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1. INTRODUCCION

El acelerado ritmo de vida de las grandes ciudades, ha generado un incremento en
padecimientos como la ansiedad, el insomnio y la depresion; trastornos que ponen en riesgo
la salud mental y fisica de los individuos, y que de acuerdo a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) se han convertido en problemas de salud publica de importancia mundial.
Para paliar estos padecimientos se han sintetizados una variedad de farmacos ansioliticos y
sedantes, sin embargo, aun presentan efectos colaterales y en ocasiones los costos de éstos
medicamentos son inaccesibles para algunos sectores de la poblacion.

Por otro lado, el uso de plantas con propiedades terapéuticas es una actividad
humana que se remonta a través de los tiempos. A este respecto, México cuenta con una
gran tradicion milenaria en el uso de plantas medicinales desde tiempos prehispanicos; en
el Codice de la Cruz-Badiano (Libellus de medicinalibus indorum herbis) se rescata el uso
de una gran variedad de plantas medicinales empleadas para tratamiento de diversas
enfermedades.

En la actualidad, una gran parte de la poblacibn mexicana emplea plantas
medicinales como una alternativa para el tratamiento de diversas enfermedades, entre las
que se cuentan aquellas que afectan al Sistema Nervioso Central (SNC).

En la actualidad han sido identificadas en México mas de 5000 especies mexicanas con
aplicaciones curativas." Su uso medicinal, la abundancia y la diversidad de especies las
hacen una fuente potencial para la obtencion de sustancias bioactivas.

Algunas de las especies empleadas en la medicina tradicional mexicana por sus
efectos sobre el (SNC) son: las pasifloras (Pasiflora spp.), la hierba de la pastora (Salvia
divinorum), los toloaches (Datura spp.) y los toronjiles, estos ultimos empleados para el
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tratamiento de los “nervios”, “el susto” y por sus propiedades sedantes. En México, se



conoce como “toronjil” a diferentes plantas medicinales que a pesar de pertenecer a
diferentes géneros; en la medicina tradicional son empleadas para los mismos fines. Por
ejemplo, Agastache spp., Mellisa officinalis, Dracocephalum moldavica y Satureja spp.
Uno de éstos “toronjiles™ es Satureja mexicana (Benth.) Brig. empleado en nuestro pais por
sus propiedades tranquilizantes, analgésicas y para el tratamiento de los “nervios”. Esta
especie recibe diferentes nombres dependiendo de la region; “toronjil de monte” en el
estado de Guerrero, “hierba del borracho” en Oaxaca, y “toronjil de menta” en el D.F.

Sin embargo, a pesar de que el “toronjil de monte” (Satureja mexicana) es
empleado en la medicina tradicional mexicana, existe escasa informacion sobre su
composicion quimica, y no hay informes sobre las propiedades atribuidas a esta especie

De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo realizar un estudio
de los efectos bioldgicos; principalmente ansiolitico, anticonvulsivo, sedante, y analgésico
de un extracto acuoso de Satureja mexicana (Benth.) Briq, asi como realizar el estudio

fitoquimico de los extractos orgdnicos de esta especie.



2. ANTECEDENTES

Hoy en dia, debido al ritmo de vida que se impone en las sociedades modernas, son
cada vez mas frecuentes los trastornos como la ansiedad, la depresion, la epilepsia, entre
otros. Estos trastornos se consideran un problema de salud publica que afecta a un gran
numero de la poblacion mundial, de tal forma que estos trastornos, han sido definidos por
numerosos expertos en salud mental como una auténtica epidemia silenciosa del siglo XXI*
ANSIEDAD

