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Las plantas medicinales juegan un papel importante en el descubrimiento de
nuevos farmacos y mecanismos de accion innovadores. Entre los diferentes
mecanismos de accion estudiados, la actividad antioxidante es uno de los mas
seguidos en la actualidad, debido a la importancia del estrés oxidativo y los
efectos perjudiciales de las especies reactivas de oxigeno en diversas patologias.
Por ello, una de las principales vias de investigacion es la bisqueda de moléculas
capaces de prevenir o reducir la magnitud de estos mediadores de oxidacion

mediante interaccion con diferentes dianas bioquimicas o farmacoldgicas.

Las reacciones de oxidacién-reduccién son procesos quimicos esenciales en los
sistemas bioldgicos para la obtencion de productos necesarios en los procesos
metabolicos celulares. Estas reacciones conllevan la transferencia de electrones y
pueden generar compuestos conocidos como especies reactivas de oxigeno
(ERO), entre las que se encuentran los radicales libres (RL) y moléculas derivadas
del oxigeno con alta capacidad reactiva que participan en la formacion de

radicales.

En condiciones normales hay un equilibrio entre la produccion y la eliminacion de
las moléculas nocivas. Sin embargo, en determinadas situaciones la produccién de
RL puede aumentar de forma descontrolada, dando lugar a lo que se conoce como
estrés oxidativo. La oxidacion de macromoléculas como las proteinas, lipidos y
ADN puede conducir a la degeneracion celular y muerte debido a un aumento en
la liberacion de factores inductores de apoptosis (Barnham et al, 2004; Emerit et
al, 2004).

El estrés oxidativo esta relacionado con la génesis y desarrollo de patologias que
afectan a diferentes Organos y sistemas como el sistema nervioso central, el
aparato cardiovascular y procesos inflamatorios, entre otros. El cerebro es un
organo especialmente sensible al estrés oxidativo debido a la gran proporcion de
acidos grasos insaturados, su elevado metabolismo, la baja proporcién de agentes
antioxidantes y la baja regeneracion celular. Las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson o la esclerosis
lateral amiotrofica se encuentran directamente relacionadas con un incremento en

el estrés oxidativo; ademas, el envejecimiento es el principal factor de riesgo para
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el desarrollo de este tipo de patologias, junto con procesos infecciosos o toxicidad
sobre el metabolismo (Gandhi et Abramov, 2012; Gutiérrez-Merino et al., 2011;
Halliwell, 2012; Taupin, 2010).

El Grupo de investigacion “Farmacologia de Productos Naturales” del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid, aborda el estudio de la composicion quimica, actividad
farmacoldgica y mecanismo de accién de plantas medicinales y de principios
activos aislados de las mismas. En concreto, se centra en el estudio de la actividad
antioxidante, neuroprotectora, antiinflamatoria y anticancerigena mediante

modelos experimentales in vitro e in vivo.

La especie Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae (Labiatae) (romero) es una
planta aromatica que crece de forma espontanea en toda la zona mediterranea. Las
partes aéreas y el aceite esencial de romero se han utilizado en medicina
tradicional desde la antigliedad para el alivio de la astenia, debilidad cronica,
como carminativo y para mejorar la circulacion sanguinea, entre otras

aplicaciones (Laguna, 1968; Puerto, 2005).

La composicion quimica de la hoja de romero es compleja; por un lado, es rica en
compuestos polifendlicos con actividad antioxidante (Abuashwashi et al., 2014;
Collins et al., 1987) y por otro, en aceite esencial de composicion también
compleja y variable en funcion de su origen geografico, estado fenoldgico y
momento de la recoleccion, que también muestra capacidad antioxidante
(Abuashwashi et al., 2014; Angioni et al., 2004; Elamrani et al., 2000; Napoli et
al., 2015; Palomino et al., 2010; Porte et al., 2000; Varela et al., 2009).

El aceite esencial de romero ya se empleaba en la antigua Grecia para mejorar la
memoria. En la Edad Media, la obra de Dioscorides “Materia Medica” (1555)
describe el uso del aceite esencial con fines medicinales como tdnico, estimulante,
carminativo en casos de dispepsia, para el dolor de cabeza y tensidon nerviosa
(Laguna, 1968; Puerto, 2005); como aditivo en bafios de agua caliente se ha

aplicado en casos de cansancio y para estimular la circulacién (Morton, 1977). En
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la “Materia Medica” hinda (Nadkarni, 1999) se describe por sus acciones
carminativa y estimulante. Por otro lado, la British Herbal Pharmacopoeia (BHP,
1983) incluye las indicaciones siguientes para el aceite esencial de romero:
“estados depresivos con debilidad general y debilidad cardiovascular”. En la
actualidad, el aceite esencial de romero se utiliza como tonico y para tratar la
fatiga mental (Laybourne et al., 2003).

Los aceites esenciales han demostrado poseer propiedades antioxidantes que
resultan de aplicacion en diferentes campos; en el caso de los alimentos, la
oxidacion es una de las principales causas de deterioro quimico que puede
producir enranciamiento, deterioro de calidad nutricional o propiedades
organolépticas, e incluso problemas de seguridad alimentaria (Vicente et al.,
2012). Estas propiedades antioxidantes son también utiles en la prevencion y
tratamiento de diferentes patologias asociadas con el dafio oxidativo (Porres et al.,
2010).

Ademas de sus usos tradicionales, publicaciones cientificas han demostrado su
interés como diurético, antidepresivo, antiespasmaddico y en el tratamiento del
resfriado, gripe y dolor reumatico (Chandler, 1985; Erenmemisoglu, 1997).
Recientemente se ha comprobado su eficacia en la mejoria de factores globales y
secundarios relacionados con la memoria (Moss et al. 2003), asi como su efecto
hipotensor y mejoria de la calidad de vida de pacientes hipertensos (Fernandez et
al. 2014).

Sin embargo, hasta el momento actual, no se ha determinado cuél es o son los
compuestos activos responsables de las actividades biolégicas observadas. Se han
publicado estudios con el aceite esencial de romero que demuestran su actividad
espasmolitica, asi como la influencia de su composicion en su actividad; en este
sentido, el pineno ejerce un efecto estimulante (Taddei et al., 1988). Asi mismo, la
actividad antioxidante depende de su contenido en diterpenos fendlicos (Schwarz
et al., 1992) y, como se recoge ampliamente en la literatura para otras especies
vegetales, el aceite esencial de romero muestra una actividad antioxidante superior
a la de tres de sus principales componentes aislados (1,8-cineol, a-pineno, -
pineno) (Wang et al., 2012).
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Como continuacion a la linea de este Grupo de investigacion, el presente trabajo
de Tesis Doctoral tiene como OBEJTIVOS el estudio de la composicion quimica
del extracto metandlico por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y
del aceite esencial por Cromatografia de Gases (CG) obtenidos de muestras
espontaneas de R. officinalis procedentes de distintas areas geogréficas de la

Peninsula Ibérica.

El estudio fitoquimico de esta especie se completa con la evaluacién de su
actividad antioxidante in vitro e in vivo, sobre una linea celular de astrocitos
humana (U-373 - human astrocyte glioblastoma), modelo celular aceptado para el
estudio de su funcionalidad en condiciones fisioldgicas y patoldgicas, con el fin

de elucidar el mecanismo de accion de su capacidad antioxidante.

Dicha actividad se evaltua en primer lugar mediante la medida de su capacidad
captadora de radicales libres in vitro (ORAC), seguido de diferentes ensayos in
vivo en la linea celular de astrocitos U-373 encaminados a determinar su efecto
directo y protector sobre la viabilidad celular y sobre los sistemas antioxidantes
enddgenos enzimaticos (CAT, GPx, GR) y no enzimaticos (glutation). En todos
los ensayos se utiliza como control positivo un andlogo hidrosoluble de la

vitamina E, el Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).



2. REVISION BIBLOGRAFICA



Revision bibliografica




Revision bibliografica

2.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) esta formado por dos tipos de células
principales, neuronas y celulas gliales. La morfologia de ambos tipos celulares es
muy compleja, constando de un cuerpo celular del que parten numerosas
ramificaciones entrelazadas entre si para dar lugar a un entramado complejo

denominado neuropilo (Delgado et al., 1998) (Figura 1).

Asi como la neurona es la unidad funcional y morfolégica del sistema nervioso,
las células gliales se consideran sus precursores y soporte metabdélico y se dividen
a su vez, en tres grandes grupos: oligodendroglia, ependimoglia y astroglia.
(Araque et Navarrete, 2009). La relacion entre estos tipos de células es
fundamental para mantener la homeostasis cerebral. Las células gliales tienen
como funcidn servir de soporte a las neuronas, regular las funciones metabdlicas
del tejido nervioso y mantener los niveles de oxigeno y nutrientes, ademas de
participar en procesos inflamatorios que defienden al SNC y lo ayudan a

recuperarse frente a agresiones externas.

L , = 2 &

Oligodendrocito

Epéndimo st 75

Figura 1. Tipos de células nerviosas (tomado de cell diagram.net)
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Las células gliales constituyen el 80% de las células neurales (Figura 2), son uno
de los tipos celulares méas abundantes del SNC de los vertebrados, y juegan un
papel muy importante durante el desarrollo, mantenimiento y regeneracion del

sistema nervioso adulto.

Células Neurales

Neuronas (10%) Glia (90%)
|
| I
SNC SNP
]
I |
Macroglia(85-90) Microglia(10-15%) Céluas de Schwamm
|
| | |
Astrocitos Ependimales Oligodendrocitos
(80%) (5%) (5%)

Figura 2. Tipos de células neurales

Las células gliales desempefian papeles criticos en los procesos metabdlicos
vinculados con la actividad neuronal, tales como el flujo de sangre, la energia y la
utilizacion de la glucosa (Magistretti, 2006). Durante la embriogénesis, la glia
radial (GR) proporciona orientacion fisica y quimica para la migracion de las
neuronas jovenes, y sirve como precursor de células neurales multipotenciales,
con capacidad de auto-renovacion y de generar neuronas (Sanai et al., 2004) y
oligodendrocitos (Ventura et Goldman, 2007). Durante la sinaptogénesis, las
células gliales y los factores neurotréficos derivados de la glia promueven la
formacién de sinapsis funcionales maduras (Ullian et al., 2001), regulan los

niveles de neurotransmisores en el espacio extracelular y el metabolismo

10
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energético en el cerebro (Magistretti, 2006), y juegan un papel clave en la funcién
sinaptica (Haydon, 2001; Fields et Stevens-Graham, 2002).

Astroglia

Estas células nerviosas son de origen neuroectodérmico y se encuentran tanto en
la sustancia gris como en la sustancia blanca y forman poblaciones distintas y
caracteristicas de cada centro nervioso. Se pueden detectar mediante anticuerpos
frente a GFAP (glial fibrillary acidic protein), proteina caracteristicas de los
filamentos intermedios en el citoplasma de los astrocitos y que es responsable de

la forma caracteristica de los mismos.

Los astrocitos son el tipo celular no neuronal mas numeroso en el SNC y de
mayor tamafo. El término astrocito (‘astron’, que significa estrella, y 'kytos', que
significa un vaso hueco, posteriormente célula, es decir, una célula semejante a
una estrella) (Verkhratsky, 2014), Santiago Ramén y Cajal, los describié como
“células de formas estrelladas con un soma circunscrito al nucleo, con
prolongacion en sentido radial por la presencia de un proteina acidica fibrilar glial
que permite la identificacion de las células astrogliales con métodos de

microscopia” (Montgomery, 1994)

En funcién de su morfologia, se pueden clasificar en a) astrocitos fibrosos o
fibrilares, presentes en la sustancia blanca y con pocas ramificaciones, ndcleo
regular, nucléolo poco patente y carioplasma bastante denso y b) astrocitos
protoplasmaticos, localizados en la sustancia gris, con superficie del cuerpo y
ramificaciones muy irregulares por encontrarse rodeados y en medio de gran

cantidad de neuronas (Raivich et al., 1999).

El citoplasma de los astrocitos presenta un reticulo endoplasmatico y un aparato
de Golgi poco desarrollados, con mitocondrias grandes y muy abundantes. En la
matriz citoplasmatica hay camulos de glucégeno en sus ramificaciones, pero no

en su cuerpo celular.

Los astrocitos fueron originalmente considerados como elementos pasivos del

sistema nervioso, principalmente como células de apoyo a las neuronas, como

estructuras de guia durante el desarrollo del cerebro, o como reguladores de la
11
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homeostasis ionica (Banerjee et Bhat, 2007; Fuller S. et al., 2009). Participan en
numerosos procesos del desarrollo y la fisiologia del sistema nervioso central,
actuando como suporte metab6lico de neuronas, en la supervivencia vy
diferenciacion neurinal, guia neuronal, proliferacion y sinaptogénesis,
homeostasis, regulaciébn de las concentraciones locales de iones y
neurotransmisores y en el control de la circulacion sanguinea cerebral local
(Araque et Navarrete, 2010). Ademas, juegan un papel importante en la
modulacion de sefializacion neuronal (Gavillet et al., 2008).

Los astrocitos suministran energia al SNC y la acumulan, participan en
mecanismos de detoxificacion y en la modulacion del sistema inmune. Juegan un
papel relevante en la lucha contra el estrés oxidativo por su papel en el
metabolismo de antioxidantes como el glutation y en la defensa frente a especies
reactivas de oxigeno (ERO), ya que presentan los niveles mas altos de
antioxidantes en el cerebro. Cuando el sistema nervioso sufre una lesion, los
astrocitos desempefian una funcién de reparacion al sufrir una serie de
transformaciones morfolégicas y funcionales que forman una “cicatriz” glial

alrededor de la zona lesionada y la aislan del resto del tejido nervioso.

Los astrocitos, a diferencia de las neuronas, son especialmente resistente a la
oxidacion porque poseen un sistema de defensa antioxidante muy potente: son
capaces de regenerar glutation y mantener niveles altos de glutation reducido
(GSH),ademas la actividad de los CAT y SOD es elevada., sus sistemas
captadores de radicales libres previenen la generacion de éstos catalizada por
metales (Altiok et al., 2006; Pertusa et al., 2007; Wilson, 1997).

La principal caracteristica que permite las funciones cerebrales de los astrocitos es
su excitabilidad al calcio, que facilita la respuesta a sefiales de neuronas y
astrocitos vecinos por medio de ondas de calcio a través de una red acoplada a los
astrocitos, Esta accion es posible mediante la expresion de gran variedad de
receptores hacia los principales neurotransmisores como glutamato o ATP. El
calcio acumulado en el RE juega un papel importante en la excitabilidad: una
elevacion de la concentracion de este ion en cultivos de astrocitos puede provocar

respuestas neuronales (Aranque et al., 1999; Kolikova et al., 2006).
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Los astrocitos participan en la mayoria de los procesos del SNC como puente en
las comunicaciones sinapticas (Volterra et Meldolesi, 2005), en el control del
flujo sanguineo (Zonta et al., 2003), como fuente de moléculas de sefalizacion o
moléculas diana para las sefiales neuronales. A través de las acciones del
glutamato, ATP, adenosina y otros factores, los astrocitos pueden producir efectos
excitatorios o inhibitorios en las células y fibras nerviosas (Volterra et Meldolesi,
2005).

En resumen, las principales funciones de los astrocitos son: favorecer el desarrollo
cerebral; producir factores neurotréficos, mantener la glucosa como principal
fuente de reserva energética, producir y liberar neurotransmisores, participar en la
neurotransmision, formar una barrera entre el cerebro y los vasos sanguineos,
angiogénesis y diferenciacion del endotelio, formacion de tejido de cicatrizacion
después de pérdida neuronal, control de la homeostasis del potasio extracelular,
participacion en la migracion neuronal y funciones de soporte (Takuma et al.,
2004).

2.2. ESTRES OXIDATIVO
2.2.1. RADICALES LIBRES

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y la capacidad de un sistema bioldgico para defenderse frente a
ellos, es decir, detoxificar rdpidamente los metabolitos intermedios y reparar los
dafios inducidos a las células (Darvesh, 2010). En definitiva, se produce una
perturbacion en el equilibrio pro-oxidante-antioxidante en favor del primero,

dando lugar a un dafio potencial (Sies, 1991).

En los organismos aerobios sanos, la produccion de radicales libres se encuentra
equilibrada y es neutralizada mediante los sistemas de defensa antioxidante
enddgenos. Se trata de un proceso inevitable, ya que la vida se desarrolla en un
medio rico en oxigeno (Halliwell, 2007; LU et al., 2008). Las reacciones de
oxidacién-reduccion son procesos quimicos esenciales en los sistemas biolégicos

para la formacion de productos necesarios en los procesos metabdlicos celulares.
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Estas reacciones conllevan la transferencia de electrones y pueden generar
compuestos conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO), entre los que
se encuentran los Radicales Libres (RL) y moléculas derivadas del oxigeno con
alta capacidad reactiva que participan en la formacién de radicales

Un RL es definido como una especie quimica independiente que posee uno 0 mas
electrones desapareados en su orbital mas externo; es producto del metabolismo
celular normal. Estos electrones aumentan la reactividad quimica de la molécula y
generan una inestabilidad energética que explica su tendencia a reaccionar con
otras moléculas para captar electrones (efecto oxidante); a su vez, esto provoca
nuevas inestabilidades en estas otras moléculas y puede dar lugar a reacciones en
cadena (Martinez et al., 2003; Phaniendra et al., 2015).

Existen gran cantidad de radicales libres implicados en el dafio oxidativo, aunque
la mayoria de ellos derivan de oxigeno o nitrogeno, siendo denominados en
conjunto Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y Especies Reactivas de
Nitrogeno (ERN), respectivamente. Tambien se han descrito Especies Reactivas
de Cloro (ERC), Bromo (ERB) y Azufre (Estrela et al., 1983; Fang et al., 2002;
Halliwell, 2006) (Figura (3).
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Especies Reactivos

Especies Reactivos de Oxigeno(ERO) Especies Reactivos de Nitrégeno(ERN)
ﬁ

Radicales No Radicales Radicales No Radicales
_S?Pero.xldo (0:207) — Peréxido de hidrégeno(H202) | _ (xido nitrico (NOe) _Catién nitrosilo(NO)
—Hidroxilo (OHe) — Acido hipocloroso (HOCL) _ Diéxido de nifrogeno (NO)
—Peroxilo (RO:ze) — Acido hipobromoso (HOBr) Am - 2 5 e —Acido nitroso(HNO2)
—Alcoxilo (ROe) - Ozc’mo (03.) — Anion m.trc?. o (NO-)
_Hidroperoxilo (HOze) — Oxigeno singlete (*02) — Peroxonitrito(ONOO-)

Figura 3. Principales Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (radicales y no

radicales)

Muchas de las especies reactivas del oxigeno se originan en las mitocondrias,
incluyendo radicales hidroxido y superoxido y perdxido de hidrégeno. El éxido
nitrico (NO) es producido por los receptores de N-metil-D-aspartato glutamato en
el sistema nervioso. Cuando sus receptores especificos se activan en exceso, se
desencadena una entrada de Calcio que regula los niveles de NO y otras especies

reactivas de oxigeno (Rahman et al., 2012).

El incremento en RL afecta a diversos sistemas biolégicos y biomoléculas tales
como proteinas, lipidos, ADN y azlcares (Dasuri et al., 2013). También
contribuye a la muerte celular inducida por inhibidores de proteosoma en las

células de leucemia y linfoma (Halliwell, 2006).
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Los fosfolipidos de la membrana de los organismos aerGbicos estan
continuamente sometidos al efecto de sustancias oxidantes a partir de fuentes
enddgenas y exdgenas. Por ello, las células estdn provistas de un sistema de
defensa antioxidante constituido por compuestos antioxidantes como la vitamina
E, que previenen el inicio del dafio oxidativo, y un gran nimero de mecanismos
encaminados a mantener la integridad de la membrana y su homeostasis mediante

la reparacion de los dafios ya ocasionados (Valavanidis et al., 2006).

Los RL estan implicados en numerosas enfermedades neurodegenerativas,
trastornos cardiovasculares, enfermedades inflamatorias y céancer, entre otras
(Wojtunik-Kulesza et al., 2016). Sus consecuencias mas inmediatas son la
aparicion de mutaciones, roturas en cromosomas, citotoxicidad, degeneracion
celular, etc. (Altiok et al., 2006).

2.2.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Los radicales libres de oxigeno, mas conocidos como especies reactivas de
oxigeno (EROs), son derivados del oxigeno, con alta capacidad oxidante y
reactiva. Se trata de un término colectivo que incluye tanto radicales libres de
oxigeno como sustancias “no radicales” que son agentes oxidantes que se
convierten facilmente en radicales como es el caso del Peréxido de Hidrogeno
(H20,), el ozono (0Os) y otras moléculas (HOCI, HOBr) (Buonocore et al., 2010).
Asi, todos los radicales de oxigeno son EROs, pero no todos los EROs son

radicales de oxigeno (Halliwell, 2006).

El oxigeno recibe un electrén a partir de un sustrato y se transforma en el anion
superdxido. Se trata de una oxidacion agresiva que puede generar una serie de
reacciones en cadena que provoque, a su vez, la formacion de otros radicales
libres capaces de inducir la peroxidacion lipidica, alteracion de proteinas, rotura
en la cadena de ADN, etc. Estos efectos alteran la integridad de la membrana
celular, inactivan varios sistemas enzimaticos y provocan dafios en la actividad
genética, todo lo cual se traduce en la muerte celular (Buonocore et al., 2010;

Inoue et al., 2000).
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En los organismos vivos, sujetos a condiciones aerobias, mas del 90% del
oxigeno consumido se reduce a H,O y por tanto, se inactiva como ERO, por el
efecto de la citocromo oxidasa en el transporte de electrones. Un porcentaje
inferior al 10% del oxigeno consumido se reduce via sucesiva de un electron que
resulta en la conversién de oxigeno molecular al radical anion superéxido (O5),
seguido de la reduccion de un electron con la aceptacion concomitante de dos

protones para producir peroxido de hidrégeno (H,0,) (Lushchak, 2014).

En concentraciones bajas, los EROs son necesarios y beneficiosos para una
funcionalidad fisioldgica normal. Pueden proteger las células frente infecciones,
destruyendo los agentes patdgenos invasores; también actlGan en puntos de
inflamacion; participan en la regulacion del funcionamiento de las celulas
cardiacas y vasculares y estan involucradas en la regulacion de las
concentraciones intracelulares de calcio, en la fosforilacion de las proteinas y

activacion del factor de transcripcion (Valko et al., 2006; Wu et al., 2013).

Oxigeno singlete (205)

El oxigeno singlete (*O,) se genera a partir del oxigeno molecular y es una forma
activa del oxigeno no considerada como un radical libre. Su vida media es muy
corta, alrededor de 10 segundos, pero presenta capacidad de sustraer un proton
(H") de un &cido graso insaturado, iniciando la reaccion de peroxidacion lipidica
(Halliwell et Gutteride, 1989).

El oxigeno singlete no presenta electrones desapareados y su energia es superior a
la del oxigeno en estado fundamental, en 23 kcal/mol. El oxigeno singlete oxida
rapidamente una gran variedad de moléculas, incluido el ADN, siendo mucho mas

reactivo que el oxigeno triplete (Kanofsky, 1989).

Radical superoxido (‘O,)

El anion superdxido es el radical mas importante; se forma a partir de procesos
enzimaticos (reaccion de autooxidacion) y no enzimaticos (reacciones de
transferencia de electrones al oxigeno molecular) (Phaniendra et Jestadi, 2015). Se
trata de la base conjugada de un &cido débil, el radical perhidroxilo. El anion

superdxido es capaz de atravesar membranas y ejercer un dafio directo. Presenta
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un electron desapareado, muy reactivo, capaz de oxidar moléculas ricas en
protones como los lipidos, proteinas y &cidos nucleicos. Se considera el ERO
primario, ya que, ademas del dafio directo, es capaz de originar EROs secundarios
como los radicales hidroxilo (*OH), siendo éstos los radicales con mayor
toxicidad (Halliwell, 1992) y también puede reaccionar con el radical 6xido
nitrico (*NO) formando el anién no radical peroxinitrito (ONOO )

(Brzeszczynska et Gwozdzinski, 2008; Valko et al., 2006; Valko et al., 2007).

Se produce en toda las células eucariotas animales por reduccion univalente del
oxigeno molecular; aproximadamente el 1-3% del O, reducido en las
mitocondrias puede formar el radical superéxido (Willcox et al., 2004). La
eliminacion del *O, que se genera en las células se realiza por las Superoxido

dismutasas (SOD), al convertirse en perdxido de hidrogeno (H,O,):

SOD
2002_4‘ 2HY —> HzOz + Oz

Radical hidroxilo (*OH)

El radical hidroxilo es la forma neutra del idn hidréxido, es el radical libre mas
reactivo y, por ello, el mas dafiino. Su vida media es muy corta, alrededor de
10 s (Valko et al., 2007). Debido a su alta reactividad reacciona con la mayoria
de las biomoléculas muy cerca de su lugar de formacidn, produciendo dafios muy
extensos a nivel celular: a nivel de la cadena de ADN produce alteraciones
quimicas en los componentes de sus cadenas y a nivel de la membrana lipidica

favorece su peroxidacion (Scandalios, 2005).

Este radical se produce a partir del ion superdxido por diferentes vias, siendo la
mas importante la denominada reaccién de Fenton en presencia de compuestos
metélicos (Fenton, 1894):

a) Reaccién de Fenton
Fe**+0,;, ——> Fe+0,

Fe**+H,0, — s Fe’*+ OH+ OH-
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b) Reaccion de Haber-Weiss, a partir del peréxido de hidrégeno y del radical
superoxido (Haber et Weiss, 1934):

H,0, +Oe, — > O,+ OH-+ OHe

e e H* e H* e, H*

O, mmp O, ® mumiep  H, 0, =iy OHo+H,, Qi 2H,0

Generacion de Radical hidroxilo desde el oxigeno ——> radical superoxido
—> el radical hidroxilo (Willcox et al., 2004)

Esta reaccion es muy lenta, pero los metales de transicion (hierro y cobre) pueden

acelerar la velocidad de la reaccion al actuar como catalizadores de la misma.

¢) Reduccién de iones metéalicos: el anién superoxido es capaz de reducir los

iones de Fe**, Cu®" u otros iones de metales

Fe¥*/ cu®* +0,° —> Fe¥/cut + 0,

El ion metalico en estado reducido reacciona con el peréxido de hidrogeno:

Fe**/Cut* + H,0, ——>Fe*?/Cu*? +HO" +OH"

El hierro es el metal de transicion mas abundante en el hombre, donde no se
encuentra en forma libre, sino estrechamente unido a proteinas especificas tanto
circulantes como tisulares (transferrina, hemoglobina, ceruloplasmina, ferritina).
Las proteinas plasmaticas apo-transferrina y ceruloplasmina tienen una elevada

capacidad antioxidante.
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La capacidad antioxidante de la apo-transferrina depende de su habilidad para
unirse a 2 iones férricos (Fe**). El hierro libre no esta presente en plasma debido a
que los iones ferrosos (Fe®*) son oxidados a Fe** por la actividad ferroxidasa de la
ceruloplasmina, y son incorporados a la transferrina (Saugstad, 2003). Por eso, no
se ha podido explicar claramente la reduccion del H,O, catalizada por metales en
células de mamifero ya que hay un gran nimero de proteinas de unién a metales
(ferritina, transferrina, ceruloplasmina...) que actuan como reserva de iones

metalicos e impiden que éstos participen en reacciones redox (Valko et al., 2007).

El radical hidroxilo también puede generarse a través de una variedad de
mecanismos: ionizantes la radiacion provoca la descomposicién del agua,
resultando en la formacion de OH e hidrégeno atomos y descomposicion fotolitica
de la alquil hidroperoxido (Buonocore et al 2010)

El radical hidroxilo es muy réapido en reaccion con el radical Oxido de nitrogeno
(NO¢) para general el radical peroxinitrito

0,;"+NO* —> ONOO

el radical hidroxilo también se puede formar a partir del acido hipocloroso por

reaccion con el radical HOCI

HOCI+ 0, ——> HO*+10, +CI

Perdxido de hidrogeno (H,0,)

El peréxido de hidrogeno se considera una ERO por su toxicidad sobre el ADN,
lipidos y membrana celular, asi como por su capacidad de desencadenar la
formacidn de otros RL (Pham-Huy et al., 2008).

Su importancia reside en la capacidad que tiene de atravesar las membranas
biologicas, alcanzar asi los diferentes compartimentos y extender el dafio
oxidativo a otras regiones mas alejadas. Es decir, actla como un mensajero

secundario en la cascada de sefializacion intracelular.
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El H,O, se forma durante el metabolismo aerdbico celular por reduccién
bivalente del oxigeno, por medio de la accién de algunas peroxidasas y de la
SOD:

0,+2e +2H" ——> H,0,

SOD
0,” +0;" +2H" ———> H,0,+02
También se forma en reacciones catalizadas por oxidasas como la L-aminoacido
oxidasa, la glicolato-oxidasa y la monoaminooxidasa, asi como en el proceso de
oxidacion de acidos grasos que se produce en los peroxisomas (Halliwell et al.,
2000).

Reacciona con el radical super6xido para originar el radical hidroxilo (‘OH)
mediante la reaccion de Fenton-Haber-Weiss (la cual depende de las
disponibilidades de Fe o Cu) (Dringen et al., 2005; Halliwell, 1992; Scandalios,
2005).

O, +H,0, — 0,+0 +0O

Debido al consumo normal de oxigeno a nivel celular, la generacion de perdxidos
es constante; el mas abundante de ellos es el peréxido de hidrogeno. Las células
disponen de sistemas enzimaticos susceptibles de eliminar esos RL derivados del
oxigeno como son: catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y SOD (Lishchak,
2014). Sin embargo, las células nerviosas no son ricas en estos enzimas (Dringen
et al., 2005; Lau et al., 2005).

CAT
2H202 _— 2HZO+OZ

GPx
H,0,+2GSH ——> 2 H,O + GSSG
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El perdxido de hidrogeno puede actuar como mensajero del factor de necrosis
tumoral (TNF), activar factores de transcripcion como NF-xB, AP-1, inhibir la
actividad de la fosfatasa fosfotirosina, estimular la protein kinasa, aumentar la
sintesis de derivados de ciclooxigenasa, lipoxigenasa y metabolitos del acido
araquidonico.

