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RESUMEN

INTRODUCCION: El advenimiento de la biologia molecular ha agregado una nueva dimension al
proceso de descubrimiento de nuevos farmacos dirigidos hacia el concepto de las terapias avanzadas
donde medicamentos clasicos coexistiran con células madre, genes y tejidos transformados ex vivo.
Existen muchos tipos de células madre y todos ellos comparten las caracteristicas de ser capaces de
renovarse y dar lugar a progenie diferenciada.

El presente trabajo, compara y reflexiona sobre el desarrollo farmacéutico de un medicamento
convencional con un medicamento celular. Ambos presentan la misma forma de dosificacion,
suspension de un principio activo: de sintesis para el medicamento convencional y células para el
medicamento celular; en un medio acuoso, contenido en una jeringa como acondicionamiento
primario.

METODOLOGIA: La fabricacion de inyectables requiere de mas cuidados que cualquier otra forma
farmacéutica clasica debido a su via de administracion. Un inyectable debe cumplir, entre otras, con
las siguientes caracteristicas: isotonia, ausencia de pirdogenos, y de esterilidad. Sin embargo en la
preparacion de una suspension celular, el producto final no puede ser esterilizado, ya que las células
deben ser viables para poder mantener sus caracteristicas terapéuticas. La esterilidad del medicamento
celular, debera ser aportada en el proceso de produccion, clase A sobre un entorno clase B.
CONCLUSION / DISCUSION: Los métodos de preparacion y control de inyectables convencionales
son procedimientos que no pueden utilizarse en el medicamento celular ya que dichas técnicas son
incompatibles con la viabilidad de células mesenquimales, por lo que el método de elaboracion del
activo celular para la misma forma de dosificacion debe realizarse en condiciones controladas. Asi
pues el desarrollo galénico de ambos medicamentos difiere y debera ser considerado en cuanto a la
tecnologia farmacéutica se refiere.

PALABRAS CLAVE: Salvia lavandulifolia, aceite esencial, neuroproteccion, astrocitos.

ABSTRACT

INTRODUCTION

Neurodegenerative diseases are becoming more and more common and they represent one of the
major public health problems. These diseases are related to oxidative stress, which is caused, among
other factors, by an overproduction of free radicals. There are few studies regarding the beneficial
effect of essential oil of Salvia lavandulifolia Vahl. (Spanish Sage) on cognitive function,
memory and attention in people with dementia and even in the healthy population. In these
studies, the effect is mainly ascribed to the capacity to inhibit the acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase enzymes, as well as, to their anti-inflammatory, antioxidant and estrogen
properties. However, so far it has been not determined a neuroprotective activity based on its
antioxidant capacity.

OBJETIVE

We have evaluated the neuroprotective activity of essential oil from different samples of Salvia
lavandulifolia, studying their antioxidant capacity and using for this purpose astrocytes as glial cells,
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which carry out an important function in the central nervous system.

METHODOLOGY

The essential oil extracted was studied by gas chromatography to determine its composition. Its effect
on survival, proliferation and cytotoxicity in cells was quantitatively evaluated using the technique of
bromide 3 - (4, 5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazol (MTT), just as its protective effect against
toxic (H202). The intracellular generation of free radicals was also measured using
dichlorofluorescein (DCFH-DA) technical as well as the ability of essential oil to reduce free radicals
production induced by hydrogen peroxide.

CONCLUSION /DISCUSSION

The main components of the samples studied are: 1.8-cineole, camphor and a-pinene. The essential oil
of S. lavandulifolia exerts a protective effect on astrocytes against hydrogen peroxide, increasing
significantly viability of cells under oxidative stress conditions. None of the samples generated free
radicals on the cell line of the study as dichlorofluorescein technique showed. The essential oil also
demonstrated a slight free radical scavenger capacity.

KEYWORDS: Salvia lavandulifolia, essential oil, neuroprotection, astrocytes.

1. INTRODUCCION

A medida que la poblacion envejece, las enfermedades neurodegenerativas son cada
vez mas frecuentes y representan un serio problema de salud publica, dado que afectan a la
funcion cerebral de forma progresiva. Estas enfermedades estan relacionadas con el estrés
oxidativo, que es causado, entre otros factores, por una sobreproduccion de radicales libres.

