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Resumen

Busqueda de compuestos con posible actividad
inhibitoria de enzimas de interés cosmético a
partir de algas del Caribe colombiano.

La proliferacion de las algas marinas en los arrecifes del Caribe colombiano ha causado una
perdida en la biodiversidad de estos ecosistemas. Con el fin de darle un aprovechamiento
a esta biomasa, en este documento se investigd su potencial en la produccién de cosméti-
cos despigmentantes y antienvejecimiento. Este estudio se compone de cinco capitulos que
abarcan aspectos como la revision bibliografica, la extraccion de compuestos quimicos, el
analisis mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y espectrometria de masas (EM),
la evaluacion de la actividad inhibitoria enzimatica, asi como un estudio quimico detallado

de una de las algas més prometedoras.

La revision bibliografica se enfoca en los antecedentes de la industria cosmética en Colombia
y los avances en formulaciones antienvejecimiento . Ademas, se profundiza en las caracteristi-
cas y el potencial de las algas marinas como ingredientes cosméticos. En el segundo capitulo,
se exploran diferentes metodologias de extraccion de algas pardas y rojas, y se llevd a cabo
el perfilado quimico de las muestras seleccionadas usando RMN. El tercer capitulo se centra
en el anéalisis de los extractos utilizando espectrometria de masas (LC-MS/MS) con el fin de
obtener una vision detallada de su diversidad quimica, empleando redes moleculares cons-
truidas en la plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking).

En el cuarto capitulo, se evalud la actividad antioxidante (DPPH) e inhibitoria de los ex-
tractos previamente obtenidos frente a las enzimas tirosinasa, colagenasa y hialuronidasa.
Para los extractos mas promisorios se evalud su actividad citotoxica frente a queratinocitos
humanos inmortalizados (HaCaT ) y se encontré que Dictyopteris justii, un alga colectada en
Providencia, tiene un potencial prometedor para la industria cosmética debido a su actividad
inhibidora de las enzimas de interés y su baja toxicidad. Ademaés, se encontré que algunas
especies de Sargassum también son candidatas para futuros estudios.

Por consiguiente, en el quinto capitulo se realiz6 el estudio quimico de los extractos bu-
tanolicos de muestras de D. justii en diferentes locaciones y en diferentes épocas del afio en
Providencia, encontrando que, sin importar la muestra, la actividad antioxidante y su ca-
pacidad de inhibir las enzimas de interés se mantiene, ademés los compuestos responsables
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de dicha actividad corresponden a los florotaninos. Como conclusion, se destaca el potencial
de estas algas marinas como valiosas materias primas en la industria cosmética, subrayan-

do la importancia de realizar pruebas de seguridad rigurosas antes de su aplicacion comercial.

Esta tesis integra herramientas de machine learning, metabolémica y analisis multivaria-
do, con el propoésito de explorar el potencial de las algas marinas del Caribe colombiano en
la industria cosmética. Los resultados destacan el extracto de Dictyopteris justii como un

candidato prometedor y resaltan la necesidad de realizar més investigaciones en este campo.

Palabras clave: Productos Naturales Marinos, Algas Pardas, Algas Rojas, tiro-
sinasa, colagenasa, hialuronidasa, perfilado metabodlico, Redes moleculares .
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Abstract

Search for compounds with possible inhibitory
activity of enzymes of cosmetic interest from
seaweed from the Colombian Caribbean.

The proliferation of marine algae in the Colombian Caribbean reefs has led to biodiversity
loss in these ecosystems. In order to find a use for this biomass, this document explores its
potential in the production of depigmenting and anti-aging cosmetics. This study consists
of five chapters covering aspects such as literature review, chemical compound extraction,
analysis through Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass Spectrometry (MS), eva-
luation of enzymatic inhibitory activity, as well as a detailed chemical study of one of the

most promising algae.

The literature review focuses on Colombia’s cosmetic industry background and advances
in anti-aging formulations. Additionally, it delves into the characteristics and potential of
marine algae as cosmetic ingredients. In the second chapter, various methodologies for ex-
tracting brown and red algae are explored, and the chemical profiling of selected samples was
carried out using NMR. The third chapter analyzes the extracts using mass spectrometry
(LC-MS/MS) to obtain a detailed view of their chemical diversity, employing molecular net-
works built on the GNPS platform (Global Natural Products Social Molecular Networking).

The fourth chapter evaluated the antioxidant (DPPH) and inhibitory activity of the pre-
viously obtained extracts against tyrosinase, collagenase, and hyaluronidase enzymes. For
the most promising extracts, their cytotoxic activity against immortalized human kerati-
nocytes (HaCaT) was evaluated, and it was found that Dictyopteris justii, algae collected in
Providencia, holds promising potential for the cosmetic industry due to its inhibitory activity
on the enzymes of interest and low toxicity. Furthermore, certain species of Sargassum were
also identified as candidates for future studies.

Consequently, the fifth chapter conducted a chemical study of butanol extracts from samples
of D. justii in different locations and times of the year in Providencia. It was found that,
regardless of the sample, the antioxidant activity and its ability to inhibit the enzymes of
interest remained consistent. Additionally, the compounds responsible for this activity were

identified as phlorotannins. In conclusion, the potential of these marine algae as valuable raw
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materials in the cosmetic industry is emphasized, underscoring the importance of conducting

rigorous safety tests before commercial application.

This thesis integrates machine learning, metabolomics, and multivariate analysis tools to
explore the potential of marine algae from the Colombian Caribbean in the cosmetic in-
dustry. The results highlight the extract of Dictyopteris justii as a promising candidate and

emphasize the need for further research.

