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Resumen

Rosmarinus officinalis, conocido como aceite de romero, se utiliza en herbolaria
tradicional. Estudios recientes han encontrado que algunos alcaloides aislados de
la planta actian como antidepresivos y antiinflamatorios, debido a su actividad
inhibidora sobre la acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa, por lo tanto, podrian
actuar como tratamiento complementario para la enfermedad de Alzheimer, en la
que se presenta una deficiencia de acetilcolina.

Objetivo: evaluar el efecto del aceite de romero sobre el aprendizaje y la memoria,
evaluado por medio del laberinto acuatico de Morris en ratones.

Material y métodos: se utilizaron 24 ratones macho de la cepa CD1, con 20-30g
de peso. Se dividieron en cuatro grupos de tratamiento: 1. solucién salina, via
intraperitoneal, 2. memantina (10ug/Kg), via intraperitoneal, 3. aceite de romero (20
pg/Kg), via inhalatoria y 4.aceite de romero (120 pg/Kg), via oral. Se midio el tiempo
gue permanecié en cada cuadrante como una forma de evaluar el aprendizaje y la
memoria, a través del reconocimiento del area.

Resultados: se encontrd que el grupo tratado con aceite de romero por via oral
consiguidé un desempefio parecido al del grupo tratado con memantina, farmaco
utilizado para tratar el Alzheimer, en cambio, el grupo tratado por via inhalatoria no
mostro diferencia significativa.

Conclusiones: el presente estudio mostré que los ratones tratados con aceite de
romero por Via oral presentan un mejor desempefio en el laberinto acuatico de Morris,
en comparacion con los ratones tratados por via inhalatoria y los controles, lo que indica
que se mejora el aprendizaje y la memoria. Se concluye que el uso de este remedio
etnobotanico podria aportar una opcién al tratamiento de pacientes con Alzheimer.
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Rosmarinus officinallis improves learning
and memory of mouse model of Morris

water maze

Abstract

Rosmarinus officinalis known as rosemary oil is used in herbal medicine, recent
studies have found that some alkaloids act as antidepressants and anti-inflammatories
because of their inhibitory activity on acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase,
so that rosemary could be a complementary treatment for the disease. Alzheimer's
disease, because this disease is linked to an acetylcholine deficiency.

Objective: to evaluate the effect of rosemary oil on learning through the Morris water
maze.

Material: twenty-four male CD1 mice weighing 20-30g were divided into four groups:
1. saline solution intraperitoneally 2. memantine (10ug/kg) intraperitoneally, 3.
rosemary oil (20pg/kg) inhalation and 4.rosemary oil (120pg/Kg) oral administration.
The time that remained in each quadrant was measured as a way of evaluating
learning, through the recognition of the area.

Results: It was found that the group treated with oral rosemary oil had a learning
similar to that of memantine, a drug used to treat Alzheimer's, in which the group
treated by inhalation was not significant.

Conclusions: The present study showed that mice treated with oral rosemary oil did
exhibit a tendency to improve performance in the Morris water maze compared to
mice treated by inhalation, indicating that improved learning and memory capacity, is
the beginning for complementary treatments in Alzheimer's disease and other types
of dementia using rosemary oil.

Keywords: rosemary oil, Morris water maze, memory, learning.

Introducciéon

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa
mas comun de demencia en sujetos mayores
de 65 afios. La EA representa entre el 60 y 70
% de las demencias. La demencia de origen
vascular es la segunda causa de demencia, y
la mixta, la tercera'. El impacto social de las
demencias es muy grande, ya que cursan con
trastornos del comportamiento y requieren
una vigilancia constante’.