En la actualidad s6lo existen farmacos que mejoran de forma paliativa y temporal el
déficit cognitivo de los pacientes. Por eso es importante desarrollar nuevas alternativas
modificadoras del proceso neurodegenerativo, que eviten o al menos retrasen la
muerte neuronal. Las plantas medicinales que poseen aceites esenciales pueden
constituir una fuente de principios activos con actividad antioxidante. Existen estudios
sobre el efecto beneficioso del aceite esencial de Salvia lavandulifolia (Salvia
espaiola) sobre las funciones cognitivas, la memoria y la atencion de personas con
demencia'” e incluso en la poblacion sana. Esta accion se debe principalmente a la
inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa® y butirilcolinesterasa®, asi como a sus
efectos antiinflamatorios, antioxidantes y estrogénicos.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la actividad neuroprotectora de
diferentes muestras de aceite esencial de Salvia lavandulifolia, estudiando su capacidad
antioxidante, utilizando para ello cultivos celulares, concretamente astrocitos, células gliales
que realizan una importante funcion en el sistema nerviosos central.

1.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

El SNC de un humano adulto posee unas 100.000 millones de células: neuronas y
células de la glia. La glia supone la mayor parte de las células del sistema nervioso y es
necesaria para el correcto funcionamiento del cerebro. Las células de la glia se pueden
clasificar en macroglia (astrocitos y oligodendrocitos) y microglia, y poseen un papel
importante en la memoria y el aprendizaje.
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Los astrocitos, a los que se puede considerar las células gliales mas importantes en el
cerebro; son de origen neuroectodérmico y presentan forma estrellada. En la actualidad se
sabe que aparte de su funcidn estructural, realizan un papel importante en el sistema nervioso:
mantienen el medio extracelular, estabilizan la comunicacion célula-célula, regulan el flujo
sanguineo cerebral, participan en el mantenimiento de la sinapsis, también mantienen el
metabolismo neuronal y la sintesis de neurotransmisores, interviniendo en el desarrollo y
mantenimiento de la barrera hematoencefalica’. Los astrocitos poseen un papel
neuroprotector, determinados estudios indican que la apoptosis de los mismos puede
contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Ademas, estas células realizan
un papel protector de las neuronas frente a distintas agresiones como el estrés oxidativo®.

El sistema nervioso central es especialmente sensible al estrés oxidativo, que se
caracteriza por un estado de oxidacion de moléculas vitales originando una modificacion
secundaria de su estructura y funcién bioldgica y produciendo, con el paso del tiempo, el
deterioro de las moléculas organicas y la pérdida de su funcion biolégica en los seres vivos’.
Con la edad el estrés oxidativo aumenta, lo que incrementa la susceptibilidad de desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas al producirse un exceso de radicales libres.

1.2. Salvia lavandulifolia Vahl.

El término Salvia significa “la que salva”, y la reputaciéon como tal de este género
llega hasta nuestros dias.

1.2.1. Clasificacion taxonomica

e Familia: Lamiaceae

e Género: Salvia

* Especie: Salvia lavandulifolia Vahl.

* Otros nombres: Salvia espafiola, mariselva, sielva, Spanish sage

(inglés).
1.2.2. Caracteristicas de la especie
. Descripcién botanica

Salvia lavandulifolia Vahl. es un pequeiio arbusto muy ramificado y aromatico que
alcanza hasta 50cm de altura. Los tallos son lefiosos en la base, con numerosas ramificaciones
herbaceas y pubescentes de forma ascendente o erecta. Las hojas (50 mm) son opuestas,
simples, pecioladas (5 mm) y con las nerviaciones muy marcadas. La floracion se produce
hacia finales de primavera y las flores se agrupan en el extremo de las ramas, con apariencia
de espigas. La corola (20-25 mm), pubescente es de color azul claro a lila, de hasta 25 mm de
longitud, abierta en dos labios en su parte distal: el superior tiene forma de casco y esta
formado por dos pétalos mientras que el inferior lo forman tres pétalos. Se encuentra en zonas
templadas y calidas del Mediterraneo occidental, en terrenos montafiosos con suelo calizo®’.
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. Composicion quimica:

Las sumidades floridas contienen principalmente aceite esencial (1,0-2,8%), terpenos,
flavonoides y 4cidos fenolicos (4cido rosmarinico)'’.

