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RESUMEN

Q.B.P. Jocelyn Mayret Arredondo Olivas Fecha de Graduacién: marzo, 2025
Universidad Auténoma de Nuevo Leén.
Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo del Estudio: EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIENVEJECIMIENTO DE
EXTRACTOS DE RESIDUOS AGROINDl’JSTRIALES DE
Tamarindus indica CON FINES DERMATOLOGICOS.

Numero de paginas: 63 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacologia de productos naturales.

Propésito y Método del Estudio: El envejecimiento cutaneo es un proceso asociado al
incremento del estrés oxidativo y a la degradacion de la matriz extracelular por
accion enzimatica. Diversos compuestos fenolicos de origen natural han
demostrado capacidad para modular estos mecanismos mediante actividad
antioxidante e inhibicidon enzimatica, orientando el interés hacia los residuos
agroindustriales como fuente sustentable de moléculas bioactivas. En este
contexto, se evalué el extracto etandlico de tegumento de semillas y el extracto
etandlico de cascaras de Tamarindus indica, determinando su actividad
antioxidante mediante el ensayo DPPH, el contenido de polifenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu, la capacidad inhibitoria sobre elastasa y hialuronidasa
mediante ensayos de fluorescencia y turbidimetria, respectivamente, y su efecto
citotoxico en fibroblastos humanos a través del ensayo MTT.

Contribuciones y Conclusiones: Los resultados confirmaron la hipétesis propuesta, ya
que ambos extractos presentaron compuestos fendlicos, actividad antioxidante e
inhibicion de elastasa y hialuronidasa bajo las condiciones experimentales
evaluadas, sin evidenciar citotoxicidad en fibroblastos humanos MRC-5 en el rango
de concentraciones de 0.1-0.83 mg/mL. El extracto de tegumento registro valores
superiores en capacidad antioxidante e inhibicion enzimatica en comparacion con
estandares de referencia y el extracto de cascara, aunque este ultimo también
presenté actividad dentro del intervalo estudiado. Los hallazgos aportan evidencia
de actividad antienvejecimiento in vifro y promueven el aprovechamiento de estos
residuos agroindustriales en el ambito farmacéutico dermatoldgico.

Firma del asesor:

Dra. Maria del Rosario Gonzalez Gonzalez
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la piel

La piel, como el érgano mas grande del cuerpo humano, desempefia
varias funciones esenciales para mantener la salud general y la
homeostasis. Actua como una barrera fisica, quimica e inmunoldgica frente
al ambiente externo, protegiendo los tejidos y 6rganos internos de lesiones
mecanicas, infecciones microbianas y radiacion ultravioleta . Es un
componente clave del sistema inmunoloégico, ya que alberga células
inmunitarias que colaboran en la eliminacién de patogenos, y en la
regeneracion de tejidos dafados, funciones esenciales para la cicatrizacion
y la prevencion de inflamaciones cronicas y tumores 4°.

La piel también regula la temperatura corporal mediante la
sudoracién y la dilatacion o constriccion de los vasos sanguineos '8, y
controla la hidratacién, gracias a las acuaporinas, que facilitan el transporte
de agua a través de las membranas celulares’. Participa en la sintesis de
vitamina D, necesaria para la salud ésea’. Ademas, alberga un microbioma
diverso que protege contra microorganismos patégenos contribuyendo a la

funcién de barrera 23.



Sin embargo, con el paso del tiempo, la piel, al igual que otros
organos del cuerpo, esta sujeta a un proceso natural de envejecimiento,
asociado a la acumulacion de dano celular y molecular, lo que limita
progresivamente sus funciones fisiolégicas, incluida la proteccion, la

regeneracion y la respuesta frente a agentes externos 8.

1.2 Envejecimiento

El envejecimiento, desde un punto de vista bioldgico, constituye un
proceso complejo que se manifiesta a nivel celular y molecular, se define
como una pérdida progresiva de la integridad fisioldgica, lo que conduce a
una funcion deteriorada de los 6rganos y una mayor vulnerabilidad a la
mortalidad de manera exponencial °. Este proceso involucra multiples vias
biolégicas conectadas entre si, las cuales se clasifican en factores
intrinsecos, principalmente determinados por factores genéticos vy
bioldgicos, mientras que los factores extrinsecos son provocados por la
exposicion a diversas condiciones ambientales y el estilo de vida. Estos
factores tienen diversos mecanismos que incluyen la inestabilidad
genomica, el desgaste de los telomeros, las alteraciones epigenéticas, la
disfuncion mitocondrial, la senescencia celular, el agotamiento de las
células madre y la comunicacion intercelular alterada, causando afecciones

en los 6rganos, incluida la piel 1011,



1.3 Envejecimiento cutaneo

1.3.1 Importancia clinica del envejecimiento cutaneo

La piel envejecida presenta una mayor vulnerabilidad en su funcion
de barrera y en su respuesta inmunolégica, lo que incrementa el riesgo de
desarrollar enfermedades cutaneas graves, como el cancer. '2. Ademas, el
envejecimiento cutaneo, al manifestarse con cambios visibles en la
apariencia de la piel y siendo un érgano externo, puede tener un impacto
psicologico en las personas. Las alteraciones en la piel pueden influir en la
percepcion de la propia imagen y, por ende, en la autoestima y confianza de

los individuos 3.

1.3.2 Factores intrinsecos y extrinsecos

Tanto los factores intrinsecos como los extrinsecos juegan un papel
importante en el proceso de envejecimiento de la piel. Entre los factores
intrinsecos mas importantes se encuentra el acortamiento de los telédmeros.
Los teldbmeros son estructuras protectoras en los extremos de los
cromosomas que se acortan con cada divisiéon celular. Cuando los
telomeros alcanzan una longitud critica, las células entran en un estado de
senescencia. Las células senescentes se acumulan en la piel y contribuyen
al proceso de envejecimiento al secretar citocinas proinflamatorias, que

pueden dafar la estructura de la piel 415,



Otro factor intrinseco relevante es el estrés oxidativo endégeno, que
se produce por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
durante el metabolismo celular. A lo largo del tiempo, la acumulacién de
ROS dafia componentes celulares como el ADN, las proteinas y los lipidos,
lo que compromete las funciones celulares y acelera el envejecimiento 416

En cuanto a los factores extrinsecos, la contaminacion ambiental,
ocasionada por diversos compuestos tales como las particulas en
suspension y los hidrocarburos aromaticos policiclicos, también acelera el
envejecimiento cutaneo al generar ROS y desencadenar respuestas
inflamatorias. Estos contaminantes pueden atravesar la barrera cutanea y
causar estrés oxidativo'6.17.

La radiacion ultravioleta (UV) es uno de los factores extrinsecos mas
destacados, y su efecto se denomina foto-envejecimiento. La exposicion a
la radiacion UV genera ROS, que causan dafios directos al ADN y activan
vias de sefalizacion que resultan en la sobreexpresion de enzimas que

degradan la matriz extracelular (MEC) 8.