Keywords: Marine Natural Products, Brown Algae, Red Algae, tyrosinase, co-
llagenase, hyaluronidase, metabolic profiling, Molecular networks .
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Introduccion

Los productos cosméticos elaborados a partir de ingredientes de origen natural son altamen-
te valorados por los consumidores a nivel mundial. Esta tendencia hace que algunos paises
como Colombia, el cual es el segundo pais con mayor biodiversidad, pueda competir en el
mercado internacional a través de productos innovadores y exoticos. Segin ProColombia,
y el Programa de Transformaciéon Productiva del Gobierno Nacional, para el ano 2032 se
espera que el pais sea reconocido por la produccién y exportacion de cosméticos con base
en ingredientes naturales. Uno de los grupos taxonémicos mas prometedores como fuente de
compuestos de valor cosmético son las algas (tanto pardas como rojas), por tener potencial
como fuente de ingredientes activos y exoticos para el cuidado personal, con alta aceptacion
por parte del mercado. En este contexto, esta tesis corresponde a una primera investigacion
sistemaética sobre algas recolectadas en el Caribe colombiano, que busca hacer una valoracion
de su uso como fuente de ingredientes cosméticos para la elaboraciéon de productos para el

cuidado de la piel.

En esta tesis de Maestria en Ciencias-Quimica se busco aportar respuestas a la pregunta
de investigacion ;Es posible obtener extractos enriquecidos en compuestos inhibidores de
enzimas de interés en la industria cosmética, como la tirosinasa y colagenasa, a partir de
algas pardas abundantes en el Caribe colombiano?. Para lo cual se fij6 como objetivo ge-
neral: Identificar algas pardas y rojas del Caribe colombiano con actividad inhibitoria de
enzimas de interés en la industria cosmética, y caracterizar los compuestos responsables de
la actividad. Como objetivos especificos se buscéd: Evaluar metaboélicamente los extractos de
algas pardas y rojas mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas, caracterizando
los metabolitos mayoritarios presentes. Identificar extractos de algas capaces de producir
inhibicién en enzimas de interés cosmético (por ejemplo: tirosinasa y colagenasa); y seleccio-
nar un extracto promisorio para ser usado en la formulaciéon de cosméticos, e identificar los

compuestos mayoritarios responsables de la actividad del extracto seleccionado.

Este documento se encuentra dividido en 5 capitulos autocontenidos y escritos a manera de
articulo, de tal manera que el lector se pueda concentrar en un solo tema sin necesidad de
leer toda la tesis al mismo tiempo. En el primer capitulo se hace una revisién bibliogréfica
compuesta por tres secciones. En la primera se presentan las generalidades de la industria
cosmética, y los tltimos avances en la busqueda de formulaciones que disminuyan los signos
de la edad, incluyendo los mecanismos para controlar su aparicion. En la segunda seccion,

se hace énfasis en la inhibicion de enzimas que producen cambios en la piel, principalmente
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la tirosinasa y la colagenasa. En la tercera parte, se presentan las caracteristicas que hacen
que las algas marinas, especialmente las algas pardas (filo Ochrophyta, clase Phaeophyceae)
y las algas rojas (filo Rhodophyta), sean una fuente prolifica de metabolitos con aplicacion
en la industria cosmética. Esta presentacion incluye los estudios previamente realizados con
especies del Caribe colombiano, asi como el potencial de estos compuestos como ingredientes

cosméticos en la formulacion de productos con propiedades antienvejecimiento.

En el capitulo 2 se estudiaron diferentes metodologias de extracciéon que permitieran obtener
un panorama de la composicién quimica de las algas en estudio (fingerprinting). Monito-
reando por resonancia magnética nuclear (RMN), tanto 1H como HSQC, HMBC y COSY,
se encontrd que la extraccion de algas pardas que genera extractos enriquecidos en cierto tipo
de compuestos, de acuerdo con su polaridad, y faciles de disolver en los diferentes solventes
deuterados es la metodologia que consiste en extraer el alga liofilizada con una mezcla de
metanol: agua (1:1), seguido de su secado y resuspension en butanol: agua (1:1) generando
los extractos WB y WW, respectivamente; el residuo del alga fue extraido con una mezcla
de diclorometano: metanol (1:1) para obtener el extracto FO. Para las algas rojas fue nece-
sario hacer un paso adicional a la fraccion WW, extrayendo con metanol frio para recuperar
algunos compuestos altamente polares de interés en estas algas.

Posteriormente, aplicando estas metodologias de extraccion, se llevo a cabo el perfilado qui-
mico de 27 muestras de algas pardas (81 extractos) y 12 (48 extractos) muestras de algas
rojas, colectadas en el Caribe colombiano (San Andrés, Providencia, Bart, Santa Marta y
la Guajira). Estas algas se seleccionaron entre las mas de 100 muestras disponibles por ser
muy abundantes, y se priorizaron teniendo en cuenta su taxonomia, reportes de actividad
enzimatica encontrados en la literatura y sus registros en el listado de ingredientes cosmé-
ticos aprobados por la Comision Europea (CosIng). El perfilado por RMNH permiti6 la
construccion de un modelo HCA (Hierarchical Cluster Analysis) para cada uno de los ex-
tractos, y con base en éstos se priorizaron algunos extractos representativos de cada claster
para hacer su estudio en RMN bidimensional. Estos espectros 2D fueron usados para dere-
plicar compuestos en cada grupo de extractos con més certeza. En las fracciones organicas
se encontraron: Lipidos (dcidos grasos, esteroles, fosfolipidos y glicerolipidos), poliésteres
(PHB); y Pigmentos (clorofilas, carotenoides). En las fracciones butanoélicas se identificaron
terpenoides (sesquiterpenos, meroditerpenos, dolastanos y germacrenos), compuestos fenoli-
cos, acidos grasos, glicerolipidos y carbohidratos. Finalmente, en la fraccion WW y WM se
observo la presencia de aztcares, polisacaridos sulfatados y otros ficocoloides (agarosa, por

