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INFUSAO DE Rosmarinus officinalis L. SOBRE Caenorhabditis elegans
FRENTE A EXPOSIGAO A LUZ ULTRAVIOLETA (UV). 2022. 47. Trabalho de
Conclusao de Curso de Biotecnologia. Trabajo de Conclusion de Curso
Biotecnologia — Universidad Federal de la Integracion de Latino-Americana,
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RESUMO

A camada de ozénio esta se deteriorando em 0,5% ao ano, deixando animais,
humanos e ecossistemas expostos e vulneraveis a radiac&o ultravioleta (UV)
do Sol. O rapido esgotamento do ozbnio se deve, em parte, as atividades
antrépicas, que levam a uma aceleracao da deterioracdo da camada protetora.
A radiagcdo ultravioleta causa sérias alteragcbes em humanos, por exemplo,
mutacdes genéticas, cancer de pele e estresse oxidativo. Também afeta os
ecossistemas, impactando o equilibrio competitivo das plantas e afetando os
ciclos biogeoquimicos, por isso, diversos estudos vem sendo realizados com o
intuito de minimizar esses efeitos. A planta Rosmarinus officinalis L. (R.
officinalis L.) € de extrema importancia e vem sendo utilizada desde a
antiguidade na medicina popular, isso porque possui compostos biologicamente
ativos, como carnosol, acido rosmarinico e 6leos essenciais. O nematoide
Caenorhabditis elegans (C. elegans) € um pequeno verme que € utilizado para
diversos estudos toxicoldgicos, farmacologicos, biologicos e genéticos, seu uso
se deve a série de vantagens que proporciona ao pesquisador, sendo elas um
ciclo de vida curto, baixo custo de manutencdo e 60-80% de homologia de
genes com mamiferos. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da
infusdo das folhas de Rosmarinus officinalis L. sobre o nematoide C. elegans
submetido a exposig¢ao a luz ultravioleta, onde os nematoides sdo expostas a
luz UV por 15 minutos e tratados com uma infusao preparada a partir de folhas
de R. officinalis L. antes ou depois da exposicdao a luz UV. A taxa de
sobrevivéncia obtida foi de 27% nos vermes expostos a luz UV e né&o tratados
com a infusdo, enquanto os vermes pré-tratados com 50 mg/mL, 100 mg/mL y
200 mg/mL da infusdo e posterior exposicéo a luz UV tiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 80, 91 e 93%, respectivamente. Por sua vez, os vermes pos-
tratados, ou seja, expostos a luz UV e posteriormente tratados com 50 mg/mL,
100 mg/mL y 200 mg/mL da infusdo, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
de 66, 73 e 80%, respectivamente. Em relacdo ao desenvolvimento larval,
obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 0% apos 48 horas apds o
experimento, ndo sendo possivel estudar um desenvolvimento normal das
larvas, porém, nas primeiras 24 horas ocorreu um atraso no desenvolvimento
larval, possivel resultado de uma dose excessiva de radiacdo UV para o
estagio L1 dos vermes utilizados. Conclui-se que R. officinalis L. possivelmente
apresente um efeito antioxidante em vermes expostos a radiagdo UV, porém,
mais estudos sao necessarios para definir exatamente os mecanismos de agao
da planta e a dose especifica de radiacdo UV e de infusdo a ser utilizada.

Palavras-chave: radiacdo ultravioleta; C. elegans; Rosmarinus officinalis L.;
produtos naturais; plantas medicinais; mutacdo genética; especiarias;
toxicologia; farmacologia.

Versdo Final Honol ogada

29/ 08/ 2022 20: 45
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RESUMEN

La capa de ozono se degrada un 0,5 % al afio, lo que deja a los animales, los
seres humanos y los ecosistemas expuestos y vulnerables a la radiacion
ultravioleta (UV) del sol. El rapido agotamiento del ozono se debe, en parte, a
las actividades humanas, que aceleran el deterioro de la capa protectora. La
radiacion ultravioleta provoca cambios graves en los humanos, por ejemplo,
mutaciones genéticas, cancer de piel y estrés oxidativo. También afecta a los
ecosistemas, impactando en el equilibrio competitivo de las plantas y afectando
los ciclos biogeoquimicos, por lo que se han realizado varios estudios con el fin
de minimizar estos efectos. La planta Rosmarinus officinalis L. (R. officinalis L.)
es de suma importancia y ha sido utilizada desde la antigiedad en la medicina
popular, debido a que posee compuestos biolégicamente activos como
carnosol, acido rosmarinico y aceites esenciales. El nematodo Caenorhabditis
elegans (C. elegans) es un pequefo gusano que se utiliza para varios estudios
toxicolégicos, farmacolégicos, bioldégicos y genéticos, mantenimiento y
homologia génica del 60-80% con mamiferos. Este trabajo tiene como objetivo
evaluar los efectos de la infusién de hojas de Rosmarinus officinalis L. sobre el
nematodo C. elegans sometido a exposicion a luz ultravioleta, donde los
nematodos son expuestos a luz ultravioleta por 15 minutos y tratados con una
infusidon preparada a partir de hojas de R officinalis L. antes o después de la
exposicion a la luz ultravioleta. La tasa de supervivencia obtenida fue del 27%
en los gusanos expuestos a la luz UV y no tratados con la infusiéon, mientras
que los gusanos pretratados con 50 mg/mL, 100 mg/mL y 200 mg/mL de la
infusidn y posterior exposicion a la luz UV tuvo una tasa de supervivencia del
80, 91 y 93%, respectivamente. A su vez, los gusanos post-tratados, es decir,
expuestos a la luz ultravioleta y posteriormente tratados con 50 mg/mL, 100
mg/mL y 200 mg/mL de la infusion, tuvieron una tasa de supervivencia del 66,
73 y 80%. respectivamente. En cuanto al desarrollo larvario, se obtuvo una tasa
de supervivencia del 0% a las 48 horas de realizado el experimento, no
pudiéndose estudiar un desarrollo normal de las larvas, sin embargo, en las
primeras 24 horas se presentd un retraso en el desarrollo larvario, posible
resultado de una dosis excesiva de radiacion UV a la etapa L1 de los gusanos
utilizados. Se concluye que R. officinalis L. posiblemente tenga un efecto
antioxidante sobre las lombrices expuestas a la radiacién UV, sin embargo, se
necesitan mas estudios para definir con exactitud los mecanismos de accién de
la planta y la dosis especifica de radiacion UV e infusion a utilizar.

Palabras clave: radiacion ultravioleta; C. elegans; Rosmarinus officinalis L.;
productos naturales; plantas medicinales; mutacion genética; especias;
toxicologia; farmacologia.

