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método de agrupacion. Cada fila representa una proteina y cada columna representa una muestra experimental.
Las proteinas se agrupan jerarquicamente en funcidn de sus patrones de expresion. Los colores indican los niveles
de expresidn relativa: verde para expresion baja, negro para expresion media y rojo para expresion alta. Las
muestras de control se etiquetan como «Cont.» y las muestras tratadas como «Trea.». Los dendrogramas de la
parte superior e izquierda ilustran las relaciones similares entre las muestras y las proteinas, respectivamente.41

Figura 8: Visualizacién de la red de interaccion proteina-proteina (PPI) utilizando STRING. La red consta de 50
nodos y 71 aristas, con un niumero esperado de aristas de 8 y un valor p de enriquecimiento de PPI < 1,0 x 107,
lo que indica una conectividad significativamente mayor de lo esperado. El grado medio de los nodos es de 2,84 y
el coeficiente de agrupamiento local medio es de 0,495. La red revela dos grupos principales: uno denso (en rojo)
asociado a la desgranulacion plaquetaria y otro menos denso relacionado con procesos como la coagulacién
sanguinea y la respuesta inflamatoria. Estos grupos reflejan las funciones y vias bioldgicas enriquecidas
([ L= gk u} {1or=Te F= 1SRRI PP 42

Figura 9: Via de biosintesis de esteroides en Homo sapiens (hsa00100) que muestra las proteinas sobreexpresadas
(rojo) y subexpresadas (verde brillante) cuando las células fueron tratadas con extracto acuoso de Q. robur. La
imagen se obtuvo mediante una licencia vdlida del médulo KEGG del software Proteome Discoverer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). ...oooooiiiiiiiiie ettt eeteee ettt eeettae e e eettae e e esaaaeeeeanasesesnassesesantseeeennnreeens 44
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ABREVIATURAS

A continuacidn, se presenta una tabla con las abreviaturas mas relevantes empleadas en esta tesis y su
correspondiente descripcion:

Abreviatura

Descripcion

HaCaT Linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados utilizada para ensayos in vitro de cicatrizacion

DPPH Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo empleado en el ensayo de actividad antioxidante

1C50 Concentracion inhibitoria al 50 % (half maximal inhibitory concentration), medida de citotoxicidad o inhibicién antioxidante
GAE Equivalentes de &cido galico, unidad para expresar contenido de fenoles totales (mg GAE-g™ DW)

w/w Porcentaje peso/peso, relacion de masa relativa

UHPLC-DAD-ESI-
MS/MS

Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento—detector de arreglo de diodos—ionizacion por electroaspersion—
espectrometria de masas en tandem

LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, técnica analitica para proteédmica
PPI Interaccion proteina—proteina, analisis de redes de interaccion

GO Gene Ontology, vocabulario controlado para anotacidn de procesos biolégicos

TGA Andlisis termogravimétrico, técnica para evaluar estabilidad térmica de muestras

DSC Calorimetria diferencial de barrido, andlisis de transiciones de fase y picos endotérmicos/exotérmicos
FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, para identificacion de grupos funcionales
RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute medium 1640, medio de cultivo celular

FBS Suero fetal bovino, suplementa medios de cultivo celular

PBS Tampon salino fosfatado (Phosphate-Buffered Saline), para lavado de células

RIPA RadiolmmunoPrecipitation Assay buffer, tampdn para extraccién de proteinas

BCA Ensayo colorimétrico de acido bicinconinico para cuantificacidn proteica

ATCC American Type Culture Collection, proveedor de lineas celulares

ANOVA Analysis of Variance, prueba estadistica para comparar medias de multiples grupos

FDR False Discovery Rate, control de tasa de falsos positivos en analisis masivo de datos

DTT Ditiotreitol, agente reductor utilizado en preparacién de muestras protedmicas

m/z Relacién masa/carga de iones en espectrometria de masas
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RESUMEN

Las heridas crdnicas suponen un reto clinico significativo debido a su elevada incidencia de complicaciones
inflamatorias e infecciosas y a la limitada eficacia de los tratamientos convencionales. En este contexto, las
especies Quercus robur y Opuntia ficus-indica han sido empleadas tradicionalmente por sus propiedades
astringentes, antiinflamatorias y antioxidantes, posicionandolas como candidatas prometedoras para el desarrollo
de terapias topicas innovadoras.

El objetivo general de esta tesis consistid en desarrollar una formulacidn farmacéutica piloto basada en la
combinacidon de extractos acuosos de Q. robur y O. ficus-indica, y evaluar su potencial cicatrizante frente al gel
comercial Reoxcare®, en modelos in vitro. Para ello, se plantearon objetivos especificos dirigidos a caracterizar la
citotoxicidad y el mecanismo pro-migratorio de los extractos en queratinocitos HaCaT, determinar el perfil
protedmico tras el tratamiento con Q. robur, y disefar formulaciones de hidrogel y crema que mantuvieran
estabilidad fisico-quimica y aceptabilidad sensorial.

Para alcanzar estos fines, se recolectaron hojas de Q. robur y cladodios de O. ficus-indica en la Regién del Biobio,
Chile, entre enero de 2021y enero de 2023. Los extractos se obtuvieron por infusidon en agua caliente y maceracion
en frio con agitacién seguida de liofilizacion. Su caracterizacidon incluyd andlisis fitoquimicos cualitativos y
cuantitativos, determinacién de actividad antioxidante y evaluacién de parametros fisico-quimicos (pH, densidad).
En ensayos in vitro, se realizé perfil de citotoxicidad (MTT), cierre de brecha y proliferacién celular en HaCaT,
seguido de un anélisis protedmico LC-MS/MS con bioinformatica de rutas celulares. Finalmente, se formularon
hidrogeles de carbomero y cremas oil in water (O/W), sometidos a almacenamiento acelerado y panel
organoléptico para evaluar estabilidad y aceptacion.

Los extractos de Q. robur presentaron un rendimiento del 11,1 % y un perfil rico en proteinas (14,9 %) y fenoles
(3,2 mg GAE-g™") con actividad antioxidante (22 % DPPH), mientras que el extracto de O. ficus-indica destacé por
su elevado contenido de azlcares (88,8 %) y dcidos urdnicos (79,9 %), indicativo de un fuerte efecto humectante.
En la linea celular HaCaT ambos extractos resultaron no citotéxicos (IC50 de Q. robur = 943 pg-mL™) v,
especialmente, Q. robur aceleré la migracion celular, alcanzando el cierre completo de la brecha a las 24 hy
reduciendo el area libre entre un 81% y 83 % tras 12 h, un efecto comparable al del gel comercial Reoxcare®. El
analisis protedmico reveld mas de 100 proteinas diferencialmente expresadas, destacando la regulacién al alza de
enzimas de la via de biosintesis de colesterol y de procesos de desgranulacion plaguetaria. Tanto el hidrogel como
las cremas conservaron integridad fisico-quimica y pH adecuado tras tres meses de estrés térmico, y alcanzaron
alta aceptabilidad sensorial en textura, olor y color,

Estos hallazgos respaldan la viabilidad de formulaciones tépicas basadas en extractos de Q. robury O. ficus-indica
como estrategia segura, eficaz y de bajo costo para el tratamiento de heridas crénicas. Se recomienda avanzar
hacia estudios in vivo en modelos animales, optimizar dosis y vehiculos galénicos, y disefiar ensayos clinicos que
permitan validar su aplicacidn terapéutica en humanos.

Palabras clave: Quercus robur; Opuntia ficus-indica; cicatrizacidon de heridas; actividad antioxidante; Protedmica;
formulaciones tépicas.
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ABSTRACT

Chronic wounds pose a significant clinical challenge due to their high incidence of inflammatory and infectious
complications and the limited efficacy of conventional treatments. In this context, Quercus robur and Opuntia
ficus-indica have been traditionally used for their astringent, anti-inflammatory and antioxidant properties,
positioning them as promising candidates for the development of innovative topical therapies.

The primary objective of this thesis was to develop a pilot pharmaceutical formulation based on the combination
of aqueous extracts of Q. robur and O. ficus-indica, and to evaluate its wound-healing potential against the
commercial gel Reoxcare® in in vitro models. Specific aims included characterizing the cytotoxicity and pro-
migratory mechanism of the extracts in HaCaT keratinocytes, determining the proteomic profile following Q. robur
treatment, and designing hydrogel and cream formulations that maintain physicochemical stability and sensory
acceptability.

Leaves of Q. robur and cladodes of O. ficus-indica were collected in the Biobio Region, Chile, between January
2021 and January 2023. Extracts were obtained by hot-water infusion and cold maceration with agitation,
followed by freeze-drying. Characterization comprised qualitative and quantitative phytochemical analyses,
antioxidant activity assays, and evaluation of physicochemical parameters (pH, density). In vitro studies included
MTT cytotoxicity assays, wound-closure and proliferation assays in HaCaT cells, and LC-MS/MS proteomic analysis
with subsequent pathway bioinformatics. Finally, carbomer hydrogels and oil in water (O/W) creams were
formulated, subjected to accelerated storage, and assessed by an organoleptic panel for stability and sensory
acceptance.

Q. robur extracts yielded 11.1 % (w/w) and exhibited a profile rich in proteins (14.9 %) and phenols (3.2 mg GAE-g™)
with 22 % DPPH scavenging activity, while the O. ficus-indica extract contained high levels of sugars (88.8 %) and
uronic acids (79.9 %), indicative of strong humectant capacity. Both extracts were non-cytotoxic in HaCaT cells
(ICso of Q. robur = 943 pg-mL™"). Notably, Q. robur accelerated cell migration, achieving complete gap closure at
24 h and reducing the free area by 81-83 % after 12 h—an effect comparable to Reoxcare®. Proteomic analysis
identified over 100 differentially expressed proteins, including upregulation of enzymes in the cholesterol
biosynthesis pathway and factors involved in platelet degranulation. Both the hydrogel and creams preserved
physicochemical integrity and suitable pH after three months of thermal stress and achieved high sensory
acceptability in texture, odor and color.

These results support the feasibility of topical formulations based on Q. robur and O. ficus-indica extracts as a
safe, effective and low-cost strategy for chronic wound treatment. Future work should advance to in vivo animal
models, optimize dosing and galenic vehicles, and design clinical trials to validate therapeutic application in
humans.

Keywords: Quercus robur; Opuntia ficus-indica; wound healing; antioxidant activity; proteomics; topical
formulations.
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INTRODUCCION

Las heridas pueden clasificarse, en términos generales, en agudas o crénicas, distinguiéndose por sus mecanismos
de cicatrizacién y los tiempos requeridos para su cierre. Ademas, su categorizacion depende de la profundidad y
la etiologia, siendo especialmente desafiantes aquellas ulceras diabéticas, quemaduras extensas, lesiones por
radiacidn, Ulceras por presién en estado avanzado y heridas infectadas con bacterias multirresistentes (Cavanagh
et al., 2012; Nussbaum et al., 2018; Vowden & Vowden, 2016). Este tipo de lesiones, dificiles de curar, generan un
considerable impacto socioecondmico: en Estados Unidos, el costo anual para el tratamiento de heridas crénicas
supera los 28 mil millones de ddlares, mientras que en Europa se estima que representa entre el 2% y el 4% del
presupuesto total destinado a la salud (Nussbaum et al.,, 2018). En Chile, por ejemplo, el tratamiento de
condiciones como la ulcera del pie diabético varia ampliamente seguin la complejidad del caso; un tratamiento
exitoso puede costar entre 102 y 3.959 USD, mientras que un caso que requiera amputacion puede ascender de
3.060 a 188.645 USD (Cavanagh et al., 2012).

Actualmente, la falta de tratamientos efectivos para las heridas de dificil manejo es notoria. En Estados Unidos,
solo el tratamiento de Ulceras crdnicas consume mads de 25 mil millones de délares anuales, cifra que tiende a
incrementarse rdpidamente debido a factores como el aumento de los costos en la atencién médica, el
envejecimiento poblacional y la creciente incidencia de diabetes y obesidad en todo el mundo(Sen et al., 2009).
En los paises con sistemas de salud “desarrollados”, el manejo de las Ulceras venosas crénicas representa entre el
1%y el 3% de sus presupuestos anuales. Por su parte, el Instituto Nacional de Heridas reporté que, en 2008, Chile
invirtio M$ 71.482.416 en el tratamiento de estas lesiones, lo que se tradujo en un costo anual estimado por
paciente de $662.223 (Aburto et al., 2017; Aburto & Morgado, 2010).

La cicatrizacion de una herida cutanea es un proceso biolégico dinamico y altamente regulado, que se desarrolla
en fases secuenciales superpuestas: inflamatoria, proliferativa (reparacion tisular) y de remodelacion.
Inmediatamente tras la lesién se activa la hemostasia y comienza la fase inflamatoria, marcada por la
vasoconstriccion transitoria, agregacion plaquetaria y reclutamiento de leucocitos al foco de dafio (determinando
la liberacién de citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento) (Cafiedo-Dorantes & Canedo-Ayala, 2019;
Gurtner et al., 2008). Esta respuesta inicial permite limpiar el tejido necrético y controlar posibles infecciones. En
la fase proliferativa, que le sigue, predominan la formacién de tejido de granulacién y la reepitelizacion: los
fibroblastos migran y sintetizan matriz extracelular, los queratinocitos proliferan para cubrir la superficie y ocurre
angiogénesis para restaurar la vascularizacion local (Gurtner et al., 2008; Pierce & Mustoe, 1995). Hacia el final de
esta fase, los fibroblastos miofibrilares contribuyen a la contraccion de la herida reduciendo su tamafio.
Finalmente, durante la fase de remodelacién, que puede prolongarse por meses, la matriz extracelular depositada
se reorganiza y madura: el colageno tipo lll inicial es degradado y reemplazado por colageno tipo | mas resistente,
disminuye la celularidad del tejido de granulacidon y aumenta la alineacion de fibras de coldgeno, lo que confiere
mayor resistencia tensil a la cicatriz resultante (Han & Ceilley, 2017). Este tejido cicatricial, sin embargo, no
recupera la fuerza ni elasticidad originales de la piel indemne (alcanza tipicamente ~70-80% de la resistencia
original) y carece de anexos cutaneos (Gurtner et al., 2008; Han & Ceilley, 2017). Un equilibrio preciso de los
mediadores inflamatorios y reparadores en cada etapa es crucial; alteraciones en este complejo entramado (por
ejemplo, por isquemia, infecciones o enfermedades metabdlicas) pueden derivar en retraso de la cicatrizacion,
formacién de cicatrices hipertréficas o incluso heridas crénicas de dificil cierre (Nourian Dehkordi et al., 2019;
Yahata et al., 2006). En efecto, las heridas crénicas (como Ulceras diabéticas o venosas) suelen quedar estancadas
en la fase inflamatoria y muestran un desequilibrio en la actividad de células y citoquinas, lo que impide la
progresidon ordenada hacia la reparacion (Han & Ceilley, 2017; L. Zhang et al., 2019). Por el contrario, en
condiciones ideales (p. €j., en tejido fetal o en ciertos modelos animales) la cicatrizacion puede darse de forma
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regenerativa y sin formacién de cicatriz, lo que subraya la importancia de los mecanismos moleculares finamente
orquestados durante todo el proceso (Gurtner et al., 2008).

El manejo inicial de las heridas se fundamenta en estrategias basicas, tales como mantener la lesidn limpia,
humeda y protegida mediante apdsitos oclusivos, lo que favorece un proceso de cicatrizacién mas eficiente. En el
mercado actual se dispone de una amplia variedad de productos para el tratamiento de heridas crénicas, entre
los que se incluyen apdsitos avanzados, agentes antimicrobianos y terapias de presiéon negativa (Vowden &
Vowden, 2016). Por ejemplo, los apdsitos de hidrogel han demostrado su eficacia gracias a sus propiedades
biodegradables, adhesivas y bioactivas, facilitando la regeneracién tisular en lesiones dificiles de curar (Firlar et
al., 2022).

No obstante, la eficacia de estas alternativas no es universal y, en numerosos casos, estdn asociadas a elevados
costes y efectos secundarios. Esta situacion ha motivado la exploracidén de otras estrategias terapéuticas. En este
sentido, se han desarrollado enfoques basados en factores de crecimiento, tales como el factor derivado de
plaguetas (PDGF-BB), el epidérmico (EGF), el de fibroblastos (FGF-2) y el factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos (GM-CSF), los cuales han demostrado eficacia en el proceso de cicatrizacion (Sun et al.,
2014). Sin embargo, dado que las vias fisiopatolégicas de la cicatrizacion y la tumorogénesis comparten ciertos
mecanismos, la aplicacidon de factores de crecimiento mitdgenos conlleva riesgos importantes. Por ejemplo,
estudios previos han evidenciado estos riesgos (Arwert et al., 2012; Flier et al., 1986) y, en 2008, la FDA alerté
sobre el potencial riesgo de induccidn de cancer asociado al uso tépico de PDGF-BB (Becaplermin), lo que destaca
una de las principales limitaciones de las terapias basadas en factores de crecimiento.

Ante estos desafios y en un contexto en el que se requiere reducir los costes del tratamiento y mejorar el perfil
de seguridad, los productos de origen vegetal han emergido como una alternativa atractiva. Los extractos de
plantas, con su diversidad de compuestos bioactivos y su extenso historial en la medicina tradicional, ofrecen
ventajas significativas, tales como un bajo coste, amplia disponibilidad y un perfil de seguridad generalmente
favorable (Chevallier, 2016; Rios & Recio, 2005). Por ejemplo, los extractos de té verde (Camellia sinensis) han
demostrado beneficios en la reduccidn del colesterol LDL y en la mejora de la funcién endotelial (Zamani et al.,
2023). Asimismo, la curcumina, derivada de la cldrcuma (Curcuma longa), no solo exhibe propiedades
antiproliferativas y antiinflamatorias en contextos de cancer y artritis reumatoide (Tanase et al., 2023), sino que,
aplicada en forma de apdsito, ha mostrado resultados prometedores en el tratamiento de ulceras
neuroisquémicas de gran tamafio y de dificil cicatrizacién.

Numerosas investigaciones han explorado las propiedades medicinales de los productos de origen vegetal con el
fin de desarrollar nuevos farmacos capaces de sustituir o complementar tratamientos que, en la actualidad,
implican altos riesgos y costes para los pacientes. Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos
bioactivos, muchos de los cuales se han empleado con resultados prometedores en diversas practicas clinicas
(Harvey, 2008; Rishton, 2008; Thomford et al., 2018; Yeung et al., 2018). En este contexto, destacan dos especies
vegetales: Quercus robur y Opuntia ficus, las cuales han sido tradicionalmente utilizadas para tratar diversos
problemas de salud y cuyos componentes han sido objeto de estudio en investigaciones recientes. A continuacion,
se expone el estado del arte relativo a estas dos especies.
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Caracteristicas y antecedentes relacionados al tratamiento de heridas de las especies vegetales de los géneros
Quercus y Opuntia.

El Género Quercus: Uso Tradicional y Evidencia Cientifica.

