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1. INTRODUCCION

A través del tiempo y en diferentes culturas se ha establecido que un sin nimero de
especies plantas han sido utilizadas tanto con fines curativos como rituaes. En la
actualidad, el conocimiento sobre las propiedades curativas de las plantas, herencia cultural
gue se ha transmitido por generaciones, es un punto de partida fiable para la basqueda y

desarrollo de principios activos.

En México, territorio vasto en biodiversidad y riqueza cultural, ha surgido €l interés
de varias disciplinas por conocer nuestros recursos naturales y en especial por estudiar las
plantas utilizadas en las practicas médicas populares. En este sentido, hoy en dia distintos
centros de investigacion del pais tomando como punto de partida conocimiento generado
desde épocas prehispanicas llevan a cabo numerosas investigaciones enfocadas a los
efectos farmacol 0gicos de las plantas medicinales, asi como a la caracterizacion quimicay

aislamiento de |los posibles principios activos.

Por otro lado, a pesar de los grandes avances en €l area de sintesis y desarrollo de
nuevos farmacos, un gran porcentgje de la poblacion de los paises en vias de desarrollo
utilizan las plantas medicinales como recurso primario de salud, principalmente para
enfermedades infectocontagiosas, deficiencias nutricionales y enfermedades cronico
degenerativas.! Por lo cual es importante estudiar a través de estudios bioldgicos y
fitoquimicos las plantas usadas en la medicina tradicional que pueden ser de utilidad en la

terapéutica moderna.

Hoy en dia, debido a ritmo de vida que se impone en |las sociedades modernas cada
vez es més frecuente trastornos como la ansiedad. Este trastorno del Sistema Nervioso
Central, se ha convertido en un problema de salud publica. Generalmente su tratamiento
consiste en la prescripcion de medicamentos ansioliticos y/o sedantes principalmente del
grupo de las benzodiazepinas.® * * Sin embargo, una gran parte de nuestra poblacion
también utiliza plantas medicinales como alternativa para paliar padecimientos de los

“nervios’, “susto” einsomnio.’



De aqui que diferentes plantas medicinales son cultivadas y comercializadas para uso
exclusivo en € tratamiento de trastornos relacionados con e Sistema Nervioso Central,
dentro de las que se puede mencionar a Hipericum perforatum, Agastache mexicana ssp.
mexicana, Agastache mexicana ssp. xolocotziana, Matricaria chamomilla, Valeriana

officinalis, Ginkgo biloba y Dracocephalum moldavica L. entre otras.®

Sin embargo, a pesar de la gran variedad de especies medicinales que se utilizan
para tratar este tipo de padecimientos, son escasas las plantas que han sido evaluadas
farmacol 6gicamente para conocer los efectos que se les atribuye. Es asi como en el
Laboratorio de Fitofarmacologia del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la
Fuente” en colaboracién con €l Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México, se llevan a cabo estudios farmacol 6gicos y fitoguimicos de plantas utilizadas en
la medicina tradicional mexicana que puedan tener efectos sobre el Sistema Nervioso
Central.

Por lo anterior, € presente trabajo tiene como objetivo € estudio fitoquimico y la
evaluacion farmacoldgica de las propiedades ansiolitica, sedante y antiepiléptica de
Dracocephalum moldavica L., especie de origen asiatico conocida comunmente en México
como toronjil azul o toronjil extranjero. En Asia, esta especie es utilizada como antipirético,
demulcente, carminativo y ténico. Sin embargo, la infusién del toronjil azul solo o en
combinacién con Agastache mexicana ssp. mexicana (toronjil morado) y Agastache
mexicana ssp. xolocotziana (toronjil blanco) es utilizado en México como tranquilizante

nervioso y en el tratamiento de trastornos relacionados con 1os "nervios'.



2. ANTECEDENTES

La familia Lamiaceae comprende arededor de 4000 especies agrupadas en
aproximadamente 220 géneros, siendo una de las familias con mayor nimero de especies,

muchas de ellas son de gran importancia por su contenido de aceites esenciales.”

Asimismo, una gran variedad de especies de la familia Lamiaceae se utilizan en la
medicina tradicional para tratar diversas enfermedades causadas por microorganismos,

animal es ponzofiosos e intoxicacion por plantas.

Dentro de la familia Lamiaceae, e género Dracocephalum se conforma por 50
especies, las cuales habitan principalmente en las regiones templadas del hemisferio norte
de Asiay Europa. Es asi como, la especie Dracocephalum moldavica Linn se encuentra en
la zona occidental templada del Himalayay Cachemira, a altitudes de 2000 y 2500 metros,

extendiéndose hacia el norte de Asiay Europa.

Su cultivo se favorece porque es una planta que genera gran cantidad de semillas,
crece rapidamente y no requiere condiciones especificas de crecimiento. Se siembra durante
la primavera y florece desde Julio hasta findes de Septiembre; cuando su ciclo de
crecimiento se lleva a cabo completamente bajo condiciones soleadas su follgje cambia a
amarillo.? Actualmente es cultivada y comercializada de forma sistemética en México y

otras partes del mundo.

Dracocephalum moldavica L. es descrita como una planta herbécea perenne de 30 a
60 cm de altura, de tallos cuadrangulares, hojas opuestas, elipticas de 2.5 cm con dientes
gruesos, flores bilabiadas de color azul colocadas en espigas de 10 cm. Comunmente se
conoce como balsamo de Moldavia, cabeza de dragdn de Moldavia, Melisa de Moldavia,

planta de abejay en México como toronjil azul o toronjil extranjero.’



Figura 1. Dracocephalum moldavica Linn.



A continuacion se muestra su clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobianta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: DracocephalumLL.

Especie: Dracocephalum moldavica L.

Dracocephalum moldavica L. se utiliza en infusion sola 0 en combinacion con €l
toronjil morado (Agastache mexicana ssp. mexicana) y € toronjil blanco (Agastache
mexicana ssp. xolocotziana), combinacion conocida en el mercado como “complejo de los
tres toronjiles’ para tratar enfermedades relacionadas con los “nervios’ y tranquilizar alas
personas cuando sufre de impresiones fuertes. Es por esta razon que se ha sugerido su uso

en e tratamiento de ciertos trastornos del Sistema Nervioso Central .2

En Patna India, las semillas de D. moldavica L. son remojadas en agua y molidas,
para producir un mucilago opaco que es utilizado para disminuir la fiebre y para camar y
reducir la irritacion de la piel. En Persia D. moldavica L. se utiliza como carminativo,
termino asignado a toda sustancia que sirve para eliminar las flatulencias y la distension
abdominal. Esta propiedad probablemente se le atribuyd porque existen antecedentes de
gue las especies de la familia Lamiaceae contienen una gran cantidad de aceites esenciales
utilizados como carminativos (anis, almendra amarga, hinojo y menta). En Europa |la planta

es utilizada como ténico, astringente y para curar llagas y heridas.®

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de efectos atribuidos a D. moldavica L., no
se han realizado estudios de la especie cultivada en México sobre su composicion quimica

y €l uso terapéutico que se le atribuye en nuestro pais.



Antecedentes quimicos en € género Dracocephalum

Debido a su ato contenido de aceites esenciales las plantas del género Dracocephalum
también son conocidas como plantas arométicas, por 10 que son de gran importancia en la

industria de cosméticos, perfumesy licores.”

En diferentes estudios sobre la composicién de los constituyentes volatiles de varias
especies del género Dracocephalum, se han identificado aceites esenciales de tipo
terpenoide, siendo més frecuente la presencia de monoterpenos y sesquiterpenos. Por
giemplo, en un estudio realizado con flores de D. aucheri Boiss, especie recolectada en
Irén, se describe la presencia de una mezcla de veinte compuestos de |os cuales el sabineno,
a-tujano (monoterpenos biciclicos) y la (E,E)-germacrona (sesquiterpeno monociclico) son

los constituyentes méas abundantes.’°

a -tujano sabineno

Figura 2. Constituyentes mas abundantes de D. aucheri Boiss.

En otro estudio realizado con Dracocephalum kotschyi Boiss, especie recolectada en
la region montafiosa del noroeste de Iran, se identifico la presencia de citral y mirceno
(monoterpenos aciclicos), el cariofileno (sesquiterpeno biciclico) y € acetato de terpenilo
(monoterpeno).! Mientras que de Dracocephalum nutans L., se identifico una mezcla de
veinticinco monoterpenos, de los cuales el pinocamfeno, A-pineno, isopinocamfeno,

a-felandreno e isopinocamfeol representan alos aceites esencial es més abundantes.™



T

citral B-cariofileno B-pineno

Figura 3. Aceites esenciales més abundantes de D. kotschyi B. y D. nutansL.

Recientemente de Dracocephalum komarovi, especie utilizada para tratar
enfermedades de hipertension e inflamacion, se describid el aislamiento de dos nuevos
diterpenos, la ciclocouterona y la komaroviquinona, este Ultimo compuesto con actividad

tripanocida. En este mismo estudio, se identifico por primera vez un nuevo diterpeno de la
clase norabietano a cual nombraron dracocephalona A.*3

H

OH

komaroviguinona

dracocefalona A

Figura 4. Diter penos aislados de D. komarovi.

En una especie de origen asiético de Dracocephalum moldavica L., se describio la

presencia de monoterpenos aciclicos, tales como e acetato de geranil, geranial, geraniol,
neral y acetato de nerilo.**

En otro estudio de esta misma especie del cua no se indica su procedencia, se

describié la identificacion de cinco metabolitos secundarios de tipo flavonoide (0.58 g%)



mediante la técnica de CLAR, de los cuales solo uno se identifico6 como apigenina por
comparacion con una muestra auténtica. En este mismo estudio se identificd la presencia

del 4cido cafeico (50.3 mg%), &cido rosmarinico (2.84 g%) y taninos (12.9 g%).™

CO,H
OH
HO /o)
HO
OH O OH
apigenina acido cafeico
OH
H
i O
OH
O
0" “oH

acido rosmarinico

Figura 5. M etabalitos secundariosidentificados en D. moldavica L.

En un estudio fitoquimico de la planta completa, se describié e aislamiento de dos

flavonoides glicosilados, la tilianina y € agastachosido, asi como la acacetina y el écido
oleandlico.’

OMe
HO e}

OH O

acacetina HO

acido oleandlico

Figura 6. Metabolitos secundarios aislados de D. moldavica L .
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Fiaura 7. Flavonoide alucosilado aislado de D. moldavica L .

En otro estudio readlizado a varias especies de los géneros Nepeta, Agastache,
Dracocephalum y Lallemantia, todas ellas pertenecientes a la familia Lamiaceae,
identificaron mediante la técnica de CLAR la presencia de catorce flavonas y dos
flavonoles. Dentro de las especies pertenecientes al género Dracocephalum, se logrd
identificar 6 flavonoides de los cuales cinco son flavonas y uno es flavonol (Tabla 1)."

OH O

luteolina cirsimaritina

OH

OH O

genkwanina

Figura 8. Flavonoidesidentificados por CLAR en especies del género Dracocephalum.