Debido a todos estos efectos, el peréxido de hidrdgeno se utiliza en estudio de
cultivos celulares in vitro como agente inductor de estrés oxidativo. En el caso de
cultivos de astrocitos, la principal via de eliminacion es la regeneracion del
NADPH mediante la activacion de la via de la pentosa fosfatasa y un aumento de
la expresion de los enzimas CAT y GPx (Dringen et al., 2005; Mazlan et al.,
2006). El perdxido de hidrogeno desaparece muy rapidamente, siguiendo una

cinética de primer orden.

Radical perhidroxilo (HO,)

El radical perhidroxilo se genera a partir de ‘O,, es un radical libre muy
liposoluble que se considera un indicador muy potente de la peroxidacion lipidica

en las membranas bioldgicas (Kanner et al., 1987; Borbon Jara B. et al., 2015).

Radical alcoxilo y peréxido (RO"y ROO")

Los radicales alcoxilo (RO") y per6xido (ROO") son EROs generados durante la
peroxidacion lipidica por el ataque de algunos radicales libres sobre las cadenas
carbonadas de los acidos grasos de los fosfolipidos que forman las membranas
celulares (Kanner et al., 1987). Se generan continuamente durante el metabolismo

aerobico y por ello deben neutralizarse constantemente (Dringen et al., 2005).

Este proceso de peroxidacion se ve acelerado en presencia de metales de

transicién como Fe o Cu (Halliwell, 1995).

OH’ O,
R-H——— H,0+R" —> ROO"

El mecanismo principal de eliminacion de los radicales perdxido es el glutation.
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2.2.3. ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO

Las especies reactivas de nitrogeno (ERN) representan otra clase de radicales
libres los cuales, en los Gltimos afios, han adquirido mucha importancia. Los

principales ERN con importancia a nivel bioldgico son los siguientes:

Radical 6xido nitrico (NO")

El 6xido nitrico (NO°) es un radical libre, sintetizado en gran variedad de las
células por la enzima éxido nitrico sintasa, aunque es poco reactivo (Prolo et al.,
2015). Su vida media es relativamente larga (3-5 segundos). Se forma en
numerosos tipos celulares por una reaccidon enzimatica catalizada por la enzima

(6xido nitrico sintasa) para la conversion de L-arginina a L-citrulina.

Su importancia radica en ser una molécula de sefializacion biologica oxidativa en
una gran variedad de procesos fisiologicos como neurotransmision, regulacion de
la presion arterial, mecanismos de defensa, relajacion de la musculatura lisa y
regulacion inmunitaria (Nisoli et al., 2003; Valko et al., 2006). Un exceso de
oxido nitrico es citotdxico. Parte de su citotoxicidad es debida a la generacion de
una molécula mucho mas agresiva, el anién peroxinitrito (ONOQ™), que aparece

durante los procesos inflamatorios (Valko et al., 2006).

Radical Peroxinitrito (ONOO™)

Se forma como resultado de un reaccion muy rapida entre NO™ y el anion
superdxido (Kirsch et De Groot, 2002; Beal, 1996).

El radical peroxinitrito, en un ambiente con pH neutro, puede formar &cido
peroxinitroso, el cual a su vez es potente agente oxidante capaz de causar dafio al
ADN vy lipidos (Margaret et al., 1999).

0% + NO* —> ONOO +H* ——>ONOOH NO3

El radical resultante no sélo provoca la oxidacién de ADN, proteinas y lipidos,

sino que también interfiere con importantes vias de sefializacién vascular. Asi, los
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EROs contintan aumentando y reducen la biodisponibilidad de NO y causan
disfuncién endotelial.

2.2.4. FUENTES DE PRODUCCION DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres se producen fisioldgicamente en pequefias cantidades; cuando
se generan en niveles elevados, el origen puede ser tanto exdgeno (exposicion a
oxidantes medioambientales, farmacoldgicos y nutricionales, etc.) como enddgeno
(elevacion de compuestos intermedios o productos tanto de reacciones oxidativas

de las células como de procesos fisicoquimicos o de biotransformacion).

Origen enddgeno. La formacion de las ERO y ERN a nivel celular ocurre por dos
vias, enzimatica y no enzimatica. En las reacciones enzimaticas se incluyen la
cadena respiraturia y el sistema del citocromo P450; entre las reacciones no
enzimaticas se encuentran reacciones de oxigeno con los compuestos organicos y
el proceso de respiracion aerobico a nivel mitocondrial (Pham-Huy et al, 2008;
Packer et al., 1996).

Las reacciones de oxidacion-reduccion (redox) implican la transferencia de
electrones entre dos compuestos y son reacciones comunes Y Vitales para algunas
de las funciones bioldgicas béasicas como respuesta al estrés, desarrollo y

respiracion (Zhang et al., 2016).

Las mitocondrias son los organulos mas importantes y esenciales para la
produccién y conservacion de energia a nivel celular: a partir de glucosa y Oy,

generan ATP mediante la fosforilacion oxidativa (Rego et Oliveira, 2003).

En la cadena respiratoria mitocondrial hay 4 complejos; complejo | a IV
incluyendo NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, coenzima Q-
citocromo C reductasa y citocromo C oxidasa, respectivamente. Los complejos
mitocondriales 1 y Il son los principales productores de radicales libres
mitocondriales conocidos (Du et Yan, 2010), durante la respiracién mitocondrial
la cadena respiratoria se considera como la primera fuente de los radicales libres

en las células (Halliwell et Gutteridge, 1989).
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El O, se reduce en 4 etapas, en cada una de las cuales se transfiere un electron.
Sin embargo, el transporte electronico mitocondrial es imperfecto y la reduccion
monoelectronica del oxigeno genera O, ". La dismutacién espontanea y
enzimatica del O, * da lugar a la formacion de H,0,, y tanto el 0, " como el
H,0,, pueden generar radicales ‘OH a través de reacciones de Fenton catalizadas
por metales de transicion. De este modo, se estima que en condiciones fisioldgicas
normales, entre el 1 y el 3% del oxigeno consumido por el organismo no llega a

formar agua y acaba generando radicales libres y EROs (Figura (4).

succinato
o fumarato

2H+
02 0" 0'2. = > H202 ie_ >
oxigeno anién peréxidode h ()
superoxido hidrégeno 2 hidroxilo

Figura 4. Generacion de especies reactivas de oxigeno por la cadena de transporte

electronico mitocondrial (tomado de UNED.es)

Origen exdgeno. Diferentes compuestos quimicos como pesticidas, humo de
tabaco, determinados contaminantes y disolventes organicos y farmacos (entre
ellos anestésicos) son capaces de inducir dafio oxidativo, en particular por
incrementar la produccion de 6xidos de nitrogeno y radical hidroxilo que llevan al
agotamiento del antioxidante intracelular glutation (GSH) (Dreher et Junod, 1996;
Machlin et Bendich, 1987; Vallyathan et al., 1997).
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Ademés, la radiacion ionizante, UV o0 luz visible en presencia de
fotosensibilizadores pueden provocar la formacion de radicales libres
intracelulares que atacan directamente la cadena de ADN (Demple et Linn, 1982;
Machlin et Bendich, 1987).

2.2.5. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Las células vivas disponen de varios mecanismos para contrarrestar el estrés
oxidativo mediante la produccion de antioxidantes, sustancias que cuando se
encuentran en pequefias cantidades con respecto al sustrato oxidado, previenen de
forma significativa la oxidacion de éste. Las funciones de los antioxidantes son
neutralizar el exceso de radicales libres, proteger las células contra sus efectos
toxicos y contribuir a la prevencion de enfermedades (Pham-Huy et al., 2008;
Wilcox, 2004). En condiciones normales, la mayor parte de los radicales libres

son neutralizados mediante los sistemas antioxidantes celulares.

Como primera linea de defensa, los antioxidantes preventivos como las
peroxidasas y las proteinas quelantes metalicas suprimen la generacion de
radicales libres. A continuacion, como segunda linea de defensa, los antioxidantes
que eliminan los radicales como la vitamina C y la vitamina E ejercen esta
funcion inhibiendo la cadena de oxidacion y evitando su propagacion; las enzimas
de novo actian como tercera linea de defensa, reparando el dafio y

reconstituyendo membranas, proteinas o ADN (Willcox et al., 2004).

En general, en la estructura de los distintos elementos redox que componen los
sistemas de defensa antioxidante, destaca la presencia de dos aminoacidos con un
papel fundamental, cisteina (Cys) y metionina (Met). Su importancia radica en la
presencia de un grupo tiol o tioéter, respectivamente, grupos que son capaces de
oxidarse y reducirse de forma reversible. EI grupo mas importante, que se oxida
con mayor frecuencia, es el grupo tidlico (-SH) de la Cys (Jones, 2008); ésta, por
si sola, se auto-oxida rapidamente y por ello debe protegerse formando parte de

otras moléculas como proteinas estructurales o enzimaticas: caspasas, kinasas,
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fosfatasas, proteasas, actina. Ademas, los residuos de Cys son frecuentes en los
centros activos de proteinas involucradas en procesos de detoxificacion, como las
metalotioneinas, tiorredoxinas, glutation transferasas, citocromos P-450 vy
peroxirredoxinas (Fahey, 2001). Estas proteinas son sensibles a la oxidacion y
tienen capacidad para interaccionar con moléculas electrofilicas y/o cationes
metalicos. La oxidacién reversible de los grupos tidlicos aminoacidicos, hasta
disulfuros y residuos de &cido sulfanilico, va a regular funciones biologicas

mediante tres vias generales:

1) Alterando los residuos de cisteina del centro activo de la enzima
2) Alterando las posibles interacciones macromoleculares, y
3) Regulando la actividad enzimatica, a través de una modificacion alostérica

de la cisteina (Jones, 2008).

Por otra parte, hay que sefialar que el aminoacido selenocisteina también puede
oxidarse, aunque este proceso es menos frecuente que los anteriores. Sin embargo,
hay otras enzimas dependientes de selenio, que ocupan un lugar clave en las rutas

antioxidantes del glutation y la tiorredoxina.1-cloro-2,4-dinitrobenceno.

Los sistemas antioxidantes biologicos se dividen en dos grandes grupos: sistemas

enzimaticos antioxidantes y sistemas antioxidantes no enzimaticos.

2.2.5.1. Sistema antioxidante no enzimatico

La defensa antioxidante no enzimatica esta constituida por un grupo de moléculas
de naturaleza muy diversa procedentes del metabolismo celular entre las que se
incluyen la tiorredoxina, transferrina, acido Urico, melatonina, acido lipoico,
bilirrubina, L-arginina, y el mas importante entre todos ellos, el tripéptido
glutatién (Pamplona et Cosatantini D., 2011; Valko et al., 2006). En este grupo
también se incluyen las metalotioneinas, proteinas de bajo peso molecular y ricas
en dominios de Cys, cuya funcion principal es la quelacion de ciertos cationes

metéalicos como el Zinc (Bell et Vallee, 2009).
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Glutatién

El glutation es un tripéptido compuesto por cisteina, glutamato y glicina. Contiene
un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y el grupo
carboxilo de la cadena lateral del glutamato.

H
N.__-COOH

HOOC\/\)\

Ho o)

HS
@]

N

H

Zlu

Molécula de glutation

A nivel celular, el glutation se localiza en el nucleo, mitocondrias y citoplasma y
se sintetiza por medio de dos enzimas: glutation sintasa y y-glutamilcisteina
sintasa. Como cosustrato, ambas enzimas utilizan ATP (Bains et Shaw, 1997,
Dringen et al., 2000).

El glutation se encuentra en concentraciones elevadas en los tejidos vegetales y
animales (entre 0,5 mM y 12 mM) y desempefia una funcién fundamental en la
defensa antioxidante celular, ya que actua directamente como agente antioxidante
y, ademas, activa determinados sistemas enzimaticos (Lu, 2009; Masella et al.,
2005).

Su capacidad antioxidante frente al dafio oxidativo es debida a la capacidad

reductora del grupo tiol de Cys, capaz de intercambiar electrones.

El glutation libre esta presente principalmente en dos formas: reducida (GSH) y
oxidada (GSSG). Por accion de los enzimas glutation peroxidasa (GPx) y
glutatién reductasa (GR), ambas formas son interconvertibles (Pastore et al.,
2003). El GSH presenta gran capacidad de regulacién del estado redox celular y
juega un papel importante en la supervivencia celular. Asi, la relacion GSSG/GSH

se toma como indice de estrés oxidativo.
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El efecto protector del glutation a nivel celular se produce a varios niveles: actua
como cofactor de diversos enzimas antioxidantes como la GPx, que elimina el
peroxido de hidrégeno generado en el citosol y la mitocondria, y la glutation
transferasa que elimina los productos de la peroxidacion lipidica como el 4-
hidroxinonenal, entre otros; participa en el transporte de aminoacidos a través de
la membrana celular, en la sintesis de prostaglandinas, en el metabolismo de
toxinas, en la potenciacion del sistema inmune y en la prevencion del dafio
oxidativo; captura y neutraliza de forma directa los radicales H,0, y O, vy
detoxifica el per6xido de hidrégeno y el perdxido lipidico; interviene sobre el
potencial redox de los tioles, manteniendo los grupos sulfhidrilos en su forma
reducida, y participa en la comunicacion intracelular en el SNC. También
participa en la regulacion de la apoptosis celular (Dringen et al., 2000; Lu, 2009;
2013; Valko et al., 2006).

Los niveles de glutation aumentan en presencia de sus precursores, como Cys, y
disminuyen en presencia de otros como dimetilmaleato. En astrocitos, el glutation
ejerce un efecto neuroprotector marcado y los niveles del mismo se mantienen

constantes durante su desarrollo (Dringen et al., 2000; Jha et al., 2000).

Coenzima Q (Ubiquinol)

El coenzima Q10 o ubiquinona es un antioxidante potente. Se considera
equivalente a una vitamina liposoluble y se localiza a nivel de la membrana

celular, formando parte de las lipoproteinas (Ahmadi et al., 2016).
Bilirrubina

La bilirrubina es el producto final de la degradacién del grupo hemo. Es un
antioxidante liposoluble y por tanto capaz de inhibir la lipoperoxidacion. Es
considerado como un antioxidante de gran importancia fisiologica; en los
liposomas, la bilirrubina suprime la oxidacién en mayor medida que el a-
tocoferol, considerado como el anitoxidante de referencia, y es el antioxidante

mas potente frente a la peroxidacion lipidica (Stocker et al., 1987).

Dentro de los sistemas antioxidantes no enzimaticos de origen exdgeno, cabe

destacar el efecto protector de diversas vitaminas, como la vitamina E (a-
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tocoferol), que protege las membranas de la peroxidacion lipidica (Ahmadi et al.,
2016; Ambrogini et al., 2016; Cederberg et al., 2001; Omur et al., 2016;
Shimpuku et al., 2000), la vitamina A y acido retindico (Hamishehkar et al., 2016;
Zeng et al., 2017), y la vitamina C o &cido ascoérbico, antioxidante primario que
neutraliza directamente las especies radicales (Aguirre et May, 2008); el ascorbato
es importante para la maduracion neuronal y la proteccion del cerebro contra el

estrés oxidativo (Harrison et May, 2009).

2.2.5.2. Sistema antioxidante enzimatico

El sistema antioxidante enzimatico estd formado por un complejo enzimatico de
defensa que actia de forma coordinada y que incluye la (SOD), (CAT), (GPx),
tiorredoxina reductasa y (GR). Estas enzimas estan implicadas fundamentalmente

en la inactivacion del radical superdxilo y el peroxido de hidrégeno.

Superdxido dismutasa (SOD)

La SOD es la primera y mas importante linea de sistema enzimatico frente a los
radicales libres y, particularmente frente a radicales anion superoxido que
transforma en peroxido de hidrégeno mediante una cinética de primer orden. Se
localiza principalmente en las neuronas (Packer, 1996).

SOD
0,"+0, " +2H" — > H)0,+ 0,

La existencia de la SOD fue descubierta en 1969 por McCord y Fridovich, como
un enzima dimérico generado normalmente de forma constante en pequefias
cantidades mediante la respiracion aerobica. En el hombre, existen tres tipos de
SOD: Cu, Zn- SOD citos6lica, Mn-SOD mitocondrial, y SOD extracelular (Zelko
et al., 2002):

- Cu, Zn- SOD cataliza la dismutacion del radical superdxido a peroxido de
hidrogeno y oxigeno molecular. Su induccion es fundamental en la prevencion

del envejecimiento debido al estrés oxidativo y a factores ambientales.
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Algunas patologias, como la esclerosis lateral amiotrofica, aparecen asociadas
a una mutacién en el gen de este enzima (Banci et al., 1998; Birben et al.,
2012).
Mn-SOD es necesaria para la supervivencia de la vida aerdbica y el desarrollo
de la resistencia celular frente al dafio inducido por ERO. En procesos de
degeneracion cerebral, es mas abundante en astrocitos reactivos que en
neuronas, lo que sugiere que este enzima es activado como mecanismo de
defensa frente a los efectos negaticos de las ERO (Mates, 2000; Rohrdanz et
al., 2001), se expresan ampliamente en el pulmén humano Mn-SOD se
localiza en la mitocondria matriz. EC-SOD se localiza principalmente en el
extracelular especialmente en areas que contienen altas cantidades de las fibras
de colageno y alrededor de los vasos pulmonares y sistémicos. Eso también se
ha detectado en el epitelio bronquial, alveolar epitelio y macréfagos alveolares.
En general, CuzZn- SOD y Mn-SOD acttan como captadores de los radicales
superéxido.
SOD extracelular es un enzima secretor. Es el mas importante de la pared
intersticial de los vasos sanguineos, y el Unico enzima extracelular conocido
con capacidad para eliminar el anion superéxido (Enghild et al., 1999; Flynn
et Melov, 2013).

Catalasa (CAT)

La CAT o hidroperoxidasa es un enzima presente en la mayoria de las células de

mamiferos y de no mamiferos aerdbicos. Es un enzima del grupo hemo,

tetramérico, que contiene cuatro ferriprotoporfirinas por molécula. En la célula, se

almacena en pequefios organulos llamados peroxisomas (80%) y en el citosol

(20%). Muchos microorganismos presentan mas de una catalasa (Chelikani et al.,
2004; Nicholls et al., 2001).

Es uno de los enzimas mas eficaces que existen: no se produce saturacion a

ninguna concentracién de peréxido de hidrégeno, su principal sustrato.

2H,0, CAT s 2H.0+0;
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Es un enzima fundamental frente al estrés oxidativo. Ademas de detoxificar frente
al perdxido de hidrogeno, actla sobre los perdxidos lipidicos para transformarlos
en alcoholes inertes y como peroxidasa frente a moléculas mas pequefias como

metanol, etanol y nitritos (Mattes, 2000).

Glutatién peroxidasa (GPx)

Este enzima fue descrito por Mills en 1957. Se localiza principalmente en las
astrocitos (Packer et al., 1996), donde actla reduciendo hidroperdxidos a cambio
de oxidar el glutation:

GPx
ROOH+2G > ROH + GSSG + H,0

El GSH actua como donante de electrones. El producto de la reaccion, el glutation

oxidado, es regenerado a GSH por medio de la GR.

Esta formada por cuatro subunidades idénticas, cada una con un residuo de
seleniocisteina esencial para su actividad enzimatica. Existen dos isoformas de
GPx, la dependiente de selenio y la GPx independiente de selenio (Valko et al.,
2006).

- La GPx dependiente de selenio (GPx-Se) es un tetramero (80 kDa) con un
residuo de seleniocisteina en cada centro activo, se localiza principalmente en
el citosol. Presenta una gran actividad frente al H,O, y los hidroperdxidos
organicos (ROOH).

- La GPx independiente de selenio (GPx-no-Se) es un dimero (19-25 kDa) que
se encuentra en el citoplasma de las células, y presenta actividad frente a los
peréxidos organicos (ROOH), reduciéndolos a formas mas estables como los
hidroxidos (ROH), utilizando como sustrato reductor al GSH que da lugar al
glutatién oxidado (GSSG)

La GPx reduce el perdxido de hidrogeno cuando su concentracion es baja. Cuando

su concentracién se eleva, actda la CAT, con mayor afinidad por el peréxido de

hidrogeno.
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Glutation reductasa (GR)

La glutation reductasa es una flavoproteina y un enzima crucial en el metabolismo
celular, catalizando la reduccion de GSSG a GSH, dependiente de NADPH. Es
por lo tanto fundamental para recuperar los niveles adecuados de glutation
reducido y cualquier alteracion de su actividad provoca un aumento en la

produccion de EROs.

GR
GSSG + 2 NADPH —> 2GSH + 2 NADP*

La GR se localiza principalmente en el citosol y las mitocondrias (Carlberg et
Mannervik, 1985; Kertulis-Tartar et al., 2009; Ulusu et Tandogan, 2007).

2.2.6. DANO OXIDATIVO A LAS BIOMOLECULAS

Reacciones en cadena de peroxidacion lipidica

Los radicales libres y otras especies reactivas son capaces de extraer un dtomo de
hidrogeno de un &cido graso saturado generando un radical lipidico (R-), el cual
puede reaccionar con O, dando lugar a un radical peroxilo (ROQO"). Estos radicales
peroxilo contribuyen a la propagacion de las reacciones en cadena de
peroxidacion lipidica, sustrayendo atomos de hidrogeno de otros &cidos grasos
insaturados cercanos, generando asi nuevos radicales lipidicos (R:) e
hidroperdxidos lipidicos (ROOH). Estos ultimos se descomponen en radicales
alcoxilo (RO:) y peroxilo (ROO-) contribuyendo a la propagacién del dafo

oxidativo.

Esta descomposicion se ve facilitada por la exposicion a luz UV o por la presencia
de iones metalicos, a través de la reaccione de Fenton. Asi, metales de transicion

tales como el hierro y el cobre son capaces de acelerar la iniciacion y propagacion
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del proceso de peroxidacion lipidica por el siguiente mecanismo (Lee et al.,
2004):

RH + metal®™* — 5 R+ Metal @ V*

A su vez, los metales pueden descomponer los hidroperdxidos lipidicos generando
radicales peroxilo y alcoxilo, acelerando las reacciones en cadena.

ROOH + Fe **/ Cu?* ——> ROO"+H*+Fe?* /Cu *
ROOH + Fe?* | Cu2*———> RO’ + OH + Fe** / Cu?*

Los metales estan implicados en la generacion del oxigeno singlete, pudiendo

ademas reaccionar con peroxido de hidrégeno para generar radicales hidroxilo.
F82+ + 202 % OZ._+ 102 + Fe3+

Metal »* + H,0, ———> °"OH + OH" + Metal @ V*

La mayor parte de los componentes celulares pueden ser dafiados por los radicales
libres, pero las proteinas, los acidos grasos insaturados, los &cidos nucleicos y los
hidratos de carbono son los objetivos fundamentales estos ERO, dando lugar a

nuevas especies reactivas que contindan el dafio oxidativo.

Dafo oxidativo a Proteinas

El dafio oxidativo de los radicales libres a las proteinas in vivo puede afectar la

funcion de receptores, enzimas y proteinas de transporte (Aruoma, 1998).

Los radicales libres de oxigeno estan implicados de forma muy importante en la
oxidacion de las proteinas que conduce a modificaciones estructurales. El dafio se
dirige a aminoacidos aromaticos, Cys y enlaces disulfuro, residuos de prolina. En

términos funcionales, este dafio tiene serias implicaciones para la integridad
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conformacional de varios componentes extracelulares de naturaleza protéica,

incluyendo IgG, albumina y colageno (Lunec, 1990).
Dafio oxidativo a lipidos

Los lipidos de la membrana presentes en organulos subcelulares son altamente
susceptibles al dafio de los radicales libres. Cuando los radicales libres reaccionan
con los lipidos generan una peroxidacién lipidica directa que a su vez da lugar a
unos efectos directos e indirectos (Devasagayam et al., 2004).

Dano oxidativo a carbohidratos

La oxidacion de carbohidratos inducida por los radicales libres ha sido estudiada
en menor medida que la reaccion sobre proteinas. Moléculas como la glucosa,
manosa Yy desoxiazucares se auto-oxidan para producir H,0, y oxoaldehidos,
metabolitos implicados en la patogénesis de la diabetes, cancer y enfermedades
cronicas asociadas con el consumo de tabaco (Lunec, 1990).

Danfo oxidativo a ADN

El dafio oxidativo de los radicales libres al ADN se produce por la accion de
EROs o ERNs sobre la cadena de ADN, provocando mutaciones en pares de
bases, reordenamientos, delaciones, inserciones como el radical OH®, etc. Estos
cambios afectan a la transduccion de la informacion citoplasmatica y celular y a la
actividad de las proteinas y genes que regulan la respuesta al estrés, proliferacion
celular, diferenciacion y apoptosis (Devasagayam et al., 2004; Wiseman et
Halliwell, 1996).

La formacién de radicales libres también esta implicada en la toxicidad de una
amplia variedad de xenobidticos (antimicrobianos, farmacos antitumorales y
otros). Realmente, muchos de estos compuestos quimicos ejercen su accién toxica
mediante la activacién metabolica a productos intermedios reactivos que son los

radicales libres (Martinez-Cayuela, 1998).
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2.2.7. DANO OXIDATIVO Y ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

El SNC es particularmente sensible y susceptible a dafios inducidos por EROs
debido a su morfologia, a su metabolismo normal que implica un elevado
consumo de oxigeno y a la composicion de su membrana celular, con muchos
acidos grasos poliinsaturados. Ademas, es relativamente deficiente en defensas
antioxidantes y tiene un alto contenido en hierro y ascorbato que favorece la
generacién de mas EROs a través de la reaccion de Fenton/Haber Weiss (Rego et
Oliveria, 2003).

Las principales consecuencias del estrés oxidativo a nivel cerebral son la
disminucion intracelular de los antioxidantes, rotura de ADN, peroxidacion y
degradacion lipidica, inflamacion celular, aumento del consumo de glucosa,
oxidacion y sulfoconjugacion de proteinas, aumento de la concentracion
citoplasmética de i6n calcio libre, disminucion del potencial de membrana
mitocondrial con la consiguiente inhibicién del transporte activo de iones y la

recuperacion de neurotransmisores.

El envejecimiento natural provoca una disminucion de la respuesta celular al
estrés debido a cambios morfoldgicos y bioguimicos paulatinos. La supervivencia
celular esta ligada a la capacidad de resistencia a las agresiones, capacidad que
disminuye con la edad. Al envejecer, aumenta la produccion de EROs, lo cual va
ligado a alteraciones funcionales, aumento de la oxidacion protéica y peroxidacion
lipidica, entre otros. La degradacion de los lipoperdxidos da lugar a multiples
productos terminales entre los que destaca el malondialdehido (MDA); la
cuantificacion del mismo se ha utilizado como un indice del dafio oxidativo a
lipidos (Andersen, 2004).

Los trastornos neurodegenerativos son un grupo heterogéneo de las enfermedades
del sistema nervioso, incluyendo el cerebro, la médula espinal y los nervios
periféricos, que tienen diferentes etiologias. Muchos son hereditarios, otros son
secundarios a procesos toxicos o metabolicos, y otros resultado de una infeccion
(Singh et al., 2004).
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Las enfermedades neurodegenerativas causan la muerte de las células neuronales
hasta el punto de ocasionar progresion de la enfermedad neuroldgica, Hay
muchos tipos diferentes de enfermedades neurodegenerativas incluyendo, pero sin
limitarse, la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA),
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) y la enfermedad de Huntington. Estas
enfermedades afectan a millones de personas en todo el mundo y en todas ellas se
ha detectado un dafio oxidativo importante en la zona afectada (Halliwell, 2011).

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer fue descrita por primera vez por el meédico aleméan
Alois Alzheimer en 1907. Se trata de la enfermedad neurodegenerativa mas
comun, afectando aproximadamente al 5% de la poblacion a la edad de 65 afos y
hasta el 30% de los mayores de 85 afios (Galimberti et Scarpini, 2013). La EA es
un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible caracterizado por la
pérdida de la memoria a corto y largo plazo; en los estadios avanzados de la
enfermedad, los pacientes exhiben alteraciones del comportamiento incluyendo
agitacion, irritabilidad, ansiedad, delirios y depresion. La patologia comienza en la
corteza transentorrinal, continda hasta la corteza entorrinal, el hipocampo, la

amigdala y otras areas corticales (Braak et Braak, 1991; Rodriguez et al., 2012).

El signo neuropatologico de la EA es la acumulacion progresiva de material
fibroso insoluble que normalmente no se encuentra en el SNC humano (Braak et
Braak, 1991), con pérdida de neuronas y sinapsis y alteraciones relacionadas con
procesos reactivos (Duyckaerts et al., 2009). Estad asociada con marcadores
histopatoldgicos especificos como depdsitos extracelulares focales de B-amiloide
fibrilar (también Ilamadas placas neuriticas o seniles) en el parénquima del
cerebro y las paredes de los vasos sanguineos; acumulacion intraneuronal de
ovillos neurofibrilares compuestos de filamentos tau-hiperfosforilados anormales
(Rodriguez et al.,2012); peroxidacion lipidica elevada con aumento de los niveles
de 4-hidroxi-2-noneanal glutation; aumento en el dafio del ADN de linfocitos;

modificacion de proteinas en la corteza frontal (Rahman, 2007).

37



Revision bibliografica

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson fue descrita por primera vez en 1817 por James
Parkinson, Esta patologia tiene una prevalencia de alrededor del 1% a la edad de
65 afios, aumentando al5% a la edad de 85 afios. La incidencia en hombres es
ligeramente superior a las mujeres (Hirtz et al., 2007).

La enfermedad comienza lentamente como disfuncion neuronal originada por la
muerte de las células dopaminérgicas (DA) de la sustancia nigra pars compacta
(SNC) (Fearnley et Lees, 1991). Cuando los sintomas motores de la enfermedad
aparecen, mas de la mitad de la DA de las neuronas ya ha desaparecido (Fearnley
et Lees, 1991). La demencia puede ser una complicacién temprana de la EP pero
su incidencia aumenta hasta el 78% en estadios posteriores (Aarsland et al.,
2003). Hoy en dia estad profundizando en la busqueda de biomarcadores para

detectar la enfermedad antes de la aparicion de la sintomatologia motora.

Esclerosis lateral amiotrofica

La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad neuroldgica progresiva y
devastadora caracterizado por debilidad muscular progresiva hasta paralisis total
con manifestaciones clinicas heterogéneas y signos de neurona motora superior e
inferior (Polkey et al., 2016). Patolégicamente, la ELA se caracteriza por la
degeneracion de las neuronas motoras y la muerte con gliosis que reemplaza a las

neuronas perdidas (Yang et al., 2016).
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2.3. Rosmarinus officinalis L.