Los trastornos de ansiedad son considerados como los padecimientos mentales mas
prevalentes en la actualidad afectando del 5 al 10 % de la poblacién general.” La ansiedad
es una emocion que todos hemos sentido alguna vez, ante una situacion desconocida que
representa un riesgo potencial a nuestra integridad, de esta forma, resulta ser benéfica para
el individuo al permitirle un mayor estado de alerta e impulsarlo a realizar acciones que en
circunstancias normales no haria. De esta forma, la ansiedad se puede definir, como una
respuesta adaptativa de un organismo ante un estimulo adverso o desfavorable.! Sin
embargo, se considera patologica cuando no existe una causa aparente que la provoque y su
intensidad es tan alta que interfiere negativamente con el rendimiento y el funcionamiento
fisico, psiquico y social.’
Los trastornos de ansiedad mas comunes, y en ocasiones incapacitantes, se clasifican como:
trastorno de la ansiedad generalizada, crisis de angustia o de panico, desorden obsesivo
compulsivo, fobia social, fobia especifica, agorafobia, y trastorno por estrés post-
traumatico. Ademas, la ansiedad es un componente importante de muchos otros desordenes
psiquiatricos.

Aunque no existe una region unica encargada para la integracion de la ansiedad, se

han identificado varias regiones del cerebro que estan implicadas (Figura 1), las cuales



corresponden al sistema limbico, entre éstas destacan estructuras de la corteza cerebral, el

septo lateral, la amigdala, el hipocampo y algunas regiones del hipotalamo.*

corteza prefrontal

corteza insular
hipotalamo

amigdala

tallo cerebral

corteza cerebral

hipocampo

sustancia gris
periacueductal

corteza
parahipocampica

Figura 1. Distribucion esquematica de algunas estructuras cerebrales que participan en la ansiedad.

En cuanto a los mecanismos bioldgicos que subyacen a los trastornos de ansiedad,
no parece existir un sistema unico de neurotransmision encargado de generar o modular la
ansiedad, algunos de los neurotransmisores involucrados en los procesos de ansiedad se
muestran en la Tabla 1. Sin embargo, el sistema gabaérgico es, tal vez, uno de los mas

importantes ya que aproximadamente el 40 % de los procesos sindpticos son gabaérgicos.

Neurotransmisor | Accion sobre la ansiedad
GABA Ansiolitica
Acido glutamico Ansiogénica
Colecistoquinina Ansiogénica
Noradrenalina Ansiogénica
Serotonina Ansiogénica
Encefalina Ansiolitica
Dopamina Ansiolitica
Acetilcolina Ansiolitica

Tabla 1. Neurotransmisores implicados en la ansiedad




En cuanto a la terapéutica de los trastornos de ansiedad, existen tratamientos
efectivos como la farmacoterapia o la terapia cognitiva-conductual, siendo los farmacos del
grupo las benzodiazepinas, los mas empleados en la clinica. Sin embargo, actualmente atn
presentan algunos efectos colaterales, como la pérdida de la memoria retrograda, la
disfuncién sexual, problemas de sobre peso y la adiccion, entre otros.°

Estos farmacos actuan, provocando una modificacion alostérica en sitios especificos
de los receptores GABA,, favoreciendo la afinidad entre GABA vy el receptor, lo cual
permite la apertura del canal de cloro, que hiperpolariza la neurona e inhibe la trasmision de
impulsos nerviosos.

Algunas de las benzodiazepinas empleadas actualmente son: el cordiazepoxido, el
diazepam, el oxazepam, el clorazepato, el lorazepam, el prazepam, el alprazolam y el

halazepam. La Figura 2 ejemplifica la estructura quimica de las benzodiazepinas.

H
0 OH
N N OH
COOH
Cl ——N
—N

diazepam clorazepato

Figura 2. Ejemplo de algunas benzodiazepinas.

Por otro lado, se ha estimado que el 43 % de los pacientes que sufren trastornos de

ansiedad recurren a alguna terapia complementaria, la mas popular es la medicina



herbolaria. Algunas de las plantas usadas para el tratamiento de la ansiedad son: Scutellaria
lateriflora, Centella asidtica, Paullinia Cupana, Piper methysticum, Bacopa monniera,
Cymbopogon citratus, Pasiflora incarnata, y Valeriana officinalis.’