Tabla 1. Flavonoides identificados en especies del géner o Dracocephalum.*’

5,7-diOH flavona 5-OH-7-OMe 5-OH-6,7-diOMe  5-OH-6,7,8-triOMe  Flavonol-3-Me
Especie flavona flavona flavona éter
Dracocephalum Luteolina Cirsimaritina
grandiflorum (5,7,3 4 -tetrahidro- (5,4 -dihidréxi-6,7-
xiflavona) dimetoxiflavona)
Apigenina
(5,74 -trihidro6-
xiflavona)
Dracocephalum Luteolina Genkwanina (5,4 - Cirsimaritina Xantomicrol (5,4 - Kamferol-3-
kotschyii (5,7,3 4 -tetrahidro- dihidroxi-7- (5,4 -dihidroxi-6,7- dihidréxi-6,7,8- metiléter (5,7,4'-
xiflavona) metoxiflavona) dimetoxiflavona) metoxiflavona) trihidroxiflavanol-3-
metil éter)

10



Generalidades sobr e flavonoides

Los flavonoides constituyen un extenso grupo de metabolitos secundarios que se
encuentran distribuidos en la naturaleza en forma de glicosidos o agliconas. Hasta la fecha
se han identificado méas de 4000 flavonoides en plantas vasculares y su proporcion varia

seglin €l tipo de planta, edad, condiciones de crecimiento y ubicacion geogréfica.™

Los flavonoides son metabolitos secundarios fendlicos de bajo peso molecular,
constituidos por un nucleo principal de 15 aomos de carbono CsC3Cs. Su estructura base se
caracteriza por tener dos anillos aromaticos (anillo A y B) unidos por una cadena de tres
atomos de carbono. La variacion en el estado de oxidacion en la cadena de tres atlomos de
carbono determina las propiedades y el tipo de compuesto. Por tanto, estos metabolitos
secundarios se pueden clasificar con base a su estructura quimica en flavonoles, flavonas,
flavanonas, flavanoles (catequinas), antocianinas, isoflavonas, dihidroflavanoles y

chalconas. *°

@)
R
(@)
R=H flavanona
R=H flavona o
R=OH flavonol R=OH dihidroflavonol
‘ O
chalconas (Ij\
OH
(@]
catequina
isoflavona

Figura 9. Estructura quimica de los flavonoides.
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L os flavonoides generalmente presentan en el anillo A grupos hidroxilo en las posiciones 5
y 7, mientras que en €l anillo B € grupo hidréxilo generalmente se encuentra en la posicion
4" o bien en las posiciones 3 y 4. Estos compuestos también se encuentran en la
natural eza como flavonoides glicosilados, en donde |a substitucion por carbohidratos puede

ser en cualquiera de | as posi ciones antes mencionadas.

La biosintesis de los flavonoides se redliza a través de una ruta mixta, que
comprende tanto a la ruta del acido shikimico como a la ruta del acetato-malonato. El
intermediario comin a todos los flavonoides es la chalcona, su formacion ocurre por
condensacion tipo Claisen entre p-cumaril-CoA (CsCs) con tres unidades de malonil-CoA
(C6), y apartir de éste derivan los diferentes tipos que existen.'® *

OH

1
4 hichodeinamod 1-Cos

extension de fa cadena )

umion de la rula del iz malomiLnA,
acetaie oo ya unkdod

fafckal de cfagmall-Cod OH OH

BMALPH
—_—

il

aldol Claisen s
CO {estilbeno siniaza) {chalcona simtass) A -
OH OH 0OH
1o HO) ‘ll::l HO OH
- ¢
OH OH “.) IJ-.)
resvemirol nuringenina-chalcona isaliquiritigening
(estilbeno) {chalcona) alague nucleo e (chalcona)

Hpo Michaed del (H sobre
Tl una celona o, |Minsal wrada Tl

OH (H
HO, 0, ,O HO, : 0 _0’

(H 0 0
naringening liquiritipenina
(Mavanona) (Mavanona)

Figura 10. Ruta metabdlica de los flavonoides.
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Actualmente en las especies de la familia Lamiaceae se han identificado 147 flavonoides
libres 0 agliconas diferentes, siendo las flavonas las de mayor abundancia (60 %) seguido
por los flavonoles (16 %) y flavanonas (20 %), mientras que los dihidroflavonoles y las
chalconas son los menos frecuentes (2 %). En las especies de esta familia no se ha descrito

la presencia de isoflavonas.®

En las plantas este tipo de metabolitos secundarios participan en sus mecanismos de
defensa y dependiendo de sus grupos funcionales y grado de oxidacion, los flavonoides
proporcionan a numerosas flores y algunos frutos una gran variedad de colores. Por
giemplo, las chalconas originan e color amarillo, los flavonoles el color rojo y las
antocianinas producen una gama de azul a violeta, lo cua ademas de influir en la
proteccion contra la radiacion UV, la agresiéon de hongos, parasitos y herbivoros, también
originan estimulos que favorecen la polinizacion por insectos y e cambio de follgje de

diversos arboles en e periodo otorial .

L os flavonoides g ercen diversas acciones bioguimicas y farmacol 6gicas, algunas de
ellas sugieren que pueden aterar significativamente la funcion de mditiples sistemas
celulares en mamiferos, de hecho se ha descrito que algunos flavonoides son
particularmente beneficiosos como antioxidantes, por sus propiedades como atrapadores de
radicales libres y quelatantes de iones divalente. Asi es como estos compuestos intervienen
en lainhibicién de la peroxidacion de lipidos, la agregacion plaguetaria, la permeabilidad y
fragilidad capilar.

Actuamente, se ha descrito que flavonas como la crisina 'y la apigenina, asi como
sus derivados semisintéticos gjercen un efecto ansiolitico sin accién sedante en ratonesy
los flavonoles como la quercetina e isoquercetina efectos depresores sobre e Sistema
Nerviosos Central.?> %> % Estudios de unién a receptores y andlisis tedricos de Relacion
Quimica Estructura-Actividad (QSAR) han llevado a postular que algunos de estos
metabolitos secundarios, al comportarse como agonistas de alta afinidad para receptores
centrales de GABA/BDZ, pueden llegar a formar una nueva familia de ligandos a
receptores de GABA/BDZ.%* %
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Aungue se ha descrito para este tipo de metabolitos secundarios una gran variedad de
propiedades bioldgicas, la informacion sobre su absorcién, metabolismo y excrecion en €l
organismo es escasa. En estudios con roedores y humanos, se reportd que la absorcion de
los flavonoides en el colon es menor que la que se presenta en €l intestino delgado.
También, se observd que los flavonoides glicosilados no hidrolizados por los
microorganismos de la flora normal del tracto gastrointestinal son mejor absorbidos que las
correspondientes agliconas y que la unidn de estos compuestos a las proteinas de la dieta, es

otro factor que puede reducir la absorcion de los flavonoides.

Con respecto a metabolismo de los flavonoides, se sabe que se rediza
principalmente en los sistemas de enzimas microsdmicas hepéticas y la flora intestinal,
aunque puede intervenir e rifibn y la pared intestinal. Se ha descrito que algunos
flavonoides sintéticos que carecen de grupos hidroxilo, sufren reacciones de
biotransformacion de fase |I. Mientras que los flavonoides con grupos hidréxilo sufren
reacciones de biotransformacion de fase |1 a conjugarse con el acido glucurénico, sulfato y

glicina.®®

Los flavonoides no absorbidos y los flavonoides conjugados son secretados con la
bilis en e intestino, después de la accidén bacteriana son absorbidos en e colon y
posteriormente metabolizados por enzimas hepéticas. Las principales reacciones
bacterianas son la hidrdlisis de flavonoides glicosilados y conjugados, asi como la ruptura
de la aglicona para formar los acidos fendlicos, los cuales también son absorbidos y
excretados en la orina en su forma libre o conjugada con acido glucurénico o sulfato. Es
asi, como los flavonoides son excretados de forma inalterada o en sus metabolitos en heces

y orina
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Ansiedad

La ansiedad es un impulso vital y necesario que estimula a ser humano a enfrentar
situaciones nuevas e inesperadas a lo largo de toda la vida. No obstante, cuando la ansiedad
adquiere tal intensidad que llegaa interferir en nuestra conductay actividades cotidianas, es
cuando se convierte en un fendmeno patol 6gico susceptible de ser tratado. La angustia, €l
nerviosismo, la inseguridad, la inquietud, la tensién, e temor o miedo son algunas

vivencias que se relacionan estrechamente con la ansiedad.?®

La ansiedad se puede describir como una emocion compleja en la que coexisten, en
proporcion diversa, diferentes signos y sintomas. Generalmente, se percibe como un
sentimiento penetrante de aprensién, temor 0 angustia, frente a algo que pueda amenazar la
propia autoestima o la propia seguridad. También, se presenta un estado de irritabilidad que
puede llegar a la pérdida de la capacidad de concentracion, asi como, un conjunto de
sintomas somaticos que afectan en grado variable a los diversos 6rganos y aparatos
(pal pitaciones, taquicardia, opresion precordial, fatiga, micciones frecuentes, rubor, cefalea,

mialgias e insomnio).”®

Por lo tanto, la ansiedad patologica es aquella que resulta excesiva o
desproporcionada respecto a estimulo que la provoca, aparece de manera muy frecuente o
duradera y produce limitaciones de diversa indole en la vida cotidiana de quien la padece,
restringiendo sus posibilidades de adaptacion a entorno. La ansiedad patologica, no
solamente esta presente en |os trastornos de ansiedad, sino que se le asocia frecuentemente
con la depresion y con distintas patologias, llamadas hasta no hace mucho tiempo
psicosomaticas, como la Ulcera péptica, la cefalea, € asma, la bronquitis espasmadica,
ciertos trastornos dermatologicos, como la urticaria, e colon irritable y distintas

enfermedades rel acionadas con el estrés.?®

Los trastornos por ansiedad, dependiendo de la intensidad y duracién de su

sintomatologia, se clasifican en trastornos de angustia con agorafobia o sin ella, fobia
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especifica, fobia social, trastorno obsesivo compulsivo, trastorno por estrés postraumatico y

trastorno de ansiedad generalizado.?

Tabla 2. Clasificacién delostrastornos por ansiedad.?

TRASTORNO

SINTOMAS CARACTERISTICOS

Ansiedad generalizada

Angustia con agorafobia

Fobia especifica

Fobia social

Obsesivo compulsivo

Estrés postraumatico

Aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria,
exploracién 'y vigilancia, aprehension, impaciencia,
miccion frecuente, malestar géstrico, boca reseca y
preocupacion de caracter excesivo y persistente durante al

MEeNOS Sei'S Meses.

Crisis de angustia y agorafobia de carécter recurrente e
inesperado que causan sintomas similares a los que se

presentan en la ansiedad generalizada.

Similares a la ansiedad generadlizada, surgen como
respuesta a la exposicion a situaciones u objetos
especificos temidos que conllevan a comportamientos de

evitacion.

Similares a la ansiedad generadlizada, surgen como
respuesta a situaciones sociales o actuaciones en publico

gue conllevan a comportamiento de evitacion.

Obsesiones que causan los mismos sintomas que se
presentan en la ansiedad generalizada, malestar y

compulsiones cuyo propésito es neutralizar dicha ansiedad.

Similares a la ansiedad generalizada, se originan ante la
reexperimentacion de  eventos  traumaticos @y
comportamiento de evitacion hacia estimulos relacionados

con €l trauma.
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El amplio repertorio de problemas enlazados con la ansiedad constituye uno de los ges
basicos de la psicopatologia. En la actualidad los trastornos por ansiedad llegan a afectar
del 5 a 10 % de la poblacién general y tienden a incrementarse debido a los factores
ambientales estresantes, asi como por 10s problemas socioecondmicos que se presentan en
nuestra sociedad. Seguin datos de la OM S, se estima que 25 % de |os pacientes atendidos en
la clinica general, presentan sintomas de ansiedad y a lo largo de la vida, € 15 % de la
poblacion desarrolla alguno de los trastornos de ansiedad, la mayoria de los cuales son mas

frecuentes en las mujeres.”’

