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RESUMEN

En los tltimos afos las plantas medicinales han adquirido gran relevancia por sus propiedades qui-
micas, bioquimicas y organolépticas que les permiten ser un coadyuvante terapéutico alternativo. El
Rosmarinus officinalis, mejor conocido como aceite de romero, es una planta cuyas propiedades a partir
de la aromaterapia (aceites esenciales inhalados) le atribuyen terapéuticas especificas, tales como an-
tioxidante, antiviral, antidepresivo, diurético, antiinflamatorio, gastrointestinal, entre otros.

El presente trabajo tiene como objetivo presentar el efecto del aceite de romero y de sus componentes
(a-pineno y 1,8 cineol), como inhibidores de la actividad in vitro de la acetilcolinesterasa. Esta enzima
cataliza la hidrolisis de la acetilcolina en las terminales colinérgicas, por lo cual, en algunas demencias,
donde este neurotransmisor se encuentra disminuido, como en ¢l Sindrome de Alzheimer, la inhibicion
de la actividad catalitica de esta enzima, podria ser una ruta alternativa para el control de esta enferme-
dad.

La concentracion de a-pineno y 1,8 cineol necesaria para inhibir el 50 % de la actividad de la acetilco-
linesterasa (CI, ), se determin¢ a partir de un grafico de concentracion versus actividad. Los resultados
mostraron que el a-pineno es mas potente que el 1,8 cineol y el aceite de romero, para inhibir su activi-
dad, sin embargo, todos fueron eficaces para inhibir la actividad de esta enzima. Dados estos resultados,
se propone el uso del aceite de romero como una terapia potencial para mejorar la cognicion en los
enfermos de Alzheimer. Sin embargo, este estudio demuestra que en México se distribuyen diferentes
marcas de aceites de romero que no contienen los componentes auténticos de éste.
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In vitro effect of rosemary oil (Rosmarinus officinalis) as inhibitor of acetylcholinesterase

activity as an alternative therapy in Alzheimer’s Syndrome
ABSTRACT

Medicinal plants have acquired great relevance in recent years for their chemical, biochemical, and or-
ganoleptic properties that allow them to be an alternative therapeutic adjuvant. Rosmarinus officinalis,
better known as rosemary oil, is a plant whose aromatherapeutic properties (inhaled essential oils) give
it a potential such as antioxidant, antiviral, antidepressant, diuretic, anti-inflammatory, gastrointestinal,
among others.

The aim of this study was to demonstrate inhibitory effect of rosemary oil and its components (a-pinene
y 1,8 cineol) in in vitro acetylcholinesterase activity. This enzyme is present in cholinergic nerve ter-
minals and is important in Alzheimer disease, because acetylcholine is decreasing in this syndrome.
Thus, inhibition of this enzyme could be a therapeutic target to control this illness a-Pinene y 1,8 cineol
concentration to constrain acetylcholinesterase activity by 50% (IC, ) was determined from plots of
concentration versus enzyme activity. These data showed a-pinene was stronger than 1,8 cineol and
rosemary oil to inhibit its vitro activity. However, they were all effective in preventing the activity of
acetylcholinesterase, so this oil has therapeutic potential to treat Alzheimer’s disease. However, this
study shows that in Mexico, different brands of Rosemary oils distributed that do not contain the au-
thentic components of it.

Keyworbps: Alzheimer disease, rosemary oil, a-pinene y 1,8 cineol, acetylcholinesterase, alternative

therapy.

Introduccion

El Sindrome de Alzheimer (EA) afecta a mas de
47.5 millones de personas en el mundo, atribu-
yendo a esta enfermedad el 60% o 70% del dete-
rioro mental mas comun en personas mayores de
65 anos (World Alzheimer Report AD, 2010).

La EA es un proceso neurodegenerativo, lento y
progresivo, caracterizado por un deterioro paula-
tino de las funciones cognitivas e intelectuales,
que se traduce en pérdida de memoria e incapa-
cidad del individuo afectado para realizar por si
mismo las actividades vitales rutinarias. Puede
presentarse también un cuadro de ansiedad, irri-

tabilidad, depresion y/o alucinaciones (Alberca,
2007).