En el humano con el empleo de cuestionarios podemos conocer si el individuo ha
padecido ansiedad y el grado de ésta en alguna etapa de su vida, asi bien podemos
cuantificar los cambios provocados por este trastorno a nivel periférico como cambios en la
presion arterial, la frecuencia cardiaca o respiratoria, o mediante técnicas como la
resonancia magnética funcional, o la tomografia por emision de positrones, las cuales nos
permiten identificar las regiones del cerebro involucradas en condiciones experimentales
que provocan este trastorno, sin embargo por razones éticas es necesario acudir a la
experimentacion en animales, para simular en ellos los sintomas de este trastorno que nos
permita caracterizar, y conocer las bases bioldgicas que subyacen a este trastorno. A este
respecto, los modelos que se han desarrollado nos permiten someter al animal a
determinadas manipulaciones experimentales y evaluar el grado de miedo producido, como
una aproximacion de la ansiedad en humanos, validando el uso de los modelos animales
con farmacos ansiogénicos o ansioliticos.*

EPILEPSIA

La epilepsia se define como una enfermedad en la cual hay un trastorno de la
funcion cerebral que se caracteriza por el surgimiento periddico e impredecible de
convulsiones. De acuerdo a la OMS, la epilepsia es la presentacion cronica y recurrente de
fendmenos paroxisticos por descargas eléctricas anormales en el cerebro (crisis epilépticas),
que tienen manifestaciones clinicas variadas y causas muy diversas. De acuerdo a John

Hughlings Jackson, una crisis convulsiva se refiere a un trastorno transitorio de la conducta,



causado por la activacion desordenada, sincronica y ritmica de poblaciones enteras de
neuronas.’

La epilepsia es una enfermedad de la cual hay registros desde la antigiiedad,
conocida en diversas culturas bajo diferentes nombres y asociada a diversas causas,
frecuentemente relacionada con la divinidad, pero siempre como comuin denominador la
presencia de crisis, en ocasiones referidas como crisis tonico-clonico generalizadas,
analepsia, apoplejia, mal de la caida, enfermedad de Hércules, mal caduco, mal de la Tierra,
mal del infante, mal divino, mal de San Juan, enfermedad demoniaca de Lutero,
enfermedad Lunar, mal de San Valentin, entre otros.

La epilepsia en América Latina fue asociada con la magia y la religion tanto por los aztecas
como por los Incas. En el México antiguo se referia a la epilepsia como huapahualtiztli
(enfermedad que encoge los nervios), huiuxcayotl (temblor del enfermo), o
nacayomimiquiztli (enfermedad que mata a la carne). Se han descrito en la herbolaria
indigena mexicana varias plantas medicinales usadas para el tratamiento de la epilepsia o
convulsiones entre las que se encuentran el acaxochitl (Loberia laxiflora), el metl
(Atrovirens amary), ecapatli (Cassia occidentales), tepopotic (Bacharis conferta), iczotl
(Yuca australis), tepecuitlazotl (Chenopodium ambrosoides) y el tlatlancuaye (Iresine
calez), entre otros.’

Una manera de clasificar la epilepsia es de acuerdo al tipo de crisis que se presente en:
crisis generalizadas (involucra a todo el organismo) o parciales (se restringe a un grupo
muscular), a su vez en simples (sin pérdida de la conciencia) o complejas (pérdida de la
conciencia), también dependiendo en el tipo de movimiento convulsivo de las crisis, €stas
se pueden clasificar en tonicas (contracciones sostenidas), clonicas (movimientos

repetitivos) y mioclonias (movimientos de muasculos aislados).



El tratamiento de la epilepsia es sintomatico, los farmacos disponibles inhiben las
convulsiones, sin curar la enfermedad y los tratamientos son a largo plazo con efectos
adversos.

Los mecanismos de accion de los farmacos anticonvulsivos entran en tres categorias:

* farmacos que limitan la activacion repetitiva y sostenida de las neuronas (efecto
mediado por la promocién del estado inactivado de los canales de Na™ dependientes
de voltaje);

* farmacos que incrementan la inhibicion sinaptica mediada por GABA;

* y farmacos que limitan la activacion de canales de Ca®" dependiente de voltaje de
tipo T.

La etiologia de este trastorno es diversa. Un dafio severo al cerebro puede conducir a la
generacion de epilepsia, entre los dafios mas frecuentes encontramos: trauma cerebral,
hemorragia, infecciones (meningitis, encefalitis o abscesos), malformaciones vasculares y
tumores benignos o malignos, asi como por factores de origen genético o metabdlico.