ejemplo).
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En el capitulo 3, buscando complementar el perfil metaboélico de estas muestras, se llevo a
cabo el analisis de estos extractos por LC-MS/MS. Se analizaron los extractos FO de las
algas pardas y rojas por ESI en modo positivo; mientras los extractos WB se analizaron
por ESI tanto en modo positivo como negativo. Los datos fueron procesados por MZmi-
ne, y cargados a la plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu/) buscando construir redes
moleculares (Molecular mass networking) que dieran una idea de la diversidad quimica de
cada uno de los extractos; asi como hacer la derepliacién de los compuestos contenidos en
éstos. La dereplicacion se hizo a varios niveles, usando base de datos especializadas como
CMNPDB (https://www.cmnpd.org/); la comparacion de los espectros de MS/MS con los
reportados en la bibliografia (FBMN y mirror plots); ademas del uso de herramientas de
asociadas al GNPS de data mining and machine learning (MS2LDA; NAP; Dereplicator+;
MolNetEnhancer y MolDiscovery). La caracterizacion del espacio quimico se hizo usando
los niveles de taxonomia quimica propuestos por ClassyFire. Esto permiti6 una descripcién
més completa de la composicion quimica de las muestras seleccionadas. Para cada uno de
los extractos se describi6 el grupo principal de compuestos que contiene, asi como la distri-
bucién de estos compuestos dentro de cada género. En este punto es importante resaltar que
el nimero de compuestos encontrados por comparacion directa de los espectros de MS/MS
fue limitado, lo que coincide con los pocos estudios de la quimica de algas que han sido

compartidos en el GNPS.

En el capitulo 4 se hizo la valoraciéon de la actividad inhibitoria de enzimas de interés cos-
mético. Dado el elevado ntimero de extractos, éstos se debieron priorizar haciendo uso de
dos criterios de seleccion. El primer criterio fue el perfil metaboélico previamente obtenido;
mientras el segundo fue la actividad antioxidante evaluada mediante ensayo con DPPH en
bioautografia. De esta forma, se eligieron 28 extractos de algas (32 de algas pardas y 24 de al-
gas rojas) por tener propiedades antioxidantes y la presencia de compuestos como polifenoles
(flavonoides, saponinas, terpenoides fendlicos y demas), meroditerpenoides, aminoacidos ti-
po micosporina (MAAs), oligosacaridos y derivados glicosilados, entre otros. Estos extractos
fueron sometidos a ensayos in vitro de inhibicion enzimatica frente a las enzimas tirosinasa,
hialuronidasa y colagenasa. Los extractos de las algas pardas Dictyopteris justii (YP9201)
y zonale (EP6801); y del alga roja Bostrchya sp. (OM1043) presentaron la mejor actividad
inhibitoria y son buenos candidatos para su estudio quimico. También se evalu6 la presencia
de metales pesados en las muestras activas encontrando que se ajustan a los esperado en
términos de seguridad. La muestra Stypopodium zonale (EP6801) no fue seleccionada para
continuar con su estudio debido su citotoxicidad frente a queratinocitos humanos inmortali-
zados (HaCaT); no obstante, esta especie presenta variacion en su composicion de acuerdo

con su lugar de colecta por lo que se debe valorar la seguridad del organismo colectado en
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diferentes lugares del Caribe colombiano antes de ser descartada del todo. En cuanto a la
muestra de alga roja Bostrychia sp. (OM1043) no se priorizo porque la cantidad de muestra
es limitada y por la presencia de compuestos halogenados en sus extractos, encontrados en
LC-MS/MS. Por lo que es necesario realizar ensayos de seguridad para continuar con su
estudio. La muestra de Sargassum (GP10101) también es citotoxica y aun falta por evaluar
la muestra (GJ9701) para saber si es candidata para continuar con sus estudios de caracte-
rizacion quimica. Finalmente, se concluyo que Dictyopteris justii (YP9201) es la que tiene
el mejor potencial como fuente de un extracto activo para la industria cosmética, debido a
su baja toxicidad y su alto potencial como inhibidor de las enzimas de interés (tirosinasa,

colagenasa y hialuronidasa).

En el capitulo 5 se hizo el estudio quimico del extracto WB de Dictyopteris justii, el cual
fue el mas activo. Los ejercicios de dereplicacion de los extractos de esta especie indican
la presencia de Feofitina a, acidos grasos, fucosterol, glicerolipidos, polifenoles, y manitol;
estando los dos ultimos, junto con algunas grasas, en el extracto activo WB. Lo anterior pa-
rece sugerir que los compuestos activos podrian ser los fenolicos presentes, de acuerdo con los
reportes de la bibliografia. Con el fin de establecer si diferentes muestras de D. justii tienen
la misma composicion quimica, se analizaron por LC-MS/MS los extractos de 6 muestras
colectadas en diferentes lugares y épocas del ano y se evalud su actividad antioxidante y la
capacidad de inhibir la enzima tirosinasa y hialuronidasa. Se determiné que la producciéon
de estos compuestos no depende de estas variables. Adicionalmente, se compararon los ex-
tractos de D. justii con los de D. delicatula, y se determin6 que estos compuestos no estan
presentes en las muestras de D. delicatula, y por lo tanto los compuestos de interés no son
producidos por otras especies del mismo género encontradas en Colombia. Los compuestos
activos fueron inicialmente caracterizados como florotaninos por LC-MS/MS. Es importante
destacar, que la elucidacion estructural completa de los compuestos activos se realizara en
trabajos futuros, para complementar la informaciéon obtenida en este documento y realizar
la extraccion de este tipo de compuestos usando disolventes con bajo potencial toxico y con

un riesgo bajo para la salud humana.