1.4 Enzimas degradantes de la MEC

El envejecimiento cutaneo esta estrechamente relacionado con la
sobreproduccion de enzimas como la colagenasa, la elastasa y la
hialuronidasa, las cuales producen los signos visibles del envejecimiento.

La colagenasa es una metaloproteinasa de matriz (MMP) involucrada en la



degradacion de las fibras de colageno, uno de los principales componentes
estructurales de la matriz extracelular dérmica. En la piel envejecida se ha
observado un aumento en la expresion y actividad de diversas MMPs, lo
que conduce a la fragmentacion del colageno y a la alteracion de la
arquitectura dérmica'®?°, Este deterioro estructural no ocurre de forma
aislada, sino que favorece un microambiente que potencia la actividad de
otras enzimas proteoliticas, como la elastasa, amplificando el dafio sobre
los componentes de soporte de la piel. Asimismo, la fragmentacion del
colageno altera la interaccion fibroblasto—matriz extracelular, afectando la
funcionalidad de los fibroblastos y reduciendo la sintesis de nuevas fibras
estructurales®®. De manera complementaria, la elastasa es la enzima
responsable de la degradacion de las fibras de elastina, las cuales son
esenciales para mantener la elasticidad y la capacidad de la piel para
recuperar su forma original tras el estiramiento. El aumento de la actividad
de la elastasa en la piel envejecida contribuye directamente a la pérdida de
elasticidad y a la formacion de arrugas 2'22. Por su parte, la hialuronidasa
degrada el acido hialurénico (HA), un componente fundamental para la
hidratacion y la firmeza cutanea. La disminucion del HA como consecuencia
de una mayor actividad de la hialuronidasa se traduce en una piel mas seca,
menos elastica y mas susceptible al dafno. Ademas, la exposicion a factores
externos, como la radiacion ultravioleta, puede incrementar la actividad de
esta enzima, exacerbando los efectos asociados al envejecimiento

cutdneo?'22,



En conjunto, la accién de estas enzimas conduce a una alteracién
progresiva de la matriz extracelular, comprometiendo la integridad
estructural, la elasticidad y la hidratacién de la piel. En este contexto, la
inhibicion enzimatica representa una estrategia relevante para contrarrestar
el envejecimiento cutaneo. Diversos tratamientos y productos topicos
buscan inhibir principalmente enzimas como la elastasa y la hialuronidasa,
debido a su papel directo en la pérdida de la estructura y funcién de la

dermis. 2

1.5 Productos naturales para contrarrestar signos de envejecimiento

La administracion de productos naturales, especialmente botanicos,
para mejorar o eliminar los signos indeseables de la piel envejecida se ha
utilizado durante mucho tiempo 2*. Los polifenoles, que son compuestos que
contienen grupos hidroxilo unidos a atomos de carbono de anillos
aromaticos, son el grupo mas grande y estudiado de metabolitos
secundarios de plantas con propiedades antioxidantes conocidas. Se
pueden clasificar como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y
otros polifenoles 2°. Recientemente se ha reportado que la aplicacion topica
o ingesta oral de algunas plantas ricas en polifenoles puede prevenir o

reducir condiciones indeseables de envejecimiento cutaneo 2627,



Estos compuestos pueden regular las vias de sefalizacion
relacionadas con el envejecimiento celular y la senescencia, retrasando la
aparicion de arrugas y mejorando la elasticidad de la piel 8.

Los polifenoles tienen la capacidad de unirse directamente a las
MMP, inhibiendo asi su actividad enzimatica 2°; ademas, sus grupos
hidroxilo actuan como quelantes de iones metalicos inhibiendo las ROS y
brindando proteccion a la piel contra los rayos UV 283°, En este contexto, las
formulaciones a partir extractos de origen vegetal han cobrado relevancia

por su perfil de seguridad y sus multiples mecanismos de accion 3':32,

1.6 Residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales son materiales sobrantes, partes no
comestibles de frutas y verduras. Esto incluye, cascaras, semillas, tallos,
hojas y otros subproductos. Estos residuos a menudo son considerados
desechos por la industria de alimentos y su volumen aumenta anualmente por
la alta demanda de productos alimenticios. Aprovechar estos desechos
afadira valor a la cadena de suministro y simplificara los procesos de gestidon

de residuos al reducir los costos de tratamiento y eliminacion 3334,



1.6.1 Residuos de tamarindo en México

México es el octavo productor de tamarindo a nivel mundial,
representando el 4.05 % de la produccion en 2022, con mas de 54,000
toneladas, segun lo reportado por el Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera en 2023 35.

El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco reportd en enero de 2021 que, durante las etapas de
postcosecha y transformacion, se generan pérdidas significativas de
productos alimenticios y residuos, las cuales pueden representar hasta el
40 % del volumen procesado. Estas pérdidas se asocian principalmente a
factores como el deterioro natural de los alimentos por factores ambientales
y microbioldgicos, dafios mecanicos durante la manipulacion y el transporte,
practicas inadecuadas de almacenamiento, asi como a los procesos de
seleccién, procesamiento y extraccion industrial, en los que se descartan
subproductos que no cumplen con los estandares comerciales .

Dichos residuos representan una cantidad disponible equivalente a
varias toneladas anuales, las cuales constituyen una fuente potencialmente

valiosa que podria aprovecharse para la obtencion de biomoléculas. 3.



1.7 Tamarindus indica

Comunmente conocido como tamarindo, es un arbol tropical
perteneciente a la familia de las leguminosas (Fabaceae, subfamilia
Caesalpiniodeae); presenta hojas compuestas y flores con tonalidades
rojizas. Sus frutos, vainas marrones y duras, contienen una pulpa acida y
dulce, rodeando semillas brillantes. Esta especie botanica se distribuye
principalmente en regiones tropicales y subtropicales de Africa, América y
Asia, siendo nativa del este de Africa 8.

Estudios cientificos previos han destacado los compuestos quimicos
presentes en el tamarindo, especialmente acidos organicos como el acido
tartarico, citrico y malico, asi como polifenoles; los cuales han sido objeto
de investigacion por sus posibles efectos antioxidantes, antiinflamatorios y

antimicrobianos, entre otros posibles beneficios para la salud 3%,



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

A continuacion, se describen algunos de los estudios, los cuales han

utilizado extractos de T. indica a través de los ainos.

En el afio 2009, Lourith y colaboradores realizaron una comparacion de la
actividad captadora de radicales libres y el contenido total de fenoles de extractos
de la cubierta de semilla de tamarindo obtenidos mediante particion y
maceracion. La cascara de semilla de tamarindo fue suspendida en alcohol etilico
al 70 % vy luego particionada con cloruro de metileno y acetato de etilo
respectivamente. La actividad antioxidante resultdé ser notablemente mayor que
la del acido ascorbico y el butilhidroxitolueno (BHT), utilizados como controles
positivos, demostrando un potencial para su aplicacién en productos cosméticos
y farmacoldgicos 2.