Actualmente, existe una variedad de farmacos para el tratamiento de la epilepsia,
farmacos como la fenilhidantoina, la cual es eficaz contra todos los tipos de crisis parciales
y tdénico-clonicas, pero no contra las crisis de ausencia, los barbituricos como el
fenobarbital y el mefobarbital, eficaces en el tratamiento de convulsiones tonico-clonicas
generalizadas, mientras que los dexosibarbitiricos como la primidona son eficaces para el
tratamiento de convulsiones parciales y tonico-clonicas, y el acido valproico, y las
benzodiazepinas como el clonazepam y clorazepato son empleadas en el tratamiento de
cualquier tipo de crisis.® En la Figura 3 se ejemplifica la estructura quimica de algunos

farmacos antiepilépticos.
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Figura 3. Ejemplo de algunos farmacos utilizados como antiepilépticos. **

Por otro lado, la limitacion natural que existe al intentar estudiar la epilepsia en
humanos mediante técnicas invasivas o ensayos farmacologicos ha creado la necesidad de
buscar modelos experimentales de epilepsia que semejen al menos algunos aspectos de la
epilepsia en humanos, existen diversos modelos de epilepsia y los principales criterios que
se toman en cuenta para clasificar estos modelos experimentales de epilepsia son:

* El tiempo que transcurre entre el establecimiento del modelo, el inicio y duracién de

los fenémenos de hiperexcitabilidad cerebral. Los modelos pueden ser agudos o
cronicos.

* El tipo principal de crisis epileptiformes. Asi, hay modelos experimentales agudos y
cronicos de crisis parciales simples, complejas, convulsiones tonico-clonicas
generalizadas, crisis de ausencia y status epilepticus.

Los modelos agudos se inducen mediante la administracion sistémica o la aplicacion topica
en el cerebro de sustancias que activan sistemas excitatorios o inhibitorios de
neurotransmision para generar convulsiones o mediante la estimulacion eléctrica,
produciendo crisis parciales cuando se aplican en areas localizadas del cerebro, y crisis

generalizadas cuando son aplicadas de forma bilateral intracerebral o por via sistémica.



Estos modelos son de utilidad para investigar los mecanismos que originan, mantienen y
determinan la terminacion de las crisis.

Los modelos cronicos pueden ser inducidos por lesiones estructurales permanentes
y por estimulacién eléctrica repetitiva del cerebro, o presentarse en animales genéticamente
epilépticos, éstos se manifiestan por anormalidades epileptiformes persistentes y
reproducen en mayor grado la progresion de la epilepsia en humanos. Los modelos crénicos
son utiles para conocer los sucesos clinicos inducidos por los fArmacos en experimentacion,
ya que producen crisis espontdneas, estado epiléptico cronico y alteraciones
histopatologicas cualitativamente similares a la esclerosis mesial temporal, observada en la
epilepsia del 16bulo temporal, por lo que son considerados modelos de epileptogénesis.®
DOLOR Y NOCICEPCION

El dolor es una experiencia emocional (subjetiva) y sensorial (objetiva),
generalmente desagradable, asociada a una lesion tisular o expresada como si €sta existiera,
siendo la causa mas frecuente por la que consultan los pacientes a los médicos. Es un hecho
que el dolor es una razon de incapacidad de miles de personas.

La enfermedad y el dolor han estado unidos a la vida durante la historia de la
humanidad. Es asi que, los remedios herbolarios para el tratamiento del dolor, forman parte
de la riqueza cultural de nuestro pais y del mundo, ejemplo de ello son algunas especies del
género Satureja usadas en Iran por sus propiedades analgésicas, siendo, Satureja hortensis
una de las doce especies mas importantes cultivadas en Iran, esta Satureja se emplea como
condimento en comidas tipicas, y en el tratamiento del dolor y la inflamacion, mientras que
en México Satureja mexicana es empleada como analgésico, para el tratamiento de los

“nervios” y como tranquilizante.’
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Es a partir de la década de 1960 que el tratamiento del dolor ha evolucionado del
empirismo a la terapéutica que se obtiene del conocimiento de la fisiopatologia del dolor.
El dolor se puede clasificar de diferentes formas de acuerdo al tiempo de evolucion en:

* Dolor agudo: puede ser provocado por una inflamacion, dafio en un tejido, lesion
enfermedad o cirugia reciente, su duracion puede ir de 3 a 6 meses, generalmente el
dolor agudo puede ser controlado por medicamentos para el dolor.

