE
scSFE,
9.28 431.1004 431.0984 Cp1H190q9 —4.6 genistein-O-glucoside isomer 3 scPLE,
scSWE
scSFE,
9.42 447.0955 447.0933 C1H19011 -49 kaempferol-O-glucoside scPLE,
scSWE
9.58 431.0995 431.0984 Cy1H190q9 -2.7 genistein-O-glucoside isomer 4 scSFE, scPLE
scSFE,
9.75 433.1158 433.1140 Cy1H1099 —4.1 naringenin-O-glucoside isomer 1 scPLE,
scSWE
10.25 433.1123 433.1140 C1H1099 4.0 naringenin-O-glucoside isomer 2 scSFE, scPLE
10.35 417.1182 417.1191 Cy1H109 2.2 liquiritin scSWE
10.69 433.1148 433.1140 Cp1H1099 -1.7 naringenin-O-glucoside isomer 3 scSFE, scPLE
10.74 4471295 4471297 CH3019 0.3 sakuranin scSWE
10.84 415.1064 415.1035 Cy1H1909 -6.2 chrysin-O-glucoside scSFE, scPLE
10.94 447.129 447.1297 CHy30q9 1.6 sakuranetin glucopyranoside scSWE
11.07 417.1204 417.1191 Cr1H109 -3.1 sakuranetin xylopyranoside scSWE
11.17 433.1176 433.1140 Cy1H1099 -8.2 naringenin-O-glucoside isomer 4  scSFE, scPLE
11.27 417.1196 417.1191 Cy1H109 -1.2 prupersin B scSWE
11.62 447.1307 447.1297 CpoHp3099 -24 dihydrowogonin glucoside scSWE
scSFE,
12.39 327.2175 327.2177 CygH3105 0.6 trihydroxy-octadecadienoic acid scPLE,
scSWE
12.78 433.1161 433.1140 Cp1H»1099 -49 naringenin-O-glucoside isomer 5 scSFE, scPLE
scSFE,
13.04 329.2346 329.2333 Cq8H3305 -3.8 trihydroxy-octadecenoic acid scPLE,
scSWE
scSFE,
13.23 271.0607 271.0612 Cy5H1105 1.7 naringenin isomer 1 scPLE,
scSWE
13.53 271.0600 271.0612 Ci5H1105 4.2 naringenin isomer 2 scSFE, scPLE
14.35 517.3187 517.3171 C30Hys507 -3.2 jaligonic acid scSFE, scPLE
15.74 501.3250 501.3222 C30Hy506 =57 hydroxyceanothic acid isomer 1 scSFE, scPLE
scSFE,
16.14 253.0503 253.0506 C15HoO4 14 chrysin scPLE,
scSWE
scSFE,
16.31 285.0775 285.0768 C16H1305 -23 methylnaringenin scPLE,
scSWE
scSFE,
16.44 255.0644 255.0663 Cy5H1104 7.3 pinocembrin scPLE,

scSWE
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Table 1. Cont.

Retention mfz mfz _

Time (min)  Experimental  Calculated (M -H) Error (ppm) Proposed Compound Extracts
16.77 501.3238 501.3222 C30Hy50¢ -3.2 hydroxyceanothic acid isomer 2 scSFE, scPLE
19.53 293.2122 2932122 Ci5H2003 0.0 hydroxy-octadecatrienoicacid = gpp  prp

isomer 1
19.87 2932104 2932122 CisH903 6.1 hydroxy-octadecatrienoic acid - gpp < pp g
h isomer 2
21.52 295.2291 295.2279 CygH3103 —42 hydroxy-octadecadienoic acid scSFE, scPLE
2321 2932111 293.2122 CisHnoO5 37 hydroxy-octadecatrienoicacid = gpp  prp
isomer 3
30.02 277.2182 277.2173 Ci18Hp9O, -34 linolenic acid scSFE, scPLE
31.41 455.3528 455.3531 C3oHyO3 0.7 ursolic acid SCSWE
33.64 279.2327 279.2330 Cy5H310, 1.1 linoleic acid scSFE, scPLE
34.06 299.2590 299.2592 CygH3503 0.4 hydroxy-octadecanoic acid scSFE, scPLE