En 2013, Lim y colaboradores llevaron a cabo un estudio in vitro que
demostrd que la pulpa de fruta de T. indica contenia cantidades significativas de
fenoles (244.9 £ 10.1 mg GAE/g de extracto) y flavonoides (93.9 + 2.6 mg RE/g
de extracto). La administracion de la pulpa de T. indica a hamsters con
hipercolesterolemia tuvo un efecto protector contra el dafio oxidativo al aumentar

las enzimas antioxidantes hepaticas y prevenir la oxidacion lipidica hepatica. 43.

10



En 2014, Phetdee y colaboradores evaluaron la capacidad antioxidante de
un extracto alcohdlico obtenido de la cubierta de la semilla de tamarindo el cual
presentd una mayor eficacia para neutralizar radicales libres (ensayo DPPH, ECso
= 12.9 yg/mL) en comparacién con antioxidantes de referencia como acido L-
ascorbico (ECso = 22.9 pg/mL) y alfa-tocoferol (ECso = 29.3 pg/mL). En
fibroblastos de piel humana cultivados, la exposicion a peréxido de hidrégeno
(100-1000 pM) provoco una disminucion de la viabilidad celular del 62 al 92 %
de las células, en contraste, esta se atenud a 35-47 % cuando las células fueron
preincubadas con el extracto (200 pg/mL) durante 24 horas. Asimismo, la
irradiacion UVA (40 J/cm?) caus6 muerte celular a un 25 % de los fibroblastos,
mientras que dicho efecto se redujo al 10 % con el uso del extracto 44.

Ese mismo ano, Sandesh y colaboradores reportaron que el extracto
metandlico de la cubierta de la semilla de T. indica muestra la presencia de
compuestos responsables de exhibir estas actividades antioxidantes, mediante
pruebas in vitro e in vivo. Ademas de proporcionar un efecto hepatoprotector
contra la toxicidad de CClas 4.

De igual manera, en 2014, Nakchat y colaboradores evaluaron como actua
el extracto etandlico de la cubierta de la semilla de T. indica en fibroblastos
dérmicos humanos sometidos a estrés oxidativo inducido por peroxido de
hidrégeno (H,0O,). Los autores reportaron una disminucion significativa de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) asociado al incremento de los niveles de
glutation reducido y la expresibn de enzimas antioxidantes clave, como

superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa 4.
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En 2017, Waqas y colaboradores desarrollaron una emulsion agua/aceite
con extracto de semillas de T. indica, la cual presentd actividad antioxidante in
vitro frente a radicales DPPH, oxido nitrico, hidroxilo y superoxido. Tras 12
semanas de aplicacion en voluntarios sanos, la formulacion redujo
significativamente los parametros de superficie cutdanea asociados con el
envejecimiento como escamosidad, arrugas, textura y rugosidad. En contraste,
la base sin extracto usada como control, no produjo cambios significativos.*’

En 2019, Martins et al. y Komakech et al. publicaron estudios de revision
en los que se analizé el potencial bioactivo de diferentes subproductos de T.
indica; se registraron compuestos como fenoles, acidos grasos y polisacaridos,
cuya recuperacion mediante técnicas de extraccion adecuadas presentan
actividad antioxidante, protectora frente al estrés oxidativo, entre otras funciones
bioldgicas de utilidad en formulaciones farmacéuticas. 484°.

En 2022, Sookying y colaboradores, reportaron que, a través de varios
estudios se encontré6 que los extractos de hojas de T. indica contienen
flavonoides y acidos fendlicos como catequina, vitexina, orientina, apigenina y
luteolina, conocidos por ser potentes antioxidantes, ademas de haber presentado
una baja toxicidad en pruebas de cultivo celular y animales °°.

En 2023, Wandee y colaboradores reportaron un alto contenido de
catequina como constituyente quimico y multiples bioactividades beneficiosas
anti-melanogénicas y quelantes al evaluar fracciones obtenidas mediante
distintos procesos de extraccidon a partir de la semilla y la pulpa de T. indica
incluida una respuesta anti-oxidacion superior al acido ascorbico y la catequina

utilizadas como controles °'.
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En 2023, Weixi y colaboradores elaboraron un extracto de cascaras de
tamarindo, el cual confirmé su alto contenido de flavonoides y una fuerte actividad
de eliminacion de radicales libres in vitro. Ademas, disminuyo significativamente
los niveles de ROS, revelando resultados contra el dafno oxidativo en células

cancerigenas %2,
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

El envejecimiento ha sido una preocupacion constante a lo largo de la
historia de la humanidad, debido a que al envejecer los érganos internos
comienzan a mostrar signos de deterioro; sin embargo, los efectos mas evidentes
se observan en la piel, el 6rgano mas expuesto a factores externos e internos
que aceleran este proceso. Esta situacion ha generado una creciente demanda
de productos que combatan los signos visibles del envejecimiento.

Con base en los antecedentes, podria considerarse que el proceso de
envejecimiento cutaneo es un fendmeno complejo influenciado por factores
intrinsecos y extrinsecos, como la radiacion ultravioleta, la contaminacién vy el
estrés oxidativo. Estos factores generan especies reactivas de oxigeno (ROS),
que provocan dafo a las estructuras celulares y aumentan las enzimas
responsables de alterar la integridad y funcionalidad de la piel.

Los productos naturales han sido ampliamente investigados por su alto
contenido de compuestos fendlicos con actividad antioxidante, los cuales han
demostrado efectos protectores y regenerativos sobre la piel. En este contexto,
se propone el estudio de extractos de T. indica, planta originaria de regiones
tropicales y subtropicales, cuyo fruto —el tamarindo— posee gran relevancia en

la industria alimentaria en México.
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No obstante, una parte considerable del fruto, como la cascara y las
semillas, se descarta como residuo agroindustrial. El aprovechamiento de estos
residuos como fuente de moléculas bioactivas representa una alternativa
innovadora y sustentable.

El presente estudio busca evaluar la actividad antienvejecimiento de los
extractos etanolicos obtenidos a partir de los residuos de cascaras y tegumento
de las semillas del tamarindo. Al enfocar el analisis en la capacidad antioxidante
de estos extractos, su actividad inhibitoria de enzimas degradantes de la MEC y
su baja citotoxicidad, se pretende aportar evidencia cientifica que respalde su uso
en productos dermatoldgicos, de esta manera, se busca no solo validar su
potencial bioactivo, sino también contribuir al aprovechamiento integral de

residuos agroindustriales.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

Los extractos etanodlicos de residuos agroindustriales de T. indica
presentan actividad antienvejecimiento in vitro, evaluada mediante la
cuantificacion de compuestos fendlicos, efecto antioxidante, inhibicién de

elastasa, inhibicidon de hialuronidasa y nula citotoxicidad en fibroblastos humanos.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antienvejecimiento in vitro de extractos etandlicos obtenidos

a partir de residuos agroindustriales de T. indica, con fines dermatolégicos.