* Dolor cronico: es aquel que persiste ain después de tratado o curado el problema,
¢éste tiene una duracién mayor a 6 meses, y a diferencia del dolor agudo no se sabe
la causa que lo ocasiona.'’

De acuerdo a su fisiologia, el dolor se clasifica en:

* Dolor nociceptivo: es el dolor producido por una estimulacién de los nocireceptores,
es decir los receptores del dolor, provocando que el “mensaje doloroso” sea
transmitido a través de vias ascendentes hacia los centros supraespinales y sea
percibido como una sensacion dolorosa. Por ejemplo, un pinchazo o un estimulo
térmico.

* Dolor neuropatico: Es producido por una lesion directa sobre el sistema nervioso, de
tal manera que el dolor se manifiesta ante estimulos minimos o sin ellos y suele ser
un dolor continuo.

Se denomina nocicepcion a una serie de eventos neurofisioldgicos producidos por la
percepcion de un dafo, comprendidas en cuatro etapas principales: transduccion,
transmision, modulacion y percepcion.

* La transduccioén es el proceso por el que los estimulos nocivos son convertidos en

una actividad eléctrica a través de los receptores, generando un potencial de accion.
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* La transmision es el proceso por el que el potencial de accion se propaga a través de
las vias del sistema nervioso periférico y el SNC hacia la corteza cerebral.

* La modulacién o antinocicepcion es el proceso por el que la transduccion y la
transmision son modificadas a través de diversas influencias neuronales.

* La percepcion es el proceso final por el que la transmision, la transduccion y la
modulacion interactian con la psicologia del paciente para crear la experiencia
emocional, compleja e individual."

La nocicepcion se desencadena cuando se producen sustancias Ilamadas
prostaglandinas. Estas sustancias a su vez son generadas por la accion de enzimas que
actuan sobre otros componentes de las células. Una de esas enzimas es la llamada
ciclooxigenasa de la cual existen dos tipos: 1 y 2. La ciclooxigenasa 1 se encuentra en todos
los tejidos, mientras la ciclooxigenasa 2 solo esta en los sitios en que ocurre inflamacion y
dolor, y en el rifion, es por esto que los analgésicos tienen también propiedades
antiinflamatorias y antipiréticas (controlan la fiebre). El ketorolaco es uno de los fArmacos
analgésicos de uso comin en la clinica, (DOLAC®) que inhibe la sintesis de
prostaglandinas y no tiene ningun efecto sobre los receptores de los opidceos, no afecta de
forma importante al SNC y carece de propiedades sedantes y ansioliticas, ademas, posee
una eficacia analgésica comparable a dosis moderadas de morfina o peridina, con un inicio
de accién mas lento pero de mayor duracion.'?

Finalmente, es importante mencionar que la modulacion del dolor es un proceso
dinamico complejo, el cual involucra la interaccion de sistemas neurales ascendentes y
descendentes, en los que participan diversos sistemas de neurotransmision, como el sistema
opioide y noradrenérgico."

ESTUDIO FITOQUIMICO
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La familia Lamiaceae, comunmente conocida como la familia de la menta, esta
diversificada con una distribucion cosmopolita, que comprende mas de 6000 especies
agrupadas en cerca de 220 géneros.'* Distribuidas en zonas humedas y templadas alrededor
del mundo. Algunas especies de esta familia son empleadas en la medicina tradicional,
otras, como la menta, la salvia, el tomillo, el orégano, el romero, la melissa, tienen
importancia econdmica debido a su contenido de aceites esenciales o por su uso como
condimento.

