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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) es un problema de salud publica. La DM se asocia al incremento en la produccion de radicales libres, los cuales pueden
inducir el dano oxidativo al ADN. En los tiltimos afios se ha incrementado el uso de las plantas medicinales como terapias alternativas;dentro de las plantas con efecto
antioxidante se encuentra el Romero (Rosmarinus officinalis L). El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la ingesta del extracto acuoso de Romero
sobre el dafio al ADN en pacientes DM tipo 2 (DM2). Materiales y Métodos: Se estudiaron 16 individuos con DM2 de la comunidad de San Pedro, Zacatecas, los
cuales dieron su autorizacién mediante consentimiento informado. Se tomaron muestras de mucosa bucal a los 0, 15, 30 dias del tratamiento con el extracto acuoso
de Romero (5g de hojas de Romero en 1L de agua por dia). Se determind el niimero de microntcleos (MN) y anormalidades nucleares mediante microscopia de
fluorescencia. Resultados: El daiio al ADN disminuyo conforme aumentd el tiempo de consumo del Romero (1.19 + 0.65 MN al tiempo cero, 0.33+ 0.48 MN alos 15
dias y 0 MN alos 30 dias de tratamiento), también se presentd disminucién en los marcadores de citotoxicidad especificamente cromatina condensada y carriorexis.
Conclusiones: De acuerdo a los resultados, el extracto acuoso de Romero presenta efecto antimicronucleogénico y citoprotector en pacientes con DM2.

PALABRAS CLAVE: Rosmarinus officinalis; diabetes mellitus tipo 2, micronticleos; citotoxicidad.

ANTI-MICRONUCLEOGENIC AND CYTOPROTECTIVE EFFECT OF ROSEMARY (ROSMARINUS OFFICINALIS) AQUEOUS EXTRACT IN PATIENTS WITH DIA-
BETES MELLITUS TYPEII

ABSTRACT

Introduction: Diabetes Mellitus (DM) is a public health problem. DM has been associated with increased production of free radicals, which can induce oxidative DNA
damage. Recently the use of medicinal plants has increased for their potential as alternative therapies, within plants with antioxidant effect it is noteworthy the Rosemary
(Rosmarinus officinalis). The objective of this study was to determinate the effect of Rosemary aqueous extract intake on the DNA damage in patients with Diabetes Mellitus
Type I (DM2). Methodology: 16 individuals with DM2 from the community of San Pedro, Zacatecas were studied, they gave theirs authorization by informed consent.
Buccal mucosa samples were taken at 0, 15, and 30 days of treatment with the rosemary aqueous extract (5¢ of Rosemary leaves in 1L of water per day). The number of
micronucleus (MN) and nuclear abnormalities were determined via fluorescence microscopy. Results: DNA damage decreased as the time of consumption of Rosemary
extract increased (1.19+ 0.65 MN at zero days, 0.33 £ 0.48 MN at 15 days, and 0 MN at 30 days of treatment). Additionally a decrease also occurs in cytotoxicity markers,
specifically condensed chromatin and karyorrhexis.Conclusions: According to the results, the Rosemary aqueous extract presents anti-micronucleogenic and cytoprotective
effect in patients with DM2.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Type II Diabetes mellitus, micronuclei, cytotoxicity.

INTRODUCCION dos de acidos grasos y la reduccion de las defensas antioxidantes,

lo que conlleva al incremento del estrés oxidativo (EOx). (4) Un

La diabetes mellitus (DM) es considerada un problema mundial
de salud, debido al incremento en su incidencia y prevalencia. En
México la prevalencia de la DM es del 9,2%. (1) La DM se carac-
teriza por niveles elevados de glucosa en sangre, resultado de una
disminucion en la produccion de insulina o resistencia de la mis-
ma. (2,3)