El género Quercus, perteneciente a la familia Fagaceae, ha sido histéricamente valorado en la medicina tradicional
por su riqueza en compuestos fendlicos, principalmente taninos y flavonoides, que le confieren propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Drézdz & Pyrzynska, 2018; Salem et al., 2016; Vong et al.,
2018). En particular, la corteza de diversas especies de Quercus ha recibido especial atencion debido a su
abundancia, al bajo costo asociado a los residuos madereros y a su amplia utilizacién en formulaciones
tradicionales para tratar afecciones como la diarrea, las inflamaciones y las lesiones cutaneas (Adrian Nisca et al.,
2024; Drézdz & Pyrzynska, 2018; O. Elansary et al., 2019).

Con aproximadamente 450 especies distribuidas a nivel mundial, el género presenta notables variaciones en
morfologia y composicién quimica (Barta et al., 2017; O. Elansary et al., 2019; Sanchez-Burgos et al., 2013). Entre
estas, Quercus robur L., conocido comunmente como roble, destaca por su amplia distribucidn en Europa, Asia y
Ameérica del Norte, y por su empleo en el tratamiento de condiciones gastrointestinales y procesos inflamatorios
(E. M. Ahmed, 2015). La relevancia farmacoterapéutica de Q. robur esta reconocida oficialmente, tal como lo
evidencia su inclusidn en la base de datos de plantas medicinales de la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA/HMPC/3206/2009) y su descripcidn en la Farmacopea Europea, que establece la necesidad de un contenido
minimo del 3% de taninos expresados como pirogalol (EDQM, 2017).

La corteza de Q. robur se caracteriza por la presencia significativa de taninos, tanto hidrolizables como
condensados, cuyos rangos de concentracion oscilan entre el 8% y el 20%. Estos taninos comprenden ésteres de
galoil y sus derivados, como galotaninos, elagitaninos y taninos complejos, ademas de proantocianidinas
oligoméricas y poliméricas, presentando diversos patrones de acoplamiento y sustitucion (Niemetz R., 2005;
Bobinac M.T., 2012). Los compuestos fendlicos presentes han demostrado amplias actividades bioldgicas,
destacandose sus efectos antioxidantes, antibacterianos y antiinflamatorios (Adrian Nisca et al.,, 2024,
Chokpaisarn et al., 2017; Mady et al., 2023; Taib et al., 2020).

Estudios recientes aportan evidencia cientifica que respalda el uso de extractos de Quercus robur en el tratamiento
de heridas y afecciones cutdneas. Se ha documentado que, gracias a su composicidén quimica, la corteza de este
roble ejerce efectos astringentes, empleados tradicionalmente en infusiones para el tratamiento de Ulceras, dolor
de muelas, heridas, neuralgias y reumatismo (Allen and Hatfield, 2004), y promueve la formacién de una capa
protectora que facilita la reparacion de tejidos dafados. Diversos ensayos clinicos han evaluado la aplicacion
topica de extractos de Quercus, evidenciando resultados prometedores en el tratamiento de ulceras diabéticas y
otras lesiones cutaneas (Chokpaisarn et al., 2017, 2020; Jacobs & Tomczak, 2008; Zibanejad et al., 2020)

Ademas de Q. robur, otras especies del género, como Q. coccifera, Q. infectoria, Q. lusitanica, Q. cerris, Q. brantii
y Q. macrolepis, han sido objeto de estudios que han identificado sus perfiles fitoquimicos y sus actividades
bioldgicas, en particular sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Karioti et al., 2009;
Kazmi et al., 2018; Sohretoglu & Renda, 2020; Yang et al., 2015). Ensayos in vivo con extractos acuosos de Quercus
infectoria han demostrado efectos beneficiosos en la cicatrizacidon de heridas, evidencidndose un incremento en
la tasa de cierre y mejoras en parametros como la angiogénesis y la formacién de colageno, en comparacién con
tratamientos convencionales (Anlas et al., 2019; Banc et al., 2023; Uyar et al., 2023). La regulacién de factores
angiogénicos como el VEGF sugiere ademas una mejora en la irrigacién, aportando nutrientes y oxigeno al tejido
en reparacion (Dardmah & Farahpour, 2021).
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Una revisidon de la literatura pone de manifiesto la ausencia de reportes que aborden especificamente los
mecanismos moleculares subyacentes al efecto cicatrizante de Q. robur, lo que representa una oportunidad
significativa para profundizar en el estudio de su potencial terapéutico.

Ensayos clinicos destacados

Entre los ensayos clinicos realizados destacan la evaluacién de Bensal HP en el tratamiento de Ulceras del pie
diabético (Jacobs & Tomczak, 2008)., el estudio del efecto curativo de un ungiiento a base de Quercus persica y
Lawsonia inermis sobre heridas de episiotomia en mujeres primiparas (Zibanejad et al., 2020) y un ensayo clinico
aleatorizado que utilizdé un extracto etandlico tépico de Quercus infectoria para tratar Ulceras diabéticas crénicas
(Chokpaisarn et al., 2020).

Quercus robur es una fuente de compuestos bioactivos de alto potencial terapéutico, cuyas propiedades se
pueden integrar en estrategias modernas de cicatrizacion que combinan la tradicion medicinal con la validacion
cientifica actual. A continuacién, se presenta un resumen de los principales compuestos caracterizados en
extractos de diferentes especies del género Quercus (Tabla 1) y los potenciales usos terapéuticos reportados

(Tabla 2):

Tabla 1: Componentes de extractos herbales de Quercus spp.

Componentes Referencias

Taninos hidrolizables (Haslam, 2007; Mauffette & Oechel, 1989; Okuda, 2005)

Taninos condensados (proantocianidinas) (Haslam, 2007; Mauffette & Oechel, 1989; Okuda, 2005)

Triterpenos (Coquet et al., 2008; Sousa et al., 2006)

Poliésteres lipidos insolubles (suberina) (Graga & Santos, 2007)

Acidos volatiles (acético, férmico) (Balaban & Ugar, 2003)

Tabla 2: Accion terapéutica reportada para preparaciones herbales de Quercus spp.

Actividad

Referencias

Astringente, venotodnico y hemostatico (corteza de Quercus alba L.)

(Romm, 2017)

Tratamiento de colitis, estomatitis, dolores de parto, obesidad, enfermedades laringofaringeas, estrefiimiento, diarrea y
furdnculos (bellota de Quercus acutissima Carr.)

(H. Kim et al., 2006; MOON
etal., 2013)

Efectos astringentes; tratamiento de amigdalitis y de infecciones de la garganta; alivio de enfermedades cutdneas
crdénicas (eczema, varices); tratamiento digestivo (diarrea, indigestion, dolor estomacal, anemia, raquitismo,
tuberculosis); ténico estomacal y detencidén de hemorragias; tratamiento de tos, Ulceras bucales y gastricas
(preparaciones a base de hojas, corteza, bellota y galos de Quercus brantii Lindl.)

(Dolatkhahi et al., 2014; H.
Kim et al., 2006;
Mosaddegh et al., 2012)

Uso en forma de bebida, alivio de la inflamacién de la garganta, cicatrizacion de heridas en el ganado, preparacién de té
para trastornos femeninos, aplicacidn tépica (ungiiento) para heridas, accion diurética, tratamiento de hemorroides,
inflamacion intestinal, psoriasis, adelgazamiento y uso como forraje (bellota y corteza de Quercus cerris L.)

(Guarrera et al., 2005;
Sari¢-Kundalié¢ et al., 2010;
Sousa et al., 2006)

Utilizacién como forraje y verdura silvestre; efecto astringente; tratamiento de enuresis; manejo de metritis, gingivitis,
dermatitis, diarrea, enfermedades vaginales, tos e hipertension (preparaciones a base de hojas, galos y bellota de
Quercus coccifera L.)

(El-Darier & El-Mokasabi,
2014; Kargioglu et al.,
2010; Tardio et al., 2005)
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Actividad

Referencias

Accién como toénico cerebral y sexual; empleado para limpieza dental; erradicacién de gonorrea e infecciones urinarias
(seguin zona de Swat); tratamiento de irritacién en boca y garganta (con efecto astringente y diurético, segin Lawat);
tratamiento de diarrea, menorragia y trastornos gastrointestinales (preparaciones a base de bellota, hojas, corteza,
madera y flores de Quercus dilatata)

(M. Ahmed et al., 2017;
Hussain et al., 2006;
Maryam et al., 2012)

Tratamiento de disenteria y diarrea (galo de Quercus dentata Thunb.)

(MOON et al., 2013)

Uso estético (para cabello y encias) y preparacién de bebida ténica (tipo café) ademds de forraje (preparaciones a base

(Di Novella et al., 2013;

de galo y semillas tostadas de Quercus ilex L.) Sarri et al., 2014)

Accidn astringente, diurética y antidiarreica; tratamiento del asma; efectos antipiréticos, antirreumaticos, antidiabéticos
y antiartriticos; manejo de trastornos gastrointestinales y de las inflamaciones de las mucosas (oral, genital, anal) y de la
piel; usos en problemas musculoesqueléticos (preparaciones a base de hojas, corteza, bellota y madera de Quercus
incana Roxb.)

(Sarwar et al., 2015, 2018;
Zehra et al., 2019)

Propiedades astringentes; tratamiento de la diabetes; restauracion de la elasticidad de la pared uterina; manejo de
trastornos inflamatorios; tratamiento de infecciones en heridas postparto; alivio del dolor dental y gingivitis; accion
antiséptica, antistomatitica, desodorante, desecante, expectorante y estiptica; tonico para dientes y en cicatrizacién de
heridas (galo de Quercus infectoria-Olivier)

(W. Ahmad et al., 2011;
Hapidin et al., 2015)

Tratamiento de infecciones urinarias, alivio del dolor dental y de hemorroides; efecto astringente; manejo de diarrea 'y
dolor estomacal; tratamiento de gonorrea, asma, hemorragias, disenteria y trastornos digestivos; accién diurética y
tratamiento de mordeduras de serpiente (preparaciones a base de bellota, hojas y corteza de Quercus leucotrichophora
A. Camus)

(Chauhan et al., 2017; Joshi
& Juyal, 2017; Uniyal &
Shiva, 2005)

Tratamiento de la diabetes y de la diarrea (preparaciones a base de hojas y corteza de Quercus robur L.) (Neves et al., 2009)

El Género Opuntia: Distribucion, Composicion Quimica y Aplicaciones Terapéuticas

El género Opuntia estd conformado por mas de 300 especies distribuidas globalmente, predominando en zonas
aridas y semidridas, y ha sido tradicionalmente empleado en aplicaciones medicinales, cosméticas y alimentarias,
tanto para consumo humano como animal (Stintzing & Carle, 2005). Este género se caracteriza por una amplia
diversidad de compuestos quimicos, entre los que se incluyen minerales (sodio, cobre, manganeso, magnesio,
calcio, zinc y hierro), azucares, acidos orgdanicos (oxalico, malico, citrico, maldnico, succinico, tartdrico, férbico y
eucdmico), una variedad de aminodacidos y aminas—destacandose la presencia de mas de 18 aminoacidos, entre
ellos glutamina, valina y serina—, lipidos, terpenos, vitaminas (como la C, By, riboflavina, B-caroteno y clorofila) y
un elevado contenido de constituyentes fendlicos y flavonoides (Blando et al., 2019; Ml Hernandez-Urbiola, 2011).

Los extractos de Opuntia han sido empleados en la medicina tradicional de América, Europa y Africa. Su uso se ha
extendido al tratamiento de diversas condiciones, tales como gastritis, fatiga, disnea, trastornos metabdlicos,
dafio hepatico e, notablemente, lesiones cutaneas (Stintzing & Carle, 2005). En este sentido, los compuestos
fendlicos presentes en estas especies han demostrado actividad antioxidante celular (Guevara-Figueroa et al.,
2010). Se ha evidenciado, por ejemplo, que la quercetina desempefia un papel fundamental en la proteccion
neuronal frente a los dafios causados por perdxidos y xantina oxidasa (Dok-Go et al., 2003) y que la alta capacidad
hidratante de estos extractos, probablemente relacionada con su composicién rica en carbohidratos (acido
galacturdnico, glucosa, ramnosa y arabinosa), sugiere un mecanismo humectante (De Azevedo Ribeiro et al.,
2015).

Asimismo, extractos de Opuntia han mostrado propiedades antiinflamatorias y analgésicas comparables a las del
acido acetilsalicilico (E. H. Park & Chun, 2001). La reduccién de la inflamacion aguda se ha relacionado con una
disminuciéon en la migraciéon leucocitaria, sin los efectos adversos frecuentemente asociados a los
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antiinflamatorios no esteroidales. Galati y colaboradores identificaron que el beta-isosterol es el principal
compuesto responsable de acelerar la reparacién de heridas, al combinar la inhibicién del proceso inflamatorio
con la estimulacidn de la migracién fibroblastica, la rdpida formacién de coldgeno y la angiogénesis (Galati et al.,
2002; Ghosh & Gaba, 2013).

Por otra parte, se ha reportado una potente actividad antiviral contra el herpes virus en extractos de este género,
aunque el mecanismo proteico subyacente aln no ha sido esclarecido (A. Ahmad et al., 1996). Ademas, se han
investigado otras propiedades, tales como actividad anticancerigena, antilipidica y antidiabética (Blando et al.,
2019; Stintzing & Carle, 2005), para las cuales existe evidencia en diversos estudios clinicos (M. del S. S. Diaz et al.,
2017). Sin embargo, en lo que respecta al tratamiento de heridas, la evidencia clinica es limitada; los estudios
disponibles se han realizado en modelos preclinicos (rata y cobayo) en los que se han evaluado extractos, distintas
fracciones y combinaciones de Opuntia ficus-indica con extractos de otras especies vegetales, mostrando
resultados prometedores en el proceso de cicatrizaciéon (Gdmez, 2017; E. H. Park & Chun, 2001; Trombetta et al.,
2006; Vilchez Caceda et al., 2020)

A continuacidn, se ofrece un resumen de los principales compuestos identificados en los extractos de diversas
especies del género Opuntia (Tabla 3) y de los potenciales usos terapéuticos descritos (Tabla 4):

Tabla 3: Componentes encontrados en extractos herbales de Opuntia spp.

DOCTORADO EN
BIOTECNOLOGIA

Componentes Referencias

Minerales (Stintzing & Carle, 2005)

Azlcares (Stintzing & Carle, 2005)

Acidos organicos (Stintzing & Carle, 2005)

Aminoacidos y aminas (Stintzing & Carle, 2005)

Lipidos y terpenos (Matthaus & Ozcan, 2011; Stintzing & Carle, 2005)
Vitaminas, carotenoides y clorofila (Matthaus & Ozcan, 2011; Stintzing & Carle, 2005)
Constituyentes fendlicos (Stintzing & Carle, 2005)

Mucilago y pectina (Stintzing & Carle, 2005)

Tabla 4: Potenciales usos terapéuticos descritos de Opuntia spp.

Actividad Referencia

Heridas (Hosein Farzaei et al., 2014)
Accion dermoprotectora (Deters et al., 2012)
Actividad neuroprotectora (J.-H. Kim et al., 2006)
Efecto diurético (Galati et al., 2002)
Actividad gastroprotectiva (Galati et al., 2002)

Efecto antitdxico y antioxidante (Saoudi et al., 2011)
Atenuador de sintomas de menopausia (Ko et al., 2014)
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Actividad antibacteriana (Sharma et al., 2017)
Hipoglicemiante e hipolipemiante (Ennouri et al., 2006)

Estudios recientes sugieren que los compuestos derivados de plantas pueden modular procesos celulares clave,
como la migracién y la proliferacion, que son fundamentales para la reparacién de heridas (Morton & Phillips,
2016). Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos terapéuticos de O. ficcus y Q. robur
en la cicatrizacién de heridas siguen siendo poco conocidos. Los enfoques protedmicos pueden ofrecer una
poderosa herramienta para dilucidar estos mecanismos mediante la identificacion de cambios en la expresidn de
proteinas y vias funcionales en respuesta al tratamiento. Investigaciones que han utilizado este enfoque, han
informado, por ejemplo, que la quercetina, uno de los compuestos activos de Q. robur, puede regular la sintesis
de colesterol (M. Zhang et al., 2016). Este lipido es un componente esencial de las membranas celulares y un
precursor de moléculas bioactivas que modulan la sefializaciéon celular, las respuestas inflamatorias y Ila
diferenciacidn celular (Luo et al., 2020; Luu et al., 2016). Ademas, el colesterol puede modificar proteinas de la via
Hedgehog, en particular la proteina Smoothened, que coordina los procesos de proliferacién y diferenciacion
necesarios para la correcta cicatrizacion de heridas (Kuzu et al., 2016; Luo et al., 2020; Porter et al., 1996). En
condiciones fisiolégicas normales, el metabolismo del colesterol se equilibra a través de la biosintesis, la ab-
sorcion, la exportacion y la esterificacion; sin embargo, en patologias como la diabetes mellitus, este equilibrio se
altera, favoreciendo la hiperlipidemia y afectando negativamente a la reparacion de heridas (Chokpaisarn et al.,
2017; Qin et al., 2024; Velnar et al., 2009). Del mismo modo, los esteroides y la angiostatina actudan sobre las
células endoteliales para desencadenar la mitosis, promover la migracion celular y estimular la liberacion de
factores de crecimiento endotelial (Velnar et al., 2009). Estos hallazgos indican que la modulacién de la sintesis de
colesterol podria desempefiar un papel crucial en los procesos de cicatrizacién de heridas; sin embargo, ningin
estudio ha abordado aun de forma exhaustiva el papel del colesterol en este proceso.

Caracteristicas de los productos para el tratamiento de heridas.

Los sistemas de administracién de farmacos, para el tratamiento de heridas, son de particular importancia ya que
problemas en la vascularizacion en el lecho de la herida puede evitar la administracidn eficaz de un principio activo
(PA) al tejido en cicatrizacion. Ademas, otros factores como, la baja vida media de los factores bioldgicos y la
dindmica del entorno de la herida, requieren sistemas de administracién de fdrmacos que puedan administrar PAs
en la dosis adecuada y en el lugar adecuado (Boateng et al., 2008; Saghazadeh et al., 2018). Otros factores para
maximizar el bienestar y los resultados de los pacientes son el dolor y los factores relacionados con el tratamiento,
como la disminucién de la frecuencia de los cambios de apdsitos y la reduccidn de los costos asociados al cuidado
de las heridas (Frykberg & Banks, 2015), uno de los principales objetivos de los productos farmacéuticos para el
tratamiento de heridas es prevenir la infeccién bacteriana, limitando la morbilidad por infeccién y posiblemente
erradicando el patégeno (Bowler et al., 2001; Queen et al., 2004). Los productos mas utilizados para el tratamiento
de heridas son los apdsitos, los que existen en un amplia variedad de formas y materiales (gasa, pelicula fina,
espuma, hidrogeles, hidrocoloides y membranas), cada uno de los cuales es adecuado para el tratamiento de un
tipo de herida especifico (Saghazadeh et al., 2018) por lo que presentan ventajas y desventajas a la hora de evaluar
diferentes alternativas de tratamiento, una sintesis de estos aspectos se presenta en la Tabla 5 (Han & Ceilley,
2017).