Los cambios mads significativos que se observan
en el cerebro de estos pacientes, son de natura-
leza bioquimica, como el aumento de la proteina
precursora de péptido amiloide (placas seniles),
la hiperfosforilacion de la proteina fau (ovillos
neurofibriales) y la reduccién de acetilcolina (Al-
varez et. al., 2008:196). Estudios de mapeo neu-
roquimico han sugerido que la mayor proyeccion
colinérgica a la corteza, en los pacientes con Al-
zheimer, se encuentra deteriorada ya que existe
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una amplia pérdida de neuronas colinérgicas en el
nucleo de Meynert (2008:196; Ozarowski et. al.,
2013:261). Algunas evidencias experimentales
(Alberca, 2007; Meynert, 2008:196) sugieren que
la prolongacion de la disponibilidad de acetilco-
lina liberada en la hendidura sinaptica neuronal,
puede mejorar la funcidon colinérgica en el EA.
Estos datos han inspirado a los investigadores
para la busqueda de inhibidores del hidrélisis de
acetilcolina, reaccion catalizada por la acetilcoli-
nesterasa (Meynert, 2008:196).

El cerebro humano contiene dos formas principa-
les de colinesterasa: la acetilcolinesterasa (AChE)
y la butirilcolinesterasa (BuChE). La AChE se
localiza principalmente en las neuronas y la Bu-
ChE se asocia principalmente con las células glia-
les, asi como células endoteliales y las neuronas
(Meynert, 2008:196).

La mayoria de los firmacos aprobados por la FDA
para controlar la EA, como la tacrina, donepezilo,
rivastigmina, galantamina, contrarrestan el déficit
colinérgico asociado con la disfuncién cognitiva,
inhibiendo la enzima AChE; sin embargo, estos
farmacos pueden producir efectos adversos como
hepatoxicidad (tacrina;) e hiperactividad coli-
nérgica periférica, debida a la hiperestimulacion
muscarinica, lo que provoca nauseas, vomitos,
diarreas, calambres abdominales e hipersecrecion
glandular. Por esta razén muchos grupos de inves-
tigacion siguen buscando alternativas para mejo-
rar la terapéutica para esta enfermedad (Savelev
et. al., 2003: 283).

Diferentes estudios epidemiologicos, han demos-
trado que realizar aromaterapia, utilizando algu-
nos aceites esenciales a pacientes con severos
problemas cognitivos como lo es el sindrome de
Alzheimer tienen un efecto positivo mejorando la
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atencion disminuyendo su agitacion y un resulta-
do sedativo (Jimbo et. al., 2009:173; Ballard et.
al., 2002:553; Smallwood et al. 2001:1010). Sin
embargo, su efecto sobre el sistema nervioso no
ha sido lo suficientemente esclarecido.

Se conoce que los aceites esenciales obtenidos
a partir de las plantas de las especies conocidas
como: Salvia oficial, Salvia lavandufolia, Hinojo,
Bandera dulce, Aceite del arbol de t¢ y Romero.,
han demostrado tener una actividad neuroprotec-
tora, manteniendo los niveles de acetilcolina en
el surco sinaptico. Este dato sugiere que su me-
canismo de accion es a través de la inhibicion de
la actividad de la acetilcolinesterasa (Martinez,
2003; Perry et. al., 1996: 1063; Miyazawa et.al.,
2001:205; Irie and Keung, 2003: 283; Savelev
et. al., 2004:315; Joshi y Parle, 2006: 413; Miya-
zawa et al., 1997:677).

En 2008, Orhan y colaboradores (2008:663) de-
mostraron que el aceite de Rosmarinus officinalis
[, mejor conocido como aceite de romero, com-
puesto por un 44.4 % de 1,8 cineol y un 12.6 %
a-pineno, presentan un efecto sobre la actividad
in-vitro de la AChE.