2.3.1. Estudio botanico

La especie Rosmarinus officinalis se incluye en la siguiente situacion taxonémica:

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae

Tribu: Mentheae

Género:  Rosmarinus

Especie:  Rosmarinus officinalis

Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis L.

Son sinénimos: Rosmarinus officinalis subsp. palaui (O. Bolos & Molin.); R.
flexuosus Jord. & Four.; R. laxiflorus var. reptans Debeaux; R. laxiflorus De Nog;
R. officinalis var. nutans Cout.; R. officinalis var. palaui O. Bolos & Molin.; R.
palaui (O. Bolos & Molin.); R. rigidus Jord. & Fourr.; R. serotinus Loscos; R.

tenuifolius Jord. & Fourr.

Nombres comunes:

Castellano: Romero, Romani, Romeu
Arabe: IKlil, Klil

Francés: Romarin

Griego: Dendrolivano

Inglés: Rosemary
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Turco: Biberiye, Mezarotu, Hasalban

La familia Lamiaceae abarca aproximadamente 224 géneros y 5.600 especies
distribuidas en todo el mundo (Dominguez-Vazgez et al., 2002).

El nombre del género, Rosmarinus, deriva del latin ros(roris), que significa rocio,

y marinus, que significa mar, siendo conocido como el “rocio del mar”.

El género Rosmarinus se extiende de forma natural en la zona mediterrénea,
aungue se cultiva ampliamente en todo el mundo. En la Peninsula Ibérica aparece
representado por tres especies: R. officinalis L., R. eriocalix Jord. & Fourr. y R.
tomentosus Hub.-Mor. & Maire.

R. officinalis es un arbusto aromatico de hoja perenne, perteneciente a la familia
de las labiadas, que presenta un tallo lefioso y muy ramificado de entre 1 y 2 m de
altura. Sus hojas, muy abundantes, largas y estrechas, crecen directamente sobre
el tallo sin pedunculo, con unas dimensiones de entre 1,5y 3 cm de longitud por 2
0 3 mm de anchura. Presentan un color verde oscuro por (el haz) la cara y una
tonalidad blanquecina por el envés. En las plantas mas jovenes se recubren de
abundantes pelos que desaparecen al crecer. En la zona de union de la hoja con el
tallo nacen los ramilletes floriferos Las flores son de color azulado, violaceo o
rosa y nacen en forma de ramilletes en la unién del tallo con la hoja, con un
tamafo aproximado de 5 mm. EIl fruto mide 1 mm y aparece dentro del caliz en

forma de cuatro pequefias nueces de color pardo (Figura 5.).

Tienen la corola bilabiada de una sola pieza. El color es azul violeta palido, rosa o
blanco, con céliz verde o algo rojizo, también bilabiado y acampanado. Son flores
axilares, muy aromaticas y meliferas (contienen miel), se localizan en la cima de
las ramas, tienen dos estambres encorvados soldados a la corola y con un pequefio

diente. La floracion se produce en primavera y otofio.
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Figura 5. Rosmarinus officinalis L.

El origen de la planta es el area mediterranea; se distribuye de forma natural por
toda la region mediterranea occidental, hasta las islas del Adriatico por el Norte y
hasta Libia por el Sur. Crece espontdneamente o en cultivo, en los suelos
calcéreos, localizandose algunas especies también en Asia. R. officinalis se
encuentra asilvestrado en regiones como el Caucaso, Chipre y Macaronesia, Chile
y otras zonas del centro y sur del continente americano (Figura 6A) Se cultiva

como planta ornamental en todo el mundo.
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En cuanto a su distribucién en la Peninsula Ibérica, se encuentra sobre todo en las
zonas centro y este de la peninsula; Unicamente escasea en puntos del Norte y
Noroeste. También es abundante en las Islas Baleares y Canarias (Figura 6B).
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Figura 6. Mapa de distribucion de R. officinalis L. A) en el area mediterranea y B)
en Esparia (Anthos, 2016)
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Su hébitat se encuentra en espacios cubiertos de matorral mediterraneo,
ubicadndose en laderas soleadas y montafiosas cerca del mar y protegido del
viento. Se extiende por terrenos con sustratos calcareos, asentdndose entre
pedregales o arenosos con gran permeabilidad, ya que necesita muy poca
humedad para crecer. Sobrevive hasta los 1.500 m de altitud y soporta
temperaturas minimas de 10° C bajo cero. Crece de forma natural acompafiado de

otras plantas aromaticas como tomillos.

2.3.2. ESTUDIO FITOQUIMICO

2.3.2.1. Compuestos polifenolicos

Los compuestos fenolicos o polifenoles son compuestos naturales ampliamente
distribuidos en el Reino vegetal e incluyen un grupo de estructuras quimicas que
se caracterizan por presentar el nicleo aromatico de benceno, clasificadas segun el
namero de anillos de fenol que contengan y los elementos estructurales que actden
como sustituyentes, habiéndose identificado mas de 8000 estructuras quimicas
diferentes (Pandey et Rizvi, 2009).

En cuanto a su origen biosintético, los polifenoles son productos secundarios del
metabolismo de las plantas derivados de fenilalanina o su precursor, el acido
sikimico (Formica et Regelson, 1995) (Figura 7.). Su funcion en el vegetal es
fundamentalmente de defensa, bien frente a la radiacion ultravioleta o a la

agresion de agentes patdgenos.
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Figura 7. Ruta biosintética de polifenoles

Asi, en la formacidn de polifenoles participan dos rutas metabolicas: la Via de los
policétidos, minoritaria en plantas superiores y la Via del &cido sikimico,
dependiente de luz. Ambas rutas metabolicas se inician con el metabolismo de la

glucosa.

Los enzimas que participan se hallan asociados, formando un complejo
multienzimatico que cataliza todos los pasos de la biosintesis, dando lugar a los
acidos policétidos integramente formados. Pero estas estructuras, donde se da una
alternancia de atomos con y sin oxigeno, son muy inestables y en las plantas se

estabilizan originando compuestos aromaticos de tipo fendlico.

En funcién del namero de anillos fendlicos y de sus sustituyentes, los polifenoles
se agrupan en mas de 10 clases diferentes (Wollgast, 2000); los principales grupos
corresponden a acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (Pandey et
Rizvi, 2009) (Figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica de los principales grupos de polifenoles

Los fenoles se clasifican en funcion del nimero de atomos de carbono de la
cadena alifatica que se encuentra sustituyendo el ndcleo bencénico; asi, podemos
encontrar compuestos de tipo C6-C1 derivados del acido benzoico, como los
polimeros del acido galico, compuestos que en general se encuentran unidos a

azucares y constituyen el grupo de los taninos hidrolizables.

De menor significacion son los compuestos de tipo C6-C2, derivados del acido
fenilacético, como el acido homogentisico. ElI grupo de fenoles simples mas
extenso es el C6-C3 que constituye los derivados de cinamoilo. Estos compuestos,
junto con los de tipo C6-C1y C6-C2, suelen acumularse en estructuras periféricas
del vegetal como las glandulas de esencias, pues son componentes de los aceites
esenciales. Dentro del grupo C6-C3 se encuentran también las cumarinas
compuestos biciclicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, de las que se

han aislado més de 1000 estructuras diferentes.

La distribucién de los polifenoles en el vegetal a nivel tisular, celular y subcelular

no es uniforme. Los compuestos insolubles se localizan en las paredes celulares,
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mientras que los polifenoles solubles se acumulan en las vacuolas. Algunos de
ellos, como la quercetina, se encuentran en todos los productos de la planta: fruto,
cereales, zumos, té, vino, infusiones, etc., mientras que las flavanonas y las
isoflavonas se encuentran mas restringidas. En la mayoria de los casos, los
vegetales contienen mezclas complejas de polifenoles que se acumulan

preferentemente en las capas mas superficiales de las plantas.

Extraccion de polifenoles

Los polifenoles son compuestos relativamente estables que se pueden extraer a
partir de planta seca y pulverizada con diferentes disolventes, tanto en frio como
en caliente. Al tratarse de compuestos con gran nimero de sustituyentes polares,
su extraccion se realiza generalmente utilizando una mezcla de 70-80 % de Agua:
Metanol o 70% de Agua: Acetona. También se pueden utilizar mezclas de agua y
etanol, aunque asi solo se extraen parcialmente, debido a la presencia de

polimeros de alto peso molecular como las procianidinas (Lee et Widmer, 1996).

Para la identificacién y cuantificacion de estos compuestos se pueden utilizar
diferentes técnicas cromatograficas, siendo de especial interés la cromatografia
liquida de alta eficacia o alta resolucion (HPLC).

Como Fase estacionaria se emplean columnas de fase reversa C18
(octadecilsilano), con un tamafo de particula entre 3 y 10 um (Graayer, 1989; Lee
et Widmer, 1996; Markham et Bloor, 1998; Mc Murrough et Byrne, 1992). Las
fases mdviles mas utilizadas para el analisis de polifenoles estan compuestas por
Agua, Acetonitrilo y Metanol, con la adicion de algun corrector acido como el
acetico, formico o fosforico (Lee et Widmer, 1996; Markham et Bloor, 1998).

Los principales compuestos fendlicos presentes en la hoja de romero, con
capacidad antioxidante, son los acidos fendlicos rosmarinico (C1gH160s), caféico
(CoHg0y4) y clorogénico (C16H1500) Y los diterpenos fendlicos carnosol (CaoH2s04)

y &cido carnosico (CyoH2s04) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos identificados

en R. officinalis L.

A partir de cultivos de brotes de romero mantenidos durante 17 meses, se
detectaron cantidades variables de &cido carndsico y carnosol, los cuales fueron
también identificados en cultivos de callos, aunque en cantidades entre 20 y 80
veces inferiores a los primeros. Al realizar cultivos en suspension, solo se detecta

el acido carndsico, también en cantidades muy bajas.

La cantidad de acido rosmarinico es comparable al realizar cultivos de brotes y de

callos, siendo superior su concentracion en cultivos en suspension.

Por tanto, la cantidad de acidos carndsico y rosmarinico y carnosol en los
extractos de romero depende del grado de diferenciacion del tipo de cultivo
celular (Kuhlmann et al., 2006).

Se ha comprobado que el rendimiento en compuestos fendlicos en la especie varia
en funcién de la localizacion geografica, estado fenolégico y momento de la

recoleccion, siendo superior en los meses de verano (junio a septiembre). Esta
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variacion afecta a la potencial capacidad antioxidante del extracto obtenido
(Abuashwashi et al., 2016; Abuashwashi et al., 2014; Almela et al., 2006; del
Bafio et al, 2006; Collins et Charles, 1987; Moreno et al., 2006; Papageorgiou et
al., 2008; Yesil-Celiktas et al., 2007).

2.3.2.2. Aceite esencial

El aceite esencial de romero es un liquido incoloro o amarillo palido, con aroma
caracteristico balsamico, de tipo cineol, mas o menos alcanforado, y con una
composicion compleja que incluye monoterpenos, fenoles, sesquiterpenos, éteres,
cetonas y alcoholes de monoterpenos, esteres de los anteriores, alcanfor,
eucaliptol, a-pineno y borneol (Fahim et al., 1999; Steinmetz et al., 1987), de
forma que los monoterpenos son los compuestos mas representativos. Estos
componentes proceden del metabolismo secundario del vegetal y se biosintetizan

en diversos organos de especies denominadas aromaticas (Figura 10).
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Figura 10. Esquema biosintético de monoterpenos
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De acuerdo con la estructura del esqueleto carbonado de los principales
componentes del aceite esencial, se pueden encontrar tres tipos biogenéticos: tipo
eucaliptol (Italia, Marruecos y Tanez), tipo alcanfor-borneol (Espafia) y tipo a-

pineno-verbenona (Francia, Corcega).

Los principales componentes son el 1,8-cineol (20-50%), a-pineno (15-26%),
alcanfor (10-25%), acetato de bornilo (1-5%), borneol (1-6%), canfeno (5-10%) y
a-terpineol (12-24%) (Figura 5), encontrandose cantidades inferiores y variables
de limoneno, B-pineno, B-cariofileno y mirceno (ESCOP, 1997). Existen ademas
unos limites establecidos a nivel internacional sobre la composicion exacta del
aceite esencial de romero con el fin de garantizar su calidad (1SO, 2000) (Tabla
1).

Ti_po eucaliptol Tipo alcanfor-
(ltalia, Marruecos y borneol (Espafia)
Compuesto Tunez)
% % % %
minimo maximo minimo maximo
a-pineno 9 14 18 26
canfeno 2,5 6 8 13
B-pineno 4 9 2 5
mirceno 1 2 2,5 4,5
limoneno 1,5 4 2,5 55
1,8-cineol 38 55 17 25
p-cimeno 0,5 2,5 1 2
alcanfor 5 15 12,5 22
acetato de bornilo 0,1 1,6 0,4 2,5
a-terpineol 1 2,5 1 3,5
borneol 1 5 2 4,5
verbenona n.d.? 0,4 0,7 2,5
n.d. no
detectable

Tabla 1. Composicion del aceite esencial de R. officinalis L. de acuerdo con la
norma (ISO 1342:2000)
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En la Figura 11 se representa la estructura quimica de los principales componentes del

aceite esencial de R. officinalis L.
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Figura 11. Principales componentes del aceite esencial de R. officinalis L.

La cantidad y composicion del aceite esencial varia entre subespecies, parte de la
planta utilizada, origen geografico y método de preparacion. También varia en
funcion del desarrollo de hojas, flores, tallos y raices de R. officinalis (Angioni et
al., 2004; del Bafio et al., 2006; Palomino et al., 2010). Aunque el rendimiento en
aceite esencial es variable, para que pueda ser considerado oficinal no debe ser
inferior a 12ml/kg (Ph. Eur., & 1560).

En general, los aceites esenciales presentan cierta toxicidad cuando se utilizan in
vivo. En el caso del aceite esencial de romero, es considerado como Seguro
(Generally Recognized as Safe - GRAS) por la Asociacion Americana de
Fabricantes de Fragancias y Esencias (Fragrance and Essence Manufacturers
Association - FEMA) desde 1965 y se encuentra en el listado de la Agencia
Norteamericana de Alimentacion y Medicamentos (Food and Drug

Administration - FDA) para su uso en alimentacion.
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En el afio 1970, el Consejo de Europa incluyo el aceite esencial de romero en la
lista de sustancias, especias y condimentos admisibles para su uso, con una
posible limitacion de la cantidad de principio activo en el producto final (EFSA,
2008). Por lo tanto, las preparaciones conteniendo aceite esencial de romero
pueden considerarse como seguras y carentes de efectos tdxicos a las dosis
recomendadas.

Sin embargo, su uso no se recomienda durante el embarazo debido a la toxicidad
de algunos de sus componentes (McGuffin et al., 1997) y esta contraindicado en
casos de obstruccion del conducto biliar, colangitis, enfermedad hepatica, piedras

en la vesicula biliar y otros trastornos biliares que requieran supervision médica.

2.3.3. ESTUDIO ETNOFARMACOLOGICO

El romero es una planta aromatica que crece de forma espontanea en toda la zona
mediterranea y que ha llevado al empleo de las partes aéreas y el aceite esencial
en medicina tradicional desde la antigiedad, para el alivio de la astenia, debilidad
crénica, como carminativo y para mejorar la circulacion sanguinea, entre otras

aplicaciones (Laguna, 1968; Puerto, 2005).

El aceite esencial ya se empleaba en la antigua Grecia para mejorar la memoria.
En la Edad Media, la obra de Dioscorides “Materia Medica” (1555) describe el
uso del aceite esencial con fines medicinales como tonico, estimulante,
carminativo en casos de dispepsia, para el dolor de cabeza y tension nerviosa
(Laguna, 1968; Puerto, 2005); como aditivo en bafios de agua caliente se ha
aplicado en casos de cansancio y para estimular la circulacién (Morton, 1977). En
la “Materia Medica” hinda (Nadkarni, 1999) se describe por Sus acciones
carminativa y estimulante. Por otro lado, la British Herbal Pharmacopoeia (BHP,
1983) incluye las indicaciones siguientes para el aceite esencial de romero:

“estados depresivos con debilidad general y debilidad cardiovascular” (Tabla 2).
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Forma de uso/ Via de

Preparacion Uso tradicional o Referencia
aplicacion
. Infusion o decoccion de las
Partes aéreas y o ORI )
Aceite esencial Espasmolitico pa,rtes aereas; aceite esencial/
Via oral Ph Fr., 1980
— —————— (Tomero)
Aceite esencial | Antiséptico, cicatrizante | Selucion alcoholica/ Via
de heridas topica
Carminativo,
espasmolitico, sedante, Via oral
Aceite diurético,
esencial, hojas | antimicrobiano BHP, 1983
secas y ramitas | Rubefaciente,
analgésico suave, Via topica
parasiticida
Partes aéreas | Mejora de las funciones Infusion, extracto fluido o
hepatica y biliar yen | tintura/ Via oral
trastornos dispépticos
Adyuvante en ESCOP, 1997
condiciones reumaticas | Extracto etandlico o
Partes aéreas y |y trastornos decoccion de las partes
Aceite esencial | circulatorios periféricos | aéreas; aceite esencial/ Via
topica
Cicatrizante de heridas
y antiséptico
Zir;ﬁz aei:eenacsigl Dispepsia Via oral Blumen_tha}l
(Commission E
monographs,
Aceite esencial | Trastornos reumaticos y | Via topica 1998)

problemas circulatorios

Tabla 2.

Usos tradicionales de R. officinalis L. segun fuentes bibliograficas

En la actualidad, el aceite esencial de romero se utiliza también como tonico y

para tratar la fatiga mental (Laybourne et al., 2003).
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2.3.4. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

Ademéas de sus usos tradicionales, diversas publicaciones cientificas han
demostrado el interés del romero como diurético, antidepresivo, antiespasmadico
y en el tratamiento del resfriado, gripe y dolor reumatico (Chandler, 1985;
Erenmemisoglu, 1997). Recientemente se ha comprobado su eficacia en la
mejoria de factores globales y secundarios relacionados con la memoria (Moss et
al., 2003), asi como su efecto hipotensor y mejoria de la calidad de vida de

pacientes hipertensos (Fernandez et al., 2013).

Basandose en los usos tradicionales de la especie se han publicado numerosos
estudios farmacoldgicos con objetivo de validarlos, asi como identificar los

principios activos responsables de la actividad observada.

2.3.4.1. Preparaciones de Rosmarinus officinalis L.

La actividad farmacologica de las diferentes preparaciones de romero se atribuye
principalmente a su contenido en compuestos fendlicos, con probada actividad
antioxidante: inhiben la produccion de especies reactivas de oxigeno, cuya
acumulacion ejerce un efecto negativo en diferentes drganos y sistemas. Presentan
una actividad quelante de metales y de oxigeno y favorecen la supervivencia
celular (Bravo, 1998; Pandey et Rizvi, 2009Rice-Evans, 1995; Scalbert et al.,
2005a)

Esta capacidad antioxidante permite proteger a los componente celulares frente al
dafio oxidativo y limitar asi las consecuencias derivadas del estrés oxidativo. Los
polifenoles han demostrado actividad antitumoral, antimicrobiana (Konneh et
Caen, 1998), antiinflamatoria (Agarwal et Mukhtar, 1996; Kuo, 1997; Newmark,
1996), antialérgica (Benavente-Garcia, et al., 1997; Middlenton, 1998) y pueden
actuar modulando reacciones inmunes (Rohdewald, et al., 1997), asi como las
acciones de los enzimas topoisomerasa Il DNA (Romanczyk et al., 1997), tirosina
kinasa (Groundwater et al., 1996), citocromo P-450 (Huang et Ferraro, 1992),

oxido nitrico sintasa (Romanczyk et al., 1997), ciclooxigenasa y lipoxigenasa
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(Cook et Samman, 1996; Romanczyk et al., 1997), directamente implicados en

procesos inflamatorios y apoptéticos a nivel celular.

Estudios in vitro

El extracto alcoh6lico de romero presenta una buena actividad ansitespasmédica
en ileo de cobaya aislado utilizando acetilcolina e histamina como agentes
espasmogenos (Forster et al, 1980).

Numerosos estudios demuestran la actividad antioxidante de extractos de romero
y sus principales componentes aislados. La actividad antioxidante de extractos de
R. officinalis depende directamente de la concentracion de diterpenos fendlicos
(Schwarz et al., 1992), observandose una gran variabilidad en la concentracion de

los mismos en las muestras comerciales analizadas (2,8 a 22,5%).

Los cuatro diterpenos acido carnésico, rosmanol, carnosol y epirosmanol, aislados
a partir de las hojas de romero, inhiben la produccion del anion superoxido en el
sistema xantina/xantina oxidasa, mostrando un efecto protector frente al estres

oxidativo (Haraguchi et al., 1995).

El mecanismo de accion in vitro de la infusion y extracto acetato de etilo de R.
officinalis frente a radicales hidroxilo, directa o indirectamente implicados en el
dafo celular, se estudié mediante dos modelos que expresan sus resultados como
ICs0. Ambas muestras (infusién y extracto acetato de etilo) mostraron una baja
actividad como captadores de OH" (Guerreiro et Cunha, 1994). Al estudiar su
actividad antioxidante mediante diferentes modelos, se observd una respuesta
diferente en funcion del método utilizado; el extracto de romero fue capaz de
prolongar el tiempo de respuesta en el ensayo de oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad humanas (LDL) ex vivo. Ademas, la capacidad antioxidante
observada no se relaciona totalmente con el contenido total en fenoles, pero si con
el contenido en acido rosmarinico, principal componente del extracto (Dorman et
al., 2003).
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En el estudio realizado por Kuhlmann et al. (2006) se demostr6 que la actividad
captadora de radicales del extracto de romero (método de DPPH) depende de la
presencia y cantidad de tres componentes: acido carndsico, carnosol y &cido
rosmarinico, y fundamentalmente de este ultimo, relacionado también

directamente con la actividad antiinflamatoria del extracto.

Para estudiar los mecanismos moleculares relacionados con la accion
quimiopreventiva del extracto de romero y algunos de sus componentes aislados,
se utilizaron modelos de cultivo celular hepético y bronquial humanos. Tanto el
extracto como carnosol y acido carnoésico aislados muestran una actividad
inhibidora potente de la formacién de aductos de ADN inducidos por benzo (o)
pireno o aflatoxina B;. Se postula que los dos mecanismos principales
relacionados con esta accion anticarcinogénica son; a) la inhibicion de la
activacion metabdlica de los pro-carcindgenos catalizada por enzimas de fase |
citocromo P450; y b) la induccion de la via de desintoxicacion catalizada por

enzimas de fase 1l como la glutation-S-transferasa (Offord et al., 1997).

El &cido rosmarinico inhibe de forma potente la formacion de acido 5-hidroxi-
6,8,11,14-eicosatetrandico (5-HETE) y los leucotrienos B4 (LTBs) a
concentraciones de 10°-10°M (Kimura et Okida, 1987). Ademas, aumenta la
produccidn de prostaglandina E2 e inhibe el sistema de complemento (Al-Sereti et
al., 1999).

Los efectos del acido rosmarinico y fragmentos de gamma globulinas humanas,
inhibidor de la activacion del complemento, se ensayaron en relacion a los
cambios hematoldgicos y hemodindmicos inducidos por endotoxinas en conejo
(Bult et al., 1985). Sus efectos se compararon con la deplecion causada por el
factor de veneno de cobra (CVF). El acido rosmarinico (20mg/kg) inhibe en un
70% la activacion del complemento tras inyeccion de endotoxina, lo que se
traduce en una reduccion de la sintesis de prostaciclina y tromboxano; asi mismo,
afecta a los efectos independientes del complemento como la leucopenia o la

formacién de edema pulmonar (Bult et al., 1985).
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Los resultados del estudio de Makino et al. (2000) sugieren que el acido
rosmarinico puede prevenir la proliferacion celular mesangial a dosis bajas. La
proliferacion de células glomerulares mesangiales es uno de los principales
hallazgos histoldgicos en diferentes patologias renales y se encuentra mediado por
varios factores humorales. El acido rosmarinico reduce de forma significativa la
sintesis basal de ADN (p<0,001); inhibe de forma significativa y dosis
dependiente la sintesis del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (p<0,01 a 0,05). El estudio dinamico
mostré que el acido rosmarinico es efectivo incluso adicionado ocho horas
después del estimulo de crecimiento y sugiere que suprime la entrada de las
células mesangiales en fase S (Makino et al., 2000).

El &cido carnosico ha demostrado efecto inhibidor de proteasas frente al virus de
inmunodeficiencia humana (IC90 = 0,08ug/ml), mientras que el extracto de
romero mostro un 50% de inhibicion en la formacion de placa viral (Paris et al.,
1993; Romero et al., 1989). El efecto citotoxico TC90 en linfocitos H9 del &cido
carndsico es de 0,36pg/ml, muy cercano a la dosis antiviral eficaz (Paris et al.,
1993).

Un extracto metanolico con un 30% de acido carnésico, 16% de carnosol y 5% de
acido rosmarinico ha mostrado un efecto potente como agente antimicrobiano
frente a bacterias Gram positivas (concentracion minima inhibitoria- MIC entre 2
y 15mg/ml), Gram negativas (MIC entre 2 y 60mg/ml) y levaduras (MIC de
4mg/ml). En contraste, un extracto acuoso conteniendo un 15 % de &cido

rosmarinico, mostrd una actividad antimicrobiana menor (Moreno et al., 2006).

El extracto etandlico de romero (0,59/100g peso corporal) ejerce un efecto
hepatoprotector cuando se administra a ratas durante 3 semanas, usando
tetracloruro de carbono y ciclofosfamida como compuestos mutagénico y
hepatotdxicos. Este efecto es comparable al obtenido con silimarina como
compuesto de referencia, observandose una mejoria en los parametros séricos y
hepéticos (Fahim et al., 1999).
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Este efecto hepatoprotector también se observa en el modelo de dafio inducido por

hidroperdxido de terc-butilo en rata (Joyeux et al., 1990).

Estudios in vivo

Una de las principales indicaciones tradicionales del romero esté relacionada con
alteraciones en el eje hepato-renal, fundamentalmente trastornos hepatobiliares.
Los brotes jovenes de la planta han demostrado efecto hepatoprotector y sobre la
secrecion biliar en animal de experimentacion, observandose ademas un efecto
diurético suave; estas propiedades no se obtienen al ensayar la planta entera (Asai
et al., 1999; Fleurentin et al., 1986; Haloui et al., 2000; Hoefler et al., 1987).

El extracto hidroalcohodlico (70%) de R. officinalis. disminuye el indice de lesion
ulcerosa en diferentes modelos experimentales en rata.

Ademas, estudios preliminares realizados con el &cido rosmarinico aislado
muestran el efecto anti-inflamatorio a nivel gingival (van Dyke et al., 1986).

Asi mismo, se han publicado ensayos que muestran cierto efecto hipoglucémico
en ratdn, tras la ingesta de una infusion de hojas de romero (Erenmemisoglu et al.,
1997).

El efecto a nivel inmunoldgico observado en los estudios in vitro, Unicamente se
observa en los ensayos in vivo en condiciones de estrés, como una deficiencia en

proteinas o antioxidantes (Babu et al., 1998).
Otros estudios detectan cierta actividad de los principales componentes de R.

officinalis como antitumorigénicos, citotoxicos o antimutagénicos (Fahim et al.,
1999; Singletary et Nelshoppen 1991).
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2.3.4.2. Aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.

El aceite esencial de romero se investigd junto con los aceites esenciales de
Mentha piperita L., y Salvia officinalis L. con el fin de comprobar su actividad
espasmolitica en la musculatura longitudinal de ileo de cobaya, comprobandose
que la concentracion de los componentes de los aceites esenciales influye en su
accion. Los tres aceites esenciales ensayados muestran actividad espasmolitica. La
accion estimulante del pineno se traduce en la induccion de espasmos, mientras
que el sumatorio de los demas componentes lleva a un efecto

espasmadgeno/espasmolitico (Taddei et al., 1988).

Las mismas muestras se ensayaron a dosis entre 0,1 y 1 mg/Kg, via i.v., en
cobayas macho, mediante el método experimental de Boissier y Chivot. El
esfinter de Oddi, en estado de contraccion con hidrocloruro de morfina (1 mg/kg,
I.v.), se relajé tras la inyeccion de las tres muestras. El tiempo necesario para
recuperar la contraccion normal del esfinter de Oddi se acelera de forma

proporcional a la dosis de aceite esencial (Giachetti et al., 1988).

Al estudiar la actividad espasmolitica de los compuestos aislados frente a los
agentes espasmoégenos BaCl, y acetilcolina, el alcanfor no mostrd actividad

agonista frente a ninguno de ellos (Cabo et al., 1986).

El aceite esencial de R. officinalis ejerce un efecto relajante sobre el musculo liso
de traguea en un modelo de 6rgano aislado (Aqel, 1991). Las contracciones
inducidas por acetilcolina en musculo liso de conejo y las inducidas por histamina
en cobaya son inhibidas por el aceite esencial, de forma dosis dependiente y
reversible. Los resultados obtenidos indican un posible mecanismo de accion

como antagonista de calcio (Agel, 1991).
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El aceite esencial de romero muestra mayor actividad antioxidante que sus
principales componentes aislados (1,8-cineol, a-pineno, B-pineno) en los ensayos
de DPPH y blanqueador de B-pineno, siendo aquella directamente dependiente de
la concentracion ensayada (Wang et al., 2008).

A nivel de la contractilidad del musculo cardiaco (Hof et Ammon, 1989), el aceite
esencial, con un contenido de 40,9% de 1,8-cineol, 5,2% de acetato de bornilo,
13,9% de a-pineno y 7,1% de B-pineno, se ensayO sobre auricula aislada de
cobaya y se comparé su efecto con el obtenido en ileon aislado. El
comportamiento observado es diferente en ambos musculos: en ileon aislado, la
inhibicion media maxima de las contracciones inducidas por acetilcolina se
obtiene con concentraciones mas altas de 1,8-cineol (465nl/ml frente a 100nl/ml),
mientras que ocurre lo contrario con el acetato de bornilo (112nl/ml frente a
400nl/ml). Los autores concluyeron que tanto el aceite esencial de romero como el
1,8-cineol y el acetato de bornilo deprimen la contractilidad del musculo cardiaco
e inhiben las contracciones inducidas por acetilcolina en ileon de cobaya (Hof et
Ammon, 1989). Los resultados del estudio realizado posteriormente con el aceite
esencial en musculo liso vascular de conejo sugieren un efecto relajante directo,

dosis dependiente y reversible (Aquel, 1991).