5.2 Objetivos especificos

l. Preparar extracto etandlico de cascaras de T. indica

Il.  Preparar extracto etandlico de tegumento de semillas de T. indica
[ll. Determinar actividad antioxidante de cada extracto

IV. Cuantificar compuestos fendlicos

V. Determinar actividad anti-elastasa de cada extracto

VI. Determinar actividad anti-hialuronidasa de cada extracto

VII. Evaluar citotoxicidad en cultivo celular
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CAPITULO 6

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1 Equipos

Las actividades experimentales del presente proyecto se realizaron en la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén (UANL) en el Laboratorio de
Farmacobiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ), asi como en el
Laboratorio de Productos Naturales y el Laboratorio de Farmacologia Molecular
y Modelos Bioldgicos, ubicados en la FCQ Divisién de Estudios de Posgrado, y
en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Unidad de Formulacion de
Biologicos del Departamento de Inmunologia y Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas (FCB).
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A continuacion, se presentan los equipos empleados y el laboratorio

correspondiente.

Laboratorio de Farmacobiologia
- FCQ-UANL

Balanza analitica, estufa,
mezclador-agitador de propela.

Laboratorio de Productos Naturales
- FCQ-UANL

Evaporador rotativo.

Laboratorio de Farmacologia Molecular
- FCQ-UANL

Lector de microplacas de
fluorescencia.

Laboratorio de Inmunologia y Virologia
- FCB-UANL
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Lector de microplacas, sonicador,
incubadora de cultivo celular,
campana de flujo laminar,
microscopio invertido.



6.2 Preparacion de extractos etandlicos de T. indica

Se realiz6é una adaptacion del método reportado por Wandee et al. (2022).
Las cascaras y semillas de T. indica se lavaron con agua destilada y se secaron
en estufa a 40 °C durante 24 h.

El extracto 1, compuesto por tegumento de semillas de tamarindo, se
obtuvo mediante maceracion de las semillas en etanol grado analitico en
proporcidon 1:5 (p/v) durante 24 h. Posteriormente, las semillas se retiraron y el
tegumento se separd mecanicamente. El tegumento se sometidé a una segunda
maceracion en etanol grado analitico durante 48 h. El filtrado se recolecto
utilizando papel filtro Whatman® No. 1 y se concentré mediante evaporacion
rotatoria a 45 °C hasta su secado.

El extracto 2, compuesto por cascaras de tamarindo, se obtuvo mediante
trituracion del material vegetal, seguida de maceracion en etanol grado analitico
en proporcién 1:5 (p/v) durante 72 h. El filtrado se recolecté utilizando papel filtro
Whatman® No. 1 y se concentré6 mediante evaporacion rotatoria a 45 °C hasta
su secado.

Finalmente, ambos extractos se almacenaron a —20 °C hasta su utilizacion

en los experimentos posteriores.
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El porcentaje de rendimiento de cada extracto se determiné mediante la

siguiente ecuacion:

. M extract
% Rendimiento = ———=—x 100
materia prima

donde:

M oyracto  COrresponde a la cantidad de extracto expresada en gramos

Y M nateria prima COrresponde a la cantidad de tegumento de semillas o cascaras

de T. indica empleado en la elaboracion del extracto, expresada en gramos.

6.3 Determinacion de actividad antioxidante de los extractos

La actividad antioxidante de los extractos de T. indica se determiné
mediante el ensayo de reduccion del radical libre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil); se empleo acido ascorbico como estandar de referencia 5'.

El fundamento de este método se basa en la capacidad de los
antioxidantes para donar electrones a los radicales libres, lo que resulta en la
neutralizacion de su actividad danina. EI DPPH es un radical libre estable con un
color violeta intenso en solucion. Cuando se agrega un antioxidante al DPPH,
este ultimo radical acepta un electron del antioxidante, lo que produce una

reduccién en el DPPH y cambia su color de violeta a amarillo palido (Figura 1) 3.
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DPPH - DPPH-H
(radical libre) (forma reducida)

Figura 1. Reaccién de reduccion del radical DPPH- (2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo) por
antioxidantes (A-H).

Se prepararon soluciones de trabajo de cada extracto en metanol para
obtener un rango de concentracion final de 0-25 ug/mL. De manera simultanea,
se prepararon soluciones de acido ascorbico en el mismo rango de
concentracion, las cuales fueron utilizadas como referencia comparativa. Se
preparé una solucion de DPPH 0.2 mM en metanol. La reaccion se llevé a cabo
en una microplaca de 96 pocillos. En cada pocillo se afiadieron 150 yL de la
solucién de muestra o del estandar y 50 uL de la solucion de DPPH, obteniendo
un volumen final de 200 uL. Como control negativo se utilizé DPPH con metanol,
y como blanco se empled metanol, asi como control de color para cada extracto.
La microplaca se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Posteriormente, se midié la absorbancia a 570 nm utilizando un lector

de microplacas. El procedimiento experimental se realizé por triplicado.
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El porcentaje de reduccion del radical DPPH se determind mediante la

siguiente ecuacion:

A - A
% Reduccién DPPH = —<ontrol "~ muestra o 4 5

A control

donde:

A .ontrol COrresponde a la absorbancia de la solucion de DPPH vy, A ucstra
corresponde a la absorbancia de la mezcla de reaccidn que contiene extracto de
T. indica o el acido ascorbico.

Los datos obtenidos se graficaron trazando la concentracion frente al
porcentaje de reduccion del radical DPPH, comparando la actividad antioxidante

de los extractos con la del estandar de referencia.

6.4 Cuantificacion de compuestos fendlicos

El contenido fendlico total de los extractos de T. indica se determind
espectrofotométricamente mediante el método de Folin-Ciocalteu. Se empled
acido galico como estandar fendlico de referencia.

El fundamento de este método se basa en la reduccién del reactivo
(mezcla de acido fosfomolibdico y fosfotungstico) en medio basico, produciendo
un cambio de coloracion de amarillo palido a azul proporcional a la concentraciéon

de fenoles presentes en la muestra (Figura 2) %4.
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Figura 2. Reaccion del ensayo de Folin—Ciocalteu, basada en la reduccion de los derivados
anionicos de los acidos fosfotingstico y fosfomolibdico por acido galico.

Se prepararon soluciones de trabajo de cada extracto en agua destilada
para obtener una concentracion final de 12.5 pg/mL. De manera simultanea, se
prepararon soluciones de trabajo de acido galico en agua destilada en un rango
de 0-100 pg/mL, utilizadas para la construccion de la curva de calibraciéon. Se
prepard una solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 % (p/v) y se utilizé
reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N. La reaccién se llevo a cabo en una microplaca
de 96 pocillos. En cada pocillo se anadieron 50 pL de la solucion de muestra o
estandar, 25 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) y 125 uL de carbonato de
sodio al 20 % (p/v), obteniéndose un volumen final de 200 uL por pocillo.