. Usos

Tradicionalmente se emplea en trastornos nerviosos y crisis asmaticas. Por via topica
se utiliza por su accion antirreumatica y antitranspirante. También se usa para disminuir la
viscosidad sanguinea, como hipotensor y en trastornos menstruales. Algunos estudios
demuestran su actividad hipoglucemiante''. Ademas, se utiliza popularmente como
aromatizante de alimentos y para sanear los armarios.

1.2.3. Aceite esencial

Los aceites esenciales son mezclas complejas volatiles, obtenidas a partir de especies
vegetales aromaticas mediante procesos fisico-quimicos, principalmente por arrastre en
corriente de vapor de agua. Posteriormente se separa de la fase acuosa por métodos fisicos.
Son liquidos oleosos a temperatura ambiente, volatiles y poco coloreados, proporcionando un
olor caracteristico a las especies vegetales que los contienen'”. En las Lamiaceae se almacena
en pelos secretores.

. Composicion Quimica:

El aceite esencial de Salvia lavandulifolia es una mezcla compleja y presenta una alta
variabilidad intraespecifica en las diferentes muestras. El clima, el origen geografico, asi
como el estadio vegetativo en el momento de la recoleccion influyen en las cualidades del
aceite esencial de esta planta aromatica'”.

Estd constituido principalmente por monoterpenos, entre los que destacan:
hidrocarburos biciclicos como a-pineno (4-11%), sabineno (0,1-3%), limoneno (2-5%);
alcoholes aciclicos (linalol 0,5-9%), biciclicos (borneol 1-8%), monociclicos (terpen-1-en-4-
ol <2%); cetonas biciclicas como tuyonas (< 0,5%) y alcanfor (11-36%); ésteres aciclicos
como acetato de linalilo (<5%); éteres como 1,8-cineol o eucaliptol (11-25%) y acetato de
sabinilo'”.

. Actividad farmacoldgica

Se ha determinado que 1,8-cineol, a y B pineno, borneol y alcanfor presentan una
actividad inhibitoria del enzima acetilcolinesterasa'>'> lo que ejerce un efecto beneficioso
en las capacidades cognitivas. También podrian estar implicadas otras vias de actuacion en
los efectos positivos que ejerce sobre la memoria esta especie de Salvia, como es su capacidad
antioxidante, atribuida al 1,8-cineol, linalol y o y B pineno®'®; mientras que a-pineno es
antiinflamatorio y geraniol estrogénico'’. El conjunto de estas actividades tiene un efecto
positivo en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas'®, producido por complejas
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interacciones entre los terpenos que forman el aceite esencial. Por ejemplo, existe una
actividad sinérgica entre el 1,8-cineol y a-pineno u 6xido de cariofileno'® y una actividad
antagonista con el alcanfor, efectos prooxidantes'’. Ademas de su indudable interés en las
funciones cognitivas, también posee otras actividades como antiespasmodica o
antibacteriana®”

. Toxicidad

Salvia lavandulifolia no se considera toxica, salvo que se use a muy elevadas
concentraciones. Entre sus componentes, algunos han mostrado toxicidad:

0 Acetato de sabinilo (0,1-24%) atraviesa la barrera placentaria y produce
toxicidad fetal y efectos abortivos®', asi como hepatotoxicidad®.

0 Alcanfor: produce nautseas, vomitos, efectos convulsivos (a dosis elevadas),
estado epiléptico, asi como hepatotoxicidad y neurotoxicidad™.