Table 2. Relative peak areas of the identified compounds in SC stem extracts expressed as mean =+ standard
deviation of the three analyses replicates (ND: non-detected compound). For each compound, the best
extractive technique is marked in bold format. PLE: pressurized liquid extraction, SWE: subcritical water
extraction, SFE: supercritical fluid extraction.

Proposed Compound Peak Area x E+4
PLE SFE SWE

Organic acids, phenolic acids, and derivatives
D-gluconic acid ND ND 22.8+0.9
quinic acid ND ND 32.0£2.0
caffeic acid hexoside 5.0+0.3 ND 22+02
p-coumaric acid O-hexoside 12.0 £ 2.0 40+0.2 ND
protocatechuic acid hexoside ND ND 17.2 +£0.2
salicylic acid ND ND 9.9+0.5
melilotic acid ND ND 16.6 + 0.7
dihydroferulic acid ND ND 22+2
Flavonoids and derivatives
(epi)catechin—(epi)catechin (proanthocyanidin B2) isomer 1 129.0 £+ 8.0 ND ND
(epi)catechin isomer 1 573.0 + 14.0 282.0 £23.0 55+03
(epi)catechin—(epi)catechin (proanthocyanidin B2) isomer 2 112.0 £ 9.0 ND ND
(epi)catechin isomer 2 214.0 £ 44.0 44 +4 ND
rutin 121.0 + 3.0 ND 134+ 04
epicatechin-O-glucuronide 113.0 £ 1.0 20.0£0.5 25.0+1.0
quercetin-glucoside 67.0 £ 0.6 ND 11.0+1.0
genistein-O-glucoside isomer 1 89.0 £ 0.1 120+ 05 27.8 0.9
kaempferol-O-rutinoside 91.0 £ 4.0 40+02 6.3x0.5
isorhamnetin-glucoside 15.0 £0.2 3.0+03 ND
genistein-O-glucoside isomer 2 65.0 + 4.0 16.0 +1.0 ND
genistein-O-glucoside isomer 3 102 + 0.8 24.0 1.0 84+03
kaempferol-O-glucoside 41.0 +2.0 8.0+0.2 46+0.6

genistein-O-glucoside isomer 4 82.0 + 0.0 170+ 1.0 ND
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Table 2. Cont.
Proposed Compound Peak Area x E+4