Materiales y Métodos
Purificacion del aceite comercial de romero

Se utilizaron 5 marcas comerciales de aceite de
romero vendidas en 5 farmacias diferentes den-
tro de la Ciudad de México, sin certificado de au-
tenticidad. Aunque el certificado de autenticidad
para probar la originalidad de una sustancia no es
requisito obligatorio para su venta, es una forma-
lidad en la Industria Farmacéutica con beneficios
tanto para quien vende para quien la compra. La
certificacion la realiza una entidad acreditada y
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Figura 1. Hidrdlisis in vitro de la acetiltiocolina en presencia
de acetilcolinesterasa y DNTB
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con personal técnico altamente cualificado. Este
dato afiade un valor adicional al incremento de
competitividad en las organizaciones, que la pro-
pia adopcion del modelo ISO 9001 ya proporcio-
na con sus requisitos!

En el presente estudio se demostrod que solamente
el aceite de romero importado y distribuido por
Sigma-Aldrich®, México, con certificado de ana-
lisis, contiene 1,8 cineol y a- pineno, mientras
que los vendidos y etiquetados en 5 farmacias de
la Ciudad de México (con distintas marcas y sin
certificado de andlisis) como aceite de romero no
contienen dichos componentes a pesar de que en
Meéxico se produce y distribuye y se vende para
distintos objetivos sin que contenga estos aceites
esenciales. Por estas razones, en este trabajo se

1 https://spanish.alibaba.com/trade/search?SearchTex-
t=fabricantes+detaceitestesenciales&selected Tab=pro-
ducts&src=sem_ggl&mark=shopping&cmpg

Acido 5,5'-Ditio-bis-(2-nitrobenzoico)

utilizdé solamente el aceite de romero importa-
do de los Estados Unidos y distribuido por Sig-
ma-Aldrich®, México (con certificado de autenti-
cidad) con la finalidad de certificar su contenido.

Todos los aceites se sometieron al mismo tipo
de destilacion simple, utilizando un aparato de
Quickfit. Se separaron las diferentes fracciones
por su punto de ebullicion; para el 1,8 cineol
176°C-177°C y para el a-pineno 155°C-156°C.
La pureza de cada una de estas fracciones se com-
probd por cromatografia en capa fina (HPTLC
silice gel 60 F,,,, Merck, México), comparando
el valor de los factores de retencion (Rf) de cada
una de las manchas obtenidas en el cromatogra-
ma, con un estandar de referencia, vendido por

Sigma-Aldrich® México. (Skoog, 2001) Estos
cromatogramas se eluyeron un sistema de sol-
ventes de ciclohexano: acetato de etilo=1:1 y se
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revelaron con una solucion de 4cido fosfomolib-
dico (Sigma-Aldrich®, México) al 2% en etanol,
aplicada a la placa utilizando un aspersor.

El valor de los parametros cinéticos (K y de V
max) de la acetilcolinesterasa se determinaron a
partir de los graficos de concentracion de acetil-
tiocolina versus tiocolina formada, por el método
de Lineweaver-Burck.

Para llevar a cabo la reaccion de incubacion (Fi-
gura 1), se colocaron en tubos diferentes con-
centraciones de acetiltiocolina como substrato
(Sigma-Aldrich®, México; 1,6X10°M, 2.5 X10°
M, 4.1 X10° M, 8.8 X10° M, 1.68 X10*M, 2.76
X10%M, 3.45 X10*M y 3.81 X10*M en aceto-
na). La acetona se evaporé a sequedad y se agre-
g6 un mL de solucion tampon Tris-BSA 0.1 M,
conteniendo: 40 mM de MgCl,, 100 mM de NaCl
y alblimina sérica bovina al 1%. El pH de la reac-
cién se mantuvo en 7.5 (6ptimo para la actividad
de la acetilcolinesterasa) (Ellman y Courthney,
1961: 88) y la reaccion comenzo al agregar AChE
en concentracion de 0.345 Ul/mL (Sigma-Al-
drich®, México) previamente determinada para
esta reaccion. El tubo se mantuvo a bafio Maria
a una temperatura de 37°C por 1 min. Finalmente
se afiadieron 0.125 mL del colorante DTNB
(Sigma-Aldrich®) preparado previamente a una
concentracion 3 mM en etanol absoluto. La pro-
duccidn de tiocolina se midi6 por la absorbancia
producida por el color amarillo de las soluciones
a una longitud de onda 412 nm.