Versdo Final Honol ogada

29/ 08/ 2022 20: 45
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ABSTRACT

The ozone layer is degrading by 0.5% per year, leaving animals, humans and
ecosystems exposed and vulnerable to ultraviolet (UV) radiation from the sun.
The rapid depletion of ozone is due, in part, to human activities, which
accelerate the deterioration of the protective layer. UV radiation causes serious
changes in humans, for example, genetic mutations, skin cancer and oxidative
stress. It also affects ecosystems, impacting the competitive balance of plants
and affecting biogeochemical cycles, for which several studies have been
carried out in order to minimize these effects. The plant Rosmarinus officinalis
L. (R. officinalis L.) is extremely important and has been used since ancient
times in popular medicine, because it has biologically active compounds such
as carnosol, rosmarinic acid and essential oils. The nematode Caenorhabditis
elegans (C. elegans) is a small worm used for various toxicological,
pharmacological, biological and genetic studies, maintenance and 60-80% gene
homology with mammals. The objective of this work is to evaluate the effects of
the infusion of Rosmarinus officinalis L. leaves on the nematode C. elegans
subjected to exposure to ultraviolet light, where the nematodes are exposed to
ultraviolet light for 15 minutes and treated with an infusion prepared from of R
officinalis L. leaves before or after exposure to ultraviolet light. The survival rate
obtained was 27% in the worms exposed to UV light and not treated with the
infusion, while the worms pretreated with 50 mg/mL, 100 mg/mL and 200
mg/mL of the infusion and subsequent exposure under UV light it had a survival
rate of 80, 91 and 93%, respectively. In turn, post-treated worms, that is,
exposed to ultraviolet light and subsequently treated with 50 mg/mL, 100 mg/mL
and 200 mg/mL of the infusion, had a survival rate of 66, 73 and 80%.
respectively. Regarding larval development, a survival rate of 0% was obtained
48 hours after the experiment was carried out, not being able to study a normal
development of the larvae, however, in the first 24 hours there was a delay in
larval development, possible result of an excessive dose of UV radiation to the
L1 stage of the worms used. It is concluded that R. officinalis L. possibly has an
antioxidant effect on earthworms exposed to UV radiation, however, more
studies are needed to define exactly the mechanisms of action of the plant and
the specific dose of UV radiation and infusion to use.

Key words: ultraviolet radiation; C. elegans; Rosmarinus officinalis L.; natural
products; medicinal plants; genetic mutation; spices; toxicology; pharmacology.
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1. INTRODUCCION

El medioambiente y la atmdsfera se ven gravemente afectados
por las actividades antropogénicas, siendo de conocimiento publico uno de los
grandes efectos: el dafo y degradacion de la capa de ozono (SIVASAKTHIVEL
& REDDY, 2011) que consiste principalmente de un gas en la estratosfera
donde estdan acumuladas varias particulas de ozono (UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2010). Normalmente, esta capa
sufre de una descomposicion natural, sin embargo, hay un equilibrio entre esa
descomposicién y su formacion natural, manteniendo constante la cantidad de
ozono (ANWARD et al., 2016). No obstante, ese equilibrio se ve afectado tanto
por fendmenos naturales como humanos, siendo algunos de ellos, el uso de
clorofluorocarbonos (ANGELL & KORSHOVER, 2005), la emision de
compuestos nitrogenados (RAVISHANKARA & PORTMANN, 2009), el efecto
invernadero, el calentamiento global y el lanzamiento no regulado de cohetes
(SIVASAKTHIVEL & REDDY, 2011). Todo esto causa una gran preocupacion
pues la capa de ozono cumple un papel super importante: protegernos de la
radiacion ultravioleta (DE GRUIJL, 2002).

La radiacion ultravioleta es responsable de causar graves
enfermedades a los seres humanos, como, por ejemplo, mutaciones genéticas,
cancer de piel, dafio ocular (ANGELL & KORSHOVER, 2005) y estrés oxidativo
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (POURZAND &
TYRELL, 1999), ademas de afectar negativamente a los ambientes acuaticos y
a los animales (SANCHEZ, 2006).

Las plantas y hierbas poseen compuestos con propiedades
antioxidantes, siendo estas, enzimas, glutation, vitaminas y compuestos
fendlicos, conocidos como metabolitos secundarios. Estos son capaces de
evitar el dafio oxidativo tanto en los seres vivos (NIETO et al., 2018) como en
los alimentos, causado por las especies reactivas de oxigeno (ALTEMIMI et al.,
2017) y son generalmente encontrados en los aceites esenciales y extractos de
plantas (FIKRY et al., 2019). Ademas, también son fuente de moléculas como
flavonas, catequinas, antocianinas, carotenoides y flavonas (STEVANATO et
al., 2014) los cuales funcionan como compuestos fotoprotectores (LORENZO,

2019) capaces de aplacar las afecciones causadas por la radiacion ultravioleta,
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por ejemplo, el cancer de piel (MONTES DE OCA et al, 2017) y el
fotoenvejecimiento celular (MUKHERJEE et al., 2011; LORENZO, 2019). Por
esto, infusiones de hojas de varias plantas son utilizadas en tratamientos
profilacticos y como un apoyo en los tratamientos medicinales aprobados por
especialistas, con efectos sedantes y analgésicos (FIKRY et al., 2019),
antiinflamatorios y antioxidantes (GOUDJIL et al., 2020; FLORES-VILLA et al,
2020).

La familia de plantas Lamiaceae es una de las mas grandes y
mas destacadas en cuanto a la medicina y estética por poseer estructuras
glandulares externas capaces de producir aceite volatil (GARCIA et al., 2019).
Dentro de esta familia se encuentra la planta Rosmarinus officinalis L. (R.
officinalis), coloquialmente conocida como Romero o Rosemary, la cual es
ampliamente utilizada pues sus metabolitos secundarios se encuentran
distribuidos por casi todas las partes de la planta, siendo estos, el tallo, las
flores, las hojas y las raices (FLORES-VILLA et al, 2020). Esta ventaja ha
conllevado a que cada dia se realicen nuevos estudios con el objetivo de
encontrar aplicaciones de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos de hojas del R officinalis L., utiles tanto para los seres humanos como
para los animales. De hecho, segun Topcu y Kusman (2014) esta planta ha
demostrado cumplir el papel de un neuroprotector natural y esta cientificamente
comprobado que posee actividades antimicrobianas (MANGENA & MUYIMA,
2002), antiulcerosas (DIAS et al., 2000), antitumorales (SINGLETARY &
NELSHOPPEN, 1991), antioxidantes (BACKLEH et al, 2003), entre otras
(BEGUM et al., 2013). También, Pérez-Sanchez et al (2014), demostrd que los
extractos de R. officinalis y citrus ejercen un efecto protector en la viabilidad de
modelos de células de piel luego de ser expuestas a la radiacion ultravioleta B,
ademas de prevenir el dafio del ADN en una linea de células de queratinocitos

humanos inmortalizados (HaCaT).