La actividad antimicrobiana y fungicida del aceite esencial de romero es débil,
inferior a la de otros aceites esenciales estudiados como el de Satureja montana
L. o Thymus vulgaris L., aunque con un espectro de accion amplio (Benjilali et
al., 1986; Panizzi et al., 1993).

Asi  mismo, tiene actividad insecticida frente a Drosophilla auraria
(Konstantopoulou et al., 1992), no posee capacidad de inhibir el crecimiento de
Candida albicans (Larrondo et Calvo, 1991).

En resumen, los estudios publicados demuestran el efecto beneficioso de R.
officinalis a nivel digestivo, como carminativo y en transtornos como flatulencia o

distension abdominal. EIl aceite essencial posee efecto antibacteriano y anti-
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inflamatorio, mientras que el extracto de la planta presenta actividad diurética y, a

dosis muy elevadas, hepatoprotectora.

La actividad antioxidante de R. officinalis depende fundamentalmente de los
diterpenos fenolicos, como acido carndsico, carnosol y rosmanol, cuyo contenido
en la planta puede variar en funcion de su estado fenoldgico, origen geogréafico o
incluso técnica de secado o destilacion. Estudios in vitro indican que el compuesto
con mayor potencia antioxidante es el &cido carndsico. Los experimentos
realizados en animal de experimentacion demuestran la actividad inhibidora de los

diterpenos sobre peroxidasas lipidicas y su influencia en los niveles de glucosa.

Todo lo anteriormente expuesto demuestra el interés del estudio en profundidad
de la composicion quimica y de la actividad antioxidante del extracto metanolico
y el aceite esencial de Rosmarinus officinalis mediante ensayos que abarquen
diferentes mecanismos de accion, ya que unicamente se han realizado ensayos

preliminares con resultados positivos y prometedores a este nivel.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1.1. Rosmarinus officinalis L.

El material vegetal utilizado en este trabajo corresponde a la parte aérea de
Rosmarinus officinalis L. procedente de flora espontanea de diferentes
localizaciones geogréficas de la peninsula Ibérica (Tabla 3). La parte aérea de la
planta se recolecté de forma manual en plena floracion, entre los afios 2009 y
2010.

Los ejemplares fueron autentificados por la Dra. M2 Angeles Cases Capdevila y el
Dr. Federico Varela Nieto (Departamento de Plantas Aromaticas y Medicinales.
Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria —INIA-,
Madrid, Ministerio de Ciencia e Innovacion). Un espécimen de cada muestra se

conserva en el Herbario interno del INIA para control.

Figura 12. Espécimen de Rosmarinus officinalis L. (Tomado por el autor)

63



Muestra Provincia

1

© 00 N o o1 B~ W

11
12

13

14

Toledo
Toledo

Toledo

Murcia
Murcia
Albacete
Valencia
Guadalajara
Cuenca

Guadalajara

Zaragoza

Tarragona

Tarragona

Madrid

Municipio
Ontigola

Almorox
Alcaudete de la
Jara

Lorca
Moratalla
Robledo
Lliria
Alcocer
Huete

Cifuentes

Pina de Ebro

Pontils

Flix

Morata de Tajufia

Localidad
Ontigola/Aranjuez TO2542

Pinar de Almorox CM507 cruce N403

N502 km134

La Paca, finca La Misquiruela
La Rogativa
CM3133 km33
Casinos/Alcubias CV245 km6-7
N320 km202.5 camino rural

Huete/Vellisca dcha. La Pefiuela
Masegoso de Tajufia/Cifuentes N204
km52-53
La Almolda/Monegrillo A1104 km34-35
izda.

Sant Magi de Brufaganya Las Fuentes
La Palma d'Ebre/Flix T703 km1-2

Puente de Arganda

Latitud
400051N

401729N

394957N

375222N
380841N
384704N
394521N
402809N
400829N

404837N

413514N
412859N

411615N

401347/N

Longitud
0033514W

0042154W

0045209W

0015320W
0021343W
0022705W
0004104W
0023252W
0024158W

0024022W

0002029W
0012705E

0003514E

0032613W

Tabla 3. Descripcion geogréafica de las muestras de R. officinalis L. recolectadas
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Altitud
589

715

477

833
1161
1002

502

710

847

936

407
704

149
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Las muestras recolectadas se extendieron de forma adecuada para su secado, en
una habitacién aireada, a temperatura ambiente y protegida de la luz. Se tomaron
muestras para controlar la pérdida de humedad a los 14, 15 y 16 dias, de acuerdo
con las monografias correspondientes de la Ph. Eur. 2.2.32 Pérdida por
desecacion (20232) y Hoja de romero (1560). Una vez desecadas, las muestras se
almacenaron en bolsas de papel, en lugar fresco, seco y protegido de la luz hasta

su utilizacion.

3.1.1.1.1. Aceite esencial

El aceite esencial de las diferentes muestras de romero se obtiene por destilacion
por arrastre en corriente de vapor de agua de los tallos, con sus hojas y flores,
empleando un aparato Clevenger, tal y como se detalla en el apartado de Métodos
(3.2.2.2)

3.1.1.1.2. Extracto metandlico

El extracto metanolico de las muestras de romero se obtiene por maceracion de las
partes aéreas secas de la planta con metanol R, tal y como se detalla en el apartado
de Métodos (3.2.2.4.).

3.1.2. MATERIAL CELULAR

3.1.2.1. Cultivo celular

Los estudios de actividad se llevan a cabo en la linea celular U373-MG ECACC
(European Collection of Animal cell Cultures, Salisbury, Wiltshire, Gran
Bretafia). Son células que provienen de astrocitoma-glioblastoma cerebral humano
con aspecto estrellado, con una buena adherencia a los frascos de cultivo
utilizados y cuyo crecimiento se produce en monocapa.
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3.1.2.2. Material de cultivo celular

Medio DMEM con 4,5 g/l de glucosa, L glutamina, Na piruvato y 25 mM de
HEPES, y Gentamicina al 0,5% como antibidtico.

Suero fetal bovino (FBS) al 10% para el crecimiento y al 1% para el
mantenimiento del cultivo.

Frascos de cultivo de 75 cm?

Autoclave, Trace Raypa Steam Sterilizer, Modelo STERICLAV-S (Raypa,
Espafia)

Bario termostatizado, Modelo Unitronic 320 OR (Selecta Precisterm,
Espafia)

Cabina de flujo laminar vertical, Thermo Scientific. (MSC Advantage,
Espafia)

Centrifuga Sorvall RT 6000 Du Pont Instruments (Giralt, EEUU)
Congelador de -80°C, Modelo 902, Thermo electron corporation. (ULT
Freezer, Esparia)

Eppendorf de 0,5; 1,5y 2 ml (Sarsdtedt, Alemania)

Frigorifico y congelador -20°C (Balay, Espafia)

Incubador termostatizado con gas CO2, Modelo Heracell 150 (Thermo
Electron Corporation, Espafia)

Microscopio optico invertido (NIKON TMS, Japon)

Nitrogeno Liquido, 35 VHC (Taylor-Wharton, Alemania)

Pipetas estériles (Sarsdtedt, Alemania)

Frascos de cultivo estériles (Sarsdtedt, Alemania)

Placas petri y placas de 96 pocillos estériles (Sarsdtedt, Alemania)

Tubos estériles de 15 y 50 ml (Sarsdtedt, Alemania)

3.1.2.3. Téxico

Se ha seleccionado como téxico el peréxido de hidrogeno (H, O, - Sigma, St.

Louis, MO, USA) en base a su capacidad de generar especies reactivas de

oxigeno, produciendo un dafio celular que puede desembocar en muerte celular. El

H, O, es una especie reactiva que produce dafio oxidativo a nivel del ADN
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(siendo este dafio mucho mayor que el producido por el hierro), en los lipidos y en
la membrana celulares.

En las diferentes técnicas utilizadas en este estudio, se ha usado tritén X-100
como control negativo
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3.2. METODOS
3.2.1. HUMEDAD

Una cantidad exactamente pesada de cada una de las partes aéreas en flor de las
diferentes muestras recolectadas, se preservan para secarse, en ausencia de luz y
T@ ambiente, registrdndose su peso durante 14 dias. Finalmente, cuando esta
pérdida no varie anotamos el porcentaje de humedad.

3.2.2. ESTUDIO FITOQUIMICO

3.2.2.1. Obtencidn del aceite esencial

Las partes aéreas en flor de las diferentes muestras recolectadas, una vez
desecadas, se extraen por destilacion por arrastre en corriente de vapor de agua,

siguiendo la monografia “Hoja de romero” de la Farmacopea Europea2005,

(01/1560) (Rosmarini folium).

La extraccion se realiza con una bureta tipo Clevenger (2.8.12 Determinacion de
aceites esenciales en drogas vegetales). Partiendo de 25.0g de la droga troceada,
ésta se introduce en un matraz de fundo redondo de 1000ml y se extrae con 300ml
de agua destilada con un flujo de 2-3ml/min durante 3h. Al cabo de 10min de
reposo, el volumen de aceite esencial recogido en la bureta se anota se separa y
conserva en viales de color ambar, adecuadamente etiquetados y llenos,

protegidos de la luz, a una temperatura de 4°C.

El rendimiento de la muestra se expresa en ml de aceite esencial por kilogramo de
planta seca. El aceite esencial de romero presenta un aspecto claro, movil, de

color amarillo palido o incoloro, con un aroma caracteristico.
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3.2.2.2. Caracterizacion del aceite esencial por Cromatografia de
gases (CG)

Las muestras de aceite esencial obtenidas a partir de las diferentes muestras de
romero se analizan por Cromatografia de Gas-Liquido (CG), mediante un
Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama y columna capilar de
30m, de 5% fenil-metil silicona (equipo informéatico Hewlett Packard 6890
Series). Se aplica un gradiente de temperatura de 70 a 240°C, con un incremento
de 3°C por minuto, manteniendo la temperatura final durante 2 minutos. Para la
identificacion de los componentes de los aceites esenciales, se utilizan los tiempos
de retencion relativos de sustancias puras y los correspondientes indices de
Kovats. La cuantificacion de los componentes se realiza de acuerdo con las areas

de sus picos cromatografico.

3.2.2.3. Extracto metandlico

A partir de los residuos de la destilacion de cada una de las muestras, éstos se
llevan a sequedad en estufa a 35°C hasta peso constante. El residuo seco y
pulverizado en molino de aspas tipo Culati con malla de 5um se conserva libre de
humedad hasta proceder a su extraccion.

Una cantidad de muestra, previamente desecada y desengrasada (20g,
aproximadamente, exactamente pesados), se somete a extraccion con Metanol R
por maceracion/percolacion en frio, durante 24h. Al cabo de este tiempo, se filtra
a través de un filtro de pliegues. El extracto metabo6lico obtenido se recoge en

viales adecuadamente etiquetados y se almacena en frio hasta su utilizacion.
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3.2.2.4. Caracterizacion de los extractos metandlicos por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Los extractos metandlicos obtenidos se analizan por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) en un Cromatdgrafo liquido-liquido con detector de
Diodo-Array y equipo informatico, Agilent 1100 Series equipado con una
columna C18 de fase reversa y aplicando una elucion en gradiente lineal,
comenzando con 10% de metanol y 90% de agua y finalizando con 95% de

metanol y 5% de agua en 50 minutos.

La identificacion se lleva a cabo por comparacion de los espectros de absorcion de
los componentes detectados en los extractos con los de sustancias puras, mediante
un detector de diodos. La cuantificacion se realiza por el método de patron

externo.

3.2.2.5. Determinacion del contenido total en compuestos fenolicos

en los extractos metandlicos

Los polifenoles totales se determinan mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau (Folin et Ciocalteau, 1927), utilizando &cido galico como
compuesto de referencia (Singleton et al., 1999). Este método se basa en la
capacidad de los compuestos fenolicos para reaccionar con agentes oxidantes
(Folin-Ciocalteau) a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de

ser cuantificada espectrofotométricamente a 760 nm.

El reactivo de Folin-Ciocalteau contiene molibdato y tungstato sodico,
compuestos que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce
los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, cromdgenos de color azul
intenso, de tungsteno (WsO23) y molibdeno (MogO,s), siendo proporcional la

intensidad de color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula.
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En tubos de 50 ml, previamente forrados de papel aluminio para evitar reacciones
de fotosensibilidad, se afiaden 500 pl del extracto de R. officinalis L disuelto en
metanol (Lmg/ml) y 500 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu. Pasados 3 minutos se
afiaden 10 ml de una disolucion de Na,COg3 (75 g/l) y 14 ml de agua destilada,
agitando varias veces, seguido de reposo durante 1 h. A continuacion, se toma 1ml
de nuestra en una cubeta de cuarzo y se mide su absorbancia a una A de 760 nm en
un espectrofotometro (UVIKON 930, Kontron Instruments) (Saura-Calixto et al.,
2007). Como referencia se prepara una curva de calibracién con diferentes
concentraciones de acido galico (6,75-400 ppm), cuya absorbancia se mide con el
procedimiento anteriormente descrito, a partir de 500 ul de cada concentracion de

acido galico.

Con el fin de determinar la concentracion en fenoles se realizd una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de acido galico (6,75-400 ppm). Al
igual que con las muestras en estudio, se afiadieron 500 pl de cada concentracion

de &cido galico y se procedio de la misma forma.

El contenido total en compuestos fenolicos (T) se obtiene por extrapolacion a
partir de la recta de regresion absorbancia/concentracion del acido galico y se
expresa como ppm equivalentes de acido galico por mg de muestra (Gallic Acid
Equivalents: GAE).

T=(CxVxDF)/m

Siendo C, la concentracion de cada extracto obtenida de la recta de regresion; V,
el volumen inicial en que se disuelve el extracto; DF, el factor de dilucion y m, el

peso del extracto.
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3.2.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

3.2.3.1. Determinacion de la actividad antioxidante: capacidad de

absorcioén de radicales libres de oxigeno (ORAC)

La actividad captadora de radicales libres de los extractos y del aceite esencial se
determina por el método ORAC siguiendo el protocolo de Davalos et al. (2004)
con pequefias modificaciones. Este método determina la capacidad antioxidante
de una sustancia o muestra problema frente al dafio oxidativo producido por un
agente pro-oxidante (radical peroxilo). La fluoresceina es un compuesto
fluorescente adicionado a la muestra a analizar; en presencia de los radicales
peroxilo generados por descomposicion térmica del 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro (APPH), la fluoresceina pierde su capacidad de
fluorescencia (Ou et al., 2001). Los compuestos con actividad antioxidante son
capaces de neutralizar los radicales peroxilo mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno, evitando su reaccion con la fluoresceina y por tanto, la disminucion de

fluorescencia.

Material utilizado:

Espectrofluorimetro Optima Fluostar (BMG Labtechnologies Gmb, Offenburg,
Alemania)

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich,
Espafia)

Fluoresceina (Sigma-Aldrich, Espafia)

Metanol (Panreac Quimica, Espafia)

Tampon PBS (tampdn fosfato salino) (NaH,PO4.2H,0 + K;HPO,4) 75 mM, pH 7,4
(Panreac Quimica, Espafia).

Las muestras de aceite esencial de romero se diluyen en proporciéon 1mg/ml en
Metanol/PBS (500ul/500ul).

Las muestras correspondientes a los extractos metandlicos de romero se diluyen
en tampon PBS (1mg/ml). A partir de esta solucion, se preparan diferentes

concentraciones a ensayar con tampén PBS.
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El antioxidante de referencia utilizado es un analogo sintético hidrosoluble de la
vitamina E, Trolox, diluido en la misma solucién tamp6n, con un rango de

concentracion 1-8 uM.

En placa de 96 pocillos de poliestireno negro, se disponen 20 pl de las distintas
concentraciones de muestra a analizar, 20 pl de tampon fosfato (Blanco) o
distintas concentraciones de Trolox (estandar positivo). Se afiaden a continuacion
120 pl de fluoresceina a todos los pocillos (concentracion final 70nM),
manteniendo las placas en incubadora a 37°C durante 10 minutos. Después de
adicionar el radical iniciador APPH (60 pl, concentracion final 12mM), se mide la
fluorescencia en un el espectrofluorimetro durante 2h, medida cada 90 segundos.
La A de excitacion es de 485nm y la de emision de 520 nm, en un total de 104
ciclos. El lector de microplacas de fluorescencia se controla por Software
FLUOstar (V2.20 R7). Todas las muestras de reaccion se preparan por duplicado

y se ensayan independientemente al menos tres veces.

Las medidas de fluorescencia se normalizan por diferencia entre el area bajo la
curva de la muestra y el area bajo la curva del blanco. De las curvas normalizadas,

el area bajo la curva de caida de fluorescencia (AUC) se calcula como:

AUC=1+> 1i981/1,
donde,
fo: lectura de fluorescencia inicial medida a tiempo 0O
Fi: lectura de fluorescencia medida a un tiempo determinado (i)
El area bajo la curva neta (AUC) que corresponde a cada muestra se determina de
la siguiente manera:

AUC neta = AUC antioxidante (Trolox o muestra problema) - AUC blanco

Se calculan asi las ecuaciones de la recta de regresion que relaciona area y
concentracion del compuesto antioxidante en estudio. El valor ORAC de una

muestra problema es el cociente de la pendiente de su recta de regresion entre la
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pendiente de la recta de regresion correspondiente al Trolox, obtenidos en el
mismo ensayo, y los resultados se expresan en pmoles equivalentes de Trolox /
mg de muestra. Siendo la concentracion de antioxidante de las muestras
proporcional a la intensidad de la fluorescencia en el ensayo (Ou et al., 2002;
Tomer et al., 2007).

3.2.3.2. Determinacién del radical DPPH

El radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) se caracteriza por su gran
estabilidad debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la
molécula completa, lo que hace que, a diferencia de la mayoria de los radicales
libres, la molécula no se dimerice. Esta deslocalizacion produce un color violeta

intenso con una banda de absorcidn alrededor de los 520 nm.

El método disefiado por Blois (1958) y desarrollado por Brand-Willams et al.,
(1995), y Molyneux (2004), consiste en la cuantificacion del cambio de color que
experimenta la molécula en presencia de sustancias antioxidantes: en estado de
reposo, el DPPH posee un electron desapareado y es de color azul-violeta; en
presencia de una sustancia antioxidante, el color violeta se desvanece a amarillo

palido. El cambio de color se cuantifica por espectrofotometria a A = 517nm.

DPPH+ + (AH) n ——3 DPPH-H + (A*) n

donde AH es un agente antioxidante que actua como anti-radical y dona atomos
de H a la molécula de DPPHe, dando como resultado un radical con estructura

estable.
La deslocalizacion del electron y la pérdida de absorbancia de DPPHe proporciona

un indice que permite estimar la capacidad captadora de radicales libres de los

compuestos ensayados.
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Los resultados se expresan como Concentracion Inhibitoria Cincuenta (ICso),
definida como la concentracion de sustrato que causa un 50% de pérdida de
absorbancia del DPPH.

El material empleado es el siguiente:

Espectrofluorimetro Optima Fluostar (BMG Labtechnologies Gmb, Offenburg,
Alemania)

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) (Sigma Aldrich, Espafia)

Metanol (Panreac Quimica S.A. Barcelona, Espafia)

Anéalogo biosintético hidrosoluble de la vitamina E: Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich, Espafia)

Se preparan las soluciones madre de las muestras de aceite esencial y extractos
metanolicos de romero, en metanol (Img/ml). A partir de esta solucion, se
preparan las diferentes concentraciones a ensayar. Se prepara un solucion stock de
DPPH 1mM en metanol protegida con papel de aluminio a 4C°.

En una placa de 96 pocillos se afiaden las diferentes concentraciones de las
muestras, hasta un volumen total de 220ul. Como un blanco se utiliza el metanol
y como control positivo, Trolox. Las concentraciones finales de DPPH en cada
pocillo se establecen mediante la realizacion de las curvas de calibrado y su
extrapolacion correspondientes. La placa se incuba en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Al cabo de este tiempo, la pérdida de absorbancia del DPPH se mide en un
espectrofluorimetro a A = 517nm, a temperatura ambiente. Todas las muestras se
analizan por triplicado y los resultados se expresan como la media de tres

experimentos independientes.
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3.2.4. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.2.4.1. Cultivos celulares

El cultivo celular se mantiene en medio DMEM con 4,5 g/l de glucosa, L
glutamina, y HEPES 25mM, sin piruvato, con Gentamicina al 0,5% como
antibidtico, suero fetal bovino (FBS) al 10% para crecimiento o al 1% para

mantenimiento del cultivo.

Cuando las células alcanzan el 80% de confluencia en los frascos de cultivo, es
necesario realizar un subcultivo celular para mantener un crecimiento éptimo.
Para ello, se afiade PBS sin calcio y sin magnesio para eliminar los restos de
medio de cultivo (los iones calcio y magnesio inhiben la accion de la enzima
tripsina) y se adiciona Tripsina, para romper la union de las células adheridas al
sustrato. Se incuban durante 2-3 minutos a 37°C y CO; al 5%. A continuacion, se
afiaden 10 ml de medio de cultivo para neutralizar la tripsina con los cationes Ca**
y Mg?* y se centrifuga en tubo Falcén al500 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se elimina y el pellet se resuspende en 10 ml de DMEM-c. De esta
forma, la suspension celular queda preparada para la realizacion de los diferentes
ensayos.

Antes de llevar a cabo cualquier protocolo de experimentacion, es necesario
realizar un recuento de células para asegurar que el nimero de células viables es
similar en todos los ensayos. Para ello se emplea el método de exclusion con azul

tripan (Tripan Blue) en la camara de Neubauer (Keith et Elliot, 1979).figura 13.

El azul tripan es un coloide que se introduce en el interior de las células que
presentan roturas en la membrana, de forma que tifie de manera selectiva las
células muertas. Las células vivas, al no captar este coloide, se observan

refringentes al microscopio Optico de contraste, facilitando su visualizacion.

A 90 pl de la suspension celular se afiade azul tripan en relacion 1:10. En la
camara de Neubauer se realiza el recuento de células presentes en los cinco
cuadrantes de la cAmara y se obtiene el valor medio. EI nimero de células por

mililitro de suspensidn permite calcular el nimero de células total.
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Figura 13. Camara de Neubauer. Distribucion de los cuadrantes que la componen

El célculo del niamero de células totales (NCT) en un volumen de suspension

dado, se realiza aplicando la siguiente formula:

N° de células totales = [n° células viables x 10* x F x Volumen suspension]

5 cuadrantes

donde,

namero de células contadas en los cinco cuadrantes sombreados de la camara de
Neubauer dispuestos en L

10* : factor de conversion de la camara

F : Factor de dilucion: 10

Volumen total de suspension en ml

A continuacion se siembran en frascos de cultivo o en las placas necesarias para el

experimento y se incuban a 37°C y 5% de CO,.

La conservacion a medio-largo plazo de las células se realiza por congelacion,
utilizando medio de congelacion: suspension de suero fetal bovino (FBS)
suplementado con glicerol al 10% como agente crioconservador. El glicerol es
capaz de penetrar en el interior celular, se solidifica el agua sin que se formen
cristales, lo cual evita la formacién de cristales de hielo que puedan destruir la
integridad de las membranas y organulos celulares (Ameigeiras et Gil-Loyzaga,

2011).

Para congelar las células, se lavan con PBS sin Ca/Mg y se afiade tripsina. A
continuacién se neutraliza con medio de crecimiento al 10%. Posteriormente se

realiza su centrifugacion a 1500 rpm durante 10min y tras eliminar el
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sobrenadante, se resuspende el pellet en medio de congelacion y se traspasa a un
vial de crioconservacion (1-2ml) adecuadamente etiquetado.

El proceso de congelacion debe ser gradual para minimizar el dafio celular. Las
células se mantienen 24 h en un congelador a -20°C.A continuacion, se cambian
a un congelador de -80°C en donde se mantienen un tiempo minimo de una

semana y un maximo de dos meses.

Para periodos mas largas de tiempo, las células se almacenan sumergidas en
nitrogeno liquido (-196°C). Cuando es necesario descongelarlas, se introducen los
viales en un bafio a 37°C, con agitacion rapida. Una vez descongeladas, las células
se siembran en frascos de cultivo y se mantienen en un incubador a 37°C, CO;, al
5%. El medio de cultivo se cambia a las 24 h de la descongelacion para retirar las
células muertas y los restos de glicerol que puedan afectar al crecimiento. Al cabo
de diez dias desde la descongelacion, las células ya estan preparadas para ser

utilizadas en los diferentes ensayos.

Cada 2 6 3 dias se cambia el medio del cultivo para el crecimiento de las células.
Se trabaja con células que se encuentren entre los pases 1 y 30. Para mantener la
supervivencia celular durante los tratamientos con las diferentes muestras se
utiliza medio DMEM de mantenimiento (DMEM-m) de igual composicion al de

crecimiento, excepto por contener 1% de FBS.

3.2.4.1.1. Preparacion de las muestras

Para realizar la evaluacion de la actividad bioldgica de las muestras, se preparan
distintas concentraciones de los aceites esenciales y extractos metandlicos a partir
de soluciones madre de concentracion 1mg/ml en PBS exento de calcio y
magnesio (Invitrogen S.A., Espafia)., previa disolucion en dimetilsulféxido
(DMSO0), mantenidas a -20°C y protegidas de la luz. Las diluciones se preparan
con el fin de obtener unas concentraciones finales equivalentes a las consideradas

activas para algunos de sus componentes
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3.2.4.1.2. Tratamiento celular

A partir de la linea celular U373-MG en fase de matenimiento en la placa
correspondiente, se realiza el tratamiento (pre-incubacién) con las distintas
muestras a estudiar, es decir, aceite esencial o extracto metandlico, durante 24 h, a
las concentraciones seleccionadas. Posteriormente, se estudia el efecto
neuroprotector de las células en un modelo de estrés oxidativo inducido por H,0,
1 mM, durante 30 minutos.

Estos cultivos celulares se utilizan para los siguientes estudios: determinacion de
la viabilidad celular, generacién y captacién de EROs, determinacion de proteinas,
determinacion de la actividad del enzima antioxidante catalasa, determinacion de

la actividad de caspasa-3, determinacion de la peroxidacion lipidica (MDA).

3.2.4.2. Estudios sobre cultivos celulares

3.2.4.2.1. Estudio de viabilidad celular: ensayo de reduccion de
MTT

La supervivencia celular se evalia mediante el método de la reduccion del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

El MTT es un indicador de la actividad mitocondrial de las células vivas; es una
sal soluble en agua y de color amarillo que actGa como aceptor de electrones, de
manera que se reduce a nivel mitocondrial dando lugar a un compuesto de
coloracién azul-violacea (formazan) (Liu et al., 1997; Mosmann, 1983; Takahashi
et al., 2002).

La intensidad de la coloracion esta en relacion directa con la viabilidad celular, ya
que Unicamente las células vivas poseen deshidrogenasas mitocondriales capaces
de transformar la sal. Los cristales de formazan formados son insolubles en agua
pero solubles en DMSO, el cual se puede cuantificar por espectrofotometria a una
A de 550nm.
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Los reactivos utilizados son:

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT) (Sigma-
Aldrich, Espafia)

Dimetilsulféxido (DMSO) (Panreac Quimica, Espafia)

Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich, Espafa)

Se siembran las células en placas de 96 pocillos, con una densidad de 50.000
células/pocillo y se incuban a 37°C y 5% de CO, durante 24h con los diferentes
tratamientos (0,5-250 pg/ml de aceite esencial y 3,13-800ug/ml de extracto
metanolico). Como control negativo se emplea Triton al 5%. A continuacion, se
aspira el medio y se adicionan 100ul de una disolucién de MTT (2 mg/ml en PBS)
con medio DMEM al 10%. Se deja incubar 1h a 37°C. Al cabo de este tiempo, se
adiciona DMSO para disolver los cristales de formazdn formados e
inmediatamente después se mide la produccion de formazan por

espectrofotometria a A = 550nm en un lector de placas (Digiscan 340).

Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad, considerando el 100%
de viabilidad la media de las absorbancias de los pocillos con células no tratadas

con los productos en estudio.

3.2.4.2.2. Evaluacion del dafo celular

Para el establecimiento de un modelo de dafio celular por oxidacion en los
cultivos de astrocitos y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en estudios
previos realizados por el grupo investigador, las células se tratan con H,O,1mM

como agente oxidante.

Las células (5x10° células/pocillo) se incuban durante 24 h en placas de 96
pocillos con 100ul medio DMEM-c/pocillo. A continuacion, se tratan con las
diferentes concentraciones de muestras de aceite esencial y extracto metandlico y
se incuban durante otras 24 h. Posteriormente se someten a estrés oxidativo
mediante la adicion de H,O, 1mM, incubando las placas durante 45 min a 37°C y

5% de CO,. Pasado ese tiempo, el medio de cultivo se sustituye por medio
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DMEM-m vy se deja en incubacion durante otras 24h. Al cuarto dia del inicio del
experimento, se retira el medio y se afiade 100pul MTT/pocillo (2 mg/ml). Las
placas se incuban entonces en ausencia de luz durante 1 h a 37°C vy, tras afiadir
100p! DMSO/pocillo, se mide la absorbancia en un lector de placas a A = 550 nm.
Los resultados se comparan con un grupo control, no tratado y se expresan como
porcentaje de viabilidad, considerando como 100% de viabilidad la media de las
absorbancias de los pocillos con células no tratadas con los productos en estudio.

3.2.4.2.3. Estudio de la morfologia celular

La observacion de la morfologia de las células vivas en cultivo, tratadas y sin
tratar con el aceite esencial, el extracto metandlico o Trolox, se realiza mediante
un microscopio de contraste de fases que permite su visualizacion sin tener que

realizar tinciones que podrian originar cambios fisioldgicos en las propias células.

La adquisicion de imagenes se llevd a cabo con una camara digital (Moticam
2500, 5.0 MP Live Resolution) acoplada al microscopio y el tratamiento de las

mismas con el programa Motic Images Plus 2.0.