Para determinar los valores de concentracion in-
hibitoria 50 (CISO) para el aceite de romero (Sig-
ma-Aldrich®, México, con certificado de anali-
sis), el 1,8 cineol y a- pineno, se prepararon tubos
conteniendo diferentes concentraciones de estas
substancias (1:1 a 1:10000) disueltas en etanol,
ademas de la acetiltiocolina en una concentracion
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de 378.1 uM (K ) y la AChE como se indic6 en
la seccion 2.2.1; las condiciones de incubacion
y determinacion del producto fueron las mismas
descritas en 2.2.1. Los resultados obtenidos se
graficaron por el método de Dixon; utilizando el
Programa Sigma Plot 12%, con la finalidad de de-
terminar graficamente los valores de CI,.

Resultados

Componentes del aceite comercial de ro-
mero

A pesar de que la preparacion de aceites esenciales
se rige por las normas mexicanas NMX-K-144;
NMX-BB 014, NMXK-245 y NMX-K-459-S-
1979% en México se distribuyen diferentes mar-
cas de aceites de romero que no contienen los
componentes auténticos de éste. Este hecho se
evidencid en los destilados de los 5 aceites sin
certificado de autenticidad utilizados en este ex-
perimento. Dichos aceites etiquetados y distri-
buidos en diferentes farmacias de la Ciudad de
México como aceite de Romero, no contenian los
compuestos de interés (1,8 cineol y a- pineno) ya
que no se obtuvieron fracciones del destilado a
la temperatura 176°C-178 °C correspondiente al
punto de ebullicion del 1,8 cineol ni al 163°C-166
°C, temperatura de ebullicion del a-pineno.

Los factores de retencion (Rf) de los estandares
puros de 1,8 cineol y a- pineno fueron de =0.42
y 0.51 respectivamente, con el sistema de solven-
tes utilizado. El destilado del aceite, con certifi-
cado de autenticidad, obtenido a una temperatura
176°C-178 °C (D1) y purificado por cromato-
grafia en placa fina, mostr6 un comportamiento
cromatografico semejante al 1,8 cineol (Rf=0.43)

2 https://www.quiminet.com/productos/aceite-esencial- de-
romero1634462127/proveedores.htm
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y el obtenido a 163°C-166 °C (D2) Rf= 0.51, al
estandar del a-pineno.

Estos resultados indican que el aceite que garanti-
z6 su pureza y que tiene un certificado de analisis,
contiene los principales componentes 1,8 cineol
y a-pineno.

Valores cinéticos de la acetilcolinesterasa

La Figura 2 muestra el grafico obtenido por el mé-
todo de Lineweaver-Burk, por el que se determi-
naron los valores experimentales de K y V __ de
la AChE que correspondieron a 378 uM y 47.62
mmol/min respectivamente.

Concentracion inhibitoria 50 (CL,) del aceite
de romero, 1,8 cineol y a- pineno

Los valores de CI, del aceite comercial de rome-
ro, del 1,8 cineol y del a- pineno, fueron determi-
nados a partir de la curva de Dixon, Figura 3. Los
valores calculados se presentan en la Tabla 4.

Conclusiones

El romero es una planta cuyas propiedades qui-
micas, bioquimicas u organolépticas permiten su
utilizacion con fines terapéuticos. En el presente
estudio se pudo comprobar que el aceite de rome-
ro fue tan eficaz como el 1,8 cineol y el a- pineno
puros para inhibir la actividad in vitro de la ace-
tilcolinesterasa.