0 Tuyonas: son responsables de crisis convulsivas y epilépticas, aunque su
presencia en S. lavandulifolia es mucho menos significativa (<1,5%) y por tanto menos
toxica que en otras especies del mismo género, como en Salvia officinalis™.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. MATERIAL
2.1.1. Material Vegetal

Las partes aéreas de los dos primeros ejemplares de salvia espafiola fueron cultivadas
en Solsona (Lérida) en el afio 2008, procedentes de un ensayo de influencia del riego y
densidad de plantacion Ambas muestras tuvieron un porcentaje de riego del 80% y una
distancia entre plantas de 0,6 m, pero se diferenciaban en la distancia entre lineas, La muestra
n° 1 presentaba una distancia entre lineas de 1,2 m y la muestra n° 2 de 0,8 m. Mientras la
muestra n° 3 recolectada en marzo de 2010 procede del Centro de ensayo de evaluacion de
variedades de Aranjuez (Madrid) INIA Una vez recolectadas, se desecaron convenientemente
extendidas a temperatura ambiente y se guardaron en lugar fresco y seco hasta el momento de
la destilacion. Los ejemplares fueron proporcionados y autentificados en el Instituto Nacional
de Investigaciones Agrarias, Ministerio de Ciencia e Innovacién (INIA). En los ensayos se
han utilizado los aceites esenciales procedentes de las tres muestras citadas anteriormente y su
composicion se determin6d mediante cromatografia de gases.

2.1.2. Cultivos celulares

El estudio de la posible actividad neuroprotectora de Salvia lavandulifolia se ha
llevado a cabo utilizando la linea celular U-373 MG, procedente de astrocitoma humano,
manteniéndola en incubador a 37°C y en una atmdsfera de CO; al 5% para su supervivencia
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optima. El medio de cultivo utilizado para esta linea celular estd compuesto por Medio basal
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) con glucosa, L-glutamina, HEPES y sin
piruvato; con un contenido adicional de gentamicina al 0,5% para prevenir el crecimiento de
bacterias, suero fetal bovino (FBS) al 10% para el medio de crecimiento o al 1 % para el
medio de mantenimiento. Se conserva en nevera a una temperatura entre 2-8°C.

Toxico

El toxico seleccionado para favorecer la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), ha sido el peroxido de hidrégeno, siendo el radical hidroxilo que se forma el
responsable de los efectos citotoxicos. Origina radicales libres por la reaccion de Haber-Weiss
(02” + H,0, = 0, + ‘OH + OH)). El aumento de la formacion de peréxido de hidrogeno
produce un incremento del estrés oxidativo, que a su vez produce un incremento en la
formacion de radicales libres que juegan un papel importante en la muerte neuronal en la
mayoria de las enfermedades neurodegenerativas®. Se ha utilizado una concentracién de 1
mM?®. Ademés, como control negativo se ha utilizado Triton X-100 por la elevada mortalidad

celular que produce.

2.2. METODOS
2.2.1. Extraccion del aceite esencial

Las sumidades floridas de Salvia lavandulifolia, una vez desecadas se sometieron a
extraccion por destilacion por arrastre en corriente de vapor de agua (Real Farmacopea
Espafola), obteniéndose los aceites esenciales correspondientes.

2.2.2. Cromatografia de gases (CG)

Los aceites esenciales extraidos previamente, se estudiaron por CG para separar y
analizar las mezclas de sustancias volatiles, aplicando las siguientes condiciones
instrumentales y analiticas:

- Cromatografo: Hewlett Packard 6890

- Detector de ionizacion de llama (FID)

- Temperatura del detector: 250°C

- Columna: capilar de 30 m de longitud, 5% fenil metil-silicona

- QGradiente de temperatura: 70 a 240°C con una variacion de 3° por
minuto

- Temperatura final 240 °C durante 2 minutos

- Inyector automatico: volumen de la inyeccion 1 pl.

2.2.3. Determinacion de la viabilidad celular: ensayo de MTT
Para evaluar cuantitativamente la supervivencia, proliferacion y citotoxicidad de las
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células se ha usado la técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT).

Esta sal de tetrazolio se reduce a formazan, un derivado insoluble en agua que forma
cristales violetas en el interior celular y que se solubilizan con dimetilsulféxido (DMSO). Esta
reduccion es indicativa del metabolismo celular, ya que la reaccion redox se produce por
deshidrogenasas mitocondriales de células vivas unicamente. La cantidad de formazan
generada es directamente proporcional al nimero de células vivas. Cuanto mayor sea esta
relacion, mayor seré la intensidad del color, y por tanto, mayor la absorbancia®’.