Como control negativo se utilizé la mezcla de reaccion conteniendo todos
los reactivos, excepto la solucién de acido galico o muestra, y como blanco se

empled agua destilada.
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La microplaca se incubd durante 40 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Después, se midié la absorbancia a 700 nm utilizando un lector de
microplacas, para posteriormente obtener una ecuacion lineal (y= ax+ b) y un
coeficiente de regresion (R?) con las absorbancias. El procedimiento
experimental se realizé por triplicado.

Posteriormente, el contenido fendlico total de los extractos se calculo
utilizando la ecuacion derivada de la curva de calibracion del acido galico y se
expreso en mg de equivalente de acido galico por gramo de extracto muestra (mg

GAE/q).

El contenido fendlico total de los extractos se determind mediante la

siguiente ecuacion:

A muestra — A blanco

pendiente X M

Contenido fendlico total =

donde:

A Luestra COrresponde a la absorbancia de la solucion de la muestra; A janco
corresponde a la absorbancia de la solucion blanco; pendiente corresponde al
valor a obtenido de la ecuacion lineal (y = ax + b) derivada de la curva de
calibracion de acido galico; y M corresponde a la cantidad de extracto de T. indica

empleada en el ensayo, expresada en gramos. '
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6.5 Determinacion de actividad anti-elastasa

La actividad inhibitoria de la elastasa por parte de los extractos se
determin6 mediante el ensayo fluorimétrico EnzCheck Elastase Inhibitor
Screening Assay (Thermo Fisher Scientific), acorde al protocolo del fabricante:

La actividad de la elastasa se evalué a partir de la hidrdlisis del sustrato
fluorescente DQ elastina. Este sustrato se encuentra inicialmente en estado
apagado (Quenched) y, al ser degradado por la elastasa, libera fragmentos
fluorescentes cuya intensidad es proporcional a la accion enzimatica °.

Se preparé una solucion trabajo de sustrato (elastina) en buffer Tris-HCL
a una concentracién de 100 pg/mL. Posteriormente, se preparé la solucién de
elastasa pancreatica porcina (Sigma-Aldrich) en buffer Tris-HClI a una
concentracion final en microplaca de 0.4 U/mL.

Las soluciones de muestra, correspondientes a los extractos de T. indica,
se disolvieron en una mezcla de DMSO al 1 % (v/v) y buffer Tris-HCL,
obteniéndose soluciones stock a una concentracion de 1 mg/mL. A partir de
estas, se prepararon diluciones seriadas en microplaca para alcanzar
concentraciones finales comprendidas entre 0.001 y 100 pg/mL.

Se realizé una pre-incubacion de 50 pL de las diferentes diluciones de
cada extracto con 100 pL de la enzima durante 15 minutos, seguida de la adicion
del sustrato (50 uL). La intensidad de fluorescencia se midié en un lector de
microplacas de fluorescencia (Aex 505 nm, Aem 515 nm). La resta de la
fluorescencia de fondo se realiz6 mediante pozos con mezcla de reaccién sin

enzima. Se utilizdé N-Metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-clorometil-cetona, inhibidor
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especifico de elastasa proporcionado por el fabricante como control positivo
evaluado en el mismo intervalo de concentraciones que los extractos %657, El

procedimiento experimental se realizé por triplicado.

El porcentaje de inhibicidn de elastasa por los extractos se determiné

mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicién elastasa = ( 1 55 ) X 100

donde:

S corresponde a la fluorescencia corregida de las muestras de extracto y C

corresponde a la fluorescencia corregida del control sin enzima. 8.

6.6 Determinacion de actividad anti-hialuronidasa

La actividad inhibitoria de la hialuronidasa por parte de los extractos se
determind mediante el ensayo turbidimétrico QuantiChrom Hyaluronidase
Inhibitor Screening Assay (BioAssay Systems), acorde al protocolo del fabricante.
La actividad de la hialuronidasa se evalu6 a partir de la turbidez generada por la
precipitacion del acido hialurénico no hidrolizado °°.

Se prepard una solucion de sustrato con 315 pyL de acido hialurénico

disuelto en 90 pL de buffer fosfato. La solucién de hialuronidasa bovina (Sigma-
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Aldrich) se preparo en buffer enzimatico hasta llegar a una concentracion final de
10 U/mL. Las soluciones de muestra, correspondientes a los extractos de T.
indica, se disolvieron en una mezcla de DMSO al 1 % (v/v) y agua destilada,
obteniéndose soluciones stock a una concentracion de 1 mg/mL. A partir de
estas, se prepararon diluciones seriadas en microplaca con agua destilada para
alcanzar concentraciones finales comprendidas entre 10 y 100 pg/mL
empleando un volumen de 20 uL por pocillo. Posteriormente, se afiadieron 40 pL
de la solucion de enzima hialuronidasa a cada pocillo.

Para el control sin inhibidor (NIC) se afnadid6 40 pyL de la enzima
hialuronidasa, mientras que en el pocillo de control sin enzima (NEC) se afnadi6
40 pL de buffer enzimatico; después se agrego 40 pL de la solucién sustrato de
acido hialurénico a todos los pocillos, seguido de una incubacion de 20 minutos
a temperatura ambiente.

Se agregd 160 pL de reactivo Stop (incluido en el ensayo) a todos los
pocillos; la microplaca se incubé nuevamente a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se midio la intensidad de la formacidén del complejo a densidad 6ptica
de 600 nm.

Como estandar de referencia de inhibidor de hialuronidasa, se empleo el
acido 6-O-palmitoil-L-ascorbico (Sigma-Aldrich), conforme a la recomendacion
del fabricante, evaluado en el mismo intervalo de concentraciones que los
extractos (10—-100 pg/mL) ©°. El procedimiento experimental se realizd por

triplicado.
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El porcentaje de inhibicion de hialuronidasa por los extractos se determiné

mediante la siguiente ecuacion:

A - A
( NEC muestra) x 100
(ANec —AniC)

% Inhibicién hialuronidasa=1 —

donde:

A Ngc corresponde a la absorbancia del control sin enzima; A uestra

corresponde a la absorbancia de las muestras que contienen el extracto; y A yic

corresponde a la absorbancia del control sin inhibidores.