Uno de los organismos frecuentemente utilizados en estudios
laboratoriales in vivo con enfoques toxicolégicos y ambientales es el nematodo
de vida libre Caenorhabditis elegans (C. elegans), quien ultimamente ha
demostrado ser exitoso en evaluaciones de toxicidad de sustancias tdxicas que

se encuentran en concentraciones ambientales relevantes (ZHANG et al.,
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2011). No obstante, el C. elegans también es ampliamente utilizado para
estudios de origen molecular y fue el primer metazoario en tener su genoma
totalmente secuenciado (BRENNER, 1974; PENA et al., 2017). De hecho, se
ha demostrado una homologia de 60-80% entre los genes del C. elegans y los
genes de mamiferos (KALETTA & HENGARTNER, 2006), conllevando a una
fuerte conservacion de genes y proteinas entre humanos y C. elegans
(VANDYUN et al., 2012). Existen diversos ensayos de supervivencia que
ayudan a estudiar procesos fisioldgicos y que pueden ser realizados utilizando
a este nematodo como organismo modelo. Algunos de esos ensayos son el
estrés oxidativo y el estrés por radiacion ultravioleta, este ultimo puede ser
realizado analizando la supervivencia contra la radiacion ultravioleta utilizando
diferentes etapas de gusanos C. elegans con el fin de determinar los efectos
especificos de la radiacién UV en cada etapa larval (PARK et al., 2017), pues
se ha demostrado que los efectos de la luz ultravioleta sobre la salud y la
supervivencia de los C. elegans son dependientes de la dosis administrada
(MURAKAMI & JOHNSON, 1996; WANG et al., 2010).

Se ha demostrado que la exposicidn humana a la luz solar, ya
sea cronica o aguda, esta relacionada con diferentes efectos patoldgicos y
fisiolégicos que van desde un simple eritema y quemadura solar, hasta el
envejecimiento de la piel y el cancer (POURZAND & TYRELL, 1999). Es por
eso que este estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial antioxidante y
reparador de la infusién de plantas de R. officinalis L. en C. elegans buscando
revertir o prevenir los efectos producidos por exposiciones a radiaciones

ultravioleta.
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 LARADIACION ULTRAVIOLETA

Gracias a la capa de ozono conocemos a la vida terrestre como
tal (VAN DER LEUN, 2004) pues actua como un escudo o protector natural
contra los rayos ultravioleta (UV) (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2010), los cuales son considerados una toxina
ambiental a la que los humanos, animales y ecosistemas se encuentran
expuestos (DEBARDELEBEN et al., 2017). No obstante, debido a ciertos
fendbmenos naturales y a las actividades humanas, el ozono presente en la
estratésfera se estd agotando (ANWAR et al., 2016). De hecho, se ha
documentado que desde el afio 2000 se ha notado un aumento del 0,5% por
afio en la taza de agotamiento de la capa de ozono (ROZEMA et al., 2005)
dejando a la Tierra vulnerable ante los rayos UV que afectan los ciclos
biogeoquimicos, la vida acuatica, los animales, humanos y también contribuye
al calentamiento global (SIVASAKTHIVEL & REDDY, 2011).

La porcidén ultravioleta del espectro electromagnético esta
compuesta por tres tipos de radiaciones clasificadas de acuerdo a sus
longitudes de onda. Estan las radiaciones UV de onda corta, que comprenden
de 200 a 280 nm y son llamadas de radiacion ultravioleta C (UVC), luego se
encuentran las radiaciones UV de onda media, comprendiendo de 280 a 315
nm, llamadas de radiacién ultravioleta B (UVB) y, por ultimo, se encuentran las
radiaciones ultravioletas de onda larga, que comprenden de 315 a 400 nm y
son llamadas de radiacion ultravioleta A (UVA) (BINTSIS et al., 2000; URBAN et
al., 2016) (Figura 1).

La capa de ozono se encarga de absorber por completo las
longitudes de onda menores que 280 nm, es decir, las radiaciones ultravioletas
C, sin embargo, mayores longitudes de onda, son capaces de alcanzar la
superficie terrestre, las radiaciones ultravioleta B (UVB) y las radiaciones
ultravioleta A (UVA), siendo estas dos ultimas las responsables de causar
dafos y enfermedades a los humanos (KRUTMANN, 2000).

Versdo Final Honol ogada

29/ 08/ 2022 20: 45



18

Figura 1 - Luz ultravioleta posicionada en relacion al resto del espectro de luz
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Fuente: URBAN et al., 2016

2.1.1 Efectos de la radiacion ultravioleta

EI ADN que tiene anillos aromaticos en todas sus bases es una
molécula muy susceptible a la radiacién UVB pues la absorbe en gran cantidad,
volviéndolo un blanco de la radiacion UV solar, sin embargo, a pesar de que el
rango de absorcidon de la radiacion UVA por parte del ADN es pequefio, éste
parece ser dafiado por ella (DE GRUJIL, 2002). Aparentemente, ese dafio
surge de manera indirecta mediante la absorcion de la radiacion UV por parte
de otras moléculas que posteriormente forman radicales libres capaces de
reaccionar con el ADN, donde las especies reactivas de oxigeno parecen ser
protagonistas de dichas reacciones (PEAK et al., 1987; DE GRUJIL, 2002).

2.1.1.1 Enlasalud humana

Las mitocondrias tienen como funcion proveer de energia a la
célula llevando a cabo la fosforilacion oxidativa, proceso llevado a cabo por el
acido desoxirribonucléico (ADN) mitocondrial (mt), (mt ADN), sin embargo, un
error en esa reaccion podria llevar a la formacién de especies reactivas de
oxigeno. Mediante estudios, se pudo reconocer que mutaciones del mt ADN
tienen un papel importante tanto en el proceso normal de envejecimiento como
en el fotoenvejecimiento de la piel humana. También se ha demostrado que
cantidades de deleciones a gran escala del mt ADN se encuentran en la piel

fotoenvejecida cuando comparadas con la piel protegida del sol (BERNEBURG
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et al.,, 1997; BERNEBURG et al.,, 1998). Mediante diversos estudios se pudo
comprobar que la radiacion UVA ejerce un papel importante en mutaciones de
mt ADN en la piel humana (KRUTMANN, 2000).

Se ha demostrado también que la exposicion a la radiacién UV
solar puede conllevar al desarrollo de cancer de piel, del cual existen dos tipos:
Melanoma y no melanoma. Una busqueda bibliografica en la que fueron
analizados 57 estudios, demostr6 que existe una fuerte relacion entre el
desarrollo de melanoma, la exposicion intermitente al sol y los antecedentes de
quemaduras solares (GANDINI et al., 2004). Los estudios realizados sobre el
carcinoma de piel no melanoma demostraron también que tomar sol aumenta
cinco veces mas el riesgo de desarrollo en la region del tronco del cuerpo
(ANWAR et al., 2016).

Con respecto al ojo, casi todas las estructuras oculares son
danadas por la radiacion UV, yendo desde el parpado hasta el cristalino y la
céornea (CHRISTENSON et al.,, 2005; LEE et al., 1999). La luz ultravioleta
también esta asociada al carcinoma de células escamosas, ya que la superficie
frontal del ojo es capaz de absorber 99% de la radiacion UV. Este carcinoma
puede ocurrir en la conjuntiva del ojo e invadir la cornea y el interior del ojo,
haciendo que a veces sea necesaria una cirugia de extirpacion del ojo entero
(KUO, 2019). También se ha demostrado que las cataratas, la ceguera y la
fotoqueratitis son causadas por la radiacion UV (ANWAR et al., 2016).