Tabla 5: Apdsitos para heridas actualmente disponibles.
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Tipo de . . . . .
L. Productos disponibles comercialmente Ventajas y Desventajas
aposito
Gasa Curity, gasa de vaselina, Xeroform De bajo costo, secado, puede causar mas lesiones al cambiar
Peliculas Bioclusiv, Blisterfilm, Cutifilm, Flexigrid, OpSite, Tegaderm Oclusivo, retiene la humedad, solo para heridas no exudativas

Tiempos prolongados entre cambios, atrapamiento de liquido,

Hidrocoloides  Aquacel, Comfeel, DuoDERM, Granuflex, Tegasorb ) . .
oclusivo, no para heridas infectadas

Rehidrata heridas secas, facil remocién / cambio, puede causar

Hidrogeles Carrasyn, Curagel, Nu-Gel, Purilon, Restore, SAF-gel, XCell sobrehidratacién

Espumas Espuma adhesiva 3M, Allevyn, Lyofoam, Tielle Moderadamente absorbente, aislante
Alginatos Algisita, Kaltostat, Sorbsan, Tegagen Altamente absorbente, hemostatico
Hidrofibras Hidrofibra Aquacel Muy absorbente

Sustitutos d.
ustitutos de Alloderm, Apligraf, Biobrane, Bioseed, Dermagraft, Epicel, EZ

piel de . . . Aborda factores de crecimiento deficientes y citocinas, costosos,
. L, Derm, Hyalograft, Integra Omnigraft, Laserskin, Myskin, . . L, .
ingenieria riesgo de infeccion, antigenicidad
. TransCyte
tisular

Fuente: Elaboracion propia a partir de Chronic Wound Healing: A Review of Current Management and Treatments (Han & Ceilley, 2017).

Los hidrocoloides y los hidrogeles aprovechan un material hidréfilo que absorbe una cierta cantidad de exudado,
pero mantiene un ambiente himedo; Ademas, los hidrocoloides son impermeables al aire y algo mas duraderos,
pero no deben usarse en heridas exudativas debido a su naturaleza impermeable. Los hidrogeles también pueden
usarse para ayudar a promover la humedad en una herida que de otro modo estaria seca (Han & Ceilley, 2017).
Los hidrogeles son matrices poliméricas tridimensionales hidréfilas que pueden absorber e hincharse con agua sin
disolverse (E. M. Ahmed, 2015; Kopecek, 2002), existen tres categorias distintas de hidrogeles: los hidrogeles
naturales que a menudo se componen de cadenas de polisacaridos, como quitosano (Lajud et al., 2015), celulosa
(Qiu & Hu, 2013) y 4cido hialurénico(Lam et al., 2014), o cadenas de proteinas como el coldgeno (Antoine et al.,
2014), los hidrogeles sintéticos que consisten en polimeros, tales como polietilenglicol (Zhu, 2010) y poliacrilamida
(Cruz-Acuia & Garcia, 2017)y un tercer grupo, los hidrogeles hibridos, que estdn compuestos por una combinacion
de polimeros naturales y sintéticos (Harrison & Spada, 2018). Los hidrogeles naturales y sintéticos tienen sus
ventajas y desventajas tales como hidratacién y facil remocién de la herida, sin embargo, puede causar
sobrehidratacion.

Patentes sobre aplicaciones médicas y dermatoldgicas relacionadas a Quercus robur y Opuntia ficus-indica

La investigacidon en la aplicacidn de extractos vegetales en formulaciones terapéuticas ha generado diversas
patentes en las ultimas décadas. En este sentido, se han identificado varias patentes que abordan el uso de
extractos de Quercus y Opuntia en productos con fines médicos y dermatoldgicos.

La compaifiia francesa VitroBio Sarl, patenté una composicion tépica que combina glicerol y taninos vegetales,
utilizando extracto de agallas de Quercus infectoria, para formar una pelicula osmdtica protectora (Shrivastava et
al., 2013). Esta formulacion se disefia para el tratamiento de infecciones cutaneas y mucosas, incluidas lesiones
por herpes y Ulceras derivadas de radioterapia, aprovechando la prolongacién de la accidn del glicerol sobre la
piel y las mucosas. La patente PCT (PCT/EP2013/061835) derivo en la concesion de la patente US10335364 en
2019, vy los titulares han desarrollado el spray oral Orosol® como un dispositivo médico para la mucositis
oncoldgica, evidenciando su comercializacion (VitroBio Sarl, 2013). Otra patente relevante describe una crema
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antiviral contra el herpes labial/genital, en la que se combina el extracto de agallas de Quercus infectoria con otros
fitocomponentes, tales como fenogreco, Hamamelis y Pueraria. Los ensayos de esta formulacién evidenciaron un
efecto sinérgico, alcanzando hasta un 93% de reduccidn de la actividad del virus del herpes simple (VHS) sin
efectos citotdoxicos (HARVEN SA & DARIO, 2015), lo que respalda el uso potencial de taninos de Quercus en
aplicaciones dérmicas antivirales.

En paralelo, la empresa italiana Bionap Srl, obtuvo la patente US9028883 para una composicidn antihemorroidal
a base de polisacaridos extraidos de Opuntia ficus-indica (cladodios) combinados con antioxidantes de origen
vegetal (extracto de hoja de olivo, capullos de Capparis y antocianinas de citricos) (RIZZA et al., 2010). Esta
formulacion tiene como objetivo la prevencién y terapia de la enfermedad hemorroidal, pudiendo administrarse
de forma tépica u oral, y se basa en las propiedades antiinflamatorias y protectoras del mucilago del nopal. A
pesar de que se orienta al mercado farmacéutico y nutracéutico, no se ha confirmado la circulacién de un nombre
comercial especifico. Adicionalmente, en el dmbito de la dermatologia, se ha evidenciado el uso de extracto de
Opuntia como ingrediente hidratante en cosméticos destinados a reparar la piel dafiada por frio (KUM et al.,
2009). Estudios preclinicos han demostrado el potencial cicatrizante de Opuntia en quemaduras de segundo
grado, lo que respalda su inclusién en formulaciones para el tratamiento de dermatitis inducida por bajas
temperaturas (RIZZA et al., 2010).

Patentes Combinando Quercus y Opuntia

Las patentes que combinan exclusivamente extractos de Quercus y Opuntia son escasas. Una invencidn de origen
chino (HONGQIANG et al., 2018) habria propuesto una férmula herbal para el tratamiento de la perniosis, en la
gue se integran los efectos astringente y antiséptico del roble con la accidn antiinflamatoria e hidratante del nopal.
De modo general, las principales oficinas internacionales de patentes (WIPO, USPTO, EPO) evidencian desarrollos
focalizados de forma separada en el uso de taninos de Quercus y polisacaridos de Opuntia para aplicaciones
antivirales, cicatrizantes y antiinflamatorias, lo que sugiere que la estrategia combinatoria en el dmbito
terapéutico ha sido relativamente poco explorada en patentes publicas recientes.

A partir de los antecedentes presentados, se plantea que ambos extractos vegetales exhiben propiedades
bioactivas y farmacoldgicas fundamentadas en mecanismos de accién distintos, lo que respalda su potencial
terapéutico en el tratamiento de diversas afecciones dermatoldgicas, incluidas las heridas. Asimismo, se postula
que la formulacidon combinada de extractos de Quercus u Opuntia podria generar una sinergia que potencie de
manera significativa las propiedades bioactivas individuales, constituyéndose en un candidato prometedor para
el desarrollo de una formulacién tépica eficiente en el manejo y la cicatrizacidn de lesiones cutaneas.
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

En base a antecedentes preliminares obtenidos durante el proyecto “Athymia: biofdrmaco de uso tdpico para el
tratamiento de heridas complejas por segunda intencién” perteneciente a la cartera de proyectos de la Plataforma
INNBIO de la UdeC, se optimizaron los procesos de extraccién de compuestos bioactivos de ambos extractos
utilizando material vegetal obtenido en la comuna de San Carlos (Regidn del Biobio) de dos especies vegetales,
Opuntia ficus indica y Quercus robur. Para el caso de Quercus, a diferencia de los estudios bibliograficos que usan
extracto de corteza, se utilizaron extractos de hojas, los cuales se caracterizaron analiticamente corroborando la
presencia de los compuestos descritos para cada extracto. Adicionalmente se evaluaron diferentes combinaciones
de ambos extractos sobre modelos in-vitro, in-vivo y algunos casos en humanos, donde se observé una posible
optimizacidn referente a los extractos individuales, sin embargo, es necesario realizar mas experimentos a fin de
dilucidar una sinergia real entre ambos extractos. En base a estos antecedentes se plantea la siguiente hipétesis:

Se plantea que la aplicacidn tépica combinada de extractos acuosos de Quercus robur y Opuntia ficus-indica
favorece la cicatrizacion de heridas cronicas mediante la modulacidn sinérgica de procesos celulares criticos, como
la migracion y proliferacion de queratinocitos, y la regulacion de vias metabdlicas esenciales. Adicionalmente, los
extractos aportan propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, lo que contribuye a crear un
microambiente favorable para la regeneracién tisular. En conjunto, se postula que el desarrollo piloto de un
producto tépico basado en esta formulacién integrada constituird una estrategia terapéutica prometedora, de
bajo costo y con un perfil de seguridad favorable para el manejo de heridas, superando las limitaciones de los
tratamientos convencionales.
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OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS.

El Objetivo General es desarrollar una formulacidn farmacéutica piloto, basada en la combinacién de extractos
bioactivos de especies vegetales de los géneros Opuntia y Quercus, evaluar in vitro su potencial cicatrizante a nivel
preclinico y en comparacién con Reoxcare (extracto de curcuma). Para lo cual se han planteado los siguientes
objetivos especificos:

Objetivos Especificos:

1. Evaluar in vitro el potencial cicatrizante y el mecanismo de accién molecular de extractos acuosos de
Quercus robur y Opuntia ficus-indica en queratinocitos humanos.

a. Establecer el perfil de citotoxicidad de extractos acuosos de Quercus robur y Opuntia ficus-indica
en la linea celular de queratinocitos HaCaT, mediante ensayos MTT para definir el rango de
concentraciones seguro y eficaz.

b. Investigar el efecto de los extractos sobre la migracidon celular y |a tasa de cierre utilizando ensayos
in vitro de cicatrizacion para comparar el desempeno del extracto frente a controles y productos
comerciales existentes.

c. Evaluar la eficacia de los extractos frente a un producto tépicos comercial considerando
migracion, proliferacion celular y otros pardmetros asociados al proceso de cicatrizacién, con el
fin de identificar una potencial ventaja terapéutica.

2. Determinar el perfil de proteinas diferencialmente expresadas en queratinocitos HaCaT tras el
tratamiento con el extracto de Quercus robur para esclarecer los mecanismos celulares y metabdlicos
involucrados en la cicatrizacion.

a. Disefary ejecutar un experimento de protedmica cuantitativa mediante LC-MS/MS en muestras
de HaCaT tratadas.

b. Realizar analisis bioinformatico de los datos protedmicos para identificar rutas y procesos
biolégicos enriquecidos (p. ej., migracion celular, biosintesis de colesterol).

3. Desarrollar y evaluar formulaciones piloto de Hidrogel y Crema que logren preservar la estabilidad
fisico-quimica y la aceptabilidad sensorial de las formulaciones.

a. Disefar y ejecutar un protocolo de almacenamiento acelerado a 45°C, 60 °C y ciclos de
congelacion—descongelacién durante 3 meses. Evaluar separacidon de fases, pH y viscosidad,
comparandolos contra los datos iniciales para identificar cambios en la integridad de la emulsion
o gel.

b. Validacion organoléptica con panel ampliado: Conformar un panel de evaluadores entrenados y
aplicar una prueba de preferencia para textura, olor, absorcién y color. Analizar mediante
encuesta estructurada la aceptabilidad general.
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METODOLOGIA:

A continuacién, se describe el enfoque experimental adoptado para validar la hipétesis de trabajo. En primer
lugar, se detalla el proceso de obtencidn, caracterizacién y estandarizacién de los extractos acuoso de hojas de
Quercus robur y cladodios de Opuntia ficus-indica incluyendo criterios de recoleccién, extraccién vy liofilizacion.
Seguidamente, se presentan las metodologias utilizadas en ensayos in vitro de citotoxicidad, de migracion y
proliferacidn celular sobre la linea HaCaT. Finalmente se expone el método de andlisis protedmico, incluyendo la
identificacion y cuantificacion de proteinas diferencialmente expresadas, y un andlisis de redes de interaccién y
vias metabdlicas.

Extractos Vegetales utilizados en el estudio:

Quercus robur L. es un arbol perteneciente a la familia Fagaceae y Opuntia ficus-indica L. es una planta arbustiva
perteneciente a la familia Cactaceae, ambas especies fueron descritas por Carlos Linneo y publicado en 1753 (C.
Linnaeus, 1753).

En este estudio se obtuvieron extractos acuosos de hojas de Quercus robur y cladodios de Opuntia ficus-indica
recolectadas entre enero de 2021 y enero de 2023 en la comuna de San Carlos, regién del Bio Bio, Chile. Las hojas
y cladodios seleccionados estaban completamente desarrollados y en buenas condiciones, evitando aquellos con
signos de enfermedad, dafio por insectos, moho o decoloracion.

Obtencion de Extractos Acuosos de Hoja de Quercus robur

Se emplearon dos metodologias distintas para la preparacién de extractos acuosos a partir de hojas de Quercus
robur.

Método 1: Infusidn en Agua Caliente

Se utilizaron hojas de Q. robur recolectadas en enero de 2021 (San Carlos, Region de Bio Bio, Chile). Para la
obtencidn del extracto, se utilizaron 12 g de hojas verdes de Q. robur, previamente limpiadas en seco, las que se
sumergieron en 2,5 L de agua precalentada a una temperatura en el rango de 80-98 °C. El tiempo de contacto
entre el material vegetal y el agua caliente fue de 5 a 10 minutos. Transcurrido este periodo, las hojas fueron
retiradas mecdnicamente, obteniéndose asi el extracto acuoso liquido (infusién) para su uso posterior. La relacion
sélido-solvente empleada en este proceso fue de aproximadamente 4,8 g/L.

Método 2: Maceracidon en Frio con Agitacion y Liofilizacion

Se utilizaron hojas de Q. robur recolectadas en enero de 2023 (San Carlos, Region de Bio Bio, Chile), seleccionadas
por estar completamente desarrolladas y en buen estado fitosanitario. Para la extraccion, 27 g de hojas fueron
combinados con 600 mL de agua destilada (relacién sélido-solvente de 45 g/L). La mezcla fue inicialmente
sometida a un proceso de licuado para aumentar la superficie de contacto. Posteriormente, se mantuvo en
maceracidn a temperatura ambiente durante 24 horas bajo agitacion continua. Para separar la fase liquida, la
mezcla se centrifugd a 1.107 x g durante 15 minutos. El sobrenadante clarificado fue recolectado y sometido a un
proceso de liofilizacidn para obtener el extracto acuoso final en forma de polvo seco.
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Metodologia de Extraccidon Acuosa de Cladodios de Opuntia ficus-indica
Material Vegetal y Preparacién

Se utilizaron cladodios (paletas) de Opuntia ficus-indica. Se cosecharon cladodios de plantas con mas de dos afos
de desarrollo, asegurando que presentaran un color verde homogéneo, ausencia de manchas o rupturas en la
cuticula y un espesor minimo de 2 cm.

Para la preparacidn del extracto, se utilizaron cladodios de aproximadamente 600 g. La superficie del cladodio se
limpid con alcohol etilico aplicado mediante un pafio estéril. Posteriormente, se procedié a retirar manualmente
la cuticula externa. Para exponer el parénquima rico en mucilago, el cladodio se corté longitudinalmente y luego
se troced en cubos de dimensiones relativamente uniformes (aproximadamente 2 a 6 cm?). Los cubos de
parénquima preparados se colocaron dentro de una malla estéril para facilitar su manejo durante la extraccion.

Método 1: Proceso de Extraccién Acuosa por Maceracién en Caliente con Agitacion

El método de extraccion empleado fue una maceracién en caliente con agitaciéon constante. La malla estéril
conteniendo los 600 g de cubos de cladodio se sumergié completamente en 3,5 litros de agua previamente
hervida. La extraccién se llevé a cabo manteniendo la temperatura del agua entre 80 °Cy 95 °C durante un periodo
de 10 a 20 minutos. Durante todo el proceso, se aplicé agitacion mecdnica constante a una velocidad de 60 rpm
para favorecer la difusidn de los componentes solubles, principalmente mucilagos, hacia la fase acuosa. La relacidon
sélido-solvente utilizada fue de aproximadamente 171 g/L. Una vez finalizado el tiempo de extraccion, el extracto
acuoso liquido resultante fue separado del material vegetal sélido contenido en la malla.

Método 2: Proceso de Extraccién por Licuado, Maceracion en Frio y Liofilizacién

600 g de cubos de parénquima de cladodio preparado se combind con un volumen de 200 mL de agua destilada,
manteniendo una relacién sélido-solvente de aproximadamente 3000 g/L. La mezcla inicial fue sometida a un
proceso de licuado (blending) para homogeneizar y aumentar la superficie de contacto del material vegetal con el
solvente.

Posteriormente, la suspension resultante se mantuvo en maceracion a temperatura ambiente (aprox. 20-25 °C)
durante un periodo de 24 horas, bajo agitacion mecanica continua. Concluida la maceracion, la separacién de la
fase liquida enriquecida en compuestos solubles se realizd mediante centrifugacion a 1.107 x g durante 15
minutos. El sobrenadante clarificado fue cuidadosamente recolectado.

Finalmente, para obtener el extracto acuoso en forma sélida y estable para su almacenamiento y posterior analisis
o uso, el sobrenadante recolectado fue sometido a un proceso de liofilizacidn hasta sequedad.

Control Positivo: Reoxcare®

Como control de varios de los ensayos realizados, se utilizd6 Reoxcare® Gel (Histocell, 2024). Reoxcare® es un
producto comercial formulado como un hidrogel con ingredientes antioxidantes, cuyo componente principal es el
extracto de curcuma (Curcuma longa), el cual tiene efecto demostrado en migracion y proliferacién celular, y esta
indicado para el tratamiento de lesiones cutaneas.

Caracterizacion Organoléptica y Fisico-Quimica
Las propiedades organolépticas (aspecto, color, olor) se evaluaron mediante inspeccidn visual y olfativa directa

de los extractos. Se determind el pH de los extractos liquidos utilizando un pH-metro a 20°C. La densidad o peso
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especifico se midié a 15°C y 20°C , mediante picnometria. El contenido de residuo sélido se determind
gravimétricamente secando un volumen de 20 g de extracto en estufa a 80°C hasta peso constante.

Andlisis Fitoquimico
Tamizaje Fitoquimico Cualitativo

Se realizaron reacciones colorimétricas estdndar para la deteccién de metabolitos secundarios, incluyendo
flavonoides, taninos, saponinas y alcaloides en los extractos de Q. robur. La presencia de mucilagos en los
extractos de O. ficus-indica se determind mediante precipitacion con etanol.