La EA se caracteriza por la presencia de placas
seniles extracelulares que contienen un nucleo
de péptido P-amiloide (AR), las marafas
neurofibrilares intracelulares (NFT) y la pérdida
selectiva de neuronas?. Se cree que la deposicién
de AB juega un papel central en una cascada
de eventos dafiinos, incluyendo las respuestas
inflamatorias, estrés oxidante, sinaptotoxinas,
y la muerte neuronal.
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Los tratamientos soélo pueden retardar el
deterioro de las funciones cognitivas afectadas,
mejorar y mantener la calidad de vida del
pacienteyde suentorno. Se considera que esde
buena utilidad la combinacion de tratamientos
farmacolégicos y no farmacoldgicos. Con
respecto a los tratamientos no farmacoldgicos
estan dirigidos mas que nada al apoyo médico,
social, a la familia y al paciente, con la finalidad
de evitar la progresion de la enfermedad vy
la aparicion de complicaciones, también que
el paciente realice diversas terapias como:
terapia de orientacion a la realidad, terapia de
reminiscencia, las nuevas tecnologias como
instrumentos para el entrenamiento cognitivo,
rehabilitacion de memoria, ayuda de memoria
no electrénicas, psicoestimulacion cognitiva
como la aromaterapia, musicoterapia, juegos
de activacion fisica y la estimulacion psicosocial
con animales'. Todos los tratamientos
farmacoldgicos son sintomaticos, pretendiendo
mantener y enlentecer el deterioro cognitivo
y controlar los desajustes emocionales vy
del comportamiento. Los farmacos que
han demostrado tener efectividad en el
deterioro cognitivo son: tacrina, rivastigmina,
donezepilo, galantamina principalmente; son
inhibidores de la acetilcolinesterasa, lo que
hacen es actuar sobre la acetilcolinesterasa
y la butilcolinesterasa, proporcionando un
aumento de la concentracion de acetilcolina
en la sinapsis y este aumento en el SNC mejora
la funcidon cognitiva®. Sin embargo, estos
farmacos también actian a nivel del SNP lo
cual provoca alteraciones relacionadas con
la hiperestimulacion muscarinica periférica
provocando de esta manera los efectos
adversos®. Otro de los farmacos utilizados es la
memantina, que es un antagonista del receptor
NMDA gue ha sido recientemente aprobado en

el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
moderada a grave*. Dado que el glutamato es
el principal neurotransmisor expiatorio del
cerebro, cuando hay una sobre estimulacion
glutaminérgica (como en la EA)>, se produce un
dafio neuronal, cuando esto pasa se le conoce
como excitotoxicidad que es una sobrecarga de
calcio en el interior de la neurona esto lleva a
la neurodegeneracion®®. El glutamato estimula
al receptor postsinaptico N-metil-D-aspartato
(NMDA) este interviene en los procesos de
formacion de la memoria y patogenia de las
demencias®. Lo que hace la memantina es
situarse sobre el receptor NMDA para bloquear
el acceso continuo de calcio y asi sélo permitir
el paso de calcio necesario para la neurona
evitando la excitotoxicidad glutaminérgica''".

Aromaterapia y aceite esencial de romero
(rosmarinus officinalis)

La aromaterapia (aceites esenciales inhalados)
es una terapia complementaria, dado que los
aceites esenciales no sélo son un simple aroma
agradable si no que se les atribuye propiedades
terapéuticas especificas a una gran variedad
de estas esencias. El concepto aromaterapia
es mencionado en este siglo por el quimico
francés René Maurice Gattefosé, pero el empleo
de los aceites esenciales tiene sus raices en
las practicas curativas mas antiguas de la
humanidad'?.