Diversos estudios han determinado que la familia Lamiaceae es quimicamente rica en
compuestos de tipo terpenoide como constituyentes de sus aceites volatiles y flavonoides."
Ademés en algunas especies existe la presencia de alcaloides, taninos, y saponinas, etc.'®
Algunas lamiacéas son importantes por su uso en medicina tradicional, frecuentemente
relacionados al contenido de diterpenos. Algunos ejemplos son: Rabdosia sp, Coleus
forskohlii,y Salvia militiorrhiza. '’

El “toronjil de monte” (Satureja mexicana (Benth.) Briq.) es una especie perteneciente a la
familia Lamiaceae, y del género Satureja, el cual esta constituido por 284 especies. En
Meéxico el género Satureja esta representado por 13 especies distribuidas a lo largo de la

Republica Mexicana.

El toronjil de monte se clasifica taxondémicamente en (Figura 4):
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Reino: Plantae

Subreino: Tracheobianta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Satureja

Especie: mexicana

Figura 4. Taxonomia de toronjil de monte

Algunas especies del género Satureja son empleadas en la medicina tradicional, por
sus efectos sobre SNC, ejemplo de ello es la Satureja hortensis, usada en Iran por su
actividad analgésica. Los estudios fitoquimicos de esta especie revelan la presencia de
carvacol, y otros monoterpenos, algunos flavonoides como apigenina y 4’-metoxiapigenina,
y el 4cido labiatico como los principales componentes de las partes aéreas.'’ También,
existen estudios sobre la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Satureja
subspicata.’®

Satureja thymbra y Satureja spinosa son plantas de la region mediterranea de las
cuales se ha descrito la presencia de flavonoides comunes a ambas especies como
naringenina, aromadendrina, eriodictyol, taxifolina, genkwanina, mientras que apigenina, se

ha descrito en S. spinosa, y ladaneina para S. thymbra. Eriodictyol y taxifolina se han
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descrito en S. obovota, y en S. albina. Apigenina y genkwanina fueron identificada en S.
montana."’
El “toronjil de monte” (Satureja mexicana (Benth.) Brig.) (Figura 5). Pertenece al género
Satureja, y es empleada en la medicina tradicional mexicana en el tratamiento de “los

nervios” y por sus propiedades tranquilizantes. Sin embargo, existe escasa informacion

sobre la quimica y farmacologia de esta especie.

Figura 5. Toronjil de monte

Por otro lado, la familia Lamiaceae se caracteriza por la presencia de metabolitos
secundarios de tipo flavonoide, los cuales son marcadores quimiotaxonomicos de los
diversos géneros de esta familia. Ademas de que poseen una gran gama de funciones y
actividades bioldgicas, los flavonoides pueden ser divididos en 3 grupos: flavonoides libres
o agliconas, glicosidos flavonoides y antocianinas."

Los flavonoides (del latin flavus “amarillo”) son un grupo de metabolitos secundarios
fendlicos de bajo peso molecular. Son compuestos constituidos con una base de 15 4tomos
de carbono (C¢C3C¢) formados por dos anillos aromaticos (anillos A y B), unidos por una
cadena de 3 atomos de carbono (anillo C). (Figura 6). Se clasifican de acuerdo a su

estructura quimica en flavonoles, flavonas, flavanonas (catequinas), antocianinas,
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isoflavonas, dihidroflavanoles y chalconas, (Figura 7) dependiendo del estado de oxidacion

de la cadena de 3 atomos de carbono.

R=H flavona R=H flavanona
R=0OH flavanol R=0H dihidroflavonol

chalconas isoflavona

catequina

Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides
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Los flavonoides son biosintetizados mediante una ruta mixta (Figura 8) que
involucra tanto la ruta del &acido siquimico como la ruta del acetato-malonato. El
intermediario comun de todos los flavonoides es la chalcona, su formacion se produce por
una condensacion tipo Claisen entre p-cumaril-CoA con tres unidades de malonil-CoA, y a

partir de éste derivan los diferentes tipos de flavonoides.