PLE SFE SWE
naringenin-O-glucoside isomer 1 94.0 £ 0.2 340+1.0 38+1
naringenin-O-glucoside isomer 2 89.0 £ 0.4 40.0 1.0 ND
naringenin-O-glucoside isomer 3 57.0 £ 1.0 34.0 £4.0 ND
chrysin-O-glucoside 432.0 + 14.0 180.0 = 1.0 ND
naringenin-O-glucoside isomer 4 91.0 £ 0.1 49.0£5.0 ND
naringenin-O-glucoside isomer 5 6.0x0.0 10.0 £ 0.5 ND
naringenin isomer 1 14.0 £ 1.0 13.0£0.8 8.8+0.2
naringenin isomer 2 9+0.2 5+£04 ND
chrysin 143.0 +12.0 143 +3 3.8+0.8
methylnaringenin 39.0 £2.0 42.0+1.0 3.0+03
benzyl B-primeveroside ND ND 24.6 + 0.4
quercetin-rutinoside-glucoside ND ND 5.9 £0.6
dihydrodehydrodiconiferyl alcohol glucopyranoside ND ND 4.6 +03
eriodictyol-glucoside isomer 1 ND ND 14.4 £ 0.6
eriodictyol-glucoside isomer 2 ND ND 361
liquiritin ND ND 24+1
sakuranin ND ND 43+03
sakuranetin-glucopyranoside ND ND 49+03
sakuranin-xylopyranoside ND ND 18.2+£0.2
prupersin B ND ND 223+ 0.4
dihydrowogonin glucoside ND ND 35+2
pinocembrin ND ND 53 +0.1
Fatty acid derivatives
trihydroxy-octadecadienoic acid 42.0 £ 6.0 29.0 £2.0 11.6 + 0.6
trihydroxy-octadecenoic acid 48.0 £2.0 40.0 +£2.0 74+02
hydroxy-octadecatrienoic acid isomer 1 19.0£0.3 59.0 £ 0.2 ND
hydroxy-octadecatrienoic acid isomer 2 9.0+0.5 40+ 0.8 ND
hydroxy-octadecadienoic acid 76.0 £2.0 210.0 +12.0 ND
hydroxy-octadecatrienoic acid isomer 3 57.0 £4.0 121.0 £ 5.0 ND
linolenic acid 129.0 £15.0 407.0 = 39.0 ND
linoleic acid 129.0 +£2.0 448.0 + 39.0 ND
hydroxy-octadecanoic acid 13.0 £ 0.3 49.0 £ 3.0 ND
Terpenes
jaligonic acid 333.0 +£2.0 297.0 +10.0 ND
ursolic acid ND ND 58.0 + 11.0
hydroxyceanothic acid isomer 1 279.0 £ 7.0 273.0+6.0 ND
hydroxyceanothic acid isomer 2 54.0 + 3.0 78.0 + 6.0 ND
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® Organic acids, Phenolic acids and derivatives
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™ Fatty acids derivatives

W Terpenes

Figure 2. Semiquantitative data regarding the different families of compounds extracted by SFE (scSFE),
PLE (scPLE), and SWE (scSWE).

3.2. Total Phenolic Contents and Antioxidant Capacities of the SC Stem Extracts

After the analytical processing of the extracts, a multistep screening of the three extracts was
conducted in three stages to select the best extract with the greatest potential as a novel cosmetic
ingredient (see graphical abstract). This screening was designed to evaluate the most relevant biological
activities for the cosmetic industry using a collection of in vitro and cellular assays, all of which are
described in the Materials and Methods section.

The first step evaluated the total phenolic content (TPC). This assay was the first step because
polyphenolic compounds are one of the main groups of compounds known to show anti-aging effects
and present other biological activities [33,34]. Furthermore, higher polyphenolic contents typically
result in more intense biological activities [35,36]. The TPC was evaluated using the Folin-Ciocalteu
assay, as described in the Materials and Methods Section. In addition to TPC measurement, this first
stage included the TEAC assay, which is accepted as a general method for measuring antioxidant
activity. The relationship between the total polyphenolic content and the antioxidant activity has been
demonstrated previously by numerous studies published by our group [25,37,38] and others [35,36].

The results for this first stage are presented in Table 3. Among the SC stem extracts, scPLE and scSFE
had the highest total polyphenolic contents, and their contents were not significantly different (p > 0.05).
scSFE showed the highest antioxidant effect in the TEAC assay, followed by scPLE. However, scSWE
showed a remarkably lower TPC and antioxidant capacity (atleast p < 0.001 and p < 0.0001, respectively).
Thus, both assays showed similar trends for the three extracts, with the lowest antioxidant activity for
that extract with the lowest polyphenolic content, as expected. On the basis of these results, scSWE was
not included in for further screening steps due to its poorer results.