Los aceites esenciales, en general, comparten
ciertas propiedades terapéuticas como la
antiséptica, antiinflamatoria 'y cicatrizante,
pero cada esencia destaca por alguna
propiedad Unica, hay que tener en cuenta
que esto va a depender de la interaccion
molecular de sus componentes quimicos'.
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Debido a la permeabilidad de los aceites
esenciales y por su alta lipofilicidad, penetran
a través de la piel y mucosas (boca, nariz
faringe) y en el tracto gastrointestinal, por lo
tanto, se pueden administrar por via dérmica,
respiratoria u oral. La region olfatoria es el Unico
lugar del organismo donde el sistema central
esta estrechamente relacionado con el mundo
exterior, asi los estimulos olfativos llegan de
manera directa a las centrales de conexiones
mas internas del cerebro. Después de un
mensaje olfatorio, el aroma atraviesa la corteza
rinencefalica a través de numerosas fibras
nerviosas y alcanza las centrales de control
superior del cerebro como el hipotalamo, la
glandula hormonal superior vy el talamo que es
el centro mas importante para los estimulos
sensoriales.  Estas glandulas  constituyen,
en su conjunto el sistema mas primitivo
del organismo humano, el sistema limbico.
El sistema limbico es un conjunto de nucleos
cerebrales y zonas corticales estrechamente
ligadas entre si, donde se coordinan el
comportamiento emocional y los impulsos
condicionados por los instintos, ademas
se le atribuyen centros de funcionamiento
esencial para la capacidad de memorizacion
y aprendizaje'. Por consiguiente, el estimulo
olfatorio puede ocasionar efectos tanto
sobre  percepciones como fisioldgicos.

En la actualidad el efecto ansiolitico es muy
buscado en la aromaterapia y atribuible a
ciertas esencias como la de lavanda e ilang-
ilang. La angustia y la ansiedad constituyen
problemas importantes que afectan la salud
mental en el mundo entero. Existen estudios
que sugieren que aceites esenciales con
propiedades ansioliticas podrian ejercer un
efecto beneficioso sobre estas emociones’.

En este contexto la terapia complementaria
aparece como una alternativa de apoyo a los
procedimientos necesarios de realizar a un
paciente’. El aceite de romero (rosmarinus
officinalis, pertenece a la familia lamiaceae
(labiatae labiadas) es una planta rica en
principios activos y con accién sobre casi todos
los 6rganos de cuerpo humano'. Al tener un
alto contenido en aceites esenciales, cuyos
ingredientes activos son flavonoides, acidos
fendlicos y principios amargos, genera una
accion toénica y estimulante sobre el sistema
nervioso, circulatorio y corazén, ademas de ser
colerético, colagogo, antiespasmadico, diurético,
emenagogo y antigodanotropico’™¢. Es por eso
que en este estudio se evalud el uso de aceite
de romero para mejorar el aprendizaje en el
ratbn como un tratamiento complementario.

Material y métodos

Se utilizaron 24 ratones CD1 machos con una
variacion de peso entre 20y 30 g, los cuales fueron
suministrados por el Bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana  Unidad  Xochimilco.
Se mantuvieron en cajas de acrilico en ciclos de luz/
oscuridadde12/12horasaunatemperaturade 24+
2°C,, tuvieronlibre acceso a alimento purinay agua.
Todos los animales se manejaron de conformidad
con los estandares éticos de investigacion (NOM-
062700-1999), aprobados por el Comité Nacional
de Cuidados Animales y contenidos en la Ley
General de Salud. En la evaluacion de la memoria:
se utilizd el modelo del laberinto acuatico de
Morris; prueba que con mas frecuencia utilizan
los investigadores para el estudio de la memoria
espacial’. En esta prueba se evalla el tiempo
de latencia que emplea el animal en alcanzar la
plataforma sumergida, que representa un estimulo
reforzante de escape. Si la plataforma permanece
en el mismo lugar.
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En la mayoria de los estudios conductuales
podemos distinguir tres fases: la de orientacion a
la piscina, fase de aprendizaje y de retencion del
aprendizaje denominada también de prueba.
En la fase de orientacion se introdujo al animal
con el hocico hacia las paredes de la piscing,
se le deposita en el agua y se le deja nadar
con libertad durante 60 a 120 segundos'®'.