La hiperglucemia generada en la diabetes favorece el incremento
de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) a través
dela autooxidacién dela glucosa, Ia via de los polioles, la glicacion
no enzimatica de proteinas, la via de las pentosas fosfato, la gene-
racion de productos de glicacion avanzada (AGE), niveles eleva-

estado de EOx, induce en la célula efectos téxicos por oxidacion
de lipidos, proteinas, carbohidratos y nucledtidos, lo cual produce
acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion mitocon-
drial, citotoxicidad y apoptosis. Las ERO estan implicadas en va-
rias etapas del proceso carcinogénico. Los radicales peroxilo y la
peroxidacion lipidica pueden causar mutaciones sobre el ADN
de forma independiente, dando inicio el proceso carcinogénico.
Los fitoquimicos con propiedades antioxidantes pueden modular
la iniciacién de proceso de carcinogénesis mediante la proteccion
contra el dafio del ADN. (5)

Dentro de las plantas a las cuales se les ha adjudicado efecto an-
tioxidante se encuentra el Romero (Rosmarinus officinalis). El
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Romero es una planta aromatica, empleada como condimento tecas con registro 003/CEB2015. A todos los participantes se les
y medicinal originaria del Mediterraneo, llegando a crecer hasta 5 entregd una caja con 30 bolsas de hojas de Romero (5g por bol-
pies de altura. Existen reportes del efecto antiproliferativo del Ro- sa) y se les indicd que deberfan adicionar una bolsa en un litro de
mero en células de cancer de ovario, colon, prostatay mama. (6-9) agua hirviendo (hervir 3 minutos) y posteriormente pasarlo por
El efecto antiproliferativo del Romero se le atribuye a sus compo- un colador para eliminar las hojas de Romero. También, se les in-
nentes terpeniodes (carnosol, acido carndsico, rosmanol, epiros- dicd que el t lo podrian consumir como agua de uso durante el
manol, isorosmanol y 7-metil-epirosmanoque). (10) dia, ya sea fria o caliente. Antes de la toma de muestra de mucosa
Existen diferentes ensayos para determinar el dafio al ADN, den- bucal, se solicitd a los participantes que se enjuagaran la boca con
tro de los cuales se encuentra el ensayo de micronticleos (MN) y agua, posteriormente con un portaobjetos se hizo un raspado de
anormalidades nudleares (AN) en mucosa bucal. Las alteraciones la mucosa bucal de ambas mejillas y se realizo el extendido de la
mas sugestivas en la morfologia de las células neoplasicas son mo- muestra. Las muestras se dejaron secar al aire, se fijaron en metanol
dificaciones en el tamario, densidad y distribucion dela cromatina. absoluto durante 48 h, y se tifieron con naranja de acridina (CAS
Entre las AN que se pueden distinguir de células normales se en- no. 10127023 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Las muestras
cuentran la cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), nticleo fueron observadas con el objetivo 100x en un microscopio marca
picndtico (NP), cariolisis (CL), ntcleo lobulado o también llama- Olympus modelo CX40, con sistema iluminador de fluorescencia
do prolongacion nudear (PNL), y la presencia de células con dos OLYMPUS modelo CX-RFLT50 (lampara de mercurio 50W y
nudeos, llamadas células binucleadas (BN). (11-13) filtro de fluorescencia azul DMB-2 OLYMPUS). Se contaron las
En base a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue determi- células con MN y AN incluyendo células con CC, CR, NP, CL,
nar el efecto de la ingesta del extracto acuoso de Romero sobre el PNL en 2,000 células por muestra. Los criterios utilizados para

nimero de MN y AN en pacientes con DM tipo 2. la identificacion de las células con MN, asi como AN fueron de
acuerdo a los descritos por Bolognesi y col. en el 2013. (13) Los
MATERIALES Y METODOS resultados se expresan como promedio + desviacion estandar.

Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de rangos
Se realizd un estudio cuasi-experimental de series temporalesen el de Wilcoxon, empleando el paquete estadistico SPSS (v.20) para
centro de salud de Ciudad Cuauhtémoc, Zacatecas, México. Se se- Windows®; los valores de p<0.05 fueron considerados estadistica-
leccionaron 30 individuos con diagndstico de DM tipo 2 de acuer- mente significativos.
do alos criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA).
(14) Delos 30 individuos seleccionados solo 16 individuos conclu- RESULTADOS
yeron el estudio. Todos los participantes pertenecen al centro de
salud de Ciudad Cuauhtémoc, Zacatecas, México, los cuales die- La edad promedio de los participantes fue de 45 + 8 afios, de los
ron su autorizacion bajo consentimiento informado. Los criterios cuales 13 pertenecian al sexo femenino y 3 al sexo masculino.
de inclusion fueron: pacientes con diagndstico de DM tipo 2 de Los 16 participantes manifestaron el consumo cafeina y solo dos
acuerdo a la ADA, con cifras de glucosa capilar en ayunas supe- participantes declararon consumir tabaco y alcohol. Once de los
riores a 250 mg/dL y con mas de 5 afios de evolucion de la enfer- participantes manifestaron problemas visuales previos al estudio,
medad. Los criterios de exclusion fueron: pacientes que decidieran siendo los mas frecuentes la miopia y el astigmatismo (43,75%).
no continuar en el estudio y que no firmaran el consentimiento Los resultados obtenidos del niimero de MIN'y AN alos diferentes
informado. tiempos se muestran en el cuadro 1. El nimero de células con MN
A todos los participantes se les realizé una historia clinica que en los pacientes antes de iniciar la terapia con el extracto acuoso de
contempld una ficha de identificacion, antecedentes familiares, Romero fue de 1.18 +0.65 células con MN, este niimero disminu-
personales patoldgicos y no patoldgicos. A los participantes se les yo significativamente de forma tiempo dependiente hasta llegar a
adiciono terapia alternativa con té de hojas de Romero a razén de cero alos 30 dias del consumo del extracto acuoso de las hojas de
5gdehojas en un litro por dia durante 30 dias y se realizaron tomas Romero (Tabla 1).
de muestras de mucosa bucal parala cuantificacion del niimero de
MNy AN alos 0, 15y 30 dias de iniciar la terapia alternativa. Las También el niimero de células BN, CR y CC disminuyeron
muestras fueron procesadas en el laboratorio de Emofarmacologia estadisticamente con respecto al niimero basal (antes de ini-
de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas de la Universidad ciar la terapia con el extracto acuoso de Romero), siendo esta
Auténoma de Zacatecas. El trabajo fue realizado de acuerdo con disminucién tiempo dependiente (Grafico 1).
la Dedaracién de Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica
e Investigacion del Hospital General de Salud del estado de Zaca-
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Tabla 1.Microntcleos y anomalias nucleares en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 a los 0, 15 y 30 dias de la
ingesta del extracto acuoso de Romero.

Tiempo de la ingesta del extracto acuoso de Romero.

0 dias 15 dias 30 dias Valor de p
Células con MN 1.18 £ 0.65 0.33 £ 0.48 0 20.005, *0.004
Células con PNL  0.125+0.35 0 0 NS
células con BN 4.31 +£1.99 2.26 + 1.66 0.5+0.7 20.004, *0.005
Células con CL 1.75+2.14 3.73 £2.54 3.3+£2.6 NS
Células con CR 11.68 + 4.01 5.6 +2.58 2.11£1.05 %0.001, ®0.008
Células con NP 0.125 + 0.5 0 0 NS
Células con CC 8.31+£1.92 4.66 +1.98 1.4 £0.96 0.001, *0.005

Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar/1000 células. MN: micronucleos; PN: prolongacion nuclear;
BN: binucleada; CL: cariolisis; CR: cariorrexis; CC: cromatina condensada; PIC: picnosis. Las comparaciones fueron: a0 dias vs
15 dias; b0 dias vs 30 dias. NS: no significativo

Las AN, PNL y NP sdlo se observaron antes de iniciar la
terapia con el extracto acuoso de Romero (0.125 + 0.35,
0.125 + 0.5 respectivamente), después de iniciar la fitotera-
pia (15 y 30 dias), no se observo la presencia de estas anor-
malidades en ninguno de los participantes (Cuadro 1).