Varios experimentos demostraron, ademas, que la exposicion
a los rayos UV resultan en la disminucion de la respuesta inmune ante algunas
enfermedades infecciosas y a los distintos tipos de cancer de piel
(SIVASAKTHIVEL & REDDY, 2011). De acuerdo a ANDERSEN et al. (2002),
mientras mas aumenta el agotamiento del ozono, mas aumenta también la

supresion del sistema inmunologico.

2.1.1.2 En las plantas terrestres

STEDMAN (1981), menciona que existe una probabilidad que
un alto indice de radiacibn UVB en pastizales y bosques conlleve a una
mutacion de las especies, resultando en la alteracion de la biodiversidad en los

diversos ecosistemas. Por otro lado, la radiacion UVB también podria tener un
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efecto negativo en los organismos vegetales, pudiendo alterar desde la forma
de la planta hasta el metabolismo secundario producido por la misma, pudiendo
impactar el equilibrio competitivo de las plantas y los ciclos biogeoquimicos
(SIVASAKTHIVEL & REDDY, 2011).

2.1.1.3 En los sistemas acuaticos

Altos indices de radiaciones UV pueden causar una
disminucion del fitoplancton y también causar dafios en el desarrollo de los
animales marinos (anfibios, camarones, cangrejos, peces) que también
acabaria afectando a la especie humana, pues generalmente estos animales
sirven como fuente de alimento y proteinas diarias (SIVASAKTHIVEL &
REDDY, 2011).

2.1.1.4 La radiacion ultravioleta A como un causante de estrés oxidativo

Estudios realizados in vitro demuestran que la radiacion UVA
de las moléculas puede conllevar a la formacion de peroxido de hidrégeno y de
anion superoxido (TYRRELL, 1991; TYRRELL et al., 1991) y que la reduccién
del peroxido de hidrégeno por el anién superéxido puede causar en una
cantidad aun mayor el radical hidroxilo, el cual es altamente reactivo
(BEAUCHAMP, 1970; POURZAND & TYRRELL, 1999). Algunos estudios
realizados en células procariotas y eucariotas demuestran que también es
posible que se generen especies reactivas de oxigeno in vivo mediante la
radiacion UVA (POURZAND & TYRRELL, 1999).

2.2 Rosmarinus officinalis L.

El R. officinalis L. (Romero) es una de las plantas més
prometedoras e importantes dentro de la familia Lamiaceae (OZAROWSKI et
al., 2013), es una planta domeéstica originaria del Mediterraneo, de Asia
Occidental y del norte y sur de Africa (KARADAG et al., 2019) pero es
actualmente cultivada en diversas partes del mundo (ZAMBERLAN et al.,
2016).

Se trata de una planta aromatica perenne que puede llegar
hasta los 2 metros de altura, con ramas de color marron y hojas de un tamafio

de 10-36 x 1,2-3,5 mm. Presenta pocas flores que se encuentran en una
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disposicion conocida como verticilastro auxiliar, el caliz joven mide entre 3 y 4
nm llegando a alcanzar los 7 nm una vez maduro, a su vez, la corola llega a
medir hasta 12 nm (CENTENO, 2002). En cuanto a su cultivo, la multiplicacion
puede realizarse a partir de semillas o por esquejes. La multiplicacion por
semillas se lleva a cabo en viveros a comienzos de la primavera o una vez que
las semillas de la planta madre ya se encuentren maduras, por otro lado, los
esquejes ya bien desarrollados son enterrados también a comienzos de la
primavera y ya sea en otofio 0 en la siguiente primavera son trasplantados al
terreno que sera definitivo (CENTENO, 2002). De mayo a junio es cuando
ocurre su periodo de floraciébn y de primavera a verano el de fructificacion
(BORGES et al., 2018; FLORES-VILLA et al., 2020).

Se ha demostrado que los extractos de sus hojas son ricos en
compuestos biolégicamente activos: acidos fendlicos (acido rosmarinico y acido
clorogénico), aceite esencial, diterpenos fendlicos (acido carndsico y carnosol),
flavonoides y triterpenos pentaciclicos (oleandlico y acido betulico) (ORHAN, et
al., 2008; ALMELA et al., 2006; HERRERO et al., 2010; XIAO et al., 2008;
OZAROWSKI et al., 2013).

2.2.1 Usos del Rosmarinus officinalis L.

Entre sus principales aplicaciones y usos se encuentra la
industria alimenticia, como saborizante de comida (BASHEER, 2018; BORGES
et al., 2018) y en la preservacion de alimentos perecederos (SASIKUMAR,
2012), la industria cosmética como aromatizante de perfumes y fragancias,
como impulsor del crecimiento capilar (ENDO et al., 2018) y como aditivo de
cremas, shampoo y jabén (AKHBARI et al., 2018; FLORES-VILLA et al., 2020).

Desde hace tiempo se conoce que esta planta posee efectos
antidepresivo (HEINRICH et al., 2006), antiinflamatorio (ALTINIER et al., 2007),
hepatoprotector (SOTELO-FELIX et al., 2002), gastroprotector (AMARAL et al.,
2013), antidiabético (BAKIREL et al., 2008), antioxidante (BASHEER, 2018),
antitromboético (YAMAMOTO et al, 2005; ZAMBERLAN et al., 2016),
espasmolitico (GOMES et al., 2020), antidiarreicos (SELMI et al., 2017),
vasorrelajante (ZHANG et al, 2019), antiobesidad, neuroprotector
(HAMIDPOUR et al., 2017), anti-toxigénicos y antimutagénicos (NIETO et al.,
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2018), anticancerigeno (KARIM et al., 2017), antitumorales y anti-hepatotdxico
(EL-DESOUKY et al., 2019), inhibidor contra el VIH (BARBIERI et al., 2019),
antihelmintico (ZORAL et al, 2018), antiartritico (BELTRAN et al.,2017;
FLORES-VILLA et al., 2020) y un potencial terapéutico para la enfermedad del
Alzheimer (HABTEMARIAM, 2016; NIETO et al., 2018).

Ademas, en los estudios e investigaciones realizados
actualmente se ha conseguido demostrar efectos farmacoldégicos contra
cardiopatias isquémicas, ulceras gastricas, ateroesclerosis, procesos
inflamatorios, deficiencias cardiacas y hasta contra algunos tipos de cancer
(AMARAL et al., 2017; FLORES-VILLA et al., 2020). En un estudio realizado
por MARTIN et al. (2008) donde se investigaron los efectos que un extracto de
R. officinalis L. soluble en agua posee sobre la expresion de Ila
metaloproteinasa de matriz-1 (MMP-1) en un modelo de piel 3D inducida por la
radiacion UV, se encontrdé que el extracto en cuestidon inhibe la regulacién al
alza de la transcripcion del gen MMP-1 inducida por la radiacion UV. Siendo
esto de suma importancia, pues la regulacion en alza de la MMP-1 es uno de

los principales factores del desarrollo del fotodafo de la piel.

