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RESUMEN

El envejecimiento cutaneo es un proceso que puede acelerarse por el estrés oxidativo
derivado de la exposicion prolongada a los rayos del sol, estimulando la actividad de las
enzimas tirosinasa, elastasa, hialuronidasa y colagenasa, involucradas en la
degradacion de la matriz extracelular dérmica. El aguacate (Persea americana Mill.) es
una fruta valorada por su sabor y propiedades nutricionales, su consumo genera
subproductos como el epicarpio (cascara) con una utilizacion limitada, con el potencial
de contener moléculas polifendlicas bioactivas, utiles para desarrollar nuevos productos
cosmecéuticos anti-envejecimiento. La obtencion de polifenoles puede realizarse por
métodos de extraccion convencional como la maceracion, obteniéndose un extracto y
una biomasa residual, generalmente desechada que puede aprovecharse para obtener
moléculas bioactivas, utilizando métodos de termoconversién como la carbonizacion
hidrotérmica (HTC). El objetivo del presente trabajo fue determinar la composicion
quimica, actividad antioxidante e inhibicién enzimatica del extracto etandlico (EEPA) de
la cascara de aguacate obtenido por maceracion, asi como de los bioaceites ligeros
(BAL) y pesados (BAP) obtenidos por HTC. Todas las fracciones fueron analizadas por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), la concentracién de
compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante y la inhibicion enzimatica se determiné
por medio de espectrofotometria. Los resultados FTIR indican una gran diversidad de
grupos funcionales en el EEPA y los BAP. Los BAL presentaron una mayor
concentracion en acidos hidroxicinamicos, fenoles y flavonoides mientras que el EEPA
en proantocianidinas. La actividad antioxidante fue mayor en el EEPA frente al 6xido
nitrico y el radical peroxilo, mientras que los BALs resultaron mas antioxidantes frente al
anion superoxido y al radical hidroxilo. La actividad de los BAPs para inhibir la tirosinasa
y elastasa fue superior al de otras fracciones. En conclusion, el uso combinado de la
extraccion convencional y la HTC maximiza el niumero de fracciones bioactivas a partir
de la cascara de aguacate representando una solucién para el aprovechamiento

racional de este subproducto alimenticio.

Palabras clave: actividad antioxidante, cascara de aguacate, envejecimiento celular

cutaneo, fenoles, inhibicion enzimatica.
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ABSTRACT

Skin aging is a process that can be accelerated by oxidative stress resulting from
prolonged exposure to sunlight; stimulating the activity of tyrosinase, elastase,
collagenase, and hyaluronidase enzymes involved in the degradation of the dermal
extracellular matrix. Avocado (Persea americana Mill.) is a fruit valued for its flavor and
nutritional properties; its consumption generates by-products such as the epicarp (peel)
with limited utilization, from which bioactive polyphenolic molecules could be obtained to
develop new anti-aging cosmeceutical products. Polyphenols can be obtained by
conventional extraction methods such as maceration, resulting in an extract and residual
biomass that is generally discarded, but bioactive molecules could still be obtained using
thermo-conversion methods such as hydrothermal carbonization (HTC). The present
investigation aims to determine the chemical composition, antioxidant activity, and
enzymatic inhibition of the ethanolic extract (EEPA) from avocado peel obtained by
maceration, as well as of the light (BAL) and heavy (BAP) bio-oils obtained by HTC. All
fractions were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The
concentration of phenolic compounds, antioxidant capacity, and enzymatic inhibition
were determined by spectrophotometry. FTIR results indicate a high diversity of
functional groups in EEPA and BAPs. BALs had the highest concentration of
hydroxycinnamic acids, phenols, and flavonoids while EEPA exhibited the highest
proanthocyanidin concentration. Antioxidant activity was greater in EEPA against nitric
oxide and peroxyl radical, while BALs were more antioxidant against superoxide anion
and hydroxyl radical. The activity of BAPs to inhibit tyrosinase and elastase was higher
than those of the other fractions. In conclusion, the combined use of conventional
extraction and HTC maximizes the number of bioactive fractions from avocado peel

representing a solution for the rational utilization of this food by-product.

Key words: antioxidant activity, avocado peel, enzyme inhibition, phenols, skin aging.
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1. INTRODUCCION

El envejecimiento celular cutaneo es un proceso natural, acelerado principalmente por
factores exdgenos como la exposicion a los rayos ultravioleta del sol con el
consecuente incremento de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Este
proceso puede ser atenuado reestableciendo la capacidad antioxidante de la piel (1,2) y
contrarrestando la accion de las enzimas implicadas en la hiperpigmentacion, flacidez y

degradacion de los componentes propios de la matriz extracelular dérmica.

El aguacatero (Persea americana Mill.) es una planta perteneciente a la familia
Lauraceae. Este arbol tropical es originario de México, América Central y América del
Sur, pero actualmente se cultiva en todo el mundo. Su fruto denominado aguacate, es
sumamente valorado por sus propiedades organolépticas y nutricionales, ademas, se
ha descrito que los extractos obtenidos a partir de sus hojas, epicarpio (cascara) y
semilla, presentan actividad antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena vy

antimicrobiana por lo que continuan siendo utilizados en la medicina tradicional (3-5).

Uno de los subproductos generados por el consumo del aguacate es la cascara, la que
en nuestros dias es considerada un desecho, aunque estudios sugieren que la misma
es rica en moléculas bioactivas (principalmente compuestos fendlicos), los que por sus
propiedades antioxidantes podrian ser aprovechados en el desarrollo de nuevos
productos cosmecéuticos anti-envejecimiento. La forma tradicional para la obtencién de
estas moléculas es la extraccion con disolventes, 1o que genera una biomasa residual
extraida generalmente considerada como un desecho. Sin embargo, a partir de ella aun
se pueden obtener compuestos bioactivos. Una manera de aprovechar integralmente
esta biomasa residual extraida y conseguir altas concentraciones de compuestos
bioactivos, seria el empleo de métodos no convencionales de termoconversion como la
carbonizacion hidrotérmica para obtener principalmente compuestos polifendlicos los

cuales también podrian aplicarse en productos cosmecéuticos anti-envejecimiento (1,2).

Hasta el presente las propiedades anti-envejecimiento de los extractos polares y de los
bioaceites obtenidos a partir de la termoconversiéon de la biomasa residual extraida

procedente de la cascara de aguacate son desconocidas, lo que limita su utilizacion en
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el desarrollo de productos cosmeceéuticos de alto valor agregado. Por lo tanto, el
objetivo general de la presente investigacion fue determinar el efecto del extracto
etandlico procedente del epicarpio de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) y
de los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica a partir de la biomasa

residual extraida sobre marcadores del envejecimiento celular cutaneo.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Anatomia y fisiologia de la piel

La piel es uno de los 6rganos mas importantes para los seres humanos debido a que
reviste a todo el cuerpo proporcionandole soporte y proteccion para el funcionamiento
adecuado de los demas 6rganos internos. Ademas, presenta un papel importante en la
comunicacion no verbal por lo que el cuidado y la estética de la piel resultan

fundamentales para el bienestar de las personas (6,7).

La piel corresponde a la sexta parte del peso corporal total, abarca un area de
superficie de aproximadamente 2 m?, un grosor de 0.3 mm a varios centimetros y un
peso de 4 Kg en un adulto promedio. Este 6rgano constituye la primera linea de
defensa entre el cuerpo y el medio externo cumpliendo multiples funciones: proteccion
contra los rayos ultravioleta (UV) originados por el sol, traumatismos mecanicos,
xenobidticos y contra microorganismos patogenos. Ademas, mantiene un equilibrio
hidroelectrolitico adecuado, participa en la regulacion de la temperatura corporal, en la

percepcion sensitiva, en la vigilancia inmunolégica y en la sintesis de la vitamina D(6,8).

La piel esta constituida por tres capas superpuestas: la epidermis, la dermis y la
hipodermis (Figura 1) (9). La capa mas superficial de la piel es la epidermis, la cual se
encuentra constituida por cinco estratos; cérneo, lucido, granuloso, espinoso y basal
(7). El espesor de la epidermis varia de 0.1 a 1.5 mm dependiendo de la zona del
cuerpo, siendo mas delgada a nivel de los parpados y mas gruesa en las manos y en

los pies (10).

Los queratinocitos son las células mas abundantes de la epidermis, estas células por
medio de su proliferacion, diferenciacion y migracion dan origen a los demas estratos
epidérmicos; en los seres humanos este proceso requiere por lo menos 14 dias. La
epidermis, aunque crece de manera constante, mantiene el mismo espesor debido al
proceso de descamacion que dura alrededor de 14 dias. Cuando el ciclo de
proliferacion o descamacién aumentan se considera patologico (i.e. psoriasis, cancer de
piel), afectando la homeostasis cutanea (10). Los queratinocitos también participan en

la sintesis de una proteina protectora denominada queratina asi como moléculas

3



B Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biolégicas

solubles como citocinas de esta manera, regulan la actividad de las células

adyacentes(11).
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Figura 1. Estructura anatomica de la piel. En la imagen se pueden apreciar las tres capas que
constituyen la estructura cutanea: epidermis, dermis e hipodermis. Las principales células que forman los
diferentes estratos de la epidermis son los queratinocitos. En la dermis se encuentran localizados los
fibroblastos, células encargadas de la sintesis de colageno y elastina. Finalmente, en la hipodermis hay
una predominancia de células adiposas. SB, stratum basale; SC, stratum corneum; SG, stratum
granulosum; SS, stratum spinosum. (9).

Otras células que revisten importancia para la piel son los melanocitos los cuales se
encuentran localizados en el estrato basal de la epidermis. Estas células controlan la
pigmentacién de la piel por medio de la sintesis y distribucién del pigmento de la
melanina hacia los queratinocitos (12). En los melanocitos, la melanina se encuentra
localizada en unas estructuras especializadas llamadas melanosomas; la sintesis de
melanina comienza a partir de la tirosina que es convertida a DOPA-quinona y

finalmente se convierte en melanina. El pigmento de la melanina esta constituido por
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eumelanina (de color negro a marréon) y feomelanina (de color rojo a amarillo), este

pigmento funciona como un agente protector contra los rayos UV del sol (7,13).

Las células de Merkel son mecanorreceptores localizados en el estrato basal de la
epidermis, representan menos del 5% de la cantidad de células epidérmicas sin
embargo, su participacion en el sistema neuroinmunocutaneo es importante; presentan
funciones neuroendocrinas, nociceptivas y también participan en la respuesta

inmunologica (14).

La dermis por su parte se encuentra por debajo de la epidermis, su espesor varia de 2 a
4 mm y es posible distinguir en ella dos capas; la dermis papilar que presenta fibras de
colageno delgadas y la dermis reticular con fibras de colageno mas densas. La dermis
se caracteriza por la presencia preponderante de fibroblastos; células especializadas en
la sintesis de fibras de colageno y elastina, proteinas que forman estructuras con una
disposicion paralela proporcionando soporte, consistencia y elasticidad a este

organo(15).

Los mastocitos son células localizadas cerca de los vasos sanguineos presentes en la
dermis, ante un estimulo de dafo desencadenan un proceso inflamatorio por medio de
la liberacion de histamina, citocinas y quimiocinas (10). La dermis también esta
constituida por numerosos vasos sanguineos, corpusculos (i.e. Paccini, Ruffini y
Meissner) asi como por abundantes terminaciones nerviosas asociadas a la epidermis,
dermis y a los foliculos pilosos (16). Ademas, se encuentran los anexos cutaneos que
pueden ser de dos tipos: los glandulares (i.e. glandulas sebaceas, apocrinas y ecrinas)

y los corneos (i.e. foliculos pilosos y ufas) (17,18).

La hipodermis es la capa mas profunda de la piel, contiene numerosos adipocitos;
células encargadas de la sintesis y liberacién de adipocinas (i.e. leptina, adiponectina),
citocinas (i.e. TNF-a, IL-6) y otras proteinas capaces de regular procesos metabdlicos
asi como la respuesta inflamatoria ademas, los adipocitos también sirven como reserva
de grasa (19,20). La hipodermis dispone igualmente de numerosos vasos sanguineos

que aportan sangre a las capas mas superficiales de la estructura cutanea (21).
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2.2. Datos epidemiologicos sobre el envejecimiento

La esperanza de vida a nivel mundial incrementé de 1960 al 2015 de 53 afios a 72 afos
(22), con ello también se espera una mayor prevalencia de enfermedades cronico-
degenerativas. Datos epidemioldgicos estiman que en el 2015 el 11% de la poblacion
mundial era igual o mayor a 65 afos, se espera que para el 2030 aumente a un 15% y
para el 2050 a un 19% (Tabla 1) (23).

Tabla 1. Poblacion mundial = 65 afios. En la tabla se indican el numero estimado de
personas de 65 afios o0 mas en diferentes regiones del mundo y su porcentaje con
respecto a la poblacién total.

Regién Poblacidén en millones Porcentaje del total de la poblacion
2015 2030 2050 2015 2030 2050

Africa 40.6 70.3 150.5 3.5 4.4 6.7
Asia 3414 587.3 975.3 7.9 121 18.8
Europa 129.6 169.1 196.8 174 22.8 278
Latincamérica y Caribe 47.0 82.5 139.2 7.6 11.8 18.6
Norte américa 53.9 824 94.6 15.1 20.7 214
QOceania 4.6 7.0 9.5 12.5 16.2 18.5

Fuente: (23).

La poblacion adulta en México aumentd considerablemente de 1990 al 2020; la
cantidad de personas entre 30 y 59 afios incrementé de un 26% a un 38% vy las
personas de 60 afios 0 mas aumentaron de un 6% a un 12%. En contraste, la cantidad
de jovenes disminuyo de un 29% a un 25% y la cantidad de nifios paso de un 38% a un
25%. De acuerdo a estas cifras podemos observar un proceso de envejecimiento

demografico (24).

El envejecimiento es un proceso natural que sigue diferentes trayectorias en érganos,
tejidos y células; conforme avanza el tiempo se lleva a cabo la pérdida de la integridad
fisiolégica y el deterioro de las funciones hasta culminar en la muerte (25,26). Si bien
los signos de envejecimiento de los érganos internos pueden ser enmascarados, en la
piel se va haciendo evidente el impacto del tiempo que ha transcurrido desde el
nacimiento (2), siendo la ritidosis (arrugas) uno de los principales signos que comienza
a manifestarse a partir de los 30 afios de edad (27). Existen varias hipotesis que
explican como se lleva a cabo el proceso de envejecimiento, las principales se

describen a continuacion.
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2.2.1. Teorias que explican el envejecimiento celular

Una de las hipétesis que explica el proceso de envejecimiento celular es debido al dafio
acumulado en el ADN ademas, los procesos de mantenimiento y reparacion con el
tiempo se van haciendo ineficientes (28). La exposicion prolongada a la radiacion UV es
uno de los principales factores para el desarrollo del envejecimiento celular cutaneo y el
cancer. Lo anterior debido a que la radiacién UV aumenta la produccién de ERO, dafo
en el ADN e inmunosupresion cutanea (Figura 2) (29).

Estrés Oxidativo

Cambios

Dano en el ADN
Hormonales

Envejecimiento

Celular Cutineo Alteracion de la

Autofagia

Acortamiento de
Telomeros

Otros

Figura 2. Hipotesis que explican el envejecimiento celular cutaneo. En la imagen se muestran las
principales hipétesis que explican el proceso de envejecimiento celular de la piel. Debemos destacar que
la exposicién prolongada a los rayos ultravioleta del sol genera un aumento del estrés acelerando
considerablemente el proceso de envejecimiento en la piel (30,31).

Una de las teorias que explican la causa del proceso de envejecimiento celular es por el
acortamiento de telémeros, lo que conlleva al fin de la proliferacién y a la senescencia
de las células (32). Aunque estas células no tienen la capacidad de dividirse, aun
presentan un metabolismo activo y la capacidad de liberar sefiales de dafo
denominadas como fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) (33). En la piel
(SSASP), estas sefiales ocasionan una respuesta inmunolégica de tipo inflamatoria que
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favorece el dano en la estructura cutanea debido al aumento en la actividad de las

metaloproteinasas (MMPs) (34).

Ademas de los cambios genéticos propios de las células, los factores ambientales
modifican la expresién de genes; en estos cambios denominados epigenéticos, los
estimulos ambientales disminuyen la metilacién del ADN favoreciendo la expresion de
genes Yy el desarrollo de procesos patologicos (35). Otra teoria que podria explicar el
envejecimiento celular es el dafio acumulado que se genera debido a las
imperfecciones propias de las estructuras celulares; las biomoléculas y las funciones
celulares no son perfectas teniendo como consecuencia la formacién y acumulacién de

subproductos que produciran dafio y desequilibrio en la homeostasis celular (36).
2.2.2. Fisiopatologia del envejecimiento celular cutaneo

El envejecimiento celular cutaneo, es un proceso bioldgico influenciado por la
combinacion de factores enddgenos o intrinsecos (i.e. genética, procesos metabdlicos,
hormonas) y exdgenos o intrinsecos (i.e. exposicién cronica a la luz, contaminacion,
xenobidticos). Estos factores conducen a alteraciones estructurales y fisiologicas
acumulativas y a cambios progresivos en los estratos cutaneos, asi como a las
transformaciones en la apariencia de la piel, especialmente en las areas expuestas al
sol (37). A diferencia de la piel envejecida naturalmente que es delgada, atrdfica,
finamente arrugada y seca, la piel fotoenvejecida muestra una epidermis mas gruesa,
decoloracion moteada, arrugas profundas, laxitud, opacidad y aspereza. La pérdida
gradual de la elasticidad de la piel conduce al fendmeno de flacidez. La desaceleracion
de la tasa de renovaciéon epidérmica y el alargamiento del ciclo celular coincide con la
cicatrizacion mas lenta de heridas y una descamacion menos efectiva en adultos

mayores (2) (Figura 3).
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Figura 3. Envejecimiento celular cutaneo. En la imagen se pueden apreciar secciones histologicas
teriidas con hematoxilina y eosina correspondientes a una piel normal, a una piel envejecida de manera
natural y una piel fotoenvejecida. Nétese en la piel fotoenvejecida la presencia de arrugas mas profundas,
un mayor engrosamiento de la epidermis asi como una mayor deposicion de colageno y elastina en la
dermis (38).

La exposicién prolongada a los rayos UV procedentes del sol genera un aumento en la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Figura 4) (39). Estas especies
pueden proceder de la cadena de transporte de electrones, peroxisomas, reticulo
endoplasmico asi como de reacciones enzimaticas y de Fenton (40). Ademas, la UV
puede ocasionar dafio en el ADN mitocondrial (tADN) lo que conlleva a un aumento en
la formacion de ROS y una reduccién en la produccion de ATP por lo que se afectan los

procesos celulares de reparacion (41).