Analisis Cuantitativo

El contenido de fenoles totales se cuantificé mediante el método de Folin-Ciocalteu, utilizando acido galico como
estandar y midiendo la absorbancia a 760 nm, expresando los resultados como mg equivalentes de acido gélico
por gramo de peso seco (mg GAE/g DW), siguiendo el procedimiento descrito por Maaloul et al., 2025. Los
azucares totales se determinaron por el método del fenol-sulfurico (DuBois et al., 1956), empleando glucosa como
estandar y midiendo la absorbancia a 490 nm. El contenido de acido urdnico se cuantificé utilizando el método
basado en carbazol (Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991), con acido galacturénico como estandar y lectura de
absorbancia a 525 nm. La cuantificacién de mucilagos totales en O. ficus-indica se realizd por el método de Forni
et al., 1994, expresandose en g%. El nitrégeno organico total se determind por el método Kjeldahl (Bremner,
1965), el fésforo total segiin Murphy & Riley, 1962, y la proteina total mediante el método de Bradford, 1976.

Actividad Antioxidante

La capacidad antioxidante se evalué mediante el ensayo de captacion del radical libore DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), adaptado de Brand-Williams et al., 1995. La disminucidn de la absorbancia del radical DPPH se
midié a 517 nm después de 30 minutos de incubacién. La actividad se expresé como porcentaje de inhibicién o
como la concentracién de extracto necesaria para inhibir el 50% del radical (IC50). Se utilizé Trolox como estandar
de referencia.

Perfil Cromatografico

Se realizaron analisis cromatograficos para identificar componentes en los extractos. Se utilizé un sistema de
Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento (UHPLC) acoplado a un detector de Arreglo de Diodos (DAD) y
espectrometria de masas (ESI-MS/MS o HR/Q-TOF/MS). La separacién se efectud en columnas de fase reversa C18
(Kinetex 100x3 mm, 1.7 um]) a temperatura controlada (302C). La fase mdvil consistié en un gradiente de agua y
acetonitrilo, ambas acidificadas con acido férmico (0.1% v/v). El flujo se mantuvo constante (0,4 mL-min’?). La
deteccion por DAD se realizd en un rango espectral amplio (194-600 nm). La espectrometria de masas se operd
en modos de ionizacidn por electrospray (ESI) positivo y negativo, en un rango de masas amplio (m/z 50-1500). La
identificacion tentativa de compuestos se basé en el tiempo de retencidn, espectro UV, masa molecular exacta
(HRMS) y patrones de fragmentacidén (MS/MS). Se utilizd calibracidn interna con formato de sodio para andlisis
HRMS.

Evaluacion de las propiedades cicatrizantes en Queratinocitos (HaCat) tratados con extractos vegetales.

El desarrollo de este objetivo permitirda mediante un screening inicial identificar: Nivel de citotoxicidad de
los extractos, con la finalidad de establecer el rango de dosis seguro para su utilizaciéon. Una vez identificado
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el rango de seguridad, se evaluardn propiedades cicatrizantes. Dado que se evaluara en modelo in vitro, se
consideran solo algunos indicadores del proceso de cicatrizacion.

Cultivo celular y tratamientos

Se utilizé la linea de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT (ATCC, Manassas, VA, USA), cultivada en
medio RPMI-1640 (BioWhittaker, ref. BE12-167F) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS,
Biowest, ref. S$1810-500), 1 % de penicilina-estremptomicina 100x (Capricorn Scientific, ref. PS-B) y 0,5 % de
anfotericina B (Biowest, ref. LO009-100). Las células se mantuvieron subconfluyentes a 37 °C en atmdsfera
humidificada con 5 % de CO, (Garcia-Marquez et al., 2023).

Ensayos de citotoxicidad (ensayos MTT)

El efecto citotdxico sobre la linea HaCaT se midié mediante un ensayo MTT. Las células se incubaron de forma
independiente en placas de 96 pocillos con 1 x 10* células por pozo, empleando concentraciones variables de
Reoxcare, del extracto de Q. robur y O. ficus-indica (de 0 a 5 mg mL™") a 37 °C en atmédsfera humidificada con 5 %
de CO, durante 72 h. Los pocillos de control contenian tnicamente medio RPMI sin sustancia de prueba. El ensayo
se realizd segun el método propuesto por Abdala Diaz et al. (R. T. A. Diaz et al., 2011). La citotoxicidad se calculd
y se expresd como concentracion inhibitoria del 50 % (valores de IC50). Los analisis se llevaron a cabo en tres
experimentos independientes.

Ensayo de proliferacidon y migracion celular

El ensayo de migracion se efectué utilizando el kit
Culture-Insert 2 well migration assay de IBIDI (Figura 1) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (© ibidi GmbH,
2019). Las células HaCaT se sembraron en placas de dos
pocillos a una densidad de 3 x 10° células-mL™, usando
70 plL por pocillo, y se cultivaron en medio estandar hasta
alcanzar confluencia (aproximadamente 2 dias) en DMEM
de alta glucosa suplementado con 10 % de FBS y 1% de
penicilina-estreptomicina, a 37 °C con 5% de CO,. Se
analizé la migracion de HaCaT en el espacio entre los
insertos, se visualizé6 usando un microscopio invertido - o

(Olympus IX71) dos experimentos independientes, uno de Zfslr,‘;slqii’;fr:::;ﬁf{)gﬁ;ﬁ!jjﬁfzsiflfg;z:jj
proliferacién a las 0, 24 y 48h (N=3; n=3) y otro a las 0, 4, 8 tras la retirada del inserto, permitiendo evaluar de forma

y 12h (N=3; n=3). Con las iméagenes obtenidas, se calculd el reproducible la migracion de la monocapa de células
HaCaT en el ensayo de cicatrizacion in vitro.

area de cierre de la brecha empleando el software
Imagel/Fiji (Rasband, W.S., Image), U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA, https://imagej.net/ij/, 1997-2018.) y las herramientas de seleccién y calculo de area de Adobe
Photoshop. La significancia estadistica se determind mediante la prueba t de Student no apareada, bilateral.

Andlisis protedmico

Se prepararon placas de 6 pocillos, destinando 3 pocillos al tratamiento con extracto de Q. robur bajo condiciones
idénticas a las empleadas en los ensayos de migracidon y proliferacidn celular, y los otros 3 pocillos se utilizaron
como controles sin tratar (N=3, n=3). Las células se cultivaron durante 24 h, luego se lavaron con tampdn salino
fosfatado (PBS) y se almacenaron a —80 °C. A continuacion, se solubilizaron en 500 uL de tampdn RIPA
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suplementado con nucleasa universal (Merck Millipore / Sigma-Aldrich) y se sometieron a sonicacién durante
cinco minutos en bafio de hielo (Ultrasons, J.P. Selecta S.A., Barcelona, Espafia). Tras una centrifugacidon a
14.000 x g, las proteinas se purificaron mediante un kit de precipitacién (Clean-Up Kit, GE Healthcare) y los
precipitados obtenidos se disolvieron en agua Milli-Q. La concentracion proteica se normalizé a 1 pg-uL™ usando
un ensayo colorimétrico de acido bicinconinico (BCA).

Seguidamente, las proteinas se mezclaron con mondmeros de acrilamida y se polimerizaron en geles de
poliacrilamida. Se realizaron pasos de reduccion con DTT y de alquilacién con iodoacetamida. La digestidn en gel
se llevd a cabo con tripsina, seguida de la extraccién de los péptidos resultantes, los cuales se analizaron mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

Para el analisis protedmico, las muestras se inyectaron en un sistema Easy-nLC 1200 UHPLC acoplado a un
espectrometro de masas hibrido cuadrupolo-Orbitrap Q-Exactive HF-X (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Los péptidos se separaron en una columna analitica y se ionizaron, clasificdndose segun su relacién masa-
carga (m/z). Los espectros de masas obtenidos se compararon con la base de datos de proteinas humanas de
SwissProt usando el software Proteome Discoverer 2.5 con el motor de busqueda Sequest HT (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). La tasa de falsas detecciones (FDR) se determind mediante Percolator, aceptando
solo aquellas proteinas identificadas por al menos dos secuencias peptidicas. La cuantificaciéon de la expresion
proteica se realizé utilizando la funcidon Minora de Proteome Discoverer 2.5, evaluando diferencias de expresion
entre los grupos de tratamiento y control mediante ANOVA y considerando significativo un valor de p < 0,05.

Desarrollo y evaluacion de formulaciones piloto que logren preservar la estabilidad fisicoquimica y la
aceptabilidad sensorial de las formulaciones.

Basado en las ventajas y desventajas de diferentes tipos de formulaciones farmacéuticas revisadas para el
tratamiento de heridas se propone incorporar los extractos en formulaciones de tipo hidrogel y crema. Se han
seleccionado 3 tipos de formulaciones, cada una con diferentes concentraciones de un extracto combinado (EC)
compuesto por un 30% Q. robur'y 70% O. ficus-indica obtenidos segin el método 2 y seleccionado en base a los
resultados del OE1. Como control negativo se utilizaron formulaciones sin el Extracto.

Formulaciones y proceso de elaboracidn:

Hidrogel de carbomero

Para elaborar el hidrogel (Tabla 6), se peso la cantidad requerida de EC y se disolvié en agua destilada, agitdndose
vigorosamente durante 2 h a temperatura ambiente; seguidamente, se afiadid el carbdmero a la soluciéon y se
mantuvo la agitacidn por otras 2 h hasta su completa homogeneizacidn; a continuacidn, se incorporaron 10 gotas
de trietanolamina para neutralizar y desencadenar la polimerizacién, agitdndose 1 minuto hasta obtener un gel
transparente; finalmente, se integro el propilenglicol y se mezclé suavemente para ajustar la viscosidad.

Tabla 6: Composicion de formulaciones de gel de carbomero con extracto EC (porcentaje en peso, % p/p)

Formulacion Carbémero (polimero) Extracto (EC) Propilenglicol Agua destilada
1 2,5 0,2 15,0 82,3
2 1,5 0,2 15,0 83,3
3 0,5 0,2 15,0 84,3
4 0,5 0,1 15,0 84,4
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5 2,5 0,1 15,0 82,4

6 1,5 0,3 15,0 83,2

7 2,5 0,3 15,0 82,2

Novobase Il (crema O/W base)

Para la elaboracién de la Novobase Il (Tabla 7), se fundieron en bafio Maria a 70 °C el acido cetilico, el acido
estearico y el propilparabeno (Fase B), mientras que simultdneamente se calentd a la misma temperatura la
Fase A, compuesta por el extracto EC disuelto en agua, propilenglicol, metilparabeno y el emulgente (lauril sulfato
de sodio o Tween 80); a continuacidn, se vertid lentamente la Fase A sobre la Fase B bajo agitacién continua hasta
lograr una mezcla homogénea, y finalmente se mantuvo la agitacién hasta que la crema se enfrié a temperatura

ambiente.

Tabla 7: Composicion porcentual de las formulaciones Novobase Il con extracto EC (% p/p)

Formulacién cé::ﬁ:o e;i::?co Propilparabeno EXtEZCtO Propilenglicol Metilparabeno sull;:\:;“Na Tween 80 de/:filll: da
8 10 5 0,01 0,2 10 0,03 1 0 73,76
9 10 5 0,01 0,2 10 0,03 0 1 73,76
10 10 5 0,01 0,1 10 0,03 1 0 73,86
11 10 5 0,01 0,1 10 0,03 0 1 73,86
12 10 5 0,01 0,3 10 0,03 1 0 73,66
13 10 5 0,01 0,3 10 0,03 0 1 73,66

Quitobase (crema O/W con quitosano)

Para preparar la Quitobase (Tabla 8), primero se elaboré una solucidn de quitosano disolviendo sorbitol (5 %) y
quitosano (2,5 %) en acido lactico al 1%, agitando durante 2 h a temperatura ambiente; a continuacién, se
constituyeron dos fases: la acuosa, con la solucién de quitosano, propilenglicol, metilparabeno y extracto EC, y la
oleosa, con 4cido cetilico, 4cido estearico, propilparabeno y Tween 80; seguidamente, se fundid la fase oleosa a
70 °C, se calentd la fase acuosa a la misma temperatura y se combinaron ambas bajo agitacion continua para
formar la emulsién, que finalmente se agitd hasta alcanzar temperatura ambiente y estabilizarla.

Tabla 8: Composicion porcentual de las formulaciones Quitobase con extracto EC (% p/p)

Lactato de

Agua

Extracto

Acido

Acido

Formulacién Propilenglicol Metilparabeno quitosano? destilada EC cetilico esterico Propilparabeno Tween 80
14 4,8 0,02 2,5 40 10 8 2 0,02 0,8
15 4,8 0,02 2,5 40 10 8 2 0,02 0,8
16 4,8 0,02 2,5 40 10 8 2 0,02 0,8

2 Lactato de quitosano: solucion al 2,5 % de quitosano (grado de desacetilacion 99 %) con 5 % sorbitol en 1 % &cido lactico.
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Evaluaciones organolépticas

Las pruebas sensoriales de las formulaciones se llevaron a cabo mediante un panel entrenado de cinco
evaluadores, en condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C) y humedad (50 £ 5 % HR). Cada muestra
(aprox. 1 g) se etiquetd con un cédigo numérico de tres digitos para garantizar el enmascaramiento de la identidad
de la formulacién. A continuacién, se describen los criterios y procedimiento:

Textura y sensacion al tacto: Cada evaluador tomé una muestra del producto entre el dedo indice y pulgar y
valord la sensacién al extenderla sobre piel sintética (pH 5,5). Se calificd en una escala de 1 a 5 (1 = muy seca,
3 = equilibrada, 5 = muy humectante).

Espumacion: Se aplicé la muestra sobre la palma hiumeda y se froté durante 10 s. El panel anotd si se generd o no
espuma (si/no).

Olor: Con la muestra contenida en tubo abierto, los evaluadores inhalaron a 2 cm de distancia y asignaron la
intensidad en una escala de 1 a 5 (1 = sin olor, 3 = moderado, 5 = muy intenso) y especificaron notas aromaticas

n u ” u

(e.g., “leve opuntia”, “carbdmero”, “sin rancidez”).

Velocidad de absorcién: Se aplico 0,5 g de muestra sobre un cuadrado de piel sintética y se midio el tiempo
necesario para percibir ausencia de residuo graso al tacto, registrandolo en segundos.

Color y apariencia visual: Cada producto se vertid en placa de vidrio blanco y se observo a la luz natural (6500 K).
Se consignd el color predominante mediante una carta de referencia pantone y se valoré la uniformidad (1 = muy
heterogéneo, 3 = uniforme, 5 = muy uniforme).

Los datos de cada parametro se recopilaron y se calcularon las medianas de grupo. Los resultados se consideraron
consistentes cuando la desviacién estandar de las puntuaciones individuales fue < 1 punto en la escala.
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RESULTADOS

Los resultados de este estudio describen una caracterizacion y los efectos de los extractos acuosos de Quercus
robur y Opuntia ficus-indica en modelos celulares de cicatrizacidon. En primer lugar, se realizé una caracterizacién
general de los extractos acuosos obtenidos, evaluando su rendimiento, composicién fitoquimica y propiedades
fisicoquimicas. A continuacidn, se analizé la viabilidad de las células HaCaT expuestas a distintas concentraciones
de ambos extractos. Seguidamente, se evalud la migracién de queratinocitos mediante un ensayo de cierre de
brecha a diferentes tiempos. Finalmente, se exploraron los cambios en el perfil protedmico, identificando
proteinas clave involucradas en la cicatrizacién de heridas y la via de biosintesis del colesterol. Cada uno de estos
resultados se presenta de manera detallada en los apartados siguientes.

Los extractos acuosos de hojas de Quercus robur y de cladodios de Opuntia ficus-indica, se obtuvieron mediante
infusidn en agua caliente (Método 1) y maceracion en frio con agitacion vy liofilizacién (Método 2). Los hallazgos
se presentan segun rendimiento, composicidn y actividad antioxidante. Tras evaluar migracién y proliferacion
celular, el estudio protedmico continud exclusivamente con el extracto de Q. robur. En cuanto a O. ficus-indica,
este extracto se incorporé en las formulaciones piloto del producto, los motivos relacionados se explican la
discusioén de este estudio.

Caracterizacion de extractos de Quercus robur

La caracterizacidn de los extractos acuosos de Quercus robur (Tabla 9) revelé diferencias importantes segun el
método de obtencion. Mediante infusién en agua caliente (12 g de hojas/1 000 mL a 80-98 °C durante 5—10 min)
se obtuvo un rendimiento de 0,11 % de sélidos totales; el extracto presenté flavonoides y taninos, sin deteccion
de saponinas o alcaloides, con un pH de 4,98, densidad de 1,0096 g-mL™" (20 °C) y un residuo sdlido del 2,42 %. En
contraste, la maceracién en frio con agitacion durante 24 h y liofilizacién (27 g de hojas/600 mL) produjo 3,0 g de
polvo (11,1 % w/w), cuyo analisis mostré un contenido de nitrégeno total de 2,38 + 0,20 % fdsforo 0,09 + 0,001 %,
proteina total de 14,87 +0,9 % y fenoles totales de 3,20 + 0,15 mg GAE-g™' DW; adicionalmente, exhibié una
inhibicién maxima del 22 % del radical libre DPPH.

Tabla 9: Hallazgos de Rendimiento, Composicion y Actividad Bioldgica de Extractos Acuosos de Quercus robur: Infusion en Agua Caliente vs.
Maceracion en Frio con Liofilizacion

Método Rendimiento Composicion clave Propiedades Otros cuantitativos
fisicoquimicas

1. Infusién en agua e Extracto A ¢ Flavonoides: positivo (+) * pH: 4,98 —

caliente (agua): 0,11 % e Taninos: positivo (+) * Densidad

(12 g hojas /1000 mL, 5-  sdlidos totales ¢ Saponinas, alcaloides: negativos () (20 °C): 1,0096 g-mL™"

10 min, 80-98 °C) ® Residuo soélido: 2,42 %

2. Maceracion en frio + ¢ 3,0 g polvo e Ntotal: 2.38+0.2 % — ¢ DPPH (antioxidante):
liofilizacién liofilizado a partir ¢ P:0.09 £0.001 % inhibicion max. 22 %
(27 g hojas / 600 mL agua, de 27 g hojas e Proteina total: 14.87 £+ 0.9 %

24 h agitacion, (11,1 % w/w) e Fenoles totales: 3,20 £ 0,15 mg

centrifugado y GAE-g™' DW

liofilizacidn)

La evaluacion fisicoquimica del extracto de hojas de Q. robur obtenido por el método 2 (Tabla 10) mediante TGA
registré una temperatura de mdxima de descomposicién a 189 °C con un 64,6 % de pérdida de peso; en el DSC no

32



FACULTAD DE DOCTORADO EN
BIOTECNOLOGIA

MOLECULAR

Universidad de Concepcion

se detectd pico endotérmico (Tm); y el espectro FTIR mostré bandas principales en 3264,95, 1514,28 vy
1020,03 cm™.

Tabla 10: Caracterizacion Fisicoquimica del Extracto Acuoso (Método 2) de Quercus robur mediante TGA, DSC y FTIR.

Técnica Parametro Resultado

TGA (Analisis termogravimétrico) Temperatura de mayor descomposicion (°C) / Pérdida de peso (%) 189°C/ 64,6 %

DSC (Calorimetria diferencial) Pico endotérmico (Tm) No detectado

FTIR (Infrarrojo ATR) Bandas principales (cm™) 3264,95; 1514,28; 1020,03

Composicidn del extracto acuoso de hojas de Quercus robur.