Con estos ensayos de orientacion en los que la
plataforma no estd sumergida (escape) y con
las sefiales espaciales presentes, se pretende
familiarizar al animal con la situacion experimental
y paliar los efectos interferentes sobre el mismo
causados por las respuestas emocionales a los
estimulos nuevos?021:22,

Sefiales de

/ orientacion \

Fase de orientacion

POSiCién del
Inicio
.

60 - 120 s, Fase de aprendizaje

Desarrollo experimental: se realizo el estudio
durante cuatro dias a los cuatro grupos de
estudio; se utilizé unatina ovalada con capacidad
para 650 litros (figura 1), de 60 cm x 1.95 m. En
cada sesion se realizaron 4 ensayos de 2 minutos
de duraciéon por cada ratén. Cada ensayo se
iniciaba desde una posicion gue no variaba.

Los animales debfan nadar en la piscina hasta
localizar la plataforma escondida (plataforma de
escape) que estaba sefializada con diferentes
marcas colocadas sobre la pared de la piscina,
durante tres dfas y al cuarto dia se retir¢ la
plataforma de escape y se realizd la prueba,
midiendo el tiempo que duraron en el cuadrante
donde estaba la plataforma escondida (figura 1).

l Plataforma de
esacape

(entrenamiento) 4 ensayos, 3 dias

Busqueda de escape
(fase de retencién)

Prueba de aprendizaje,

ultimo dia sin base para escape

Figura 1. Evaluacion del aprendizaje en raton en el laberinto acuatico de Morris
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Resultados

Se realizé un ANOVA para la comparacion de
los tiempos promedio que permanecieron en el
mismo cuadrante y la prueba de Tukey-Kramer
para observar si habia diferencias significativas
entre los grupos. Los resultados demuestran
que si existen variaciones entre los promedios y
los grupos, se muestra una tendencia a mejorar
el aprendizaje del grupo de aceite de romero
por via oral, muy parecida al de memanting; sin
embargo, entre el grupo control y el aceite de
romero por via inhalatoria no existen diferencias
significativas, esto es correcto debido a que todos
los grupos tuvieron una fase de entrenamiento
y los ratones aprenden y memorizan el areg,
donde se encuentra la plataforma de escape,
aln sin tratamiento, otros factores que pueden
influir en las diferencias muy pequefias entre
los grupos pueden ser la administracion, que
cuando se atomiza hay grandes variaciones de
dosificacion, el ambiente en el laboratorio como
el ruido o colocar mas marcadores pero con
luz, las condiciones espaciales, y tal vez las dosis
administradas. No obstante, se puede observar
la mejora en el aprendizaje por el tiempo que

Conclusiéon

Los ratones aprenden con rapidez después
de los entrenamientos, consideramos que se
puede incrementar el tiempo de entrenamiento,
asl como las sefiales espaciales para que
el ratén encuentre rapidamente el lugar de
permanencia; asimismo se pueden utilizar
programas computarizados para analizar los
tiempos que permanecen en los diferentes
cuadrantes y también aumentar las dosis de
aceite de romero. En este estudio se logro
seguir el comportamiento del ratén control,
el cual buscaba una base en la plataforma; sin
embargo, una vez encontrado, permanecian
en el mismo lugar y mas tranquilos. Los
resultados de este estudio son el comienzo
para continuar en la busqueda de tratamientos
complementarios para la enfermedad de
Alzheimer, son muy alentadores pues se
observa la mejora del aprendizaje cuando
administramos aceite de romero; no obstante,
se recomienda continuar realizando pruebas
con otras dosis o con la administracion
simultanea de farmacos aprobados junto con
el aceite de romero, para mejorar la calidad

permanecioenellugar delaplataformaporviaoral.  de vida de los pacientes con demencia.
30 .
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Control Memantina Inhalade = Oral

Grupos.

All Pairs
Tukey-Kramer

0.
Tabla 1. Tiempo de permanencia en el lugar de la
plataforma de escape, Tukey-Kramer p<0.05
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