H
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extemifn de 1n oadena
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Figura 8. Ruta biogenética de los flavonoides.*"
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Los flavonoides tienen una gran variedad de funciones biologicas, por ejemplo:
confieren a las plantas resistencia contra la fotooxidacion de la luz ultravioleta del sol,
intervienen en el transporte de hormonas y algunos flavonoides funcionan como defensa
ante depredadores. Una funcion importante que cumplen en muchas plantas es la atraccion

de los insectos polinizadores, a través del color que confieren a las plantas o a sus flores.

21,22

Figura 9. El color: funcion biologica de los flavonoides.

Adicionalmente, los flavonoides han adquirido interés cientifico debido a los efectos
que ejercen en mamiferos, incluido el hombre, que los consume en los vegetales y frutas
principalmente. Se ha descrito en literatura, que algunos flavonoides ejercen diversos
efectos bioldgicos tales como: antimicrobianos, anticancerigenos, disminucion del riesgo de
enfermedades cardiacas, entre otros.

Recientemente los flavonoides han generado interés como nuevas entidades quimicas con
actividad en el SNC, es asi que, se ha descrito la actividad ansiolitica de algunas flavonas
como la apigenina, aislada a partir de la Matricaria recutita, la actividad antiepiléptica de
crisina (Figura 10) aislada a partir de Pasiflora caerula la actividad analgésica,
antiinflamatoria y sedante de la hesperidina (Fig.12), aislada de Saturja hortensis y de

diversas especies de citricos. También, se ha demostrado que algunos flavonoides ejercen
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su accion debido a que poseen afinidad por el sitio de unién de las benzodiazepinas en el

receptor GABAA.23 24

HO O

Figura 10. crisina

Figura 11. hesperidina.
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3. HIPOTESIS

El toronjil de monte es una planta utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de
“los nervios” y por sus propiedades tranquilizantes por lo que es factible que un extracto

acuoso de dicha especie posea efectos sobre el SNC.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Colecta e identificacion de la planta
Las partes aéreas de “Toronjil de monte” Satureja mexicana (Benth.) Brig. se
recolectaron en el municipio de Chilapa del estado de Guerrero, el 13 de abril del 2005,
fueron identificados por la botanico M. R. Garcia Pefia, del Herbario Nacional de México
(MEXU). Posteriormente, se secaron a temperatura ambiente y se molieron.
4.2 Obtencion del extracto acuoso
La preparacion del extracto acuoso de toronjil de monte se realizd agregando por
cada 10 g de material vegetal 90 ml de agua hirviendo. La mezcla se mantuvo a ebullicién
durante 10 min al término del cual se dejé que la mezcla alcanzara temperatura ambiente,

se filtrd y liofilizé a —50 ° C y 0.01 mBarr en un equipo Telstar Cryodos.
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4.3 Evaluacion farmacologica

4.3.1. Diagrama de trabajo

|| Recoleccion e identificacion de Satureja mexicana “toronjil de monte” ||

I

|| Partes aéreas secas y molidas ||

[ 110,90 °C
< || 2) Liofilizacion,

-50°C, 0.01 mBarr

|| Extracto acuoso ||

I
! ! !

Caracterizacion Evaluacion Toxicidad
CLAR farmacoldgica preliminar aguda
LDs

|| Ratones machos jévenes ||

! ! ! !

Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad

sedante anticonvulsiva analgésica ansiolitica locomotriz

“Hole-board” “inducida “Platina “luz- “campo
quimicamente” caliente” oscuridad” abierto”

Figura 12. Diagrama de trabajo de la evaluacion farmacoldgica del toronjil de monte.
4.3.2. Animales y farmacos
Se utilizaron ratones machos adultos (6-8 semanas) de la cepa Swiss Webster de 20-
30 g de peso. Mantenidos en condiciones de ciclo invertido de luz-oscuridad (12 h/12 h) en
un cuarto con control de temperatura automatico (19-21 °C). Todos los animales tuvieron
libre acceso a agua y alimento (purina). Tanto los farmacos como los extractos se

prepararon antes de cada experimento y fueron administrados via intraperitoneal, en una
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relacion de volumen de 10 ml/kg de peso del animal. Los animales fueron utilizados una
sola vez. En todos los experimentos se utilizaron grupos de 8 a 10 animales por dosis.
El manejo de animales se realizd conforme a la NOM para el manejo y cuidado de animales
(NOM-062-Z00-1999) y aprobado por el Comité Institucional de Etica del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Muiiiz”.