3.2.4.2.4. Actividad antirradicalaria

El método empleado para determinar la generacion de radicales libres de oxigeno
se basa en la 2°,7’-diclorohidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), molécula
fotosensible que se degrada en presencia de la luz. La DCFH-DA atraviesa la
membrana celular y, por accion enzimatica de esterasas intracelulares es
desacetilada y se transforma en diclorohidrofluoresceina (DCFH), producto no
fluorescente capaz de reaccionar con especies reactivas de oxigeno para oxidarse a
diclorofluoresceina (DCF), compuesto fluorescente que se puede determinar. La
intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de
especies reactivas de oxigeno generadas (LeBel et al., 1992; Afri et al., 2004;
Fernandez-Gomez et al., 2005; Wang et Joseph, 1999).
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Los reactivos empleados son:

— 2, 7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (0,01 M en DMSO)
(Sigma-Aldrich, Espafia)

— Glucosa (Panreac Quimica S.A.)
— Solucion de fosfato salino (PBS) (Invitrogen)

En una placa de 96 pocillos se siembran 5 x 10° células/pocillo y se adicionan
200ul/pocillo de una solucion DCFH-DA con PBS glucosado (50ul de DCFH-DA
en 25ml de PBS glucosado), protegido de la luz; se incuba durante 30min a 37°C
y 5% de CO,. A continuacion se aspira el medio y se lavan las células con
200ul/pocillo de PBS glucosado. Seguidamente se afiaden los compuestos en
estudio (1, 2,5 ,5y 12,5 pg/ml de aceite esencial y 12,5, 25, 50 y 100 pg/ml de
extracto metandlico) y el control negativo, H,O, 1mM, dejando actuar durante 30
minutos. Después de este tiempo, se procede a la lectura utilizando un Fluorimetro
Lector de microplacas FLx800, BioTek, Instruments, Inc., en las siguientes
condiciones de lectura: A de excitacion = 480 nm y A de emision = 510nm. Las
medidas se toman cada 10 minutos en la primera hora de medida (7 medidas) y

cada 30 minutos en la siguiente hora (2 medidas).

3.2.4.2.5. Preparacion de los extractos celulares

Se preparan extractos citosolicos para la realizacion de los siguientes ensayos:
determinacion de la concentracion de MDA por HPLC, determinaciones

enzimaticas y determinacion de los niveles de glutation.

Las células se siembran en placas de Petri de 75cm? y se dejan crecer hasta
confluencia. A continuacion, se tratan con las diferentes concentraciones de aceite
esencial y extracto metanolico disueltas en medio DMEM-m (1%) y se dejan
incubar durante 24h a 37°C y 5% de CO,. Seguidamente se recogen las células

mediante rascado en tubos Falcon de 15ml y se centrifuga (800 rpm) durante 5
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min a temperatura ambiente. El sobrenadante se aspira y se lavan las células con
1ml de PBS, introduciendo a continuacién los contenidos en tubos Eppendorf de
1,5 ml, siendo nuevamente centrifugados a 800 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. Los sedimentos se emplean inmediatamente o se conservan a -20°C

para su posterior determinacion.

A la hora de ser utilizados, se realiza un lisado celular empleando tampdn de lisis
(TRIS 25mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, Triton X-100 1%) (Sigma-Aldrich,
Espafia) en agua destilada, ajustando el pH a 7,4. A 5 ml del tampén se le
adicionan distintas antiproteasas (100ul de leupeptina a una concentracién de
1mg/ml en agua destilada; 175ul de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una
concentracion 0,5mM en isopropanol (Panreac, Espafia); 50ul de pepstatina
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1mg/ml en metanol) para evitar el
deterioro de proteinas y enzimas. A cada eppendorf con la muestra de células se
afiaden 300ul de esta mezcla de tampdn de lisis y antiproteasas, manteniéndolos
en frio (hielo triturado) durante todo el proceso de lisado (20 min). A
continuacion, las muestras se sonican (dos ciclos a 80 Hz) también en frio para
evitar la desnaturalizacion de las proteinas y se centrifugan en ultracentrifuga
refrigerada (Solvall RL-5B, Dupont Instruments, USA) a 15.000 rpm durante 10
min a 4°C, obteniéndose un sobrenadante que corresponde con el extracto

citosolico.

En el modelo de toxicidad celular, los astrocitos cultivados, después de ser
tratados durante 24h con las muestras, se incuban con H,O, 1mM en DMEM-m
(hasta un volumen en placa de 4 ml) durante 45 min. Pasado el tiempo de
incubacion, se retira el toxico y se afiade DMEM-m, siguiendo el procedimiento

descrito anteriormente.

3.2.4.2.6. Determinacion de la concentracion de las proteinas

La determinacién protéica se realiza por medio del método del acido

bicinconinico (Smith et al., 1985), basado en la determinacién de proteinas de
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Lowry (Lowry et al, 1951). En un primer paso es preciso extraer el extracto

citosolico de la suspension celular.

Esta técnica se basa en la propiedad de las proteinas, en medio alcalino, de reducir
el cobre en estado de oxidacién Il a estado de oxidacion | de forma concentracion-
dependiente, lo que le permite reaccionar con el &cido bicinconinico y formar un

complejo de color violeta que podemos registrar a A=550 nm.
Los reactivos utilizados son:

Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU)

Solucién de &cido bicinconinico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU)

Solucion de sulfato de cobre (1) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU)

La determinacion se lleva a cabo sobre los extractos celulares totales. En una
placa de 96 pocillos con 3ul de los extractos citosdlicos de cada una de las
muestras, se aflade agua miliQ hasta 25ul y a continuacién, 200ul/pocillo de una
mezcla de &cido bicinconinico al 98% (v/v) y sulfato de cobre al 2% (v/v). Se deja
incubar a 37°C durante 1 h, protegido de la luz. Al cabo de este tiempo los
pocillos se ven de color morado; la absorbancia se mide entonces en un lector de
placas a una A = 550nm. Cada muestra se analiza por triplicado. En la misma

placa se prepara una recta patron con albimina sérica bovina (BSA) (0-20ug/pul).

La concentracidn de proteinas se determina mediante extrapolacion de los datos
de absorbancia obtenidos la curva patron de albumina y se expresa como mg de

proteina/ml de muestra.

3.2.4.2.7. Determinacion de los niveles de glutation

El sistema de Glutatién reducido (GSH) es el principal sistema antioxidante no
enzimatico, siendo capaz de reaccionar con los radicales libres y reparar el dafio
inducido por éstos mediante reacciones de transferencia de electrones, originando
glutatién oxidado o disulfuro (GSSG).
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La determinacion de GSH y GSSG se realiza mediante el método de Hissin et Hilf
(1976), con ligeras modificaciones. Este método se basa en la capacidad del
fluordforo o-ftaldehido (OPT) de reaccionar con aminas primarias en presencia de
grupos tiol, sulfitos y ciano que generan un compuesto fluorescente (isoindol),

detectado a una A de excitacion de 420 nm y 350 nm de emision.

Esta reaccion del OPT (Sigma-Aldrich) con el GSH se produce a pH 8 y con
GSSG, a pH 12. Un pH superior a 8 provoca la oxidacion del GSH, por lo cual se
adiciona N-etilmaleimida (NEM) (Sigma-Aldrich).

Los extractos citosolicos previamente obtenidos y con una concentracion en
proteinas evaluada (ver apartados 4.3.4.5. y 4.3.4.6.), se tratan con acido
perclorico (Panreac Quimica, S.A.) al 1% v/v, durante 5 min. A continuacion se
centrifugan a 14.000 rpm durante 10min, a 4°C para retirar las proteinas. El
sobrenadante se recoge para la determinacion de GSH y GSSG. Por ultimo, se
determina el indice redox como cociente entre la concentracion de GSSG y GSH.

3.2.4.2.8. Determinacion del glutation reducido

En una placa de 96 pocillos se afiaden 50ul de muestra, 150ul de tampon fosfato
(NaH,PO4/ Na;HPO,4) 0,1 M/EDTA 0,005 M en agua destilada a pH 8 y 20ul de
una solucién extemporanea de OPT en metanol (1 mg/ml). La palca se mantiene
durante 15min en la oscuridad, a temperatura ambiente. A continuacion se mide la
absorbancia en un fluorimetro (FLx-800) a una A de excitacién de 420 nm y A de

emision de 350 nm.

La curva patron de GSH se realiza con una disolucién 9,7mM en tampon

fosfato/EDTA. Todas las muestras se preparan por triplicado.
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3.2.4.2.9. Determinacién del glutation oxidado

En una placa de 96 pocillos se anaden 50ul de muestra y 3ul de NEM (7,5 mM
diluido en tampdn fosfato/EDTA, pH 8, preparado diariamente), dejando las
placas en oscuridad durante 5 min. A continuacion, se afiaden 150ul de NaOH 0,1
N (Panreac Espafia S.A.) en agua destilada, pH 12 y 20 ul de la soluciéon de OPT a
cada pocillo, dejando las placas de nuevo en oscuridad durante 15min. A
continuacion se mide la absorbancia en un fluorimetro (FLx-800) a una A de

excitacion de 420 nm y A de emision de 350 nm.

La curva patron de GSSG (Sigma-Aldrich) se realiza con una disolucion 9,1mM
en solucién de NaOH en agua destilada.

Las concentraciones de GSH o GSSG para cada una de las muestras se obtienen

mediante la siguiente ecuacion:

mg GSH 0 GSSG = (AAm- b)/axC xv
donde,
- AAm: valor de absorbancia de la muestra
- b: ordenada en el origen de la recta patrén correspondiente
- a: pendiente de la recta
- C: concentracion de proteinas en mg/mi
- v: volumen de la muestra (50pul)
El indice redox (IR) se expresa como el cociente GSH/GSSG

Acido perclorico (HCIO4) (Panreac Quimica S.A.)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Panreac Quimica S.A.)
Glutation oxidado (GSSG) (Sigma-Aldrich)

Glutation reducido (GSH) (Sigma-Aldrich)

Hidroxido sodico (NaOH) (Panreac Quimica S.A.)
N-etilmaleimida (NEM) (Sigma-Aldrich)
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fluordforo oftaldehido (OPT) (Sigma-Aldrich)
Tampon fosfato (NaH2PO4 + Na2HPO4) (Panreac Quimica S.A.)

3.2.4.2.10 Determinacion de la actividad de caspasa-3

La actividad caspasa en los astrocitos se determina mediante un método
fluorimétrico basado en la deteccion de los productos de la hidrélisis de N-acetil-
Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metil cumarina (Ac-DEVD-amc), sustrato sintético
especifico de caspasa-3 (Hopfner et al., 2004).

Reactivos:

tampén de lisis (10 mM Tris, 130 mM de NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM
pirofosfato sddico, 10 mM difosfato sodico; ajustando el pH a 7,5)

ditiotreitol (DTT) 2 mM(1,5 mg de DTT por 5 ml de tampon)

Ac-DEVD-AMC (caspasa-3) C30H37N5013 (Aexc=380 nm; Aem=460) (Alexis
Biochemicals, USA). Se solubiliza en DMSO (Panreac Quimica, Espafia) y se

conserva, protegido de la luz, a -20°C.

En una placa de 24 pocillos se siembran 300.000 células/pocillo, en 400ul de
DMEM-m durante 24h. Posteriormente, se tratan con las diferentes
concentraciones de las muestras y se incuban durante otras 24h. A continuacion se
aspira el medio de cultivo y se adicionan 300ul de tampon de lisis (10mM Tris,
130mM de NaCl, 1% Triton X-100, 10mM pirofosfato sodico, 10mM difosfato
sodico; ajustando el pH a 7,5) al cual se adicion6 en el momento de su utilizacion
ditiotreitol (DTT) 2mM (1,5 mg de DTT por 5 ml de tampon), para evitar la
oxidacion de los enzimas. Las células se recogen mediante rascado en tubos

eppendorf, manteniéndose a -20°C hasta su valoracion.

Para determinar la actividad caspasa-3, se centrifugan las suspensiones celulares a

13.000 rpm durante 10min y se recogen los sobrenadantes, en los cuales se valora
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la concentracion de proteinas (apartado 3.2.4.2.6.) y, a continuacion, la valoracion

de la actividad enzimatica.

En placas de 96 pocillos, se afiaden 100ul de sobrenadante; 50ul de tampdn de
reaccién (20mM HEPES, 10% glicerol; pH 7,5; en el momento de su utilizacion
se afiadio DTT 2mM como en el caso anterior); y 3,5 pl del sustrato (péptido)
disuelto en PBS vy liofilizado, reconstituido con DMSO (1mg/1ml).

A continuacion, se mide la fluorescencia a tiempo cero y cada hora, durante 24h a
A de excitacion 360/40 nm A de emision 480/20 nm emision, a una sensibilidad de
60. Las celulas se mantienen en incubador a 37°C entre lecturas. Todos los
ensayos se realizan por triplicado.

Los efectos de las muestras de romero sobre la actividad caspasa-3 se cuantifican
mediante el calculo de la pendiente de la recta (unidad arbitraria de fluorescencia
[UAF]/h) a diferentes tiempos (0,1; 2; 3; 4; 5; 22; 23; y 24 horas), refiriendo el

valor a los mg de proteina que contienen:

UAF/h/mg prot = (UAF/h x 1000)/mg prot

Gréaficamente se representa el porcentaje de actividad caspasa-3 con respecto al

grupo control, que es considerado el 100%.

3.2.4.2.11. Determinacion de la peroxidacion lipidica

Como consecuencia de los efectos oxidantes de los radicales libres de oxigeno
sobre la membrana celular, se producen procesos de peroxidacion lipidica que
ocasionan la descomposicion de los &cidos grasos poliinsaturados y la aparicion
de productos de peroxidacion como el malondialdehido (MDA). Estos
compuestos pueden a su vez reaccionar con distintos grupos quimicos como los

tioles e interferir con proteinas y acidos nucleicos.

La peroxidacion lipidica a nivel de membrana provoca un aumento de la rigidez
de la capa lipidica que altera las propiedades fisico-quimicas de la membrana

celular (Bermejo et al., 1997).
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Para la determinacion de la peroxidacion lipidica se mide la formacion de MDA
en los cultivos celulares de cada muestra, mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) segln Grotto et al. (2007), con ligeras modificaciones. Los
resultados se expresan en nmoles de MDA por mg de proteina.

Condiciones del método analitico (HPLC)

- Cromatografo Agilent 1260

- Deteccion: Detector de diodos DA 1260, a A 268 y 532 nm, simultaneamente
- Columna: Agilent eclipse plus C18 (100 x 4,6 mm; 3,5 um)

- T horno: 40°C

- Fase movil: H,O/MeOH (50:50 V/V) en elucion isocratica

- Flujo: 0,5 mli/min

- tde andlisis: 20 minutos

Se prepara una disolucion madre de MDA 3 mM en agua destilada para realizar la
curva de calibrado (5 - 40 puM).

Los extractos citosolicos de las células tratadas se obtienen en las condiciones

descritas anteriormente previa determinacion del contenido en proteinas.

Las muestras se filtran a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,22u de
tamafo de poro y se mantienen a 4°C hasta el momento de su inyeccion en el

cromatografo.

3.2.4.2.12. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

En todos los casos se emplean extractos citosdlicos (apartado 3.2.4.2.5.) tras la

determinacion del contenido en proteinas segun (apartado 3.2.4.2.6.).
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Determinacion de la actividad del enzima catalasa

El enzima CAT cataliza dos tipos de reacciones, la descomposicion de H,O; en
agua y oxigeno y la oxidacién de donadores de hidrégeno con el consumo de una

molécula de peroxido.

H,O, + H,0, CAT 2H,0+ 0,
_— >

H,0, . ROOH CAT 2 H,O + ROO
—_—

La actividad CAT se evaltia mediante el método de Barja de Quiroga et al. (1989),
con ligeras modificaciones, que determina la descomposicion del per6xido de

hidrogeno por espectrofotometria a A = 240nm.

A una cubeta de cuarzo de 1cmy un volumen de ensayo de 700pl, se afiaden 30pl
de los extractos citosolicos de las células tratadas o no, en presencia 0 ausencia
del toxico oxidante, y una solucion de H,O, en tampdn fosfato 50mM (K;HPO,y
KH,PO, a pH 7,4) para obtener una concentracion en cubeta de 1mM. EI blanco
corresponde a una cubeta con tampon fosfato. La absorbancia se mide de un
espectrofotometro UVIKON 930 a A = 240nm.

La determinacion de la actividad enzimatica total (U), se calcula mediante la

siguiente formula:
U=(AAm-AAp)xV/exDxvxC
donde,

- AAm: cambio en la absorbancia/min en cada muestra
- AAp: cambio en la absorbancia/min de H,0;
- V:volumen total en la cubeta

- & coeficiente de extincion molar de H,0, (43,6.10'3 /nmol x cm)

D: paso de luz (1cm)

V: volumen de muestra

C: mg de proteina/ml
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3.2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables estudiadas se almacenan en una base de datos del programa
Microsoft Office Excell 2007 y se tratan con el programa estadistico
STATGRAPHICS plus 5.1. Los valores de todos los experimentos presentados se
expresan como Vvalores promedios + desviacion estandar de los resultados
obtenidos en ensayos independientes, valorados por triplicado. Las diferencias
estadisticas son determinadas por medio del analisis de la varianza (ANOVA)
simple. Se considera que la diferencia entre los grupos tratados y el control es
estadisticamente significativa (* respecto al control o # respecto al H,0,) cuando
el valor de “t” obtenido es mayor que el tabulado para un margen de confianza del
95,0 % (p<0,05). En el caso de que la diferencia respecto al grupo control no sea

significativa no se emplea ningin simbolo indicativo.

El método utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este método, hay un
5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como significativamente

diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.
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4.1. HUMEDAD

La determinacion de la perdida de humedad se realiza aplicando la férmula

Donde,

P: contenido de hu

W: peso inicial de la muestra [g]

P=[(W — D)/ D] * 100

medad [%]

D: peso de la muestra seca [g]

El peso inicial de la muestra varia entre (100-107) g. dependiendo de la localidad

de recogida. Después de 14 dias de secado en ausencia de luz y T@ ambiente se

registra una pérdida de humidad, tal como se puede observar en la Tabla 4.

Muestra

© 0 N o ok w N

e =
w N ko

14
Media

Localidad
Toledo
Toledo
Toledo
Murcia
Murcia

Albacete
Valencia
Guadalajara
Cuenca
Guadalajara
Zaragoza

Tarragona

Tarragona
Madrid

Perdida de humedad
65,35%
49,78%
38,89%
55,01%
58,39%
59,02%
60,45%
70,02%
66,98%
43,85%
58,98%
39,98%
50,38%
56,35%
55,25%

Tabla 4. Perdida de humedad de las muestras de R. officinalis L. en las condiciones

descritas
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4.2. ACEITE ESENCIAL DE rosmarinus officinalis L.

4.2.1. Estudio fitoquimico

4.2.1.1. Rendimiento

Tras la destilacion de las muestras en las condiciones descritas en material y

métodos, se obtiene un aceite de color amarillo claro con un olor caracteristico

En la Tabla 5 se recoge el rendimiento obtenido del aceite esencial para las 14
muestras ensayadas; y el rendimiento final se calcula como la media de los
valores (£DS)

Muestra Localidad Rendimiento £DS
1 Toledo 2,3%£0,6
2 Toledo 38+£0,3
3 Toledo 1,63+0,1
4 Murcia 1,16 £0,8
5 Murcia 3,38+ 0,5
6 Albacete 2,02+0,2
7 Valencia 2,01+0,6
8 Guadalajara 2,52+0,2
9 Cuenca 1,5+0,3
10 Guadalajara 2,13+£0,3
11 Zaragoza 3,04 £0,5
12 Tarragona 1,65%+0,6
13 Tarragona 1,43 +0,6
14 Madrid 23+0,5
Media 2,21+£0,76

Tabla 5. Rendimiento (en porcentaje) del aceite esencial de R.officinalis L.,

obtenido en las condiciones descritas en el apartado correspondiente.
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Como se puede observar en la Tabla 5. el rendimiento obtenido es variable. El
aceite esencial procedente de la muestra nimero 2, Toledo presenta el mayor
rendimiento (3,8 %); mientras que el aceite esencial procedente de la muestra

namero 4, Murcia presenta el menor rendimiento (1,16 %).

4.2.1.2. Composicion del aceite esencial

El anélisis cromatogréfico por GC permite la identificacion y cuantificacion de
trece compuestos en un Unico analisis. Los cromatogramas obtenidos se recogen
en la figura 14.; Se presentan la proporcién de los diferentes componentes de las
muestras de aceite esencial. Los componentes mas abundantes son 1,8-cineol,
alcanfor y mirceno.

En la Tabla 6 se pueden observar los componentes identificados en las 14
muestras de estudio junto con su concentracion. En la muestra numero (12),
Tarragona se han identificado 13 componentes que representan el 99,8% del total
del aceite esencial, se caracteriza por presencia de altos niveles de monoterpenos
oxigenados 69,92%, principalmente alcanfor 39,11% y 1,8-cineol 20,17%,
mientras los hidrocarburos monoterpénicos como o-pineno 8,66% y mirceno

6,66% se encuentran en menor proporcion 29,88%.

En la muestra nimero (13), Tarragona, se han identificado, asimismo, 13
componentes que representan el 92% del total de los componentes del aceite
esencial, presenta mayoritariamente monoterpenos oxigenados 59,69%, como
alcanfor 23,47% y 1,8-cineol 20,17%, mientras los hidrocarburos monoterpénicos

representan el 32,31%, como a-pineno 11,61% y B-pineno 10,63%.

En la muestra (10), Guadalajara, los 13 componentes identificados representan el
(90,57%) del total de los componentes del aceite esencial; esta muestra esta
caracterizada por un alto nivel de los monoterpenos oxigenados 63,42% como
alcanfor 29,7% y 1,8-cineol 24,93%, mientras los hidrocarburos monoterpénicos

se encuentran en menor proporcién 27,15%

En la muestra nimero (5) , Murcia, se han identificado 12 componentes que

representan el 87,47% del total del aceite esencial,; se caracteriza por la presencia
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de altos niveles de hidrocarburos monoterpénicos 48,01%; principalmente a-
pineno 20,93% y y-terpineno 12,11%, mientras que los monoterpenos oxigenados
representan el 39,46%, entre ellos 1,8-cineol 17,53%;

En la muestra nimero (4), Murcia, los componentes monoterpenos oxigenados
representan el 87,11% del total del aceite esencial, se caracteriza por presencia de
hidrocarburos monoterpénicos 45,69%; principalmente a-pineno 21,29%;

mientras que los monoterpenos oxigenados constituyen el 41,42%

En cuanto a monoterpenos oxigenados, la muestra que presenta mayor cantidad es
la nimero 7, Valencia, con un77,04%; en ella destaca un elevado contenido de
alcanfor 40,67%.En esta muestra se ha identificado la menor proporcion de
hidrocarburos monoterpénicos (7%).

En la muestra nimero (1) se han identificado 13 componentes que representan el
71,03% del total del aceite esencial. Este aceite esencial, obtenido de muestra
recolectada en la provincia de Toledo, se caracteriza por presentar altos niveles de
monoterpenos oxigenados (45,91%) principalmente 1,8-cineol (17,02 %), seguido
por alcanfor (11,73%); mientras que los hidrocarburos monoterpénicos (38,89%)
como a-pineno (9,52%) y B-pineno (2,84%) se encuentran en menor proporcion.
En la muestra numero 2 de la provincia de Toledo se han identificado asimismo
13 componentes que representan el 83,95 % del total del aceite esencial. Donde
los monoterpenos oxigenados (59,37%) 1,8-cineol (31,3%) y alcanfor (15,59%)
son mayoritarios; seguido por los hidrocarburos monoterpénicos (31,03%) pB-

pineno (11,83%) y a-pineno (7,52%).
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Componentes quimicos Muestra
| O [ @ (©) (4) ®) (6) () (8) 9) (10) (11) (12) (13) (14)
Hidrocarburos Monoterpénicos
a-pineno 9,52 | 5,45 8,38 21,29 20,93 14,55 1,54 0,32 10,89 11,36 10,93 8,66 11,61 6,44
canfeno 3,05 | 4,48 5,74 10,21 sd 5,04 1,21 7,34 5,18 6,71 5,85 5,15 6,61 5,06
B-pineno 2,84 | 5,42 sd 3,72 8,64 4,91 4,18 13,77 sd 7,28 4,94 5,71 10,63 7,07
limoneno 0,52 | 8 0 0 0 3 0 sd 1 1 0 2 2 0,78
mirceno 6,68 | 21,52 18,8 2,9 5,93 2,96 sd sd 10,72 sd 15,77 6,66 0,35 10,15
y-terpineno 7,78 | 5,79 5,55 2,17 12,11 0,21 sd 0,17 3,64 0,21 0,6 0,71 0,44 0,94
p-cimeno 0,38 | 0,44 0,99 5,4 0,4 0,21 0,07 0,64 5,72 0,59 0,6 0,99 0,67 0,52
Total 30,77 | 51,1 39,46 45,69 48,01 30,88 7 22,24 37,15 27,15 38,69 29,88 32,31 30,96
Monoterpenos oxigenados
1,8-cineol 17,02 | 13,22 11,65 13,72 17,53 31,18 4,18 25,02 13,28 24,93 19,93 20,17 20,17 16,39
retato de bornilo 0,47 | 0,39 0,45 0,15 0,3 0,26 sd 0,41 0,39 0,51 sd 0,6 1,94 0,26
alcanfor 11,73 | 10,44 13 12,71 9,52 10,11 40,67 31,6 10,23 29,7 12,78 39,11 23,47 18,15
borneol 6,24 | 2,69 5,14 2,67 6,83 1,58 20,69 2,53 1,86 511 1,74 4,35 7,47 1,7
a-terpineol 1,29 | 1,7 2,74 3,56 3,81 1,57 6,87 2,29 0,66 2,17 0,46 2,23 2,27 0,23
verbenona 1,21 | 0,61 0,86 8,61 1,47 0,85 4,63 11 1,53 1 1,31 3,46 4,37 0,49
Total 37,96 | 29,05 33,84 41,42 39,46 45,55 77,04 62,95 27,95 63,42 36,22 69,92 59,69 37,22
a.e porcentaje 2,3 138 1,63 1,16 3,38 2,02 2,01 2,52 1,5 2,13 3,04 1,65 1,43 2,3
dentificados% 68,73 | 80,15 73,3 87,11 87,47 76,43 84,04 85,19 65,1 90,57 74,91 99,8 92 68,18

Tabla 6. Componentes identificados (%) de Idiferentes muestras de aceites esenciales determinada por Cromatografia de Gases (sd= sin detectar)

El andlisis se realiza en cromatografo de gases con detector de ionizacién de Illama, columna capilar de fenil-metil silicona y gradiente de

temperatura de 70 a 240°C, 3°C/min
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Toledo (1)

Toledo (2)

verbenona

acetato de
bormilo

Toledo (3)

u-terpineol

verbenona

acetato de
bomilo

acetato de
bomilo

Murcia (5)

acetato de
bomilo

p-cimeno

Albacete (6)

verbenona

acetato de
bomilo
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acetato de
bomilo

u-terpineol

Guadalajara (8)

verbenona

Cuenca (9)

verbenona

a-terpineol

borneol

acetato de B-pineno

bornilo
limoneno

p-cimeno  \y-terpinenc

Zaragoza (11)

a-terpineol

bornecl

acetato de
bornilo
f-pinena

limoneno

y-terpineno

p-cimeno

Tarragona (12)

vethenona

y-terpineno

p-cimeno

bomilo
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Tarragona (13)

verbenona

terpineal |

bomeol

acetato de

bomilo

acetato de
bomilo

Madrid (14)

bomeol

u-terpineol
o-pineno

canfeno

limonenao

y-terpineno

p-cimeno

Figura 14. Proporcion de los componentes identificados en las muestras del aceite
esencial segun localidad de recoleccién

En la Figura 15, se presenta como ejemplo el cromatograma obtenido para una de
las muestras de a.e analizado. El analisis se realiza en cromatégrafo de gases con

detector de ionizacién de Ilama, columna capilar de fenil-metil silicona y

gradiente de temperatura de 70 a 240°C, 3°C/min
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Figura 15.- Cromatograma representativo de una muestra de aceite esencial de R.
officinalis en las condiciones de andlisis descritas en el texto. Se pueden
identificar los picos correspondientes a: 1) alfa-pineno, 2) canfeno, 3) beta-pineno,
4) mirceno, 5) p-cimeno, 6) 1,8 cineol + limoneno, 7) alcanfor, 8) borneol, 9)
terpinen-4-ol, 10) verbenona, 11) alfa-terpineol, 12) acetato de bornilo
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4.2.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

4.2.2.1. Actividad antioxidante in vitro (ORAC)

En la Figura 16 se representa la curva estandar de Trolox, con concentraciones

conocidas de este antioxidante, analogo hidrosoluble de la vitamina E.

En la Tabla 7 y la Figura 17 se muestran los resultados de la capacidad
antioxidante de los aceites esenciales de las muestras en estudio, cuantificado
mediante el ensayo ORAC. Todas las muestras presentan capacidad antioxidante
siendo las muestras 3, 6, 9 y 12 las que presentan mayor actividad (1,39 umol de
equivalentes Trolox / mg de muestra), sequido de la muestra 13 con un valor de
1,30 (umol de equivalentes Trolox / mg de muestra), la muestra nimero 2

presenta un valor de 1,01 (umol de equivalentes Trolox / mg de muestra).

60
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AUC
=

20 1 HO 0

f

10 1

0 T ——
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002

TROLOX (uM)

Figura 16. Curva de calibracion de Trolox. Regresion lineal del area bajo la curva
(AUC) neta a diferentes concentraciones de Trolox. (AUCneta = AUCmuestra —
AUCDblanco).
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Muestra Localidad Valor ORAC(umol Trolox/mg)xDS
1 Toledo 1,18 + 0,026
2 Toledo 1,01 £ 0,018
3 Toledo 1,39 £ 0,035
4 Murcia 1,19 £ 0,001
5 Murcia 1,02 £ 0,048
6 Albacete 1,39 £ 0,090
7 Valencia 1,19 + 0,009
8 Guadalajara 1,02 £ 0,034
9 Cuenca 1,39 £ 0,091
10 Guadalajara 1,19 + 0,000
11 Zaragoza 1,02 £ 0,008
12 Tarragona 1,39 £ 0,016
13 Tarragona 1,30 £ 0,019
14 Madrid 1,11 £ 0,098
Media 1,19 + 0,150

Tabla 7. Capacidad antioxidante (valor ORAC) de las 14 muestras de aceite

esencial del Rosmarinus officinalis L.; Los resultados se expresan como media +
DS de tres experimentos independientes (n= 3)
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Figura 17. Capacidad antioxidante (valor ORAC) de las 14 muestras de aceite
esencial del Rosmarinus officinalis L.; Los resultados se expresan como media +

DS de tres experimentos independientes (n= 3).