En la ansiedad intervienen diferentes sistemas integradores del cerebro: e sistema
reticular activador, que determina el nivel de ansiedad mediante su capacidad de regular €l
nivel de vigilia o atencién; el sistema limbico, es capaz de integrar |0s mensajes aferentes,
dando a estos un contenido afectivo (angustia, coraje, miedo); € hipotdlamo que controla el
sistema neurovegetativo (taquicardia, sudoracion, etc.) y € sistema hipofiso-endocrino,

regulando |as respuestas fisiol 6gicas.?

Para el tratamiento de la ansiedad se han utilizado diferentes clases de fa&rmacos que
actian en e SNC. Sin embargo, su uso en este trastorno resulta inconveniente por sus
efectos secundarios. Entre estos farmacos estén los carbamatos del propanediol (p.g.,
meprobamato y tibamato), los barbitlricos y otros sedantes no barbitdricos semejantes
desde e punto de vista farmacol 6gico. Las desventgjas en el uso de estos farmacos se debe
primordialmente, a su tendencia a producir grados indeseables de sedacion a las dosis
requeridas para aliviar la ansiedad; el meprobamato y barbitlricos tienden a producir
tolerancia, dependencia fisica, reacciones graves de abstinencia e intoxicacion cuando se

toman a dosis excesivas.?

Actuamente, el tratamiento de primera eleccion para los trastornos de ansiedad se
basa en farmacos del grupo de las benzodiazepinas (BDZ) como € diazepam (DZ), porque
a pesar de gque causan efectos secundarios como letargo, somnolencia, sopor tolerancia 'y
dependencia, se conocen bien sus acciones clinicas debido a su facilidad de absorciony su

cinética de distribucién y hasta la fecha son farmacos prototipo como ansiol iticos.”®
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EPILEPSIA

Aunque una gran variedad de factores influyen en la incidencia y prevalencia de las
convulsiones, un 5 a 10 % de la poblacion tendrd a menos una convulsion durante su vida;
la incidencia es mayor en la primera infanciay a fina de la vida adulta. Puesto que las
convulsiones son frecuentes, este problema clinico aparece a menudo en la préctica médica

y en contextos muy diversos.

Una convulsién (del latin sacire “tomar posesion de”’) es un fendmeno paroxistico
debido a las descargas anormales excesivas e hipersincrénicas de un grupo de neuronas del
SNC. Segun sea la distribucién de las descargas, esta actividad anormal del SNC puede
manifestarse de diferentes formas, que van desde una llamativa actividad convulsiva hasta
fendmenos de experiencia subjetiva dificiles de advertir por un observador.

En cambio, epilepsia describe un trastorno en el que una persona tiene convulsiones
recurrentes debido a un proceso cronico subyacente. Esta definicion implica que una
persona que ha sufrido una sola convulsion, o convulsiones recurrentes debidas a factores
corregibles o evitables, no tiene necesariamente epilepsia. El término epilepsia hace
referencia a un fendbmeno clinico mas que a una sola enfermedad, puesto que existen
muchas formas y causas de epilepsia. Sin embargo, entre las muchas causas de epilepsia
hay diferentes sindromes epilépticos, cada uno con sus peculiares manifestaciones clinicas

y patol égicas, que sugieren una etiologia especifica.

Utilizando la definicion de epilepsia como dos 0 méas convulsiones no provocadas,
la incidencia de epilepsia es de aproximadamente de 0.3 a 0.5 % en las distintas
poblaciones de todo el mundo, habiéndose estimado su prevalencia en 5 a 10 personas por
mil.

La clasificacion de la convulsion es esencial para orientar el diagndstico hacia
etiologias concretas, para elegir e tratamiento mas adecuado y para proporcionar una
informacion que puede resultar vital para el pronostico. En 1981, la International League

Against Epilepsy (ILAE) publicé una version modificada de la Clasificacion Internacional
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de las convulsiones epilépticas. Este sistema se basa en las manifestaciones clinicas de las
convulsiones y en los hallazgos asociados del electroencefalograma (EEG). Otras
caracteristicas potencialmente distintivas, como la etiologia o el sustrato celular, no se
contemplan en este sistema de clasificacion.

La principal caracteristica que distingue las diferentes categorias de convulsiones es
s la actividad convulsiva es parcial (sinénimo de focal) o generalizada. Las convulsiones
parciales son agquellas en las que la actividad convulsiva queda circunscrita a pequefias
&reas de la corteza cerebral. Las convulsiones generalizadas afectan simultaneamente a
amplias regiones cerebrales, de forma bilateral y simétrica. Las convulsiones parciales se
asocian frecuentemente con lesiones estructurales del cerebro. Por el contrario, las
convulsiones generadizadas pueden originarse por anomalias celulares, bioquimicas o
estructurales de distribucion mas extensas.

Tabla 3. Clasificacion de las convulsiones.

1. Convulsiones parciales.

a. Convulsiones parciales simples (con signos motores, sensitivos, autonomos o
psiquicos).

b. Convulsiones parciales complgas.

c. Convulsiones parciales con generalizacion secundaria.

2. Convulsiones primariamente generalizadas.
a. De ausencia (pequefio mal).
b. Tonico-clonicas (gran mal).
c. Ténicas.
d. Atonicas.

e. Miocloénicas.

3. Convulsiones sin clasificar.
a. Convulsiones neonatal es.

b. Espasmos infantiles.
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GABA y Receptor GABA

El SNC contiene concentraciones altas de algunos aminoacidos, en particular, de glutamato
y &cido y-aminobutirico (GABA), aminoé&cidos que pueden alterar la actividad neuronal. El
GABA es @ principa neurotransmisor inhibidor en el SNC del mamifero y los receptores
para este neurotransmisor se han dividido en dos tipos principales, los receptores
ionotropicos (GABAAY GABA() y metabotrépicos (GABAR).

El subtipo de receptor de GABA més relevante, el receptor GABA,, es un receptor
de tipo ionotrdpico constituido por un canal de cloruro (CIY) dependiente de ligando que se
abre después de la descarga de GABA a partir de las neuronas presindpticas, originando un
incremento en la conductancia del ion CI° que hiperpolariza la neurona e inhibe la
transmision singptica. Mientras gue los receptores GABAg son receptores metabotropicos
acoplados a proteinas G, aterando indirectamente la permeabilidad de la membrana y la
excitabilidad neuronal. La activacién de proteina G a su vez activa una fosfolipasa A, que
libera &cido araquidonico, éste actuando como segundo mensajero, activa una proteina

cinasa C, cuya accion final es el cierre de los canales de calcio (Ca™) y la apertura de

canales de potasio (K*) con la consecuente salida de este cation del interior de laneuronayy,
29, 30

por lo tanto, su hiperpolarizacion.

/ Agonistas a
Agonistas a BDZ . i —— GABA +

Amtagonistas -—a—@s
ineersos *___

Péptidos A

Esteroides +
neuroactivos

Convulsivantes

picrotoxina * . +
Anestésicos

Fiaura 14. Receptor GABA.
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Se ha caracterizado bien la proteina receptora del GABA a causa de su gran abundanciay
su funcion en casi todos los circuitos neuronales. El receptor se ha caracterizado, ademas,
de manera extensa en su funcion como sitio de accién de varios f&rmacos neuroactivos, tal

como las benzodiazepinas y los barbitdricos

El receptor GABA, consiste de una proteina heteropentamérica de
aproximadamente 275 kDa, conformada por dos subunidades o, dos f y una y. La
composicion de las subunidades del receptor GABAA varia segun la region del cerebro e
incluso entre las diferentes neuronas. Actualmente, se han identificado ocho subunidades
polipeptidicas (a, 5, 7, 6, & n, 6y p), delas cuales existen seis isoformas «, cuatro f,
cuatro y, una o, una ¢, una z, una @y tres p. Laisoforma «; se expresa ampliamente en el
cerebro a diferencia de otras subunidades. La isoforma as, Se expresa ampliamente en los
receptores del cerebelo, no se les une con gran afinidad el DZ pero el agente Ro15-4513 un
modulador alostérico negativo que aln es estudiado parece ser selectivo para este tipo de
receptores.®

La coexpresion de las subunidades a y ¥ es necesaria par observar |a respuesta de
GABA producida por BDZ, ademas se ha comprobado que e GABA se une ala subunidad

S, mientras que las BDZ se unen alasubunidad o.?

Los receptores GABA que han sido descritos en retina de vertebrados, cerebelo,
hipocampo, columna espinal, asi como en insectos e incluso en bacteria, se describen como
GABAc, GABAnans (N0 A, no B) y GABA,, (clonados de retina). Estos receptores pueden
representar una forma relativamente simple de canales de iones dependientes de ligando,
porque se forman de subunidades homooligoméricas a diferencia del receptor GABAA, €

cual estaformado por subunidades heterooligoméricas.®
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Farmacos empleados en €l tratamiento de ansiedad y epilepsia

El tratamiento farmacol6égico més empleado en los trastornos de ansiedad consiste
principalmente, en agentes sedantes y ansioliticos del grupo de las benzodiazepinas (BDZ),
tal como e diazepam (DZ), clonazepam, clorazepato y aprazolam. Estos farmacos,
empleados con frecuencia para tratar ansiedad comparten otras indicaciones terapéuticas,

en particular sedacion, induccion del suefio y como antiepil éptico.

H
| | OH
O N
N\g O OH
O = COOH
| =N Cl

Clorazepato

C

Diazepam

Figura 11. Estructura quimica de algunas benzodiazepinas empleadas en la ansiedad.

Los receptores GABA/BDZ son los principales blancos moleculares de las BDZ
como €l DZ, los cuaes se fijan directamente al complejo receptor y modulan de manera
alostérica la actividad de los canales de CI". A diferencia de otros farmacos, las BDZ no
funcionan como compuerta directa de los receptores GABAA, estas requieren de la
presencia de GABA para expresar sus efectos. La activacion de receptores GABAA por
agonistas provoca un incremento en la conductancia de iones ClI°, que es dependiente de
ligando y requiere minimo de la presencia de dos moléculas de GABA. El incremento en la
conductancia del ClI™ hiperpolariza la membrana de |a neurona generando un potencial de

accion inhibidor provocando un efecto sedante, ansiolitico o antiepil éptico.
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Para que ocurra la uniéon con ata afinidad de BDZ, € receptor requiere minimo del
coensamble de una subunidad «, una fy una y. Sin embargo, las BDZ solo pueden
potenciar las corrientes de GABA por combinaciones de subunidades ¢y yo0 Sy y. Las
combinaciones de subunidades o y B producen receptores GABAA funcionales, pero no
fijan alas BDZ ni éstas los potencian. Aunque se requiere la subunidad y para conferir un
sitio de fijacion de BDZ “completo” sobre los receptores GABA,, la subunidad « parece
controlar la farmacologia del sitio receptor de BDZ, mientras que ala subunidad S se une e

neurotransmisor GABA.

Otros farmacos de tipo barbitdrico, como €l pentobarbital y fenobarbital también
empleados en € tratamiento de la ansiedad y epilepsia, incrementan las corrientes de Cl” al
prolongar la duracion de abertura de los canales individuales. Sin embargo, a diferencia de
las BDZ, los barbituricos tienen efecto en la conductanciadel Cl” en ausencia de GABA.