El nimero de células sembrado ha sido de 50.000 células/pocillo. El tratamiento con
los aceites esenciales se ha mantenido durante 24 horas, y la exposicion al toxico durante 30
minutos. La medicion se realiza espectrofotométricamente a una longitud de onda de 550 nm
en el Lector de placas Digiscan 340.

2.2.4. Medida de la generacion intracelular de radicales libres:
técnica de la diclorofluoresceina (DCFH-DA)

La 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) es un compuesto no
fluorescente que atraviesa las membranas celulares. Se hidroliza enziméticamente por las
esterasas intracelulares a 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH). En presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como el peroxido de hidrogeno, se oxida a 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCF) que es un compuesto altamente fluorescente®®. La fluorescencia
intracelular de la diclorofluoresceina permite cuantificar la formacion de especies reactivas de
oxigeno y el estrés oxidativo producido en las células, ya que la intensidad de la fluorescencia
es directamente proporcional a la cantidad de radicales libres producidos.

Para establecer la curva de tiempo de generacion de radicales libres, se han tomado
medidas cada 10 minutos en la primera hora y 2 medidas cada 30 minutos durante la segunda
hora. La medicion se ha llevado a cabo utilizando un Fluorimetro Lector de microplacas
FLx800, Bio-Tek, Instruments, Inc. a una longitud de onda de excitacion de 480 nm y de
emision de 510 nm. El nimero de células sembradas ha sido de 50.000 células/pocillo.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

A través del programa estadistico STATGRAPHICS plus 5.1 se han analizado los
resultados. Los experimentos se han realizado por triplicado, siendo n =4 (n total = 12). Los
resultados se expresan como valores promedios #+ desviacion estdndar. Las diferencias
estadisticas fueron determinadas por medio del andlisis de la varianza (ANOVA), siendo el
nivel de significacion de p < 0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL

El rendimiento de la muestra n® 1 fue del 2,57 %, la muestra n° 2 rindié un 1,84 % vy el
de la muestra n° 3 fue de un 1,54 % de aceite esencial.

3.2 CROMATOGRAFIA DE GASES

La determinacién de la composicion quimica de las tres muestras de aceite esencial de
Salvia lavandulifolia se ha realizado mediante CG, en las condiciones descritas en el apartado
de material y métodos, expresandose a continuacion en la 1 los componentes mayoritarios y
en las figuras 2, 3 y 4, los respectivos cromatogramas:

Tabla 1.- Composicion quimica del aceite esencial de Salvia lavandulifolia (%).

Muestra n™ Muestra n®? Muestra n™3

a-pineno 5.99 11.67 10.9
canfeno | 523 | 711 | 6387
p-felandreno 9,31 8.5

B-pineno. | | 97
myrceno 7.62
18-cineol | 3188 | 1351 | 252
aleanfor 14.42 23 85 10.99
deterpineol | 718 | 1195

ledol 10.5 814
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Figura 2. Cromatograma de la muestra n° 1.
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Figura 4. Cromatograma de la muestra n° 4.
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3.3. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR: ENSAYO DE
MTT

¢ Ensavo de viabilidad celular

En primer lugar, para determinar la viabilidad celular de las muestras se realizo el
ensayo de MTT, ensayo de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol a formazan, en astrocitos (U373). Para ello, se inici6 el estudio realizando un
amplio barrido de concentraciones seriadas de las muestras a estudiar; tras revisar los
resultados iniciales obtenidos, las concentraciones seleccionadas fueron: 75 pg/ml, 50 pg/ml,
25 pg/ml, 15 pg/mly 5 pg/ml

Los resultados del ensayo reflejan que las muestras de aceite esencial de salvia a las
diferentes concentraciones ensayadas no presentan toxicidad para la linea celular U373, al
observar, un porcentaje de viabilidad celular superior al 80% para todas las concentraciones,
en contraste con el triton, control negativo, que presenta una supervivencia celular del 33,1%
(grafica 1 y tabla 2).
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Grifica 1.- Representacion grafica de los datos de viabilidad celular mostrados en la tabla (*=
p=<0,05).