4.2.2.2. Determinacion del radical DPPH

En esta prueba se determina el 1C50, es decir, el indice de concentracion necesario
para decolorar en un 50% la concentracion inicial de DPPH, con el fin de tener un
parametro de referencia entre los extractos. En esta prueba hay una concentracion
constante de DPPH por lo cual aunque se incremente la concentracion del aceite
esencial habra un limite de decoloracion., Como se puede observar en la Tabla 8.
el aceite esencial del R. Officinalis L se presenta una mayor actividad captadora
del radical DDPH que el control positivo de referencia Trolox

Porcentaje de inhibicion de DPPH

Ab—Am
Ab

% Inhibicién :( )x 100

donde

Ab= Absorbancia de DPPH
Am= Absorbancia de muestra
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Como se puede observar en la Tabla 8, la Concentracion inhibitoria 50 (1C50) (mg
aceite esencial/ml) de DPPH frente a distintas muestras del aceite esencial varia
notablemente entre las distintas muestras, el valor més bajo corresponde a la
muestra (3), Toledo, es 344,90 + 15,10, mientras que la muestra con valor mas
alto es la (11), Zaragoza, con un valor de 854,65 + 05,54.

Muestra Localidad ICs0 (mg aceite esencial /ml)xD.S

1 Toledo 549,25 + 08,98
2 Toledo 433,13 + 16,84
3 Toledo 344,90 £ 15,10
4 Murcia 585,61 + 16,54
5 Murcia 684,54 + 16,54
6 Albacete 599,24 + 13,91
7 Valencia 745,54 £ 12,50
8 Guadalajara 681,54 + 06,84
9 Cuenca 715,65 + 10,58
10 Guadalajara 658,01 £+ 06,31
11 Zaragoza 854,65 + 05,54
12 Tarragona 599,54 + 02,01
13 Tarragona 691,87 + 02,54
14 Madrid 574,44 £ 03,08

Media 625,08+ 124,02

Tabla 8 Concentracion inhibitoria 50 de DPPH. Los resultados se expresan como

media £ DS de tres experimentos independientes (n= 3)

Los resultados previos obtenidos en los ensayos in vitro de las diferentes muestras
de aceite esencial indican la falta de diferencias estadisticamente significativas
entre las mismas, por lo que los estudios de la actividad biol6gica en cultivos
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celulares se llevan a cabo Unicamente con la muestra de Comunidad de Madrid
como representante de todas las muestras de R. officinalis recolectadas para este
estudio.

4.2.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.2.3.1. Viabilidad celular

En primer lugar se evalla la ausencia de toxicidad celular de las muestras del
aceite esencial sobre la linea celular U373-MG. Para ello las células se tratan con
un rango de concentraciones del aceite esencial y se determina el porcentaje de
viabilidad celular.

Las células U373-MG se tratan con las muestras de aceite esencial objeto de
estudio en un amplio rango de concentraciones (0, 5; 1; 2,5; 5; 12,5; 25; 50; 100 y
250 pg/ml) durante 24 horas a 37°C y 5% CO,. A continuacion, se incuban con
MTT durante 1 hora en oscuridad a 37°C y 5% CO, para medir asi la actividad
mitocondrial. Como control positivo se utilizan células sin tratar y como control

negativo se usa Triton X-100, que produce una elevada mortalidad celular.

Como se puede observar en la Figura 18.; el tratamiento en el rango de
concentraciones de aceite esencial de (0,5; 1; 2,5; 5 y 12,5 pg/ml) no presenta
efectos citotoxicos (viabilidad superior al 85%) en las muestras en estudio tras 24
horas de tratamiento, mientras que a las concentraciones mas elevadas, disminuye
significativamente el porcentaje de viabilidad celular en comparacion con las
células control (100% de viabilidad). EI Triton X-100 presenta una reducida
viabilidad celular (25,45%).
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Figura 18. Evaluacion in vitro de los efectos del aceite esencial de R. officinalis L.
sobre la viabilidad celular. Las células se incuban con distintas concentraciones
(0, 5;1; 2,5; 5; 12,5; 25; 50; 100 y 250 pg/ml) durante 24 horas. El porcentaje de
celulas viables se determina mediante la técnica de MTT. Como control positivo
se utilizan células sin tratar y como control negativo células tratadas con Triton X-
100. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad celular,
considerandose el 100% los valores obtenidos para las células no tratadas. Los
datos se expresan como porcentaje de viabilidad de la media + DS (n=3). *p<0,05
vs control, #p<0,05 vs Tritdn

4.2.3.2. Evaluacion del dafno celular

Con el fin de estudiar la actividad neuroprotectora del aceite esencial, se evalla la
viabilidad celular empleando un modelo de toxicidad inducida por perdéxido de
hidrogeno (H,0, 1mM); se observan, ademas, los cambios en la morfologia de las
células tras los tratamientos mediante un microscopio de contraste de fase
(NIKON TMS).

Cuando los astrocitos se someten a dafio oxidativo con el peroxido de hidrogeno
(H20,), se observa una disminucion significativa de la viabilidad celular respecto
a las células sin tratar (59,89%) Figura 19. El tratamiento previo durante 24 h con
el aceite esencial, revierte parcialmente ese dafio., a todas las concentraciones
ensayadas, no observandose diferencias significativas respecto al control. Las

concentracion de 0,5 a 12,5ug/ml ejercen mayor efecto protector
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Figura 19. Efecto neuroprotector del aceite esencial del R. officinalis L. frente a la
toxicidad inducida por H,0,. Las células se someten a pretratamiento durante 24
horas con diferentes concentraciones del aceite esencial en estudio (0, 5; 1; 2,5; 5;
12,5; 25; 50; 100 y 250 pg/ml) y se incuban con H,0, (1mM) durante 30 minutos.
El porcentaje de células viables se determina mediante el método de reduccion
celular del MTT. Los datos se expresan como porcentaje de viabilidad, media
DS (n=3). *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs H,O,

4.2.3.3. Estudio de la morfologia celular

Como se puede observar en la imagen (Figura 20), las células control presentan
una morfologia redondeada y se encuentran agrupadas. Cuando se tratan con H,0,
(ImM) durante 30 minutos, las células presentan cambios en su morfologia,
adquiriendo formas menos circulares, de menor tamafio, asi como una
disminucidn en su agrupacion y en nimero, La preincubacién de las células U373-
MG con los aceites esencial elegidas para los estudios, previo a la exposicion con

H,0, evita la aparicion de estos cambios.
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Figura 20. Efecto sobre la morfologia celular de los diferentes tratamientos: a)
grupo control; b) aceite esencial de romero, 5ug/ml) y ¢) H,O, 1ImM. Las
imagenes corresponden a fotografias representativas de cada uno de los
tratamientos, utilizando una camara Moticam acoplada a microscopio decontraste
de fase.

4.2.3.4. Actividad antiradicalaria

Ademas de evaluar el efecto de las distintas concentraciones del aceite esencial
sobre la viabilidad celular de astrocitos en cultivo, se estudia el efecto del H,O,
como agente productor de radicales libres en las células y los niveles de EROs
generados mediante el  ensayo de la diclorofluoresceina (DCFH-DA).
Inicialmente, se evalla si alguna de los concentraciones del aceite esencial

produce radicales libres en la linea celular U373- MG. Los resultados muestran

111



Resultados

que ninguno de los extractos es capaz de generar radicales libres, a diferencia de
perdxido de hidrégeno.

Tal como se observa en la Figura 21, los niveles intracelulares de EROs se ven
aumentados de manera significativa en comparacion con las células control, lo
que confirma que el H,O; en las condiciones experimentales establecidas, es un
inductor de estrés oxidativo. A las 2 h del ensayo, la concentracion de EROs
intracelulares es un 34% mayor en las células tratadas s6lo con H,O, en relacion

con las células control.

El tratamiento s6lo con los concentraciones del aceite esencial en estudio (1; 2,5;
5y 12,5ug/ml) seleccionadas en funcién de los resultados obtenido previamente
en el estudio de viabilidad y, proteccion frente al toxico no causa cambios en los

niveles intracelulares de EROs en comparacion con las células control.

Esto indica que las concentraciones del aceite esencial en estudio no inducen la
produccién de EROs ni tampoco reaccionan con compuestos del medio de cultivo

favoreciendo la formacion de EROs.

Sin embargo, el tratamiento de las células con concentraciones del aceite esencial
en estudio, previo a la exposicién con H,O, reduce de manera significativa la
generacion intracelular de EROs, lo que puede suponer que el efecto protector de
estos compuestos observado en los ensayos anteriores, se debe al menos en parte,

a un efecto positivo sobre de la via de estrés oxidativo (Figura 22).
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Figura 21. Produccion de radicales libres por el aceite esencial de R. officinalis L.

Las células U373- MG se tratan con diferentes concentraciones del aceite esencial

en estudio (1; 2,5; 5 y 12,5 pg/ml) para valorar si son capaces de producir

radicales libres. Las células se incuban con DCFH-DA durante 30 minutos, en

oscuridad a 37°C y 5% de CO,. A continuacion, se tratan con diferentes

concentraciones del aceite esencial, La generacion de radicales libres se determina

mediante la técnica de la diclorofluoresceina Se representa el porcentaje de

produccidn de radicales libres vs tiempo (min) respecto al grupo de células control

(células sin tratar). Los resultados se expresan como % de produccion de EROs

intracelulares respecto al control. Los datos se expresan como media = DS (n=3).
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Figura 22. Efecto protector del aceite esencial de R. officinalis L. sobre la
produccion de EROs por el peréxido de hidrogeno. Las células se incuban con
DCFH-DA durante 30 minutos, en oscuridad a 37°C y 5% de CO,. A
continuacion, se tratan con las muestras de aceite esencial (1; 2,5; 5 y 12,5 pg/ml)
1mM) y con peroxido de hidrogeno. Los resultados se expresan como % de
produccién de EROs intracelulares respecto al control. Los datos se expresan
como media = DS (n=3).

4.2.3.5. Determinacion de los niveles de glutation

Para medir los niveles de GSH, GSSG vy el efecto del aceite esencial de R.
officinalis L. sobre los niveles de glutation. Las células de U373-MG son
pretratadas durante 24 horas con las muestras de aceite esencial (1; 2,5, 5y 12,5
pg/ml) e incubadas durante 30 minutos con H,O, (1 mM). El efecto del aceite
esencial sobre la cantidad de glutation se determina mediante fluorescencia
utilizando OPT como marcador de fluorescencia. Los datos se expresan como
media £ DS (n=3).como se en la figura 23. Al incubar las células con H,O, (1mM,
30 min), los niveles de GSH disminuyen, en respecto al control,( nmole/mg de
proteina mientras que los niveles de la especie oxidada (GSSG) aumentan.
Cuando las células se incuban con los aceites esenciales de estudio los niveles del
GSSG se aumenta en una manera significativa en comparacion con el grupo

control.
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Figura 23. Relacion entre los niveles de GSH, GSSG. Las células U373-MG se
somenten a pretratamiento con el aceite esencial de R. officinalis L. (1; 2,5; 5y
12,5 pg/ml) durante 24 horas y, a continuacion, se incuban durante 30 minutos
con H,0, (ImM). Los datos se expresan como media £ DS (n= 3).

Con el fin de determinar el efecto del aceite esencial de R. officinalis L. sobre los
niveles de glutation, se analizan los niveles de GSSG y GSH mediante
fluorescencia. El indice redox, expresando como IR, es el cociente entre la
cantidad de GSSG respecto al total (GSSG+GSH) (Tabla 9). El tratamiento con
H,0, produce un aumento del IR de forma estadisticamente significativa con
respecto al grupo control (0,64 frente a 0,45, respectivamente). Sin embargo, el
tratamiento previo con el aceite esencial de romero consigue normalizar los

valores de IR, especialmente a las concentraciones de 1,5y 12,5ug/ml.
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Compuesto IR=GSSG/(GSSG+GSH)
Control 0,45+0,2

H,0, (1mM) 0,64 £0,5

1 pg/mi+1mM H,0, 0,44 +£0.04

2,5 ug/ml+1mM H,0, 0,53 £0.03

5 pg/ml+1mM H,0, 0,67 £ 0.04

12,5 pg/ml+1mM H,0, 0,55+ 0.02

0,5 mM Trolox 0,58 £0.02

Tabla 9. Efecto del aceite esencial de R. officinalis L. sobre los niveles de
glutation. Las células U373-MG son pretratadas durante 24 horas con las muestras
de aceite esencial (1; 2,5; 5 y 12,5 ug/ml) e incubadas durante 30 minutos con
H,0, (1 mM). EI efecto del aceite esencial sobre la cantidad de glutation se
determina mediante fluorescencia utilizando OPT como marcador de
fluorescencia. Los datos se expresan como media £ DS (n=3). No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas al realizar el analisis de ANOVA, con

relacion a la variable de las células tratadas con H,O»

4.2.3.6. Determinacion de la actividad caspasa-3

Se determina la muerte celular producida por estrés oxidativo, analizando la
actividad de la principal enzima efectora de apoptosis, caspasa-3, cuyo sustrato es
Ac-DEVD-AMC. Como se puede mostrar en la Figura 24. cuando las células se
someten a dafio oxidativo inducido por H,O, (500 uM) durante 30 minutos
ocasiona a una elevacion no significativa de la actividad de caspasa-3 el
tratamiento previo con el aceite esencial del R. officinalis L. durante 24 h, reduce
ligeramente  la actividad caspasa-3 con respecto al téxico de forma
estadisticamente no significativa, Por otro lado, el tratamiento de las células con el
aceite esencial no activa las caspasa-3, lo que indica estos concentraciones del
aceite esencial no inducen la actividad de esta enzima activadora del proceso de la
opoptosis.
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Figura 24. Efecto del aceite esencial del R. officinalis L. sobre la actividad
caspasa-3. Las células de U373-MG se tratan con las muestras de aceite esencial
alas (1;2,5; 5y 12,5 pg/ml) durante 24 horas y se incuban con H;O, (500 uM)
durante 30 minutos. La actividad caspasa-3 se determina en extractos celulares
totales mediante medida en un fluorimetro, utilizando el sustrato especifico Ac-
DEVD-AMC. Los resultados se representan como % respecto al control (100%,

células sin tratar). Los resultados se expresan como media £ DS (n= 3)

4.2.3.7. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es uno de los principales mecanismos de dafio celular
producido por ROS. Para valorar el grado de degradacion oxidativa de los lipidos,
se han cuantificado los niveles del producto secundario malondialdehido (MDA)

por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

En la Figura 25 se muestra A) la recta de calibrado de MDA y B) el

cromatograma correspondiente a la concentracion 40 uM.
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Figura 25.
recta de regresion se utiliz6 para determinar las concentraciones de MDA en los
cultivos de astrocitos tratados con las diferentes concentraciones y con el H,0,.
B) Cromatograma correspondiente a la concentracion de 40 uM de MDA. El
analisis se realiza en cromatdgrafo con detector de diodos DA 1260, a A 268 y 532
nmy temperatura de 40°C.
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En la Figura 26 se presentan las concentraciones de MDA liberadas al medio de
cultivo por las células U373-MG sin tratar; como se puede observar, la
concentracion de MDA en las células U373-MG expuestas a H,O, (1 mM, 30
min) resulta ser significativamente superior a la de las células control (16,07

frente a 34,86 nmoles/mg proteina, respectivamente).

Ninguna de las concentraciones ensayadas provoca degradacion de las membranas
bioldgicas por peroxidacion lipidica, ya que no se observan aumentos en los
valores de MDA en comparacion con las células control. Por otro lado, el
tratamiento de las células con el aceite esnecial, previo a la exposicion al tdxico,
es capaz de inhibir la formacion de MDA inducida por éste. Esta inhibicion es

significativa para las concentraciones de 1pg/mly 5ug/ml.
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Figura 26. Efecto del aceite esencial de R.officinalis L.sobre la peroxidacion
lipidica. Las células U373-MG se tratan con las muestras de aceite esencial (1;
2,5; 5y 12,5 pg/ml) durante 24 horas. Los resultados se expresan como nmol/mg

proteina, media £ DS (n=3). *p<0,05 vs control y #p<0,05 vs H,0..
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Figura 27. Efecto del aceite esencial de R. officinalis L. sobre la peroxidacion

control  HzD: Trolox

lipidica. Las celulas U373-MG se tratan con las muestras de aceite esencial (1;
2,5; 5y 12,5 ug/ml) durante 24 horas y se incuban con H;O,. (1 mM) durante 30
minutos. Los resultados se expresan como nmol/mg proteina, media + DS (n=3).
*p<0,05 vs control y #p<0,05 vs H,0..

En la Figura 28 se muestran como ejemplo los cromatogramas obtenidos tras el
trratamiento con diferentes concentraciones de aceite esencial y su influencia en
los niveles de MDA en el cultivo celular. Como se puede comprobar, el
tratamiento con la concentracion de 12,5ug/ml consigue revertir casi

completamente la formacion de MDA.
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Figura 28. Cromatogramas correspondientes al analisis de los niveles de MDa tras
el tratamiento con aceite esencial de romero A) 1ug/ml; B) 5ug/ml; C) 12,5ug/ml
en presencia de H,0;
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4.2.3.8. Determinacion de la actividad del enzima CAT

Una vez evaluado el efecto protector del aceite esencial frente al dafio oxidativo
inducido por H,0O; se ha determinado si esta capacidad citoprotectora puede ser
debida a la activacion del sistema antioxidante enzimatico celular durante el
proceso de estrés oxidativo en la linea celular U373-MG. Para ello, se evalla el
efecto de las muestras de aceite esencial sobre la actividad de la enzima
antioxidante Catalasa induciendo un dafio oxidativo mediado por H,0;

Como se puede observar en la Figura 29 la actividad enzimatica aumenta cuando
las células U373-MG son sometidas a dafio oxidativo. El tratamiento contodos los
concentraciones del aceite esencial (1;2,5;5 y 12,5 pg/ml) induce un aumento no

significativo en la actividad enzimatica, con respecto al grupo control.
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Figura 29. Efecto del aceite esencial de R. officinalis L. en la actividad y
expresion enzimatica de CAT. Las células U373-MG se pre incuban con las
muestras de aceite esencial (1; 2,5; 5 y 12,5 pg/ml) durante 24 horas y
posteriormente se induce un estado de estrés oxidativo con H,O, (1mM) durante
30 minutos.La actividad enzimética de CAT se mide mediante espectrofotometria
en extractos celulares totales. Los resultados de la actividad enzimética se
expresan como Ul/mg proteina. Los resultados se expresan como media £ DS
(n=3).

122



Resultados

4.3. EXTRACTO METANOLICO DE R. officinalis L.
4.3.1. Estudio fitoquimico

4.3.1.1. Rendimiento

En la Tabla 10 se recoge el rendimiento obtenido de los extractos metandlicos de
las 14 muestras estudiadas; el rendimiento final se calcula como la media de
dichos valores (xDS) Como se puede observar, el rendimiento es variable. El
extracto procedente de la muestra niUmero 13, Tarragona, presenta el valor mas
elevado (22,80%), mientras que el extracto procedente a la muestra nimero 6,
Guadalajara, presenta el mas bajo (11,50 %). Los resultados se expresan como
media + DS de tres experimentos independientes (n= 3).

Muestra Localidad Rendimiento DS
1 Toledo 17,67 £ 0,85
2 Toledo 21,33+0,12
3 Toledo 12,33 +£0,83
4 Murcia 11,67 + 0,56
5 Murcia 12,00 + 0,64
6 Albacete 19,67 + 0,76
7 Valencia 18,33+ 0,21
8 Guadalajara 11,50 £ 0,64
9 Cuenca 13,47 £ 0,35
10 Guadalajara 14,67 £ 0,31
11 Zaragoza 19,33+ 0,95
12 Tarragona 21,40 £ 0,35
13 Tarragona 22,80 £ 0,36
14 Madrid 16,00 £+ 0,86
Media 15,72 £ 5,94

Tabla 10. Rendimiento (%) de los extractos metandlicos del R. officinalis L.; Los
resultados se expresan como media £ DS de tres experimentos independientes (n= 3
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4.3.1.2. Composicion

El andlisis por HPLC de los compuestos fendlicos permite identificar 27
compuestos polifenolicos en los extractos metandlicos de las 14 muestras (Tabla
11): derivados de flavonoles (quercetina, miricetina, rutina y kanferol); derivados
de Flavanonas (Hesperetina, hesperidina y Arbutina); derivados de flavona como
(40OH3metcin, isovitexina y apigenina-7glucoside); derivados de &cidos cinamicos
(&cido clorogenico, &cido cindmico y acido rosmarinico) acido benzdico como

(&cido gentisico y &cido abscisico)

En la Tabla 12 se muestra la composicion en compuestos fendlicos (flavonoides y
acidos fendlicos) identificados en las muestras de extractos metandlicos de R.
officinalis por HPLC, de acuerdo con su tiempo de retencion y espectro de
absorcion a 254, 280 y 350 nm.

Los flavonoides, quercitrina, miricetina, hespertina, vitexin y apigenina se
detectaron en todas las muestras; también los acidos fendlicos (clorogenico,

rosmarinico y 40H-cinamico) y xantona.

La muestra numero (6), Albacete, es la muestra con el mayor porcentaje de
compuestos polifendlicos, un total de 98,9%; los resultados cuantitativos
mostraron que los compuestos mas abundantes en esta muestra de romero son
flavonoides 93,28% especificamente rutina 52,08% Yy miricetina 27,71% en
cuanto los acidos polifenolicos el porcentaje detectado es muy bajo 5,62%; en
segundo lugar destaca la muestra nimero (3) ,Toledo, con un contenido fendlico
de 74,08% que contiene como principales compuestos fendlicos flavonoides como
rutina 27,54% y miricetina 11,94% en cuanto los acidos fendlicos representan
18,98% en el que destaca el acido cinamico con 10,53% ; en el tercer lugar se
encuentra la muestra nimero (11), procedente de Zaragoza, 65,69%, en la que
destacan rutina 34,90%, miricetina 12,709% , hespertina 6,70% y el &cido
clorogénico 4,11% (Tabla 13)
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tr (Min) Compuesto
254nm 280nm 350nm
4,604 Ac. ursolico
7,011 Ac.
clorogénico
7,054 Ac. gentisico
8,053 Ac. caféico
8,480 Ac. vainillico
9,376 Ac.
1sovainillico
12,313 Ac. 4-OH cinamico
12,847 Ac. cumarico
12,875 Ac. sinapico
14,033 Ac. 40H 3MeOH
cinamico
14,148 Ac. siringico
14,543 Vitramina
15,222 Vitexina
17,500 Ac. abscisico
18,407 Isovitexina
19,096 Hesperidina
19,100 Ac.
rosmarinico
20,196 Rutdsido
22,114 Quercitrina
23,708 Miricetina
24,551 Ac. cinamico
26,093 Hesperetina
27,880 Arbutina
28,856 Apigenina-7-glucosido
29,061 Luteolina
30,691 Apigenina
30,693 Kaempferol
33,455 Rutina
35,096 Xantona
36,483 Ac. carnésico
37,040 Carnosol

Tabla 11. Compuestos fenolicos (flavonoides y acidos fendlicos) identificados en las
muestras de extractos metanolicos de R. officinalis por HPLC, de acuerdo con su
tiempo de retencidén y espectro de absorcién a 254, 280 y 350 nm. EIl analisis se
realizé con una columna Spherisorb C18 (250x4,6mm; 5mm). Fase movil A: Metanol
y B: H,O/acido acético (0,05%) con elucion en gradiente y flujo de 1ml/min. Todas

las muestras se analizan por triplicado
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23 4%

b)

Figura 30.- Cromatograma representativo de dos muestras de R. officinalis
(extracto metandlico), con deteccidn a 254, 280 y 350nm. La identificacion de los
picos se incluye en la Tabla 11.; a) muestra n° 2 (Toledo); b) muestra n°® 9
(Cuenca)
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Compuesto

Flavonoides

Flavonoles

guercitrina
miricetina
rutina
kanferol

Flavanonas

Hesperetina
hesperidin
Arbutina
Xanthona
xantona

Flavonas
vitexin
luteolina
apigenina
40H3metcin
isovitexina
apig-7gluc

Total

Muestra

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

0,32 0,35 0,44 0,32 0,402 0,46 0,315 0,39 0,398 0,4175 0,4895 0,37 0,466
7,66 10,74 11,94 12,17 11,682 27,71 16,82 9,76 12,483 | 11,5375 | 12,709 11,765 | 23,2975
27,54 18,42 27,0635 52,08 17,612 21,205 | 18,7985 | 24,4205 | 34,906 20,538 | 15,1095

0 0 0,01 0,01 0,0075 0 0,003 0,002 0,005 0,003 0,009 0,0035 0,009

4,08 3,58 9,56 6,61 6,2825 5,67 6,6225 7,313 7,5565 6,962 6,7015 5,3875 8,33

0,61 0,8 0,9 0,65 0,5795 0,74 0,744 0,5395 0,937 0,715 0,8405 0,3815 1,017

0,17 0,14 0,17 0,15 0,1885 0,15 0,056 0,116 0,0955 0,0775 0,0745 0,173

5,59 3,04 3,68 4,22 6,044 5,91 2,575 3,61555 | 3,0125 2,826 3,3375 2,5295 3,879
0,02 0,02 0,03 0,03 0,028 0,02 0,021 0,001 0,0255 0,025 0,001 0,0115 0,024
0,2 0,072 0,1 0,07 0,054 0,114 0,15 0,0825

0,03 0,05 0,11 0,03 0,076 0,09 0,034 0,029 0,0375 0,0415 0,068 0,0405 0,058

0,1 0,13 0,13 0,103 0,15 0,138 0,139 0,167 0,165 0,231

0,27 0,34 0,23 0,2015 0,165

0,48 0,93 0,29 0,18 0,146 0,2 0,1505 0,177 0,147 0,4235 0,3925 0,241

19,33 20,12 55,1 42,92 52,6745 93,28 45,161 | 43,34105 | 43,61 47,544 59,89 41,4195 | 52,9175

Tabla 12. Contenido en compuestos fenolicos (Flavonoides) de extracto metandlico de R.officinalis L. determinado por HPLC
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Compuesto Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Acidos Fendlicos
Acidos cinamicos
sinapico 0,146 0,164
clorogénico 4,71 7,52 6,75 1,73 4,1395 3,52 1,866 6,0345 3,8885 8,148 4,117 1,5935 3,32 0,074
cinamico 13,18 10,53
rosmarinico 0,69 0,91 1,02 0,73 0,6725 0,83 0,816 0,6405 1,0125 0,858 0,935 0,495 1,1945 0,323
cafeico 0,06 0,0725 0,08 0,071 0,086 0,093 0,084 0,05 0,064 0,481
ursolico 0,06 0,06 0,13 0,1085 1,729
Acidos benzoicos
vainillico 0,08 0,07 0,073 0,05 0,0745 0,069 0,0765 0,067 0,0825 0,068 0,0935 0,0615
isovainillico 0,07 0,06 0,066 0,06 0,0585 0,057 0,0705 0,0665 0,058 0,07 0,0285
gentisico 0,18 0,24 0,138
abscisico 0,23 0,1965 0,41 0,181 0,414 0,184 0,4025 0,725
carmosico 0,03 0,02 0 0 0,001 0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 1,3215
40OHcinamico 0,33 0,24 0,4 0,48 0,3345 0,67 0,4985 0,3475 0,489 0,578 0,5235 0,7405 1,3325 0,1325
siringico 0,04 0,09 0,654
Total 6,04 22,26 18,98 3,36 5,5555 5,62 3,5665 7,1495 5,9675 9,9995 5,8095 3,5465 6,184 5,53
Compuestos fendlic 25,37 42,38 74,08 46,28 58,23 98,9 48,7275 | 50,49055 | 49,5775 57,5435 65,6995 44,966 59,1015 47,5438

Tabla 12. (cont) Contenido en compuestos fendlicos (Acidos Fendlicos) de extracto metandlico de R.officinalis L. determinado por HPLC
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4.3.1.3. Contenido total en compuestos fenolicos

La determinacion de la cantidad total de los compuestos polifendlicos (método de
Folin-Ciocalteau) se realiz6 a través de una curva de calibracion con un estandar
de &cido galico (6,75-400 ppm), obteniendo un coeficiente de regresion de 0.997.
Los valores obtenidos se expresaron en ppm de acido galico/mg de extracto de

romero Figura 31.
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0,7 -
06 R?=0,997
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04 -
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<&

0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T 1
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concentracion (ppm)

Figura 31. Curva de calibracion de acido géalico

Los resultados correspondientes al contenido fendlico total de las muestras (T) se
expresaron como ppm equivalentes de acido galico por mg de muestra [Gallic
Acid Equivalent (GAE)], extrapolando las concentraciones de los diferentes
extractos a partir de la recta de regresion absorbancia/concentracién del acido
galico (Tabla 13).
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T=(CxVxDF)/m

donde:

C = Concentracion de cada extracto obtenida de la recta de regresion
V = Volumen inicial en que se disuelve el extracto

DF = Factor de dilucién

m = Peso del extracto.

Muestra ug(acido galico/gm extracto metanolico)
1 183,56 +0,57
2 281,15 0,90
3 335,02 £0,13
4 193,02 +0,33
5 201,34 +0,91
6 165,54 £1,01
7 210,38 +0,68
8 301,85 +1,36
9 127,32 +0,39
10 200,65 0,68
11 308,65 +1,36
12 179,35 £1,05
13 188,01 +0,68
14 165,75 0,52

media 217,25 +62,92

Tabla 13. Concentracion de fenoles totales (ug de acido galico/mg extracto de
romero) de los extractos metanolicos de R. officinalis L.. Los resultados se
expresan como media + DS de tres experimentos independientes (n= 3)
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4.3.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

4.3.2.1. Actividad antioxidante in vitro (ORAC)

En la Tabla 14 se muestran los resultados de la capacidad antioxidante de los
extractos metandlicos de las muestras en estudio, cuantificado mediante el ensayo
ORAC. Todas las muestras presentan una elevada capacidad antioxidante siendo
la muestra 14 la que presenta mayor actividad (3,51 pumol de equivalentes Trolox /
mg de muestra), seguida de la muestra 9 con un valor de 3,25 (umol de

equivalentes Trolox / mg de muestra).

Muestra Localidad Valor ORAC{umol TroloxmgDS
1 Toledo 3.06 £0.15
2 Toledo 281012
3 Toledo 3.11x0.11
4 Murcia 321009
5 Murcia 285008
(i) Albacete 293009
7 Valencia 295015
8 Guadalajara 312013
9 Cuenca 3.25£0.09
10 Guadalajara 294014
11 Zaragoza 286008
12 Tarragona 2452003
13 Tarragona 3.01£002
14 Madrid 351012
Media 3.00+£0.23

Tabla 14. Capacidad antioxidante (valor ORAC) de las 14 muestras de extracto
metanolico del R. officinalis L.; Los resultados se expresan como media = DS de

tres experimentos independientes (n= 3).
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Valor de ORAC
%]

Localidad

Figura 32. Capacidad antioxidante (valor ORAC) de las 14 muestras del extracto
metanolico del Rosmarinus officinalis L.; Los resultados se expresan como media

+ DS de tres experimentos independientes (n= 3).