In a second stage, additional antioxidant assays, FRAP and ORAC, were carried out to clarify the
antioxidant activities of the selected extracts (scSFE and scPLE). FRAP estimates the Fe(IIl) reducing
activity, whereas the ORAC assay determines the activity related to chain-breaking antioxidants,
which is directly related to peroxyl radicals. These analyses are more closely related to the biological
function of antioxidants [25,39]. The results are shown in Table 4. Both extracts presented significant
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antioxidant activities with higher values for scSFE in the ORAC assay and for scPLE in the FRAP assay.
These values are higher than those of other extracts from Cistus sp. plants obtained by aqueous and
hydroalcoholic conventional extraction methods previously characterized by our group [25,38].

Table 3. Percentage of gallic acid equivalents (GAE) + standard deviation (SD) determined by the
Folin-Ciocalteu assay and antioxidant capacity in millimole (mmol) Trolox eq./100 g extract + SD,
determined through Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) for scSFE, scPLE, and scSWE.

Extract Folin % GAE (w/w) TEAC mmol Trolox eq./100 g Extract
scSFE 15.26 +2.94 240.61 +11.74

scPLE 18.81 +2.36 220.53 + 13.57

scSWE 549 +1.16 70.38 + 3.89

Table 4. Antioxidant capacity of scSFE and scPLE by different methods: ferric reduction antioxidant
power (FRAP) and oxygen radical absorbance capacity (ORAC), giving the antioxidant capacities
compared to FeSO, and Trolox, respectively. All the results are presented as the mean + SD.

Extract FRAP mmol FeSO4 eq./100 g Extract ORAC mmol Trolox eq./100 g Extract

scSFE 64.83 + 6.32 107.77 £ 5.76
scPLE 203.94 + 8.37 64.15 + 1.04

Although scSFE and scPLE presented some differences, probably due to differences in their
composition, as shown in Section 3.1, both exhibited high antioxidant activities that deserve further
investigation. The higher potency of scPLE compared with scSFE in the FRAP assay was probably
due to scPLE’s higher content of flavonoids bearing a catechol group in their B ring, such as catechins
and quercetin derivatives, which can complex metal ions. However, the results for scSFE were more
interesting from a cosmetic point of view, as ORAC indicates the capacity to scavenge peroxyl free
radicals and other radicals derived from lipid peroxidation, and these radicals are frequent in cosmetic
products due to the inclusion of oily ingredients in their formulation. Furthermore, the SFE extraction
technique is more suitable for scale-up for use at large industrial facilities than is PLE, which is a less
developed extraction technique at the industrial level. For these reasons, scSFE was selected for full
characterization in the further assays included in the third stage of the screening.

The third stage further elucidated the antioxidant capacity of scSFE through additional antioxidant
assays. In this sense, TBARS for the specific study of lipid peroxidation, a modified ORAC method
based on OH' radicals, and a Griess nitrite-based assay for nitric oxide radicals were performed.
The results for all these assays are shown in Table 5.

Table 5. Antioxidant capacity of scSFE. The results showed its activity against lipid peroxidation
through a thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay (% inhibition of lipid peroxidation
of 5 mg/mL of extract), the hydroxyl radical capacity as determined by an ORACyy assay (as pmol
quercetin eq./g extract), and the capacity of the extract (200 ug/mL) to deplete nitric oxide (% depletion).
All the results are presented as the mean + SD.

TBARS ORACon % NO Depletion
scSFE 45.13 +10.84 189.10 £ 0.81 29.37 £ 0.01

scSFE showed a significant antioxidant capacity in all the assays, suggesting that this extract is
a good candidate for use as a bioactive ingredient against oxidative stress, as the extract has shown
antioxidant capacity through different methods and against different targets, such as lipid peroxidation
and different kinds of free radicals.