En conclusion, esta tesis es la integracion de herramientas de Machine learning, data mining
tools, metabolomica y andlisis multivariado (MDVA), con el fin de construir un perfil meta-
bolico de 39 muestras de algas pardas y rojas, e integrar esté informacion con resultados de
actividad enzimatica, con el fin de explorar su utilidad para la industria cosmética y que pue-
dan ser utilizados en el futuro, como materias primas con un valor agregado. Se encontrd que
el extracto del alga parda D. justii, colectada en Providencia, inhibe las enzimas tirosinasa,

colagenasa y hialuronidasa de manera potente. Los compuestos que componen principalmen-



te este extracto son polifenoles como los florotaninos, que poseen actividad antioxidante, y
cuyos reportes en literatura los identifican como inhibidores de este tipo de enzimas. Asi
mismo algunas especies de Sargassum, colectadas en la guajira, son buenas candidatas para
continuar el estudio como fuente compuestos con actividad cosmética, pero se debe verificar
su seguridad. El producto més notable de la tesis fue identificar los extractos de algas abun-
dantes en Colombia que podrian ser usados en la industria cosmética, en préximos estudios
se deben caracterizar estos extractos y dar los pasos para que efectivamente se incorporen a

las formulaciones cosméticas.
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1. Laindustria cosméticay el uso de
productos naturales marinos derivados
de algas en el cuidado de la piel.

Este capitulo es una revisidon bibliogra ca que se compone de tres secciones. En la primera
se presentan las generalidades de la industria cosmética, y los ultimos avances en la busque-
da de formulaciones que disminuyan los signos de la edad, incluyendo los mecanismos para
controlar su aparicion. En la segunda seccion, se hace énfasis en la inhibicion de enzimas que
producen cambios en la piel, principalmente la tirosinasa y la colagenasa. En la tercera par-
te, se presentan las caracteristicas que hacen que las algas marinas, especialmente las algas
pardas (lo Ochrophytg clasePhaeophyceapy las algas rojas ( lo Rhodophytg, sean una
fuente proli ca de metabolitos con aplicacion en la industria cosmética. Esta presentacion
incluye los estudios previamente realizados con especies del Caribe colombiano, asi como el
potencial de estos compuestos como ingredientes cosméticos en la formulacién de productos
con propiedades antienvejecimiento.

1.1. Laindustria cosméticay el desarrollo de productos
funcionales.

De acuerdo con la Comision de la Comunidad Andina, un producto cosmético es toda sus-

tancia o formulacion destinada a ser puesta en contacto con las partes super ciales del cuerpo
humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y érganos genitales externos) o con
los dientes y las mucosas bucales, con el n exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos,

modi car 0 mejorar su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los olores
corporales [1].

El mercado de los productos cosméticos en Latinoameérica produce cada afio mayores ingre-
sos. Siendo los cosméticos usados para el cuidado de la piel los productos que mas ingresos
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generan, especialmente aquellos que buscan tratar las afectaciones de la piel causadas por el
paso del tiempo y la exposicion a agentes externos, para evitar problemas de salud a largo
plazo. En Colombia[2] las ventas del sector cosmético han registrado un incremento anual
del 7% hasta el afio 2019. Se esperaba que para el ailo 2020 los ingresos alcanzaran 4.171
millones de délares[2], [3]; no obstante, estas cifras no se lograron a causa del impacto ne-
gativo sobre la economia que tuvo el coronavirus SARS-CoV-2, causante de la enfermedad
COVID-19[4]. Sin embargo, el gobierno colombiano ve en el mercado cosmético una herra-
mienta que podria ayudar a la reactivacion econémica del pais. En este ambito, la entidad
Colombia Productiva (creada por el Ministerio de Industria, Comercio y Turismo) junto con

la ONUDI y la confederacion suiza, han publicado el programa GSPQ Colombia que incluye
capacitaciones y dos guias con el n de incentivar la exportacion de ingredientes naturales
para cosméticos, y los requisitos que deben cumplir éstos para ser llevados al mercado euro-
peo y suizo[3], [5], para aprovechar las oportunidades que dara el mercado de los productos
cosmeéticos en los proximos afos[3].

1.1.1. Generalidades.

El estrés, la exposicion a la luz UV, los malos habitos alimenticios y el paso del tiempo
causan deterioro de la piel, hiperpigmentacion y la aparicién de arrugas. Estos dafios a su
vez causan problemas que van desde la aparicion de cancer tipo melanoma, hasta la posibi-
lidad de desarrollar trastornos psicologicos debido al cambio en la apariencia de la piel[6].
Asi, la necesidad de retrasar estos efectos nocivos, y el conocimiento que se tiene acerca de
estos procesos, ha impulsado la busqueda de compuestos naturales o sintéticos que puedan
ser utilizados como ingredientes activos que cumplan con esta funcion[5]. Los compuestos
naturales como ingredientes cosméticos han sido altamente apreciados por los consumidores,
y por tanto tienen un gran impacto en el mercado de productos para la piel, por lo que hoy

en dia su uso es una tendencia en esta industria[3].