En condiciones celulares normales, los receptores tirosina quinasa (RTK) localizados en
la membrana celular, se encuentran inhibidos por fosfatasas (RPTP). Sin embargo, las
ROS generan la fosforilacion de RTK desencadenando la activacién de vias de
sefalizacion intracelular; como las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK),
para la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la proteina (AP)-1 (40,42). En
condiciones homeostaticas NF-kB se encuentra ligado a su inhibidor kB (IkB) en el
citoplasma de la célula. Sin embargo, los rayos UV y las ROS promueven la
ubiquitinacion de IkB desencadenando la translocacion de NF-kB al nucleo para la
sintesis y liberacién de citocinas proinflamatorias y MMP-1, esta Ultima enzima

comienza a degradar el colageno de la estructura dérmica (42).
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La radiacion UV ademas de causar estrés oxidativo y dafo en las células epidérmicas,
ocasiona una oxidacion en los lipidos de las células que son reconocidos por el sistema
de complemento generando un proceso inflamatorio, la infiltracién de macrofagos. Los
macrofagos comienzan a remover los restos celulares y generan la liberacion de
citocinas proinflamatorias, ROS y MMPs generando dafio en la uniéon dermis-epidermis
(40). La protedlisis de las proteinas de en la matriz extracelular cutanea genera la
liberacion de péptidos cripticos (matricinas y elastocinas) capaces de aumentar la
sintesis y liberacion de MMP asi como de favorecer el microambiente proinflamatorio

debido al reclutamiento de neutréfilos y macrofagos (43,44).
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Figura 4. Estrés oxidativo y envejecimiento celular cutaneo. Después de la exposicion a los rayos
ultravioleta del sol se genera un aumento en la formacién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
capaces de dariar el material genético, los lipidos y las proteinas de la célula, asi como de activar vias de
sefializacion intracelular para la sintesis y liberacion de citocinas y metaloproteinasas ocasionando la
degradacion de la matriz extracelular cutanea. ‘OH, radical hidroxilo; ADN, acido desoxirribonucleico;
AKT, proteina kinasa B; AP-1, proteina activadora 1; CAT, catalasa; H.O,, peroxido de hidrégeno; I-kB,
proteina inhibidora B; IL-18, interleucina 18; IL-6, interleucina 6; MAPK, proteinas cinasas activadas por
mitégenos; MED, matriz extracelular dérmica; MMP, metaloproteinasa de matriz; NF-kB, factor nuclear
kB; NO°, o6xido nitrico; O,”, anién superdxido; PI3K, fosfatidilinositol-3-kinasa; Proteinas c-jun, c-fos,
smad y FOX; ROQ°’, radical peroxilo; ROS, especies reactivas de oxigeno; SOD, superéxido dismutasa;
TGF-B, factor de crecimiento transformante 3; TNF-a, factor de necrosis tumoral a; UV, ultravioleta (45—
52).
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2.2.3. Marcadores del envejecimiento celular cutaneo

Algunos cambios estructurales pueden apreciarse en la piel envejecida, muchos de
ellos exteriormente observados en la flacidez, deshidratacion, manchas, arrugas vy falta
de firmeza, se relacionan con la sintesis y degradacion del colageno, el acido

hialurénico, la elastina y la melanina considerados marcadores de este proceso (53).

La dermis contiene predominantemente colageno tipo | (85% = 90%) con cantidades
menores de colageno tipo Il (10% = 15%). Los fibroblastos dérmicos sintetizan las
cadenas de polipéptidos individuales de colageno de los tipos | y lll como moléculas
precursoras llamadas procolageno (54). El colageno tipo VII, por su parte es sintetizado
principalmente de la matriz extracelular, ya que es un colageno de fibrillas de anclaje, al
que se unen el colageno tipo | y tipo lll, proporcionando estabilidad a la membrana
basal. El colageno y la elastina de la piel alcanzan su punto maximo alrededor de los 30
anos (55), sin embargo en pieles envejecidas se ha observado una cantidad reducida
de colageno tipo VII, lo que contribuye a la formacion de arrugas al debilitar el enlace
entre la dermis y la epidermis (56). La distribucién escasa y la disminucion del
contenido de colageno en la piel fotoenvejecida pueden deberse a una mayor
degradacion del colageno por parte de las colagenasas y otras proteasas,

independientemente de la produccion endégena de esta proteina (57,58).

En la piel envejecida, el colageno tiene una estructura irregular y desorganizada,
ademas, se observa una proporcién aumentada de colageno lll/colageno | debido a una
pérdida de colageno | (57,58). La presencia de especies reactivas de oxigeno durante
el envejecimiento cutaneo se relaciona estrechamente con la disminucion del colageno |
al inducir al factor de transcripcién c-Jun a través de las proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK), conduciendo a la sobreexpresion de las metaloproteinasas de
matriz (MMP)-1, MMP-3 y MMP-9 y consecuentemente inhibiendo la expresién de

procolageno |, una molécula precursora del colageno | (59).

El acido hialurénico constituye un marcador importante del envejecimiento. Se
considera que esta molécula es el compuesto predominante de la matriz extracelular

cutanea, fundamentalmente presente a nivel de las capas espinosa y granulosa
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epidérmicas, y a nivel intracelular en la capa basal y en la dermis con una capacidad
Unica para unir y retener moléculas de agua (60). La hidratacion de la piel depende
criticamente del agua unida al HA en la dermis y en la epidermis viable, mientras que el
mantenimiento de la hidratacion depende esencialmente del estrato granuloso (60). El
HA tiene una tasa de recambio dinamica. Se considera que posee una vida media de 3
a 5 min en la sangre, menos de un dia en la piel y de 1 a 3 semanas en el cartilago
(61). EI HA se degrada en fragmentos de tamafio variable por las hialuronidasas
(HYAL) encargadas de hidrolizar enlaces hexosaminidicos 3 (1—4) entre residuos de N-
acetil-D-glucosamina y acido D-glucurdnico del acido hialuronico. En humanos, hasta
ahora se han identificado seis HYAL: HYAL-1, -2, -3, -4, PH-20 y HYALP1. La HYAL-1

es la hialuronidasa mayoritaria en el suero (62).

El cambio histoquimico mas dramatico observado en la piel envejecida es la marcada
desaparicion del acido hialuronico epidérmico, mientras que este compuesto todavia
esta presente en la dermis (63). Se desconocen las razones exactas de este cambio en
la homeostasis del AH con el envejecimiento. También se ha reportado una reduccién
progresiva del tamafo de los polimeros de HA en la piel como resultado del
envejecimiento (64). De esta manera, la epidermis pierde la principal molécula
responsable de unir y retener las moléculas de agua, lo que resulta en la pérdida de
humectacién de la piel. Teniendo en cuenta que el acido hialurénico es degradado por
las hialuronidasas y que estas enzimas son un factor clave que controla la renovacion
del acido hialurénico en la piel humana, se considera que la inhibicién de la actividad de
la hialuronidasa retarda la destruccion del acido hialurénico y conduce a la retencién de

la humedad de la piel, aspecto que mejora la apariencia de la piel envejecida (65).

El acido hialurénico también se puede degradar de forma no enzimatica por un
mecanismo dependiente de la concentracion de radicales libres en presencia de
agentes reductores como el acido ascorbico, tioles, iones ferrosos o cuprosos y del
oxigeno molecular (66). Por lo tanto, se ha sugerido el uso de los agentes antioxidantes
para retrasar la degradacion del AH catalizada por radicales libres y de esta forma

mantener la integridad del AH dérmico y sus propiedades humectantes (67).

12
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La elastina es una proteina critica de la piel consistente en tropoelastina reticulada (68).
La elastina se combina con las microfibrillas para formar fibras elasticas que
proporcionan flexibilidad a la piel. Las fibras elasticas se encuentran en dermis y
constituyen aproximadamente del 2% al 4% del peso seco libre de grasa de la dermis
en la piel de los adultos (69). La elastina tiene una tasa de renovacién muy baja. De
hecho, en la piel, la vida media general de la elastina es similar a la vida humana, por lo
que, al sufrir aflos de repetidos insultos mecanicos y ambientales, es muy poco
probable que sean reemplazada de manera apreciable por nuevos procesos de sintesis
(70). La tropoelastina, el bloque estructural principal de la elastina tiene el nivel mas alto
de expresion durante el desarrollo temprano, pero la expresion disminuye durante la
edad adulta (71).

Las enzimas elastoliticas llamadas elastasas, degradan las fibras de elastina las que se
incrementan con la exposicion al sol y en pieles intrinsecamente envejecidas. Estas
disrupciones ocurren de dos formas principales: primero, las fibras elasticas se acortan
y fragmentan; y en segundo lugar el dafo se acumula sobre las proteinas (72). La
exposicidon cronica al sol interrumpe la arquitectura de la fibra elastica de manera
sustancial, o que resulta en una acumulacion de material que contiene elastina debajo
de la unién dermoepidérmica, conocida como elastosis solar, lo que lleva a la pérdida
de elasticidad de la piel (73). La reduccion relacionada con la edad en la produccién de
elastina y el dafo a la elastina tienen un impacto sustancial en la apariencia de la piel,
lo que resulta en pieles flacidas y fragiles con apariencia envejecida (70). Teniendo en
cuenta que la produccién de nueva elastina cesa en la madurez, y la sintesis de
tropoelastina obviamente no se repite, una estrategia que se ha sugerido para mejorar

la elasticidad de la piel durante el envejecimiento es la inhibicion de las elastasas (74).

El color de la piel depende de la melanina, la que estd compuesta por biopolimeros
polimorfos y multifuncionales, como la eumelanina (dominante en individuos con piel y
cabello oscuro), feomelanina (dominante en individuos con cabello rojo), neuromelanina
(en cerebro humano) y pigmentos de melanina mixtos que son productos finales de una
transformacion de L-tirosina (75). La eumelanina es fotoprotectora al dispersar y

absorber la luz ultravioleta. Por el contrario, la feomelanina es fotoinestable y fototdxica,
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lo que promueve el dafio inducido por los rayos UV, incluido el fotoenvejecimiento (76).
La piel estd compuesta por unidades epidérmicas que son responsables de la
produccion y distribucibn de melanina. Estas unidades estan compuestas por
melanocitos, rodeados de queratinocitos y reguladas por el sistema paracrino. En
condiciones fisiologicas, la sintesis de melanina se produce en los melanocitos, gracias
a la accion de la enzima tirosinasa, la que provoca la oxidacién de la L-tirosina o L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) a dopaquinona, iniciando la eu- o feomelanogénesis.
Este proceso ocurre en dos etapas: en el paso inicial, la L-tirosina se hidroxila a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA). En el segundo paso, la L-DOPA se oxida a la O-quinona

correspondiente (77).

La tirosinasa es una dglicoproteina que se encuentra en la membrana de los
melanosomas. Se localiza en la membrana interna, transmembrana y en el area
citoplasmatica. Las mutaciones dentro de una secuencia de esta enzima pueden
conducir a diferentes enfermedades relacionadas con trastornos de la pigmentacion de
la piel (75). El contenido de melanina puede incrementarse o bien disminuir con los
anos, generando trastornos de la pigmentacién (78). La piel envejecida muestra un
aumento de lesiones de lentigo solar (manchas de la edad), contribuyendo en algunos
casos mas a la edad percibida que las arrugas. Las manchas de la edad exhiben
cambios histologicos importantes a nivel epidérmico, especialmente el alargamiento de
crestas epidérmicas ademas de un numero incrementado de melanocitos tirosinasa
positivos por longitud de interfase dérmica/epidérmica (79). Esta hiperpigmentacion
puede estar relacionada con el estrés oxidativo. La luz del sol estimula la produccion de
melanina para la proteccion contra los efectos nocivos de la radiaciéon ultravioleta. El
papel sustancial del estrés oxidativo en la melanogénesis inducida por UV y el alivio de
la melanogénesis inducida por UV mediante la terapia antioxidante indica una
asociacion entre el estrés oxidativo y la hiperpigmentacién inducida por la luz UV (80).
La radiacién UV puede generar los productos de peroxidacion del sebo, conocidos
como monohidroperoxidos de escualeno, los que generan hiperpigmentacion con

mejoria mediante el tratamiento antioxidantes (81).
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En la Figura 5 se muestra una tincion inmunohistoquimica de las fibras de colageno y

elastina de una piel foto-protegida comparada con una piel foto-envejecida (82).

Figura 5. Comparacion de piel foto-envejecida y foto-protegida mediante analisis Northern, tincién
inmunohistoquimica y microscopia de barrido laser confocal. Tomado de (82). (A) La inmunotincién de
colageno (rojo) revela una densa red de fibras de colageno dispuestas paralelas a la epidermis que se
tinen brillantemente inmediatamente debajo de la epidermis no tefida. (B) La piel fotoenvejecida del
mismo individuo revela una disminucién de las fibras de colageno y una arquitectura deteriorada de las
fibras que quedan. (C) La tincion de elastina (verde) de la piel protegida del sol revela una rica red de
fibras elasticas perpendiculares a la epidermis en la dermis superficial y paralelas a la epidermis en la
dermis mas profunda. (D) La tincion con elastina en la piel dafiada por el sol del mismo individuo revela la
ausencia de las fibras elasticas verticales, asi como grandes aglomeraciones de material elastético solar
no funcional. (E) Se superponen inmunotinciones duales para colageno y elastina para demostrar la
interaccion del colageno y las fibras elasticas en la piel protegida contra el sol. (F) Las alteraciones
dramaticas del colageno y las fibras elasticas se observan en la piel fotoenvejecida. La unién
dermoepidérmica esta marcada por un (*) (82).
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2.2.4. Compuestos utilizados para atenuar el envejecimiento cutaneo

Existen numerosas sustancias que se usan para atenuar los signos del envejecimiento,
entre estas destacan el uso de protectores solares, retinoides, toxina botulinica, alfa-
hidroxiacidos (AHA) y antioxidantes (27).

La vitamina A (retinol) y sus derivados son los agentes mas utilizados desde 1940 hasta
la actualidad para atenuar el proceso de envejecimiento celular cutaneo. La forma
activa de los retinoides es la tretinoina (acido trans-retinoico); esta molécula con
propiedades antioxidantes incrementa la sintesis de colageno (I, lll y VII), disminuye la
actividad de las MMPs, favorece la organizacion de las fibras elasticas y mejora los
procesos de cicatrizaciéon (83,2). Por consiguiente, su accion tépica reduce
significativamente la presencia de arrugas, la laxitud, hiperpigmentacion y rojez en la
piel fotoenvejecida. El tazaroteno, un retinoide topico posee efectos similares a la
tretinoina. Otros retinoides también utilizados para atenuar el envejecimiento incluyen el

retinol y el retinaldehido (84).

El uso de compuestos neuromoduladores como la toxina botulinum tipo A (BTX-A); en
la actualidad, constituye uno de los métodos mas solicitados y populares en los Estados
Unidos para atenuar los signos de envejecimiento (85). Sus efectos benéficos en el
rejuvenecimiento facial estan mediados por el bloqueo en la liberacion de la acetilcolina,
lo que genera una paresia quimica temporal eliminando la contraccion muscular que

resulta en la formacion de arrugas dinamicas ligadas al proceso de envejecimiento (86).

Los antioxidantes son también muy utilizados para atenuar el envejecimiento,
destacandose el uso de compuestos sintéticos y de origen natural. La vitamina C y
Vitamina E constituyen los antioxidantes sintéticos mas empleados. La vitamina C actua
como un cofactor de las hidroxilasas de prolina y lisina que estabilizan la estructura
terciaria de la molécula de colageno, y también promueve la expresion del gen del
colageno (87), mientras que la vitamina E o tocoferol ademas de su accion antioxidante
disminuye la biosintesis de prostaglandina E2 al prevenir la liberacion de acido
araquidoénico por la fosfolipasa A2. Esta disminucién en la sintesis de prostaglandinas

regula la inflamacion cutanea que ocurre en los procesos de fotoenvejecimiento (88).
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Dentro de los antioxidantes naturales se ha descrito que el tratamiento topico de las
hojas de té verde genera un efecto fotoprotector (29). Las hojas de té verde tienen
como principio activo a la epigalocatequina-3-galato (EGCG), este compuesto aumenta
la produccion de la IL-12, favorece los procesos de reparacion, reduce el dano en el
ADN vy el proceso inflamatorio propio del envejecimiento (41). Otros antioxidantes de
origen natural incluyen la curcuma, el vino rojo (resveratrol), las uvas (antocianinas), las
semillas de uva (proantocianinas) y la grosella espinosa india (galotaninos) que ayudan

a la integridad y el tono de la piel (86).

Estructuralmente, los AHA son acidos organicos débiles con uno o mas grupos hidroxilo
unidos al carbono alfa, que es el primer carbono después del grupo acido. Los AHA se
pueden utilizar para realizar peelings cutaneos con un riesgo minimo. Los AHA
disminuyen la cohesion de los corneocitos inmediatamente por encima de la capa
granular al desprender y descamar el estrato cérneo. Por lo tanto, las exfoliaciones con
AHA han sido populares en la practica dermatologica durante muchos anos. Los AHA
se suelen aplicar en forma de exfoliaciones superficiales y de profundidad media, como
las que se utilizan para tratar el acné, las cicatrices, el melasma, la hiperpigmentacion,
las asperezas, las manchas de la edad y la seborrea. Los AHA pueden mejorar la piel
arrugada propia de la piel envejecida, aumentando la sintesis de glicosaminoglicanos y
engrosando la piel. Debido a estos factores, los AHA son un tratamiento anti-edad muy
utilizado (89). El uso de laser ablativo y de radiofrecuencia (90) también se reporta para
atenuar los signos del envejecimiento, asi como de procedimientos quirurgicos como la

mentoplastia, blefaroplastia, ritidectomia y la rinoplastia (91).
2.3. Propiedades estructurales de las matrices vegetales

La biomasa constituye toda la materia organica procedente de matrices vegetales (i.e.
plantas, arboles, frutas, algas) asi como los subproductos procedentes de ella (i.e.
cascara, semillas, desechos agroalimentarios). La biomasa se encuentra constituida por
hemicelulosa, celulosa, lignina y extractivos; su proporcion es variable debido a que
depende de las caracteristicas botanicas y de los factores abiéticos propios de la planta
(92). Mientras que la celulosa, hemicelulosa y lignina se encuentran fuertemente unidas

a las paredes celulares de las células vegetales en los recursos lignoceluldsicos, y es
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imposible extraerlas solamente con el uso de solventes, los extractivos se encuentran
en la estructura porosa de las matrices vegetales, por lo que pueden ser facilmente

extraidos con solventes (93) (Figura 6).
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Figura 6. Componentes de la pared celular de recursos lignoceluldsicos. Noétese que las principales
estructuras de la matriz vegetal comprenden los extractivos, hemicelulosa, celulosa y lignina (94).

La hemicelulosa es un heteropolisacarido amorfo compuesto por una estructura de
xilano y glucomanano con ramificaciones principalmente de D-glucopiranosa, D-
galactopiranosa, D-manopiranosa, L-arabinofuranosa y D-xilopiranosa. La hemicelulosa
constituye del 20% al 40% del peso de la biomasa, forma enlaces por puente de
hidrogeno con la celulosa, enlaces covalentes con la lignina y cuando se somete a un

proceso térmico su degradacion comienza de los 220 °C a los 315 °C (95,96).

La celulosa es un polisacarido de cadena larga (CsH10Os),; presenta un alto peso
molecular y un alto grado de polimerizacién, se encuentra formada por unidades de D-
glucopiranosa con enlaces (-1,4-glicosidicos. La celulosa representa de un 40% a un
60% de la biomasa, es insoluble en agua y durante su tratamiento térmico comienza su
degradacion a partir de los 315 °C a los 400 °C (97,95,96).
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La lignina es un polimero aromatico constituido por unidades de fenilpropano con
grupos hidroxilo y metoxilo (alcohol p-cumarilico, coniferilico y sinapilico) unidos por
enlaces tipo éter. La lignina es un material amorfo e hidrofébico, forma parte de la pared
celular de las plantas proporcionandoles resistencia y rigidez. La lignina representa de
un 10% a un 25% del peso de la biomasa, por su estructura y estabilidad quimica este
polimero es dificil de extraer utilizando métodos convencionales por lo que se requieren
temperaturas elevadas que van desde los 160 °C a los 900 °C para su degradacién
(98,99,96).

Los extractivos comprenden un grupo heterogéneo de sustancias presentes en la
biomasa (i.e. proteinas, acidos grasos, azucares, fenoles, terpenos, resinas), estos
compuestos contribuyen en las caracteristicas organolépticas propias de la planta y
pueden ser extraidos facilmente por medio de solventes (95). Los fenoles son uno de
los tipos de extractivos conocidos como metabolitos secundarios de las plantas que

comparten la misma ruta biosintética de las ligninas.
2.4. Los polifenoles

Los metabolitos secundarios son moléculas que pueden ser sintetizados por las plantas
y no son indispensables para su crecimiento y desarrollo, sin embargo, son importantes
debido a que les proporcionan proteccion frente a los factores bioticos (i.e. insectos,
microorganismos) y abidticos (i.e. rayos UV, temperatura) (100). Dentro de ellos se
encuentran los compuestos fendlicos; metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas a partir de la via del shikimato, pueden ser encontrados en el tallo, hojas, frutos

y derivados como la cascara y la semilla (100,101).