Pentobar bital Fenobar bital

Figura 12. Estructura quimica de barbitaricos.

Los barbitdricos intensifican la fijacion de GABA a los receptores GABAA de
manera dependiente de CI" y a mismo tiempo promueve la fijacion de BDZ; aumentan las
corrientes de CI" inducidas por GABA a incrementar |os periodos durante los cuales ocurre
la apertura del canal y no como lo hacen las benzodiazepinas por un incremento de la
frecuencia de apertura. Para la accién de los barbituricos sdlo se requieren de subunidades

ay S (y no »). Ademés, los incrementos inducidos por los barbitaricos en la conductancia
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del CI" no se ven afectados por la supresion de los residuos de tirosina y treonina en la
subunidad S que gobierna la sensibilidad de los receptores GABA a la activacion por los

agonistas.”

Por otro lado, aunque se cuenta con muchos recursos terapéuticos, € tratamiento de
la epilepsia es sintomético, puesto que si bien los farmacos disponibles inhiben las

convulsiones, no se cuenta con profilaxis eficaz ni con métodos de curacion.

Dentro de los farmacos gque producen un efecto anticonvulsivo a nivel del receptor
GABA, se encuentran compuestos del grupo de los barbitaricos, como €l fenobarbital y el
pentobarbital. La utilidad clinica del fenobarbital se ve limitada por la produccion de

efectos sedantes a las dosis requeridas para producir €l efecto anticonvulsivo.

La principal aplicacion clinica de las benzodiazepinas se refiere a sus efectos
sedantes y ansioliticos. Sin embargo, varias de €ellas presentan propiedades anticonvulsivas
amplias, pero solo el clonazepam y clorazepato se han probado para el tratamiento a largo
plazo de algunos tipos de convulsiones. Diazepam y lorazepam tienen funciones claramente
definidas en laterapéutica del estado epil éptico.

Por otro lado, el pentilentetrazol que ha sido estudiado en humanos y animales de
experimentacion, asi como, la picrotoxina compuesto obtenido del arbusto trepador
indigena en Malabar y en Indonesia Anamirta cocculus, son farmacos estimulantes
enérgicos del SNC. Estos actian antagonizando el neurotransmisor inhibidor GABA, lo que
genera la disminucion en la conductancia del ion CI°, la despolarizaciéon de la membrana
neuronal y un potencial de accion excitador que provoca un efecto proconvulsivo y
ansiogénico.

= N

\
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Figura 13. Estructura quimica del Pentilentetrazol.
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3. HIPOTESIS

Es conocido que Dracocephalum moldavica L. se utiliza en la medicina tradicional por sus
supuestas actividades tranquilizantes. Por |o que es factible suponer que extractos acuosos

de esta especie produzcan un efecto ansiolitico, sedante y/o anticonvulsivo.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

>

Determinar los efectos ansiolitico, sedante y anticonvulsivo de un extracto acuoso y el
estudio fitoquimico de los extractos organicos de las flores de Dracocephalum

moldavica L.

Objetivos particulares

Al extracto acuoso:

>

Determinar la DL s del extracto acuoso de las flores de Dracocephalum moldavica L.
Evaluar la coordinacién motriz mediante la prueba del rodillo giratorio 0 "Rota-Rod".
Determinar € efecto ansiolitico y/o sedante del extracto acuoso de las flores de
Dracocephalum moldavica L. en e modelo de conducta animal el tablero con

perforaciones o "Hole-Board".

Determinar €l efecto anticonvulsivo del extracto acuoso de las flores de Dracocephalum

moldavica L. en el modelo de actividad convulsivainducida con pentilentetrazol .
Determinar el efecto sedante y/o hipnético del extracto acuoso de las flores de

Dracocephalum moldavica L. en la prueba de potenciacion del suefio inducida con

pentobarbital sdico.
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A los extractos organicos.

» Determinar la composicion quimica del extracto hexénico de las flores de
Dracocephalum moldavica L.

» Determinar la composicién guimica del extracto de acetato de etilo de las flores de

Dracocephalum moldavica L.

» Determinar la composicion quimica del extracto metandlico de las flores de

Dracocephalum moldavica L.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Colecta e identificacion del material vegetal

El material vegetal se comprd e 8 de noviembre del 2002 en e mercado de plantas
medicinales en San José Tlacotitlan, Ozumba, Estado de México, lugar en donde es
cultivado de forma sistematica. El gemplar fue identificado por la M. en C. Eva Aguirre
Hernandez del Colegio de Posgraduados del Instituto de Ensefianza e Investigacion en
Ciencias Agricolas de Montecillo, Texcoco, Estado de México. Después de adquirir e
identificar el gemplar en noviembre del mismo afio se inicid e estudio farmacoldgico y

fitoquimico de la planta.

5.2 Evaluacion Farmacoldgica

5.2.1 Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa Swiss Wester de 6 a 8 semanas de edad, de 28-35 g
de peso. Todos los animales son provenientes del bioterio del Instituto Nacional de
Psiquiatria (INP). Se alojaron en grupos de 8 animales en cajas de polietileno de 44 x 21 x
21 cm, en condiciones de ciclo invertido de luz-oscuridad (12:12 h) de manera artificial, en
un cuarto con temperatura de 22 £ 2 °C y con libre acceso a agua y alimento. Todos los
experimentos se realizaron de 9:00 a 14:00 h. El mango de los animaes se redizd
conforme a la Norma Oficial Mexicana para el mangjo y cuidado de animales (NOM-062-
Z0O0-1999) y el comité de éticadel INP.

5.2.2 Preparacion del extracto acuoso de las flores de Dracocephalum moldavica L.

Lasflores del toronjil azul se secaron al aire libre durante siete dias y se molieron. Una vez

seco y molido se peso con precision 10 g de las flores de toronjil azul, las cuales se
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vertieron en 90 ml de agua destilada en ebullicion. La preparacion se mantuvo en ebullicion
durante 10 min. Posteriormente, se filtrd, se degjé que € extracto acuoso alcanzara la

temperaturaambiente y se liofilizo.

5.2.3 Preparacion de las disoluciones de D. moldavica L. y farmacos

L as disoluciones se prepararon disolviendo el extracto acuoso liofilizado en solucion salina
isotonica (SSI) NaCl 0.9 % (J.T. Baker) preparada en el laboratorio con Tween 80 (Sigma)
a 1 %, asimismo, las disoluciones de pentobarbital sddico (Sigma) y pentilentetrazol
(Sigma) se prepararon disolviéndolos en SSI NaCl 0.9 % con Tween 80 a 1 %. Para la
preparacion de las disoluciones de DZ (Roche) se utiliz6 como vehiculo una SSI NaCl
0.9 % con polipropilenglicol (Sigma) al 1 %. Todas las disoluciones se prepararon antes de
iniciar cada prueba. La disolucion limpiadora utilizada en los experimentos fue Extran
neutro MAO2 (Merck) al 10 % de etanol.

5.2.4 Administracion del extracto acuoso de D. moldavica L. y farmacos

Se administraron via intraperitoneal (ip), las dosis de 1.0, 5.0, 10.0, 100.0 y 200.0 mg/kg
del extracto acuoso. La administracion de las diferentes dosis se realizd 60 min antes de
iniciar cada una de las diferentes pruebas. A los animales control Unicamente se les
administré SSI NaCl 0.9 %. Los controles positivos se administraron con DZ a 0.5y 4.0
mg/kg con una latencia de administracion de 30 min. Se tomé en cuenta que el volumen de
administracion es de 10 ml/kg de animal para calcular € volumen de administracion de

cada unade las disoluciones del extracto liofilizado y farmacos.
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5.2.5 Determinacion de la DLsg

La determinacion de la DLsp del extracto acuoso permitié evaluar su toxicidad aguda. Se
administraron via ip las dosis de 1.0, 5.0, 10.0, 100.0, 200.0, 1000.0 y 2000.0 mg/kg del
extracto acuoso de D. moldavica L, utilizando por dosis grupos de 8 animales. Después de
la administracion, los animales se observaron individualmente durante 1 h de manera
continla, posteriormente se observaron cada hora hasta cubrir 8 h, y finamente cada 12 h

durante 7 dias. Se registro los efectos toxicos generales y €l nimero de muertes.

5.2.6 Prueba del rodillo giratorio o ""Rota-Rod"

Este modelo se utilizo para evaluar alteraciones en la coordinacion motriz. EI modelo es un
rodillo de 50 cm de largo por 15 cm de didmetro, dividido en cinco secciones de 10 cm que
gira a una velocidad de 16-32 rpm, e modelo fue disefiado en el Laboratorio de
Fitofarmacologia del INP. La prueba consta de dos etapas, en la primera denominada de
entrenamiento, |os animales se colocaron sobre el rodillo en series de cinco durante 10 min.
Esta etapa concluyd hasta que los animales utilizados no caian en ninguna ocasion del
rodillo en € tiempo de observacion. En la segunda etapa, a los animales entrenados se les
administré viaip la dosis correspondiente del extracto. Después de 60 min, los animales se
colocaron nuevamente en €l rodillo giratorio durante 10 min. En este periodo, se evalué €l
tiempo de latencia de la primera caida, siendo esta, el tiempo que transcurre desde que se
colocd a animal en el aparato hasta que sufre la primera caida y € ndmero de caidas,
siendo esta, el nimero de veces que el animal cae del rodillo giratorio. Antes de iniciar una
nueva serie e aparato se limpié cuidadosamente con disolucién de Extran neutro MAO2 a
10 % de etanoal.

Una disminucién en el tiempo de latencia de la primera caida y un aumento en €l nimero

de caidas con respecto a grupo control administrado con SSI NaCl 0.9 %, se considerd

como una pérdida de la coordinacién motriz. Los tiempos se registraron en min.
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5.2.7 Modelo de conducta animal el tablero con perforaciones o "*Hole-Board"

Este modelo se utiliz6 para evaluar €l efecto ansiolitico y/o sedante. Consiste en un tablero
de madera de 60 x 30 cm con paredes de acrilico de 15 cm de altura, €l tablero esta dividido
en 10 cuadrantes de 15 x 12 cm y tiene cuatro agujeros equidistantes de 2 cm de diametro,
el modelo fue disefiado en €l Laboratorio de Fitofarmacologia del INP.

La prueba se llevo acabo en un cuarto con luz roja'y temperatura controlada (22 + 2 °C).
A los animales se les administré viaip la dosis correspondiente del extracto. Después de 60
min, se inicio la prueba colocando a sujeto experimental en el centro del tablero y se
observo su conducta cuidadosamente durante 5 min. En este periodo se evalud el tiempo de
latencia de la primera exploracion, considerado como el tiempo que € animal tarda en
asomarse 0 explorar por primera vez cualquiera de las perforaciones;, el tiempo de
exploracion, siendo esto, e tiempo que el animal mantuvo aproximadamente 1/3 de la
cabeza dentro de cualquier perforacion; el nimero de asomadas, considerado como el
numero total de ocasiones que el animal exploro las perforaciones; €l nimero de paradas,
considerado como, €l nimero de veces que el animal se levantd sobre sus patas posteriores
y por ultimo la actividad locomotriz 0 ambulatoria, siendo esta el nimero de cuadrantes que
el animal cruzo durante el periodo de prueba. Antes de introducir un nuevo animal, €l
tablero se limpio cuidadosamente con disolucion de Extran neutro MAO2 a 10 % de

etanol.