Antioxidant activities are highly desirable for cosmetic ingredients for several reasons. On the
one hand, this activity protects the final formula itself from oxidation, especially from oxidation related
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to its oily ingredients. In addition to this advantage, which is mainly related to the final product
formulation, the antioxidant activity of the ingredients is probably one of the most commonly used
claims in cosmetic products. In this sense, natural extracts have been shown to reduce oxidative stress,
mainly due to their polyphenols [40,41]. scSFE contains different families of compounds, as shown in
Figure 2, and polyphenols (including flavonoids, organic acids, phenolic acids, and their derivatives)
were the most abundant. Thus, the antioxidant effects of scSFE could be mainly due to the polyphenolic
compounds present in this extract, but contributions from other compounds, especially terpenes,
cannot be discarded. Catechins, naringenin, and chrysin are the main polyphenols in this extract,
and thus the reduction in lipid peroxidation and the depletion of hydroxyl radicals and nitric oxide
could have been due to these compounds, which have been demonstrated to have antioxidant capacities.
Naringenin is a flavanone, catechin is a flavanol, and chrisin is a flavone. Compounds of these types
have been shown to have antioxidant activities. Naringenin, which is found in citrus fruits, grapes,
and other fruits, has shown antioxidant effects through lipid peroxidation reduction; increases in
antioxidant defense; and scavenging free radicals, such as hydroxyl, superoxide, hydrogen peroxide,
and nitric oxide radicals [42,43]. Moreover, catechins have been shown to have antioxidant activity
through many assays, such as the ABTS and FRAP assays. They protect against AAPH-induced peroxide
radicals and lipid peroxidation and can scavenge free radicals [44,45]. In addition to naringenin
and catechins, chrysin and its derivatives reduce lipid peroxidation, regulate redox homeostasis,
and increase antioxidant enzymes [46,47]. The antioxidant effects of these compounds are related to
the carbonyl group at C-4 and the double bond between C2 and C3 [48].

3.3. Skin Aging-Related Enzymatic Assays

In this third stage, the putative modulative activities of scSFE on some of the most relevant
enzymes related to skin health and appearance were also tested. In this sense, the activities of
collagenase, elastase, hyaluronidase, and tyrosinase were challenged with scSFE, as detailed in the
Materials and Methods section. These experiments were concluded with a study of the inhibition of
advanced glycosylation end product (AGE) formation, conducted as described in the Materials and
Methods section. The inhibition of collagenase, tyrosinase, elastase, hyaluronidase, and AGE formation
are related to the prevention of the degradation of extracellular matrix (ECM), skin preservation,
and antiaging. In fact, plant extracts have been shown to inhibit tyrosinase, collagenase, elastase,
and hyaluronidase activity [49-51]. The results, shown in Table 6, are expressed as the percentage of
inhibition for each assay.

Table 6. Determination of the inhibition (%) + SD of collagenase, tyrosinase, elastase, hyaluronidase,
and glycosylation by scSFE. ** (p < 0.01) and **** (p < 0.0001) indicate statistically significant differences
compared to the corresponding untreated negative control; ns: not statistically significant.

Percentage of Inhibition

Extract Collagenase Tyrosinase Elastase Hyaluronidase Glycosylation

scSFE -11.76 £2.71 ™ 4047 +19.351 164.11 +27.33 7 90.80 + 5.93 51.76 + 7.06

P H

Collagen plays a critical role in the appearance and function of the skin; it confers tensile strength
and resiliency to the skin and is the main protein in the ECM of the dermis. Its degradation is related to
skin wrinkling and aging. Collagenase inhibition is related to the maintenance of skin tensile strength
and elasticity, even more so in collagenase induction by ROS or irradiation, which are important
factors in aging. In this case, scSFE did not present any collagenase inhibition activity, presenting
a negative value, which means that its effect was weaker than that of the negative control but was not
statistically significant.

Tyrosinase is an enzyme involved in melanin production, the main defense of organisms against
UV irradiation. Melanin absorbs UV radiation and reduces the formation of photoproducts that could
be harmful to the skin [52]. Tyrosinase induction is related to skin protection through an increase in
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melanin production, and tyrosinase inhibition could be useful in diseases such as vitiligo. As shown in
Table 6, scSFE showed a moderate but not statistically significant effect compared with the untreated
negative control.