2.3  Caenorhabditis elegans COMO MODELO EXPERIMENTAL

Debido a que los mamiferos de laboratorios usados en pruebas
de toxicidad poseen gran similitud con los humanos en cuanto a vias de
desarrollo y 6rganos del cuerpo, ellos son uno de los mas utilizados en el area
de la toxicologia (HUNT, 2016). Sin embargo, los estudios toxicolégicos que
emplean mamiferos como objetos de estudio ademas de requerir bastante
tiempo, también son muy costosos (NASS & HAMZA, 2007; TRALAU et al.,
2012), por eso, la toxicologia predictiva se encarga de encontrar nuevos
métodos que puedan mejorar los resultados obtenidos, mientras que intenta
reducir el tiempo necesario, el uso de mamiferos y el costo de la investigacion
(HUNT, 2016). Una de las opciones alternativas al uso de mamiferos, es el uso
del Caenorhabditis elegans (HUNT, 2016).

El C. elegans es un nematodo de vida libre que hoy dia es
considerado un gran modelo biolégico en distintas areas, por ejemplo, ciencias

médicas, biologia del desarrollo, genética, toxicologia y farmacologia, y
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procesos bioldégicos como sefalizacion celular, regulacién génica, apoptosis,
determinacion celular, ciclo celular y metabolismo (RIDDLE et al., 1997;
KALETTA & HENGARTNER, 2006) Todo esto comenzd en el afo 1963,
mediante las investigaciones de Sydney Brenner, un biélogo molecular ganador
del premio Nobel, usando C. Elegans con el fin de estudiar sobre el sistema
nervioso y su desarrollo (BRENNER, 1988; STRANGE, 2006; AVILA et al.,
2012).

2.3.1 Biologia del Caenorhabditis elegans

El C. elegans pertenece al filo Nematoda, los gusanos adultos
son mayoritariamente hermafroditas que pueden producir aproximadamente
300 descendientes y pueden medir aproximadamente 1 mm de longitud, sin
embargo, existe un pequefo porcentaje de gusanos machos. Si son
mantenidos bajo condiciones Optimas de crecimiento en el laboratorio, su
promedio de vida puede ser de dos a tres semanas. Tienen un ciclo de vida
muy rapido (STRANGE, 2006), en tres dias pasan de huevos a gusanos
adultos (KALETTA & HENGARTNER, 2006), pasando por cuatro estadios
larvales para convertirse en adultos: estadio L1, estadio L2, estadio L3 y
estadio L4 (STRANGE, 2006). Existe una ruta de desarrollo alternativa llamada
de larva Dauer, esta se da cuando el C. elegans se encuentra en un ambiente
desfavorable, ya sea por la elevada temperatura, por escasez de alimentos o
sobrepoblaciéon. En estas situaciones, las larvas entran en un estado hipo-
metabdlico (BATTISTA, 2019) en el cual dejan de alimentarse y tienen
adaptaciones comportamentales: la locomocidon se ralentiza, aumentando su
esperanza de vida hasta diez veces mas (STRANGE, 2006), pudiendo llegar a
sobrevivir por tres o cuatro meses (BATTISTA, 2019), una vez que las
condiciones mejoran, las larvas continian su desarrollo hasta llegar a la etapa
adulta (SMEAL & GUARENTE, 1997; STRANGE, 2006) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida del nematodo Caenorhabditis elegans
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El sistema nervioso de los gusanos de C. elegans
hermafroditas adultos estd compuesto por 302 neuronas y 56 células de la glia
y de soporte, por otro lado, los gusanos machos tienen 381 neuronas y 92
células de la glia y de soporte (STRANGE, 2006). Las neuronas emiten
sefales mediante 1410 uniones neuromusculares, 890 uniones eléctricas y
6393 sinapsis quimicas usando los mismos sistemas neurotransmisores que
son expresados en los vertebrados (CHEN et al., 2006; AVILA et al., 2012).
También se puede apreciar que los adultos cuentan con 959 células somaticas
capaces de formar glandulas, el sistema reproductivo, la hipodermis, los
musculos y el sistema nervioso (RIDDLE et al., 1997; White, 1988; KALETTA &
HENGARTNER, 2006) (Figura 3).
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Figura 3 - Anatomia del Caenorhabditis elegans adulto

AP

Faringe Intestino Gonada

. /\
%Qj\ Espermateca Recto
/"/

Vulva

Corddn nervioso
ventral

Fuente: Imagen modificada de BATTISTA, 2019.

2.3.2 Ventajas del Caenorhabditis elegans como modelo biolégico

El C. elegans posee varias caracteristicas que lo hacen un gran
candidato para los estudios laboratoriales. Primeramente, se encuentra su ciclo
de vida rapido, pues en 4 dias es posible iniciar y terminar un experimento
obteniendo resultados concluyentes, mientras que en los mamiferos es de gran
dificultad el estudio de efectos cronicos y retardados de los agentes
ambientales, por ejemplo, debido a sus largos ciclos de vida (KALETTA &
HENGARTNER, 2006). Seguidamente se encuentra el hecho de poseer un
cuerpo transparente que permite visualizar marcadores de fluorescencia in vivo
(CORSI, 2006; BATTISTA, 2019), dandonos la oportunidad de estudiar
procesos como el metabolismo de las grasas, el crecimiento de axones y la
embriogénesis (KALETTA & HENGARTNER, 2006). En tercer lugar, tenemos el
bajo costo de cultivo y mantenimiento, pues es posible hacerlo crecer en placas
de Petri con un sembrado de bacterias de Escherichia coli (E. coli) de cepa
OP50 y su mantenimiento solamente consiste en transferir a los gusanos
cortando un pedazo pequeino de agar y colocarlo en otra placa conteniendo el
medio de crecimiento y el sembrado de bacterias (BATTISTA, 2019). Por
ultimo, se encuentra el hecho de ser el primer animal en tener su genoma
secuenciado por completo (BENITEZ & VERBEL, 2016) y, gracias a eso, se
pudo saber que expresan homologos del 60% al 80% de genes humanos
(KALETTA & HENGARTNER, 2006; AVILA et al, 2012). Es mas,

comparaciones realizadas entre mamiferos y C. elegans confirman que gran
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parte de las vias de enfermedad y genes humanos se encuentran en los C.
elegans (THE C. elegans SEQUENCING CONSORTIUM, 1998; KALETTA &
HENGARTNER, 2006).

3. JUSTIFICACION

Las actividades humanas junto con algunos fendmenos
naturales causan un deterioro en la capa de ozono, dejando a la Tierra mas
susceptible y expuesta a la radiacion ultravioleta proveniente del Sol, debido a
eso, tanto los seres humanos como los animales y ecosistemas se encuentran
vulnerables ante sus efectos daninos (SIVASAKTHIVEL & REDDY, 2011).

La planta de Rosmarinus officinalis L. posee una gran variedad
de componentes bioactivos y es una de las especies conocidas a lo largo de
los afios por poseer sustancias benéficas para la salud (TUNCER, 1978;
TOPCU & KUSMAN, 2014).