Los grupos control fueron administrados con SSI NaCl 0.9 % y DZ (0.5 y 4.0 mg/kg). La

latencia de administracion fue de 60 y 30 min respectivamente.

L os resultados se registraron como el nimero de asomadas y numero de paradas que realizo
el animal en 5 min. El tiempo de asomadas y tiempo de latencia de la primera exploracion
se registroO en minutos. La actividad locomotriz se registr6 como e numero de

transiciones/5 min.
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Una disminucion en e tiempo de latencia de exploracion y e aumento en el tiempo de
asomadas, NA, NP sin modificar la actividad locomotriz, se consider6 como un efecto
ansiolitico. Mientras que un aumento en el tiempo de latencia de exploracion y la
disminucion en e tiempo de asomadas, NA, NPy actividad locomotriz se consideré como

un efecto sedante,?l 3334 3538

5.2.8 Modelo de actividad convulsiva inducida con Pentilentetrazol

La evaluacion del efecto anticonvulsivo se reaizé mediante el modelo quimico para la
actividad convulsiva inducida con pentilentetrazol (PTZ). Para redlizar la prueba, primero
se administré la dosis correspondiente del extracto acuoso a evaluar. Después de 60 min, se
dioinicio ala prueba administrando viaip una dosis de 90 mg/kg de PTZ. Inmediatamente
después de esta administracion, los ratones fueron colocados individualmente en una caja
de polietileno con aserrin y se observaron cuidadosamente hasta la recuperacion total o
muerte de los mismos. En esta prueba se evalué el tiempo de latencia de la primera
convulsion mioclénica, siendo esta, € tiempo que transcurre desde la administracion del
PTZ hasta € tiempo en que e animal sufre la primera contraccion breve del cuerpo,
acompafada generalmente por el levantamiento de la cola en forma de gancho, llamada
cola de Straub; €l tiempo de latencia de la primera convulsién tonica-clonica generalizada,
identificada como el tiempo que transcurrié desde la administracion del PTZ hasta €
momento en que el animal sufrio la primera contraccion muscular drastica de todas sus
extremidades, esta Ultima es de mayor duracion con respecto a la anterior; € tiempo de
latencia de muerte, siendo ésta, €l tiempo que transcurre desde la administraciéon del PTZ

hasta la muerte del animal.y por ultimo el nimero de animales muertos.

Todos los tiempos se registraron en min. Un incremento en estas variables con respecto al
grupo control administrado con SSI NaCl 09 % se consideré como un efecto

anticonvulsivo.?t %637
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5.2.9 Prueba de potenciacion de suefio inducido con Pentobarbital sddico

Esta prueba se utilizo para evaluar € efecto sedante e hipnotico. Consistié en dos etapas
experimentales, en la primera se administrd viaip la dosis correspondiente del extracto del
acuoso. Después de 60 min, se dosificod por la misma via 30 mg/kg de pentobarbital sodico
(PB). Inmediatamente después, €l animal se colocd en una caja de polietileno con aserrin y
se observo cuidadosamente hasta su recuperacion o muerte. En un segundo experimento los
animales recibieron el mismo tratamiento excepto que se administré una dosis de 42 mg/kg
de PB. En cada caso se evalud e tiempo de latencia de sedacién, considerado como €l
tiempo que transcurrio desde la administracion del PB y la pérdida de la coordinacion
locomotriz; el tiempo de latencia de hipnosis, siendo este, € tiempo transcurrido desde la
administracion del PB hasta la inmovilidad total sin la pérdida del "reflgo de
enderezamiento”. Finamente, se evalud e tiempo de suefio, siendo este, € tiempo que

transcurre desde |a pérdida del “reflgjo de enderezamiento” y su recuperacion.®®

5.2.10 Andlisis estadistico

L os resultados obtenidos en todos |os experimentos fueron analizados estadisticamente y se
expresaron como el promedio + error estandar medio. Para determinar si existen diferencias
significativas entre € control (SSI) y los grupos experimentales se utilizé € andlisis de
varianza de una sola via de Kruskal-Wallis (p*<0.05 y p**<0.001). El conjunto de datos
con un valor de p estadisticamente significativo se analizé mediante la prueba pareada de U
de Mann-Whitney.® * |a comparacion estadistica entre el porcentaje de muerte inducido
por PTZ y los grupos control se realizdO mediante la prueba de Fisher. Todos los andlisis
estadisticos y graficos se redlizaron en los programas SigmaStat 2.0 y SigmaPlot 2.0
respectivamente.
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5.3 Estudio Fitoquimico

5.3.1 Obtencidn de los extractos organicos de las flores de D. moldavica L.

Se utilizaron 500 g de flores secas y molidas para obtener los respectivos extractos
organicos. El material vegetal fue extraido por separado y de manera sucesiva con hexano,
acetato de etilo y metanol durante 72 h para cada disolvente y a TA. La destilacion de los
disolventes a presion reducida permitié obtener los diferentes extractos. El rendimiento se
calculé tomando en cuenta el peso de cada extracto con respecto a peso seco del material

vegetal.

5.3.2 Extracto hexanico de las flores de Dracocephalum moldavica L.

El extracto hexanico (10.0 g, 2.0 %) se separd en sus componentes mediante cromatografia
en columna a vacio empacada con silica gel 60G (Aldrich) en una proporcion de 1:15 con
respecto a peso del extracto. Se utilizd como eluyente Hexano, mezclas de Hexano/AcOEt
de polaridad creciente, AcOEt, mezclas de AcOEt/MeOH y finamente MeOH. Se
colectaron 90 fracciones de 50 ml, cada una se concentré por destilacién a presion reducida

y se reunieron aguellas que mostraron e mismo perfil en ccf.

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 9.5:0.5 se aidlé un sdlido blanco que se
purificO por recristalizacion con MeOH, obteniéndose 500 mg (0.1 %) de f-sitosterol,
como un sdlido cristalino blanco con p.f. 132-134 °C (p.f. descrito 136-137 °C).* La

identificacion de este producto se realizd por comparacion de Ry en ccf realizada en

diferentes sistemas de elucién y p.f. con una muestra auténtica.

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 9:1 se aislaron 50 mg (0.01 %) de &cido

ursolico, como un solido blanco verdoso con p.f. 212-215 °C (p.f. descrito en MeOH 279-
281 °C).*° La identificacion de este producto se realizé por comparacion de R; en ccf

realizada en diferentes sistemas de elucién y p.f. con una muestra auténtica.



5.3.2 Extracto de acetato de etilo de las flores de Dracocephalum moldavica L.

Al adicionar acetona al extracto de AcOEt (7.0 g, 1.4 %) se precipito un solido €l cua se
filtré, de este procedimiento se aislaron 1.5 g (0.3 %) de &cido ursdlico como un solido

verde identificado por comparacion de Ry en ccf con una muestra auténtica. El residuo

acetonico se fraccionod de la misma forma que la antes descrita para el extracto hexanico. Se
colectaron 80 fracciones de 100 ml, cada una se concentr0 por destilacion a presion

reduciday se reunieron aquellas que presentaron un perfil similar en ccf.

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 9.5:0.5 se aislaron 80 mg (0.016 %) de
[-sitosterol, como un solido blanco cristalino que se identifico por comparacion de Ry en

ccf con una muestra auténtica.

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 9:1 se aislaron 150 mg (0.03 %) de écido
ursolico, como un solido grisaceo que se identificd por comparaciéon de Ry en ccf con una

muestra auténtica.

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 6:4 se aislaron 20 mg (0.004 %) de acacetina,
como un sdlido de color amarillento con p.f. 258-260 °C (p.f. descrito 263 °C).*° Los datos

espectroscopicos de este compuesto se describen a continuacion:
EM: IE, [M*], m/z: 284, (CisH 120s). (Espectro 1).
RMN 'H: (300 MHz, CDCl;, DMSO), & (ppm) (/, multiplicidad, J, asignacion):
12.79 (1H, s, OH), 10.24 (1H, s, OH), 7.85y 7.02 (4H, sistema AA'BB’, H-2' y
H-6', H-3' y H-5'), 6.54 (1H, s, H-3), 6.44 y 6.26 (2H, sistema AB, 2.1 Hz, H-8 y

H-6), 3.89 (3H, s, 4 -OMe). (Espectro 2).

RMN *3C: (75 MHz, CDCls), & (ppm) (asignacién): 181.57 (C-4), 163.78 (C-7),
163.08 (C-9), 161.89 (C-5), 161.41 (C-2), 157.18 (C-4'), 127.41 (C-2', C-6'), 122.86
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(C-1), 113.90 (C-3', C-5'), 103.88 (C-10), 103.29 (C-3), 98.82 (C-6), 93.61 (C-8) y
54.94 (4’ -OMe). (Espectro 4).

De las fracciones eluidas con Hexano/AcOEt 2:8 se aislaron 100 mg (0.02 %) de un sdlido
verde con p.f. 165-168 °C. Los datos espectroscopicos de este solido permitieron
determinar que era una mezcla constituida por los acidos triterpénicos corosdlico y

maslinico.

De las primeras fracciones eluidas con AcOEt, aquellas que mostraron e mismo perfil en

ccf se reunieron y separaron por cromatografia en placa preparativa. Se utilizO como
sistema de elucion una mezcla AcOEt/Hexano 1:1, de la fraccion con Ry de 0.45 se aislaron

21 mg (0.0042 %) de apigenina, como un solido de color amarillento con p.f. >290 °C
(p.f. descrito 352 °C).*® Los datos espectroscopicos de este compuesto se describen a

continuacion:

EM: FAB", [M"+1], m/z: 271, (C1sH100s). (Espectro 6).

RMN *H: (300 MHz, CDCls, DMSO0), & (ppm) (I, multiplicidad, J, asignacién):
12.88 (1H, s, OH), 10.16 (1H, s, OH), 9.74 (1H, s, OH), 7.76 y 6.95 (4H, sistema
AA’'BB’, H-2' y H-6', H-3' y H-5), 6.50 (1H, s, H-3), 6.43y 6.26 (2H, sistema AB,
2.1 Hz, H-8 y H-6). (Espectro 7).

RMN *C: (75 MHz, CDCl3), & (ppm) (asignacion): 181.66 (C-4), 164.07 (C-9),
161.42 (C-7), 160.80 (C-5), 160.59 (C-2), 152.26 (C-4'), 127.55 (C-1'), 127.48
(C-2,C-6), 121.39 (C-3), 115.60 (C-3', C-5"), 102.70 (C-10), 98.76 (C-6) y 93.58
(C-8). (Espectro 9y 10).

De las fracciones eluidas con AcOEt se aislaron 300 mg (0.06 %) de daucosterol, como un

s6lido blanco con p. desc. 255-257 °C (p. desc. descrito 283-286 °C)* que se identificd por
comparacion de sus propiedades fisicas y espectréscopicas descritas en la literatura
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De las fracciones eluidas con AcCOEt/MeOH 9:1, se obtuvo por precipitacion 25 mg
(0.005 %) de un sblido amarillo que de acuerdo a sus caracteristicas espectroscopicas y su
comportamiento en ccf fase reversa resulto ser una mezcla de tres compuestos, de los
cuales dos son de natural eza flavonoide.