La caracterizacidn fitoquimica del extracto se resume en la Tabla 11, que informa de los valores determinados de
nitrégeno organico, minerales, proteinas totales y compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos totales (Tabla
9) mostraron consistencia con la actividad antioxidante.

Tabla 11: Perfil del extracto de hojas de Q. robur; los datos se expresan en % y mg-g* DW, incluyendo su desviacion estdndar.

Compuesto / Elemento Cantidad
Nitrégeno total (N) 2.38+0.2%
Fosforo (P) 0.09 £0.001 %
Proteina total 14.87+09%
Fenoles totales 3,20 £ 0.15 mg-g'* DW

Comparacion de métodos de extraccidn y caracterizacion fisicoquimica de extractos acuosos de Opuntia
ficus-indica

La Tabla 12 presenta el rendimiento y la composicidon de los extractos de Opuntia ficus-indica obtenidos por
infusién a 80 °C durante 90 min en tres etapas (Método 1) frente a la maceracion en frio con agitacién y
liofilizacién (Método 2). El Método 1 produjo un rendimiento del 12,5 + 0,01 % p/v y 59 g de extracto por 100 g
de material seco, con un contenido de azlcares totales del 39,0 + 0,09 % y acido urdnico del 29,6 + 0,11 %. En
comparacion, el Método 2 arrojé un rendimiento de 1,7 £+ 0,02 % p/v y 8 g/100 g seco, pero concentré mayores
proporciones de azucares totales (88,8 £ 0,23 %) y acido urénico (79,9 + 0,22 %).

La Tabla 13 detalla la caracterizacién fisicoquimica del extracto obtenido por Método 2. El analisis TGA indicd una
temperatura de mdaxima descomposicién a 183 °C con una pérdida de peso del 58,4 %. En el DSC se identificé un
pico endotérmico (Tm) a 189,3 °C. El espectro FTIR revelé bandas principales en 3243,57; 1582,14 y 1034,43 cm™,
correspondientes a los grupos funcionales predominantes en el extracto.
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Tabla 12: Comparacion de rendimiento y composicion de extractos de Opuntia ficus-indica segun método de extraccion

Método de extraccion y parametros de evaluacion Método 1 Método 2

(80 °C; 90 min; 3 etapas) (Maceracion en frio y liofilizacién)

Rendimiento extractable (% p/v) 12,5+0,01 1,7 +£0,02

Rendimiento (g/100 g opuntia seco) 59 8

% Azlcares totales(g glucosa/100 g seco) 39,0+ 0,09 88,8+0,23

% Acido urénico(g glucurénico/100 g seco) 29,6 +0,11 79,9 +0,22
Tabla 13: Caracterizacion Fisicoquimica del Extracto Acuoso (Método 2) de Opuntia ficus indica mediante TGA, DSC y FTIR

Técnica Parametro Resultado

TGA (Analisis termogravimétrico) Temperatura de mayor descomposicion (°C) / Pérdida de peso (%) 183°C/58,4%

DSC (Calorimetria diferencial) Pico endotérmico (Tm) 189,3 °C

FTIR (Infrarrojo ATR) Bandas principales (cm™) 3243,57; 1582,14; 1034,43

Identificacién de metabolitos clave en extractos acuosos (Método 2) mediante UPLC-DAD—ESI-MS/MS

Los analisis UPLC-DAD-ESI-MS/MS de los extractos obtenidos por maceracion en frio y liofilizacion (Método 2)
permitieron la deteccidn de varios picos caracteristicos en Quercus robur y Opuntia ficus-indica (Tabla 14). En Q.
robur, se registré un pico a 6,10 min (compuesto no identificado; m/z 133,2), un segundo pico a 7,30 min
correspondiente al acido quinico (Amax 208 nm; m/z 191,0; fragmento 173) y un tercer pico a 35,24 min
(compuesto no identificado; m/z 277,3; fragmento 207,2). Por su parte, el extracto de O. ficus-indica mostré un
primer pico temprano a 5,00 min atribuido a una hexosa (m/z 179; fragmento 161), seguido de un pico a 7,30 min
asignado también al acido quinico (Amax 210 nm; m/z 191,0; fragmento 173), un pico intermedio a 9,90 min de
compuesto no identificado (m/z 257), un pico a 13,90 min identificado como acido piscidico (Amax 224 nm; m/z
255; fragmentos 165,1 y 193,3) y dos picos tardios a 17,60 y 19,50 min correspondientes a mondmeros de acido
ecucémico (m/z 239; fragmentos 177,1y 193,3).

Tabla 14: Compuestos identificados por UPLC-DAD—ESI-MS/MS en extractos acuosos (Método 2) de Quercus robur y Opuntia ficus -indica.

Extracto Compuesto (tentativo) Tiempo de retencion A (max) lon molecular Fragmentos
(Método 2) P (minutos) [M-H] 8

No identificado 6.1 - 133.2

Q. robur Acido quinico 7.3 208 191.0 173
No identificado 35.24 - 277.3 207.2

Hexosa 5.0 - 179 161
No identificado 9.9 - 257 -
0. ficus-indica

Acido quinico 7.3 210 191.0 173
Acido piscidico 13.9 224 255 165.1 193.3
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Mondmero de Acido ecucémico 17.6 - 239 177.1
Mondmero de Acido ecucémico 19.5 - 239 177.1 193.3

Perfil de huella metabdlica de la mezcla Quercus robur [ Opuntia ficus-indica mediante UHPLC-DAD-ESI-
MS/MS

La huella UHPLC-DAD—-ESI-MS/MS de la mezcla 30 % Quercus robur /70 % Opuntia ficus-indica (Figura 2)
evidencia multiples picos entre 0 y 42 min, destacando un pico a 4,18 min atribuido a una hexosa
(=1,3 x 1077 cps), otro a 7,4 min correspondiente al acido quinico, y un pico dominante a 13,93 min identificado
como 4cido piscidico (=1,5 x 1077 cps). Asimismo, se observan sefiales tardias a 17,40 min y 19,28 min asignadas
a mondmeros de acido ecucdmico, junto con varias sefiales menores en tiempos intermedios (5,17; 7,40; 12,80;
14,69; 20,16; 25,23; 26,73; 29,67; 30,57; 32,58 min) que sugieren la presencia de otros compuestos aln no
identificados. La utilizacién de una columna C-18 y la inyeccién directa de la muestra a 1 mg-mL™, tras filtrado a
0,22 um, permitié una resolucion adecuada de estos analitos.
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Figura 2: Huella quimica UHPLC-DAD—ESI-MS/MS de una combinacion de extractos 30% Q. robur 'y 70% O. ficus-indica obtenidos segun el
método 2. El cudl fue resuspendido a una concentracion de 1 mg/ml, filtrado a través de 0.22 um e inyectado directamente. Para la

separacion se utilizé una columna C-18.
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Efecto de los extractos de Quercus robur sobre la viabilidad cellular

La Figura 3 muestra que, a medida que aumenta la concentracidn del extracto, disminuye la supervivencia celular,
lo que indica una relacidn lineal negativa. La concentracidn del extracto que inhibe el 50 % de la absorbancia del
MTT convertido en formazan por la actividad respiratoria de las células (IC50), que estima el nimero de células
vivas en los pocillos, fue de 943 pg-mL? para el extracto de Q. robur. Para el control positivo, el gel Reoxcare,
formulado con extracto de circuma vy utilizado como referencia en este estudio, el valor IC50 estimado fue de
1967 pg-mL™.

100

50 \\ \‘

Supervivencia (%) linea celular HaCaT

20 400 8000

Log Concentracidon logaritmica de extracto de Q.
robur y Reoxcare (pg-mL)

—i— Q. robur —#— Reoxcare

Figura 3: Efecto del extracto de Q. robur y del gel Reoxcare sobre la viabilidad de las células HaCaT. El grdfico muestra el porcentaje de
viabilidad celular en respuesta a un rango de concentraciones del extracto (0-2.500 ug-mL). Las barras de error indican la desviacion
estdndar de las mediciones. El grdfico muestra tres experimentos realizados en semanas diferentes, con tres réplicas cada uno (n=3, N=3).

Efecto de los extractos de Opuntia ficus-indica sobre la viabilidad celular

La Figura 4 muestra que la viabilidad de las células HaCaT disminuye de manera dosis-dependiente al aumentar la
concentracién del extracto acuoso de Opuntia ficus-indica. Sin embargo, los resultados no permiten determinar
la IC50, esto considerando que el % de viabilidad celular siempre estuvo sobre el 100%. Se observé que a
concentraciones bajas (625 pg-mL™) la supervivencia celular alcanza cerca del 126 %, mientras que a 2.500 pg-mL™’
se reduce a aproximadamente al 115 %. y al llegar a 10.000 pg-mL™ muestra un 102 % de viabilidad. Los errores
estandar, derivados de tres experimentos independientes con triplicados, son reducidos.
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Figura 4: Efecto del extracto de O. ficus-indica sobre la viabilidad de las células HaCaT. El grdfico muestra el porcentaje de viabilidad celular
en respuesta a un rango de concentraciones del extracto (0-10.000 ug-mL1). Las barras de error indican la desviacion estdndar de las
mediciones. El grdfico muestra tres experimentos realizados en semanas diferentes, con tres réplicas cada uno (n=3, N=3).

Efectos de los extractos de Quercus robur y Opuntia ficus-indica en ensayo de herida a 48h

En este ensayo de cicatrizacién de heridas in vitro, se evalué la migracion de células HaCaT tratadas con extractos
acuosos de O. ficus-indica (2,5 mg-mL™), Q. robur (2,5 mg-mL™) y un control negativo (sin tratamiento),
muestreando en 0, 24 y 48 h (Figura 4). La migracién se cuantificd como porcentaje de superficie libre en la brecha
generada, con una linea de base uniforme del 100 % al tiempo 0. A las Oh todas las muestras presentaron 100 %
de superficie libre, confirmando condiciones iniciales equivalentes. A las 24h Se observé una reduccién de la
brecha todos los tratamientos: O. ficus-indica alcanzé aproximadamente 53 %, mientras que el extracto de Q.
robur redujo el area a 0 %. El control permanecid alcanzé un 16% de cierre. A las 48h La brecha se cerrd
completamente en todos los tratamientos. Las diferencias en porcentaje de superficie libre entre cada extracto y
el control a 24 h se analizaron mediante t-test de Student no apareado (p < 0,05), confirmando que el tratamiento
con extracto acuoso de hojas de Q. robur acelera la migracion frente al control.
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Figura 5: Ensayo de cicatrizacion de heridas en células HaCaT tratadas con extractos acuosos de Opuntia ficus -indica y Quercus robur. (a)
Imdgenes representativas del cierre de la brecha en HaCaT a 0, 24 y 48 h tras tratamiento con extracto de O. ficus-indica (fila superior, lineas
amarillas), extracto de Q. robur (fila media, lineas verdes) y control sin tratamiento (fila inferior, lineas azules). (b) Cuantificacion del
porcentaje de superficie libre en funcion del tiempo. Las barras de error representan la desviacion estdndar de tres experimentos
independientes con triplicados (n = 3, N = 3). Las diferencias frente al control se evaluaron mediante t-test de Student no apareado (p <
0,05).
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Efectos de los extractos de Quercus robur en la migracion celular

En este estudio, también evaluamos los efectos del tratamiento con Q. robur (2,5 mg-mL?, 5,0 mgmLty 7,5
mg-mL?) y el producto Reoxcare (2,5 mg-mL™) sobre la migracién celular mediante un ensayo de cicatrizacion de
heridas realizado en células HaCaT evaluadas alas 0, 4, 8 y 12 horas; los resultados mds significativos se presentan
en la Figura 6. La migracion celular se expresé como porcentaje del area libre de células. Inicialmente, todas las
muestras tenian un darea libre de células del 100 %, lo que establecid una linea de base uniforme para la
comparacion.

Alas 4y 8 horas, se observé una reduccién moderada del area libre de células en todos los tratamientos. A las 12
horas, la tendencia hacia el cierre progresivo de la brecha se hizo ain mas evidente. El grupo de control mostré
un area libre de células del 90,49 %, mientras que los tratamientos con Q. robur a 5,0 y 7,5 mg-mL™ alcanzaron
valores del 81,21 % vy el 82,64 %, respectivamente. En el caso de Reoxcare a 2,5 mg-mL-', el 4rea libre de células
disminuyé al 80,33 %, lo que indica una migracion celular mas pronunciada. Las diferencias entre los grupos se
evaluaron mediante la prueba t de Student para muestras independientes. La reduccion del area libre de células
entre las 0y las 12 horas en el control fue significativa, lo que indica un ligero efecto migratorio basal. Ademas, el
tratamiento con Q. robur a 5,0 mg-mL™" dio lugar a diferencias significativas tanto a las 8 h como a las 12 h. De
manera similar, Q. robur a 7,5 mg-mL™ mostrd diferencias significativas a las 8 hy a las 12 h. Por dltimo, Reoxcare
a 2,5 mg-mL™" demostré una reduccién significativa del drea libre de células a las 12 h. En general, estos resultados
sugieren que el cierre de la brecha se produce de forma progresiva en todos los grupos, pero se acelera en las
células tratadas con concentraciones mas altas de Q. robur y Reoxcare. Los tratamientos inducidos por la
migracion celular son estadisticamente significativos en comparacién con el control negativo, lo que sugiere que
ambos compuestos pueden mejorar el proceso de cicatrizacién de las heridas.
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Figura 6: Se evaluaron los efectos de Quercus robur L. y Reoxcare sobre el potencial migratorio de la linea celular inmortalizada de
queratinocitos humanos (HaCaT) mediante el ensayo de cicatrizacion de heridas. (a) muestra imdgenes representativas del control negativo
(C-) y de las células tratadas con diversas concentraciones de extracto de Q. robur y Reoxcare a las 0y 12 horas. (b) presenta la cuantificacion
relativa (en porcentajes) de las dreas libres de células en muestras tratadas con concentraciones crecientes de extracto de Q. robur y una
concentracion fija de Reoxcare durante los mismos intervalos de tiempo. La significacion estadistica en comparacion con el control negativo
se determind mediante una prueba t de Student no pareada de dos colas: *p < 0,05; **p < 0,005.

Analisis proteémico
Efectos del extracto acuoso de Quercus robur en el perfil protedmico de queratinocitos humanos

El analisis protedmico revelé cambios significativos en la expresion proteica tras el tratamiento con el extracto de
Q. robur. Se identificaron un total de 117 proteinas expresadas de forma diferente (DEP), que comprendian 21
proteinas reguladas al alza y 96 reguladas a la baja. Estos hallazgos se ilustran en el grafico de volcanes (Figura
7a), que muestra los cambios en la expresion de las proteinas (Log, Ratio) frente a la significaciéon estadistica (-
logio p-value). El umbral de significacién se fijé en p < 0,01. Ademas, un mapa de calor (Figura 7b) destaca los
distintos patrones de expresidn entre los grupos tratados y los grupos de control, lo que permite visualizar la
agrupacion jerdrquica de las DEPs.
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Figura 7: (a) Grdfico de volcanes que muestra las proteinas diferencialmente expresadas (DEP) en células HaCaT tratadas con extracto de
Q. robur en comparacion con el grupo de control no tratado. El eje X representa el logaritmo en base 2 del cambio en el pliegue de expresion
(Log: Ratio), y el eje Y representa el logaritmo negativo en base 10 del valor p (—logio p-value). Los puntos rojos indican las DEPs reguladas
al alza, mientras que los puntos verdes representan las DEPs reguladas a la baja. Los puntos grises denotan las proteinas cuya expresion no
difirié significativamente entre los grupos. El umbral de significacion estadistica se fijé en un valor p < 0,01. En total, 96 proteinas mostraron
cambios significativos en su expresion, con 21 reguladas al alza y 75 reguladas a la baja. (b) Mapa de calor que muestra las DEPs en células
HaCaT tratadas con extracto de Q. robur en comparacion con el grupo de control (Ctrl). Los datos de abundancia de proteinas se
normalizaron y escalaron después de la agrupacion. Se utilizo la correlacion de Pearson como funcion de distancia y se empleé el enlace
completo como método de agrupacion. Cada fila representa una proteina y cada columna representa una muestra experimental. Las
proteinas se agrupan jerdrquicamente en funcion de sus patrones de expresion. Los colores indican los niveles de expresion relativa: verde
para expresion baja, negro para expresion media y rojo para expresion alta. Las muestras de control se etiquetan como «Cont.» y las
muestras tratadas como «Trea.». Los dendrogramas de la parte superior e izquierda ilustran las relaciones similares entre las muestras y
las proteinas, respectivamente.

Analisis de redes de interaccion proteina-proteina (PPI)

El analisis STRING dio como resultado una red PPl compuesta por 50 nodos y 71 aristas, con una conectividad que
superaba significativamente la expectativa aleatoria (p < 1x107'®). Este andlisis identificé proteinas clave
implicadas en procesos bioldgicos, como la migracidon celular, la coagulacidon sanguinea y la biosintesis del
colesterol. La figura 5 ofrece una representacion visual de la red, en la que los nodos con mas conexiones indican
proteinas centrales en las vias metabdlicas y de sefializacion.

Un hallazgo notable es la sobreexpresién de proteinas implicadas en la biosintesis del colesterol. La Figura 8
muestra un grupo significativo de proteinas asociadas a esta via, destacando enzimas clave como CYP51A1,
DHCR7, FDFT1, LBR, LSS y SQLE. Esta sobreexpresidn sugiere que el extracto de Q. robur puede modular la sintesis
del colesterol, un proceso critico para la regeneracion celular y la cicatrizacién de heridas (Luo et al., 2020; Luu et

al., 2016; Porter et al., 1996).
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Figura 8: Visualizacion de la red de interaccion proteina-proteina (PPI) utilizando STRING. La red consta de 50 nodos y 71 aristas, con un
numero esperado de aristas de 8 y un valor p de enriquecimiento de PPl < 1,0 x 107", lo que indica una conectividad significativamente
mayor de lo esperado. El grado medio de los nodos es de 2,84 y el coeficiente de agrupamiento local medio es de 0,495. La red revela dos
grupos principales: uno denso (en rojo) asociado a la desgranulacion plaquetaria y otro menos denso relacionado con procesos como la
coagulacion sanguinea y la respuesta inflamatoria. Estos grupos reflejan las funciones y vias bioldgicas enriquecidas identificadas.

Analisis de enriquecimiento funcional

El andlisis de enriquecimiento funcional identificé términos significativos de Gene Ontology (GO) relacionados con
procesos como la regulacién de la migracién celular, la adhesion y la cicatrizaciéon de heridas (Tabla 15). Ademas,
el analisis de enriquecimiento de la via Reactome destacé vias metabdlicas clave, como la desgranulacion
plaquetaria, con un valor p de 1,44x107° (Tabla 16). Estos hallazgos enfatizan el papel del extracto de Q. robur en
la modulacién de procesos bioldgicos esenciales implicados en la regeneracién de la piel.
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Tabla 15: Proceso biolégico (Gene Ontology). Esta tabla enumera los términos de procesos biolégicos de Gene Ontology (GO) que se
enriquecen en la red de interaccion proteina-proteina (PPI). Los términos GO proporcionan descripciones funcionales de los procesos
bioldgicos en los que participan las proteinas de la red. La intensidad representa la relacion entre la proporcion de proteinas del término GO
en la redy la proporcion esperada en todo el genoma.