Dado que el nematodo Caenorhabditis elegans tiene gran
similitud con los humanos en cuanto a la respuesta de ambos organismos a
nivel molecular ante la exposicion a genotéxicos (VANDUYN et al., 2012), el

mismo fue seleccionado como animal experimental en este estudio.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la infusion de las hojas de Rosmarinus officinalis L.
poseen un efecto preventivo o curativo en el nematodo Caenorhabditis elegans

sometido a una exposicion a luz ultravioleta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los efectos que causa la exposicion del

Caenorhabditis elegans a la luz ultravioleta,

e Analizar si la infusién de Rosmarinus officinalis L. ejerce efectos
benéficos en gusanos de Caenorhabditis elegans pre y post

expuestos a la luz ultravioleta;
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e Definir la concentracion de infusion de Rosmarinus officinalis L.
mas beneficiosa ante los efectos producidos por la exposicion a la

luz ultravioleta.

5. METODOLOGIA

5.1. PREPARACION DE LA INFUSION

La infusién se obtuvo a partir de 50 g de hojas secas de
Rosmarinus officinalis L., de la marca “Arcoiris” y lote “13/01/22”, proveniente
de la tienda “Minimercado Glacial”, hervidas en 200 mL de agua destilada
durante 10 minutos (ACHOUR et al., 2017) obteniendo una solucion madre de
250 mg/mL.

5.2. PREPARACION DE PLACAS NGM Y CULTIVO DE BACTERIAS
E. Coli

Fueron preparadas placas con medio de crecimiento de
nematodos (NGM) mediante 2,5 g de bactopeptona, 3 g de NaCl y 17 g de agar
en 975 mL de agua destilada, medio que fue posteriormente enriquecido con 1
mL de CaClz2 1M, 1 mL de colesterol 5mg/mL, 1 mL de MgSO4 1M, 1 mL de
Estreptomicina, 1 mL de Nistatina y 25 mL de KPO4 1M (STIERNAGLE, 2006).
Esas placas tuvieron a su vez un sembrado de bacterias Escherichia coli (E.
coli) OP50 que sirvieron como fuente de alimento y nutrientes, por ultimo, las
placas fueron mantenidas a 37°C.

Para poder conseguir las bacterias E. coli, partiendo de un
cultivo stock, se aislé una colonia y se procedié a cultivarla en medio Luria
Bertani sdlido, compuesto por 10 g de Bacto-triptona, 5 g de Bacto-levadura, 5
g de NaCL, 15 g de agar y 1 litro de agua destilada (BYERLEY et al., 1976),
usando el método de estrias y dejando el cultivo crecer a 37 °C por 24 horas.
Una vez se haya obtenido el crecimiento de la colonia aislada, se procedio
nuevamente a aislar una colonia de interés y se la dej6é crecer en medio Luria
Bertani liquido, el cual contenia los mismos reactivos previamente descritos, a

excepcion del agar. Este procedimiento fue realizado en tres ocasiones.
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5.3. MANTENIMIENTO Y SINCRONIZACION DE LOS NEMATODOS

C. elegans

Los nematodos fueron sembrados en las placas NGM
preparadas anteriormente y dejados crecer en incubadora a 20°C para su
posterior sincronizacion.

Para conseguir gusanos en etapa L1, luego de 72 horas (3
dias) de cultivarlos, los gusanos adultos con huevos fueron colocados en 5 mL
de tampdn M9 (el cual contenia 3 g de KH2PO4 22mM, 6 g de Na2HPO4 42
mM, 5 g de NaCl 86 mM, 1 mL de MgSO4 1 mM y 1 L de agua destilada
(PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012) y luego fueron transferidos a un tubo Falcon
de 15 mL para su posterior centrifugacion por dos minutos a 2000 rpm, luego el
sobrenadante fue eliminado dejando apenas 2mL de solucion. Fueron afiadidos
5 mililitros de solucion de hipoclorito alcalino (Bleaching solution), compuesto
por 3,5 mL de agua, 0,5 mL de hidroxido de sodio (NaOH 10M) y 1 mL de
hipoclorito de sodio (NaOCI) (STIERNAGLE, 2006) el cual se dejo reposar de 5
a 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion cada ciertos minutos para
resuspender los gusanos que se hayan asentado (LEWIS & FLEMING, 1995),
logrando que los gusanos adultos mueran por medio de la ruptura de la
cuticula, liberando asi los huevos contenidos en su interior. Los embriones
fueron incubados por 24 horas a 20°C en tampdn M9 (NASS et al., 2002; NASS
& HAMZA, 2007; VANDUYN et al., 2012). Después de eso, los huevos
eclosionaron y obtuvimos los gusanos L1 que se usaron en los experimentos

siguientes (Figura 4). Procedimiento realizado en tres ocasiones.
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Figura 4 — Protocolo de Sincronizacion de C. elegans
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Fuente: de la autora.

5.4. TRATAMIENTO CON Rosmarinus officinalis L.

5.4.1PREVIA A LA EXPOSICION A LA LUZ ULTRAVIOLETA.

Antes de que los gusanos fuesen expuestos a la luz
ultravioleta, los mismos fueron pre-tratados durante 1 hora con tres
concentraciones diferentes (50 mg/mL, 100 mg/mL y 200 mg/mL) de la infusién
de Rosmarinus officinalis L. previamente preparada con el objetivo de
determinar cual de ellas posee la actividad benéfica deseada. Estas
concentraciones fueron seleccionadas por corresponder a las mayores
concentraciones posibles, teniendo en cuenta la infusién madre (250 mg/mL) y
el volumen de gusanos y tampoén en el eppendorf (3 eppendorfs para cada
concentracion usada). También fue usado un control conteniendo 200mg/mL de
la infusion para demostrar que el R. officinalis L. por si solo no resulta dafino

para el nematodo.

Versdo Fi nal Honol ogada
29/ 08/ 2022 20: 45



30

Para esta exposicion, aproximadamente 2000 gusanos fueron
colocados en microtubos (eppendorfs) conteniendo tampon M9 vy la infusion en
cuestion o agua destilada para el control, completando asi 500 pL de solucion.
Una vez completado el tiempo de pre-tratamiento, los gusanos fueron lavados
tres veces con tampon M9 y pasaron a ser expuestos a la luz UV durante 15
minutos (Figura 5). Procedimiento realizado tres veces para garantizar

resultados certeros y minimizar los efectos del azar.

Figura 5 — Tratamiento con Infusion previa a la exposicion a la luz UV.
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Fuente: de la autora

5.4.2 TRAS LA EXPOSICION A LA LUZ ULTRAVIOLETA.

Han sido probadas tres concentraciones de la infusion de
Rosmarinus officinalis L. con el objetivo de determinar cual de ellas posee
mayor efecto benéfico sobre una previa exposicién a la luz ultravioleta. Para
eso, fueron usadas las placas con medio NGM y E. coli previamente
preparadas y en ellas fueron colocados 400 uL de agua para el control o 400
UL de las concentraciones de infusion seleccionadas: 50 mg/mL, 100 mg/mL y

200 mg/mL, concentraciones también correspondientes a las mas altas
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posibles. Luego esas placas se dejaron secar y luego aproximadamente
100gusanos L1 ya expuestos a la luz UV fueron colocados en ellas (Figura 6).
Todo el procedimiento fue realizado en tres ocasiones para garantizar

resultados certeros y minimizar los efectos del azar.