5.3.4 Extracto metanolico de las flores de Dracocephalum moldavica L.

Al adicionar acetona al extracto metandlico (9 g, 1.8 %) se precipitd un sdlido de color café
que posteriormente se fracciond por cromatografia en columna en fase reversa. De las
fracciones eluidas con MeOH/agua 1:1 se aiddé 22 mg (0.0044 %) de 7-O-glucosil
acacetina, como un sdlido amarillo con p.f. 235240 °C (pf. 259-260 °C).* A

continuacién se muestran |os datos espectroscopi cos de este compuesto:

EM: FAB+, [M++l], m/z: 447, C22H22010)- (Espectro 12)

RMN 'H: (300 MHz, DMSO0), § (ppm) (/, multiplicidad, J, asignacion): 13.3 (1H, s,
OH), 8.07 y 7.14 (4H, sistema AA'BB’, H-2' y H-6', H-3' y H-5'), 6.96 (1H, s,
H-3), 6.86y 6.46 (2H, sistema AB, 1.8 Hz, H-8 y H-6), 5.40, 5.07 y 4.62 (4H, s, OH
glucosa), 5.07 (1H, d, H-2 glucosa), 3.87 (3H, s, 4'-OCH3) y 3.74-3.21 (5H, varias
sefiaes, protones del anillo de glucosa). (Espectro 13y 14).

El remanente del extracto metandlico se separé de la misma forma que € extracto
hexanico. De las fracciones eluidas con AcOEt se aislé 200 mg (0.04 %) de daucosterol,
como un sdlido blanco con p. desc. 276-280 °C (p. desc. descrito 283-286 °C)* que se
identifico por comparacion de sus propiedades fisicas y espectroscopicas descritas en la

literatura. Los datos espectroscdpi cos obtenidos se muestran a continuacion:**
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EM: FAB", [M*+23], m/z: 599, (CssHe0Os). (ESpectro 16).

RMN 'H: (200 MHz, DMSO-ds), & (ppm) (/, multiplicidad, J, asignacion):
5.33 (1H, s, ancho, H-6), 4.89 (3H, m, OH-2', OH-3'y OH-4'), 4.44 (1H, t,
5.6 Hz, OH-6), 4.21 (1H, d, 7.6 Hz, H-1) y 3.6 (1H, dd, 11.0, 5.6 Hz,
H-6'a). (Espectro 17).

RMN ¥C: (200 MHz, DMSO-dg), & (ppm) (asignacion): 140.46 (C-5),
121.25 (C-6), 100.79 (C-1'), 76.91 (C-3), 76.78 (C-3'y C-5), 73.47 (C-2),
70.10 (C-4'), 61.09 (C-6), 56.19 (C-14), 55.44 (C-17), 49.62 (C-9), 45.14
(C-24), 41.86 (C-13), 36.86 (C-1), 36.22 (C-10), 35.50 (C-20), 33.35 (C-22),
31.42 (C-7y C-8), 29.28 (C-2), 28.71 (C-25), 27.81 (C-16), 25.41 (C-23),
23.88 (C-15), 22.61 (C-28) , 20.62 (C-11), 19.74 (C-27), 19.12 (C-19), 18.95
(C-26), 18.63 (C-21), 11.79 (C-29) y 11.68 (C-18). (Espectro 18).

De las fracciones eluidas con MeOH se obtuvo 1 g (0.2 %) de un producto viscoso de color
ambar € cual resultd ser por ccf una mezcla compleja, la cual se analizé mediante CLAR
lograndose identificar maltosa, xilosa, glucosa, sacarosa y fructosa por comparacion con

sus tiempos de retencion y |os tiempos de retencion de estandares.

Condiciones del equipo:

Columna: Zorbax carbohidrate; largo 15 cm; diametro 4.6 mm; tamafio de particula 5 um.
Detector: indice de refraccién; temperatura 35 °C.

Fase movil: acetonitrilo/agua 80:20.

Flujo: 1.4 ml/min.

Disolvente de la muestra: agua

38



6. DISCUSION Y RESULTADOS

Previo ala evaluacion farmacol égica del extracto acuoso de Dracocephalum moldavica L.,
se realiz6 la evaluacion de toxicidad aguda a las dosis de 1, 5, 10, 100, 200, 1000 y 2000
mg/kg, en esta prueba se observé que los animales administrados con las dosis de 1 a 200
mg/kg del extracto acuoso de D. moldavica L. no presentaron efectos toxicos generales.
Mientras que alos que se les administré ladosis de 1000 y 2000 mg/kg presentaron diarrea,
irritacion abdominal y piloereccion. Este efecto se manifestd durante aproximadamente 2 h,
después de este tiempo los animales se recuperaron totalmente. A ninguna de las dosis
administradas se observd muerte por lo que no fue posible determinar la DLso. Sin
embargo, se puede establecer que la dosis minima para que se produzca la muerte en al
menos un animal es mayor de 2000 mg/kg.

Ante laimposibilidad de utilizar humanos como sujetos de experimentacién, para estudiar
los efectos de nuevos farmacos o principios activos que puedan ser de utilidad en €l
tratamiento de trastornos de ansiedad y otras afecciones cronicas como la epilepsia, los
modelos animales nos proporcionan herramientas metodol 6gicas de gran importancia para
la investigacion de estos trastornos. EI modelo de conducta animal el tablero con
perforaciones nos permite evaluar la actividad ansiolitica y/o sedante en animales, basado

en la conducta natural de los roedores a explorar zonas desconocidas 0 novedosas.

Tiempo de latencia de la primera exploracion
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Figura 15. Efecto del extracto acuoso de D. moldavica L. en el tiempo de latencia de la primera exploracion

del modelo tablero con perforaciones o “Hole-Board”. Prueba de U de Mann-Whitney "p<0.05y ~ p<0.001.
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Las variables que se evallan en este modelo son el tiempo de la latencia de la primera
exploracién, nimero de paradas (NP), nUmero de asomadas (NA), tiempo de exploracion y
actividad locomotriz. Una disminucion en e tiempo de latencia de exploraciéon y el
aumento en el tiempo de asomadas, NA, NP sin modificar la actividad locomotriz, se
consider6 como un efecto ansiolitico. Mientras que un aumento en el tiempote latencia de
la primera exploracién y la disminucion en las demas variables se considerd como un efecto
sedante.

En lafigura 15 se observa que e tiempo de latencia de la primera exploracion aumenta ala
dosis de 200 mg/kg con respecto a los controles de SSI y DZ 0.5 mg/kg, lo que es
considerado como una disminucion en la reactividad del sujeto de prueba ante un ambiente
novedoso. Este comportamiento es similar a efecto producido por DZ 4.0 mg/kg una
benzodiazepina clésica que genera efectos sedantes a dosis mayores (2.0-4.0 mg/kg) y

efectos ansioliticos a dosis bgjas (0.5-1.0 mg/kg en ratén).

Tiempo de exploracion
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Figura 16. Efecto del extracto acuoso de D. moldavica L. en el tiempo de exploraciéon del modelo tablero con

perforaciones o “Hole-Board”. Prueba de U de Mann-Whitney "p<0.05y ~“p<0.001.
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En lafigura 16 se observa que al aumentar la dosis del extracto, €l tiempo de exploracion
disminuye en comparacion con los animales a los que se les administrd SSI y DZ 0.5
mg/kg. Al igua que en la gréfica anterior, se corrobora que a dosis altas del extracto se
produce un comportamiento similar al de DZ 4.0 mg/kg dosis en la que esta BDZ gjerce un
efecto sedante.
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Figura 17. Efecto del extracto acuoso de D. moldavica L. en 17ay 17b € nimero de asomadasy ndmero de
paradas respectivamente del modelo tablero con perforaciones o “Hole-Board”. Prueba de U de Mann-
Whitney "p<0.05y ~p<0.001.
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En lafigura 17 se observa que la actividad exploratoria de |os animales determinada en este
modelo por el nimero de asomadas y nimero de paradas, disminuye al aumentar la dosis

del extracto, este comportamiento es similar al de DZ 4.0 mg/kg.

Actividad locomotriz
90 -

80
70 4 *

60 4 * *
50 4
40
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20 4

ndimero de transiciones
5 minutos

10 -

0 ; . , : . , . 'il—.

Control Dz 05 Dz 4.0 1.0 5.0 10.0 100.0 200.0

Dosis (mg/k g)

Figura 18. Efecto del extracto acuoso de D. moldavica L. en la actividad locomotriz del modelo tablero con

perforaciones o “Hole-Board”. Prueba de U de Mann-Whitney "p<0.05y ~ p<0.001.

Por dltimo, con respecto al modelo conductual del tablero con perforaciones o“Hole-
Board”, en lafigura 18 se observa que los grupos de animales alos que se les administro el
extracto disminuye de manera dosis dependiente su actividad locomotriz con respecto al

control SSI 'y DZ 0.5 mg/kg, este efecto es similar a observado a dosis sedantes de DZ.

La disminucion significativa dosis dependiente en las variables tiempo de exploracion, NP
y NA, indican que & extracto produce un efecto sedante a las dosis de 100.0 y 200.0 mg/Kkg.
El aumento en € tiempo de latencia de la primera exploracion y la disminucién de la
activida locomotriz a las dosis mencionadas anteriormente, confirman que en este modelo
el extracto produce un efecto sedante. Mientras que a dosis menores el extracto

probablemente no tiene un efecto especifico.
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En la tabla nimero 4 se muestran todos los resultados obtenidos en € modelo tablero con

perforaciones.

Tabla 4. Resultados obtenidos en el modelo tablero con perforaciones o “Hole-Board” por via de
administracién ip.

Dosis Latencia de Tiempo de Ndmero de Nimero de Actividad locomotriz
(mg/kg.) exploracién exploracion asomadas paradas (nimero (nimero de
(minutos) (minutos) (nimero de de paradas/5 transiciones/5 min.)
asomadas/5 min.)
min.)

Ss| 0.50+0.07 0.54+0.07 27.14+4.49 15.71+2.83 78.00+4.84

1.0 0.68+0.15 0.48+0.08 18.20+3.23 16.80+2.93 58.90+4.12"

5.0 0.65:0.12 0.28+0.05" 13.40+2.40" 12.000+1.25 49.30+3.60"

10.0 0.48+0.12 0.29+0.12" 12.75+4.17 12.250+3.02 46.63+7.910"
100.0 0.28+0.091 0.21+0.07° 8.63+3.07" 6.88+2.45 39.25+7.35"
200.0 >5.0" 0.00+0.0" 0.00+0.00"” 0.00£0.00” 45+1.66"

L os resultados se expresan como el promedio + error estandar medio, n = 8-10 animales por dosis. p*<0.05, p**<0.001

vs control SS.

Los efectos del extracto acuoso de D. moldavica L. sobre la coordinacion motriz se evaluo
en la prueba del rodillo giratorio 0 "Rota-Rod". En la figura 19, se observa un aumento en
el nimero de caidas cuando los sujetos experimental es fueron administrado con dosis altas
del extracto (100.0 y 200.0 mg/kg), lo cual indica la pérdida de la coordinacion motriz por

relgjacion muscular producida por los efectos sedantes del extracto.
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Figura 19. Coordinacién motriz en la prueba del rodillo giratorio o “Rota-Rod”. Prueba de Fisher * p=0.029,
*p=0.009 y *p=0.005 ala dosis de 100, 200 y 1000 mg/kg respectivamente.