Estas moléculas tienen como estructura un anillo fendlico con uno o mas grupos
hidroxilo. Pueden ser clasificados como fenoles simples, acidos fendlicos que a su vez
se subdividen en acidos benzoicos (i.e. acido galico, acido protocatechuico, acido p-
hidroxibenzoico) y acidos hidroxicinamicos (i.e. acido cafeico, acido ferulico, acidos
clorogénicos), flavonoides, estilbenos, lignanos, taninos hidrolizables y condensados
(100,101).
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Los fenoles simples estan representados por una estructura Cg formada por un anillo
aromatico y sus derivados. Dentro de este subgrupo se encuentra el pirocatecol,
resorcinol y el orcinol. Las estructuras Cg-C4 constituida por un anillo bencénico al cual
se une un atomo de carbono, son caracteristicas de acidos fendlicos que se han
considerado bioactivos como los acidos galico y salicilico (98). Por su parte los acidos
hidroxicinamicos, poseen una estructura Cs-C3z y han sido reconocidos por sus
propiedades antioxidantes y antinflamatorias, dentro de los que encontramos a los

acidos clorogénico, cafeico, y ferulico (100-102) (Figura 7).

0
1
R
OH
2
R
3
R
Acidos benzoicos: Acidos cinamicos:
Acido galico: R'=R#=R3=0H Acide cafeico R1=R%=H, R¥=R*=0H

Acido protocatechuico R1=H, R*=R*=0H Acido fertlico R1=R2=H, R3>=0H, R*=0CH,

Flavonoides: Proantocianidinas
CH Catequina (2R, 33) 5=7=3=4'=0H
Epigalocatequina (2R, 3R) 5=7=3=4'=5'=0H

Figura 7. Metabolitos secundarios. Se muestran las estructuras quimicas y ejemplos de algunos
metabolitos secundarios. Estructuras quimicas realizadas en el Software: ACD/ChemSketch (Freeware)
2018.2.5.

Los flavonoides son metabolitos secundarios que presentan una estructura de 15
carbonos. El esqueleto esta constituido por dos anillos de fenilo (anilo A y B)
conectados por un puente de tres carbonos (anillo C). Los flavonoides se pueden dividir
en varios grupos por ejemplo las antocianinas, flavonas, flavonoles, chalconas,

auronas, proantocianidinas entre otros (103).

Las proantocianidinas, también conocidas como taninos condensados, son un grupo de
metabolitos secundarios sintetizados por las plantas en forma de oligdbmeros o

polimeros constituidos por wunidades de flavan-3-ol y flavan-3,4-diol. Las
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proantocianidinas son sintetizadas a partir de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides

y de los flavonoides (104).
2.5. Caracteristicas del aguacatero (Persea americana Mill.)

El aguacatero (Persea americana Mill.) es un arbol frutal perteneciente a la familia de
las Lauraceas cuyo fruto es denominado como aguacate (105). El género Persea
originalmente procede de Africa, teniendo registro de su existencia desde el periodo
Cretacico en la region Laurasian y dispersandose después por América del Norte y
América del Sur (106). De acuerdo a datos arqueolégicos, el aguacate fue domesticado
y consumido en varias regiones de Mesoamérica desde hace mas de 10,000 afos
(107). En la actualidad, esta planta es cultivada en todo el mundo y su valor es por la
produccion de sus frutos, considerados como importantes dentro de la dieta nutricional
humana (108).

Actualmente, se han identificado mas de 500 cultivares o hibridos de P. americana, sin
embargo, no todas se comercializan; para ello, es importante considerar la calidad, el
tiempo de produccion y la conservacion de la fruta durante su transporte (109).
Botanicamente, se clasifican en tres variedades de interés agronomico: la antillana
(Persea americana var. americana Miller), la guatemalteca (Persea americana var.
guatemalensis Williams) y la mexicana (Persea americana var. drymifolia Blake) (110).
Los principales cultivares comercializados son hibridos procedentes de estas

variedades dentro de las cuales se destaca el cultivar Hass (109).

El aguacate (Persea americana Mill.) cultivar Hass es procedente de La Habra Heights,
California (1926), es un hibrido de Persea americana variedad guatemalensis (58%) y
Persea americana variedad mexicana (42%) (107). Actualmente, el aguacate cultivar

Hass es el que presenta la mayor produccion y demanda en el mercado mundial (109).
2.5.1. Produccion, exportacion y consumo de aguacate

El aguacate como producto alimenticio se ha logrado posicionar en el Mercado Nacional
e Internacional. De las diferentes variedades cultivadas en América Latina y el Caribe,

el aguacate Hass es el que presenta una mayor demanda en el mercado; se estima que

21



B Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biolégicas

el valor total de las exportaciones para este fruto increment6 del 2000 al 2010 de USD
73 millones a USD 672 millones (111), mientras que del 2016 al 2018 alcanzé alrededor
de USD 3.5 mil millones (112).

Los principales paises encargados de la produccidn y exportacion de este producto son
México, Colombia, Chile, Peru, Republica Dominicana e Indonesia (113,114). México es
el pais con mayor produccion de aguacate, principalmente cultivar Hass, recabando

anualmente miles de millones de pesos para la Nacién Mexicana (115) (Figura 8).
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en México en México
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Figura 8. Produccién de aguacate Hass en México. En la imagen se presenta la produccion total de
aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) y el valor total de produccién obtenido anualmente en
Meéxico (2001-2020). Datos consultados del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP)
(115).

Cabe destacar que el Estado de Michoacan, México, es el lider mundial en la
produccion de aguacate, contando con una superficie de cultivo superior a las 103 mil
hectareas distribuidas en 45 municipios (116). Gran parte de toda su produccién es
exportada principalmente a Estados Unidos, Japén y Canada, lo que representa

ingresos econdmicos importantes para el sector agricola de la region (117).
2.5.2. Propiedades nutricionales de la pulpa de aguacate

Actualmente, el aguacate constituye uno de los alimentos principales en la dieta de los
mexicanos, ademas de ser reconocido internacionalmente por la famosa salsa
guacamole (118). Sin embargo, no solamente es valorado por sus caracteristicas
organolépticas (sabor, aroma, textura) sino también por su perfil nutricional debido a
que presenta numerosos beneficios para la salud de los consumidores (119).
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El contenido de nutrientes presentes en la pulpa del aguacate varia dependiendo del
grado de maduracion y de las condiciones de cultivo. Uno de sus componentes
principales es su alto contenido de grasa, caracteristica por la cual el aguacate también
es conocido como la “fruta de mantequilla” (120). Del contenido de acidos grasos
totales del aguacate Hass un 71% son acidos grasos monoinsaturados, un 13% acidos
grasos poliinsaturados y un 16% acidos grasos saturados; de los cuales predominan el
acido oleico (C18:1), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2) y palmitoleico (C16:0); mientras
que se encuentran en menor proporcion el acido estearico (C18:0), linolénico (C18:3),
eicosenoico (C20:1), eicosanoico (C20:0) y miristico (C14:0) (121).

El aguacate también es una fuente importante de vitaminas (E, C y B6), pigmentos
(clorofilas, carotenoides y antocianinas), compuestos fendlicos, enzimas antioxidantes
(peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa), esteroles, minerales, azucares vy
alcoholes relacionados (azucar C7, D-manoheptulosa y perseitol) (122-124). La
concentracion total de proteinas solubles presentes en el aguacate incrementa durante
su proceso de maduracion alcanzando una concentracion de 34.8 mg/g DM (materia
seca) (125).

El consumo de aguacate con fines alimenticios genera subproductos tales como las
semillas y la cascara que son generalmente desechados y representan el 13% y el 18%
respectivamente de la masa total de un aguacate fresco. A partir de estos subproductos
se podrian obtener moléculas bioactivas para ser utilizadas en el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos, cosmecéuticos y nutracéuticos de alto valor agregado.
Ademas, la utilizacion de estos subproductos también permitiria reducir su impacto

negativo en el medio ambiente (126,5).
2.5.3. Propiedades farmacologicas de extractos de aguacate

El aguacate ha sido utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes
afecciones. La infusion de las hojas del aguacate ha sido utilizada como tratamiento
para atenuar los procesos inflamatorios, dolor y fiebre (127). Se ha demostrado que el
extracto de las hojas presenta actividad antiinflamatoria, antimicrobiana y antimicética

(128) ademas, también se emplea como tratamiento para la hipertension (129). La
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pulpa del aguacate contiene una alta concentracion de acidos grasos, vitaminas,
proteinas y minerales con actividad cicatrizante asi como beneficios para la piel seca o
danada (130). El extracto de la semilla de aguacate es rico en compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides, antocianinas y alcaloides, que le confiere propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, antimicéticas, antivirales y
antineoplasicas (126,131). También se ha descrito que los fenoles presentes en el
extracto de la semilla reducen los niveles lipidicos en el plasma; modulan la expresion
del receptor de LDL, inhiben la sintesis de lipidos hepaticos, la secrecién de
lipoproteinas e incrementan la degradacion del colesterol por medio de los acidos
biliares (132). Ademas, los aceites de la semilla se utilizan para tratar erupciones
cutaneas (129). La cascara in natura y deshidratada se ha propuesto como infusién
dado su alto contenido en fenoles totales y flavonoides, asi como su sabor agradable y
capacidad antioxidante (133). La cascara de aguacate inmaduro contiene compuestos
antifungicos (134). El consumo de la cascara también se ha empleado como vermifuga

y para tratar la disenteria (129).

3.4.4 Propiedades antioxidantes y anti-envejecimiento de los extractos de cascara de

aguacate

Los extractos de la cascara a diferencia de la semilla y la pulpa han sido menos
estudiados, sin embargo, muestran resultados interesantes. Por ejemplo, las cascaras
del aguacate Hass presentan un alto contenido en polifenoles (12.6 mg equivalentes de
acido galico por gramo de muestra) y una remarcable capacidad antioxidante (ORAC,
DPPH) incluso superior a la mostrada por la pulpa y las semillas. Ademas, las cascaras
del aguacate Hass también presentan un alto contenido en proantocianidinas y en

pigmentos de clorofila comparativamente al fruto (5).

Por otro lado, los extractos de la cascara de aguacate debido a su alta capacidad
antioxidante también pueden ser utilizados para la produccién de alimentos funcionales,
ademas, se ha demostrado que la cascara de aguacate en conjunto con la nisina (un
antibiotico peptidico utilizado como bioconservante) presentan un efecto sinérgico

generando una respuesta antioxidante y antimicrobiana por lo que podria considerarse

24



B Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biolégicas

como un aditivo natural (135,136). En la Tabla 2 se indican algunos estudios realizados

con extractos de la cascara de aguacate con actividad antioxidante.

Tabla 2. Actividad antioxidante de extractos de epicarpio de aguacate.

Especie

Método empleado

Resultado

Referencia

Persea americana
cultivares Hass y
Fuerte

Persea americana
Cv. Hass

Persea americana
Cv. Hass

Persea americana
Cv. Hass

Persea americana
Cv. Hass

Persea americana
Cv. Hass y Fuerte

Persea americana
Cv. Hass y
Shepard

Persea americana
Cv. Hass

Persea americana
Cv. Hass, Quintal,
Margarida y
Fortuna

Persea americana

Ensayos CUPRAC, ABTS
y DPPH de extractos en
metanol, acetona y acetato
de etilo de cascaras, pulpa
y semillas.

Ensayos ABTS y HPLC-
PDA en aceite prensado
de pulpa + cascaras y
aceite de pulpa.

Ensayo ORAC en
extractos acuosos de
cascaras y semillas.

Ensayos DPPH y ABTS de
extractos etandlicos de
cascara, pulpa y semillas.

Ensayo FRAP a muestras
liofilizadas de hojas,
céascaras, pulpa y semillas.

Ensayos ABTS, DPPH vy
FRAP a extractos
etandlicos de cascaras y
semillas.

Ensayos DPPH, ABTS vy
ORAC de extractos
metandlicos de cascaras y
semillas.

Ensayo DPPH de
extractos acuosos de
cascara, pulpa y semillas.

Ensayos ABTS, DPPH vy
FRAP de extractos
etandlicos de cascara,
pulpa y semilla.

Ensayo DPPH en extracto

Los ensayos mostraron una mayor
capacidad antioxidante del extracto en
acetona de las cascaras de aguacate
Cv. Fuerte.

Mayor capacidad antioxidante, contenido
de a-tocoferol y p-caroteno en aceite de
pulpa + cascaras secada en microondas.

El extracto de cascara mostré una
mayor capacidad antioxidante que el
extracto de semilla.

Los extractos de cascara mostraron
mayor capacidad antioxidante en el
ensayo ABTS vy el extracto se semilla
mostro mayor capacidad antioxidante en
el ensayo DPPH.

Los niveles antioxidantes variaron segun
la época del afio, siendo los mas altos
en la cascara en noviembre, en las hojas
en marzo y en las semillas en junio.

Los extractos de cascara mostraron
mayor capacidad antioxidante en los
ensayos ABTS y FRAP, mientras que
los extractos de semillas mostraron
mayor capacidad antioxidante en el
ensayo DPPH. La variedad Fuerte
presento mayor capacidad antioxidante
que la Cv. Hass.

Los extractos de cascara manifestaron
una mayor capacidad antioxidante que
los extractos de la semilla. La variedad
Hass mostr6 una mayor capacidad
antioxidante que la Cv. Shepard.

El extracto de las semillas mostré mayor
capacidad antioxidante que los extractos
de la cascara y pulpa.

El extracto de cascara indicé la mayor
capacidad antioxidante en los ftres
ensayos, seguido por el extracto de
semilla. La variedad Quintal mostré la
mayor capacidad antioxidante seguida
por la Cv. Hass.

Se encontraron valores antioxidantes en

(137)

(138)

(135)

(139)

(140)

(126)

(136)

(141)

(142)

(143)
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Cv. Drymifolia metandlico de cascara. el rango de 53.31-307.33 mmol TE/g.

Persea americana Ensayos DPPH y FRAP en El extracto de hojas mostro la mayor (144)
extractos de hojas, capacidad antioxidante segun el ensayo
cascaras, pulpa y semillas DPPH, mientras que el extracto de
en HCl/metanol. cascara reveld6 mayor capacidad

antioxidante en el ensayo FRAP.

Persea americana  Ensayo DPPH en La actividad antioxidante maxima se (145)
extractos etandlicos de encontré bajo los siguientes parametros:
cascara a diferentes extraccion bajo agitacion por 20 minutos
concentraciones. con 48% de etanol a 70° C y una

relacion disolvente/sdlido (v/p) 20

Persea americana Ensayo DPPH a extractos Los extractos de cascara y semilla (146)

Cv. Hass de cascara, pulpay semilla revelaron una mayor capacidad
en acetona antioxidante.

Persea americana Ensayos DPPH y ORAC a Los extractos de cascara de la variedad (5)

Cv. Hass, extractos de céscara, Hass revelaron una mayor capacidad

Slimcado, pulpa 'y semilla en antioxidante en el ensayo ORAC,

Simmonds, acetona/agual/acido mientras que en el ensayo DPPH los

Loretta, acético. extractos de las semillas de la variedad

Choquette, Booth Simmonds mostraron mayor capacidad

7, Booth 8 'y antioxidante.

Tonnage

Persea americana Ensayos DPPH, ABTS y Los extractos metandlicos de la semilla (147)

Cv. Bacon

TBA a extractos de
céscara, pulpa y semilla en
metanol y n-hexano.

mostraron mejor capacidad antioxidante
tanto en el ensayo DPPH como en el
ABTS y TBA.

ABTS, acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); CUPRAC, Capacidad antioxidante reductora
de iones cupricos; Cv, cultivar; DPPH, radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP; poder antioxidante férrico
reductor; ORAC, capacidad de absorcién de radicales de oxigeno; TBA, acido tiobarbiturico; TE,
equivalentes de Trolox.

Recientemente se demostro la alta capacidad inhibitoria sobre las metaloproteinasas de
matriz evidenciada con el extracto de cascara de aguacate a concentraciones
relativamente bajas (150 ug DE/mL) (148). Estas metaloproteinasas son proteasas
extracelulares que pueden escindir componentes de la matriz extracelular, incluyendo
varios tipos de colagenos, elastina, fibronectina, gelatina, proteoglicanos, etc. La
actividad de las metaloproteinasas esta relacionada con el envejecimiento prematuro de
la piel (149). El extracto de cascara de aguacate ha demostrado ser eficaz para inhibir
(MMP-1). Se ha

demostrado que la transcripcién de genes (MMP-1) y la expresion de la MMP-1 estan

la matrilisina (MMP-7), gelatinasa A (MMP-2) y colagenasa 1

incrementadas en el envejecimiento (148).

La elevada capacidad antioxidante de los extractos de la cascara de aguacate y la

presencia importante de compuestos fendlicos (150,151) sugiere que la misma podria
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tener aplicaciones para el desarrollo de productos cosmecéuticos y nutracéuticos de
alto valor agregado, pero deben desarrollarse nuevas investigaciones que permitan

demostrarlo.
3.4.5 Compuestos fendlicos identificados en las cascaras de aguacate

Los acidos hidroxicinamicos han sido determinados en el aguacate. Estos compuestos
estan principalmente asociados a las paredes celulares formando enlaces ésteres,
amidas o glucosidos con celulosa, hemicelulosa, arabinoxilanos, lignina, pectina,
proteinas y otros constituyentes. El acido cumarico es el principal acido hidroxicinamico
monomérico que se ha reportado en extractos metandlicos de pulpa de aguacate en
concentraciones de 27 a 47 ug/g dw, seguido del acido ferulico, acido cafeico, acido

sinapico y acido trans-cinamico (152).

Los acidos hidroxicinamicos conjugados presentes en el aguacate son principalmente
conjugados con azucares y acido quinico. La pulpa de aguacate contiene acido 5-
feruloilquinico (76.2-115.5 ug/g dw), seguido del glucésido del acido p-cumarico (84,4-
93,5 ug/g ps), el glucdsido del acido ferulico (19,5-24,4 pg/g ps) y el rutindsido del acido
p-cumarico (16,4-35,8 ug/g ps), entre otros. En semilla de aguacate, los derivados del
acido cafeico son los principales compuestos fendlicos reportados, incluido el acido
trans-5-O-cafeoil-D-quinico (1630-5740 ug/g dw), acido 1-cafeoilquinico (1123-2438
Mg/g dw), acido 4-cafeoilquinico (66,9-103,9 ug/g dw), acido 3-O-cafeoilquinico (53,5-
57,5 pg/g dw), y un derivado conjugado de &acido cumarico; el acido 3-O-p-
cumaroilquinico (8,1-375,6 ug/g dw). En cascara de aguacate, el acido 5-O-
cafeoilquinico (77.4-81.8 ug/g dw) y el acido clorogénico (1592.4-1989.9 ug/g dw) son

los compuestos de este grupo mayoritariamente reportados (152).