Los consumidores han optado por adquirir cosméticos formulados con base en ingredientes
naturales, debido al impacto ambiental negativo producido por los compuestos derivados del
petroleo; la mayor conciencia ambiental de los consumidores; los riesgos para la salud que
los derivados del petroleo poseen como por ejemplo el sindrome de sensibilidad quimica mul-
tiple; y al aumento en el nimero de compuestos sintéticos prohibidos[7]. Aunque la fuente
del ingrediente utilizado para la formulacién no determina la seguridad del producto, pues
algunos ingredientes naturales pueden presentar reacciones adversas, muchos consumidores
tienen la percepcion que los productos fabricados con materias primas de fuentes naturales
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son seguros, lo que determina sus habitos de consumo. Por tal razén, la industria cosmética
ha experimentado una revolucion, dando grandes avances en la identi cacion de nuevos in-
gredientes naturales activos, asi como de excipientes, con una buena e cacia y seguridad que
ha sido probada cienti camente[8]. Con este contexto, el sector ha encaminado sus esfuerzos
en trabajar de la mano con comunidades y pequefias empresas, para asi acceder responsa-
blemente a este tipo de insumos|3].

En los ultimos afios, se han desarrollado una nueva linea de productos en este mercado, cono-
cidos como cosmecéuticos, los cuales son productos cosméticos con propiedades funcionales
demostradas cienti camente[9]. Mdltiples investigaciones han permitido conocer los meca-
nismos mediante los cuales se dan algunas de las afectaciones mas comunes de la piel, como
la hiperpigmentacién, el cancer de piel, las infecciones microbianas, la cicatrizacion de heri-
das, y las arrugas asociadas con el dafio solar y el envejecimiento[3], [10]. Para contrarrestar
esos problemas, la industria cosmética ha ideado algunas estrategias, como la formulacién de
productos con ltros solares para evitar el cancer de piel; el empleo de ingredientes activos
gue inhiban o regulen la actividad de la enzima tirosinasa, causante de la hiperpigmentacion;

y la enzima colagenasa (MMP-1) y la elastasa, las cuales causan las lineas de expresion y las
arrugas, debido a que degradan las bras de colageno y elastina respectivamente; y el uso
de sustancias antimicrobianas para disminuir la aparicion del acné[10].

1.1.2. Lapiely sus principales caracteristicas.

La piel es un material vivo heterogéneo, compuesto por tres capas conocidas como la epider-
mis, la dermis y la hipodermis, que sufren cambios con el paso de la edad ( gura 1.1)[11]. La
epidermis es una estructura estrati cada compuesta por queratinocitos diferenciados, que
migran hacia la super cie, desde la capa basal hasta el estrato cérneo; su funcion princi-
pal es formar una barrera lipidica, dar un soporte mecanico a la piel y bloquear el ingreso
de microorganismos externos. La dermis es una capa compuesta por una red de colageno,
bras elasticas, glicoproteinas y proteoglicanos que proporcionan un soporte a las bras y
las células dérmicas, como los broblastos, brocitos y las células estructurales de los vasos
sanguineos y linfaticos. Por ultimo se encuentra la hipodermis, la cual contiene los adipocitos
y un tejido conectivo graso suelto, el cual tiene como funcién almacenar energia y proteger
la piel de dafos, debido a que le facilita la movilidad al deslizarse[12]-[14].
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Figura 1.1.: Comparacion de la piel joven (izquierda), y piel envejecida por la disminucion
de las bras estructurales (derecha). Adaptado de Amaieet al., 2015[14].

1.2. Mecanismos para el manejo de los signos de la edad.

La piel es un érgano metabdlica e inmunolégicamente activo, susceptible de ser in uencia-
do por factores internos como la genética, el género y la edad; y factores externos como la
exposicion al sol, la contaminacion, la dieta y el estilo de vida[8]. Esto hace que a medida
gue el ser humano envejece, la piel se vuelva seca, escamosa, y menos agradable al tacto. La
exposiciéon solar causa la aparicion de lentigos o0 manchas solares; y el desarrollo de arrugas,
debido a la pérdida de las bras de colageno y elastina en la dermis, conocida como elastosis
solar, seborrea, queratosis actinica y demas. Con la edad, la piel también se vuelve menos
agradable en apariencia. Todos estos cambios causan ansiedad por envejecimiento e im-
pactan negativamente la salud mental de la poblacion mayor, razén por la cual es necesario
disminuir el impacto del tiempo sobre la piel, y envejecer de manera controlada, para mejorar
la calidad de vida[5], [6].
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La pigmentacion de la piel y la pérdida de la estructura dérmica, son las mayores afectacio-
nes clinicas asociadas con el envejecimiento cutaneo[15]. En la actualidad existen diversas
medidas preventivas, estrategias cosmetoldgicas, agentes terapéuticos, topicos y sistémicos;
y procedimientos invasivos[16]. En las siguientes secciones se presentan detalles sobre estas
afectaciones asociadas al envejecimiento, y algunos ingredientes cosméticos usados con el n
de controlarlo.