Elastin is an extracellular matrix protein responsible for elasticity in the dermis and other connective
tissues by forming elastin fibers. Elastase is an enzyme able to degrade elastin, leading to skin aging
and wrinkles. Therefore, the inhibition of elastase is related to skin aging and wrinkle protection.
The results in Table 6 indicate that scSFE showed potent elastase inhibition activity, even above the
PMSF positive control, and that the effect was significant (** p < 0.01).

Hyaluronic acid is found in connective tissue and is part of the ECM. Hyaluronic acid presents
water holding properties and maintains the viscosity and the correct permeability of connective tissues
and maintains skin hydration. Hyaluronidase degrades hyaluronic acid, and its inhibition is related to
the maintenance of high levels of hyaluronic acid, improving the general aspect of skin and specifically
skin hydration. scSFE presented potent hyaluronidase inhibition activity, reaching almost 100% of
the level obtained for p-dimethylaminobenzaldehyde (positive control), and the effect was highly
significant (*** p < 0.0001).

Finally, oxidative stress increases protein glycation, which is responsible for advanced glycosylation
end products (AGEs) in skin. AGEs are one of the causes of collagen degradation, leading to skin aging.
The inhibition of protein glycation is related to the prevention of aging and wrinkling. As expected by
its antioxidant capacity shown in the previous section, scSFE was able to reduce AGE formation by
50% with high statistical significance (**** p < 0.0001).

A wide variety of phytomolecules belonging to different classes of polyphenols, terpenoids,
or steroids (e.g., catechins, carnosic acid, ellagic acid, curcumin, and hydroxycinnamic acids) are
inhibitors of collagenase, elastase, and hyaluronidase [53-56]. Some plant extracts containing these
compounds scavenge free radicals, mainly due to polyphenols, protecting the skin matrix through the
inhibition of enzymatic degradation and/or promoting the synthesis of its components, improving skin
elasticity and tightness [57,58]. The polyphenols present in scSFE could be responsible for its ability to
inhibit cosmetic enzymes. As shown in [59], catechin and epigallocatechin gallate inhibit collagenase
and elastase, and naringenin inhibits hyaluronidase. This activity is related to the number of hydroxyl
groups, as more available hydroxyl groups result in higher activity, and the inhibition of these enzymes
decreases with substitution of hydroxyl groups or glycosylation [60]. Furthermore, an extract of
Libidibia ferrea, whose main constituents are ellagic acid, catechin, and epicatechin, inhibited elastase,
hyaluronidase, and tyrosinase, but presented a weak inhibition of collagenase, similar to what is
seen with scSFE [61]. These results may suggest that catechins, which are the main components of
scSFE, could be responsible for the activity observed in these cosmetic assays. Further studies must
be conducted to identify the molecules related to each inhibition activity, as well as their inhibition
mechanisms, as it is documented that natural compounds can interact with these enzymes through
different methods, such as competitive and/or noncompetitive inhibition [59,62].

The overproduction or accumulation of melanin could lead to pigmentary disorders such as
vitiligo, and it is related to skin aging and photoprotection. Tyrosinase is the enzyme that regulates
the hydroxylation of L-tyrosine to form 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA), a precursor of
melanin. Inhibiting tyrosinase is a method for avoiding disorders related to skin hyperpigmentation,
and in vitro enzymatic assays, as employed in the present study, are significantly related to melanin
synthesis in melanocytes [63]. Some polyphenols obtained from plants can inhibit tyrosinase and
melanogenesis. In fact, catechin and its derivates, such as those present in scSFE, potently inhibit
tyrosinase, and thus these flavanols could be the main flavanols responsible for the tyrosinase inhibition
shown by scSFE. In addition, some polyphenol mixtures, such as mixtures of glabridin and resveratrol,
show a synergistic tyrosinase inhibition [64]. A synergistic effect could increase the value of plant
extracts such as scSFE, which are characterized by the presence of many different compounds. However,
a synergistic approach similar to that described in [65] must be developed after the identification of the
products responsible for the tyrosinase inhibition and other biological activities.
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3.4. scSFE Showed Photoprotection Activity against UV B Irradiation

As the last set in the third stage of the screening, the photoprotective effect of scSFE was evaluated
in HaCaT cells. Viability after UVB irradiation (800 or 1200 J/m?2) was first determined through MTT
assay in the presence of different concentrations of scSFE (Figure 3).