El efecto sedante producido por dosis altas del extracto observado en el modelo tablero con
perforaciones o “Hole-Board”, se confirmd en e modelo de potenciacidén de suefio con
Pentobarbital sodico (PB). En la figura 20, se observa que ala dosis de 42.0 mg/kg de PB,
se produj6é un aumento significativo en el tiempo de suefio a 200.0 mg/kg de extracto con
respecto a control de SSI. Mientras que a la dosis de 30.0 mg/kg de PB, dosis que no es
suficiente para inducir suefio por si solo, se observa nuevamente a dosis altas del extracto

un aumento estadisticamente significativo en € tiempo de suefio.
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Figura 20. Efecto del extracto acuoso de D. moldavica L. en el tiempo de suefio de la prueba de potenciacién
de suefio inducido con Pentobarbital sddico. Pruebade U de Mann-Whitney "p<0.05y *"p<0.001.

En cuanto ala actividad antiepiléptica del extracto acuoso de D. moldavica L., en el modelo

de actividad convulsivainducida con PTZ no se observo efecto anticonvulsivo a ninguna de
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las dosis probadas, probablemente es necesario administrar dosis mayores del extracto o
administrar una dosis menor de PTZ para determinar los efectos del extracto en los

diferentes status de las crisis.
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Con respecto a estudio fitoquimico, se tiene que de las fracciones eluidas con
Hexano/AcOEt 6:4 se aisl6 a través de posteriores procesos cromatograficos un compuesto
de color amarillento que se identificd como acacetina (5,7-dihidroxi-4' -metoxiflavona),
cabe mencionar que este metabolito secundario es considerado como un marcador quimico

taxondmico de lafamilia Lameaceae.

Figura 21. Acacetina.

En el espectro de masas obtenido por impacto electrénico se observa e ion molecular a
m/z 284 corresponde a la férmula C16H1205 (Espectro 1). También se observan dos sefides
am/z 132 y 152 que corresponden a los fragmentos CoHsO y C;H4O4 respectivamente
producidos por una fragmentacion de tipo retro Diels-Alder. Ademés, con este espectro se

confirmala presencia del grupo metoxilo en el anillo B.

En el espectro de RMN *H (Espectro 2) se observan a 12.79 y 10.24 ppm las sefiales del
grupo hidréxilo unido a un grupo aromético, cada sefial aparece como singulete ancho e
integra para un proton. La sefial de 12.79 ppm se asignaa OH del carbono C-5, este protén
se encuentra quelatado, es decir, es un protdn que interacciona el ectrostéticamente con el
atomo de oxigeno del grupo carbonilo, lo que causa una disminucién de densidad
electrénica en e entorno del proton del hidréxilo, originando entonces un efecto de
desproteccion sobre el mismo, desplazando la sefial hacia campo mas bajo. La sefial a10.24

ppm se asignaa protén del grupo hidroxilo del carbono C-7.
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Adicionalmente, se observan un par de sefiales simétricas a 7.85 y 7.02 ppm cada una de
ellas integra para dos protones y corresponde ala sustitucion 1, 4 en €l anillo B. Este patron
de sefiadles se identifica como un sistema de acoplamiento AA'BB’ y se asigna a los
protones H-2', H-6' y H-3', H-5' respectivamente. La sustitucién del grupo metoxilo en €l
carbono C-4" gerce un efecto de proteccion sobre los protones H-3' y H-5' provocando que
el desplazamiento quimico de estos protones se observe hacia campo alto. La sefial a 3.89
ppm se asigna a los protones del grupo metoxilo unido a carbono C-4', esta sefial aparece
como singulete e integra para tres protones. El desplazamiento de los protones del metilo
hacia campo bajo se debe a efecto de desproteccion que gjerce el &omo de oxigeno al ser
un domo més electronegativo. También se observa a 6.54 ppm un singulete que integra
para un proton, esta sefial se asigna a protén H-3 y corresponde a protén vinilico que se

encuentra adyacente al grupo carbonilo del anillo C.

Finalmente, en 6.44 y 6.26 ppm se presentan dos sefiales dobles en donde cada una de ellas
integra para un proton. Este patron de sefiales se identifica como un sistema de
acoplamiento AB, en donde la constante de acoplamiento entre estos protones es de 2.1 Hz,
valor caracteristico para una constante de acoplamiento meta. La presenciaen el anillo A de
los grupos hidréxilo en posicion orto produce un efecto de proteccion, por lo que €
desplazamiento quimico de ambas sefidles aparece hacia campo alto. La sefia a 6.44 ppm
se asignaa H-8 dd anillo A, su ligero desplazamiento quimico a campo bajo con respecto
alasefial de 6.26 ppm asignada a H-6 del mismo anillo, se explica por un menor efecto de
proteccion de los grupos hidroxilo y OR en posicion orto, en comparacion a mayor efecto

de proteccion de los dos grupos hidroxilo sobre la sefial asignada a H-6.

En el espectro de RMN 3C (Espectro 4) se observan 14 sefiales. En la zona de campo bajo
a 181.57 ppm se tiene una sefial que es caracteristica de un carbono de carbonilo de cetona
conjugada, sefial asignada al atomo de carbono C-4. Adicionamente, se observan las
sefidles de los diferentes tipos de &omos de carbono arométicos sp? que conforman los
anillos del esqueleto principa (anillos A y B). En 161.41, 161.89, 163.08, 163.78 y 157.18
ppm se observan las sefides de C-2, C-5, C-9, C-7 y C-4' respectivamente, todas estas

sefial es corresponden a los atomos de carbono aromético unidos a oxigeno. Estos a&omos de
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carbono por estar unidos a un aomo de oxigeno se encuentran a campo bajo debido a la
desproteccion que sufren por efecto inductivo. Las sefides para los &omos de carbono sp?
no protonados aparecen en 122.86 ppm parael C-1' y 103.88 ppm para el C-10, esta Gltima
sefid se encuentra a campo alto con respecto a la anterior debido a la proteccion que
generan los atomos de oxigeno en posicion orto. Por otra parte, a campo alto se observan
las sefiales de |os &omos de carbono sp? protonados en 103.29 ppm para €l C-3, en 98.82
ppm parael C-6 y en 93.61 ppm parael C-8, asi como los carbonos equivalentes en 127.41
ppm para C-2' y C-6" y en 113.90 ppm para C-3' y C-5'. Por ultimo, en la region de
carbonos sp® aparece una sefial en 54.94 ppm que se asigna a &tomo de carbono del grupo

metoxilo.

De las primeras fracciones eluidas con AcOEt y posteriores procesos cromatograficos se
aisld un compuesto de color blanco verdoso que se identifico como apigenina (5, 7, 4 -

trihidroxiflavona).

Figura 22. Apigenina.

En el espectro de masas obtenido por FAB™ se observa un ion molecular M* +1 am/z 271,

gue corresponde a una formula Cy5H100s. (ESpectro 6).

En e espectro de RMN *H (Espectro 7) se observan en 12.88, 10.16 y 9.74 ppm tres
sefides singulete anchas, en donde cada una integra para un proton. Por el desplazamiento
quimico a campo bajo, la multiplicidad y la integral se determina que son protones de

grupos hidréxilo unido un grupo aromético. La sefial de 12.88 ppm se asigna al proton del
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OH unido a C-5, este proton se encuentra quelatado, es decir que interacciona
electrostaticamente con el oxigeno del grupo carbonilo, 1o que origina un efecto de
desproteccidn sobre este protén y que provoca que el desplazamiento quimico del mismo se
encuentre a campo mas bajo con respecto a los otros dos. Las sefidles en 10.16 ppm y a
9.74 ppm corresponden a protones de los grupos OH unidos a anillo aromético, y se

asignan alos protones de OH unidosa C-7 y C-4’ respectivamente.

También, se observa un par de sefiales simétricas en 7.76 y 6.95 ppm, donde cada una de
ellas integra para dos protones y corresponde a una sustitucion aromética 1, 4 del anillo B.
Este patron de sefiales se identifica como un sistema de acoplamiento AA’BB’ y seasignaa
los protones H-2', H-6" y H-3', H-5' respectivamente. La presencia del grupo hidréxilo en
el carbono C-4' genera un efecto de proteccion sobre los protones H-3' y H-5', lo que
explica su desplazamiento a campo alto (6.95 ppm).

Adicionamente al sistema AA’BB’, se observa en 6.50 ppm un singulete que integra para
un protén y se asigna al proton H-3, sefia que corresponde a proton vinilico en posicion o

a grupo carbonilo del anillo C.

Al igua que e compuesto anterior, se observa en 6.43 y 6.26 ppm el sistema de
acoplamiento AB. La constante de acoplamiento es de 2.1 Hz, valor caracteristico para una
constante de acoplamiento meta. La presencia en €l anillo A de los atomos de oxigeno del
grupo hidréxilo en posicion orto, produce por efectos de proteccion que el desplazamiento
de ambas sefiales se observe hacia campo alto. Es asi como |la sefial a 6.43 ppm se asigna al
H-8 del anillo A, en donde su ligero desplazamiento a campo bajo con respecto a la sefia
de 6.26 ppm asignada al H-6 del mismo anillo, se debe al menor efecto de proteccion que
gjercen los grupos hidroxilo y OR en posicion orto, en comparacion con los dos d&tomos de
oxigeno de los grupo hidroxilo en posicion orto que protegen més a proton H-6.

En el espectro de RMN **C (Espectros 9 y 10) se observan 13 sefiales. En la zona de campo

bajo a 181.66 ppm se tiene una sefid que es caracteristica de un carbono de carbonilo de
cetona conjugada, sefia asignada a &omo de carbono C-4. Las sefides restantes
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corresponden a los diferentes tipos de &omos de carbono arométicos sp® de los anillos A y
B. En 160.59, 160.80, 161.42, 164.07 y 152.26 ppm se observan las sefiaes de C-2, C-5,
C-9, C-7y C-4' respectivamente, todas estas sefiales corresponden a los atomos de carbono
aromético unido a oxigeno. Estos &omos de carbono por estar unidos a un &omo de
oxigeno se encuentran a campo bajo debido a la desproteccion que sufren por efecto
inductivo. También, se observan |as sefiales de |os &omos de carbono sp? no protonados en
127.55 ppm parael C-1' y 102.70 ppm para el C-10, esta Ultima sefial se encuentra a campo
alto con respecto a la anterior debido a la proteccidn que generan los &omos de oxigeno en
posicién orto. Finalmente, a campo alto se tienen las sefiales de los dtomos de carbono sp?
unidos a hidrogeno en 121.39 ppm para el C-3, en 98.76 ppm parael C-6 y 93.58 ppm para
el C-8, asi como los carbonos equivalentes en 127.48 ppm para C-2' y C-6' y en 115.60
ppm paraC-3' y C-5'.

De las fracciones eluidas con AcCOEt/MeOH 9:1, se obtuvo un sdlido amarillo que se
identifico por sus propiedades espectroscopicas como la mezcla de tres compuestos, de los

cuales dos son de posible naturaleza flavonoide.

En el espectro de masas obtenido por FAB™ (Espectro 12) se obtiene un ion molecular M*
+1 am/z 447, que corresponde a una formula CyH2,0,0. Ademas en el espectro de RMN
'H (Espectro 13, 14 y 15) se observan las sefides que corresponden a la 7-O-glucosil
acacetina. Este metabolito secundario se logré aislar puro a partir del precipitado obtenido

del extracto metandlico por cromatografia en fase reversa.

OH

Figura 23. 7-O-glucosi| acacetina.
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En el espectro de RMN *H (Espectro 13) se observa en 13.3 ppm un singulete que integra
para un protén y que se asigna a proton de OH unido al carbono C-5, este proton se
encuentra quelatado, 1o cual origina por efectos de desproteccion su desplazamiento a
campo bagjo. Cabe mencionar que esta sefial es caracteristica de algunos compuestos de tipo

flavonoide.