1.2.1. Pérdida de la estructura cutanea.

La matriz extracelular que compone la dermis tiene tres constituyentes principales, el 80 % de

Su peso seco corresponde a colageno en una piel joven[17], el cual le proporciona resistencia
a la traccién y resistencia mecénica; entre el 2-4% es elastina, que proporciona elasticidad
a la piel; y entre el 0.1-0.3% corresponde a macromoléculas de proteoglicanos, los cuales
son parte esencial de la hidratacion de la piel y la sefalizacién bioldgica. Esta matriz se
degrada constantemente por accion de las enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas
de matriz (MMPs), y se reemplazan los componentes por nuevas moléculas. Las MMPs do-
minantes son las colagenasas, las gelatinasas y las estromelisinas. Entre las colagenasas, la
MMP-1, la mas abundante, junto con las colagenasas MMP-8, MMP-13 y MMP-18 rompen

el colageno intersticial. Las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 degradan las bras de colageno
de la membrana basal; asi como el colageno estructural desnaturalizado. Las estromelisinas
(MMP-3, MMP-10, MMP-11 y MMP-19) degradan el colageno y los proteoglicanos de la
membrana basal, y las glucoproteinas de la matriz[14], [18].

Por otro lado, la hialuronidasa es una enzima presente en la dermis, que despolimeriza el
acido hialurénico (HA), cuya degradacion es importante para evitar el crecimiento de te-
jido anormal y de tumores. Un aumento excesivo en la actividad de esta enzima hace que
la degradacion del HA aumente y se produzca una deshidratacién de la piel, debido a que
aumenta su permeabilidad, esto hace que aparezcan pliegues y arrugas. La inhibicion de esta
enzima es importante, debido a que permite regular el anabolismo y catabolismo del HA,
manteniendo la piel suave e hidratada[19].

El envejecimiento intrinseco, el cual es inherente al desgaste causado por el paso del tiempo
mediado por la genética del individuo, produce adelgazamiento de la epidermis y la dermis,
reduce la capacidad de sintesis de los broblastos, y causa la desaparicion progresiva del
tejido elastico propio de la dermis[20]. Ademas, el colageno disminuye, y las bras que se
mantienen se vuelven mas densas y tensas, esto se debe a que hay un aumento en la expresion
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de las enzimas que degradan el colageno, y una disminucién en la capacidad de proliferacion
de las células derivadas de la piel, como los broblastos y los queratinocitos[18].

A todas estas causas se suma el envejecimiento extrinseco causado por la exposicion a factores
externos, como la polucion, la dieta, y especialmente la radiacion solar, que favorece los
cambios de textura en la super cie de la piel, esto se debe al incremento en la formacion de
radicales libres y el aumento de la actividad de las MMPs en la dermis, lo cual se traduce en
una mayor velocidad de degradacion de la matriz extracelular[18]. La combinacion de todos
estos factores da como resultado la visualizacion de lineas de expresion y arrugas, estos signos
se extienden a través de las capas de la piel como se observa en la gura 1.2[20].

Figura 1.2.: Cambios en la estructura de la dermis con el paso del tiempo y la exposicién a
los rayos UV. Adaptado de Freitaset al., 2017.[20].

El fotoenvejecimiento causado por la exposicién excesiva a la radiacion UV, es el factor que
impacta de forma mas severa la salud de la piel. La sobreexposicion a fuentes de radiacion
como el sol, causa la generacion de radicales libres (ROS), a través de la escision homolitica
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de las moléculas, lo cual inicia la rotura en las cadenas de ADN, la peroxidacion lipidica,
las respuestas in amatorias, la aparicion de signos de envejecimiento, como la pigmentacion
desigual y las arrugas, y en casos extremos, cancer[21], [22]. Adicionalmente, los rayos UV
aumentan la actividad de las MMPs, las cuales, degradan el colageno, la elastina y la bro-
nectina, e inhiben la produccion de procolageno tipo I[21]. En la gura 1.3 se esquematiza
un modelo del dafio que causan los rayos UV, cuando penetran en el tejido conectivo de la
piel. La radiacion UV genera ROS, los cuales activan los factores de crecimiento, que son
proteinas que promueven la proliferacion celular, y los receptores de citocinas en la super cie
de las principales células de la piel, broblastos y queratinocitos, estos factores a su vez ac-
tivan cascadas de transduccion de sefiales que inducen la sintesis del factor de transcripcion
AP-1, el cual promueve la transcripcion de los genes de las MMPs, e inhiben la formacion
de los promotores del colageno en los broblastos. Cuando las MMPs son sintetizadas, son
secretadas por las células de la piel y descomponen las proteinas de la matriz extracelular,
las cuales no pueden ser reparadas adecuadamente, y causan la apariciéon de afectaciones
en la super cie cutanea[22], [23]. Es importante aclarar que el metabolismo oxidativo y el
envejecimiento intrinseco, también producen radicales libres pero en menor proporcion[23].

Figura 1.3.: Mecanismo de alteracion de la produccién de colageno causado por el fotoen-
vejecimiento. Adaptado de Hwanget al., 2011.[23].
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Para disminuir el impacto del envejecimiento en la piel, existen tres abordajes: el primero

es el de la prevencion, que consiste en evitar la exposicion al sol, especialmente entre las
10:00 a.m. y las 4:00 p.m., usar accesorios como sombreros, gafas de sol y ropa que cubra
la mayor parte del cuerpo; y utilizar protectores solares de amplio espectro, todo esto con

el n de evitar el dafio de la radiacion UV sobre la piel[3]. El segundo abordaje es utilizado

en las etapas iniciales o cuando los signos de envejecimiento son leves, este incluye el uso
de cosmeéticos con retinoides para mejorar la apariencia de las arrugas; antioxidantes, como
la vitamina C, la vitamina E y los polifenoles, sustancias para promover la sintesis del
colageno, como los estrégenos; y sustancias que permitan disminuir la sintesis o inhibir las
MMPs, principalmente la colagenasa. En la Tabla 1.1 se presentan algunos de los ingredientes
cosmeéticos mas conocidos para el tratamiento de estos signos de la edad. En general, un
ingrediente incorporado a un cosmético antiedad puede tener como funcién: a) la humectacion
de la piel, b) la actividad antioxidante, c) favorecer el recambio celular, d) estimular la sintesis

del colageno, e) disminuir la degradacion de las principales bras de la piel[21]. Cuando los
signos de envejecimiento son muy notorios se usa el peeling quimico, con sustancias como
acido tricloroacético, acido salicilico y acido glicdlico; cirugia cosmética laser, tecnologia de
radiofrecuencia, toxinas botulinicas y aumento de tejidos utilizando rellenos de colageno
bovino[24].