Las subclases de flavonoides en la fruta del aguacate incluyen agliconas, glucésidos y
grupos metilados. Los principales flavonoides especificos informados en la fruta del
aguacate incluyen flavan-3-oles (catequina, epicatequina y galato de epicatequina),
flavonoles (rutina, isorhamnetina, narirutina y quercetina) y flavanonoles (taxifolina). La
naringenina también se ha identificado en la cascara del aguacate, pero no se ha
cuantificado (153).
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En cuanto a las procianidinas presentes en el aguacate, se han reportado dos tipos de
tipos procianidinas de tipo A (1 dimero y 1 trimero) y 7 de tipo B (cuatro dimeros y tres
trimeros) en semillas y cascaras de aguacate (154). Wang et al., (2010) identificaron
procianidinas de tipo A y tipo B, a partir de mondmeros decameéricos y polimeros, en las
semillas (23.7-55.6 mg/g dw) y cascaras (4.9-38.9 mg/g dw) de 8 cultivares de aguacate
(5). Estos autores también reportaron que los aguacates de las variedades 'Simmonds',
'Hass', 'Tonnage' y 'Booth' tenian un alto contenido de procianidinas en las semillas.
Estos hallazgos coincidieron con Tremocoldi et al., (2018) quienes reportaron que la
cascara de aguacate ‘Hass’ contiene una mayor concentracion de procianidinas tipo B2
(48.38 mg/g dw) en comparacion con las cascaras de aguacate ‘Fuerte’ (28.34 mg/g
dw) (126). Los dimeros tipo A (0.026 mg/g dw) son un componente menor en
comparacion con los dimeros tipo B (0.055-0.135 mg/g dw) en la cascara del aguacate
'Hass' y no se encontraron en el aguacate 'Shepard'. Se encontraron trimeros de tipo A
en las semillas de aguacates ‘Hass’ (0,085 mg/g dw) y ‘Shepard’ (0,086 mg/g dw) (136).
Esto sugiere que el cultivar de aguacate y los componentes morfolégicos y anatomicos
del fruto afectan significativamente el contenido y grado de polimerizacion de

procianidinas.

En la Tabla 3 se muestran algunos de los principales compuestos identificados en la
cascara de aguacate mientras que en la Tabla 4 se indica la concentracién de fenoles,
flavonoides, antocianinas y taninos de acuerdo con varios estudios descritos en la

literatura.
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Tabla 3. Compuestos identificados en la cascara de aguacate por diferentes métodos
de analisis quimico.

HPLC-DAD-ESI-TOF-MS HPLC-ESI-TOF
Compuesto Referencia Compuesto Referencia

Acido 4-hidroxibenzoico (148) Acido quinico (135)
Acido Siringico (148) Aodo sucelnico 0 acido (435
Tirosol-glucosil-pentosido (148) Acido clorogénico (135)
Acido 3-O-cafeoilquinico (148) Procianidina (A o B) (135)
Acido 4-O-cafeoilquinico picatequina
Acido 4-O-cafeoil (148) Epicat (135)
Acido 5-O-cafeoilquinico (148) Quercetina-3-O-arabinosa (135)
Naringenina (148) Acido abscisico (135)
Kaempferol (148) p-cumaroil-D-glucosa (135)

uercetina
Q ti (148)

uercetina-3-O-arabindsido
Q tina-3-O-arabindsid (148)

uercetina-3-B-glucosido -ESI-
Q tina-3-B-glucosid (148) HPLC-ESI-MS
Quercetina glucurénido (148) Compuesto Referencia
Quercetina derivado 44g) Acido 5-O-cafeoilquinico  (136)
(Isomero 1)
Quercetina derivado . ]
(Isomero 2) (148) Procianidina dimero B (I) (136)
Quercetina- (148) Procianidina dimero A (136)
xilosilrhamnosido
Quercetina-O- :
arabinosilglucosido (148) Catequina (136)
Rutina (148) Procianidina dimer B (lI) (136)
Quercetina-diglucosido : . L
(Isomer 1) (148) Quercetina-3,4'-diglucésido  (136)
Quercetina-diglucosido : .
(Isomer 2) (148) Quercetina-3-O-rutinosido (136)
Kaempferol-O- (148) Quercetina-3-O-arabinosil- (136)
glucosilrhamnosido glucésido
Luteolina 7-O-(2"-Opentosil) . -
hexosido (148) Quercetina-3-O-galactosido  (136)
Multinoside A (148) Quercetina derivado (I1) (136)
(+)-Catequina (148)
(-)-Epicatequina (148)
Dimero A (148)
Dimero B (148)
Trimero A (148)
Trimero B (148)
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Tabla 4. Concentracion de compuestos fendlicos en la cascara de aguacate.

Estudios y Resultados Referencias
Fenoles (mg GAE/KQ)
In natura 621.36 £ 34.91 (133)
Deshidratada 10848.27 + 162.34 (133)
Flavonoides (mg QE/KgQ)
In natura 536.89 + 44.89 (133)
Deshidratada 1360.34 + 188.65 (133)
Fenoles (mg GAE/g DE)
Extraccién por Ultrasonido 2704+ 3.6 (155)
Extraccién por Microondas 2749+ 2.2 (155)
Ultrasonido y Microondas 281.4+£0.2 (155)
Extraccion por Maceraciéon 257.2+75 (155)
Flavonoides (mg QE/g DE)
Extraccion por Ultrasonido 541+1.6 (155)
Extraccién por Microondas 56.0+£ 1.6 (155)
Ultrasonido y Microondas 62.0+04 (155)
Extraccion por Maceraciéon 57.1+£0.9 (155)
TAC (mg cianidina-3-O-glucésido/g DE)
Extraccion por Ultrasonido 2.3+0.0 (155)
Extraccién por Microondas 44 +0.1 (155)
Ultrasonido y Microondas 48 +0.1 (155)
Extraccion por Maceracion 2.7+0.1 (155)
Fenoles (mg GAE/g extracto) 19.7 £ 1 (135)
Flavonoides (mg QE/g extracto) 10.9 £ 1.03 (135)
Taninos (mg GAE/g extracto) 0.04 £+ 0.001 (135)
Fenoles (mg CE/g DW) 25.32 £ 0.242 (136)

CE, equivalentes de (+)-catequina; DE, extracto seco; DW, peso seco; GAE, equivalentes de acido galico;
QE, equivalentes de quercetina; TAC, contenido total de antocianinas.

2.6. Métodos de obtencion de moléculas bioactivas
2.6.1. Métodos de extraccion convencional

La via clasica para la obtencién de metabolitos secundarios bioactivos (i.e. fenoles,
terpenos, alcaloides) a partir de las plantas se realiza principalmente por métodos de
extraccion convencional con solventes entre las cuales se destaca la maceracion, la

extraccidon con agua caliente, con microondas y el ultrasonido (156,157).

La maceracion es una técnica de extraccion tradicionalmente utilizada en la obtencién

de extractos naturales que consiste en utilizar una muestra triturada de particulas
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pequenas de material vegetal en uno o varios solventes. La disminucion del tamaio de
particula del material vegetal propicia una buena mezcla con el disolvente. Este proceso
se lleva a cabo en un recipiente cerrado y puede o no ir acompafado de agitacion que
contribuye al aumento del rendimiento de moléculas obtenidas. El disolvente utilizado
durante la maceracion se denomina menstruo, al final este es separado del residuo
sélido que se prensa para recuperar la mayor cantidad posible de solucion y se filtra
junto con todo el liquido obtenido para separar de las impurezas (158). La maceracion
es un método de baja eficiencia, donde ésta depende de los parametros de operacion,
la naturaleza de la muestra, la quimica de los compuestos bioactivos de interés, el

disolvente elegido y la destreza del operador.

Una vez que la extraccion por maceracion concluye, queda un residuo que
generalmente se deshecha sin utilizacion. Sin embargo, en esta biomasa residual ya
extraida, aun se encuentran polimeros estructurales propios de la matriz vegetal
(celulosa, hemicelulosa y lignina) asi como moléculas bioactivas que no pueden ser
obtenidas por medio de la extraccion con solventes y que podrian aprovecharse por
medio de métodos no convencionales en el campo de la investigacion con productos

naturales conocidos como métodos de termoconversion.
2.6.2. Termoconversion de la biomasa

La conversiéon termoquimica de la biomasa permite la obtencion de moléculas
bioactivas (Figura 9). Entre estos métodos podemos mencionar a la pirdlisis; un
proceso que, a altas condiciones de presion, temperatura y en una atmdésfera libre de
oxigeno favorece la degradacion de la lignina obteniéndose fenoles de bajo peso
molecular (monofenoles y oligofenoles) también conocidos como fenoles piroliticos los
cuales podrian tener actividades bioldgicas importantes. Recientemente un estudio
realizado por nuestro equipo de investigacion demostré que los aceites piroliticos
derivados de cortezas de Amphipterygium adstringens presentan propiedades
antiinflamatorias remarcables sobre una linea celular de queratinocitos epidérmicos
humanos (HaCaT) (1,159).
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Termoconversion de la Biomasa

¥ v v
Hidrotérmica Pirdlisis Combustion
» Carbonizacion
» Licuefaccion
» Gasificacion

Figura 9. Métodos de termoconversion. En la figura se muestran los principales métodos de
termoconversion de la biomasa entre los que debemos destacar a la carbonizacién hidrotérmica (HTC) un
proceso que permite obtener bioaceite y biocarbon a partir del sometimiento de la biomasa a condiciones
de temperatura y presién, en una atmosfera libre de oxigeno y utilizando el agua como solvente (Imagen

propia).

Otro proceso de conversion termoquimica, que no ha sido suficientemente explorado en
términos de obtener moléculas bioactivas es la carbonizacion hidrotérmica (HTC,
hydrothermal carbonization por sus siglas en inglés). Algunas de las ventajas que tiene
este proceso es que no ocasiona un impacto negativo en el medio ambiente, requiere
una baja cantidad de energia, utiliza el agua como disolvente, un solvente que es
aceptable desde el punto de vista toxicolégico, no es costoso y ademas, se podrian
obtener las moléculas bioactivas ligadas a la matriz vegetal que no se pudieron obtener
por métodos de extraccion convencional (95). Las caracteristicas propias de la HTC se

describen a continuacion.
2.6.2.1. Carbonizacion hidrotérmica

La HTC es un proceso de conversion termoquimica en donde la biomasa es colocada
en agua y sometida a temperatura y presion durante un intervalo de tiempo. Como
resultado de este proceso se obtiene una fraccidon solida (biocarbon), una fraccion
liquida (bioaceite) y una fraccion gaseosa (biogas), la proporcion de estas fracciones
asi como su composicion quimica dependera de las caracteristicas de la biomasa

utilizada asi como de las condiciones propias de reaccion (95) (Figura 10).
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La HTC comprende etapas de hidrdlisis de la biomasa formando moléculas mas
pequefas, deshidratacion y condensacion o polimerizacién. Las condiciones de
reaccion que se emplean en el proceso de HTC incluyen temperaturas entre 180 °C
hasta 250-300 °C y tiempos de reaccion de varias horas. Las presiones del sistema son
autogenas, sin necesidad de introducir presion adicional. Tiempos de reaccion muy
largos favorecen la formacién de productos gaseosos y la cantidad de carbono
procedente de HTC se ve disminuida. Por otro lado, la densidad energética del carbono

aumenta conforme aumentan las condiciones severas de reaccion (160).
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Tratamiento residual

Figura 10. Carbonizacién hidrotérmica. La carbonizacion hidrotérmica de la biomasa genera como
resultado una fraccion sélida denominada biocarbén y una fraccion liquida llamada bioaceite. A partir de
estas fracciones, se pueden generar productos de alto valor agregado (161).

Comparativamente a la pirdlisis; un método de termoconversion ya utilizado por nuestro
equipo de investigacion para obtener moléculas bioactivas para la psoriasis (1), las
reacciones de la HTC resultan energéticamente mas favorables debido a que necesitan
menor energia de activaciéon que las reacciones de pirdlisis. La degradacion de la
biomasa empieza con una reaccién de hidrélisis que es un proceso que requiere una
baja energia de activacion y se requieren menores temperaturas de reaccion.
Diferentes reacciones quimicas tienen lugar a lo largo de la HTC. Dentro de las

diferentes reacciones que se dan a lo largo del proceso se encuentran la hidrdlisis,
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deshidratacion, descarboxilacion, condensacion, polimerizacion y aromatizacion (Figura
11). Estas reacciones pueden ser consecutivas pero muchas veces se producen en

paralelo (160).
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Figura 11. Reacciones quimicas que tienen lugar durante la carbonizacién hidrotérmica (162).

Es importante mencionar que las caracteristicas fisicoquimicas del agua cambiaran con
respecto a la temperatura y la presion (punto critico del agua = 374 °C y 22.1 MPa) de
manera que podemos tener un proceso hidrotérmico con condiciones sub-criticas o
supercriticas. Conforme aumente la temperatura del agua, los componentes de la
biomasa seran mas solubles en ella (95). La descomposicion de la biomasa durante su
procesamiento hidrotérmico comprende las siguientes etapas: cuando el agua alcanza
una temperatura de 100 °C todos los componentes solubles de la biomasa quedan
disueltos en ella; a los 150 °C comienza a llevarse a cabo la hidrdlisis de los polimeros
de hemicelulosa y celulosa a cadenas monoméricas; a los 200 °C las moléculas del

agua comienzan a ionizarse formando iones hidronio los cuales catalizan la hidrolisis de
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la celulosa formando oligdmeros de celulosa y glucosa. Finalmente, a los 300 °C

comienza el proceso de formacion del bioaceite (95,163).

La glucosa formada durante la HTC se puede isomerizar a fructosa; ambas formas se
descomponen a acido etanoico, 2-hidroxipropaoico, propenoico, 4-oxopentanoico y
metanoico; durante este proceso de deshidratacion y fragmentacion se lleva a cabo la
formacion de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) y polifuranos los cuales a través de una
deshidratacion inter- e intramolecular asi como reacciones de condensacién alddlica y
tautomerismos ceto-enol van a formar particulas con un nucleo hidrofébico y una hoja
hidrofilica que en conjunto formaran el biocarbdn. Por otra parte, los principales
compuestos fendlicos obtenidos a partir de la degradacién de lignina por el

procesamiento hidrotérmico son fenoles con grupos metilo y etilo (95,163).

Aunque no se comprenden todas las reacciones quimicas de formacién de los carbones
por HTC se considera que al tener una energia de activacién mas baja que la mayoria
de las otras reacciones, la hidrolisis es la reaccion que rige la HTC. Durante esta
reaccion, los enlaces éster y éter de la hemicelulosa (a T > 180 °C), la celulosa (a T >
200 °C) y la lignina (a T > 220 °C) se descomponen en muchos fragmentos. Las
siguientes dos reacciones importantes son la deshidratacién y la descarboxilacion, que
son responsables de reducir las relaciones H/C y O/C. La deshidratacion también libera
mas agua en el medio de reaccion. Por descarboxilacion, los grupos carboxilo y
carbonilo se degradan y liberan CO, y CO. Igualmente, la polimerizacién por
condensacion tiene un impacto en la formacion de los carbones durante la cual
participan algunos de los fragmentos altamente reactivos de las reacciones anteriores.
En esta reaccién se combinan dos moléculas, lo que resulta en la formacién simultanea
de una molécula mas grande y la liberacion de una molécula pequefia (generalmente
agua). Ademas, las reacciones de aromatizacion daran como resultado estructuras de
polimeros aromaticos que son estables en condiciones hidrotermales y se consideran

los componentes basicos del hidrocarbon obtenido por HTC (164).

En un estudio realizado utilizando la HTC, se emplearon dos muestras representativas
de biomasa procedentes del tallo de maiz, considerado un desecho agricola, y el

desecho forestal de Tamarix ramosissima. El analisis por GC-MS de la fraccién liquida
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describio la presencia basicamente de azucares derivados de la hidrdlisis de la celulosa
y hemicelulosa, asi como de fenoles provenientes de la degradacion de la lignina. Se ha
sefalado que, durante la carbonizacién hidrotermal de la biomasa, se produce la
despolimerizacién y repolimerizacion de la lignina debido al ambiente acido. Del mismo
modo ocurre su desmetoxilacion y la elevacion de su grado de condensacion. Lo
anterior contribuye a la formacién de compuestos fendlicos. Claramente el tipo de
compuesto generado depende de las caracteristicas estructurales de la biomasa. Por
ejemplo, en el caso del tallo de maiz sometido a la HTC se encontré que los principales
mondémeros fendlicos presentes en la fraccion acuosa (aceite ligero) consistian
principalmente en acido 2,6-dimetoxilo, butil-2-metilpropilester-1,2-bencenodicarboxilico
y 4-etoxi-2,5-dimetoxibenzaldehido. En contraste, los principales tipos de fenoles en el
desecho forestal de T. remosissima fueron 2,6-dimetoxifenol, 3-metoxi-1,2-bencenodiol,

p-xileno y fenol (165).

En un estudio mas reciente, Del Castillo-Llamosas et al.,, (2021) describen los
compuestos presentes en la cascara de aguacate después de someterla a un
tratamiento hidrotérmico (Tabla 5), asi mismo, los autores indican la actividad
antioxidante de diferentes fracciones obtenidas a distintas temperaturas de reaccion
(Tabla 6).

Tabla 5. Compuestos identificados en la cascara de aguacate sometida a tratamiento
hidrotérmico analizados por UHPLC-TOF-MS.

Acido galico Acido cafeico

Acido neoclorogénico Acido quinico

Procianidina dimero B Acido 4-hidroxibenzoico

Catequina Acido benzoico

Epigalocatequina Quercetina-dihexosa

Acido clorogénico/Acido cafeoilquinico Nudiposide

Epicatequina Cinchonain

Taxifolin Quercetina-O-arabinosil-glucésido
Acido p-Cumarico Kaempferol-dihexosa/Rutina/Multinoside A
Acido ferulico (x)-Naringenina

Quercetina-hexosa Quercetina glucurénido

Quercetina Luteolina 7-O-(2-O-pentosil) hexosido
Kaempferol Kaempferol-hexosa

Isorhamnetina Isorhamnetina-hexosa

Acido siringico Kaempferol O-glucosil-rhamnosido
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Acido trihidroxioctadecenoico
Acido hidroxi-oxo-octadecenoico
Acido dihidroxi-octadecenoico
Acido hidroxi-octadecadienoico
Acido palmitico

Acido succinico

Acido vanilico

Acido dihidrocafeico/Etil protocatecuato
Vainillina

Acido Gentisico/Acido protocatecuico

Tomado de (166).

Tabla 6. Compuestos fendlicos y actividad antioxidante de la fraccion liquida de la
cascara de aguacate sometida a tratamiento hidrotérmico a diferentes temperaturas.

Temperatura  Fenoles’  Flavonoides’  DPPHe® ABTSe+3 FRAP®

140 °C 3.13+0.03 6.23+0.01 432+0.10 10.14+0.07 3.44+0.04
150 °C 3.48+0.02 6.37+008 478+0.01 10.80+0.25 3.89+0.04
155 °C 3.73+0.01 7.00+0.04 539+0.04 11.84+0.47 3.95+0.05
160 °C 3.73+0.04 6.60+0.03 512+0.04 11.92+0.20 3.76+0.04
170 °C 406+0.01 7.05+0.02 4.89+0.05 12.00+0.19 4.27+0.03

" Gramos equivalentes de acido galico por cada 100 g de cascara seca (g GAE/100 g).

2 Gramos equivalentes de rutina por cada 100 g de cascara seca (g RE/100 g).

% Gramos equivalentes de Trolox por cada 100 g de cascara seca (g TE/100 g).

ABTSe+, acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico); DPPHe, radical a,a-difenil-B-picrilhidrazilo;
FRAP; poder antioxidante férrico reductor. Tomado de (166).