L Recuento en la . Tasa de falsos descubrimientos
GO-term Descripcion Intensidad

red (FDR)

GO:0010647 Regulacién de la migracion c.tlelular dependiente de ) 242 0.021
sustrato, adhesion celular

G0:0006695 Proceso biosintético del colesterol 2 1.97 7.95e-4
G0:0007596 Coagulacién sanguinea 9 1.52 3.12e-4
G0:0002040 Regulacidn positiva de la migracién de células endoteliales 7 0.77 0.0099
G0:0022617 Cicatrizacién de heridas 8 0.77 0.028
G0:0006954 Respuesta inflamatoria 8 0.77 0.0077

Tabla 16: «Vias de Reactome». Esta tabla enumera las vias de Reactome enriquecidas en la red de interaccion proteina-proteina (PPI). Las
vias de Reactome proporcionan descripciones detalladas de las rutas metabdlicas y de sefializacion en las que participan las proteinas de la
red.

DOCTORADO EN
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L, Recuento en la . .
Ruta Descripcion red Intensidad Tasa de falsos descubrimientos (FDR)

R-HSA-114608 Degranulacion plaquetaria 7 1.34 1.44e-05

Via de biosintesis de esteroides

El andlisis de la via de biosintesis de los esteroides en el Homo sapiens se presenta en la Figura 9, en la que se
destacan las enzimas clave que intervienen en este proceso. La via comienza con la biosintesis de la cadena
principal del terpenoide, donde el pirofosfato de farnesilo (Farnesyl-PP) se convierte en escualeno mediante la
enzima farnesil difosfato farnesiltransferasa 1 (FDFT1, hsa:2222). Posteriormente, el escualeno es epoxidado por
la escualeno epoxidasa (SQLE, hsa:6713) para formar 2,3-oxidosqualene, que se convierte en lanosterol a través
de la lanosterol sintasa (LSS, hsa:4047).

La figura también destaca la participacion de enzimas clave como CYP51A1 (hsa:1595), implicada en Ia
desmetilacion del lanosterol, y DHCR7 (hsa:1717), que reduce el 7-dehidrocolesterol a colesterol. Ademas, el
receptor de laminina B (LBR, hsa:3930) desempefia un papel en la conversion del zimesterol en colesta-7,24-dien-
3B-ol. Estos pasos enzimaticos son cruciales para la biosintesis del colesterol y otros esteroides, que son esenciales
para la estructura y funcion de las membranas celulares y la produccidon de hormonas esteroides. Sin embargo, en
este trabajo no se evalué directamente la estabilidad o fluidez de la membrana tras el tratamiento con el extracto.
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Figura 9: Via de biosintesis de esteroides en Homo sapiens (hsa00100) que muestra las proteinas sobreexpresadas (rojo) y subexpresadas
(verde brillante) cuando las células fueron tratadas con extracto acuoso de Q. robur. La imagen se obtuvo mediante una licencia vdlida del

mddulo KEGG del software Proteome Discoverer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Estabilidad fisico-quimica y pH de las formulaciones galénicas con extractos de Opuntia ficus-indica y Quercus

robur

Los ensayos de caracterizacidon de los tres grupos de formulaciones (Hidrogel de carbémero, Novobase Il y
Quitobase) se llevaron a cabo evaluando estabilidad fisico-quimica y organoléptica, test de centrifugacion, estrés
térmico, estabilidad a largo plazo y pH. A continuacidn se presentan los resultados obtenidos.

Hidrogel de carbémero

Todas las variantes del gel de carbomero (formulaciones 1-7) mostraron una Unica fase tras centrifugacion a
2.500 rpm durante 30 min y no evidenciaron separacion ni cambios de apariencia tras los ciclos de estrés térmico
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(48had0+2°C,5+2°Cynuevamente 40 + 2 °C). Asimismo, permanecieron estables sin separacién de fases al
almacenar a 40 °C durante 1 mes. Los valores de pH se mantuvieron en el rango 5,35-6,60, adecuados para
aplicacion cutdnea (Tabla 17)

Tabla 17: Resultados de estabilidad y pH del Hidrogel de carbémero

Formulacion Centrifugacion Estrés térmico (40 - 5 - 40 °C) Estabilidad 1 mes @ 40 °C pH
1 1 fase 1 fase 1 fase 5,35
2 1 fase 1 fase 1 fase 6,60
3 1 fase 1 fase 1 fase 6,45
4 1 fase 1 fase 1 fase 6,20
5 1 fase 1 fase 1 fase 5,90
6 1 fase 1 fase 1 fase 6,15
7 1 fase 1 fase 1 fase 6,00

Novobase Il (crema O/W base)

Las seis formulaciones de Novobase Il (variantes 8—13) mantuvieron homogeneidad tras centrifugacion y no
presentaron separacién de fases ni cambio de color u olor tras el estrés térmico ni tras 1 mes de almacenamiento
a 40 °C. El pH final de las cremas estuvo comprendido entre 5,2 y 5,8, dentro del rango fisioldgico tolerable (Tabla
18).

Tabla 18: Resultados de estabilidad y pH de Novobase Il (crema O/W base)

Formulacién Centrifugacion Estrés térmico Estabilidad 1 mes @ 40 °C pH
8 1 fase 1 fase 1 fase 5,50
9 1 fase 1 fase 1 fase 5,45
10 1 fase 1 fase 1 fase 5,60
11 1 fase 1 fase 1 fase 5,20
12 1 fase 1 fase 1 fase 5,75
13 1 fase 1 fase 1 fase 5,30

Quitobase (crema O/W con quitosano)

Las formulaciones 14-16 de Quitobase conservaron una fase Unica tras centrifugacion, resistieron los ensayos de
estrés térmico sin presentar sinéresis ni alteraciones organolépticas y permanecieron estables durante 30 dias a
40 °C. El pH de la emulsidn resultante oscilo entre 4,8 y 5,1 (Tabla 19).

Tabla 19: Resultados de estabilidad y pH de Quitobase (crema O/W con quitosano)

Formulacion Centrifugacion Estrés térmico Estabilidad 1 mes @ 40 °C pH

14 1 fase 1 fase 1 fase 4,80
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15 1 fase 1 fase 1 fase 5,00

16 1 fase 1 fase 1 fase 5,10

Todos los sistemas formulados mostraron excelente estabilidad fisica y quimica, con pH compatibles con la
aplicacion cutdnea y sin indicios de separacion de fases o cambios organolépticos tras las condiciones de prueba.

Evaluaciones organolépticas de las formulaciones galénicas con extractos de Opuntia ficus-indica y Quercus
robur

Las propiedades sensoriales de las formulaciones (Tabla 20) se evaluaron para asegurar la aceptabilidad y
percepcion del usuario final. En el caso del Hidrogel de carbémero (experimentos 1-7), todas las variantes
presentaron una textura muy humectante, no generaron espuma durante la aplicacidn, exhibieron un leve olor
caracteristico a opuntia y carbédmero, mostraron una excelente velocidad de absorcién en la piel y se percibieron
de un color café transparente uniforme. Por su parte, las cremas Novobase Il (experimentos 8-13) y Quitobase
(experimentos 14—-16) mantuvieron una consistencia homogénea y suave al tacto, no evidenciaron separacién de
fases al extenderlas, no desarrollaron olores rancios tras los ensayos de estrés térmico, y retuvieron un perfil
olfativo limpio y caracteristico del extracto combinado (EC), sin sensaciones grasosas residuales.

Tabla 20: Resultados de las evaluaciones organolépticas de gel y cremas formuladas con extractos de Opuntia ficus -indica y Quercus robur.

Formulacion Textura Espuma Olor Absorcion Color
Hidrogel de carbémero (1-7) Muy humectante No Leve a opuntia y carbdmero Excelente Café transparente
Novobase Il (8-13) Suave, homogénea No Caracteristico (sin rancidez) Buena—rapida Blanco perlado
Quitobase (14-16) Suave, sedosa No Caracteristico (sin rancidez) Buena—moderada Blanco cremoso
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DISCUSION

La busqueda de nuevos agentes terapéuticos para tratar las heridas crdnicas es un drea de investigacidn crucial,
impulsada por la creciente prevalencia de estas afecciones y las limitaciones de los tratamientos actuales. En este
contexto, el uso de extractos de plantas con propiedades bioactivas se ha convertido en un foco de interés, gracias
a su potencial para promover la cicatrizacién, reducir la inflamacién y prevenir infecciones. (Anlas et al., 2019;
Chokpaisarn et al., 2017; Zangeneh et al., 2019).

Métodos de extraccidn y caracterizacion fitoquimica

La comparaciéon de los métodos de extraccidn utilizados para Quercus robur y Opuntia ficus-indica revela que la
maceracion en frio con agitacion vy liofilizacion (Método 2) es la estrategia mas eficiente para concentrar los
metabolitos bioactivos, aunque a expensas de un menor rendimiento global. En Q. robur, este método obtuvo un
rendimiento de 11,1 % w/w, con una composicidn rica en nitrégeno (2,38 + 0,20 %), proteina total (14,87 + 0,9
%), dentro de los rangos reportados tanto para esta especie como para otros miembros del género (Rotowa et al.,
2025; Visakorpi et al., 2020), y compuestos fendlicos (3,20 + 0,15 mg GAE-g”' DW), lo cual se tradujo en una
inhibicion maxima del 22 % en el ensayo DPPH, la cual es moderada en comparacion con estudios anteriores. Los
contenidos fendlicos descritos para otras especies de Quercus oscilaron entre 11,20 y 35,47 mg GAE-g™ DW (Jong
et al., 2012; Popovi¢ et al.,, 2013; Tuyen et al., 2016), lo que demuestra una actividad antioxidante
significativamente mayor, que alcanzé hasta el 81,14 % (Q. sartorii) y el 82,60 % (Q. rysophylla) en extractos
metandlicos (Coyotl-Martinez et al., 2025). En contraste, el extracto de O. ficus-indica concentrd, bajo el mismo
método, sélo un 1,7 £ 0,02 % p/v de rendimiento (8 g/100 g seco), pero exhibié un contenido sobresaliente de
azucares totales (88,8 + 0,23 %) y acido urdnico (79,9 + 0,22 %) . Este perfil sugiere que, mientras el extracto de
Q. robur aporta principalmente fenoles con capacidad antioxidante, el de O. ficus-indica provee polisacdridos y
mucilagos que favorecen la retencidn de agua y la formacidn de un biofilm protector sobre la herida.

El anélisis cromatografico UHPLC-DAD-ESI-MS/MS confirma la presencia de metabolitos compartidos y Unicos en
ambos extractos: ambos muestran un pico de acido quinico a 7,30 min, pero Q. robur presenta picos exclusivos
(no identificados a 6,10 min y 35,24 min), mientras que O. ficus-indica se caracteriza por hexosa (5,00 min), acido
piscidico (13,90 min) y mondémeros de acido eucémico (17,60 y 19,50 min). La co-presencia de acido quinico en
ambos sugiere un aporte comun a la capacidad de secuestro de radicales libres, mientras que los polisacdridos de
O. ficus-indica pueden actuar como agentes humectantes y antiinflamatorios, reduciendo la migraciéon leucocitaria
en fases agudas de inflamacién. En conjunto, estos resultados apoyan la eleccidon de la maceraciéon en frio para
maximizar la recuperacidon de compuestos termo-labiles y respaldan la hipétesis de que la combinacién de ambos
extractos podria generar una sinergia terapéutica, al unir la accién antioxidante y astringente de Q. robur con las
propiedades hidratantes y antiinflamatorias de O. ficus-indica.

Citotoxicidad y rango de seguridad in vitro

El analisis de citotoxicidad del extracto acuoso de Q. robur, realizado mediante el ensayo MTT, revelé un IC50 de
943 ug-mL™, similares a los resultados obtenidos en queratinocitos y fibroblastos: Hong et al. observaron una
viabilidad de aproximadamente el 90 % en células HaCaT expuestas a 100 pg-mL™" de extracto acuoso de Q. acuta,
y Wunnoo et al. informaron de una viabilidad de aproximadamente el 70 % en fibroblastos tratados con 200
pug-mL™" de extracto etandlico de Q. infectoria (Hong et al., 2022; Wunnoo et al., 2024). En conjunto, estos datos
indican un bajo nivel de citotoxicidad del extracto de Q. robur en las condiciones ensayadas.

Estudios anteriores han demostrado que los extractos de varias especies de Quercus, incluida Q. coccifera, pueden
promover la proliferacién de fibroblastos 3T3 y afectar a la produccién de TNF-a en macréfagos. (Anlas et al.,
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2019). Si bien la proliferacidn celular in vitro es un indicador Util de viabilidad y potencial mitogénico, por si sola
no prueba que las células puedan integrarse, diferenciarse y organizarse de manera funcional en un tejido dafiado.
Para evaluar el potencial regenerativo, es imprescindible complementar los ensayos de proliferacidn con estudios
de migracién, diferenciacién, remodelaciéon de matriz, interaccién con el microambiente y modelos in vivo o de
organoides mas complejos (Ghasemi et al., 2021; lismaa et al., 2018).

En comparacién con el producto comercial Reoxcare Gel, el extracto de Q. robur mostré un IC50 mds bajo (1967
pug-mL™" para Reoxcare), lo que indica una mayor citotoxicidad del extracto de Q. robur en las condiciones
evaluadas. Sin embargo, la formulaciéon del gel incluye componentes adicionales que pueden influir en las
respuestas celulares, lo que debe tenerse en cuenta al interpretar estos valores.

Por su parte, el extracto de O. ficus-indica no presenté efectos citotdxicos dentro del rango analizado (625—-10.000
pug-mL™"). De hecho, la viabilidad de HaCaT se mantuvo siempre por encima del 100 %, alcanzando un pico maximo
del 126 % a 625 pug-mL™"y un 102 % a 10.000 pg-mL™, lo que sugiere incluso un leve efecto proliferativo asociado
a sus polisacaridos y mucilagos. Este perfil destaca la excelente tolerancia celular a los polisacdridos extraidos de
Opuntia ficus-indica, multiples estudios in vitro e in vivo coinciden en la ausencia de efectos citotdxicos o
genotoéxicos en diversos tipos celulares y modelos animales. Ensayos en fibroblastos NIH-3T3, macrdéfagos
RAW 264.7, células HEK-293, ademads de evaluaciones en ratén mediante la prueba de micronucleos, confirman
viabilidad celular mantenida y propiedades citocompatibles a concentraciones de hasta 10 mg-mL™ (Ktari et al.,
2024; Lefsih et al., 2018; Nam et al., 2023).

Potencial cicatrizante basado en ensayos de migracidn celular

Los ensayos de cierre de brecha realizados a 24 y 48 h revelaron una clara aceleracion de la migracion celular en
los tratamientos con extractos frente al control negativo. A las 24 h, el extracto de Quercus robur consiguié el
cierre completo de la brecha (0 % de superficie libre), mientras que Opuntia ficus-indica redujo el area libre a
aproximadamente un 53 %, y el control solo logré un 16 % de cierre, manteniéndose con gran parte de la superficie
sin cubrir. Para las 48 h, todos los tratamientos alcanzaron cierre total, pero la velocidad de migracién observada
indica que Q. robur promueve la migracién de queratinocitos con mayor rapidez que O. ficus-indica, reflejando su
mayor concentracién de fenoles y taninos con este efecto. Dado que O. ficus-indica presentd un cierre de brecha
significativamente mas lento que Q. robur y para centrar los recursos experimentales en el tratamiento de mayor
eficacia, no se realizaron estudios funcionales adicionales con el extracto de O. ficus-indica a partir de este punto.

Si bien en el ensayo de viabilidad MTT a 72 h, la concentracién de 2,5 mg-mL™" de Q. robur mostré efecto citotdxico,
en el ensayo de cicatrizacion in vitro a 48 h, esa misma dosis logro el cierre completo de la brecha (> 98 % de
migracidn). Sobre la base de estos hallazgos —eficacia sostenida a largo plazo y viabilidad celular preservada— se
decidié evaluar concentraciones superiores (5,0 y 7,5 mg-mL™") en el ensayo de 24 h, con el objetivo de anticipar
el proceso de migracién y e intentar determinar el umbral maximo de efectividad pro-migratoria en fases
tempranas, sin que ello implicara un dafio citotdxico significativo.

El ensayo dindmico de 0-12 h con Q. robur (5,0 y 7,5 mg-mL™") y el gel comercial Reoxcare® (2,5 mg-mL™") confirmé
gue las primeras etapas de cicatrizaciéon también se ven beneficiadas por estos tratamientos. El extracto de Q.
robur promovid la migracion celular tras 8 horas de tratamiento, mostrando diferencias significativas con respecto
al control negativo y a Reoxcare. Tras 12 horas, el efecto fue similar al de Reoxcare, con un 80 % de la herida sin
cerrar. Para evaluar mejor su impacto en la regeneracion tisular, se podrian realizar estudios adicionales que
prolonguen la duracién del experimento o incluyan inhibidores de la divisidén celular, como la mitomicina C, para
diferenciar los efectos de la migracion de los efectos relacionados con la proliferacién (Y. Wang et al., 2012). El
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extracto de Q. robur contiene compuestos fendlicos, entre ellos acido galico, catequina y epicatequina,
reconocidos por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. En modelos celulares, el acido gdlico favorece
la migracién celulary la cicatrizacion de heridas, incluso en condiciones de estrés oxidativo o hiperglucemia. (Yang
et al., 2015). Aunque estos mecanismos pueden desempefiar un papel en los efectos observados, se necesitan
mas estudios para validar esta hipdtesis.

La integracion de estos hallazgos sugiere que el extracto de Q. robur, con su alta concentracidon de compuestos
fendlicos, puede promover un efecto pro-migratorio en los queratinocitos modulando el estrés oxidativo y la
inflamacién. Este efecto es particularmente relevante en heridas crdnicas, donde la migracién celular temprana
es crucial en la recuperacion tisular.

Mecanismos moleculares: analisis protedmico

El analisis protedmico de queratinocitos HaCaT tratados con extracto de Quercus robur reveld un total de 117
proteinas diferencialmente expresadas (DEP), de las cuales 21 estaban reguladas al alza y 96 a la baja (umbral p <
0,01). El gréfico de volcanes y el mapa de calor (Figura 7) permitieron visibilizar de forma clara estos cambios,
mostrando patrones de expresion homogéneos entre réplicas de tratamiento y una separacion nitida respecto al
control. Estos resultados confirman que el extracto induce modificaciones profundas en el proteoma celular,
justificando el posterior analisis de redes y rutas de sefializacién.