Tabla 1.1.: Ingredientes cosméticos cominmente utilizados para tratar los signos de la edad.

Ingrediente cosmeético \ Mecanismo de accion
Vitamina C Posee actividad antioxidante, bioestimula
la sintesis de colageno y funciona como
fotoprotector[25]
Acido hialurénico Fomenta la humectacion y la lubricaciéon
de la piel[26]
Licopeno Actividad antioxidante e inhibe la
MMP-1[27]
Extracto de Aloe vera Aumenta la produccion de procolageno y
disminuye la sintesis de la MMP-1[28]
Extracto de Calendula o cinalis Inhibe la MMP-2 y MMP-9, disminuye la
pérdida de agua transepidermal[29]
Extracto de Centella asiatica Induce la sintesis de colageno tipo 1[30]
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El hombre ha buscado en la naturaleza compuestos con el potencial de tratar los signos del
envejecimiento, en los ultimos afios se ha incrementado el estudio cienti co de la actividad
antioxidante y antiedad de extractos obtenidos a partir de los recursos naturales, muchas
veces basados en el conocimiento tradicional, o en el conocimiento previo de ciertas espe-
cies[31]. Para evaluar los extractos se usan ensayos como los que se encuentran enlistados
en la tabla 1.2, con el n de identi car aquellos que puedan ser usados en la formulacién
de productos dermocosmeéticos. Estas técnicas de detecaidrvitro son una herramienta
rapida y racional, que disminuye el nimero de experimentds vivo y disminuye los riesgos
relacionados con los ensayos en seres humanos; lo cual reduce los gastos de investigacion y
desarrollo[32], y sobre todo son una alternativa a los ensayos con animales, que el consumidor
de cosmeéticos valora ampliamente.
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Tabla 1.2.: Métodos para la evaluacion de la e cacia de ingredientes cosméticos.

Actividad | Ensayo

» Captura de electrones o radicales (DPPH, ABTS, FRAP) y

Antioxidante/captacion . L. _
P captacion de peroxido de hidrogeno.

de radicales libres[33]
= Evaluacion de la estabilidad oxidativa mediante la medicior

de dienos conjugados.

-

= Evaluacion de la actividad quelante de un metal.
= Inhibicién de la enzima catalasa.
= Oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL).

= Analisis antioxidante en células (SCAA).

Disminucion de la | = Inhibicion de la colagenasa, elastasa y hialuronidasa .
degradacion de la
matriz
extracelular[10], [34]

= Ensayos con broblastos.
» Actividad de telomerasa en células humanas.

= Andlisis de la super cie por métodos 6pticos y biométricos.

Blanqueamiento de la| = Inhibicién de la enzimatirosinasa .

piel[35]-[37] = Inhibicién de produccién de melanina (MSH).

» Expresion del gen relacionado con la expresion de melanocitps.

Los avances en el conocimiento de los mecanismos mediante los cuales se dan las afectaciones
en la piel, han hecho posible identi car ingredientes inhibidores de determinadas enzimas por
parte de la industria cosmética, de la misma forma que lo hace la industria farmacéutica[32].

En la Tabla 1.2 se encuentran resaltadas aquellas enzimas que pueden ser utilizados como
objetivos moleculares en ensayos de inhibicion, con el n de obtener ingredientes antiedad.
En el desarrollo de los objetivos de esta tesis se hace énfasis en dos de ellas: la colagenasa,
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gue degrada la matriz extracelular, de la cual se hablara en esta seccion; y la tirosinasa,
enzima importante en la sintesis de la melanina, que se tratara en la siguiente seccion.

La colagenasa (MMP-1) es la enzima principal que contribuye a la degradacién de la matriz
extracelular, y a varios procesos de remodelacién tisular en la dermis[38], es responsable de
la degradacién del colageno tipo I, y su produccion es inducida por la exposicién excesiva y
acumulada a los rayos ultravioleta[39](Figura 1.4).

Figura 1.4.: Ejemplos de ingredientes cosméticos| inhibidores de la colagenasa. a) palmitoil
tripéptido-5[40], b) &cido maltobidnico[41] y c) miristoil tetrapéptido-34[42],
con nomenclatura INCI (nternational Nomenclature Cosmetic Ingredieny y
la marca registrada.

Los inhibidores de colagenasa pueden ser ingredientes cosméticos para el tratamiento del
envejecimiento de la piel, disminuyendo la degradacion del colageno y manteniendo su es-
tructura[43]. En el mercado, ya se usan algunos inhibidores de esta enzima, por ejemplo
péptido sintéticos como el palmitoil tripéptido-5 (Figura 1.4a), el cual es un péptido pa-
tentado que disminuye las lineas de expresion, comercializado por la empresa DSM para la
formulacion de productos para el cuidado facial[40]; o el miristoil tetrapéptido-34 (Figura
1.4c), sintetizado y comercializado por la empresa estadounidense TRI-K Industries Inc. para
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la formulacién de emulsiones, aceites y cremas antiedad[42]. Otros productos, como el acido
maltobionico (Figura 1.4b), obtenido a partir de las plantas, y comercializado por la empre-
sa china Spec-Chem Industry Inc., también es comercializado como un ingrediente antiedad
gue inhibe las MMPs, y que puede ser usado en la formulacion de productos cosméticos con
concentraciones entre 0.5-6.0 %[41].