6.7 Evaluacion in vitro de citotoxicidad

La citotoxicidad de los extractos de T. indica se evalud frente a la linea celular de

fibroblastos pulmonares humanos normales (sanos) 61,62,

6.7.1 Cultivo celular

La linea celular MRC-5 (fibroblastos de pulmén humano) se cultivd en
Medio Esencial Minimo de Eagle (EMEM) (Gibco), suplementado con 10 % de
Suero Fetal Bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) y 1 % de penicilina/estreptomicina, a

37 °C en una atmoésfera humidificada con 5 % de CO,.
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Para el desprendimiento celular durante los subcultivos, se utilizé una
solucion de tripsina al 0.25 % con EDTA 0.06 mM en solucién salina buffer fosfato

(PBS).6364,

6.7.2 Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de los extractos se evaludé mediante el ensayo
colorimétrico MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio;
fundamentado en la conversion de la sal de tetrazolio MTT, de color amarillo en
cristales de formazan de color violeta por células metabdlicamente activas que
contienen enzimas oxidorreductasas dependientes del NADPH. La cuantificacion

del formazan formado permite estimar el nimero de células viables (Figura 3).8566

N NH
I\ ’ N\
N+\ N
SN SN
Br~
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3, 5-difenilformazén
MTT Formazan

Figura 3. Reaccién del ensayo MTT, basada en la reduccién de la sal de tetrazolio MTT a
formazan insoluble por la actividad metabdlica de las mitocondrias en células viables.
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Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de
2.5x10* células por pocillo. Como control negativo, se emplearon células
cultivadas en MEM con DMSO, sin tratamiento con extractos, para establecer la
viabilidad celular basal. Después de 24 horas de incubacién, las células se
trataron con diferentes concentraciones (1-1000 ug/mL) de los extractos de T.
indica durante 48 horas y se afiadio un control de color para cada extracto.

Al finalizar el tratamiento, se realiz6é un lavado con PBS y se anadieron 50
ML de la solucidn MTT (5 mg/mL) a cada pocillo. Posteriormente, las células se
incubaron durante 4 horas a 37 °C en atmdsfera 5 % CO2. Los cristales de
formazan formados se disolvieron anadiendo 200 pl de dimetilsulfoxido (DMSO).
La absorbancia se midio espectrofotométricamente a 570 nm. 526567

El procedimiento experimental se realizd por triplicado para cada
concentracion en una microplaca y se elaboraron 3 microplacas en total para

confirmacion de resultados.

El porcentaje de viabilidad celular por los extractos se determiné mediante

la siguiente ecuacion:

Acr— A
% Viabilidad celular = —s——blance 10
A CN — A blanco
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donde:

A ¢ corresponde a la absorbancia de las células expuestas a tratamiento con
extracto de tegumento/cascaras; A ¢y corresponde a la absorbancia del control

negativo (células sin tratamiento); y A planco COrresponde a la absorbancia del

blanco (vehiculo, sin células).

La citotoxicidad celular por los extractos se determind mediante la

siguiente ecuacion:

% Citotoxicidad= 100 - viabilidad celular

donde:

% Citotoxicidad corresponde a la reduccion porcentual de la viabilidad celular

respecto al control no tratado para cada concentracion evaluada de los extractos.

La concentracién inhibitoria media (ICs,) corresponde a la concentracion
del extracto necesaria para reducir la viabilidad celular en 50 % respecto al control

no tratado.
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6.8 Manejo y disposicion de residuos

Los residuos generados durante el desarrollo del presente proyecto fueron
dispuestos conforme a lo establecido en el Programa Institucional para el Manejo

y Gestion de Residuos de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon.

Colector Residuo Estimado
A Soluciones salinas, acidos y bases inorganicas 2L

C Inflamables, aminas, solventes organicos no halogenados 3L

H Oxidantes 10 mL
Verde Basura industrial, absorbentes impregnados y guantes 2 kg
R.P.B.I.  Residuos peligrosos biolégico-infecciosos 1 kg
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Extractos etandlicos de T. indica

7.1.1 Extracto etandlico de tegumento de semillas

Se realizé la extraccion etandlica partiendo de un peso inicial de 269 g de
semillas de T. indica, de las cuales se separd 45 g de tegumento, resultando en

40 g de extracto con un rendimiento de 88.8 % (Figura 5).

Figura 4. Extracto obtenido a partir de tegumento de semillas de tamarindo
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7.1.2 Extracto etandlico de cascaras

Se realizé la extraccion etandlica partiendo de un peso inicial de 223 g de
cascaras de T. indica, resultando en 15.3 g de extracto con un rendimiento de

6.86 % (Figura 4).

Figura 5. Extracto obtenido a partir de cascaras de tamarindo

7.2 Actividad antioxidante

Los resultados obtenidos en el ensayo DPPH (Figura 6) muestran que
tanto el extracto de cascara como el de tegumento presentan propiedades
antioxidantes. El acido ascoérbico, un conocido antioxidante ampliamente utilizado

en la industria cosmética, se utilizé6 como estandar de referencia.
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Figura 6. Actividad antioxidante de los extractos de T. indica en comparacion con acido
ascorbico mediante el ensayo DPPH. A) Porcentaje de inhibicion del radical DPPH a diferentes
concentraciones, expresado como media + DE (n = 3). B) Relacién concentracién—respuesta de

los tratamientos evaluados.
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El efecto antioxidante del extracto de tegumento presenté una relacion
concentracion—respuesta lineal (Figura 6B) (y=2.8118x + 7.1204; R? = 0.9994),
similar a la observada para el acido ascorbico (y=2.3894x + 0.7031; R>=0.9952).
Por su parte, el extracto de cascara presentd una respuesta antioxidante inferior,

representado por la ecuacion y = 1.2217x + 1.1978 (R? = 0.9935).

TABLA 1

Concentracion Inhibitoria Media (ICs,) de DPPH

Tratamiento ICs0 DPPH

Tegumento 15.15 £ 0.67 pg/mL a
Cascara 33.18+£ 0.7 pg/mL b
Acido ascorbico 20.74 + 0.52 ug/mL ©

Los datos se expresan como media + DE (n=3). Diferencias estadisticas se evaluaron mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc Tukey B (p < 0.001) (IBM SPSS Statistics 25.0),
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

Con el fin de comparar cuantitativamente la capacidad antioxidante de los
extractos, se calcularon los valores de ICso a partir del ajuste de las curvas dosis—
respuesta; se muestra que el extracto de tegumento present6 el menor valor de
ICs0, seguido del acido ascorbico, mientras que el extracto de cascara presenta

el valor mas alto (Tabla 1).

37



7.3 Contenido fendlico total

El contenido fendlico total de los extractos se determiné mediante el

método de Folin—Ciocalteu, utilizando acido galico como estandar.

ACIDO GALICO (CURVA ESTANDAR)

0.9

0.8

0.7 y =0.0178x+ 0.0371
R?=0.9961
0.6

0.5

0.4

ABSORBANCIA 700 nm
[ ]

0.3

0.2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

CONCENTRACION (pg/mL)

Figura 7. Curva de calibracion de &cido galico utilizada para la determinacién del contenido
fendlico total mediante el método de Folin—Ciocalteu (R? = 0.9961).

A partir de la curva de calibracion de acido galico obtenida (Figura 7), se

cuantificd el contenido fendlico total de los extractos analizados.
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Las absorbancias medidas para cada muestra se interpolaron en la
ecuacion de la curva estandar, permitiendo expresar los resultados como
miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg GAE/Q)

utilizado en el ensayo (Tabla 2).