Adicionamente, las sefidles en 8.07 y 7.14 ppm se identifican como un sistema de
acoplamiento AA’BB’ y se asigna alos protones H-2', H-6' y H-3', H-5' respectivamente.
Cada una de €ellas integra para dos protones y corresponde a una sustitucion aromética 1, 4
del anillo B. La presencia del grupo metoxilo en e carbono C-4' genera un efecto de
proteccion sobre los protones H-3' y H-5', 1o que explica su desplazamiento a campo alto
(7.14 ppm).

La sefia en 6.96 ppm se observa como un singulete que integra para un proton y se asigna
al proton H-3, sefial que corresponde a proton vinilico en posicion « a grupo carbonilo del

anillo C.

Las sefidles en 5.40, 5.07, 4.62 y de 3.74-3.21 ppm corresponden a las sefides del anillo de
glucosa. La sefid en 5.07 ppm se observa como un doblete e integra para un protén, esta
sefid se asigna a protén del carbono anomérico; en 5.40 y 4.62 aparecen sefiales anchas
gue corresponden a los protones de los grupos hidroxilo de la glucosa, estas sefiales se
intercambian con D,0O (Espectro 15), y de 3.74-3.21 ppm se observa un conjunto de sefiales

gue se asigna a los protones unidos a | os atomos de carbono de la glucosa.

Por otra parte, en 6.86 y 6.46 ppm se presentan dos sefiales dobles en donde cada una de
ellas integra para un proton, este patron de sefiales se identifica como un sistema de
acoplamiento AB. La constante de acoplamiento entre estos protones es de 1.8 Hz, que
corresponde a una constante de acoplamiento meta. La presencia en el anillo A del &omo
de oxigeno del grupo hidréxilo y la glucosa en posiciéon orto, produce por efectos de
proteccion que e desplazamiento de ambas sefiales se observe hacia campo ato. Es asi
como la sefial a 6.86 ppm se asigna al H-8 del anillo A, en donde su ligero desplazamiento
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a campo bajo con respecto ala sefia de 6.46 ppm asignada a H-6 del mismo anillo, se debe
al menor efecto de proteccion que gjerce el grupo hidroxilo y € grupo O-C=C en posicion

orto, en comparacion con el dtomo de oxigeno del grupo hidréxilo y la O-glucosa.

A continuacion se muestran los datos RMN de los metabolitos secundarios de tipo

flavonoide aislados:
Tabla 5. Sefialesde RMN 'H para acacetina.

Desplazamiento Constantede
Asignacion quimico I ntegracion Multiplicidad acoplamiento
8 (ppm) J(H2)
H-3 6.54 1H s
7-OH 10.24 1H s
H-6 6.26 1H d 21
5-OH 12.79 1H s
H-8 6.44 1H d 2.1
H-2', H-6 7.85 2H Sistema AA’'BB’
H-3', H-5 7.02 2H Sistema AA’'BB’
4'-OCHj, 3.89 3 s

Tabla 6. Sefialesde RMN *C para acacetina.

Asignacion Desplazamiento quimico DEPT
3 (ppm)
C-2 161.41*
C-3 103.29* CH
C-4 181.57
C-5 161.89*
C-6 98.82 CH
C-7 163.78*
C-8 93.61 CH
C9 163.08*
C-10 103.88*
Cr 122.86
C-2.,C-6 127.41 CH
C-3,C5 113.90 CH
cC-4 157.18
4'-OCHj,4 54.94 CH3

* Sefial es intercambiabl es.
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Tabla 7. Sefialesde RMN 'H para apigenina.

Desplazamiento Constante de
Asignacion quimico Integracion Multiplicidad acoplamiento
3 (ppm) J(H2)
H-3 6.50 1H S
5-OH 12.88 1H S
H-6 6.26 1H d 21
7-OH 10.16 1H S
H-8 6.43 1H d 21
H-2', H-6' 7.76 2H Sistema AA’'BB’
H-3', H-5 6.95 2H Sistema AA’BB’
4'-OH 9.74 1H S
Tabla 8. Sefialesde RMN **C para apigenina.
Asignacion Desplazamiento quimico DEPT
3 (ppm)
C-2 160.59*
C-3 121.39 CH
C-4 181.66
C5 160.80*
C-6 98.76 CH
C9 161.42
C-8 93.58 CH
C-7 164.07
C-10 102.70
C-r 127.55*
Cc-2,C6 127.48* CH
C-3,C5% 115.60 CH
c-4 152.26

* Seflales intercambiables.



Tabla 9. Sefialesde RMN 'H para 7-O-glucosil acacetina.

Desplazamiento Constante de
Asignacion quimico Integracion Multiplicidad acoplamiento J(Hz)
8 (ppm)
H-3 6.96 1H S
5-OH 13.3 1H s
H-6 6.46 1H d 18
H-8 6.86 1H d 18
H-2 glucosa 5.07 1H d
OH glucosa 4.62 1H S
OH glucosa 5.07 1H S
OH glucosa 5.40 1H S
protones del anillo de varias sefiales
glucosa 3.74-3.21
Sistema
H-2', H-6 8.07 2H AA’'BB’
Sistema
H-3', H-5 7.14 2H AA'BB’
4'-OCHj, 3.87 3H s

Ademés de los metabolitos secundarios de tipo flavonioide se aislaron cinco compuestos de
tipo terpenoide: f-sitosterol, acido ursdlico, 3-O-glucosil-f4-sitosterol o daucosterol y la
mezcla de acido corosdlico y acido maslinico, los cuales fueron identificados mediante

comparacion con una muestra auténtica.

De los compuestos aislados de D. moldavica L. cabe mencionar que es la primera vez que

se describe la presencia de daucosterol en una especie del género Dracocephalum.

El efecto sedante del extracto acuoso de D. moldavica L. probablemente es producido por
acacetina, apigenina, 7-O-glucosil acacetina o algun otro metabolito secundario de tipo
flavonoide que no se logro identificar en el estudio fitoquimico de los extractos orgéanicos.
Esto se plantea, porque se ha descrito que algunos flavonoides poseen actividad sobre €l
SNC y en un estudio paralelo realizado por nuestro grupo de trabajo se identific a partir
del mismo extracto acuoso la presencia de trece metabolitos secundarios de tipo flavonoide
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mediante la técnica de CLAR, de los cuales se mencionan a los que se caracterizaron en €l
estudio. Sin embargo, sera necesario redlizar mas estudios para determinar s estos

metabolitos estén involucrados en la participacion de los efectos producidos sobre el SNC.
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7. CONCLUSIONES

Con base a la evaluacion farmacoldgica realizada a partir del extracto acuoso de
Dracocephalum moldavica L. se determind que esta especie gjerce un efecto sedante en el
modelo del tablero con perforaciones o “Hole-Board”, este efecto se corroboré en la prueba
de potenciacién de suefio inducido con PB. El extracto acuoso de Dracocephalum produce
relgjacion muscular a las dosis a las cuales gerce su efecto sedante. Sin embargo, no se

observo efecto anticonvulsivo alas dosis probadas.

En la evauacion preliminar de toxicidad aguda DLsp, los resultados obtenidos
mostraron que la dosis necesaria para producir la muerte de a menos un sujeto experimetal
fue superior a 2000 mg/kg de peso corporal, 1o cua indica que € extracto acuoso de

Dracocephalum no produce efectos toxicos letales en las condiciones que se establecieron.

El estudio fitoquimico permitié6 € aidamiento e identificacion estructural de 3
metabolitos secundarios de tipo flavonoide: acaceting, apigenina'y 7-O-glucosil acacetina.
También, se aislaron e identificaron B-sitosterol, los &cidos triterpenicos ursolico, maslinico
y corosolico y €l glucosido de B-sitosterol o daucosterol, siendo la primera vez que esté

ultimo metabolito secundario se aisla de una especie del género Dracocephalum.
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8. PERSPECTIVAS

Con la investigacion realizada se abre la posibilidad de evaluar con las misma pruebas
farmacol ogicas cada uno de los metabolitos secundarios aislados a partir de esta especie y
determinar cual o cuales son los posibles principios activos responsables de los efectos

producidos por Dracocephalum moldavica L.

Sera posible redlizar estudios farmacoldgicos para poder establecer e sistema
neurobiologico a cua esta vinculado e mecanismo de accion de estos metabolitos

secundarios.

Con este tipo de estudios no solo serd posible e descubrimiento de nuevos
compuestos activos y el descubrimiento de sus mecanismos de accion, también permitiran
establecer que especies pueden ser de utilidad en la terapéutica moderna. Asimismo, se
podra discriminar del mercado las especies que no producen el efecto para lo cua se les
recomienday que en algunos casos hasta pueden ser toxicas. Se podra depurar del mercado
todas aquellas especies con las que solo se lucra.
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Espectro 2. Resonancia magnética nuclear de 'H de

acacetina.
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Espectro 3. Resonancia magnética nuclear de

acacetina con D-O.
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Espectro 4. Resonancia magnética nuclear de °C de

acacetina.

005" 6€ ) a5
LLL™6E
890" 0%

0L9" 8%
9v6° 8t \ -
£ZT" 6 L —— ___3

TVE° TS

898° 5L :
LEL'LL% ' ) =

006 £TT——

SO¥ LET—

OCH;

HO

E

909°£6 %

7T8 8o 5

¥62° €01 =
LLB"EOT =

§58°TTT ¥

T8I LS~ i

L0b 19T =

888 T9T—\ =

Z307£5T— = =

‘780 E9T— =

o =
O -
695°T8T 9

I‘I‘I‘l“‘l‘l‘l‘r “]“'r"ﬂ“"l"ﬂ""rl LI 42 i s i | 1" T T T T |”1

ppm

40

60

80

100

120

140

160

180

62



wdd 0s

039

0L

08

06

00T

0Tt 0zT oct

AL i o WAL sl A
PR RIS R A

S, TS e SR S 0 RN O S [T NN e, U MO NS VN I S e T [ N LS| SR BRSO |00 SO RN PSS NPT, RO, TRV U (0 e Y W IO |
»

S86°¥S

fHDO0

HO

OH

S93°E6

998786

BEE EOT
FPSETT
5%V LEY

"BUNOOBOR OPp 1A '€ onoadsyg

63



259 2e3 @55 2c ece eer BSE DRE as2
.

i L . I i

)
Iy ) ¢ sl B T T T iy T g
v E23 B35 peg 525 mEs ray 6% S1b — §5E

ez

I- e

14

SIE

- @¢

BuIuSIde

op vy Jod sesewr op ejewonoedsy 9 onoedsy



Espectro 7. Resonancia magnética
nuclear de 'H de apigenina.
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Espectro 8. Resonancia magnética nuclear de 'H

de apigenina con D;0.
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Espectro 10. Resonancia magnética nuclear de

Peide apigenina.
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Espectro 13. Resonancia magnética nuclear de 'H

de 7-O-glucosil acacetina.
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Espectro 14. Resonancia magnética nuclear de 'H

de 7-O-glucosil acacetina.
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Espectro 15. Resonancia magnética nuclear de 'H
de 7-O-glucosil acacetina con ;0.
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Espectro 16. Espectrometria de masas por FAB' de

daucosterol.
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Espectro 18. Resonancia magnética nuclear de

B¢ de daucosterol.
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Espectro 19. Espectrometria de masas por FAB" de la mezcla de acido

corosolico y acido maslinico.
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