125+
Bl Non irradiated
< 100+ B 800 J/m”
g Bl 1200 J/m?
2 754
'f_é
'S 50+
T, *kKk
O 254
Control 100 200

Extract (ng/mL)

Figure 3. Effect of scSFE extract (100 or 200 pg/mL) on viability after UVB (800 and 1200 J/m?) irradiation.
Data are expressed as the mean of six replicates + SD. * (p < 0.05), *** (p < 0.001), and *** (p < 0.0001)
indicate statistically significant differences compared to an irradiated sample in the absence of the
extract. Each condition is normalized with respect to its non-irradiated control.

scSFE extract increased the viability of cells 24 h after UVB irradiation compared to the irradiated
control. At 800 J/mZ, 100 pg/mL scSFE extract (0.01% w/v) increased cell viability compared to untreated
irradiated cells, whereas 100 pg/mL extract did not protect against the 1200 J/m? dose. This protective
effect was greater in the highest treatment concentration (200 pug/mL, 0.02% w/v) after 800 and
1200 J/m? irradiation, with a statistically significant protective effect compared to the untreated control.
The highest photoprotection activities were observed for 800 J/m?, 14.61% with 100 pg/mL extract,
and 36.53% photoprotection with 200 pg/mL extract. However, weaker effects were obtained after
1200 J/m? of UVB irradiation, with 3.51% and 13.99% photoprotection, respectively, compared to control
as shown in Table S1. Similar results with other natural extracts, such as citrus, rosemary, and lemon
balm extracts, have been obtained using the same technique, with protection levels ranging from 10%
to 80% [22,23,66].

This photoprotective activity of scSFE could be due to various factors. On the one hand,
scSFE showed a significant absorption in the UV range in a dose-dependent manner, and thus
a substantial portion of the observed keratinocyte photoprotection could be due to the ability of the
compounds present in this extract to absorb and scavenge UVB radiation, as many plant extracts
have been shown to do [23,67-69]. On the other hand, intracellular mechanisms may be involved in
scavenging UVB-induced free radicals, attenuating death mechanisms and/or DNA damage, as other
plant extracts have been shown to do [23,70-72]. In fact, some of the main compounds present in
scSFE have photoprotective activities through different mechanisms. Naringenin has been shown to
increase keratinocyte survival and inhibit apoptosis and pyrimidine dimers after UVB radiation [73].
Epigallocatechin gallate reduces UVB-induced damage in keratinocytes [74,75], and catechin may
protect skin cells against UVB-induced damage through its antioxidant activity [76]. In addition,
chrysin has shown UVB protection activity by attenuating UVB-induced apoptosis, ROS generation,
and cyclooxygenase 2 expression [77,78]. All these data suggest that the photoprotective effects
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of scSFE could be due to the different activities of the polyphenols naringenin, catechin, chrysin,
and their derivates, which are the main polyphenolic compounds present in scSFE.

3.5. scSFE Inhibited Intracellular ROS Generation Induced by UVA and UVB Light in HaCaT Cells

As mentioned in the previous section, one of the putative mechanisms involved in scSFE
photoprotection may be its antioxidant properties. To check if the antioxidant properties shown
by scSFE in the previous sections were also present at the cellular level, the antioxidant capacity of
the extract was evaluated in vitro through the determination of intracellular ROS in the HaCaT cell
line. Ultraviolet (UV) A and B were used to induce oxidative stress, as determined by measuring
dichlorofluorescein-diacetate HyDCEF-DA fluorescence, as described in the methods section. Figure 4
shows ROS generation after UVA (3 or 6 J/em?) or UVB (800 or 1200 J/m?) irradiation in the absence or
presence of the extract compared to the control (without irradiation).