3.5.2.2. Bioactividad de fracciones derivadas de la carbonizacion hidrotérmica

No existen en la literatura muchos estudios que se hayan dedicado a investigar las
propiedades bioactivas de bioaceites obtenidos por HTC. En un estudio reciente
utilizando residuos de almazara se determind que el aceite ligero procedente de la HTC
era rico en compuestos fendlicos antioxidantes, fundamentalmente en hidroxitirosol y
tirosol los que podian ser obtenidos en concentraciones elevadas mediante la HTC
(167). Teniendo en cuenta las investigaciones previas consideramos que es muy
probable que se obtenga una alta concentracién de compuestos fendlicos en los bio-
aceites provenientes de la HTC de la biomasa residual extraida de cascaras de
aguacate con elevada capacidad antioxidante y propiedades anti-envejecimiento
comparables a las del extracto obtenido por extraccion convencional, 1o que permitiria
aprovechar de manera integral la cascara, ya que ambos procesos (extraccion

convencional y la HTC) ocurren de manera secuencial.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

El envejecimiento celular cutaneo forma parte de un proceso natural y es acelerado
debido a factores exdgenos entre los que se destaca la exposicién prolongada a los
rayos UV del sol generando un incremento en la formacion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno asi como una mayor actividad enzimatica que en conjunto con un
proceso inflamatorio degradan la matriz extracelular dérmica (48,37,2). Este proceso
puede ser atenuado reestableciendo el sistema de defensa antioxidante de la piel e
inhibiendo enzimas clave implicadas en la degradacion de la matriz extracelular dérmica
(elastasa, hialuronidasa, colagenasa). Estudios previos han indicado que los
compuestos polifendlicos, omnipresentes en el reino de las plantas, presentan alta
capacidad antioxidante, pudiendo inhibir estas enzimas y por consiguiente mitigando los

signos del envejecimiento cutaneo (1).

El aguacatero (Persea americana Mill.) es un arbol cuyo fruto ha sido valorado por sus
caracteristicas organolépticas, nutricionales farmacologicas y antioxidantes (3). El
consumo de esta fruta genera subproductos como la cascara que son desechados sin
embargo, a partir de ella se podrian obtener moléculas bioactivas de naturaleza fendlica
(5). Estas moléculas pueden ser obtenidas por métodos de extraccion convencional
como la maceracion teniendo como resultado un extracto concentrado y una biomasa
residual que generalmente es desechada. Sin embargo, aun es posible obtener
moléculas a partir de esta biomasa utilizando métodos de termoconversion entre los

que se destaca la carbonizacién hidrotérmica (HTC) (1,168,157).

Hasta el momento no existen estudios acerca de la actividad de extractos procedentes
de la cascara de aguacate obtenidos por los métodos descritos capaces de atenuar el
proceso de envejecimiento celular cutaneo. Es por ello, que el objetivo de la presente
investigacion es evaluar la actividad antioxidante y la inhibicion de la actividad
enzimatica de un extracto etandlico proveniente de la cascara de aguacate (Persea
americana Mill. cultivar Hass) asi como las fracciones obtenidas por HTC sobre
marcadores del envejecimiento celular cutaneo. Esta estrategia novedosa permite la
utilizacién integral de la biomasa para el desarrollo de nuevos productos cosmecéuticos

de alto valor agregado a partir de un subproducto de la industria alimenticia.
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4. JUSTIFICACION

Considerando que los extractos polares ni los bioaceites obtenidos por carbonizacién
hidrotérmica procedentes del epicarpio o cascara de aguacate (Persea americana Mill.
cultivar Hass) han sido caracterizados quimicamente ni estudiados para aplicaciones
dermatolégicas antienvejecimiento, el presente trabajo de investigacion pretende
caracterizar y evaluar los efectos del extracto etandlico y de bioaceites obtenidos por
carbonizacion hidrotérmica procedentes de la cascara de aguacate sobre marcadores
del envejecimiento celular cutaneo con vistas a proponer futuras aplicaciones de este
subproducto de la industria alimenticia para el desarrollo de nuevos productos
cosmecéuticos anti-envejecimiento de alto valor agregado. Dado que la carbonizacion
hidrotérmica sera realizada después de la extraccidon convencional; utilizando la
biomasa extraida, este método permitira la utilizacion integral de la cascara de

aguacate maximizando la obtencion de moléculas bioactivas.
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5. HIPOTESIS

El extracto etandlico procedente del epicarpio de aguacate (Persea americana Mill.
cultivar Hass) y los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica a partir de la
biomasa residual extraida, presentan efectos inhibitorios en la actividad de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como en la actividad de enzimas implicadas en la

degradacion de la matriz extracelular dérmica.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Determinar el efecto del extracto etandlico procedente del epicarpio de aguacate
(Persea americana Mill. cultivar Hass) y de los bioaceites obtenidos por carbonizacién
hidrotérmica a partir de la biomasa residual extraida sobre marcadores del

envejecimiento celular cutaneo.
6.2. Objetivos especificos

a) Determinar la presencia de grupos funcionales y la concentracién de fenoles,
acidos hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides en el extracto etandlico
y en los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica.

b) Determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico y de los bioaceites
obtenidos por carbonizacion hidrotérmica sobre la captacion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno involucradas en el envejecimiento celular
cutaneo (H20,, 05", *OH, NO*y ROQO?®).

c) Determinar la actividad del extracto etandlico y de los bioaceites obtenidos por
carbonizacion hidrotérmica sobre la inhibicion de la actividad de enzimas
implicadas en la degradacion de la matriz extracelular dérmica (tirosinasa,

elastasa, colagenasa e hialuronidasa).
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Para dar cumplimiento a los objetivos mencionados, se planteé la siguiente estrategia
experimental (Figura 12); se realiz6 una colecta de frutos de aguacate y un analisis
botanico antes de recuperar la cascara de los aguacates. Después de procesar y
realizar una maceracion con la cascara se obtuvo un extracto etandlico concentrado y
una biomasa residual que fue sometida a carbonizacién hidrotérmica. Finalmente, las
fracciones recuperadas durante el proceso se sometieron a un analisis quimico,

antioxidante y enzimatico.

Colecta de aguacate

l

Andlisis botanico

{

Obtencidon de la cascara

{

Secar, friturar y tamizar

{

Maceracion EtOH 90%

h h 4

Extracto etandlico Biomasa extraida
v ,
Evaporacion HTC

!

Caracterizacion quimica }

FTIR, Ph, Ac Hc, PA y

flavonoides
h
Determinacion de la H,Q., O,*, ROC*, *OH y
actividad antioxidante NO*
L A

Pruebas de inhibicidn

. R Colagenasa e
enzimatica s

Hialuronidasa

} Tirosinasa, Elastasa,

Figura 12. Diagrama de flujo. Indica los principales procesos para desarrollar el presente proyecto de
investigacion. Ac Hc, acidos hidroxicinamicos; EtOH, etanol; FTIR, espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier; H,0, agua; H,O,, peréxido de hidrégeno; HTC, carbonizaciéon hidrotérmica; NO°,
oxido nitrico; O,%, anion superdxido; PA, proantocianidinas; Ph, fenoles; ROO° radical perdxido; ‘OH,
radical hidroxilo.
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8. METODOLOGIA
8.1. Colecta de frutos de aguacate y analisis botanico

Para cumplir con los objetivos del presente proyecto, se realizé una colecta de los frutos
de aguacate (Persea americana Mill.) en una huerta localizada en San Andrés Coru,
municipio de Uruapan, Michoacan, Meéxico (Latitud: 19.419756°, Longitud:
-101.976952°). Todas las muestras fueron colectadas de un solo arbol y conservadas

hasta su maduracion.

Para el analisis botanico, se colectaron ramas con hojas y flores. Ademas, se midieron
las dimensiones del arbol y del fruto. Las muestras colectadas se llevaron al Instituto de
Ecologia de Patzcuaro, Michoacan, México, en donde el Dr. Emmanuel Pérez-Calix
realizd la identificacion botanica y el registro en la base de datos del herbario del
Instituto de Ecologia A. C. Centro Regional del Bajio (IEB-INECOL): M. Avalos V. 1 (IEB
266506).

8.2. Obtencion de las cascaras del aguacate

Las cascaras fueron recuperadas cuando los aguacates alcanzaron su estado de
maduracién optimo para su consumo (se determind por el cambio de coloracion del
epicarpio de verde a negro). Las cascaras fueron lavadas con agua a 25 °C para retirar
la mayor parte de la pulpa, se cortaron en pequefios fragmentos, se colocaron en una
estufa de secado a una temperatura de 50 °C durante 48 horas, fueron molidas y

tamizadas hasta obtener un tamano de particula < 850 um (156).
8.2.1. Determinacioén del porcentaje en humedad

La determinacion del porcentaje en humedad del polvo de las cascaras de aguacate se
realizd con base en lo establecido en la Norma Mexicana 083 (NMX-F-083-1986.
Determinacién de humedad en productos alimenticios) (169) para ello, se tomé una
muestra representativa del polvo por triplicado y se colocé en una estufa a 100 °C £ 5
°C hasta obtener un peso constante; con una diferencia no mayor al 0.1% entre cada

medicion.

43



B Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biolégicas

(P-P)

P, x 100

Porcentaje en Humedad=

En donde: P es el peso del recipiente con la muestra humeda, P; es el peso del

recipiente con la muestra seca y P es el peso de la muestra (169).
8.3. Obtencion del extracto etandlico

Para la obtencion del extracto etandlico se utilizaron 15 g del polvo obtenido de las
cascaras de aguacate y se le agreg6 etanol al 90% [1:10]. La solucién se mantuvo con
agitacién, a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 48 horas. Después, se
recuperod el extracto etandlico por decantacidén y se conservé en refrigeracion mientras
que al precipitado se le agregé nuevamente etanol al 90% para realizar una segunda
maceracion. Finalmente, todo el extracto se filtr6 con papel Watman®96; el extracto
etandlico se conservo en botellas ambar a 4 °C y el residuo solido (biomasa residual
extraida) se colocé en una estufa de secado a 50 °C durante 48 horas, se tamizd a un
tamafo de particula entre 850 y 425 um, se aseguré que su porcentaje en humedad
fuera inferior a un 10% y se conservé para posteriormente realizar carbonizacion
hidrotérmica (156).

A partir del extracto etandlico de las cascaras de aguacate (Persea americana Mill.
cultivar Hass) se obtuvo un concentrado sélido (EEPA); el etanol fue evaporado en un
rotavapor (Science MED RE100-Pro, XZ172AD0000059) a una temperatura de 45 £ 5
°C, una velocidad de rotacion de 20 a 55 rpm y un vacio de 45 + 5 cmHg. Después, se
continu6 evaporando el agua de la muestra incrementando la temperatura a 55 + 5 °C.
Se considero el peso inicial (rendimiento real) y final (rendimiento tedrico) de la cascara
utilizada para de esta manera determinar el porcentaje de rendimiento del extracto,

como se describe en la siguiente ecuacion:

Rendimiento real
— — X
Rendimiento tedrico

Porcentaje de Rendimiento=
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8.4. Carbonizacioén Hidrotérmica

La carbonizacién hidrotérmica se realizd6 en el Centro Interdisciplinario de
Investigaciones y Estudios sobre Medio Ambiente y Desarrollo (CIIEMAD),
perteneciente al Instituto Politécnico Nacional (IPN). Para ello, se empled un reactor
(Marca: Parr 4562, No. de serie: 26449); en el vaso del reactor, se colocaron 10 g de la
biomasa residual extraida y 100 mL de agua destilada Millipore. Una vez sellado el
reactor, se le inyectd nitrégeno para generar una atmosfera libre de oxigeno y una
presion inicial de 75 psi. Se conectd un controlador de temperatura (Marca: Parr 4842,
No. de serie: 989) al reactor y una vez que el reactor alcanzé la temperatura indicada
(tiempo de permanencia) se encendié el sistema de agitacion para dar inicio a la
reaccion, el tiempo de permanencia en todas las reacciones fue de 15 min. Las tres
temperaturas a las que se sometié cada muestra de biomasa fueron de 200 °C, 250 °C

y 300 °C, considerandose por lo menos tres replicas por cada condicién (168).

Después de cada reaccidon se recuperaron dos fracciones por filtracion: una fraccion
soélida (biocarbén) y una fraccion liquida (bioaceite ligero, BAL). En aras de extraer y
caracterizar las moléculas presentes en el biocarbon, asi como estudiar su bioactividad,
este se resuspendid en acetona [1:25 p/v], se macerd durante 24 horas, se filtrd, se
destilé y se recupero el volumen de acetona resultante, lo que gener6 la formacion de
una nueva fraccion conocida como bioaceite pesado (BAP). Se considero6 el peso inicial
de la biomasa y el peso del biocarbon obtenido para de esta manera calcular su

porcentaje de rendimiento (168).

8.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

La determinacion de los grupos funcionales presentes en el EEPA y de los bioaceites
obtenidos por HTC se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). La determinacion se realizé en un espectrofotdmetro de FTIR (Marca:
PerkinElmer® 2016) considerando un rango de longitud de onda de 4000 a 650 cm™. El
analisis y la presentaciéon grafica de los resultados se realizé en el Software OriginPro
(2021) (170-176).
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8.6. Caracterizacion quimica de las fracciones

Con el fin de determinar la composicion quimica del EEPA, del BAL y del BAP; se
determiné el contenido en fenoles, acidos hidroxicinamicos, proantocianidinas y
flavonoides por medio de espectrofotometria. Los resultados fueron comparados con el
extracto comercial Oligopin® (Nutri-Dyn, Maple Plain, MN, USA). Cada una de las
muestras se analizd considerando cinco repeticiones en cada una de las

determinaciones como se describe a continuacion.
8.6.1. Determinacioén de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales se agregaron 250 pL de Folin-Ciocalteu
en agua destilada [1:1], 250 pL de carbonato de sodio [7.5%] y 250 yL de la muestra.
Las muestras se homogenizaron y se incubaron en un bafo de agua a 40 °C durante 30
min. Después de incubar, se les agregé 2.0 mL de agua destilada y finalmente, se midi6
la absorbancia de las muestras en un espectrofotometro (UV/VIS Spectrophotometer,
VE-5600UV) a una longitud de onda de 750 nm (A7sp nm). Los resultados son
expresados como equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg GAE/g de
muestra) (177).

8.6.2. Determinacion de acidos hidroxicinamicos totales

Para determinar el contenido de acidos hidroxicinamicos totales se agregaron 500 uL
de la muestra, 1.0 mL de acido clorhidrico [0.5 M], 1.0 mL del reactivo de Arnow (nitrito
de sodio [10%] y molibdato de sodio [10%] en agua destilada), 1.0 mL de hidréxido de
sodio [2.125 M] y 1.5 mL de agua destilada. Las muestras se homogenizaron y se midio
su absorbancia (Aszs nm). Los resultados son expresados como equivalentes de acido

clorogénico por gramo de muestra (mg ChAE/g de muestra) (157).

8.6.3. Determinacion de proantocianidinas totales

Para determinar el contenido de proantocianidinas totales se utilizaron 650 uL de la
muestra, se agregaron 130 pL de solucién de hierro (sulfato de amonio férrico
dodecahidratado [2%] en acido clorhidrico [2 M]), la mezcla se homogenizo y se le
agregaron 3900 pL de butanol acido (n-butanol y acido clorhidrico [95:5]). La mezcla se
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homogenizé nuevamente, se cubrié con papel aluminio y se incubé a 95 °C durante 40
min. Después la mezcla se enfrid con hielo durante 10 min, se dejé a temperatura
ambiente durante 5 min y finalmente, se determind su absorbancia (Assp nm). Los
resultados son expresados como equivalentes de cloruro de cianidina por gramo de

muestra (mg CChE/g de muestra) (178).
8.6.4. Determinacion de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales se agregaron 2.0 mL de la muestra,
2.0 mL de solucion cloruro de aluminio [2%], se homogeniz6 la mezcla y se incubo a 20
°C durante 1 hora. Posteriormente, se homogenizé la mezcla y se determin6é su
absorbancia (A415 nm). Los resultados son expresados como equivalentes de

quercetina por gramo de muestra (mg QE/g de muestra) (179).

8.7. Analisis de la actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante del EEPA, del BAL y del BAP, se determin6 su
concentracion necesaria para inhibir en un 50% (ECs) la formacion de especies
oxidantes de relevancia biolégica durante el proceso de envejecimiento cutaneo:
peréxido de hidrogeno (H203), anion superdxido (O,), radical peroxilo (ROO®), radical
hidroxilo (*OH) y radical 6xido nitrico (NO®) por medio de espectrofotometria. Los
resultados fueron comparados con el extracto comercial Oligopin® y Curcumin;
procedente de la Curcuma longa, planta ampliamente utilizada en la medicina
ayurvédica y en productos cosméticos (180-183). Cada una de las pruebas se realizé

por triplicado.

El porcentaje de inhibicién para el peréxido de hidrégeno, anién superdéxido, radical

hidroxilo y radical 6xido nitrico se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

Ag-(A4-A
Porcentaje de inhibicion=100 [%l
0

En donde: Ay es la absorbancia de la mezcla sin el extracto, A; es la absorbancia de la

mezcla con el extracto y A, es la absorbancia del extracto (157).
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Mientras que el porcentaje de inhibicion para el radical peroxilo se calculé utilizando la

siguiente ecuacion:

AeO 'Aef]

Porcentaje de inhibicion=100 [1-
) AcO'Acf

En donde: A es la absorbancia de la mezcla con el extracto sin 2,2’-Azobis(2-metil-
propionamidina)-dihidrocloruro (AAPH), Aes es la absorbancia de la mezcla con el
extracto, Acp es la absorbancia del control sin extracto y sin AAPA y A es la

absorbancia del control sin el extracto (157).

8.7.1. Perdxido de Hidrégeno

Para determinar la capacidad para capturar el peréxido de hidrégeno se agregaron 3.4
mL de la muestra a diferentes concentraciones y 600 yL de H,O, [40 mM], se incubd a
temperatura ambiente durante 3 min y después se midio la absorbancia de las muestras
(A230 nm) (184).

8.7.2. Anion superoxido

La capacidad para capturar al anion superoxido se determind utilizando 1.0 mL de
nitroazul de tetrazolio [100 pM], 1.0 mL de nicotinamida adenina dinucleétido [468 pM] y
1.0 mL de la muestra a diferentes concentraciones. La reaccion se inicié agregando 150
ML de metosulfato de fenazina [60 uM], se incub6é 30 min a 30 °C y se midié su

absorbancia (Asep nm) (185).
8.7.3. Radical peroxilo

La capacidad para capturar el radical peroxilo se evalu6é agregando 3.0 mL de rojo de
pirogalol [30 pM], 50 puL de AAPA [600 mM] y 300 uL de la muestra a diferentes
concentraciones. Después de incubar 2 horas, se determind la oxidacion del rojo de
pirogalol (As4 nm) (186).
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8.7.4. Radical hidroxilo

Para determinar la capacidad para capturar el radical hidroxilo se agreg6é 1.0 mL de la
muestra a diferentes concentraciones, 300 uL de sulfato ferroso heptahidratado [8 mM]
y 250 uL de H,0;, [20 mM]. La reaccion se inicio agregando 1.0 mL de acido salicilico [3
mM] y se incubé 30 min a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 450 pyL de agua
destilada, se centrifugd 10 min a 3500 rpm, se recupero el sobrenadante y se midid su

absorbancia (As1o nm) (187).

8.7.5. Radical 6xido nitrico

La capacidad para capturar el radical 6xido nitrico fue determinada agregando 500 uL
de nitroprusiato de sodio [10 mM], 500 pL de la muestra a diferentes concentraciones e
incubando a 37 °C por 2.5 horas con iluminacion normal. Ulteriormente, las muestras se
mantuvieron 20 min a temperatura ambiente protegidas de la luz, se les agregé 1.0 mL
del reactivo de Griess, se incubaron 40 min a temperatura ambiente protegidas de la luz

y se determind su absorbancia (Assg nm) (57,188).

8.8. Analisis de la inhibicién de la actividad enzimatica

Para determinar la inhibicion de la actividad de las diferentes enzimas del EEPA, BAL y
BAP, se determiné la concentracion necesaria para inhibir en un 50% (ICsp) la actividad
de las enzimas implicadas en el proceso del envejecimiento celular cutaneo: tirosinasa,
elastasa, colagenasa e hialuronidasa por medio de espectrofotometria. Los resultados
fueron comparados con los respectivos inhibidores de referencia para cada enzima y

con el extracto comercial Oligopin®. Cada una de las pruebas se realizé por triplicado.