75ug/ml 82,5444 6* 81,4042,1% 89,45£5,7%
50pg/ml 80,0743,0% 80,9643 0* 92,4842 ,0*
25ug/mi 87,30+4,7* 93,65+4,8* 95,7040,3
15ug/mi 96,08+2,5 94,4242 1 95,8443 6
Sug/mi 89,1347,4* 99,57+1,2 95,7345,0

¢ Efecto protector frente al toxico

A continuacidén, en una segunda etapa del trabajo y una vez establecidas las
concentraciones no toxicas de los aceites, se estudio el efecto de dicho aceite en células
sometidas a estrés oxidativo por peréxido de hidrogeno, intentandose apreciar el efecto
protector de los aceites esenciales de S./avandulifolia.

Si se analiza la efectividad del pretratamiento de 24 horas en células sometidas a estrés
oxidativo, se aprecia una disminucion de la toxicidad producida por el peréxido de hidrogeno,
lo que indica una actividad protectora frente al daio producido por el mismo. Las muestras n°
1 y n° 2 destacan por presentar los mejores resultados como protector frente al toxico,
apreciandose un incremento de la viabilidad celular de hasta casi un 85,5%, frente al 60%
ocasionado por el toxico (Grafica 2 y tabla 3).
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Grifica 2.- Representacion grafica del efecto de diversas concentraciones del aceite esencial en
células U373 sometidas a estrés oxidativo.

1

69,9942 7* 67,78+3,1% 62,53+18

77,01%4,7* 72,80+4,2% 70,22+7 A*
79,5645,0% 80,33+4,9*% 73.7048,8%
79 50+1,8% 72,9442 0* 73,68+6,4%
79,9342 1% 85,4144 4* 76,3142, 7%

34. MEDIDA DE LA GENERACION INTRACELULAR DE
RADICALES LIBRES: TECNICA DE LA DICLOROFLUORESCEINA (DCFH-
DA)

. Capacidad generadora de radicales libres del aceite esencial

En primer lugar, se observo la capacidad de las muestras de aceite esencial de Salvia
lavandulifolia para producir radicales libres de forma independiente en comparacion con el
peroxido de hidrégeno. A continuacion se muestran los resultados de este ensayo, a las
concentraciones previamente seleccionadas 50 pg/ml, 25 pg/ml y 10 pg/ml. Como se puede
observar en las graficas n° 3, n°4 y n° 5, las tres muestras de aceite esencial poseen menor
capacidad generadora de radicales libres que el toxico, siendo las muestras 2 y 3 las que
mejores resultados presentan.

Ars Pharm 2010; 51.Suplemento 3: 657-675.



Porres Martinez M et al. Actividad neuroprotectora del aceite esencial de Salvia.... 669

Grificas 3, 4 y 5. Capacidad generadora de radicales libres de las tres muestras de aceite esencial de
S.lavandulifolia en astrocitos a diferentes concentraciones en comparacion con el peroxido de
hidrogeno.
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Posteriormente se evalu6 la actividad antioxidante, como base de una posible actividad
neuroprotectora de las muestras en estudio al proteger frente a los radicales libres. En las
tablas 7, 8 y 9 y en las graficas 6, 7 y 8, se muestran los resultados del ensayo de capacidad de
captacion de radicales libres en células sometidas a estrés oxidativo por perdxido de
hidrégeno y tratadas con el aceite esencial en estudio (concentraciones de 50 pg/ml, 25 pg/ml

y 10 pg/ml).
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Tabla 7, 8 y 9. Resultados de la capacidad del aceite esencial de S.lavandulifolia de la muestran® 1, 2
y 3, respectivamente, para disminuir la presencia de radicales libres generados por el peroxido de
hidrogeno.