Para obtener ingredientes activos antiedad novedosos, que puedan ser usados en formulacio-
nes con buenas caracteristicas de seguridad y e cacia en el producto terminado, se realizan
principalmente los siguientes experimentos:

~ Seleccionar una fuente del ingrediente cosmético sustentable: esto puede ser un producto de
sintesis 0 una fuente natural que permita la obtencion de compuestos o extractos de forma
sustentable[44]. En el caso de trabajar con fuentes naturales, se debe planear la limpieza
y extraccion del material, utilizando procedimientos que puedan ser escalados en la indus-
tria[45]. Durante el proceso de extraccion se recomienda realizar ensayos de seguridad con el
n de evaluar la viabilidad del ingrediente elegido[44].

" Cuando se busca obtener ingredientes que disminuyan la pérdida de la estructura cutanea,
se realizan ensayos de inhibicibn enzimatica usando enzimas como colagenasa, elastasa, y
hialuronidasa, que degradan colageno, elastina y acido hialurénico respectivamente, o ensa-
yos de actividad antioxidante[19], [44].

" Realizar ensayosn vitro en cultivos celulares de broblastos, debido a que este modelo
tiene gran capacidad de respuesta y permite la viabilidad celular, la homeostasis en la matriz
extracelular, y si hay cambios en la produccién de colageno y elastina[44], [46]. También es
necesario realizar ensayos de penetrabilidad en la piel, con el n de determinar si las molécu-
las activas pueden atravesar las capas de la piel, y llegar a su objetivo, o si se hace necesario
el uso de mecanismos de liberacion de los ingredientes activos, para esto pueden utilizarse
membranas sintéticas o naturales disefiadas para este tipo de ensayos[44].

" Después de conrmada la actividad del posible ingrediente, se debe valorar el perl de
seguridad de éste, el cual se puede construir a partir de ensayoitro para evaluar la
toxicidad, absorcién dérmica, irritacion en la piel y los ojos, sensibilidad, genotoxicidad, car-
cinogenicidad, y efectos fototoxicos[47].

~ Por ultimo, se pueden realizar ensayos clinicas vivo en humanos con el n de asegurar
la e cacia del ingrediente cosmético[44].
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1.2.2. Pigmentacion indeseable de la piel.

El color de la piel, de los ojos y del cabello esta dado por la melanina, la cual es un con-
junto de biopolimeros, como la eumelanina, feomelanina y algunos pigmentos mixtos, que
se produce a partir de la oxidacion del aminoacido L-tirosina, mediante el proceso conocido
como melanogénesis. En este proceso se forman pigmentos macromoleculares de color oscuro
en los melanocitos y las células epiteliales del pigmento retiniano[48]. La tirosinasa (TYR)
cataliza tanto la oxidacién de la L-tirosina como de la L-Dopa a dopaquinona. A partir

de la dopaquinona, las reacciones de autooxidacion, favorecidas en condiciones sioldgicas,
producen los compuestos poliméricos responsables de la coloracién de la piel (feomelanina y
eumelanina) y la hiperpigmentacion mediante dos rutas: a) La eumelanogenesis, en la cual
se producen los compuestos de color negro o marrén, y b) la feomelanogénesis, mediante la
cual se producen compuestos de color rojizo (Figura 1.5).

Figura 1.5.: Ruta de biosintesis de la melanina (eumelanina y feomelanina). Adaptado de
Changet al., 2009.[49]
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La funcién principal de estos pigmentos en la piel es regular la biosintesis de la vitamina
D3, incrementar la resistencia de ésta a las quemaduras solares, debido a que actiua como
Itro UV y termorregulador, y disminuir la aparicion de tumores. Este proceso tiene lugar

en los melanosomas[50]. Los melanosomas son organulos dentro de los que se sintetiza mela-
nina, y se encuentran dentro de las células conocidas como melanocitos, éstas se comunican
a través de dendritas con los queratinocitos, las cuales son las células que predominan en
la epidermis[51]. Después de que la melanina es sintetizada dentro de los melanocitos, los
melanosomas que la contienen son transferidos a los queratinocitos de diferente formas: por
exocitosis, citofagocitosis, fusibn de membranas plasmaticas, y transferencia por vesiculas
de membrana[52]. El exceso y distribucién anormal de la melanina en la piel, causada por
la sobreexposicion al sol, los cambios hormonales, los trastornos de tiroides y algunos trata-
mientos farmacoldgicos[53], hace que aparezcan zonas mas pigmentadas (pecas, melasmas,
lunares, etc.) consideradas como un problema estético[48], [49].

Existen diferentes mecanismos de accion para disminuir la pigmentacion en la piel a lo largo
de la sintesis de la melanina, que se ilustran en la Figura 1.6, entre los que se encuentran la
inhibicion de la transcripcion de la tirosinasa (TYR) o la inhibicién de ésta, la cual cataliza

el paso limitante del proceso de melanogénesis; la inhibicion de la enzima peroxidasa, o la
accion antioxidante, la destruccion de los melanocitos (M) por la produccion de radicales
libres, y la dispersion de la melanina, usando aceleradores del tiempo de renovacion epidér-
mica, algunos conocidos como exfoliantes, o inter riendo con los organelos que contienen
melanina, como los melanosomas|35], [53].
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