Figura 6 — Tratamiento con Infusién posterior a la exposicion a la luz UV
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Fuente: de la autora

5.5. EXPOSICION A LA LUZ ULTRAVIOLETA.

Aproximadamente 2000 gusanos fueron expuestos durante 15
minutos a la luz ultravioleta en placas de Petri conteniendo tampén M9
(PRASANTH et al., 2016). La luz UV utilizada fue la de una camara de flujo
laminar disponible en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Federal
de la Integracion Latinoamericana (UNILA). Al finalizar la exposicion
mencionada, los gusanos fueron centrifugados y aproximadamente 100 de
ellos fueron colocados tanto en las placas de Petri con agar y E. coli como en
placas con agar, E. coli junto con las concentraciones de R. officinalis y fueron
incubados por 24 horas a 20°C. Después de las 24 horas mencionadas, se

evaluo la letalidad y el desarrollo de todos los gusanos de las placas (Figura 7).
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Dicho procedimiento fue una adaptacion de un procedimiento realizado por
PRASANTH et al., 2016, y fue realizado en tres repeticiones. para garantizar

resultados certeros y minimizar los efectos del azar.

Figura 7 — Exposicion de C. elegans a la luz UV.
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5.6. EVALUACION DE PARAMETROS DE LETALIDAD

Una vez cumplidas las 24 horas de incubacion, los gusanos
fueron clasificados como vivos 0 muertos, mediante el uso de un microscopio
estereoscopico. Los que reaccionaron a un estimulo mecanico con un alambre
de platino fueron clasificados como vivos y los que no respondieron a dicho
estimulo fueron considerados muertos (ARANTES et al., 2016). Este

procedimiento fue realizado en tres ocasiones.
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5.7. EVALUACION DEL DESARROLLO LARVAL

La capacidad de un desarrollo normal de los gusanos
sobrevivientes fue evaluada cada 24 horas por tres dias luego de la exposicion
a la luz UV y tratamiento con infusion de Rosmarinus officinalis L. y fue
determinada la etapa larval en que estos se encontraban. Esto fue realizado
mediante la observacion microscoépica del desarrollo de la vulva y la presencia
de huevos en el utero al finalizar el tercer dia (HIRSH et al., 1976; ARANTES et

al., 2016). Este procedimiento fue realizado en tres ocasiones.
5.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad
Prism version 9 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Los
resultados se representaron como la media £+ SEM (error estandar de la media)
de tres experimentos individuales. Se utiliz6 ANOVA unidireccional seguido de
la prueba de comparacion mdultiple de Tukey para comparar grupos. La
significacion estadistica se fij6 en p<0,05 (ARANTES et al., 2016).

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1. EVALUACION DE PARAMETROS DE LETALIDAD

En este estudio experimental, la exposicion a la luz ultravioleta
por 15 minutos en gusanos no tratados con la infusién de Rosmarinus officinalis
L. (Control UV) indujo una sobrevivencia de solo 27% (Figuras 8 y 9), la cual,
se vio aumentada mediante el efecto ejercido por la infusion preparada ya que
los gusanos pre-tratados con 50 mg/mL de dicha infusion y luego expuestos a
la luz UV demostraron una tasa de sobrevivencia de 80%, mientras que los que
fueron tratados con 100 mg/mL y 200 mg/mL de infusiéon y posteriormente
expuestos a la luz UV, resultaron en una tasa de sobrevivencia de 91% y 93%,
respectivamente (Figura 8). A su vez, los gusanos que fueron previamente
expuestos a la luz UV y posteriormente tratados con 50 mg/mL de la infusién de
Rosmarinus officinalis L. demostraron una tasa de sobrevivencia de 66%,
mientras que los que fueron previamente expuestos a la luz UV y luego
tratados con 100 mg/mL y 200 mg/mL de la infusion, demostraron una tasa de
sobrevivencia de 73% y 80% (Figura 9).
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Por otro lado, los gusanos llamados de “Control C. elegans” y
“Control Rosmarinus” mostraron una tasa de sobrevivencia del 100%, pues
ninguno de ellos fue sometido a la exposicion UV, sélo fueron usados como
referencia de sobrevivencia normal, siendo el “Control Rosmarinus” una prueba
de que la infusion de Rosmarinus officinalis L. en la concentracion mas alta
(200mg/mL) por si sola no produce ningun efecto dafino que pueda afectar la
sobrevivencia de las larvas (Figuras 8 y 9). Esto nos demuestra que la cepa de
gusanos utilizados se encontraba en condiciones éptimas de cultivo y darian
resultados certeros.

Los analisis de ANOVA unidireccional y la prueba de
comparacion multiple de Tukey (Figuras 8 y 9) mostraron diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de Rosmarinus officinalis L.
utilizadas, donde se pudo apreciar una diferencia entre la concentracion de 50
mg/mL con la de 100 mg/mL, al igual que con la de 200 mg/mL, sin embargo,
no hubo ninguna diferencia encontrada entre las concentraciones de 100
mg/mL y 200 mg/mL. Por ende, la concentracidon con mas efectos benéficos

sobre los C. elegans expuestos fue la de 50 mg/mL.

Figura 8 - Analisis de sobrevivencia en tratamiento con R. officinalis L. Pre-UV.

Pre- UV
150+ 33 Control C. elegans
E Control Rosmarinus
b b mEm Control UV
S 1009 L. B 50 mg/mL
> — Rosmarinus
s =3 100 mg/ml. officinalis
-\2 50 Bl 200 mg/mL
° #
0

Los datos se informan como porcentaje de gusanos vivos de 100 gusanos por grupo en cada
experimento de 3 ensayos independientes. *P <0,05 comparado con el grupo Control UV. # P
<0,05 comparados con los grupos Control C. elegans y Control Rosmarinus. a, b P <0,05 las
distintas concentraciones comparadas entre ellas mismas (ANOVA unidireccional).
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Figura 9 - Analisis de sobrevivencia en tratamiento con R. officinalis L. Post-
UVv.

Post- UV
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8 1004 p— b b mEm Control UV
= a * *
> * = 50mg/mL T
&) Rosmarinus
S so- B2 100 mg/mL officinalis
# Bl 200 MY/ML e
0

Los datos se informan como porcentaje de gusanos vivos de 100 gusanos por grupo en cada
experimento de 3 ensayos independientes. *P <0,05 comparado con el grupo Control UV. # P
<0,05 comparados con los grupos Control C. elegans y Control Rosmarinus. a, b P <0,05 las

distintas concentraciones comparadas entre ellas mismas.

Esta demostrado que una breve exposicion a las radiaciones
UV causan danos en el ADN, debido a que estas radiaciones tienen la
capacidad de perturbar a las biomoléculas, como las proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (ANWAR et al., 2016). También, mediante las radiaciones UVB,
podrian existir elementos transponibles cripticos que conllevarian a mutaciones
(SHINDELL et al., 1998). Se han llevado a cabo estudios en ratones del tipo
“‘nude” donde se evidencia que la exposicion a la radiacion UVA en la piel de
dichos ratones causa una palidez en la piel, la cual conlleva a una disminucion
en el suministro de sangre, finalizando en posterior apoptosis y necrosis
(HUNG et al. 2015). También MARTIN et al. (2008) demostrd6 que una
exposicion de Caenorhabditis elegans a la radiacion UVA aceler6 el proceso de
envejecimiento en los gusanos, de una manera dependiente de la via de
sefalizacion parecida a la insulina.