A B Fekkdk
250- 300-
l T 3 Control
200 250+ mEm 100 pg/mL
- — 200- B 200 pg/mL
= 150- x B —_—
P *kkk » 150
O 100 S
14 @ 100
50— 50- H “
0 0
Non irradiated 3 6 Non irradiated 800 1200
UVA irradiation (chmz) UVB irradiation (Jlmz)

Figure 4. Determination of the antioxidant effects of scSFE related to UVA- (A) and UVB- (B) induced
reactive oxygen species (ROS) generation in HaCaT cells. Fluorescence was normalized to non-irradiated
controls. The white bars indicate the fluorescence signal in the absence of treatment for each condition.
The data are expressed as the mean + SD (1 = 6). * (p < 0.05) and **** (p < 0.0001) indicate significant
differences compared with irradiated cells at the same UVA dose (3 or 6 J/cm?) or UVB dose (800 or
1200 J/m2) in the absence of scSFE.

Oxidative stress was inhibited by all the concentrations at all the UV doses (both UVA and UVB)
tested in this assay. The reduction of fluorescence observed in all conditions is displayed in Table S2.

H,DCF-DA is a fluorescent probe that is particularly sensitive to HyO,, *OH, and peroxynitrite
radicals at the intracellular level [79]. The ORACpy assay showed that scSFE has a significant capacity
to scavenge *OH, a harmful radical that can be derived from the Fenton reaction of H,O, or from
lipid peroxides, and a significant capacity to eliminate NO*® radicals, which may form peroxynitrite
upon reaction with O,°~. Therefore, the photoprotective properties of scSFE shown in this study
may be related to its capacity to decrease the generation of intracellular radical species such as H,O,,
*OH, or peroxynitrite, which can damage a wide range of molecules in cells, including proteins and
DNA [23,80]. The major polyphenolic compounds in scSFE, catechin, chrysin, and naringenin have
previously shown antioxidant activity against these free radicals [42—47], with concomitant antioxidant
activity against UV-induced oxidative stress [44,73,78], confirming these statements. Similar antioxidant
and photoprotective effects from UVA and UVB radiations have been also documented for a well-known
cosmetic ingredient, ascorbic acid [81-83], reinforcing the putative potential of scSFE extract as a new
cosmetic ingredient.
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4. Conclusions

New cosmetic ingredient development is a long and costly process, but there is continuous
demand for new products in the cosmetic market. This manuscript tries to address this need through
the revalorization of agricultural byproducts such as SC stems.

According to the obtained results, scSFE is a strong candidate for use as a new cosmetic ingredient,
especially due to its antioxidant properties, especially against lipid peroxidation, its activity against skin
aging-related enzymes, and its photoprotective capability. As indicated in previous studies, these actions
are related its main polyphenolic compounds—catechin, chrysin, and naringenin. However, further
studies must be performed on three main topics: the molecular mechanisms involved in these biological
activities, the putative pharmacological interactions between the scSFE main compounds, and the
compatibility and stability of these compounds or the whole extract when incorporated in a final
cosmetic formula.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-3921/9/5/418/s1,
Table S1. Percentage of photoprotection for 100 and 200 pg/mL of scSFE extract and 800-1200 J/m? of UVB,
normalized to its respective irradiated condition. These values were calculated as indicated previously. Table S2.
Percentage of oxidative stress inhibition of 100 and 200 pg/mL scSFE extract against oxidative stress induced by

UVA and UVB. Doses of 3 and 6 J/em? UVA and 800 and 1200 J/m2 UVB were used. These values were calculated
as indicated previously.
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