El andlisis de interaccidn proteina-proteina (PPI) mediante STRING generd una red de 50 nodos y 71 aristas, con
una conectividad significativamente mayor a la esperada al azar (p < 1x107'¢). Dentro de esta red, se identificaron
dos mddulos principales: uno denso vinculado a la desgranulacidn plaquetaria y otro asociado a la coagulacidn
sanguinea y la respuesta inflamatoria. La implicancia de estos procesos sugiere que, mas alld de la migracidn
celular, el extracto modula componentes del sistema inmuno-coagulativo, favoreciendo un entorno molecular
propicio para la reparacidn tisular. Los genes del médulo de desgranulacion plaquetaria agrupan proteinas clave
para la liberacién de granulos que contienen factores de crecimiento y citoquinas. Por ejemplo, en un analisis de
proteoma plaquetario, las proteinas relacionadas con desgranulacion se destacaron como un moddulo con
conexiones densas (H.-L. Chen et al., 2024). Este proceso es esencial en la fase temprana de la cicatrizacion, pues
los granulos plaquetarios liberan PDGF, TGF-B y otras moléculas que promueven la angiogénesis y reclutan células
de reparacién (Valizadeh et al., 2021). La coexistencia de desgranulacidn plaquetaria y vias de coagulacién e
inflamacién en la misma red PPl revela un claro crosstalk inmuno-coagulativo: la desgranulacidn plaquetaria libera
factores mitogénicos y quimiotacticos que promueven la proliferacién y el reclutamiento celular; la coagulacién
genera un andamiaje fibrético que facilita la migracidén celular y aporta sefiales bioquimicas; y la respuesta
inflamatoria regulada asegura la limpieza de detritos y la activacidn controlada de fibroblastos; juntos, estos
procesos interrelacionados configuran un microambiente pro-reparacion que refuerza los efectos de la migracion
celular y sugiere un potencial modulador del extracto tanto en las etapas iniciales como en las tardias de la
cicatrizacion (ESMON et al., 2011; Liu et al., 2020; Wilhelm et al., 2023; Xing et al., 2022).

El enriquecimiento funcional confirmé la participacion de proteinas implicadas en procesos criticos para la
cicatrizacion: regulacion de la migracién celular dependiente de sustrato y adhesion (GO:0010647), cicatrizacion
de heridas (G0O:0022617) y respuesta inflamatoria (GO:0006954). Asimismo, la via de Reactome “Degranulacion
plaquetaria” (R-HSA-114608) fue la mas significativa (p = 1,44 x 107°), reforzando la relevancia de la liberacién de
granulos plaquetarios en la fase inicial de reparacién. Estos hallazgos sugieren que el extracto no solo promueve
la motilidad de queratinocitos, sino que también activa sefales de coagulacidon y moduladores inflamatorios
necesarios para la formacion de la matriz provisional.
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Un descubrimiento notable fue la sobreexpresidn de enzimas clave de la biosintesis de colesterol —FDFT1, SQLE,
LSS, CYP51A1, DHCR7 y LBR— integradas en la via hsa00100 (Biosintesis de esteroides). Dado que el colesterol es
esencial para la fluidez de la membrana y la formacién de dominios lipidicos necesarios para la migracién y
proliferacién celular, su induccidn sugiere un mecanismo adicional por el cual el extracto optimiza la regeneracion
cutanea.

En conjunto, estos datos protedmicos ofrecen una visién global de los efectos moleculares del extracto de Q.
robur, lo que sugiere una coordinacidn entre rutas de migracidn, adhesion, coagulacién, inflamacién vy
metabolismo lipidico que, en sinergia con la actividad antioxidante y pro-migratoria observada en los ensayos in
vitro, fundamenta su potencial terapéutico en cicatrizacidn. Estos resultados abren la puerta a estudios dirigidos
de validacién funcional (por ejemplo, inhibicién de SQLE) y a modelos in vivo para confirmar la relevancia de las
vias identificadas. La literatura cientifica respalda la existencia de un crosstalk inmuno-coagulativo en el proceso
de cicatrizacionHaga clic o pulse aqui para escribir texto., donde mecanismos de coagulacién e inflamacién
interactian con rutas de migraciéon y adhesion celular Haga clic o pulse aqui para escribir texto.y con el
metabolismo lipidico, creando un entorno molecular integrado (Brazil et al., 2019; ESMON et al., 2011; Landén et
al., 2016; Padilla et al., 2021; Z. Wang et al., 2024; Wilhelm et al.,, 2023). Revisiones recientes enfatizan la
sincronizacién espacial-temporal de los procesos de migracion y adhesion celular en la matriz provisional (fibrina—
fibronectina), la inflamacién y la hemostasia, marcando la necesidad de validar estos eventos en modelos animales
para comprender su interaccion sistémica(Rodrigues et al., 2019). Asimismo, se han desarrollado métodos in vitro
e in vivo para evaluar apdsitos y sistemas biomiméticos que combinan propiedades hemostaticas,
antiinflamatorias, antioxidantes y promigratorias, insistiendo en la realizacién de estudios dirigidos in vivo que
confirmen los mecanismos moleculares subyacentes (N. Ahmad, 2022)Haga clic o pulse aqui para escribir texto..
Por ejemplo, un trabajo con Aloe vera demostré en ensayos scratch in vitro su capacidad antioxidante y pro-
migratoria, y corrobord en ratones un cierre mas rapido de las heridas y una mejor organizacién del tejido de
granulacion (Razia et al., 2022). Estos trabajos recogen la interconexidon de migracion, adhesién, coagulacion,
inflamacién y metabolismo lipidico, destacando la sinergia con la actividad antioxidante y pro-migratoria in vitro,
y convocan a la siguiente etapa de validacion in vivo para confirmar la relevancia de las vias moleculares implicadas
en la cicatrizacion.

Rol de la biosintesis de colesterol en la cicatrizacion

La sintesis de colesterol es vital para la cicatrizacion de las heridas cutaneas, especialmente en la formacién y el
mantenimiento de la barrera epidérmica, que consta de queratinocitos y una matriz lipidica extracelular, incluido
el colesterol. Los estudios indican que el colesterol interviene en la proliferacién y diferenciacién de los
queratinocitos, dos factores importantes para la regeneracion de la piel. (Berniak et al., 2024). Las enzimas de la
via de sintesis del colesterol, como CYP51A1, LSS y SQLE, contribuyen a la produccion de colesterol e isoprenoides,
que son fundamentales para la regeneracidon de los tejidos. Los hallazgos de nuestro estudio sobre la
sobreexpresion de enzimas sugieren que el extracto de Q. robur puede influir en la sintesis de colesterol, ayudando
potencialmente al proceso de curacién. (Belter et al., 2011; Lepesheva & Waterman, 2004; McCarty et al., 2023;
Yoshioka et al., 2020). El andlisis proteémico reveld una reducciéon de los niveles de Delta (14)-sterol reductasa
(LBR) en las muestras tratadas en comparacién con los controles. Aunque es posible que la LBR no esté totalmente
inhibida, su deteccidn reducida implica una modulacién potencial por el extracto de Q. robur. Dado que la LBR
interviene en la biosintesis del colesterol, estos resultados pueden indicar un efecto indirecto del extracto sobre
las vias relacionadas con el colesterol en la cicatrizacién de heridas.
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Aunque la modulacidn de la biosintesis del colesterol es un posible mecanismo de acciéon relevante identificado
en este estudio, el andlisis protedmico revelé otras proteinas expresadas de forma diferencial implicadas en
procesos bioldgicos clave como la migracién celular, la coagulacién sanguinea y la respuesta inflamatoria (Tabla
21). Estos hallazgos sugieren que el extracto de hoja de Quercus robur puede ejercer una influencia multifactorial
en la cicatrizacién de heridas, una hipdétesis que merece una investigacién mas profunda.

Mecanismo de accion sugerido

Los compuestos bioactivos presentes en el extracto de Q. robur incluyen taninos (como taninos hidrolizables,
galotaninos y elagitaninos), flavonoides (kaempferol, quercetina e isorhamnetina), compuestos fendlicos simples
(acido galico y acido elagico) y triterpenoides como el lupeol. Los taninos poseen propiedades astringentes que
contraen los tejidos y detienen las hemorragias, lo cual es crucial en la fase inicial de la cicatrizacién (Marcinczyk
et al., 2022). Los flavonoides son conocidos por sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios, que ayudan a
proteger los tejidos dafiados y favorecen la cicatrizacion. Del mismo modo, los compuestos fendlicos simples como
los acidos galico y eldgico exhiben propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, lo que podria beneficiar el
proceso de cicatrizacion de las heridas. El lupeol, un triterpenoide aislado de varias especies de Quercus, inhibe
las enzimas COX-1 y COX-2 implicadas en la inflamacién, lo que contribuye a los efectos antiinflamatorios y
citotdxicos (S6hretoglu & Renda, 2020; Taib et al., 2020). La combinacidn de estos compuestos podria potenciar
la proliferacidn y migracion celular, reducir el estrés oxidativo en el lugar de la herida y modular vias metabdlicas
esenciales, lo que explicaria la eficacia del extracto para acelerar el proceso de reparacion (Beserra et al., 2019; Y.
Chen et al., 2019; Cioanca et al., 2025; losageanu et al., 2024; Y. J. Park et al., 2024).

Desarrollo y evaluacidn de formulaciones piloto

Los tres sistemas formulados —hidrogel de carbémero, crema O/W base Novobase Il y crema O/W con quitosano
(Quitobase)— demostraron una estabilidad fisico-quimica sobresaliente tras centrifugacion (2.500 rpm, 30 min),
ciclos de estrés térmico (48 ha40+2°C > 5+ 2 °C > 40 + 2 °C) y almacenamiento a 40 °C por un mes sin
evidenciar separacion de fases ni cambios de apariencia. Este comportamiento avala la robustez de las matrices
gel y crema ante variaciones de temperatura y agitacién, parametros criticos para garantizar integridad durante
transporte y almacenamiento en climas extremos.

Los valores de pH medidos en todas las variantes quedaron comprendidos entre 4,8 y 6,60, rango éptimo para la
aplicacion cutanea que minimiza el riesgo de irritacion e interfiere positivamente con el mantenimiento del manto
acido protector de la piel (CITA). En particular, el hidrogel mostré pH entre 5,35 y 6,60, mientras que Novobase |l
y Quitobase se situaron en rangos mas acidos (5,2-5,8 y 4,8-5,1, respectivamente), lo que podria favorecer una
sensacion de frescor y limpieza sin comprometer la biocompatibilidad.

Desde el punto de vista sensorial, el hidrogel de carbémero fue percibido como “muy humectante”, sin generacion
de espuma, con un leve olor caracteristico a opuntia y carbédmero, absorcidén excelente y color café transparente
uniforme. Estas propiedades lo hacen ideal para fases iniciales de cicatrizacion donde se requiere mantener un
ambiente humedo sin sensacion grasa. Por su parte, Novobase Il y Quitobase exhibieron una consistencia suave y
homogénea, sin separacion de fases al extenderlas, olores limpios libres de rancidez, buena—rapida absorcion
(Novobase 1) y moderada (Quitobase) y colores perlado o cremoso, respectivamente. Estas caracteristicas
sugieren una alta aceptabilidad por parte del usuario en etapas posteriores de reparacion, cuando se busca mayor
retencion del principio activo y proteccion mecdnica de la zona.
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La eleccién de una proporcién 30 % de Quercus robur y 70 % de Opuntia ficus-indica responde a la oportunidad
de combinar sus propiedades bioactivas de forma equilibrada: el 30 % de Q. robur aporta una concentracién
Optima de fenoles totales (3,20 + 0,15 mg GAE-g™ DW) y actividad antioxidante que facilitan la remodelacién
celular y la proteccion frente al estrés oxidativo; mientras que el 70 % de O. ficus-indica suministra un elevado
contenido de polisacaridos (88,8 + 0,23 % azUcares totalesy 79,9 + 0,22 % acido urdnico) que generan un efecto
humectante y filmégeno, manteniendo un ambiente hiumedo y protector sobre la herida sin comprometer la
manejabilidad de la formulacion

En conjunto, los datos de estabilidad y organoléptica confirman que la incorporacién del extracto combinado (30
% Q. robur / 70 % O. ficus-indica) no compromete la integridad de las formulaciones ni su percepcidn sensorial,
estableciendo un buen balance entre eficacia terapéutica potencial y experiencia de uso. Para futuros desarrollos,
seria pertinente ampliar el panel de evaluacidn sensorial a usuarios finales y realizar estudios de textura mecanica
(rheologia) y liberacién controlada de principio activo, ademas de validacién in vivo de la eficacia cicatrizante y
tolerancia dérmica en modelos animales.

Limitaciones y alcances del estudio

Aunque los resultados obtenidos aportan evidencia sdlida sobre el potencial cicatrizante de los extractos acuosos
de Quercus robur y Opuntia ficus-indica, este trabajo presenta diversas limitaciones que condicionan la
generalizacién de los hallazgos y delimitan su alcance:

= Modelo in vitro limitado: Todos los ensayos funcionales de citotoxicidad, migracién y proliferacion se
efectuaron en la linea inmortalizada HaCaT, lo que impide capturar la complejidad del microambiente
cutdneo in vivo, incluyendo interacciones con fibroblastos, células endoteliales y sistema inmunitario.
Asimismo, la falta de modelos tridimensionales de piel o explantes ex vivo limita la evaluacion de la
penetracidn dérmica y de posibles efectos de matriz extracelular en el comportamiento celular.

= Extraccion de matriz compleja: Los protocolos empleados (infusion en caliente y maceracion-liofilizacion
en frio) generan mezclas complejas de metabolitos, sin aislamiento ni cuantificacion de compuestos
individuales. Esto dificulta atribuir efectos biolégicos a moléculas especificas y no descarta posibles
interferencias o sinergias no caracterizadas entre los cientos de fitoquimicos presentes.

* Ambito restringido del analisis proteémico: El estudio protedmico se centré Unicamente en los
gueratinocitos tratados con Q. robur, tras descartar continuar con O. ficus-indica debido a su menor efecto
migratorio. Esto impide comprender los mecanismos moleculares que subyacen al efecto pelicula-
humectante del O. ficus-indica, y limita la interpretacion de la sinergia postulada entre ambos extractos.

=  Proporcidn fija de formulacién: La formulacion piloto empled un Unico ratio 30 %/Q. robur : 70 %/0. ficus-
indica, basado en perfiles fitoquimicos y propiedades sensoriales previas, pero no se evaluaron otras
proporciones que, potencialmente, podrian optimizar la eficacia terapéutica o la tolerancia dérmica.

= Estudios de estabilidad acelerada y organoléptica: Las pruebas de centrifugacién, ciclos térmicos y
evaluacidn sensorial confirmaron la robustez fisico-quimica y la aceptabilidad inicial de las formulaciones,

pero no incluyen analisis de liberacion controlada de bioactivos, estudios de rheologia bajo condiciones
reales de uso, ni ensayos de irritacién dérmica in vivo, necesarios para respaldar su viabilidad clinica.

= Ausencia de datos toxicoldgicos a largo plazo: Mientras que los ensayos MTT y los estudios de viabilidad
a 72 h validan un rango bdsico de seguridad, no se realizaron evaluaciones de genotoxicidad,
sensibilizacion alérgica ni toxicidad sistémica, pasos imprescindibles antes de cualquier aplicacidn clinica.

Orientaciones futuras
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En virtud de los hallazgos obtenidos y las limitaciones identificadas, se plantean las siguientes lineas de
investigacion para avanzar hacia la traslacion clinica de esta formulacién: primero, la validacidn in vivo en modelos
animales de heridas crdnicas incluida en el objetivo general de evaluar el potencial cicatrizante a nivel preclinico
e in vivo permitira caracterizar la eficacia, la cinética de cicatrizacion y el perfil inmunolégico en un entorno
fisioldgico complejo; segundo, el aislamiento y la sintesis de compuestos bioactivos de Q. robur y O. ficus-indica
facilitaran confirmar su contribucién individual y optimizar la relacidn dosis-respuesta; tercero, la expansion del
analisis protedmico a tratamientos con O. ficus-indica y co-tratamientos ofrecera un mapeo mas completo de las
redes moleculares implicadas en la sinergia observada; y, finalmente, el disefio de formulaciones avanzadas—
como sistemas de liberacidon controlada (microparticulas, nanohidrogeles) y estudios de compatibilidad con
apositos comerciales—sera clave para escalar la produccidn y orientar el desarrollo de un producto tépico seguro
y eficaz para el tratamiento de heridas complejas.

53



FACULTAD DE

niversidad CIENCIAS
e Concepcion BIOLOGICAS

Universidad de Concepcion

DOCTORADO EN
BIOTECNOLOGIA
MOLECULAR

[

CONCLUSIONES

En conclusidn, el presente trabajo ha demostrado que los extractos acuosos de hojas de Quercus robury cladodios
de Opuntia ficus-indica, obtenidos mediante maceracién en frio con liofilizacidn, constituyen una fuente rica en
compuestos bioactivos con actividad antioxidante y un perfil fitoquimico favorable para el proceso de
cicatrizacion. Los extractos de Q. robur alcanzaron un rendimiento del 11,1 % (w/w) y presentaron 14,9 % de
proteina total y 3,2 mg GAE-g™" de fenoles, junto con una inhibicién del radical DPPH del 22 %. El extracto de O.
ficus-indica mostré un alto contenido de azlcares (88,8 %) y acidos urdnicos (79,9 %), lo que sugiere un potente
efecto humectante .

En cultivos de queratinocitos HaCaT, ambos extractos resultaron no citotdxicos, con una ICso de 943 pg-mL™" para
Q. robur. Mds importante aun, Q. robur demostrd acelerar significativamente la migracién celular: el cierre de la
brecha alcanzé el 100 % a las 24 h, superando al control sin tratamiento.

En el ensayo de cicatrizacidn in vitro a las 12 h, el area libre de células en el control negativo se mantuvo en 90,49
%, mientras que el tratamiento con extracto de Q. robur a 5,0 mg-mL™" redujo dicha 4drea al 81,21 %y a 7,5 mg-mL™
al 82,64 %, evidenciando una migracion celular significativamente mayor que el control (p < 0,05). El gel comercial
Reoxcare® (2,5 mg-mL™) alcanzé un 80,33 % de &rea libre, demostrando el mayor cierre de brecha, aunque las
diferencias entre Reoxcare y las concentraciones superiores de Q. robur no fueron estadisticamente significativas,
lo que indica que el extracto de roble presenta un potencial pro-migratorio comparable en las primeras etapas de
cicatrizacion de heridas.

Mediante analisis protedmico cuantitativo se identificaron 96 proteinas diferencialmente expresadas en células
tratadas con Q. robur, implicadas en vias de biosintesis de colesterol, desgranulacion plaquetaria y respuesta
inflamatoria. Estos hallazgos sugieren que la modulacién sinérgica de rutas metabdlicas y procesos celulares
criticos (migracion, proliferacién y remodelacién de matriz) es la base molecular de la actividad cicatrizante
observada.

Finalmente, se desarrollaron formulaciones piloto tipo hidrogel y crema (O/W) que incorporan la mezcla 30 % Q.
robur /70 % O. ficus-indica. Ambos sistemas conservaron estabilidad fisico-quimica y pH adecuado tras tres meses
de estabilidad acelerada, y obtuvieron alta aceptabilidad sensorial en pruebas organolépticas (textura, olor,
absorcion y uniformidad de color).