TABLA 2

Contenido Fenodlico Total

Extracto Contenido Fenodlico Total

Tegumento 160.12 £ 2.58 mg GAE / g extracto

Cascara 53.213 £ 2.12 mg GAE / g extracto

Valores de contenido fendlico total de los extractos calculados a partir de la concentracion 12.5
ug/mL, los datos se expresan como media + DE (n=3).

7.4 Actividad anti-elastasa

Se evalud la capacidad inhibitoria frente a elastasa de los extractos de
tegumento y cascara. Como control positivo se utilizé MeOSuc-AAPV-CMK (N-
(metoxisuccinil)-Ala-Ala-Pro-Val-clorometilcetona), conforme a lo recomendado
por el fabricante.

Los resultados (Tabla 3) se presentan a partir del analisis dosis—respuesta

y la estimacién de los valores de ICs, mediante regresion no lineal.
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TABLA 3

Concentracion Inhibitoria Media (ICs,) de Elastasa

Tratamiento ICs0 en Elastasa

Tegumento 3.01 £0.10 pyg/mL
Cascara 142.66 £ 15.26 pg/mL
MeOSuc-AAPV-CMK 0.121 £ 0.0012 pg/mL ¢

Los datos se expresan como media + DE (n=3). Diferencias estadisticas se evaluaron mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc Tukey B (p < 0.001) (IBM SPSS Statistics 25.0),
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

7.5 Actividad anti-hialuronidasa

Se evaluod la capacidad inhibitoria frente a hialuronidasa de los extractos
de tegumento y cascara. Como control positivo se utilizé6 palmitato de ascorbilo
(acido 6-O-palmitoil-L-ascorbico), conforme a lo recomendado por el ensayo. Los
resultados (Tabla 4) se presentan a partir del analisis dosis—respuesta y la

estimacion de los valores de IC5, mediante regresion no lineal.
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TABLA 4

Concentracion Inhibitoria Media (ICs,) de Hialuronidasa

Tratamiento ICs0 en Hialuronidasa

Tegumento 59.27 + 0.05 pg/mL
Cascara 253.5 £ 19.1 pg/mL
Palmitato de ascorbilo 96.25 + 5.30 pg/mL

Los datos se expresan como media + DE (n=2) la comparacion estadistica entre curvas se realizé
mediante una prueba F de suma extra de cuadrados.

5.5 Citotoxicidad en cultivo celular

Se evalud la citotoxicidad de los extractos de tegumento y cascara en
células MRC-5 mediante el ensayo MTT.

Las células MRC-5 son una linea celular diploide fibroblastica humana,
son adherentes, no tumorales y con vida util limitada.

Las células fueron proporcionadas por el Laboratorio de la Unidad de
Formulacion de Biolégicos del Departamento de Inmunologia y Microbiologia de

la Facultad de Ciencias Biolégicas (FCB).
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Figura 8. Células MRC-5, fotografia tomada en microscopio invertido (ZEISS, Primovert)
Laboratorio FCB-UANL.

Los resultados (Tabla 5) se presentan a partir de la determinacién de la
citotoxicidad celular en funcidén de la concentracion mas alta de los extractos

evaluados (1 mg/mL) .

TABLA 5

Citotoxicidad de los extractos de T. indica en fibroblastos humanos MRC-5

Tratamiento Citotoxicidad ICso en MRC-5
Tegumento 0% > 0.83 mg/mL
Cascara 0% > 0.83 mg/mL

Los datos se expresan como media de tres experimentos independientes (n = 3). No se registro
citotoxicidad en las concentraciones evaluadas. La concentracion maxima evaluada de los
extractos fue 0.83 mg/mL; por lo tanto, ICs, se considerd superior a esta concentracion.
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VIABILIDAD CELULAR (MTT)
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Figura 9. Viabilidad celular (%) de células MRC-5 tratadas con extractos de T. indica,
determinada mediante el ensayo MTT. Células MRC-5 sin tratamiento se utilizaron como control
negativo de citotoxicidad y como referencia de viabilidad basal. Los datos se expresan como
media + DE de tres experimentos independientes (n = 3), realizados por triplicado técnico.

El analisis estadistico de los resultados del ensayo MTT se realiz6
mediante un ANOVA de dos vias, evaluando los efectos de la concentracién, del
tratamiento y de su interaccidn sobre la viabilidad celular. En todos los casos se

observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001).
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CAPITULO 8

DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se evalu6 el efecto antienvejecimiento de los
extractos de cascara y tegumento de semilla de T. indica considerando su
actividad antioxidante, capacidad inhibitoria de enzimas relacionadas con la
degradacion de la matriz extracelular y su efecto sobre la viabilidad de
fibroblastos humanos. El andlisis se centrd en las diferencias observadas entre
ambos extractos y su relacion con su contenido de compuestos fendlicos.

En el ensayo de DPPH, el extracto de tegumento exhibié una capacidad
antioxidante significativamente mayor (ICso = 15.14 * 0.67 pg/mL) en
comparaciéon con la obtenida para el extracto de cascara (ICso = 33.18 £ 0.70
pMg/mL). Notablemente, el rendimiento del tegumento superé al del acido
ascorbico (ICso = 20.74 £ 0.52 pg/mL) utilizado como antioxidante de referencia.
Los resultados obtenidos concuerdan con antecedentes reportados para
extractos de T. indica; Lourith et al. observaron que una fraccién en acetato de
etilo de tegumento de semilla presentd una actividad antioxidante (ICso = 1.791
ug/mL) superior al acido ascorbico 42. De manera similar, Phetdee et al. **y
Wandee et al. Documentaron una elevada actividad antioxidante en extractos
alcohdlicos y etandlicos de semillas de T. indica frente a diversos estandares de

referencia 445!, Aunque los valores absolutos de ICso en la literatura difieren de
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los obtenidos en este trabajo, dichas variaciones son atribuibles a factores
intrinsecos como el origen de la materia vegetal, el método y solvente de
extraccion, las condiciones experimentales de los ensayos y la concentracion
final de metabolitos secundarios en cada muestra .

Esta marcada actividad antioxidante podria asociarse con el contenido de
compuestos fendlicos totales. En el presente estudio, el extracto de tegumento
cuantificé aproximadamente tres veces mas polifenoles (160.12 £ 2.58 mg GAE/g
de extracto) que el extracto de cascara (53.21 + 2.12 mg GAE/g de extracto).
Esta relacién entre contenido fendlico y actividad antioxidante ha sido
ampliamente descrita para diversos extractos de T. indica 43485089 y gse
fundamenta en la capacidad de los polifenoles para neutralizar especies reactivas
de oxigeno (ROS) mediante mecanismos de donacion de electrones o
transferencia de atomos de hidrogeno %*.