Sin embargo, su potencia para producir dicho
efecto fue menor que los otros componentes
quimicos. Este decremento de potencia, podria
deberse a la presencia del etanol en el medio de
incubacion, que, aunque no fue un factor limitan-

te para la reaccion, si parece haber favorecido la
formacion de micelas capaces de obstaculizar la
interaccion de este aceite con la acetilcolineste-
rasa, impidiendo asi el efecto inhibitorio de sus
componentes, cuando éste se utilizd en concen-
traciones menores.

Savelev et. al. (2003: 283) demostraron que la
combinacion de 1,8 cineol/a-pineno produce un
efecto inhibitorio sinergistico sobre la actividad
de la acetilcolinesterasa, por lo cual, en esta in-
vestigacion, se esperabames determinar un valor
de CI,, para el aceite de romero menor que para
el 1,8 cineol y el a- pineno; sin embargo, esto no
fue es asi, probablemente por-el efecto del etanol.

Estudios previos sobre el efecto inhibitorio del
aceite obtenido a partir de Salvia lavandulaefolia
officinalis, (Ellman y Courthney, 1961:88) sobre
la actividad de la AChE indican que el valor del
CI,, para éste fue de 0.00082 g/ml. Este aceite
contiene un 17 % de 1,8 cineol y un 5 % de a- pi-
neno y el resto corresponde a una mezcla de otros
terpenos (alcanfor, beta-pineno, borneol, 6xido de
cariofileno, linalol y acetato de bornilo). En cam-
bio, el aceite obtenido a partir de Rosmarinus offi-
cinalis I. que como Salvia lavandulaefolia offici-
nalis, pertenece a la familia Laminaceae, contiene
un 44.42 % de 1,8 cineol, 12.5 % de a- pineno
y un 12.21 de acido rosmarinico (Savelev et. al.,
2004: 315; Orhan y col.,2008: 663), sin embargo,
el valor del CI obtenido para este aceite (1.24 g/
mL) fue 1500 veces mayor que el reportado para
el aceite de lavanda, lo que indica que los demas
componentes de éste ultimo también contribuyen
a la accion inhibitoria de esta enzima.

Estas comparaciones son importantes debido a
que ambos aceites podrian utilizarse por la via to-
pica alrededor de la nariz de los enfermos con el
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Figura 2. Representacion lineal de Lineweaver-Burk, para determinar los valores de Km y
Vmax de la acetilcolinesterasa (AChE)) obtenidas experimentalmente.
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Tabla 1. Estructura y actividad bioldgica de los componentes del aceite de romero

Concentracién inhibi-
Estructura molecular toria 50 [g/mL] para la Actividad Biolégica Reportada
acetilcolinesterasa

X.Pineno

0.0027

Inhibidor de la acetilcolinesterasa.
(Satomi et al. 2009: 43113)

Antiespasmoddico
(Medicherla et al., 2016:3133)

Anticancerigeno
(Gonzalez-Vallina et al. 2015: 1221)

1, 8 Cineol o Eucaliptol

0.00386

Congestion nasal
(Perry et al., 2000:895)

Antioxidante
(Napoli et al., 2015: 1075)

Inhibidor de acetilcolinesterasa
(Satomi et al. 2009: 43113)

(Rosmarinus officinalis L.)

Aceite comercial de romero 1.24

Antioxidante
(Perry, 2000: 895)

Anticancerigeno
(Gonzalez-Vallina, 2015: 1221)

Antiinflamatorio
(Napoli et. al. 2015: 1075)

Sindrome de Alzheimer, con la finalidad de por
esta ruta acceder rapidamente a las neuronas coli-
nérgicas y optimizar el nivel de acetilcolina en el
surco sindptico, para mejorar el cuadro de sinto-
mas que se presentan en esta enfermedad.

Estos datos indican que, en México, se requiere
de una legislacion mas clara y de una vigilancia
en materia de extraccion y comercializacion del
mercado de aceites esenciales ya que su poten-
cial uso terapéutico queda limitado al no presen-
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tar las Optimas y necesarias condiciones para ello,
afectando no solo sus propiedades en la acetil-
colinesterasa con los pacientes con sindrome de
Alzheimer, sino también aquellos que lo utilizan
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