Grafico 1. Numero de células binucleadas, cariorexis y cromati-
na condensada alos diferentes tipos de muestreo.
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DISCUSION

En el presente estudio se evidencié una disminucion estadis-
ticamente significativa, tiempo dependiente, en el niimero de
MN y AN (células con CR, CC, NBE, BN y PN) después de la
ingesta del extracto acuoso de las hojas de Romero. Esta dis-
minucién en el niumero de MN y AN se puede deber al efecto
antioxidante del Romero. En los pacientes con DM hay un in-
cremento del EOx, lo que coloca ala célula en riesgo de iniciar

un proceso carcinogénico debido a eventos mutagénicos;
los metabolitos antioxidantes del Romero (acidos fenolicos,
flavonoides, pigmentos naturales y terpenos), pueden con-
trarrestar los efectos oxidantes de los radicales libres en las
células, disminuyendo el riesgo de dario. (15)

Existen reportes que demuestran la implicacion de los ter-
penos en la prevencion y tratamiento de diferentes tipos de
cancer. (16-20) Los diterpenos mas comunes presentes en el
Romero son carnosol, acido carndsico, rosmanol, epirosma-
nol, isorosmanol y 7-metil-epirosmanol; sin embargo, mas
del 90% de la actividad antioxidante del romero se atribu-
ye al acido carndsico y carnosol. (21) Estudios in vitro, asi
como experimentos en modelos animales han puesto de
manifiesto que el carnosol inhibe la carcinogénesis inducida
experimentalmente y exhibe potencial anti-oxidante, anti-
inflamatorio, antiproliferativo y propiedades de induccion
de apoptosis. Por otra parte, el carnosol potencia la sensibili-
dad de las células cancerosas a los agentes quimioterapéuti-
cos quimiorresistentes. (22) También, se ha descrito el efecto
protector del acido elagico sobre la formacion de MN indu-
cido por N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina en células de
mamifero en ensayos in vitro e in vivo. (23)

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por
Franke y col, quienes estudiaron el efecto de la ingesta de
acido ascdrbico sobre los niveles de glucosa, hemoglobi-
na glucosilada, dafo al ADN vy citotoxicidad en sujetos pre
diabéticos y con DM tipo 2. (24) Sus resultados mostraron
reduccion en la citotoxicidad asociada con hiperglucemia en
los individuos de estudio. Por otro lado, Farghaly y Hassan
describieron que el extracto metandlico de Termis Lupinus
disminuye el dafio al ADN, al disminuir la frecuencia de
MN vy aberraciones cromosémicas de forma dosis depen-
diente en ratones con diabetes inducida por alloxan. (25)
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A su vez, en un estudio previo, se evaluo el efecto de la in-
gesta de acido fdlico sobre el dafio al ADN vy el estrés oxida-
tivo en pacientes con DM tipo 2, mostrando decremento en
el nimero de MN después de la ingesta del acido folico asi
como del estrés oxidativo. (26)

Dentro de nuestras limitaciones tenemos al escaso niimero
de participantes; ademas, no se pudo evaluar otras dosis del
extracto acuoso de Romero y no se preciso la terapia farma-
colégica de los participantes; sin embargo, ello nos da indi-
cios de posibles efectos favorables en pacientes con diabetes
para continuar realizando futuras investigaciones.

En conclusion, nuestro estudio demostré un efecto antimi-
cronucleogénico y citoprotector de la ingesta del extracto
acuoso de Romero en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2.
Lo cual evidencia un efecto antioxidante; y por lo tanto pro-
tector, para las células de estos pacientes.
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