Tabla 7

Tlem po of

141,17+6,0 130,61+4,8* 124,01+4,5%124,83+1,2*
11:- 163,64+5,6 146,63+8,9% 141,64+6,4*140,76+6,2*
20  17511#4,7 149,3249,1* 145,93+4,7%148,3346,3*
30  185,88+7,5 150,11+5,8% 149,73+2,8%151,46+7,1%
40  186,19+6,3 150,94+3,9* 152,03+2,3%153,80+7,3%
50  184,64+2,9 151,40+3,4* 152,89+1,5%154,49+6,9*
60  186,29+4,5 150,63+2,9* 153,35+1,0%154,99+7,2*
90  184,55+5,8 147,78+2,7% 152,89+1,4%154,58+7,6*
120  180,41+6,8 143,40+2,9* 150,84+2,0%151,28+7,8*

Tabla 8

T'rempn
1 {
E oneml | Buemt | ore

141,1746,0120,73+1,3%124,91+1,5%119,80+2,8*
10 163,64+5,6127,17+48,5%137,41+2,2%142,19+7 .4
20 175,1144,7 136,38+4,2%145,59+4,8%151,3745,6*
30 185,88+7.5138,41+4,7%149,4945,2%154,69+2,0%
40 186,19+6,3 141,79+3,1%150,95+2,7% 157,45+3,5%
50 184,64+2,9142,90+2,3*% 151,72 +2,7%158,90+5,7*
B0 186,29+4,5142,16+1, 8% 142 44+3 2% 160,00+6,5*
90 184,5545,8 141,68+1,7150,82+4,1%159,56+7,2*
120 180,4146,8 139,60+4,7%147,13+6,1*156,43+8.0*°
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Tabla 9

Tlempu
m

141,17+6,0122,59+0,7*
1D 163,64+5,6136,88+0,5*%

124,86+4,8%
142,9{)15,5*

122,70+4,1*
145,76+5,4*

20 175,11+4,7140,26+2,0% 149 43+43,7% 153,14+2 1%
30 185,88+7,5144,98+2 8% 155,68+2,6% 161,00+1,8*
40 186,19+6,3148,03+4,0* 158,94+2,5% 165,26+0,7*
50 184,64+2,9149,62+4,1% 162,49+2,5% 168,31+0,8*
B0 186,29+4,5150,81+5,1* 164,64+3,0% 170,45+1 6*
90 1845545 8152 51+6,3* 167,64+45% 173 14+3 6%
120  180,41+#6,8152,94+7,3% 168,34+5,8% 172,75+5,2

Los mejores resultados del ensayo de la diclorofluoresceina se producen a la
concentracion de 50 pg/ml, reflejando que las muestras de los 3 aceites esenciales reducen de
forma significativa la presencia de radicales libres ocasionada por el peroxido de hidrégeno.
Las muestras n° 1 y n° 2 son las que mejores resultados producen.

4. DISCUSION

El estrés oxidativo estd implicado en el envejecimiento, asi como en diversas
patologias como el cancer o las enfermedades neurodegenerativas; se caracteriza por una
produccion excesiva de radicales libres, implicados en el dafio celular. Para prevenirlo, asi
como la muerte celular que puede causar, es importante la busqueda de antioxidantes con
capacidad de eliminar el exceso de radicales libres o disminuir la generacion de los mismos.
En este estudio se ha comprobado la capacidad antioxidante como base para el estudio de la
actividad neuroprotectora de Salvia lavandulifolia.

En primer lugar, se ha estudiado la composicion quimica de las tres muestras de aceite
esencial de Salvia lavandulifolia recolectadas en Solsona (Lérida), y del Centro de ensayo de
evaluacion de variedades de Aranjuez (Madrid), comprobando la heterogeneidad que presenta
el aceite. En todas las muestras destaca el alto porcentaje de 1,8-cineol (principalmente en la
muestra n° 1 y 3) y de alcanfor (sobre todo en la muestra n° 2), siendo los componentes
mayoritarios de la muestra n° 1 el alcanfor y el a-pineno, mientras que el 1,8-cineol, o-pineno
y canfeno destacan en la muestra n® 2 y en el caso de la muestra n°® 3 el alcanfor y el a-pineno.
En todos los casos el rendimiento del aceite esencial ha sido superior al 1,50 %.