Los datos obtenidos fueron analizados en el Software GraphPad Prism 7.00 (2016) en
donde, los datos fueron normalizados considerando la absorbancia de la enzima sin
inhibidor como la mayor actividad de la enzima para finalmente determinar la ICsy de

cada muestra por medio de una regresion no lineal.
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8.8.1. Enzima tirosinasa

Para determinar la capacidad para inhibir la enzima tirosinasa en una microplaca de 96
pozos se agregaron 90 pL de solucién PBS (50 mM, pH = 6.5), 110 uL de L-tirosina [2
mM] y se incubo 10 min a temperatura ambiente. Después, se agregaron 70 pL de la
muestra a diferentes concentraciones, 30 uL de la enzima tirosinasa (Tyrosinase from
mushroom, EC Number: 1.14.18.1) [62 pg/mL], se incubo durante 5 min y se determiné
la absorbancia (A4s7s nm) de las muestras cada 2 min durante 20 min en un Varioskan

Flash (Thermo Scientific). Como control positivo se utilizo el acido kdjico (57).
8.8.2. Enzima elastasa

Para determinar la capacidad para inhibir la enzima elastasa en una microplaca de 96
pozos se agregaron 30 pL de solucion Tris-HCI (0.2 mM, pH = 8.0), 15 pL de enzima
elastasa (Elastase from porcine pancreas, EC Number: 3.4.21.36) [7 U/mL], 30 pL de la
muestra a diferentes concentraciones y se incubd durante 30 min a temperatura
ambiente. Después, se agregaron 75 pL del sustrato N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilina (SANA) [1.6 mM], se incubd durante 30 min y se determiné la absorbancia

(A470 nm) de las muestras. Como control positivo se utilizo la EGCG (189,57).
8.8.3. Enzima colagenasa

Para determinar la capacidad para inhibir la enzima colagenasa, en una microplaca de
96 pozos se agregaron 30 pL de solucién tricina [0.05 M] (con NaCl [0.40 M], CaCl,
[0.01 M], pH = 7.5), 15 uL de enzima colagenasa (Collagenase from Clostridium
histolyticum, EC Number: 3.4.24.3) [1.1 U/mL], 15 pL de la muestra a diferentes
concentraciones y se incubo 15 min a temperatura ambiente. Después se agregaron 30
ML del sustrato N-[3-(2-furil) acriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) [1 mM] y se determin6
la absorbancia (Azss nm) de las muestras cada 2 min hasta 30 min. Como control
positivo se utilizé la EGCG (189).

8.8.4. Enzima hialuronidasa

Se agregaron 10 uL de la enzima hialuronidasa (Hyaluronidase from bovine testes, EC
Number: 3.2.1.35) [2100 U/mL], 50 uL de la muestra a diferentes concentraciones y se
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incubaron 20 min a 37 °C. Después se agregaron 20 uL de CaCl, [12.5 mM] y se
mantuvo a 37 °C durante 10 min para activar la enzima. Posteriormente, se agregaron
50 pL del sustrato (Hyaluronic acid sodium salt from rooster comb) [5 mg/mL] y se
incubaron a 37 °C durante 40 min para que se llevara a cabo la reaccion enzima-
sustrato. Después se agregaron 10 yL de NaOH [0.9 M], 20 uL de borato de sodio [0.2
M] a 37 °C durante 3 min. Posteriormente, se agregaron 50 yL de solucion P-
dimetilaminobenzaldehido (DAMP) (0.25 g de DAMP, 21.88 mL de acido acético y 3.12
mL de HCI [10 N]), se incubo a 37 °C durante 10 min y se determind la absorbancia
(Asss nm) de las muestras cada 2 min hasta 30 min. Como control positivo se utilizé el

acido oleandlico (190,191).
8.9. Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en la caracterizacién quimica, en la actividad
antioxidante y enzimatica se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA one-way)
seguido de Tukey’s test (p < 0.05). Para determinar el nivel de significacién entre el
EEPA vy la curcumina frente al radical 6xido nitrico; se determind la normalidad de los
datos con la prueba de Shapiro-Wilk. Igualmente, se comprob¢ la igualdad de varianza

y se realizo la prueba Student’s t-test (p < 0.05).

La relacion entre el contenido en fenoles y la actividad antioxidante se determind por
medio del coeficiente de correlaciéon de Spearman. Asi mismo, se determiné la relacion
entre la concentracion de fenoles y la inhibicion enzimatica a través de esta correlaciéon
(p < 0.05). Los resultados se expresaron como la media + la desviacion estandar. El
analisis estadistico y la representacion grafica de los resultados se realizaron mediante
el Software GraphPad Prism 7.00 (2016).
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9. RESULTADOS
9.1. Colecta de frutos de aguacate y analisis botanico

La Figura 13 muestra la localizacion geografica del sitio de colecta de los frutos de
aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) enclavado en una huerta localizada en

San Andrés Coru, municipio de Uruapan, Michoacan.

40 km

Estado de Michoacan

Figura 13. Localizacién geografica de la colecta de aguacate. En el mapa se muestra la ubicacién de la
huerta en donde se colectaron los aguacates (Latitud: 19.419756°. Longitud: 101.976952°). Imagen
realizada con el Mapa Digital de México-INEGI.

En la Tabla 7 se indican las caracteristicas de las muestras botanicas, identificadas por
el Dr. Emmanuel Pérez-Calix. Posteriormente, fueron depositadas en el Herbario del
Instituto de Ecologia de Patzcuaro, Michoacan, y registradas en la base de datos del
IEB-INECOL: M. Avalos V. 1 (IEB 266506).

En total se colectaron 235 aguacates con un peso promedio de 150.95 + 26.73 g. El
peso fresco de las cascaras recuperadas en promedio fue de 18.63 = 3.15 g. Después
de colocarlas en la estufa a 50 °C durante 48 horas, las cascaras perdieron un
porcentaje en humedad del 73.15 + 0.62%, registrandose un peso seco promedio de
5.07 £ 0.23 g.
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Tabla 7. Analisis botanico. Describe el analisis botanico realizado del aguacate y su
registro en la base de datos del IEB-INECOL.

Nombre: Persea americana Mill. cultivar Hass

Familia: Lauraceae

Localidad: San Andrés Coru, municipio de Uruapan

Latitud: 19.419756°

Longitud: 101.976952°

Altitud: 1663 m

Estado: Michoacan

Fecha de colecta: 12 de septiembre de 2020

Habitad: Huerta de aguacate

Colecta: M. Avalos Viveros, 1 S
Observaciones: Arbol de 5 m con un perimetro basal de 121 cm, flor amarilla,

fruto verde, tamano del fruto 8-10 cm de diametro. Comestible

Registro en la base de datos del IEB-INECOL: M. Avalos V. 1 (IEB 266506).

9.2. Porcentaje en humedad

El porcentaje en humedad presente en la cascara de aguacate (Persea americana Mill.
cultivar Hass) antes de su procesamiento fue del 7.07 + 0.04%. Después de obtener el
extracto convencional la biomasa residual extraida se recupero y se seco para realizar

HTC, presentando un porcentaje en humedad del 3.23 £ 0.37%.
9.3. Condiciones de reaccion de la carbonizacion hidrotérmica

La velocidad media de calentamiento para llegar al tiempo de permanencia durante la
carbonizacion hidrotérmica a 200 °C, 250 °C y 300 °C asi como la presion final

autogena del reactor para cada condicidn de temperatura se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de la HTC. En la tabla se indica la velocidad de calentamiento y la
presion final autbgena para cada temperatura de reaccion.

Temperatura Velocidad media de calentamiento Presion final autdégena
200+ 5°C 9.41 + 0.66 °C/min 360 + 17.32 psi
250+ 5°C 6.47 £ 0.10 °C/min 720 £ 20.00 psi
300£5°C 5.37 £ 0.53 °C/min 1400 + 28.28 psi

Los valores expresan la media + la desviacion estandar (n = 3). HTC, carbonizacién hidrotérmica.
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9.4. Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento del EEPA y del biocarbén obtenido por HTC; se presentan
en la Tabla 9 ademas, también se indica el volumen obtenido de bioaceite ligero
después de la HTC a diferentes condiciones de reaccion.

Tabla 9. Porcentaje de rendimiento. Se indica el porcentaje de rendimiento del extracto

etandlico, el biocarbon y el volumen del aceite ligero como consecuencia de la
extraccion convencional y la HTC de cascaras de Persea americana.

Condicion % de rendimiento Vol. de bioaceite ligero
EEPA 7.78+£4.02%*  --—--

Biocarbon, HTC 200 °C, 360 psi 68.54 £ 0.55%** 58.00 + 1.00 mL
Biocarbon, HTC 250 °C, 720 psi 55.22 + 0.21%** 61.67 £ 3.22 mL
Biocarbon, HTC 300 °C, 1400 psi 41.47 £ 1.24%** 74.75+1.26 mL

Los datos indican el promedio + la desviacion estandar. *“Rendimiento calculado con relacién a la cascara
seca; **Rendimiento calculado con relacién a la biomasa residual extraida seca. EEPA, extracto etandlico
de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) y HTC, carbonizacién hidrotérmica.

9.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
9.5.1. Extracto etandlico de la cascara de aguacate

Los resultados obtenidos por FTIR para el EEPA se muestran en la Figura 14 y en la
Tabla 10. De acuerdo al espectro obtenido podemos mencionar la presencia de grupos
hidroxilo (-OH, numero de onda v = 2470) el cual puede corresponder a compuestos
fendlicos, alcohol y/o agua asi como a polimeros (-OH, v = 3414); dobles enlaces
carbono-carbono de anillos aromaticos (HC=CH, v = 3004); enlaces carbono-hidrogeno
de cadenas alifaticas correspondientes a metilo y metileno (-CH3 y -CH», v = 2970), de
hidrocarburos (C-H, v = 1425), de fragmentos insaturados (C-H, v = 786) asi como
vibraciones de estiramiento en enlaces carbono-hidrogeno (C-H, v = 2926), flexiones
simétricas (C-H, v = 1360) y flexiones fuera del plano (C-H, b = 902); presencia del
grupo carbonilo (C=0, v = 1712) de acidos carboxilicos, cetonas y/o amidas; éteres y
enlaces carbono-carbono en ciclicos (=C-O-C y C-C, v = 1218) asi como grupos

hidroxilo presentes en carbonos saturados (-C-OH, v = 1092).
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Figura 14. FTIR del EEPA. El gréfico muestra el espectro de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) del extracto etandlico de la cascara de aguacate Persea americana Mill. cultivar Hass (EEPA).

Tabla 10. FTIR del EEPA. Se muestran los grupos funcionales identificados en el
espectro de infrarrojo con transformada de Fourier del extracto etandlico.

Longitud de onda Grupo Vibracion

(cm™) funcional

3440-3500 -OH Alcohol, fenol y/o agua

3414 -OH v OH asociacién intermolecular (polimero)

3004 HC=CH v C-H (anillo aromatico)

2970 -CHy/-CH3 v C-H alifatico de grupos CH, y CHj3

2926 C-H v C-H de los alifaticos

1712 C=0 v C=0 de grupos de acidos carboxilicos,
cetonas y/o amidas

1425 C-H Enlaces C-H de hidrocarburos

1360 0s C-H 0s C-H (tijereteo) del grupo CH

1218 =C-0-C Eter R-O-R y enlaces C-C en ciclicos

aromaticos

1092 C-O-H Enlace C-O-H de alcoholes que implica un
carbono saturado

902 C-H 0 C-H fuera del plano

786 C-H Vibraciones & fuera del plano C-H

caracteristicas de fragmentos insaturados

EEPA, extracto etandlico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass); vibracion s,
simétrica; v, alargamiento y 9, flexion.
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9.5.2. Bioaceite ligero procedente de la carbonizacion hidrotérmica

Los resultados obtenidos por FTIR para el bioaceite ligero; fraccion liquida obtenida a
partir de la biomasa de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass)
sometida por HTC a diferentes condiciones de temperatura y presion se muestran en la
Figura 15 y en la Tabla 11. De acuerdo con los espectros obtenidos podemos
mencionar la presencia de grupos hidroxilo (-OH, v = 3350) el cual puede corresponder
a compuestos fendlicos, alcohol y/o agua; del grupo carbonilo (C=0, v = 1700) de
acidos carboxilicos, cetonas y/o amidas; dobles enlaces carbono-carbono (C=C, v =
1635); enlaces covalentes carbono-hidrégeno (C-H, v = 1430), vibraciones de flexion
simétricas del grupo metilo (C-H, v = 1370); éteres aromaticos (Aril-O, v = 1240),
vibraciones de estiramiento del oxigeno fendlico (C-O, b = 1207) y grupos hidroxilo

presentes en carbonos saturados (C-OH, v = 1098).
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Figura 15. FTIR del bioaceite ligero. Los graficos muestran los espectros de infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR) del bioaceite ligero recuperado de la carbonizacién hidrotérmica (HTC) de la biomasa
de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) sometida a diferentes condiciones de
reaccion.
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Tabla 11. FTIR del bioaceite ligero. Se muestran los grupos funcionales identificados en
los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Longitud de onda Grupo Vibracion
(cm™) funcional
3340-3500 -OH Alcohol, fenol y/o agua
1700 R-CHO C=0 stretching
1630-1645 C=Cno v C=C
conjugada
1430 C-H Enlaces C-H de hidrocarburos
1370-1375 os C-H 0s C-H (tijereteo) del grupo CHj;
1240 v C-O Eteres aromaticos, estiramiento de aril-O
1207 v C-O Asignado a C-O estirando vibraciones de
oxigeno fendlico
1098 C-O-H Enlace C-O-H de alcoholes que implica un

carbono saturado

Vibracion s, simétrica; v, alargamiento y o, flexion.

9.5.3. Bioaceite pesado procedente de la carbonizacion hidrotérmica

Los resultados obtenidos por FTIR para el bioaceite pesado; fraccion obtenida a partir
de la maceracion en acetona del biocarbon procedente de la biomasa de la cascara de
aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass) sometida por HTC a diferentes
temperatura y presion se muestran en la Figura 16 y en la Tabla 12. De acuerdo con
los espectros obtenidos podemos mencionar la presencia de grupos hidroxilo (-OH, v =
3514) el cual puede corresponder a compuestos fendlicos, alcohol y/o agua asi como a
polimeros (-OH, v = 3348); dobles enlaces carbono-carbono de anillos aromaticos
(HC=CH, v = 3007); enlaces carbono-hidrogeno de cadenas alifaticas correspondientes
a metilo y metileno (-CH3z y -CH,, v = 2965), de hidrocarburos (C-H, v = 1428), de
fragmentos insaturados (C-H, v = 791), con flexiones simétricas (C-H, v = 1365) y
flexiones fuera del plano (C-H, v = 907); presencia del grupo carbonilo (C=0, v = 1710)
de 4&cidos carboxilicos, cetonas y/o amidas; dobles enlaces carbono-carbono no
conjugados (C=C, v = 1649); éteres y enlaces carbono-carbono de ciclicos (=C-OH y C-
C, v = 1223) asi como grupos hidroxilo presentes en carbonos saturados (-C-OH, v =
1095).
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Figura 16. FTIR del bioaceite pesado. Los graficos muestran los espectros de infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR) del bioaceite pesado obtenido a partir de la fraccion soélida de la carbonizacion
hidrotérmica (HTC) de la biomasa de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass)

sometida a diferentes condiciones de reaccion.

Tabla 12. FTIR del bioaceite pesado. Se muestran los grupos funcionales identificados
en los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier.

Longitud de onda Grupo

Vibracion

(cm™) funcional
3498-3530 -OH
3280-3415 -OH
3005-3009 HC=CH
2960-2975 -CHy/-CH3
1710 C=0
1649 C=C no
conjugada
1425-1430 C-H
1360-1370 0s C-H
1220-1225 =C-0-C
aromaticos
1090-1100 C-O-H
907 C-H
791 C-H

Alcohol, fenol y/o agua

v -OH asociacion intermolecular (polimero)

v C-H (anillo aromatico)

v C-H alifatico de grupos CH, y CHj3

v C=0 de grupos de 4&acidos carboxilicos,
cetonas y/o amidas

v C=C

Enlaces C-H de hidrocarburos
0s C-H (tijereteo) del grupo CH
Eter R-O-R y enlaces C-C en ciclicos

Enlace C-O-H de alcoholes que implica un
carbono saturado

0 C-H fuera del plano
Vibraciones C-H
fragmentos insaturados

caracteristicas de

Vibracion s, simétrica; v, alargamiento y 9, flexion.
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9.6. Caracterizacion quimica del extracto etandlico y de los bioaceites

En la Figura 17 se presentan los resultados obtenidos con relacion a la caracterizacion
quimica del EEPA del BAL y del BAP de acuerdo con su contenido de fenoles, acidos
hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides respecto al extracto comercial
Oligopin®, obtenido a partir de cortezas del pino maritimo francés Pinus pinaster. Se
tomé como referencia este extracto ya que es reconocido por su contenido en

compuestos fenolicos y ha sido utilizado con éxito como agente anti-envejecimiento

(192-197).
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Figura 17. Caracterizacion quimica. Los graficos muestran la composicién quimica general del extracto
etandlico obtenido por maceracion y de los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica
comparados con el extracto comercial Oligopin®. Se grafica el promedio + la desviacion estandar (n = 5).
Las diferentes letras (a, b, c, d, e) sobre cada una de las barras indican una diferencia estadisticamente
significativa. p < 0.05 (ANOVA one way fallowed by Tukey’s test). BAL, bioaceite ligero; BAP, bioaceite
pesado; CChE, equivalentes de cloruro de cianidina; ChAE, equivalentes de acido clorogénico; EEPA,
extracto etandlico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass); GAE, equivalentes
de acido gélico; QE, equivalentes de quercetina.
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De acuerdo con los resultados obtenidos podemos apreciar que la concentracion de
fenoles fue significativamente mas importante en los bioaceites ligeros, particularmente
en los obtenidos a mayor temperatura (250 °C y 300 °C), seguidos del Oligopin® y del
EEPA mientras que en los bioaceites pesados se constaté una menor concentracion
(Figura 17a).

La concentracion de acidos hidroxicinamicos fue significativamente mayor en los
bioaceites ligeros obtenidos a 300 °C y 250 °C seguidos del OIigopin®, el bioaceite
ligero obtenido a 200 °C y el EEPA. El contenido de acidos hidroxicinamicos en el
bioaceite pesado obtenido a diferentes condiciones, no presenté una diferencia
estadisticamente significativa (p > 0.05) y su concentracion fue muy inferior al
compararla con el extracto comercial Oligopin® (p < 0.0001) y el EEPA (p < 0.0001)
(Figura 17b).

La concentracion de proantocianidinas fue mayor en el extracto comercial Oligopin®

seguida del EEPA (p < 0.0001) y subsecuentemente de los bioaceites ligeros obtenidos
a diferentes condiciones de temperatura y presion (p > 0.05). En el caso de los
bioaceites pesados no se lograron identificar proantocianidinas mediante este método

espectrofotométrico (Figura 17c).

La concentracion de flavonoides se mostrd significativamente incrementada en el
bioaceite ligero obtenido a 200 °C, seguido por el EEPA, y los bioaceites ligeros
obtenidos a 250 °C y 300 °C, asi como el Oligopin®. La concentracién de flavonoides en
el BAP obtenido a diferentes condiciones de reaccion no presentd diferencia
significativa (p > 0.05) y su concentracion fue muy inferior al compararla con el extracto
comercial Oligopin® (p < 0.0001) y el EEPA (p < 0.0001) (Figura 17d).
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9.7. Actividad antioxidante del extracto etandlico y de los bioaceites

La concentracion necesaria para capturar en un 50% radicales de importancia bioldgica
implicados en el proceso de envejecimiento celular cutaneo (ECso) fue utilizada para
evaluar la capacidad antioxidante de las muestras (Figura 18). Una menor ECs, se
considerd indicativo de una mayor capacidad antioxidante. Es importante mencionar
que los bioaceites pesados no presentaron actividad para capturar a ninguno de los

radicales estudiados.