Diversos estudios comprobaron que las plantas y vegetales
poseen polifenoles con la capacidad de prevenir las alteraciones de la piel
causadas por la radiacién UV (NOBILE et al., 2016), por ejemplo, Zheng et al.,
(2014) mediante el uso de Caenorhabditis elegans pudieron demostrar que los
polifenoles totales de la hoja de morera (MLP) retrasaron el envejecimiento,
redujeron el almacenamiento de acidos grasos in vivo y aumentaron la

resistencia al estrés oxidativo. También, SONANI et al., (2014) estudiaron la
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actividad antioxidante de la ficoeritrina ante los efectos del envejecimiento en
los Caenorhabditis elegans y descubrieron que el suplemento de ficoeritrina
empleado aumentd la vida media de los gusanos de aproximadamente 15 dias
a poco mas de 19 dias. Y también se vio como resultado una mejora en la
tolerancia al estrés oxidativo en gusanos adultos, pues se observé un aumento
en la tasa de sobrevivencia media de aproximadamente 30% a 63%.
ZAMBERLAN et al., (2016) también reporté que entre los efectos del
Rosmarinus officinalis L. sobre el C. elegans se encuentra el aumento de la
resistencia contra el estrés térmico y el estrés oxidativo y una extension de la
longevidad de los C. elegans de una manera dependiente de la sefializacion de
insulina/IGF. Esto demuestra la posibilidad de que los compuestos contenidos
en las plantas de Rosmarinus officinalis L. (acido carndsico, acido rosmarinico,
acido betulico, aceites esenciales, entre otros) de nuestro experimento también
estén actuando de manera parecida en cuanto al estrés oxidativo en los
gusanos. Ademas, mediante una investigacion utilizando un modelo de piel 3D
expuesto a una radiacion solar simulada, se pudo confirmar que el Rosmarinus
officinalis L. posee una actividad anti-metaloproteinasa de matriz, (anti-MMP-1),
la cual es el principal factor de envejecimiento y fotodafio de la piel, y un efecto
protector a nivel morfolégico. Gracias a estos resultados concluyeron que el
extracto de Rosmarinus officinalis L. podria tener la capacidad de prevenir que
se liberen citocinas IL1a e IL6, que participan activamente del aumento de
MMPs-1. Esto implica beneficios potenciales para los seres humanos a la hora
de buscar una solucion para prevenir el fotodafo cutaneo (NOBILE et al.,
2016), ademas de ser benéfico contra las enfermedades como el Alzheimer y la
diabetes (ZAMBERLAN et al., 2016).

El C. elegans es un gran candidato para la realizacion de
estudios genéticos pues se pueden generar knockdown de genes usando
técnicas de ARN de interferencia (ARNi) y los mutantes que presentan la
pérdida de funcion pueden ser producidos mediante mutagénesis dirigida al
sitio (AVILA et al., 2012). Ademas, los ensayos toxicoldgicos realizados en este
nematodo brindan datos de un animal metabdlicamente activo que posee los
mismos sistemas intactos que los mamiferos poseen: sistema sensorial y
neuromuscular, sistema digestivo, sistema reproductivo y sistema enddcrino
(HUNT, 2006).
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6.2 EVALUACION DEL DESARROLLO LARVAL

El desarrollo larval se deberia haber analizado cada 24 horas
durante 3 dias seguidos, sin embargo, no fue posible realizar dicho
procedimiento pues los gusanos C. elegans expuestos a la luz UV y pre o post
tratados con la infusion de Rosmarinus officinalis L. se encontraron todos
muertos al inicio del segundo dia (48 horas), sin embargo en las primeras 24
horas se pudo observar un retraso en el desarrollo de los nematodos
sobrevivientes, pues estos se encontraban aun en la etapa L1 siendo que ya
deberian haberse desarrollado hasta la etapa L2.

MURAKAMI & JOHNSON (1996) nos dicen que la radiacién
ultravioleta y sus efectos son dependientes de la dosis administrada al
momento de la exposicion, también, para poder estudiar la sobrevivencia de los
gusanos de C. elegans contra la exposicion a la radiacion UV, se pueden
realizar ensayos usando gusanos que se encuentran en distintos estadios
larvales, lo que permitira determinar los efectos especificos de la radiacion UV
en cada etapa (PARK et al., 2017). PRASANTH et al., (2016) llevaron a cabo
un estudio de los efectos de exposicidén a la radiacion UVA usando gusanos de
C. elegans en etapa de adultos-jovenes y obtuvieron como resultado una
alteraciéon en el comportamiento (movimiento faringeo y el tamano de la cria).
Considerando estos datos, se podria decir que el dafio causado en los gusanos
de este experimento fue tan grande que los compuestos del Rosmarinus
officinalis L. no pudieron revertirlos del todo, pero no seria realmente un
problema de la infusion, mas bien podria ser la etapa larval de los gusanos que
se eligio (L1) para realizar la exposicion a la luz UV, pues segun KLASS (1977),
la sensibilidad de los gusanos ante la radiacion UV es menor a medida que el
nematodo va envejeciendo. Otro factor podria ser la intensidad de radiacion UV
empleada en los ensayos, de la cual no se tiene informacién certera, pues la
misma no estaba especificada en la cdmara de flujo laminar utilizada.

NOBILE et al., (2016) analizaron los efectos de una
combinacion de Rosmarinus officinalis L. y Citrus paradisi ante las
consecuencias de la exposicion a la radiacion UV en la piel de distintos seres
humanos y descubrieron la posibilidad de que el mecanismo de accidon de los

efectos de esa combinacion sea mediante la inhibicion de las especies
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reactivas de oxigeno y de los marcadores inflamatorios, como lo son las

citocinas y los lipoperoxidos, al igual que su accidn directa sobre las vias de

sefalizacion intracelular.

7. CONSIDERACIONES FINALES
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Se observd una tasa de sobrevivencia muy baja causada por la
exposicion a la radiacion UV en C. elegans no tratados con la infusion.
La tasa de sobrevivencia aumento considerablemente con el tratamiento
con la infusién de Rosmarinus officinalis L.

Es imprescindible el conocimiento del tipo de radiacion ultravioleta que
se esta aplicando en las exposiciones realizadas.

La planta de Rosmarinus officinalis L. posee compuestos con actividad
bioldgica benéfica para la salud.

Se hace necesaria la realizacion de pruebas moleculares para definir los
dafios de la radiacion UV sobre el ADN de las células, al igual que para
identificar los compuestos bioactivos de la planta de Rosmarinus
officinalis L. para su posterior aplicacion especifica.

Es necesario mayor tiempo experimental para descubrir una

concentracion ideal de la infusion de Rosmarinus officinalis L.
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