En conjunto, estos resultados respaldan la viabilidad de una formulacién tdpica basada en extractos de Q. robury
O. ficus-indica como estrategia de bajo costo, seguray eficaz para el tratamiento de heridas. Como pasos futuros,
se recomienda validar in vivo este producto en modelos animales de cicatrizacidon, profundizar en la
caracterizacién de proteinas clave mediante inhibidores especificos y optimizar la relacidn extracto-vehiculo para
su escalado y eventual aplicacidn clinica.
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Tabla 21: Resumen de las principales proteinas expresadas diferencialmente (DEP) identificadas mediante el andlisis protedmico de
queratinocitos humanos tratados con extracto de hoja de Quercus robur L. La tabla incluye el simbolo del gen, el nombre completo de la
proteina, los valores de cambio de pliegue (FC) con una precision de dos decimales y los valores p con una precision de cuatro decimales.
Las funciones moleculares se proporcionan basdndose en las anotaciones GO.

i , Cambio de FC Valor .,
Simbolo del gen Nombre de la proteina . Funcién molecular
plegamiento (FC) P
Alfa-2-HS-glicoproteina . .
AHSG . 72.99 0.0026 actividad reguladora de enzimas
[OS=Homo sapiens]
actividad de transduccion de sefiales
o unién a receptores;actividad
FBLN1 Fibulina-1 [OS=Homo sapiens] 30.18 0.0081 reguladora de enzimas;actividad
estructural extracelular;otra funcion
molecular
actividad de transduccion de sefiales
PLG Plasmindgeno [OS=Homo sapiens] 15.82 0.0037 0 unidn a receptores; otra funcién
molecular
actividad de unién a acidos
ALB Albtimina [OS=Homo sapiens] 13.17 0.0008 . .,
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina 2 de unién al factor de actividad de transduccion de sefiales
IGFBP2 crecimiento similar a la insulina 9.59 0.0087 0 unidn a receptores; otra funcion
[OS=Homo sapiens] molecular
Isopentenil-difosfato Delta-
IDI1 . . 8.5 0.008 otra funcion molecular
isomerasa 1 [OS=Homo sapiens]
Hemo oxigenasa 1 [OS=Homo .,
HMOX1 . 7.62 0.0056 otra funcién molecular
sapiens]
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa,
HMGCS1 , 7.08 0.0 otra funcién molecular
citoplasmatica [OS=Homo sapiens]
Difosfomevalonato descarboxilasa -
MVD . 6.92 0.0076 otra funcion molecular
[OS=Homo sapiens]
Escualeno sintasa [OS=Homo
FDFT1 . 6.7 0.001 otra funcién molecular
sapiens]
Carboxipeptidasa D [OS=Homo .,
CPD ] 3.71 0.0001 otra funcion molecular
sapiens]
UDP-glucosa 4-epimerasa
GALE 3.3 0.0001 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina de unién a nucleétidos de actividad de transduccion de sefiales
GNAI1 guanina G(i) subunidad alfa-1 297 0.0019 0 unioén a receptores; otra funcion
[OS=Homo sapiens] molecular
7-dehidrocolesterol reductasa
DHCR?7 . 2.92 0.0002 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
SERPINB5 Serpina B5 [OS=Homo sapiens] 2.82 0.0023 actividad reguladora de enzimas
Subunidad RPB1 de la ARN L . .
] o actividad de unidn a acidos
POLR2A polimerasa II dirigida por ADN 2.72 0.0054

[OS=Homo sapiens]

nucleicos;otra funciéon molecular
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. , Cambio de FC Valor .,
Simbolo del gen Nombre de la proteina . Funciéon molecular
plegamiento (FC) P
Proteina Polycomb EED actividad reguladora enzimatica;otra
EED 2.7 0.0005
[OS=Homo sapiens] funcion molecular
Proteina quinasa 2 asociada a Rho actividad citoesquelética;actividad
ROCK?2 . 2.48 0.0048 ) B
[OS=Homo sapiens] quinasa;otra funcién molecular
actividad de transduccion de sefiales
GRN Progranulina [OS=Homo sapiens] 2.3 0.0048 0 unién a receptores; otra funcién
molecular
Proteina que interactiia con SEC23 »
SEC23IP . 2.12 0.0006 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
ANXA11 Anexina A1l [OS=Homo sapiens] 2.02 0.0049 otra funciéon molecular
PKP3 Plakophilin-3 [OS=Homo sapiens] 0.5 0.0059 otra funcién molecular
. . actividad de transduccién de senales
ARN helicasa dependiente de ATP . .,
DDX54 . 0.49 0.0038 0 unioén a receptores; otra funcién
DDX54 [OS=Homo sapiens]
molecular
Proteina 1 que contiene el dominio
THUMPD1 . 0.49 0.0074 nan
THUMP [OS=Homo sapiens]
Caseina quinasa I isoforma alfa actividad quinasa;otra funcién
CSNK1A1 . 0.49 0.0008
[OS=Homo sapiens] molecular
E3 ubiquitina-proteina ligasa actividad de unién a acidos
UHRF1 0.49 0.0098
UHRF1 [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Pre-mRNA-factor de empalme
DHX16 ATP-dependiente ARN helicasa 0.49 0.0024 otra funcién molecular
DHX16 [OS=Homo sapiens]
Ribonucleoproteina con dominio actividad de unién a acidos
SARNP 0.48 0.0063
SAP [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
ADN (citosina-5)-metiltransferasa actividad de unidn a acidos
DNMT1 ) 0.48 0.0049 ) .,
1 [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Proteina de dedo de zinc ubi-d4 »
DPF2 0.48 0.0039 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina nucleolar de unién a GTP )
GNL2 0.47 0.0095 otra funcién molecular
2 [OS=Homo sapiens]
Proteina de unién a tanquinasa-1 »
TNKS1BP1 . 0.47 0.0046 otra funciéon molecular
de 182 kDa [OS=Homo sapiens]
Proteina quinasa activada por ,
i actividad quinasa;otra funcién
MAP2K4 mitégenos de doble especificidad 0.47 0.0068
. . molecular
quinasa 4 [OS=Homo sapiens]
Represor transcripcional CTCF actividad de unién a acidos
CTCF . 0.46 0.0047 . .,
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcidon molecular
Polipéptido 2 asociado a laminina, )
actividad de unién a acidos
TMPO isoformas beta/gamma [OS=Homo 0.46 0.0018 ;
. nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
Factor de empalme 7 rico en L .
. o actividad de unidn a acidos
SRSF7 serina/arginina [OS=Homo 0.46 0.0034 . .,
. nucleicos;otra funciéon molecular
sapiens]
Dominio LIM y proteina de unién actividad citoesquelética;otra funcion
LIMA1 0.45 0.0042

a actina 1 [OS=Homo sapiens]

molecular
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) . actividad citoesquelética;otra funcion
PPP1R18 Fostensina [OS=Homo sapiens] 0.45 0.0091
molecular
Proteina similar a la ataxina-2 . ., . .
ATXN2L . 0.44 0.0097 actividad de unidn a acidos nucleicos
[OS=Homo sapiens]
actividad reguladora
Serina/treonina-proteina cinasa enzimatica;actividad
MARK2 0.44 0.0023
MARK?2 [OS=Homo sapiens] citoesquelética;actividad cinasa;otra
funcién molecular
Proteina 2 similar a la banda 4.1 actividad citoesquelética;otra funcion
EPB41L2 0.44 0.0044
[OS=Homo sapiens] molecular
Metalotioneina-1H [OS=Homo .,
MT1H . 0.44 0.0039 otra funcién molecular
sapiens]
Proteina de unién al ARN 10 actividad de unién a acidos
RBM10 . 0.43 0.0077 . .,
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funciéon molecular
Proteina 1 rica en prolina, acido
PELP1 glutdmico y leucina [OS=Homo 043 0.0092 otra funcién molecular
sapiens]
Proteina de la familia 3 que . » L
. o actividad de traduccién;actividad de
YTHDF3 contiene dominios YTH 0.43 0.0051 ., . .
union a acidos nucleicos
[OS=Homo sapiens]
Importina subunidad alfa-1 .,
KPNA2 0.42 0.0063 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina PRRC2C [OS=Homo
PRRC2C . 0.42 0.0045 nan
sapiens]
Proteina LYRIC [OS=Homo actividad de unidn a acidos
MTDH 042 0.0014 )
sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Proteina de unién a ARN 14 »
RBM14 . 0.42 0.0024 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina ribosomal 40S S4, actividad de union a acidos
RPS4X 041 0.0025
isoforma X [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Proteina 7 de dominio PDZ y LIM actividad citoesquelética;otra funcién
PDLIM?7 04 0.0022
[OS=Homo sapiens] molecular
, . actividad reguladora de
H2afy; H2AFY; Ntcleo de la histona macro-H2A.1 ) o . .
0.39 0.0045 enzimas;actividad de unién a acidos
MACROH2A1 [OS=Homo sapiens] ]
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina de la familia 1 que i
. . actividad de traduccién;actividad de
YTHDF1 contiene el dominio YTH 0.39 0.0003 . . ]
. union a acidos nucleicos
[OS=Homo sapiens]
Proteina asociada a la ubiquitina 2-
UBAP2L 0.38 0.0016 nan
like [OS=Homo sapiens]
Proteina de unién a ARN 28
RBM28 . 0.37 0.0009 nan
[OS=Homo sapiens]
Proteina de matriz repetitiva de L .
] o actividad de unidn a acidos
SRRM2 serina/arginina 2 [OS=Homo 0.37 0.0052 ]
. nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
TAGLN2 Transgelina-2 [OS=Homo sapiens] 0.37 0.0002 actividad citoesquelética

57



Universidad

] de Concepcion
5

FACULTAD DE
CIENCIAS
BIOLOGICAS

Universidad de Concepcion

DOCTORADO EN
BIOTECNOLOGIA
MOLECULAR

. , Cambio de FC Valor .,
Simbolo del gen Nombre de la proteina . Funciéon molecular
plegamiento (FC) P
Proteina ribosémica 40S S16 actividad de unién a acidos
RPS16 0.36 0.0002
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Proteina SMU1 que contiene
SMU1 repeticiones WD40 [OS=Homo 0.36 0.0041 nan
sapiens]
L o actividad citoesquelética;actividad de
Proteina similar a la kinesina ] ] ] )
KIF2C . 0.36 0.0071 union a acidos nucleicos;otra funcion
KIF2C [OS=Homo sapiens]
molecular
Proteina de la biogénesis del
NSA2 ribosoma homologa a NSA2 0.35 0.0051 nan
[OS=Homo sapiens]
actividad de transduccion de sefiales
MAP7 Ensconsina [OS=Homo sapiens] 0.35 0.0005 0 union a receptores; otra funcién
molecular
Proteina 2 de interaccion terminal
DNTTIP2 de la desoxinucleotidiltransferasa 0.35 0.0001 nan
[OS=Homo sapiens]
Proteina 3 de unién a la proteina 1 L ., .
. actividad de unidn a acidos
HP1BP3 de la heterocromatina [OS=Homo 0.34 0.0045 . .,
. nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
Importina subunidad alfa-4 .,
KPNA3 0.34 0.0096 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Citocromo b-cl subunidad del o .
o . . actividad transportadora;otra funcion
UQCREFS1 complejo Rieske, mitocondrial 0.32 0.0085
. molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina 47 que contiene
LRRC47 repeticiones ricas en leucina 0.31 0.0033 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina ribosémica 40S S11 actividad de unién a acidos
RPS11 . 0.3 0.0004 . .,
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funciéon molecular
actividad reguladora de
Proteina ribosémica 60S L23
RPL23 0.3 0.0013 enzimas;actividad de union a acidos
[OS=Homo sapiens] . .,
nucleicos;otra funcién molecular
Probable ARN helicasa
nan dependiente de ATP DDX52 0.3 0.0057 nan
[OS=Homo sapiens]
Componente del complejo
EXOSCe6 exosdémico MTR3 [OS=Homo 0.3 0.006 nan
sapiens]
i , actividad citoesquelética;actividad de
Proteina asociada a microtabulos ., ;
MAP1S . 0.3 0.0086 union a dcidos nucleicos;otra funciéon
1S [OS=Homo sapiens]
molecular
actividad de transduccion de sefiales
Proteina del grupo de alta o unioén a receptores;actividad de
HMGB2 0.29 0.0011

movilidad B2 [OS=Homo sapiens]

union a acidos nucleicos;otra funcion

molecular
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Simbolo del gen Nombre de la proteina . Funciéon molecular
plegamiento (FC) P
Proteina melaza [OS=Homo )
TCOF1 ) 0.28 0.004 otra funciéon molecular
sapiens]
Proteina ribosémica 60S L.13 .,
RPL13 . 0.28 0.0097 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina marcadora de o . .
] L actividad de unidn a acidos
MKI67 proliferaciéon Ki-67 [OS=Homo 0.28 0.0008 ) .,
) nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
Proteina ribosémica 40S S14 actividad de unién a acidos
RPS14 0.26 0.0014
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funciéon molecular
Proteina represora transcripcional actividad de unién a acidos
YY1 0.26 0.0066
YY1 [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Proteina ribosémica 60S L37a .,
RPL37A . 0.25 0.0051 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Factor de unién de andamiaje B1 actividad de unién a acidos
SAFB 0.25 0.0088
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
Probable ARN helicasa
DDX49 dependiente de ATP DDX49 0.24 0.0045 otra funcion molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina homologa 27 del ciclo de
CDC27 division celular [OS=Homo 0.24 0.0036 otra funciéon molecular
sapiens]
, ] actividad reguladora de
Proteina cromobox homdloga 8 . o . .
CBX8 . 0.24 0.0099 enzimas;actividad de unién a acidos
[OS=Homo sapiens] . .,
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina ribosémica 40S S24 )
RPS24 0.24 0.0099 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
. . actividad citoesquelética;otra funcion
CNN2 Calponina-2 [OS=Homo sapiens] 0.23 0.0067
molecular
Factor 2N asociado a la proteina de actividad de unién a acidos
TAF15 0.23 0.0058
unién TATA [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcién molecular
MAP/microtubule affinity- )
. . actividad citoesquelética;actividad
MARK3 regulating kinase 3 [OS=Homo 0.22 0.0017 . .
. quinasa;otra funcién molecular
sapiens]
, actividad citoesquelética;actividad de
E3 ubiquitina-proteina ligasa
TRIM32 0.22 0.0045 unidn a acidos nucleicos;otra funciéon
TRIM32 [OS=Homo sapiens]
molecular
Proteina 4 asociada a microtiibulos actividad citoesquelética;otra funcién
MAP4 . 0.22 0.0023
[OS=Homo sapiens] molecular
Fosfoproteina nucleolar y de
actividad de unién a acidos
NOLC1 cuerpo en espiral 1 [OS=Homo 0.2 0.002 ;
. nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
Mediador del punto de control del
MDC1 dafio del ADN proteina 1 0.2 0.0038 nan
[OS=Homo sapiens]
actividad de traduccion;actividad de
Proteina 1 relacionada con La
LARP1 0.19 0.0008 unién a acidos nucleicos;otra funcion

[OS=Homo sapiens]

molecular

59



. . FACULTAD DE DOCTORADO EN
Universidad y Blo%gg%ﬁg BIOTECNOLOGIA
de Concemlon Universidad de Concepcion MOLECULAR

. , Cambio de FC Valor .,
Simbolo del gen Nombre de la proteina . Funciéon molecular
plegamiento (FC) P
Subunidad reguladora de la
proteina cinasa dependiente de actividad reguladora enzimatica;otra
PRKAR1A 0.19 0.0031
AMPc tipo I-alfa [OS=Homo funcién molecular
sapiens]
Proteina ribosémica 40S S8 .,
RPS8 ] 0.18 0.0059 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina ribosémica 60S L26 actividad de unién a acidos
RPL26 . 0.18 0.0096 . »
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funciéon molecular
Misshapen-like kinase 1 actividad quinasa;otra funcién
MINK1 0.17 0.0056
[OS=Homo sapiens] molecular
actividad de unién a 4cidos
Hi-1 Histona H1.1 [OS=Homo sapiens] 0.16 0.0002 ]
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina de procesamiento del
RRP1B ARN ribosémico 1 homoéloga B 0.16 0.0073 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina de matriz repetitiva de
SRRM1 serina/arginina 1 [OS=Homo 0.16 0.0001 actividad de union a acidos nucleicos
sapiens]
Ribonucleoproteina nuclear . L
i actividad transportadora;actividad
HNRNPA3 heterogénea A3 [OS=Homo 0.16 0.0018 L,
. de unidén a acidos nucleicos
sapiens]
; . actividad reguladora de
Proteina fosfatasa metilesterasa 1 . o ., .
PPME1 . 0.15 0.0 enzimas;actividad de unién a acidos
[OS=Homo sapiens] . .,
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina ribosémica 60S L32
RPL32 0.15 0.0004 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina 18 homologa del ARN
UTP18 nucleolar pequefio U3 [OS=Homo 0.14 0.0062 nan
sapiens]
Subunidad M2 de la
RRM2 ribonucledsido-difosfato reductasa 0.14 0.0029 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
. . actividad de union a acidos
H1-2 Histona H1.2 [OS=Homo sapiens] 0.14 0.0067 . .,
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina ribosémica 60S L36a-like )
RPL36AL . 0.14 0.0081 otra funcién molecular
[OS=Homo sapiens]
Proteina ribosémica 40S S29 ,
RPS29 ] 0.12 0.0013 otra funciéon molecular
[OS=Homo sapiens]
Factor de iniciacion de la
transcripcion especifico de la ARN actividad de unién a acidos
RRN3 . 0.11 0.0005 . »
polimerasa I RRN3 [OS=Homo nucleicos;otra funcién molecular
sapiens]
Factor de replicacion C subunidad actividad de unién a acidos
RFC4 . 0.1 0.0031 . .,
4 [OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funcidon molecular
Tirosina-proteina quinasa BAZ1B actividad quinasa;otra funcién
BAZ1B 0.09 0.0051

[OS=Homo sapiens]

molecular
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plegamiento (FC) P
Factor de iniciacion de la
EIF4H traduccién eucariota 4H 0.08 0.0008 actividad de unioén a acidos nucleicos
[OS=Homo sapiens]
. . actividad de unidn a acidos
H1-10 Histona H1.10 [OS=Homo sapiens] 0.08 0.0045 ] .,
nucleicos;otra funcién molecular
actividad de unidn a acidos
H1-4 Histona H1.4 [OS=Homo sapiens] 0.07 0.006 ) .,
nucleicos;otra funcién molecular
Proteina ribosémica 60S L39 actividad de unidn a acidos
RPL39 . 0.06 0.0096 . .,
[OS=Homo sapiens] nucleicos;otra funciéon molecular
LAD1 Ladinina-1 [OS=Homo sapiens] 0.05 0.0002 otra funciéon molecular
, actividad de transduccion de sefiales
Proteina del grupo de alta ., .
. 0 unién a receptores;actividad de
HMGA1 movilidad HMG-I/HMG-Y 0.01 0.0025 o, . . B
. unidn a acidos nucleicos;otra funcion
[OS=Homo sapiens]
molecular
Proteina del grupo de alta
actividad de unidn a acidos
HMGA2 movilidad HMGI-C [OS=Homo 0.01 0.0081

sapiens]

nucleicos;otra funcién molecular
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