4.3.2.1. Determinacion del Radical DPPH

En esta prueba se determina el ICso, es decir, la concentracidn necesario para
decolorar en un 50% la concentracion inicial de DPPH, con el fin de tener un
parametro de referencia entre los extractos. En esta prueba hay una concentracion
constante de DPPH por lo cual aunque se incremente la concentracion del extracto

habra un limite de decoloracion.

El extracto metanodlico de R. officinalis L. presenta una actividad captadora del
radical DDPH que varia entre las distintas muestras, oscilando entre valores
méaximos de 13,25 para la muestra de Guadalajara y minimos de 4,02 para la
muestra nimero 1 de Toledo. En cualquier caso, los valores obtenidos indican una

elevada capacidad captadora de RL.
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Muestra

O 0o N o O & W N

I e e =
2w N RO

Media

Localidad

Toledo
Toledo
Toledo
Murcia
Murcia
Albacete
Valencia
Guadalajara
Cuenca
Guadalajara
Zaragoza
Tarragona
Tarragona
Madrid

CI150( mg extracto metanolico/ml)=DS
4,02 £0,91
7,22 £0,56
7,29 £0,85
12,54 £ 0,94
4,56 £ 0,54
10,67 £ 0,84
6,69 + 0,35

13,25+ 0,98
6,08 + 0,35
10,68 + 0,99
6,54 + 0,35
5,86 + 0,37
8,54 £ 0,48
5,90 + 0,25
7,84 +2,87

Tabla 15. Concentracion inhibitoria 50 (mg extracto metandlico/ml) de DPPH.
Los resultados se expresan como media + DS de tres experimentos independientes

(n=13)

Los resultados previos obtenidos en los ensayos in vitro de las diferentes muestras

del extracto metanodlico

indican

la falta de diferencias estadisticamente

significativas entre las mismas, por lo que los estudios de la actividad biologica en

cultivos celulares se llevan a cabo Unicamente con la muestra de Comunidad de

Madrid como representante de todas las muestras de R. officinalis recolectadas

para este estudio.
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4.3.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.3.3.1. Viabilidad celular

En el primer lugar se estudia si el extracto metandlico del R. officinalis L. ejerce
un efecto citotéxico en la linea celular U373-MG, in vitro mediante el ensayo de
MTT.

Las células U373 se tratan e incuban con el extracto objeto de estudio en un
amplio rango de concentraciones (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 500; 600; 700
y 800 pg/ml) durante 24 horas a 37°C. A continuacion, se incuban con MTT
durante 1 hora en oscuridad a 37°C para medir asi la actividad mitocondrial.
Como control positivo se utilizan células sin tratar y como control negativo se usa

Triton X-100, que produce una elevada mortalidad celular.

Como se puede observar en la Figura 33, las concentraciones ensayadas entre
6,25 y 600 ug/ml no son citotoxicas (viabilidad superior al 80%), mientras que a
la concentracion mas elevada (700 y 800 pg/ml), disminuyen el porcentaje de
viabilidad celular en comparacion con las células control (100% de viabilidad). El
Triton X-100 induce una disminucion significativa de la viabilidad celular
(31,1%).
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Figura 33. Evaluacion in vitro de los efectos de los extractos metandlicos de R.
officinalis L. sobre la viabilidad celular. Las células se incuban con distintas
concentraciones (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 500; 600; 700 y 800 pg/ml)
durante 24 horas. El porcentaje de células viables se determina mediante la técnica
de MTT. Como control positivo se utilizan células sin tratar y como control
negativo células tratadas con Triton X-100. Los resultados se expresan como
porcentaje de viabilidad celular, considerandose el 100% los valores obtenidos
para las células no tratadas. Los datos se expresan como porcentaje de viabilidad
de la media £ DS (n=3). *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs Triton

4.3.3.2. Evaluacion del dafno celular

Con el fin de comprobar el posible efecto protector de R. officinalis L. en un
modelo de estrés oxidativo, las células U373- MG se incuban durante 24 horas
con las concentraciones seleccionadas a partir del ensayo de viabilidad (12,5-600

pg/ml). Posteriormente, las células se tratan durante 30 minutos con H,O,, 1mM.

El perdxido de hidrogeno causa una disminucion significativa de la viabilidad
celular (61,95%). EIl pretratamiento con varias concentraciones del extracto
metanolico del R. officinalis L. protege a las células del dafio oxidativo provocado
por peroxido de hidrégeno, tal y como se refleja en el porcentaje de viabilidad
celular. Las concentraciones de 12,5; 25, 50 y 100 pg/ml ejercen un efecto

estadisticamente significativo comparado con el toxico (Figura 34).

135

*

Control Triton 6,25 125 25 50 100 200 400 500 BO0 700 BOO



Resultados

120 -
100 4 ==
# #*
*
= # #
= BD A %
g 5
8 #
- 60 - . #
= * #
e 40 - *
=
20 =
0 . B . . . . . . .
Control H:;0: Triton 12,5 25 50 100 200 400  6OD

Figura 34. Efecto protector frente a la toxicidad inducida por H,0O,. Las células
U373-MG se incuban con los extractos metanolicos de R.officinalis durante 24
horas y se incuban con H,O, (1 mM) durante 30 minutos. 100% corresponde a
la viabilidad de las celulas sin tratar (control). Los resultados se expresan como
media £ DS de tres experimentos independientes (n=3). Control negativo: Triton.
* p< 0,05 vs control. #p<0,05 vs H,0,

4.3.3.3. Estudio de la morfologia celular

Como se puede observar, las células control presentan una morfologia redondeada
y se encuentran agrupadas (Figura 35 a). Cuando se tratan con H,O, (1 mM)
durante 30 minutos, las células presentan cambios en su morfologia, adquiriendo
formas menos circulares, de menor tamafio, asi como una disminucion en su
agrupacion y en nuamero (Fig. 35 b), La preincubacion de las células U373-MG
con los extractos metandlicos en los concentraciones elegidas para los estudios,

previo a la exposicion con H,O, evita la aparicion de estos cambios (Fig. 35 ¢),

d)).
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a) b)

d)

Figura 35. Efecto sobre la morfologia celular de los diferentes tratamientos: a)
grupo control; b) H,O, 1mM, c) extracto metanolico 5ug/ml, d) extracto
metanolico 12,5ug/ml. Las imagenes corresponden a fotografias representativas
de cada uno de los tratamientos, utilizando una camara Moticam acoplada a
microscopio decontraste de fase.

4.3.3.4 Determinacion de la actividad antiradicalaria

En la Figura 36 se recogen los resultados del tratamiento de las células con H,0;
(3 mM). Tal como se observa, los niveles intracelulares de ROS se ven
aumentados de manera significativa en comparacion con las células control, lo
que confirma que el H,O, en las condiciones experimentales establecidas es un
inductor de estrés oxidativo. Trascurridas 2 h del comienzo del ensayo, la
concentracion de ROS intracelulares es un 34% mayor en las células tratadas s6lo
con H,0; en relacion con las células control. Los niveles del ROS en las células
tratadas con extracto metandlico son inferiores al grupo control, lo cual indica que

nos osn capaces de generar RL per se.
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Figura 36.-Efecto directo de los extractos metanolicos del R. officinalis L. sobre la
liberacion de EROs intracelular. Las células U373-MG se incuban con DCFH-DA
durante 30 minutos, en oscuridad a 37°C y 5% de CO,. A continuacion, se tratan
con diferentes concentraciones del extracto metanolico (12,5-100 pg/ml) se
comparan con las células Unicamente tratadas con H,O, (1 mM). Los resultados se
expresan como % de produccion de EROs intracelulares respecto al control. Los
datos se expresan como media = D S(n=3).

Con el fin de evaluar el posible efecto protector del extracto de romero, las calulas
se tratan con las diferentes concentraciones (12,5- 100ug/ml ) previo a la adicién
del téxico. Las concentraciones ensayadas son capaces de disminuir la fromacion
intracelular de ROS (Figura 37).
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Figura 37. Efecto protector del extractos metandlico de R. officinalis L. sobre la
produccion de EROS por el peroxido de hidrégeno. Las células se incuban con
DCFH-DA durante 30 minutos, en oscuridad a 37°C y 5% de CO,. A
continuacion, se tratan con concentraciones del extracto metanolico (12,5-100
ug/ml) y con H,O, (IMm), Los resultados se expresan como % de produccion de
ROS intracelulares respecto al control. Los datos se expresan como media = DS
(n=3).

4.3.4.5. Determinacion de los niveles de glutation

Para medir los niveles de GSH, GSSG y el efecto de los extractos metandlicos de
R. officinalis L. sobre los niveles de glutation, las células de U373-MG son
pretratadas durante 24 horas con las distintas concentraciones (12,5, 25, 50 y 100
pg/ml) e incubadas durante 30 minutos con H;O,, (1 mM). El efecto del extracto
sobre la cantidad de glutation se determina mediante fluorescencia utilizando OPT
como marcador de fluorescencia. como se en la figura 37. Al incubar las células
con H,0,, (ImM, 30 min), los niveles de GSH disminuyen, en respecto al control,
mientras que los niveles de la especie oxidada (GSSG) aumentan. Cuando las
celulas se incuban con los extractos de estudio los niveles del GSSG se aumenta

en una manera no significativa en comparacion con el grupo control.
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En la Figura 38 se muestran los valores de GSH y GSSG por mg de proteina en
las células sin tratar (Control), tratadas con téxico (H,O,, 1mM), tratadas con
trolox (0,5 mM) y tratadas con el extracto metandlico (12,5; 25; 50 y 100pg/ml).
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Figura 38. Efecto de extracto metandlico del R. officinalis L. sobre la actividad
de GSH, GSSG (nmoles/mg proteinas). Las células U373-MG se somenten a
pretratamiento tratan con el extracto metandlico del R. officinalis L. (12,5; 25; 50
y 100 pg/ml) durante 24 horas y, a continuacion, se incuban durante 30 minutos
con H,O, (ImM). Los resultados se representan como media £ DS (n =3) *p<
0,05 vs Control; #p< 0,05 vs H,0,

Con el fin de determinar el efecto del extracto metandlico de R. officinalis L.

sobre los niveles de glutation, se analiza el indice redox( Tabla 16).

Como se puede osbervar, se produce un aumento en el IR en las células
Gnicamente incubadas con el toxico, con respecto a las células control (0,54 frente
a 0,41). Sin embargo, cuando las células se incuban con el extracto metandlio en

estudio, el IR se reduce para todas las concentraciones ensayadas.
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Compuesto IR=GSSG/(GSSG+GSH)
Control 0,41+0,43
H,O, (1ImM) 0,54 +£0,70
12,5 pg/ml+1mM H,0, 0,47 £0.04
25 pg/ml+1mM H,0, 0,48 £0.03
50 pg/ml+1mM H,0, 0,46 + 0.02
100 pg/mi+1mM H,0, 0,48 £0.03
0,5 mM Trolox 0,45 £0.08

Tabla 16. Efecto del extracto metandlico de R. officinalis L. sobre los niveles de
glutation y la relacion entre GSSG y GSH.; Las células U373-MG son pretratadas
durante 24 horas con las muestras de extracto metandlico (12,5; 25; 50 y 100
ug/ml) e incubadas durante 30 minutos con H,O, (1 mM). El efecto del extracto
sobre la cantidad de glutation se determina mediante fluorescencia utilizando OPT
como marcador de fluorescencia. Los datos se expresan como media + DS (n=3).

4.3.4.6. Determinacion de la actividad caspasa-3

Se determina la muerte celular producida por estrés oxidativo, analizando la
actividad de la principal enzima efectora de apoptosis, caspasa-3, cuyo sustrato es
Ac-DEVD-AMC.

Cuando las células se someten a dafio oxidativo inducido por H,O, 500 uM
durante 30 minutos, se produce una elevacion no significativa de la actividad de
caspasa-3 respecto al grupo control. El tratamiento previo con el extracto
metanolico de R. officinalis L. durante 24 h, reduce ligeramente la actividad
caspasa-3 con respecto al toxico de forma estadisticamente no significativa. El
tratamiento de las células con el extracto metandlico en las concentraciones de
estudio no activa las caspasa-3, lo que indica que no ejerce actividad apoptotica a

nivel celular (Figura 39).

141



Resultados

140

100 =

#
* *
120 -
# #
# '
80 -
60 -
40 -
20 -
0 T T T T T T
12,5 25 50 100

Control HzOz (500uM)

Actividad caspasa3 (3%)

Figura 39. Efecto del extracto metanolico de R. officinalis L. sobre la actividad
caspasa-3. Las celulas U373-MG se tratan con las concentraciones (12,5; 25, 50 y
100 pg/ml) durante 24 horas y se incuban con H;O, (500 uM) durante 30
minutos. La actividad caspasa-3 se determina en extractos celulares totales
mediante medida en un fluorimetro, utilizando el sustrato especifico Ac-DEVD-
AMC. Los resultados se representan como % respecto al control (100%, células
sin tratar). Los resultados se expresan como media + DS (n= 3). *p<0,05 vs
control y #p<0,05 vs H,0,
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4.3.4.7. Peroxidacién lipidica

La peroxidacion lipidica es uno de los principales mecanismos de dafio celular
producido por EROs. Para valorar el grado de degradacion oxidativa de los
lipidos, se han cuantificado los niveles del producto secundario MDA por HPLC.

En la Figura 39 se presentan las concentraciones de MDA liberadas al medio de
cultivo por las células U373-MG sin tratar. Como se puede observar, la
concentracion de MDA en las células U373-MG expuestas a H,O, (1 mM, 30
min) es significativamente superior a la de las células control (26,43 frente a
39,5nmoles/mg proteina, respectivamente). El tratamiento directo con el extracto
de romero (12,5; 25; 50 y 100 pg/ml) produce un ligero aumento en los valores de

MDA en comparacion con las células control.

Sin embargo, el pretratamiento con estas concentraciones en las condiciones de
estrés oxidativo inducido por H,O, danlugar a la inhibicién de la formacion de
MDA como subproducto de la peroxidacion lipidica, siendo significativa para
12,5ug/ml) y 25 (ug/ml) (Figura 40).

En la Figura 41 se muestran las cromatogramas por HPLC correspondientes a la
determinacion de los niveles de MDA en las células tratadas con 12,5; 25 y

100pg/ml de extracto.
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Figura 40. Efecto del extracto metanolico del R. officinalis L. sobre la
peroxidacion lipidica. Las celulas U373-MG se tratan con las concentraciones en
estudio (12,5; 25; 50 y 100 ug/ml) durante 24 horas. Los resultados se expresan
como nmol/mg proteina, media £ DS (n=3). *p<0,05 vs control y #p<0,05 vs

HzOz.
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Figura 41. Efecto del extracto metandlico del R. officinalis L. sobre la
peroxidacion lipidica. Las células U373-MG se tratan con las concentraciones
(12,5; 25; 50 y 100 pg/ml) durante 24 horas y se incuban con H,O; (1 mM)
durante 30 minutos. Los resultados se expresan como nmol/mg proteina, media *
SD (n=3). *p<0,05 vs control y #p<0,05 vs H,0,
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Figura 42. Cromatogramas correspondientes al analisis de las células tratadas con

el extracto metandlico A) 12,5ug/ml); B) 25ug/ml); C) 100ug/ml, en presencia de
H.0,
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4.3.4.8. Determinacion de la actividad del enzima catalasa (CAT)

Por el ultimo se determina si R. officinalis puede influir en el sistema
antioxidante enzimatico celular. Para ello, se evalla el efecto de las muestras del
extracto metanolico a las concentraciones seleccionadas (12,5; 25; 50 y 100
pg/ml) sobre uno de los principales enzimas antioxidantes, la CAT. Las células
U373-MG se pretratan durante 24 horas con las concentraciones del extracto
metandlico del R. officinalis L. y se induce un estado de estrés oxidativo por H,0,
(1 mM) durante 30 minutos. La determinacion de los niveles de CAT se evalla

analizando los extractos celulares totales.

En la Figura 43 se observa la actividad enzimatica en presencia del toxico.
Cuando los astrocitos fueron sometidos a dafio oxidativo, ninguna de las
concentraciones de los compuestos en estudio, asi como el toxico consiguieron
revertir la actividad enzimatica, en comparacion con las células sin tratar (control)
No se observaron diferencias significativas respecto a las células tratadas

Unicamente con el toxico (H20,).
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Figura 43. Efecto del extracto metandlico del R. officinalis L. en la actividad y
expresion enzimatica de CAT. Las células U373-MG se tratan con las
concentraciones (12,5; 25; 50 y 100 pg/ml) durante 24 horas y posteriormente se
induce un estado de estrés oxidativo con H,O, (1 mM) durante 30 minutos, se
mide La actividad enzimatica de CAT mediante espectrofotometria en extractos
celulares totales. Los resultados se expresan como Ul/mg proteina £ DS (n=3).
*p<0,05 vs control y #p<0,05 vs H,0,
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Las plantas medicinales han jugado un papel importante a lo largo de la historia
en el descubrimiento de nuevos farmacos y mecanismos de accion innovadores.
Entre los diferentes mecanismos de accién estudiados, la actividad antioxidante es
uno de los mas seguidos en la actualidad debido a la importancia del estrés
oxidativo y los efectos perjudiciales de las especies reactivas de oxigeno en
diversas patologias. Por ello, una de las principales vias de investigacion es la
basqueda de moléculas capaces de prevenir o reducir la magnitud de estos
mediadores de oxidacion mediante interaccion con diferentes dianas bioquimicas

o farmacolégicas.

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta aromatica que crece de forma
espontanea en toda la zona mediterranea. Las partes aéreas y el aceite esencial de
romero se han utilizado en medicina tradicional desde la antigiiedad para el
tratamiento de diferentes afecciones (astenia, debilidad cronica, como
carminativo, etc). La hoja de romero es rica en compuestos polifendlicos con
actividad antioxidante (Abuashwashi et al., 2014; Collins et al., 1987), mientras
que su aceite esencial presenta una composicion compleja y variable en funcion
de su origen geogréfico, estado fenoldgico y momento de la recoleccién (Angioni
et al., 2004; Porte et al., 2000; Palomino et al., 2010; Varela et al., 2009). De
acuerdo con la estructura del esqueleto carbonado de los principales componentes
del aceite esencial, se pueden encontrar tres tipos biogenéticos: tipo eucaliptol
(Italia, Marruecos y Tunez), tipo alcanfor-borneol (Espafia) y tipo a-pineno-
verbenona (Francia, Corcega) (ESCOP, 1997).

En este contexto, se aborda el andlisis fitoquimico de muestras de R. officinalis
recolectadas en el mismo estado fenoldgico (floracion) en distintas localizaciones
del area central de la peninsula Ibérica, con el fin de estudiar la composicion
quimica de su aceite esencial por CG y su composicién en compuestos fendlicos
(flavonoides y &cidos fenolicos) por HPLC, asi como evaluar su actividad en una
linea celular de astrocitoma humano con el objetivo de determinar su actividad
neuroprotectora a través de su accidnantioxidante directa y/o moduladora de la

respuesta celular.
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El efecto protector frente al estrés oxidativo producido por H,O, en un modelo in
vitro se ha evaluado en cultivos de células nerviosas (U373-MG). Dicha linea
celular, procedente de glioblastoma de astrocito humano, constituye una diana
farmacolodgica para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas debido a

su papel funcional y protector en el sistema nervioso

Los ensayos de neuroproteccion realizados incluyen el estudio del efecto sobre la
viabilidad y morfologia celular (efecto directo y protector), proteccion frente al
estrés oxidativo, valoracion de marcadores de estrés oxidativo (MDA y
GSH/GSSG) vy actividad del enzima antioxidante CAT vy del principal enzima

efector de apoptosis, caspasa 3.

Dicho estudio se ha realizado utilizando, por un lado, el aceite esencial obtenido

por destilacion y, por otro lado, el extracto metandlico de las mismas muestras.

ACEITE ESENCIAL DE R. OFFICINALIS

Estudio fitoquimico

A partir de las partes aéreas secas y groseramente troceadas, sometidas a
hidrodestilacién en un aparato Clevenger durante 2h a presion atmosférica (dos
repeticiones), se obtiene el aceite esencial cuyo rendimiento se evalla por
gravimetria. El rendimiento obtenido para las 14 muestras recolectadas es
variable, oscilando entre 1,2 y 3,4%. La muestra recolectada en la comunidad de
Madrid presenta un valor intermedio, del 2,3%. Dichas variaciones pueden
responder a los cambios en las condiciones climaticas y geograficas de los
distintos municipios, y coinciden con los datos publicados previamente por otros

autores (Angioni et al., 2004; Palomino et al., 2010).

La composicion del aceite esencial se analiza por Cromatografia de Gases (CG),
con el fin de identificar y cuantificar en un Unico analisis los principales
componentes: a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, limoneno, 1-8 cineol, y-
terpineno, p-cimeno, acetato de bornilo, alcanfor, borneol, o-terpineol y

verbenona.
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El estudio analitico permite detectar diferencias en la composicion de las muestras
analizadas, con mayor abundancia de monoterpenos oxigenados (28% a 77%) y
menor proporcién de hidrocarburos monoterpénicos (7% a 51%). En todas las
muestras se han identificado a-pineno, p-cimeno, 1,8-cineol, alcanfor, borneol,
verbenona y a-terpineol, siendo los componentes mas abundantes: 1,8-cineol,
alcanfor y a-pineno (Tabla 6), composicion que coincide con el romero tipo
alcanfor-borneol, predominante en la Peninsula Ibérica y que concuerda con el

perfil recogido en la Norma Internacional ISO 1342 (2000).

Actividad farmacoldgica

Capacidad antioxidante

Una vez realizado el estudio y determinados los distintos componentes del aceite
esencial para las catorce muestras recolectadas, se aborda al estudio preliminar de
su capacidad antioxidante in vitro, valorando su capacidad de absorcion del
radical oxigeno (método ORAC). Los resultados indican una actividad
significativa para todas las muestras ensayadas, con un valor medio de 1,19 + 0,15
pumol Trolox/mg aceite esencial, tomando como referencia el Trolox, andlogo

hidrosoluble de la vitamina E.

El estudio de su actividad captadora de radicales libres derivados de DPPH
confirma los resultados obtenidos anteriormente, con un valor medio de ICsg

superior a 650 mg/ml.

Aunque en este estudio no se han ensayado los componentes del aceite esencial
aislados, algunos autores han identificado algunos monoterpenos como potentes
captadores de radicales libres, entre ellos 1,8-cineol y a-pineno (Ciftci et al.,
2011; Porres et al., 2010). Como en muchos otros ejemplos procedentes del reino
vegetal, la capacidad antioxidante de los monoterpenos aislados es inferior a la
obtenida con el aceite esencial y por ello, en el caso del aceite esencial de romero
estudiado, la capacidad antioxidante y antirradicalaria observada se puede atribuir

a un efecto sinérgico de sus diferentes componentes, siendo de destacar la
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aportacion de 1,8-cineol y a-pineno, presentes y mayoritarios en todas las

muestras estudiadas.

Actividad protectora sobre linea celular U373-MG

Los estudios de neuroproteccién se llevan a cabo sobre cultivo celulares con el fin
de elucidar los posibles mecanismos que permitan explicar el efecto antioxidante
previamente observado. El peroxido de hidrogeno se utiliza como agente inductor
de dafio oxidativo.

Los resultados de los estudios de actividad antioxidante y captadora de radicales
libres (ORAC y DPPH) para de las diferentes muestras de aceite esencial indican
la falta de diferencias estadisticamente significativas entre las mismas, por lo que
los estudios de actividad bioldgica en cultivos celulares se llevan a cabo
Unicamente con la muestra procedente de la Comunidad de Madrid como
representante de todas las muestras de R. officinalis recolectadas para este estudio.

Previo al estudio de la capacidad protectora se determina el efecto directo del
tratamiento con el aceite esencial sobre la viabilidad celular mediante el método
de reduccion del MTT. Este estudio permite establecer las concentraciones no

toxicas que se aplicaran en los siguientes ensayos.

Para ello se realizan varios experimentos hasta determinar las condiciones 6ptimas
de crecimiento celular, tratandose las células con concentraciones crecientes de
aceite esencial, entre 0,5 y 250 pg/ml durante 24h. el control positivo lo

constituyen las células no tratadas y como control negativo, Triton X-100.

El tratamiento con el aceite esencial de romero no es citotoxico para las
concentraciones comprendidaas entre 0,5 y 12,5 pg/ml; las concentraciones mas

elevadas disminuyen significativamente la viabilidad celular.

A continuacion se estudia el efecto protector de las mismas concentraciones de
aceite esencial frente a un modelo de estrés oxidativo inducido por H,O, 1mM. La

incubacion previa de las células con las diferentes concentraciones de aceite
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esencial de romero (0,5 a 250 pg/ml) consigue revertir parcialmente el dafo
provocado con el agente oxidante, hasta valores proximos a los obtenidos para las
celulas control. Las concentraciones mas eficaces se encuentran entre 0,5y 12,5
pg/ml. Asi mismo, se observa que el tratamiento con el aceite esencial es capaz de

preservar la morfologia celular normal frente al tratamiento con el toxico.

A partir de estos resultados se seleccionan las concentraciones méas adecuadas

para continuar el estudio: 1pg/ml, 2,5pug/ml, 5pg/mly 12,5 pg/ml.

En primer lugar se evalla si alguna de las concentraciones es capaz de inducir la
formacion de radicales libres en la linea celular U373-MG, mediante el ensayo de
la diclorofuoresceina (DCFH-DA). El efecto del aceite esencial se compara con
las células no tratadas (grupo control) y con el efecto producido por el peroxido de
hidrogeno. Este Ultimo es capaz de generar una cantidad superior de radicales
libres, de forma estadisticamente significativa, con respecto a cualquiera de las
concentraciones de aceite esencial ensayadas. A las dos horas del ensayo, la
concentracion de EROs en las células tratadas con perdxido de hidrégeno es un
34% superior al grupo control. El tratamiento con el aceite esencial solo no

provoca incremento en la produccion de EROs.

Sin embargo, el tratamiento de las células con el aceite esencial previo a la
exposicion con peroxido de hidrdégeno ejerce un efecto protector que se puede

cuantificar como una reduccion significativa en la formacion de EROs.

La determinacion de los niveles de glutation reducido permite detectar uno de los
principales marcadores de estrés oxidativo a nivel celular, particularmente en los
astrocitos, donde su eficacia es marcada. El efecto del aceite esencial de romero
sobre el sistema de GSH y GSH/GSSG se determina por fluorescencia con OPT
como marcador de fluorescencia. El tratamiento de las células con peréxido de
hidrogeno provoca una elevacién de los niveles de glutation oxidado, con
aumento del indice redox. Esto implica una disminucién de la capacidad de

respuesta antioxidante celular.
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El pretratamiento de las células con el aceite esencial de romero a 1pg/ml, 24h
antes de la adicion del peroxido de hidrogeno, previene las alteraciones
provocadas por el mismo, observdndose una normalizacion del indice redox

debido fundamentalmente al incremento de los valores de GSH.

A continuacion se estudia el posible efecto del aceite esencial sobre el sistema
antioxidante enziméatico de la CAT, mediante espectrofotometria en extractos
celulares totales. El tratamiento de los astrocitos con perdxido de hidrogeno
provoca una disminucidn significativa en la actividad enzimatica, sometiendo a la
célula a un mayor riesgo de dafio celular. El pretratamiento con el aceite esencial
de romero induce un aumento en la actividad del enzima antioxidante,
obteniéndose diferencias estadisticamente significativas para las concentraciones

mas altas ensayadas.

Estos resultados indican que la disminucién observada en los niveles de EROs en
las células tratadas con el aceite esencial de romero puede ser debida, al menos en
parte, a un incremento en la actividad de los sistemas antioxidantes tanto no

enzimaticos (GSH) como enzimaticos (CAT).

Por otro lado, y puesto que existe una relacion entre el estrés oxidativo y la
apoptosis celular, se determinan la actividad del enzima caspasa-3 como principal
enzima efector de apoptosis. El tratamiento con perdxido de hidrégeno induce un
incremento en la actividad caspasa-3 que explica la disminucion en la viabilidad
celular observada previamente. El tratamiento previo con distintas
concentraciones de aceite esencial es capaz de proteger a las células, de forma que
la actividad del enzima pro-apoptotico se mantiene dentro de los valores normales
obtenidos en el grupo control (células no tratadas). Por lo tanto, se puede afirmar

que el aceite esencial de romero ejerce un efecto anti-apoptotico.

Finalmente, como medida del dafio celular provocado por el estrés oxidativo, se
determinan los niveles de MDA, producto secundario derivado de la degradacion
oxidativa de los lipidos de membrana. El tratamiento de las células con peréxido

de hidrégeno induce un incremento significativo en la liberacién de MDA El
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tratamiento previo de las células con distintas concentraciones de aceite esencial
permite mantener los niveles de MDA proximos al grupo control, siendo

particularmente activa la concentracion de 2,5ug/ml.

Estos resultados coinciden con los publicados por otros autores para los aceites
esenciales obtenidos de otras especies vegetales y parecen estar relacionados con su
elevado contenido en 1,8-cineol (Porres et al., 2010).

EXTRACTO METANOLICO DE R. OFFICINALIS

Estudio fitoquimico

A partir de las partes aéreas secas y groseramente troceadas, se obtiene el extracto
metanolico cuyo rendimiento se evalla por gravimetria de acuerdo con la
monografia correspondiente de la RFE. El rendimiento obtenido para las 14
muestras recolectadas es variable, oscilando entre 11 y 21%. La muestra
recolectada en la comunidad de Madrid presenta un valor intermedio, del 16 %,

aproximadamente.

el contenido en compuesto fendlicos del extracto metandlico se analiza por HPLC,
pudiéndose identificar y cuantificar 27 compuestos fendlicos en un Gnico analisis.
Aunque se observa cierta variabilidad en su composicién, atribuible a su diferente
origen geogréafico, los flavonoides quercitrina, miricetina, hesperetina, xantona,
vitexina y apigenina, asi como los acidos fenolicos clorogénico, rosmarinico y 4-

OH cinamico, se han detectado en todas las muestras.

Los compuestos fendlicos mas abundantes en el romero son los flavonoides (hasta

93%), destacando su contenido en rutina y miricetina.