El extracto comercial Oligopin® presento la mayor actividad antioxidante para capturar al
peréxido de hidrogeno al compararlo con el EEPA (p < 0.0001) y el BAL en todas las
condiciones estudiadas (p < 0.0001). No hubo diferencia significativa entre el EEPA y el
BAL 200 °C (p > 0.05) (Figura 18a).

La actividad antioxidante del extracto comercial Oligopin® fue cuatro veces superior a la
del EEPA para capturar el anién superoxido (p < 0.0001), sin embargo, la capacidad del
BAL (200 °C, 250 °C y 300 °C) para capturar este radical fue considerablemente
superior a la mostrada por el Oligopin® (p < 0.0001) y a la del EEPA (p < 0.0001)
(Figura 18b).

El extracto comercial Oligopin® mostré una actividad antioxidante dos veces superior
para capturar el radical peroxilo al compararlo con el EEPA (p < 0.0001) y tres veces
superior al compararlo con el BAL (p < 0.0001). EI EEPA a diferencia del BAL presenté
una mejor actividad frente a este radical (p < 0.0001). Por otro lado, la actividad del BAL
300 °C y el BAL 250 °C fue mayor al compararla con el BAL 200 °C (p < 0.001yp <

0.01 respectivamente) (Figura 18c).

En cuanto a la capacidad de las muestras para captar al radical hidroxilo destacé la
actividad del bioaceite ligero obtenido a 250 °C, seguido del bioaceite ligero a 300 °C, el
extracto comercial Oligopin® y el EEPA. Por otro lado, la actividad antioxidante del BAL
200 °C para capturar este radical fue menor a la mostrada por el Oligopin® y el EEPA (p
<0.001) (Figura 18d).
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Figura 18. Actividad antioxidante. Los graficos muestran la actividad antioxidante del extracto etandlico
obtenido por maceracioén y del bioaceite ligero obtenido por carbonizacién hidrotérmica comparados con
el extracto comercial Ollgopln y Curcumin. El bioaceite pesado no presenté actividad antioxidante y el
Ollgopm no presenté actividad frente al oxido nitrico (ECsy > 1500 ug/mL), datos no mostrados. Se
grafica el promedio + la desviacion estandar (n = 3). Las diferentes letras (a, b, c, d, e) sobre cada una de
las barras indican una diferencia estadisticamente significativa; p < 0.05 (ANOVA one way fallowed by
Tukey'’s test), **p < 0.01 (Student’s t-test). BAL, bioaceite ligero; ECs, concentracion inhibitoria del 50%,;
EEPA, extracto etandlico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass).
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La capacidad de las muestras para captar al 6xido nitrico fue inferior a la mostrada
frente a otros radicales. De hecho, solo se constaté actividad para la curcumina, la que
fue cinco veces superior al EEPA para inhibir la actividad del este radical (p < 0.01). El
extracto comercial Oligopin® y el BAL no presentaron buena actividad (ECso > 1500
pug/mL. Resultados no mostrados) (Figura 18e).

9.7.1. Correlacion de Spearman: actividad antioxidante y contenido de fenoles

En un intento por determinar la relacion entre la actividad antioxidante de las muestras
analizadas frente a radicales de importancia biolégica durante el envejecimiento celular
cutdneo determinada por la ECsy y la concentracion de compuestos fendlicos
determinados en la caracterizacion quimica, se calculd el coeficiente de correlacidon de
Spearman (r) (Tabla 13).

Tabla 13. Correlacion de Spearman. Correlacién determinada entre los diferentes
grupos de fenoles analizados y la capacidad antioxidante.

H,0, 0, ROO* *‘OH NO*
Fenoles 0.279 -0.761** 0.454 -0.082 0.500
Acidos Hidroxicinamicos 0.029 -0.526* -0.013 -0.229 0.500
Proantocianidinas -0.527* 0.677** -0.606* -0.098 -1.000
Flavonoides 0.289 -0.154 0.754** 0.368 -0.500

En la tabla se indica el coeficiente de correlacion de Spearman (r) entre la concentracion de compuestos
fendlicos (n = 3) y la capacidad antioxidante (n = 3) de las muestras analizadas. Correlacion
estadisticamente significativa: *p < 0.05, **p < 0.01. *OH, radical hidroxilo; H,O,, peréxido de hidrogeno;
NO?*, éxido nitrico; O,*, anion superéxido; ROQO®, radical peroxilo.

De acuerdo con el analisis estadistico realizado, la capacidad para capturar al peroxido
de hidrégeno esta relacionada con la concentracién de proantocianidinas (r = -0.527, p
< 0.05). Esto indica que conforme aumenta la concentracion de proantocianidinas se
incrementa la capacidad para capturar el peréxido de hidrogeno, representada por una

disminucion de la ECs.

La capacidad para inhibir la actividad del anién superdxido esta fuertemente
relacionada con la concentracion de fenoles (r = -0.761, p < 0.01), y mas débilmente
con la presencia de acidos hidroxicinamicos (r = -0.526, p < 0.05) en las muestras. En
cambio, a la luz de los resultados obtenidos puede decirse que un incremento en las
proantocianidinas (r = 0.677, p < 0.01) influye negativamente en la capacidad para

captar a este anion, ya que genera un aumento significativo de la ECsy. Esto significa
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que a una menor concentracion de fenoles y acidos hidroxicinamicos se incrementa la
capacidad para capturar el anidén superéxido, mientras que una elevada concentracion

de proantocianidinas seria desfavorable para captar a este radical.

La capacidad para capturar el radical peroxilo quedd relacionada al contenido de
proantocianidinas (r = -0.606, p < 0.05). Sin embargo, el contenido de flavonoides (r =
0.754, p < 0.01) parece impactar negativamente en la capacidad de las muestras para
captar a este radical. En el caso de la capacidad para captar al radical hidroxilo y al
oxido nitrico no se encontraron asociaciones significativas con los grupos de fenoles

analizados.
9.8. Inhibicién de la actividad enzimatica

Con el objetivo de evaluar la inhibiciéon de la actividad enzimatica de las muestras se
determind la concentracion necesaria de cada una de ellas para inhibir en un 50% la
actividad de enzimas implicadas en el proceso del envejecimiento celular cutaneo
(ICs0). Una menor IC5, se consider6 como indicativo de una mayor capacidad de

inhibiciéon enzimatica (Figura 19).
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Figura 19. Inhibicion de la actividad enzimatica. Los graficos muestran la inhibicion de actividad
enzimatica de las muestras analizadas. Se grafica el promedio + la desviacién estandar (n = 3). Las
diferentes letras (a, b, c¢) sobre cada una de las barras indican una diferencia estadisticamente
significativa. p < 0.05 (ANOVA one way fallowed by Tukey’s test). BAL, bioaceite ligero; BAP, bioaceite
pesado; EEPA, extracto etandlico de la cascara de aguacate (Persea americana Mill. cultivar Hass);
EGCG, epigalocatequina galato; ICsy, concentracion inhibitoria del 50%.
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La capacidad de las fracciones procedentes de las cascara de aguacate para inhibir a la
enzima tirosinasa; involucrada en los proceso de hiperpigmentacion de la piel, fue
mayor en los bioaceites pesados presentando una actividad similar a la mostrada por el
acido kagjico (p > 0.05); un compuesto ampliamente utilizado en la industria cosmética
por sus propiedades despigmentantes. La capacidad del bioaceite ligero obtenido a 300
°C y 250 °C fue superior al compararla con el extracto comercial Oligopin® y el EEPA (p
< 0.001). Finalmente, el EEPA, seguido del Oligopin® y del BAL 200 °C mostraron una

actividad similar para inhibir a la enzima (p > 0.05) (Figura 19a).

La capacidad de las fracciones para inhibir la actividad de la enzima elastasa;
responsable de la degradacion de las fibras de elastina presentes en la matriz
extracelular dérmica, fue mayor en los bioaceites pesados seguido del BAL obtenido a
200 °C y el EEPA presentando una actividad similar a la EGCG (p > 0.05); un
compuesto polifendlico utilizado en cosméticos por sus propiedades antioxidantes. La
actividad del extracto comercial Oligopin® frente a esta enzima fue muy inferior a la de

las muestras analizadas (p < 0.0001) (Figura 19b).

Estos resultados sugieren que la actividad del BAP para inhibir a las enzimas tirosinasa
y elastasa es muy similar a los inhibidores de referencia; acido kéjico y EGCG
respectivamente, mientras que la actividad del extracto comercial Oligopin®, del EEPA y
del BAL para inhibir estas enzimas es inferior. En cuanto a la capacidad de inhicion de
las enzimas colagenasa y hialuronidasa, no pudo constatarse ninguna actividad

inhibitoria en las fracciones estudiadas por los métodos utilizados.
9.8.1. Correlacion de Spearman: inhibicion enzimatica y polifenoles

En un intento por determinar la relacion entre la concentracion de compuestos fendlicos
determinados en la caracterizacién quimica y la inhibicion de la actividad enzimatica
determinada por la IC5y de las muestras analizadas, se calculé el coeficiente de

correlacion de Spearman (r) (Tabla 14).

De acuerdo con el analisis estadistico realizado, la capacidad para inhibir la actividad
de la enzima tirosinasa esta relacionada con la concentracion de fenoles (r = -0.625, p <

0.05) y acidos hidroxicinamicos (r = -0.593, p < 0.05), lo que implica que en la medida
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que se incrementan este tipo de fenoles en las muestras disminuye la ICs y por lo tanto
la actividad de anti-tirosinasa es mayor. Sin embargo, el aumento en la concentracion
de proantocianidinas (r = 0.738, p < 0.01) influye negativamente en la capacidad para

inhibir a esta enzima; debido a que se genera un aumento significativo de la ICsy.

Tabla 14. Correlacion de Spearman. Correlacion determinada entre los diferentes
grupos de fenoles analizados y la inhibicion de la actividad enzimatica.

Tirosinasa Elastasa
Fenoles -0.625* -0.079
Acidos Hidroxicinamicos -0.593* 0.320
Proantocianidinas 0.738** 0.390
Flavonoides 0.271 -0.704**

En la tabla se indica el coeficiente de correlacion de Spearman (r) entre la concentracion de compuestos
fendlicos (n = 3) y la inhibicion de la actividad enzimatica (n = 3) de las muestras analizadas. Correlacion
estadisticamente significativa: *p < 0.05, **p < 0.01.

La capacidad para inhibir la actividad de la enzima elastasa esta fuertemente
relacionada con la concentracion de flavonoides (r = -0.704, p < 0.01). Esto indica que
conforme aumenta la concentracion de flavonoides se incrementa la capacidad para

inhibir a la enzima; representada por la disminucion de la ICsp.
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10. DISCUSION

En el estudio realizado por Rodriguez-Carpena et al., (2011) con aguacate (Persea
americana cultivar Hass), reportan un peso fresco para el fruto de 310.25 £ 1744 gy
para la cascara de 34.46 + 3.73 g, mientras que el porcentaje en humedad en la
cascara que los autores reportan es de 75.96 + 1.54%. De acuerdo con los resultados
obtenidos los aguacates aqui analizados presentaron un menor peso con un porcentaje

de humedad similar al reportado por los autores (137).

El porcentaje de rendimiento del EEPA (7.78 £ 4.02%) fue similar a lo reportado por
Trujillo-Mayol y colegas; ellos reportan para el extracto de la cascara de aguacate
variedad Hass obtenido por maceracion un porcentaje de rendimiento del 7.8 £ 0.1%
(155). Con relacion al biocarbon, también puede apreciarse lo ya descrito en la
literatura; una disminucién en su porcentaje de rendimiento en la medida que se
incrementa la temperatura durante el proceso de HTC; de los 200 °C a los 250 °C el
porcentaje de biocarbén obtenido disminuyd un 13.32% (del 68.54 £ 0.55% al 55.22 +
0.21%) y a los 300 °C disminuy6 un 13.75% (del 55.22 + 0.21% al 41.47 + 1.24%).
Estos rendimientos son similares a los reportados para el biocarbén obtenido a partir de
la biomasa de la cana de azucar sometida por HTC a las temperaturas de 180 °C, 220
°Cy 250 °C (198).

La caracterizacion quimica realizada por FTIR muestra un perfil diferente en cuanto a
las moléculas presentes en el extracto etandlico vs. el aceite ligero y este a su vez
muestra diferencias con el aceite pesado. El extracto se presenta con una mayor
diversidad de grupos funcionales particularmente aquellos relativos a grupos C=0
propios de acidos carboxilicos, cetonas y/o amidas, enlaces C-H, grupos éter e
hidroxilo, seguido del bioaceite pesado quien se presenta con abundancia de grupos
carbonilo propio de acidos carboxilicos, cetonas y amidas, asi como grupos éter en
compuestos aromaticos y ciclicos, mientras que el aceite ligero es rico en grupos
hidroxilo, probablemente fenoles. Otros estudios deben realizarse para verificar la
estructura quimica de las moléculas presentes en cada una de las muestras estudiadas,

pero con base a lo mostrado en el FTIR podria pensarse que, dadas las diferencias en
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la composicién quimica entre las muestras, también podran encontrarse diferencias

notables en la actividad bioldgica.

Los resultados obtenidos respecto a la composicion quimica de las muestras analizadas
muestran resultados interesantes. Los bioaceites ligeros presentaron un mayor
contenido de fenoles totales que el extracto etandlico y los bioaceites pesados. Este
contenido fue incluso superior al del extracto comercial Oligopin® para los bioaceites
obtenidos a 300 °C y 250 °C, apreciandose una tendencia al aumento en la
concentracion de fenoles en la medida en que se incrementan las condiciones de
temperatura y presion durante la carbonizacién hidrotérmica. Este proceso, aprovecha
las singulares propiedades fisicas del agua caliente comprimida, que se podria
considerar como un solvente verde (199), generandose como consecuencia numerosas
reacciones quimicas que incluyen hidrdlisis, deshidratacion, descarboxilacion,
polimerizacién, aromatizacion y condensacién (200), siendo la hidrélisis la reaccion
predominante durante la HTC, debido a que tiene una energia de activacion mas baja
(201). Durante la HTC el agua caliente actua como disolvente y reactivo. Su constante
dieléctrica se reduce a temperaturas mas altas, lo que hace que las caracteristicas de
solvatacién del agua se acerquen a las de los disolventes organicos polares (202), lo
que permitiria la obtencion de moléculas bioactivas con caracteristicas intermedias de
polaridad. Se ha postulado que, con un incremento en la temperatura de la reaccién y el
aumento en la presion autogenerada, se incrementa la degradacion de la celulosa,

hemicelulosa y lignina (203).

La celulosa se hidroliza principalmente a glucosa, la glucosa puede formar fructosa a
través de la isomerizacion, que luego se somete a reacciones de deshidratacion y
fragmentacion que conducen a la formacion de varios productos solubles, como el
1,2,4-benzanotriol y los aldehidos relacionados con el hidroximetilfurfural (204). La
hemicelulosa se hidroliza principalmente a pentosa y algunos oligobmeros de xilano y
manano, y luego se deshidrata a compuestos de furfural (205,206). La lignina se
degrada principalmente a través del enlace éter o la rotura de los enlaces C-C, como el
enlace 3-O-4 y 5-5, dando como resultado un incremento del contenido de fenoles de

tipo guaiacilo, catecol e hidroxifenilo (203). Aunque las temperaturas que usamos
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durante la carbonizacién son moderadas y no permitirian una degradacion completa de
la lignina dado que es un polimero térmicamente estable, son suficientes para provocar
una cierta degradacion de esta, particularmente un incremento de estructuras tipo
catecol, una vez iniciada la desmetilacion (200). La degradacion de la lignina durante la
termoconversion depende en gran medida de la energia de los diferentes enlaces
presentes en su estructura (207). Debido a su baja estabilidad térmica, se ha postulado
que los enlaces [B-O-4, pueden romperse facilmente comparativamente a otros
presentes en este polimero incluso a temperaturas moderadas (208), lo que generaria
un incremento de los fenoles en la fraccion acuosa. Ademas, se ha postulado que
durante la HTC la formacién de fenoles estaria asociada en primer lugar con la
degradacion de los carbohidratos, generandose fragmentos moleculares reactivos,
seguido de una cascada de reacciones posteriores: formacion de olefina/dieno, adicion
de Diels-Alder y aromatizacién posterior (209). Ademas, se conoce que los enlaces
peptidicos se hidrolizan rapidamente en los sistemas hidrotermales: los aminoacidos,
independientemente de su cadena lateral, se degradan posteriormente en fenoles
debido a las reacciones de descarboxilacion y desaminacién (210). Nuestros resultados
coinciden con los reportes anteriores que han demostrado que la extraccion
hidrotérmica aumenta el contenido fendlico de las hojas de orégano (211), romero (212)
y de sandias (213). Ademas, coinciden con los obtenidos por Becker y colaboradores
(2014) los que observaron un aumento en la concentracion de 2-metoxifenol en la fase
acuosa de varias biomasas (paja de trigo, madera de alamo y madera de pino)
sometidas a HTC con el incremento de la temperatura (190 °C, 230 °C, 250 °C y 270
°C) (214).

Melgar y colaboradores (2018) realizaron una determinacion de compuestos fenolicos
en cascara de aguacate (Persea americana Mill. variedad Hass) por LC-DAD-ESI/MS
obteniendo una concentracién de fenoles totales de 227.9 + 0.4 mg/g de extracto. Cabe
resaltar que, de acuerdo a esta investigacion, los principales compuestos fendlicos
encontrados en mayor proporcion en las cascaras son derivados de la epicatequina
(175 mg/g de extracto) y derivados clorogénicos (42.9 mg/g de extracto) (215). Las
diferencias con respecto a nuestros resultados podrian explicarse teniendo en cuenta

las diferencias en las metodologias utilizadas. El reactivo de Folin, utilizado en la
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determinacioén de fenoles totales consiste en una mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico. Se reduce, durante la oxidacion de los fenoles, a una mezcla de éxidos
azules de tungsteno y molibdeno. La coloracion producida, cuya maxima absorcidon se
situa entre 725 y 750 nm, es proporcional a la cantidad de polifenoles presentes en los
extractos vegetales. Aunque es un método muy utilizado para estimar el contenido de
fenoles de manera general no es, sin embargo, tan exacto como la cromatografia
liquida ya que pueden existir interferencias en la muestra que influyan en el resultado
como los aminoacidos tirosina y triptofano, incluyendo ademas azucares como glucosa
y fructosa, acido ascorbico, acido tartarico y sulfitos (216). Por otro lado, Kosinska et al.,
(2012) determinaron una concentracion de compuestos fendlicos en cascaras de
aguacate (Persea americana Mill. variedad Hass) de 25.32 + 0.242 mg equivalentes de
(+)-catequina/g de peso seco (p < 0.05). Estas variaciones en la concentracion podrian
ser explicadas por el grado de madurez de la fruta, las condiciones de cultivo y el

tiempo de cosecha (136), pero ademas por diferencias en la metodologia utilizada.

En un estudio realizado por Morais et al., (2015) la cascara de aguacate (Persea
americana) presentd un contenido de compuestos fendlicos de 1252.31 + 165.62 mg
GAE/100 g de extracto y en flavonoides 139.95 + 13.19 mg QE/100 g de extracto, que
son en si mismas concentraciones inferiores a las encontradas en nuestro estudio.
También se menciona que el extracto presenta acido citrico en proporcion mayor
(304.05 £ 1.42 ug/100 g de peso seco), seguido de hidrato de catequina (171.02 + 0.90
Mg/100 g de peso seco) y epicatequina galato (129.79 + 0.70 ug/100 g de peso seco)
(151). Aunque los autores no mencionan la variedad del aguacate, se esperaria que
con diferentes variedades la concentracion de los metabolitos secundarios obtenidos a
partir de la cascara presente diferencias. Ademas, las modificaciones climaticas y del
suelo pueden tener influencia en la concentracion de los metabolitos secundarios

reportados.