A continuacion, se han estudiado los efectos de diferentes concentraciones de las tres
muestras de aceite esencial de Salvia lavandulifolia sobre la linea celular U373 con el fin de
comprobar si estos aceites son toxicos para las células. Mediante el ensayo de viabilidad de
MTT se ha observado que las concentraciones de 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 15 pg/mly 5
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png/ml no presentan toxicidad en astrocitos, ya que se observa un porcentaje de supervivencia
superior al 80% similar al del control positivo (medio 1%), a diferencia del 33% del control
negativo (triton) que redujo de forma significativa la supervivencia celular.

Una vez determinadas las concentraciones no toxicas sobre las células, se ha estudiado
el efecto de estas concentraciones sobre la misma linea celular sometida a estrés oxidativo con
peroxido de hidréogeno, a una concentracion ImM durante 30 minutos, que reduce
significativamente la viabilidad celular respecto al control. Esto es debido a que el peroxido
de hidrogeno es una especie reactiva de oxigeno, implicado en el dafio oxidativo. Los
astrocitos modulan el efecto neurotéxico del peroxido de hidroégeno y protegen a las neuronas
frente a la toxicidad producida por éste”. Tras el pretratamiento durante 24 horas se
comprobo que las tres muestras de aceite esencial de Salvia lavandulifolia producen una
mejora en la supervivencia celular frente al toxico, que en algunas ocasiones llegé a ser del 25
%, siendo las muestras n° 1 (79%) y n° 2 (85%) las que mejores resultados han producido en
la proteccion de las células frente al estrés oxidativo.

El paso siguiente consistid en evaluar la capacidad del aceite esencial de Salvia
lavandulifolia, de producir radicales libres (técnica de la diclorofluoresceina) de forma
independiente, se observd que las tres muestras de aceite esencial (<107%) generan menos
radicales libres que el toxico (perdxido de hidrégeno) (165%), siendo las muestras n° 2 y n° 3
las que mejores resultados generan al producir menos radicales libres.

Posteriormente evaluamos la capacidad antioxidante de las muestras en estudio,
comprobando su capacidad para disminuir la presencia de radicales libres producidos por el
peroxido de hidrégeno en las células. Se observdo que las muestras de aceite esencial
producian una proteccion frente al perdxido de hidrogeno, siendo las muestras n° 1 y 2 las
mas activas.

Los aceites esenciales presentan diferente actividad antioxidante segun el estadio de
desarrollo de la planta, el tiempo de recoleccion, las condiciones geograficas y ecologicas, el
método de extraccion, secado y andlisis. La actividad antioxidante del aceite esencial de salvia
esta relacionada con la concentracion de terpenos, asi como de la accion sinérgica de sus
componentes minoritarios. Son las mas activas las que cuentan con la presencia de [-
felandreno y a-pineno. No existe influencia del afio o la época de recoleccion en el contenido
de los principales componentes del aceite esencial excepto en el caso del alcanfor que varia
significativamente en funcion de la estacion, siendo su concentraciéon mayor en febrero, antes
de la floracion.

A la vista de los resultados obtenidos en el estudio de la actividad antioxidante del
aceite esencial de Salvia lavandulifolia sobre la linea celular U373, se pueden establecer que
las tres muestras de S. lavandulifolia recolectadas presentan un rendimiento en aceite esencial
del 2,57 % (muestra n° 1), 1,84 % (n° 2) y 1,54 % (n° 3), siendo sus componentes
mayoritarios 1,8-cineol (muestra n® 1 y 3), alcanfor (muestra n° 2), a-pineno y canfeno (3
muestras). En los estudios de actividad se ensayaron un elevado niimero de concentraciones
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de las cuales: 75, 50, 25, 15 y 5 pg/ml resultaron no téxicas para la linea celular U373, siendo
seleccionadas para los ensayos. El aceite esencial de Salvia lavandulifolia ejerce un efecto
protector en astrocitos frente a peroxido de hidrégeno, al incrementar de forma significativa la
viabilidad celular en células sometidas a estrés oxidativo. Asi mismo, ninguna de las muestras
de aceite esencial ensayadas mediante la técnica de la diclorofluoresceina (DCFH-DA)
presentd capacidad generadora de radicales libres sobre la linea celular utilizada. Las 3
muestras de aceite esencial presentaron capacidad de captacion de los radicales libres
producidos por el peroxido de hidrogeno.
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