Actividad farmacolégica

Capacidad antioxidante

En primer lugar se realiza el estudio preliminar de su capacidad antioxidante in
vitro, valorando su capacidad de absorcion del radical oxigeno (método ORAC).

Los resultados indican una actividad significativamente alta para todas las muestras
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ensayadas, con un valor medio de 3,00 + 0,23umol Trolox/mg extracto, tomando

como referencia el Trolox, analogo hidrosoluble de la vitamina E.

El estudio de su actividad captadora de radicales libres derivados de DPPH muestra
resultados similares, con un valor medio de ICsq de 7,84 mg/ml.

Estos valores indican un elevado potencial antioxidante para el extracto metandlico
de R. officinalis que concuerda con los resultados publicados previamente por otros
autores (Moreno et al., 2006).

Actividad protectora sobre linea celular U373-MG

Al igual que en el caso del aceite esencial, los estudios de neuroproteccion se
llevan a cabo sobre cultivo de astrocitos con el fin de elucidar los posibles
mecanismos que permitan explicar el efecto antioxidante previamente observado.

El peroxido de hidrogeno se utiliza como agente inductor de dafio oxidativo.

Como ocurria con el aceite esencial de romero, los resultados de los ensayos in
vitro con los extractos metandlicos son similares sin diferencias estadisticamente
significativas entre los mismos, por lo que los estudios de actividad bioldgica en
cultivos celulares se llevan a cabo Unicamente con la muestra procedente de la
Comunidad de Madrid como representante de todas las muestras de R. officinalis

recolectadas para este estudio.

El efecto directo del tratamiento con el extracto metandlico sobre la viabilidad
celular de astrocitos se determinan mediante el método de reduccion del MTT,
estableciéndose asi las concentraciones no téxicas que se aplicaran en los
siguientes ensayos. Las células se tratan con concentraciones crecientes de
extracto, entre 6,25 y 800ug/ml durante 24h. Como control positivo se utilizan
células no tratadas y como control negativo, Tritdbn X-100. Ninguna de las

concentraciones ensayadas es toxica para la linea celular U-373MG.

Al estudiar el efecto protector de las mismas concentraciones frente a un modelo

de estrés oxidativo inducido por H,O, 1mM, se observa que las concentraciones
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de 12,5pg/ml, 25ug/ml, 50pg/ml y 100ug/ml son capaces de mantener e incluso
incrementar la supervivencia celular, por lo que dichas concentraciones se

seleccionan para continuar el estudio.

En el ensayo de actividad antiradicalaria mediante el ensayo de Ila
diclorofuoresceina (DCFH-DA), se compara el efecto del tratamiento con el
extracto metandlico de romero con las células no tratadas (grupo control) y con el
efecto producido por el peroxido de hidrogeno. El incremento en EROs producido
por el peréxido de hidrégeno es revertido por el extracto metandlico de romero.

En cuanto a la actividad sobre los niveles de glutation reducido, se observa que el
tratamiento de las células con peroxido de hidrogeno provoca una elevacion de los
niveles de glutation oxidado y disminucion de GSH, con aumento del indice
redox, lo cual implica una disminucién de la capacidad de respuesta antioxidante
celular. El pretratamiento de las células con el extracto metandlico de romero
consigue mantener los niveles de GSH en valores normales, con ligera elevacion
de GSSG pero con un indice redox similar al del grupo control (diferencia no

estadisticamente significativa).

En cuanto al efecto del tratamiento con el extracto metandlico sobre los niveles de
CAT, no se observan variaciones estadisticamente significativas. Los valores
permanecen similares a los obtenidos con el grupo control. Esta falta de respuesta
a nivel enzimatico puede explicarse en base al hecho de que la célula ha visto
aumentada su defensa antioxidante (menor produccion de EROs, mayor actividad

de GSH) y no es necesario que se produzca una mayor liberacion del enzima.

En el caso de la actividad caspasa-3, el tratamiento previo con distintas
concentraciones de extracto metandlico de romero es capaz de proteger a las
células, de forma que la actividad del enzima pro-apoptético se mantiene dentro
de los valores normales obtenidos en el grupo control para tres de las
concentraciones ensayadas (12,5ug/ml, 50pug/ml y 100ug/ml), por lo que se puede

afirmar  que el extracto de romero ejerce un efecto anti-apoptético.

159



Discusion

Finalmente, como medida del dafio celular provocado por el estrés oxidativo, se
determinan los niveles de MDA, producto secundario derivado de la degradacion
oxidativa de los lipidos de membrana. El tratamiento de las células con perdxido
de hidrégeno induce un incremento significativo en la liberacion de MDA Al
igual que ocurre con el aceite esencial, el tratamiento previo con el extracto
metandlico de romero permite disminuir los niveles de MDA proximos al grupo

control, siendo particularmente activa la concentracion de 50pg/ml.

En base a todos los resultados obtenidos, se puede concluir que tanto el aceite
esencial como el extracto metandlico de R. officinalis recolectados en la Peninsula
Ibérica ejercen una actividad antioxidante y protectora sobre la linea celular de
astrocitos humana U373-MG sometida al dafio oxidativo provocado por el agente
inductor H,O,. Dicho efecto protector se refleja en su capacidad captadora de
radicales libres, su capacidad protectora en cuanto a viabilidad y morfologia
celulares, aumento de la actividad de los sistemas antioxidantes enddgenos,
disminucién de la muerte celular por apoptosis e inhibicion de la peroxidacion
lipidica. Todo ello se traduce un efecto neuroprotector significativo frente al estrés

oxidativo.
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha realizado el estudio fitoquimico de
muestras espontaneas de Rosmarinus officinalis L. recolectadas en el momento de
su floracién en diferentes zonas geogréficas de la peninsula Ibérica, con el fin de
estudiar su composicién quimica y evaluar su actividad antioxidante. El estudio se
ha realizado por un lado con el aceite esencial obtenido por destilacion de la
planta, y por otro lado, con el extracto metandlico de la misma. La actividad
antioxidante se ha evaluado mediante un modelo de estrés oxidativo inducido por
H,0O; sobre la linea celular de astrocitoma humano U-373MG.

En base a los resultados obtenidos en el desarrollo experimental, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1. El aceite esencial obtenido a partir de R. officinalis L. presenta un
rendimiento medio de 2,21%, con ligeras variaciones dependiendo de su
origen geografico. Dicha variacion se refleja también en el porcentaje de sus
principales componentes, aunque en todos los casos se corresponde con el

tipo alcanfor-borneol, predominante en la peninsula Ibérica.

2. La capacidad antioxidante y captadora de radicales libres in vitro del aceite
esencial de R. officinalis L. es moderada, con valores de 1,19 + 0,15 pmol

Trolox/mg aceite esencial e 1Csq superior a 650 mg/ml.

3. El aceite esencial de R. officinalis L. ejerce efecto neuroprotector sobre la
linea celular de astrocitoma humano U373-MG que se manifiesta como
disminucién en la produccion enddgena de especies reactivas de oxigeno,
aumento de los niveles de GSH y de la actividad enzimatica CAT e
inhibicion de la actividad apopt6tica mediada por caspasa-3. Asi mismo,
inhibe la peroxidacién lipidica, tal y como demuestra la disminucion en los
niveles de MDA.
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4. El extracto metanolico de R. officinalis L. presenta un rendimiento medio de
15,72%, con un elevado contenido en flavonoides (hasta 93%). Destaca su

contenido en rutina y miricetina.

5. El potencial antioxidante y captador de radicales libres in vitro del extracto
metanolico de R. officinalis L. es elevado, con valores de 3,00 £ 0,23umol
Trolox/mg extracto e I1Cs de 7,84 mg/ml, respectivamente.

6. Sobre la linea celular de astrocitoma humano U-373MG, el extracto
metandlico de R. officinalis L. inhibe la formacion de radicales libres de
oxigeno y eleva los niveles de GSH hasta valores normales, sin influir en la
actividad del enzima antioxidante CAT. Asi mismo, ejerce un efecto
antiapoptotico por disminuir los niveles de caspasa-3. Se produce también
inhibicion de la peroxidacion lipidica, tal y como demuestra la disminucion

en los niveles de MDA.

7. Rosmarinus officinalis L. presenta actividad neuroprotectora en la linea
celular de astrocitoma humano U373-MG frente al dafio oxidativo provocado
por peréxido de hidrdgeno a través de los siguientes mecanismos: capacidad
captadora de radicales libres, capacidad protectora en cuanto a viabilidad y
morfologia celulares, aumento de la actividad de los sistemas antioxidantes
enddgenos, disminucion de la muerte celular por apoptosis e inhibicidn de la

peroxidacion lipidica.
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Resumen

Las plantas medicinales son una gran fuente de compuestos dotados de actividad
bioldgica y susceptibles de ser utilizados para el tratamiento de diferentes patologias.
Entre ellas, la actividad antioxidante es una de las méas estudiadas en la actualidad
debido a la relacién observada entre el estrés oxidativo, las especies reactivas de
oxigeno y el desarrollo y progresién de algunas enfermedades. Asi, una de las lineas
prioritarias de investigacion es la busqueda de nuevos compuestos capaces de prevenir
o al menos disminuir el impacto de los mediadores de oxidacién a nivel fisiologico, a

través de diferentes dianas bioquimicas.

Las reacciones de o6xido-reducciéon son procesos fisiolégicos encaminados a la
liberacion de diferentes sustancias necesarias en el metabolismo celular normal.
Estas reacciones implican la transferencia de electrones y pueden generar
compuestos denominados radicales libres (RL) entre los cuales destacan los
radicales libres de oxigeno (EROs), con una elevada reactividad quimica. El estrés
oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de dichos RL y la
capacidad de un sistema biologico de neutralizarlos rapidamente, con el fin de
proteger el dafio causado a proteinas, lipidos o incluso ADN. Los compuestos
antioxidantes son aquellos que, a bajas concentraciones, son capaces de prevenir
el dafio oxidativo mediado por RL a través de diferentes mecanismos: captacion
directa de EROs, modulaciéon de la actividad enzimaético, quelacion de iones

metalicos (Fe+3, Cu+),, etc.

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta aromatica que crece de forma
espontanea en toda la zona mediterranea. Las partes aéreas y el aceite esencial de
romero se han utilizado en medicina tradicional desde la antigiiedad para el
tratamiento de diferentes afecciones La hoja de romero es rica en compuestos
polifendlicos con actividad antioxidante, mientras que su aceite esencial presenta
una composicion compleja y variable en funcién de su origen geogréfico, estado
fenolégico y momento de la recoleccién. De acuerdo con la estructura del
esqueleto carbonado de los principales componentes del aceite esencial, se pueden
encontrar tres tipos biogenéticos: tipo eucaliptol (Italia, Marruecos y Tunez), tipo

alcanfor-borneol (Espafia) y tipo a-pineno-verbenona (Francia, Corcega).
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Resumen

En este contexto, se aborda el analisis fitoquimico de muestras de R. officinalis
recolectadas en el mismo estado fenoldgico (floracion) en distintas localizaciones
del &rea central de la peninsula Ibérica, con el fin de estudiar la composicion
quimica de su aceite esencial por CG y su composicion en compuestos fendlicos
(flavonoides y acidos fenolicos) por HPLC, asi como evaluar su actividad en una
linea celular de astrocitos humana con el objetivo de determinar su eficacia
neuroprotectora a través de su actividad antioxidante directa y/o moduladora de la
respuesta celular.

Aceite esencial

A partir de las partes aéreas secas y groseramente troceadas, sometidas a
hidrodestilacién en un aparato Clevenger durante 2h a presion atmosférica, se
obtiene el aceite esencial cuyo rendimiento se evalla por gravimetria. El
rendimiento obtenido para las 14 muestras recolectadas es variable, oscilando
entre 1,2 y 3,4%. La muestra recolectada en la comunidad de Madrid presenta un
valor intermedio, del 2,3%. Dichas variaciones pueden responder a los cambios en
las condiciones climaticas y geogréaficas de los distintos municipios, y coinciden

con los datos publicados previamente por otros autores.

El estudio de la composicion del aceite esencial por CG permite la identificacion
y cuantificacion de un 70% de sus componentes en un Gnico analisis: a-pineno,
canfeno, B-pineno, mirceno, limoneno, 1-8 cineol, y-terpineno, p-cimeno, acetato
de bornilo, alcanfor, borneol, a-terpineol y verbenona. Se observa una mayor
abundancia de monoterpenos oxigenados (28% a 77%) y menor proporcion de
hidrocarburos monoterpénicos (7% a 51%). En todas las muestras se han
identificado a-pineno, p-cimeno, 1,8-cineol, alcanfor, borneol, verbenona y a-
terpineol, siendo los componentes mas abundantes: 1,8-cineol, alcanfor y a-
pineno, composicién que coincide con el romero tipo alcanfor-borneol,

predominante en la Peninsula Ibérica.
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El estudio preliminar de su actividad antioxidante mediante los métodos ORAC y
DPPH muestra una actividad significativa, con valores de 1,19 + 0,15 pmol
Trolox/mg aceite esencial y un 1Cso superior a 650 mg/ml, respectivamente.

Al comparar los resultados de actividad antioxidante no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras, por lo que los siguientes

ensayos se realizan inicamente con la muestra procedente de Madrid.

Los estudios de neuroproteccion se llevan a cabo sobre cultivo de astrocitos, linea
celular U373MG, con el fin de elucidar los posibles mecanismos que permitan
explicar el efecto antioxidante previamente observado, usando peréxido de
hidrégeno 1mM como agente inductor de dafio oxidativo. El efecto directo del
aceite esencial sobre la viabilidad celular de se evalia mediante el método de
reduccion del MTT, con concentraciones crecientes entre 0,5 y 250 pg/ml durante
24h. Como control positivo se utilizan células no tratadas y como control
negativo, Triton X-100. El tratamiento con el aceite esencial de romero no es
citotoxico en entre 0,5y 12,5 pg/ml. Al ensayar su efecto protector, se observa
que el pretratamiento con las diferentes concentraciones de aceite esencial de
romero (0,5 a 250 pg/ml) consigue revertir parcialmente el dafio provocado con el
agente oxidante, sin observarse diferencias significativas frente al control. Las
concentraciones mas eficaces se encuentran entre 0,5y 12,5 pg/ml. Ademas de su
efecto protector en la supervivencia celular, se observa también una recuperacion
de las caracteristicas morfologicas normales de las células. A partir de estos
resultados se seleccionan las concentraciones mas adecuadas para continuar el

estudio: 1pg/ml, 2,5ug/ml, 5pg/mly 12,5ug/ml.

La capacidad de aumentar la formacion de radicales libre se evalué mediante el
ensayo de DCFH-DA. El tratamiento con el aceite esencial no incrementa la
produccién de EROs, a diferencia del agente toxico H,0,, que la incrementd en un
34%, EIl tratamiento previo con el aceite esencial produjo una disminucion

significativa en la produccion de EROs.
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El efecto del aceite esencial de romero sobre el sistema de GSH y GSH/GSSG se
determina por fluorescencia con OPT como marcador de fluorescencia. El
tratamiento de las células con perdxido de hidrégeno provoca una elevacion de
los niveles de glutation oxidado, con aumento del indice redox. Esto implica una
disminucién de la capacidad de respuesta antioxidante celular. El pretratamiento
de las células con el aceite esencial de romero a 1ug/ml, 24h antes de la adicion
del perdxido de hidrdgeno, previene las alteraciones provocadas por el mismo,
observandose una normalizacion del indice redox debido fundamentalmente al

incremento de los valores de GSH.

Al estudiar el efecto del aceite esencial sobre la actividad del sistema antioxidante
enzimatico de la CAT, se observa un incremento de la actividad enzimatica para

las concentraciones mas altas.

Estos resultados indican que la disminucién observada en los niveles de EROs en
las células tratadas con el aceite esencial de romero puede ser debida, al menos en
parte, a un incremento en la actividad de los sistemas antioxidantes tanto no

enzimaticos (GSH) como enzimaticos (CAT).

Por otro lado, al estudiar la actividad del enzima caspasa-3 como principal enzima
efector de apoptosis, se observa que el incremento en su actividad inducido por el
peréxido de hidrogeno es revertido con el aceite esencial, de forma que la
actividad del enzima pro-apoptotico se mantiene dentro de los valores normales
obtenidos en el grupo control (células no tratadas). Por lo tanto, se puede afirmar

que el aceite esencial de romero ejerce un efecto anti-apoptotico.

Los niveles de MDA se estudian como medida del dafio celular provocado por el
estrés oxidativo. El tratamiento de las células con peréxido de hidrégeno induce
un incremento significativo en la liberacion de MDA que desaparece con el
tratamiento previo de las células con distintas concentraciones de aceite esencial,

siendo particularmente activa la concentracion de 2,5ug/ml.
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Extracto metanolico

A partir de las partes aéreas secas y groseramente troceadas, se obtiene el extracto
metandlico cuyo rendimiento se evalla por gravimetria. EI rendimiento obtenido
para las 14 muestras recolectadas es variable, oscilando entre 11 y 21%. La
muestra recolectada en la comunidad de Madrid presenta un valor intermedio, del
2,3%, aproximadamente.

La composicion en compuesto fendlicos del extracto metandlico se analiza por
HPLC, pudiéndose identificar y cuantificar 27 compuestos fendlicos en un tnico
analisis. Aunque se observa cierta variabilidad en su composicion, atribuible a su
diferente origen geografico, los flavonoides quercitrina, miricetina, hesperetina,
xantona, vitexina y apigenina, asi como los acidos fendlicos clorogénico,

rosmarinico y 4-OH cindmico, se han detectado en todas las muestras.

Los compuestos fenolicos mas abundantes en el romero son los flavonoides (hasta

93%), destacando su contenido en rutina y miricetina.

En primer lugar se realiza el estudio preliminar de su capacidad antioxidante in
vitro, valorando su capacidad de absorcion del radical oxigeno (método ORAC).
Los resultados indican una actividad significativamente alta para todas las
muestras ensayadas, con un valor medio de 3,00 £ 0,23 pumol Trolox/mg extracto,
tomando como referencia el Trolox, andlogo hidrosoluble de la vitamina E. El
estudio de su actividad captadora de radicales libres derivados de DPPH muestra

resultados similares, con un valor medio de 1Csy de 7,84 mg/ml.

Estos valores indican un elevado potencial antioxidante para el extracto
metanolico de R. officinalis, diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras ensayadas, por lo que los estudios de actividad biolégica en cultivos
celulares se llevan a cabo Unicamente con la muestra procedente de la Comunidad
de Madrid como representante de todas las muestras de R. officinalis recolectadas

para este estudio.

El efecto directo del tratamiento con el extracto metandlico sobre la viabilidad
celular de astrocitos (6,25 a 800ug/ml durante 24h) muestra la falta de toxicidad

para la linea celular U-373MG. En cuanto a su efecto protector frente a un modelo
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de estrés oxidativo inducido por H,O, 1mM, las concentraciones de 12,5ug/ml,
25ug/ml, 50pg/ml y 100ug/ml son capaces de mantener e incluso incrementar la
supervivencia celular, por lo que dichas concentraciones se seleccionan para

continuar el estudio.

En el ensayo de actividad antiradicalaria mediante el ensayo de Ila
diclorofuoresceina (DCFH-DA), el incremento en EROs producido por el
perdxido de hidrogeno es revertido por el extracto metandlico de romero.

En cuanto a la actividad sobre los niveles de GSH y GSSG, el incremento de
GSSG provocado por peroxido de hidrdgeno es revertido por el pretratamiento
con el extracto metandlico de romero, que consigue mantener los niveles de GSH
en valores normales, con ligera elevacion de GSSG pero con un indice redox

similar al del grupo control (diferencia no estadisticamente significativa).

En cuanto al efecto del tratamiento con el extracto metandlico sobre los niveles de
CAT, no se observan variaciones estadisticamente significativas. Los valores
permanecen similares a los obtenidos con el grupo control. Esta falta de respuesta
a nivel enziméatico puede explicarse en base al hecho de que la célula ha visto
aumentada su defensa antioxidante (menor produccion de EROs, mayor actividad

de GSH) y no es necesario que se produzca una mayor liberacion del enzima.

En el caso de la actividad de la caspasa-3, el tratamiento previo con distintas
concentraciones de extracto metandlico de romero aceite esencial es capaz de
proteger a las células, de forma que la actividad del enzima pro-apoptotico se
mantiene dentro de los valores normales obtenidos en el grupo control para tres de
las concentraciones ensayadas (12,5ug/ml, 50pug/ml y 100ug/ml), por lo que se

puede afirmar  que el extracto de romero ejerce un efecto anti-apoptotico.

Finalmente, el incremento significativo en la liberacion de MDA provocado por el
peréxido de hidrogeno es reducido por el tratamiento previo con el extracto

metanolico de romero, siendo particularmente activa la concentracién de 50ug/mi.
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Resumen

En base a todos los resultados obtenidos, se puede concluir que tanto el aceite
esencial como el extracto metandlico de R. officinalis ejercen una actividad
antioxidante y protectora sobre la linea celular de astrocitos humana U373-MG
sometida al dafio oxidativo provocado por el agente inductor H,O,. Dicho efecto
protector se refleja en su capacidad captadora de radicales libres, su capacidad
protectora en cuanto a viabilidad y morfologia celulares, aumento de la actividad
de los sistemas antioxidantes enddégenos (enzimaticos y no enzimaticos),
disminucién de la muerte celular por apoptosis e inhibicion de la peroxidacion
lipidica. Todo ello se traduce un importante efecto neuroprotector frente al estrés

oxidativo.
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Medicinal plants are a great source of active substances endorsed with different
mechanisms of action able to be applied for human diseases. Among them, the
antioxidant activity is one of the main studied effects due to the relationship
between oxidative stress and reactive oxygen species (ROS) and several
pathologies development. Nowadays, one of the priorities in pharmacological
research is the obtaining of new agents capable of prevent or at least decrease the
impact of these oxidation mediators at physiological level by acting on different
biochemical or pharmacological targets.

Oxidative reactions are physiological processes aimed to release different
substances which are needed in cellular metabolism. These reactions involve the
transfer of electrons and may generate compounds known as ROS, among which
there are the free radicals (FR) and oxygen derived molecules with high reactivity.
Oxidative stress is defined as the imbalance between the production of free
radicals and the ability of a biological system to quickly detoxify the reactive
intermediates and repair the damage caused at protein, lipid and DNA levels.
Antioxidant compounds are defined as those which at low concentration are
capable of preventing oxidative damage mediated by free radicals trough different
pathways such as a direct uptake of ROS, modulation of enzyme activity or

chelating metal ions (Fe+3, Cu+), among others.

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), commonly known as rosemary, is an
aromatic shrub spontaneously growing in the Mediterranean regions. Both aerial
parts and essential oil of Rosemary have been used in folk medicine since ancient
times for the treatment of asthenia, hypotension, permanent weakness, as
carminative and to improve peripheral circulation, among others. Rosemary leaf is
rich in polyphenolic compounds with antioxidant activity. Phenolic compounds
such as flavonoids and phenolic acids exert broad pharmacological effects such as
antiproliferative, antitumour, antinflammatory, apoptosis-inducing and antioxidant
activities which provide important health benefits related to metabolic syndrome,
cancer, brain health and immune system. Previous in vitro studies with rosemary

showed that the antioxidant potential is mainly related to phenolic diterpenes,
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such as carnosic acid, carnosol and rosmanol. On the other hand, the essential oil
(e.0.) obtained from Rosemary aerial parts shows a complex composition which
varies according the plant geographic origin or phenological stage.

This experimental work is focused in the phytochemical study of spontaneous
samples of R. officinalis L. collected in the same phenological period (flowering)
in different locations within the Iberian peninsule, with the aim of assessing the
chemical composition of the essential oil by GC and phenolic composition
(flavonoids and phenolic acids) by HPLC. Then, the evaluation of the biological
activity of both essential oil and extract is performed using a cellular line of
human astrocytoma (U-373MG) with the aim of assessing the neuroprotective
potential through its direct or indirect antioxidant activity.

Essential oil

The essential oil was obtained by hydrodistillation of the dried ground material in
a Clevenger-like apparatus with two replications for each sample. The evaluation
of the essential oil yield led to a variation among 1.2 and 3.4%. Sample collected
in Madrid area showed an intermediate value of 2.3%.The observed differences
are in accordance with previous data and may be due to the different geographic

and climatic areas.

The GC analysis allowed the identification and quantification of nearly 70% of
the chemical components of the essential oil: o-pinene, camphene, B-pinene,
mircene, limonene, 1-8 cineol, y-terpinene, p-cimene, bornyl acetate, camphor,
borneol, a-terpineol and verbenone were detected in one single analysis. A higher
percentage of oxygenated monoterpenes was observed (28% to 77%) with a lower
proportion in hydrocarbon monoterpenes (7% to 51%). a-pinene, p-cimene, 1,8-
cineol, camphor, borneol, verbenone and a-terpineol have been detected in every
sample. 1,8-cineol, camphor and a-pinene were the most abundant, this indicating
that the analyzed rosemary oil corresponds to camphor-cineol type, which is

predominant in the Iberian peninsule.
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The preliminary study of the antioxidant ability of the essential oil by the ORAC
and DPPH methods showed a significant antioxidant and scavenging activity,
with values of 1.19 £ 0.15 pmol Trolox/mg essential oil and 1Cs superior to 650
mg/ml, respectively.

No statistically significant differences were found among samples in relation to
their antioxidant ability, so the following experiments were only performed with
the sample from Madrid.

Neuroprotective studies were performed with the human astrocytome line U-
373MG, with ImM H,0; as toxic. First of all, direct effect on cell viability was
tested by MTT method with a wide range of concentrations (0.5 to 250pg/ml) for
24h. Untreated cells were used as positive control, while Triton X-100 was chosen
as the negative control. Rosemary essential oil was non-toxic for concentrations
ranging from 0.5 to 12.5ug/ml. The protective effect of the e.o0. was then assayed.
Pretreatment with 0.5 to 12.5ug/ml e.o. during 24h before the stress induction by
1mM H,0; allows the recovering of the induced injury, not only related to the cell
number but also to the cell morphology. The concentrations of 1ug/ml, 2.5ug/ml,

5ug/ml and 12.5ug/ml were then chosen for the following experiments.

First, the ability to increase the formation of free radicals at cellular level was
evaluated by the DCFH-DA assay. Treatment with the e.o. did not increase ROS
production, while 1mM H,0, induced a 34% increase when compared to control
group. Pretreatment of cells with the e.o. before H,0, exposure protected cells

from oxidative injury with a significant decrease in ROS levels.

Then the effect of the e.0. on the GSH levels were evaluated with OPT as
fluorescence marker. Treatment with H,O, induced a decrease in GSH levels and
an increase in redox index, this indicating a diminution in the cellular antioxidant
response. Pretreatment with 1ug/ml e.o. for 24h before H,0, exposure prevented
the damage, with a recovery of the redox index mainly due to the increase in GHS

levels.
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When assessing the effect of the e.o. on the CAT activity, an increase in the

enzymatic activity was observed for the highest tested concentrations.

In summary, the results showed that the observed decrease in ROS levels in cells
treated with Rosemary essential oil may be due, at least in part, to an increase in
the activity of antioxidant defenses, both non-enzymatic (GSH) and enzymatic
(CAT).

On the other hand, the influence of the e.o. on cellular apoptosis mediated by
caspase-3 was evaluated. Treatment with H,O, induced an increase in caspase-3
activity with was reverted by pre-treatment with the e.o. Thus, an anti-apoptotic
effect for Rosemary e.o. was detected.

MDA levels were measured as a marker of cell damage. The statistically
significant increase in MDA levels induced by H,O, was reverted until control
values when treated with 2.5ug/ml e.o.

Methanolic extract

Mehtanolic extract was obtained from dried samples and evaluated
gravimetrically. The final yield was variable, between 11 and 21%. The HPLC
analysis allowed the identification and quantification of 27 phenolic compounds.
The flavonoids quercitrin, miricetin, hesperetin, xantone, vitexin and apigenin,
together with the phenolic acids chlorogenic, rosmarinic and 4-OH cinnamic were

detected in every sample.

The preliminary study of the antioxidant ability of the methanolic extract by the
ORAC and DPPH methods showed antioxidant and scavenging activity, with
values of 3,00 £ 0,23umol Trolox/mg extract (with reference to Trolox as the
positive antioxidant standard) and 1Cs, superior to 7,84 mg/ml, respectively.
These results showed a high antioxidant potential for Rosemary extract, these data

being in agreement with previously published results by other authors.

214



Summary

No statistically significant differences were found among samples in relation to
their antioxidant ability, so the following experiments were only performed with
the sample from Madrid.

Neuroprotective studies performed with the human astrocytome line U-373MG
showed that concentrations of the methanolic extract ranging from 6.25 to
800pg/ml for 24h were non-toxic. Moreover, when assaying the protective effect
against the oxidative injury induced by 1mM H,O;, concentrations of 12.5ug/ml,
25ug/ml, 50pg/ml and 100ug/ml are able to keep and even increase cell survival
and thus they are chosen for the following studies.

First, the ability to increase the formation of free radicals at cellular level was
evaluated by the DCFH-DA assay. Treatment with the methanolic extract reverted
the ROS increase induced by H,0..

In relation to the effect on GSH levels, the increase GSSG and decrease in GSH
induced by H,O, was reverted by pretreatment with the methanolic extract, with

no statistically significant differences with respect to control group.

When assessing the effect of the methanolic extract on the CAT activity, no
statistically significant differences were shown. This lack of response may be due
to the fact that cells have improved their own antioxidant defense (lower ROS
production, increased GSH activity) and there is no need to increase the CAT

release.

The effect of the methanolic extract on cellular apoptosis mediated by caspase-3
was shown as a decrease in the enzymatic activity evaluated, especially for

12.5ug/ml, 50pug/ml and 100pg/ml concentrations.

In relation to MDA levels, the significant increase in MDA levels induced by

H,0, was reverted when treated with 50ug/ml methanolic extract.
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In conclusion, and taking in account all the previous results, both essential oil and
methanolic extract from R. officinalis L. were endorsed with antioxidant and
neuroprotective activity in the human cellular line U373-MG when submitted to

oxidative injury by H,O,.

This effect was revealed through a free-radicals scavenging activity, protective
effect in relation to cell viability and morphology, an increase and the activity of
endogenous antioxidant defenses (both enzymatic and non-enzymatic), a decrease
in cellular death induced by apoptotic enzymes and a decrease in lipid
peroxidation.

All these actions imply a strong neuroprotective effect against oxidative damage

for Rosmarinus officinalis L.
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