En los ensayos de inhibicion enzimatica se observd un comportamiento
similar; frente a elastasa, el extracto de tegumento registré una actividad
inhibitoria (ICso = 3.01 £ 0.10 ug/mL) considerablemente superior a la del extracto

de cascara (ICso = 142.66

I+

15.26 pg/mL), si bien el control positivo sintético

MeOSuc-AAPV-CMK (ICso = 0.121 + 0.0012 pg/mL) exhibié la mayor potencia
inhibitoria, los valores de los extractos adquieren relevancia al tratarse de
mezclas crudas y no de compuestos purificados. Al contrastar estos hallazgos
con otros extractos vegetales evaluados bajo metodologias similares, Ibrahim et

al. 58 reportaron para un extracto hexanico de romero un ICso de 57.61 + 2.93

Mg/mL frente a elastasa. Esto posiciona al extracto de tegumento de T. indica en
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un rango de potencia inhibitoria superior al de otros extractos fitoterapéuticos de
uso comun 0.

Frente a la hialuronidasa, también se confirmd la superioridad del
tegumento (ICso = 59.27 + 0.05 ug/mL) en comparacion con el extracto de cascara
(ICs0 = 253.5 £ 19.1 ug/mL) y el palmitato de ascorbilo empleado como control
(ICs0 = 96.25 £ 5.30 pg/mL). De manera similar, los valores de inhibicion
reportados para esta enzima por Ibrahim et al. ¢’, también resultan inferiores para
el extracto de romero (ICso = 448.1 + 22.8 ug/mL) y para el control 1,10-
fenantrolina (ICs0 = 234.6 £ 11.9 ug/mL). En conjunto, estos datos sugieren que
los extractos de T. indica, particularmente el tegumento, poseen actividad
antioxidante y una capacidad protectora contra la degradacién de los
componentes estructurales de la MEC, siendo consistente con lo descrito por
Wagas et al. 4’ quienes desarrollaron una emulsion agua/aceite con extracto de
semilla de T. indica y observaron una disminucion significativa de parametros
asociados con perdida estructural de la MEC, asi como un aumento en la
retencion de agua en la piel.

Finalmente, mediante el ensayo de MTT, de demostré que ninguno de los
extractos afectd negativamente la viabilidad de fibroblastos MRC-5 dentro del
rango de concentraciones analizado (0.01-0.83 mg/mL). Ante esta ausencia de
citotoxicidad, el valor de ICso se determiné como superior a la concentracion
maxima evaluada, un comportamiento alineado con antecedentes que asocia a
distintos extractos de T.indica con una baja o nula toxicidad en fibroblastos,

queratinocitos y otros modelos celulares 4446.50.52
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A través de un analisis de ANOVA de dos vias, se identificd un incremento
estadisticamente significativo en la viabilidad celular (p < 0.001), el cual presentd
una dependencia tanto del tipo de tratamiento como de la concentracién
empleada. De manera similar, Khongkow et al. ! reportaron que un hidrogel
basado en semillas de T. indica no exhibi6 citotoxicidad en fibroblastos dérmicos
en un rango de 0 a 10 mg/mL, e incluso favorecid la proliferacion celular. En
concordancia, Nie y Deters 7? informaron que los xiloglucanos aislados de estas
semillas incrementaron la actividad metabdlica, la proliferacion y la migracién de
queratinocitos y fibroblastos humanos; dicho efecto fue atribuido a la
internalizacién celular de estos polisacaridos y a la activacién de vias de
sefalizacion proliferativas, como ERK/MAPK. Si bien estos antecedentes
respaldan el potencial de los derivados de T. indica para promover procesos
vinculados a la regeneracion cutanea, las diferencias en composicién entre las
fracciones purificadas anteriormente descritas y los extractos etandlicos
evaluados limitan una comparacion directa. Asimismo, dado que el ensayo de
MTT evalua la citotoxicidad midiendo la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales en células viables, los incrementos observados en este estudio
deben interpretarse como un aumento en la actividad metabdlica celular respecto
al control; se requieren ensayos complementarios para confirmar si los extractos
de cascara y tegumento inducen un efecto proliferativo en células sanas .

En conjunto, el analisis de los datos obtenidos permite integrar la actividad
antioxidante, la inhibicion de algunas enzimas degradantes de la MEC vy la
ausencia de citotoxicidad en fibroblastos MRC-5 como indicadores

complementarios del potencial antienvejecimiento in vitro de los extractos
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evaluados. Esta interpretacion debe considerarse dentro del alcance
experimental del estudio, ya que los ensayos realizados permiten evaluar la
actividad bioactiva preliminar, pero no establecen por si solos la eficacia

dermatoldégica en modelos mas complejos.
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de cascara y tegumento de semillas de T. indica
presentaron actividades biolégicas diferentes bajo las condiciones
experimentales evaluadas.

El extracto de tegumento registr6 una mayor capacidad antioxidante,
asociada a un mayor contenido de polifenoles totales, asi como una actividad
inhibitoria mas potente frente a elastasa y hialuronidasa en comparacién con el
extracto de cascara y con los controles utilizados. El extracto de cascara, aunque
menos activo que el tegumento, presentd capacidad antioxidante y actividad
inhibitoria frente a las enzimas evaluadas, situandose dentro de los rangos
reportados para extractos vegetales bioactivos.

En la evaluacion de citotoxicidad mediante el ensayo MTT en células de
fibroblastos humanos MRC-5, ninguno de los extractos registré efectos
citotoxicos detectables en el rango de concentraciones evaluado.

En conjunto, se acepta la hipodtesis planteada, los resultados demuestran
que los extractos, particularmente el de tegumento, presentan un perfil bioactivo
y de seguridad in vitro favorable, lo que respalda su potencial para futuras

evaluaciones en aplicaciones farmacéuticas.
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Asimismo, el origen agroindustrial de los extractos evaluados evidencia la
posibilidad de integrar subproductos del procesamiento alimentario en México,
considerados residuos, convirtiéndolos nuevamente en recursos con aplicacion

dermatoldgica.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos abren la posibilidad de profundizar en la composicion
quimica de los extractos, particularmente del extracto de tegumento, mediante la
identificacion y cuantificacion de los compuestos responsables de la actividad
observada. Asimismo, seria pertinente ampliar la evaluacion bioldgica en
modelos celulares adicionales y, posteriormente, en modelos in vivo que permitan
corroborar los efectos antienvejecimiento bajo condiciones mas complejas.
Desde el punto de vista farmacéutico, futuros estudios podrian enfocarse
en la estandarizacion del extracto, la evaluacion de estabilidad y el desarrollo
preliminar de formulaciones tépicas que permitan explorar su aplicabilidad.
Finalmente, se considera relevante investigar la optimizacion del proceso
de extraccion y su posible escalamiento, con el fin de valorar la viabilidad técnica

del aprovechamiento de estos residuos agroindustriales.
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