En un estudio realizado por Vinha et al., en el 2013, reportan para la fruta fresca de
Persea americana cultivar Hass producida en la region de Algarve un contenido de
fenoles en la cascara de 679.0 £ 117.0 mg GAE/100 g, en la pulpa 410.2 + 69.0 mg
GAE/100 g y en la semilla 704.0 £ 130.0 mg GAE/100 g. Mientras que la concentracion
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de flavonoides presentes en la cascara, ellos reportan 44.3 + 3.1 mg/100 g, en la pulpa
21.9+ 1.0 mg/100 g y en la semilla 47.97 £ 2.69 mg/100 g. De acuerdo a sus resultados
podemos decir que la mayor concentracion de estos compuestos esta presente en la
semilla seguida de la cascara y la pulpa (141). Comparando los resultados de la
presente investigacion, con los obtenidos por estos autores, se obtuvo una mayor
concentracion de fenoles y flavonoides a partir del extracto etandlico de la cascara de
aguacate. Retomando el estudio de Rodriguez-Carpena y colaboradores (2011), ellos
realizaron un estudio en Persea americana cultivar Hass obteniendo varios extractos a
partir de la cascara, la pulpa y la semilla con acetato de etilo, acetona y metanol. La
mayor concentracion de fenoles totales que ellos obtuvieron fue con acetona: ellos
reportan una concentracién superior en la cascara (8997 + 3103 mg GAE/100 g de peso
seco) seguido de la semilla (6082 £ 863 mg GAE/100 g de peso seco) y la pulpa (100 £
21 mg GAE/100 g de peso seco) (137). En este caso, de acuerdo a los resultados, se
logré obtener el doble en la concentracion de fenoles a partir del extracto etandlico de la

cascara de aguacate cultivar Hass.

La determinacion en el contenido de acidos hidroxicinamicos, se aprecioé una tendencia
similar a la encontrada en los fenoles totales. Los bioaceites ligeros a temperaturas mas
elevadas presentaron el mayor contenido en acidos hidroxicinamicos. En contraste, los
flavonoides disminuyeron en estos bioaceites en proporcién con la temperatura de
reaccion. En cuanto al contenido de proantocianidinas, fue muy inferior en los
bioaceites comparativamente al extracto etandlico y al Oligopin®. Se ha reportado un
incremento del contenido de acido propidnico con la temperatura en varias biomasas
(paja de trigo, madera de alamo y madera de pino) sometidas a HTC a diferentes
temperaturas 190 °C, 230 °C, 250 °C y 270 °C) (214). La presencia de acidos
hidroxicinamicos particularmente de acido cinamico, acido p-cumarico y acido ferulico
ha sido reportada en la fraccion acuosa obtenida por HTC a 220 °C a partir de residuos

solidos derivados de la produccion de aceite de oliva.

Los resultados sugieren que una degradacién de los flavonoides y las proantocianidinas
(cuya estructura base la constituyen unidades de flavan-3-ol) ocurre durante la HTC, lo

que también fue constatado por Poerschman y colaboradores en 2015 para la fraccion
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acuosa derivada de la HTC de subproductos sélidos de la industria cervecera (198).

Rodriguez-Carpena et al.,, (2011) por medio de cromatografia liquida de alto
rendimiento (UPLC), reportan en la cascara de Persea americana cultivar Hass una
concentracion de acidos hidroxibenzoicos de 1.3 £ 0.2 mg/100 g de peso seco, en
acidos hidroxicinamicos 328.1 £ 5.8 mg/100 g de peso seco, procianidinas 4183.5 +
339.0 mg/100 g de peso seco, en flavonoides 129.0 £+ 11.0 mg/100 g de peso seco y
para catequinas de 228.5 + 13.5 mg/100 g de peso seco. Los autores reportan una
mayor concentracion de acidos hidroxibenzoicos en la pulpa (34.6 + 1.1 mg/100 g de
peso seco), una mayor concentracion de acidos hidroxicinamicos y flavonoides en la
cascara asi como una mayor concentracion de procianidinas (4592.0 + 129.4 mg/100 g
de peso seco) y catequinas (237.8 £ 4.2 mg/100 g de peso seco) en la semilla (137). En
resumen, tanto en el presente estudio como en otros descritos en la literatura cientifica,
la cascara se presenta como una fuente valiosa de compuestos fendlicos, en particular
de acidos hidroxicinamicos y flavonoides, o que amerita un analisis detallado utilizando

meétodos de analisis quimico para identificar el tipo de compuesto presentado.

En cuanto a las concentraciones obtenidas para el extracto comercial Oligopin®, son
similares a las reportadas por Garcia-Pérez y colaboradores (2010). En el caso de
fenoles totales, estos autores reportaron una concentracion de 572.92 + 12.07 mg
GAE/g, para acidos hidroxicinamicos 335.49 + 3.36 mg ChAE/g, mientras que las
proantocianidinas y flavonoides los valores obtenidos por los autores fueron de 104.97
+ 9.59 mg CChE/g y 7.43 + 0.09 mg QE/g respectivamente (157). El Oligopin® es el
nombre comercial del extracto polar de cortezas de Pinus pinaster, conocido como pino
maritimo francés. Este extracto se vende con el nombre de Oligopin® o Pycnogenol® en
70 mercados a nivel mundial y se usa para aplicaciones medicinales como agente
antioxidante y en productos de dermocosmeética los cuales son ampliamente
reconocidos (192-197), se consider6 utilizarlo como control positivo en nuestra

estrategia experimental.

Con relacion al caracter antioxidante, considerando los valores de la ECsy pudo
apreciarse que la capacidad para captar diversas especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno involucradas en el envejecimiento varid con respecto a las muestras
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analizadas. El extracto comercial OIigopin® resultd poseer la mayor capacidad para
captar al perdxido de hidrégeno y al radical peroxilo, mientras que el EEPA fue la unica
muestra que pudo captar al éxido nitrico. En cuanto a la capacidad para captar al anién
superoxido los bioaceites ligeros (200 °C, 250 °C y 300 °C) resultaron ser los mas
potentes, mientras que el bioaceite ligero a 250 °C pudo captar mas eficazmente al
radical hidroxilo. Estas diferencias pueden explicarse por la composicidon quimica
diversa de las muestras empleadas. La correlacién de Spearman arrojé en este sentido

datos que merecen ser analizados.

De acuerdo con el analisis estadistico realizado, la capacidad para capturar al peroxido
de hidrogeno esta relacionada con la concentracién de proantocianidinas (r = -0.527, p
< 0.05). Se ha postulado que el mecanismo principal por el cual la radiacion UV inicia
respuestas moleculares que conllevan al envejecimiento en la piel humana es a través
de la generacion fotoquimica de aniéon superoxido, peroxido de hidrégeno, radical
hidroxilo y oxigeno singulete (217). La literatura demuestra que extractos naturales ricos
en proantocianidinas como las semillas de uva son buenos captadores de este agente
oxidante (218,219), lo que podria explicar que las muestras con mayor cantidad de
estos compuestos, notablemente el Oligopin® y el EEPA posean la mayor capacidad de

captar al peréxido de hidrégeno.

La capacidad para inhibir la actividad del anién superdxido en cambio esta fuertemente
relacionada con la concentracién de fenoles (r = -0.761, p < 0.01), y mas débilmente
con la presencia de los acidos hidroxicinamicos (r = -0.526, p < 0.05) en las muestras,
mientras que un incremento en las proantocianidinas (r = 0.677, p < 0.01) influye
negativamente en la capacidad para captar a este anidén. Otros estudios muestran que
los fenoles pueden captar eficazmente al aniéon superdxido por dos mecanismos: la
transferencia de protones y de un radical (220), y que muestras con mayores
contenidos en fenoles totales y acidos hidroxicinamicos son generalmente mejores para
captar a este anion (156,157,221). En cuanto al efecto deletéereo de las
proantocianidinas sobre la captacién in vitro de este anién, no fue posible encontrar un
mecanismo en la literatura, pero es posible que estos efectos se deban a los efectos

pro-oxidativos de estas moléculas (222).
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La capacidad para capturar el radical peroxilo se relacion6é al contenido de
proantocianidinas (r = -0.606, p < 0.05). Sin embargo, el contenido de flavonoides (r =
0.754, p < 0.01) parece impactar negativamente en la capacidad de las muestras para
captar a este radical. Existe evidencia experimental que indica claramente que las
proantocianidinas oligoméricas se caracterizan por una eficiencia de captacién del
radical peroxilo mas fuerte que sus unidades monomeéricas (223). Los flavonoides por
su parte son compuestos aromaticos hidrofébicos que se vuelven mas solubles en agua
por un mayor nivel de hidroxilacion. De manera similar, la hidrofobicidad aumente a
medida que aumenta el niumero de grupos metoxilo. La solubilidad de los flavonoides
tiene un impacto en su capacidad de captacion de ROS debido a la particion de fases.
La posicién de los grupos hidroxilo también juega un papel importante en la captaciéon
de ROS (224). Se ha postulado que la sustitucion de grupos O-metoxi por grupos
hidroxilo en la posicion 3 del anillo C disminuye significativamente la capacidad de
captacién de radicales peroxilo por parte de los flavanoles (224). Ademas, se ha
reportado que los flavonoides con un patrén de sustituyentes de tipo fenol en su anillo
B, como la apigenina y la naringenina, generan una mayor peroxidacion de lipidos y
actuan como un pro-oxidante en concentraciones donde otros flavonoides todavia

estaban activos como antioxidantes (225).

Por otra parte, Sharififa et al., (2009) mencionan que la actividad antioxidante de los
flavonoides va a depender de la conformacién estructural que presente la molécula, asi
como de los grupos hidroxilo libres principalmente en posicion 3-OH y 5-OH. Los
flavonoides con el grupo 3’,4’-catecol presentan mayor actividad antioxidante, en
ausencia de esta estructura su actividad se puede compensar con la presencia de un
grupo catecol en el anillo A (226). Los compuestos que presentan tres grupos hidroxilo
en el anillo B o el O-dihidroxi en el grupo del galloyl presentan una alta actividad

antioxidante como es el caso de la EGCG (227).

Otra de las configuraciones principales que favorecen la actividad antioxidante es la
presencia del grupo 3’,4’-orthodihidroxi en el anillo B y el grupo 4-carbonil en el anillo C.
La presencia de dobles enlaces en C2-C3 para una configuracion 4-ceto asi como la

insaturacién del anillo C; permiten el movimiento de electrones, la estabilidad y la
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actividad de la molécula (226). Por otro lado, la actividad antioxidante de la molécula
disminuye por la presencia de compuestos metoxilados, monometilados y con

derivados O-dimetilados en el anillo B o en el grupo galloyl (226,227).

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos observar que la actividad
antioxidante de los flavonoides frente al radical peroxilo, asi como de las
proantocianidinas frente al anion superdxido disminuye, esto podria explicarse en parte
por la estructura quimica de las moléculas presentes en cada una de las fracciones. Sin
embargo, es necesario realizar mas estudios que nos permitan determinar con exactitud

la naturaleza quimica de las mismas.

Globalmente el EEPA presenté una capacidad moderada para captar al peroxido de
hidrogeno, radical peroxilo y anion superdoxido mostrando una actividad inferior a la
determinada para el extracto comercial Oligopin®. Otras investigaciones con extractos
de aguacate coinciden con este moderado efecto con relacién a la capacidad para

captar estos radicales, especialmente para extractos del fruto (228).

En el caso de la capacidad para captar al radical hidroxilo no se encontraron
asociaciones significativas con los grupos de fenoles analizados. Es posible que esta
actividad esté modulada por otros grupos de fenoles, no determinados en este estudio,
notablemente lignanos, neolignanos, cumarinas y estibenos. Llama la atencion el efecto
antioxidante superior mostrado por el BAL 250 °C comparativamente con otras las otras
muestras analizadas sobre este radical. Se ha descrito que los radicales hidroxilo
pueden atravesar las membranas celulares y dafiar multiples macromoléculas, como
acido nucleico, lipidos y aminoacidos, y de esta forma inducir dafio oxidativo a tejidos
como la piel (229,230). No se encontraron estudios que hayan analizado la capacidad
de captacion del radical hidroxilo por muestras obtenidas por carbonizacion
hidrotérmica. Sin embargo, los resultados obtenidos concuerdan con investigaciones
previas que demuestran la capacidad de extractos de aguacate, particularmente de
hojas y fruto para captar a este radical (231,232,228).

El extracto etandlico fue el unico, de entre las muestras analizadas, que tuvo capacidad

para captar al oxido nitrico. Otros estudios han demostrado que extractos de esta
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planta, obtenidos de diferentes tejidos como las hojas presentan capacidad antioxidante
para capturar al 6xido nitrico (231). El éxido nitrico ejerce un papel complejo en la piel.
La produccion constitutiva y en bajas concentraciones a nivel cutaneo desempefia un
papel en el mantenimiento de la funcion de barrera y en la determinacion de la tasa de
flujo sanguineo en la microvasculatura. Sin embargo, los niveles mas altos en la
actividad de las enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS), estimulados por la luz ultravioleta
(UV) o heridas en la piel, inician otras reacciones mas complejas que requieren la
orquestacion de varios tipos de células que podrian ser beneficiosas en procesos como
la cicatrizacién cutanea. En contraste, el NO liberado después de la irradiacion UV
juega un papel importante en el inicio de la melanogénesis, el eritema y la
inmunosupresion, tres procesos deletéreas para la piel (233). Se ha demostrado que los
queratinocitos irradiados con UV liberan suficiente NO para inducir la melanogénesis en
co-cultivos de queratinocitos/melanocitos, lo que sugiere que el NO podria actuar como
un regulador autocrino y paracrino de la melanogénesis y consecuentemente de la

aparicion de manchas en la piel (234).

Los resultados obtenidos en cuanto a la capacidad de las muestras para inhibir las
enzimas tirosinasa y elastasa, muestran datos sorprendentes, porque los bioaceites
pesados presentan una actividad inhibitoria muy superior a las otras muestras
analizadas sobre la actividad de las enzimas tirosinasa y elastasa, solo comparables a
los controles positivos acido kéjico y EGCG, ampliamente utilizados en la industria
cosmética. Estos bioaceites son obtenidos a partir del hidrocarbén que se forma
durante la carbonizacion hidrotérmica. Se ha reportado que el hidrocarbén procedente
de la HTC se caracteriza por una mezcla heterogénea de compuestos con diferentes
grupos funcionales, donde el tipo de materia prima no influye significativamente en la
composicion cualitativa de los productos volatiles de su descomposicion térmica. Los
principales tipos de compuestos identificados en el hidrocarbén obtenido por HTC son
hidrocarburos aromaticos, ciclicos y alifaticos, fenol y sus derivados, derivados de
furano y otros compuestos oxigenados como acidos, cetonas, aldehidos, 6xidos de
carbono. Ademas, en el hidrocarbon se han detectado derivados del fenol como 2-
metoxifenol, 2,6-dimetoxifenol, 4-metoxi-3-metilfenol (235). Estos reportes coinciden
con la alta diversidad de grupos funcionales determinados en el FTIR y podrian
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relacionarse con los efectos tan significativos repostados sobre la actividad de las

enzimas tirosinasa y elastasa.

Investigaciones previas han demostrado que numerosos compuestos fendlicos tales
como el resveratrol, la quercetina y el acido elagico son excelentes para inhibir la
actividad de las enzimas tirosinasa y elastasa (236,237), por consiguiente, en la
presente investigacion se establecieron las correlaciones entre el contenido de fenoles,
acidos hidroxicinamicos, flavonoides y proantocianidinas con el objetivo de encontrar

asociaciones estadisticamente significativas.

La accion sobre la enzima tirosinasa se muestra correlacionada con el contenido en
fenoles y en acidos hidroxicinamicos, o sea que un incremento en la concentracion de
estos compuestos generaria una disminucion de la ICsg sobre la enzima, mientras que
un aumento en el contenido de proantocianidinas no favoreceria la actividad inhibitoria
sobre la enzima, ya que incrementaria la ICsp. Los resultados obtenidos coinciden con
los reportados por Chiocchio et al., (2018) los que igualmente encontraron que un
mayor contenido de fenoles en los extractos naturales favorece la actividad sobre la
enzima tirosinasa, mientras que también reportaron una buena correlacion entre el
contenido de flavonoides en las muestras y la actividad inhibitoria sobre la elastasa.
Ademas, los autores determinaron una ICsy para el acido kojico similar a la obtenida en
este estudio (238). Las proantocianidinas pueden funcionar como inhibidores
reversibles y competitivos de la tirosinasa. Sin embargo, su actividad parece depender
de su estructura quimica y grado de polimerizacién. Un mayor grado de polimerizacién
impactaria en una mayor actividad inhibitoria sobre la enzima (239), mientras que la
presencia de grupos hidroxilo sobre el anillo B contribuiria a quelar eficazmente el cobre
ubicado en el centro catalitico de la enzima (240). El presente estudio no aporta
elementos acerca de la estructura quimica de las proantocianidinas identificadas en la
cascara de aguacate, por lo que no es posible explicar con precision la correlacion no
favorable encontrada entre el contenido de proantocianidinas y la actividad para inhibir
a la enzima tirosinasa. Otras investigaciones deben aun realizarse. En lo mejor de
nuestro conocimiento, no existen reportes acerca de la actividad anti-envejecimiento de

derivados de hidrocarbén obtenidos por HTC lo que amerita una investigacion mas
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exhaustiva acerca de estas las moléculas, asi como los mecanismos involucrados en su

actividad bioldgica.
11. CONCLUSIONES

Puede concluirse que el epicarpio (cascara) de aguacate representa una fuente valiosa
de moléculas bioactivas. El uso conjunto de la extraccion convencional con HTC
permite maximizar la obtencién de fracciones derivadas de la cascara de aguacate con
un perfil diferente en términos de su composicion quimica, capacidad antioxidante, asi

como la inhibicién de la actividad de las enzimas tirosinasa y elastasa.

La mayor diversidad de grupos funcionales se encontré en el extracto etandlico y los
bioaceites pesados, mientras que los bioaceites ligeros son particularmente ricos en
fenoles totales, acidos hidroxicinamicos y flavonoides. La capacidad antioxidante fue
variada frente a los diferentes radicales probados, siendo mayor para el extracto en el
caso de la captacién de oxido nitrico y el radical peroxilo comparativamente a los
bioaceites ligeros, pero menor en cuanto al anidn superoxido y el radical hidroxilo.
Aunque los bioaceites pesados mostraron una pobre capacidad antioxidante,
presentaron un efecto inhibitorio significativo sobre la actividad de enzimas claves
involucradas en el envejecimiento, como la tirosinasa y la elastasa en forma
comparable con moléculas que se utilizan en la formulacion de medicamentos anti-

envejecimiento.

Lo anterior, sugiere que estas fracciones podrian ser utilizadas para tratar problemas
distintos involucrados en el envejecimiento celular cutaneo: los bioaceites ligeros y el
extracto como antioxidantes y los bioaceites pesados para tratar la hiperpigmentacion y
la flacidez. Asi mismo, el tratamiento termoquimico de biomasa por medio HTC
proporciona un método novedoso y eficaz para convertir a la biomasa residual extraida,
considerada un desecho, en productos valiosos a ser aprovechados para el desarrollo

de nuevos productos cosmecéuticos anti-envejecimiento de alto valor agregado.

Dado que en el presente trabajo no se determinan con exactitud las moléculas
responsables del efecto antioxidante y la inhibicién de la actividad enzimatica, futuros

estudios utilizando una estrategia de fraccionamiento bioguiado serian necesarios para
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elucidar la naturaleza quimica de los compuestos involucrados. Otras investigaciones
que analicen la capacidad de penetracion de estos compuestos podrian ser utiles para
predecir la posibilidad de estas moléculas para atravesar el stratum corneum, llegar a la

epidermis viable y a la dermis para asi combatir la hiperpigmentacién y flacidez.
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