En todos los experimentos los sujetos de prueba fueron administrados con el
extracto acuoso de “toronjil de monte” a diferentes dosis 60 min antes de realizar la prueba
correspondiente. Las dosis evaluadas en los diferentes modelos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Dosis del extracto acuoso de toronjil de monte evaluadas

Modelo Dosis (mg/kg)

DLs 10 100 1000 1600 2900 5000
Platina caliente 10 100 500 1000 1500 -
Luz/oscuridad 1 10 50 100 - -
Campo abierto 1 10 50 100 - -

Hole-board 1 5 10 100 - -
Epilepsia 10 100 500 1000 1500 -

Los grupos de animales que se utilizaron como control, recibieron el mismo
tratamiento, s6lo que Unicamente recibieron el vehiculo (solucion salina al 0.9 %). En todos
los modelos se utilizd un grupo de referencia o control positivo; para los modelos de
ansiedad, sedacion y epilepsia se utilizé diazepam (0.5, 1, y 2 mg/kg, marca Roche), y en el
modelo de analgesia se empleo ketorolaco (10, 20 y 30 mg/kg, marca sigma) como control
positivo, en ambos casos el tiempo de latencia de administracion fue de 30 min.

4.3.3. Efectos toxicos generales

La toxicidad aguda del extracto fue evaluada, de acuerdo a una variacion del método
de Lorke,25 mediante la determinacion de su dosis letal media como indice de toxicidad. En
una primera etapa, tres grupos de tres animales cada uno fueron administrados a 10, 100 y

1000 mg/kg del extracto, respectivamente. Posterior a la administracion, los animales
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fueron observados cuidadosamente durante el transcurso de 1 hora y después cada 12 horas
durante 7 dias. Se registraron los efectos toxicos generales y el nimero de muertes para
cada grupo. En una segunda etapa se emplearon grupos de tres animales den =4, 5y 6, los
cuales fueron administrados con 1600, 2900 y 5000 mg/kg, respectivamente, y se
mantuvieron en observacion de la misma forma que los animales de la primera etapa del
experimento. Se registr6 el nimero de muertes, asi como la presencia de signos de
toxicidad generales.

4.3.4. Modelo luz-oscuridad “black & white” para evaluacion de la actividad
ansiolitica.*®

Se utilizé una caja de acrilico de 44 x 21 x 21 cm, en la cual un tercio de la caja se
encontraba completamente oscura mientras que los otros dos tercios estaban iluminados
con un ldmpara de luz fluorescente (560 luxes), las zonas se encontraban divididas por una
pared de madera, con una abertura de 13 x 15 cm, a través de la cual el sujeto
experimental tenia libre paso. La prueba dur6 10 min. Al inicio de la prueba, el animal se
colocd en el centro de la zona iluminada, se registrd el numero de transiciones que realizd
de un compartimiento a otro. Entre cada ensayo la caja se limpié cuidadosamente usando
una solucion de EtOH al 1 % y NH4ClI al 2 %. Un aumento en esta variable con respecto al
control, sin modificacion de la actividad locomotriz, se consider6 como un efecto
ansiolitico. Los resultados fueron expresados como numero de transiciones/10 min.
Inmediatamente, después de la prueba de luz/oscuridad se evaluo la actividad locomotriz

para descartar efectos inespecificos del extracto.
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4.3.5. Modelo campo abierto para la evaluacion de la actividad locomotriz

La evaluacion de la actividad locomotriz se realizé en una caja de 43 por 36 por
19 cm, dividida en seis cuadrantes simétricos. El sujeto experimental se coloc6 en la caja 'y
el nimero de cruces que realizo el animal fue registrado durante un periodo de 5 min.
Después de cada prueba, la caja se limpio cuidadosamente. Los resultados se expresan
como cuentas/5 minutos.

4.3.6. Modelo de induccion quimica de convulsiones para la evaluacion de la
actividad anticonvulsiva.”’

Los animales fueron administrados con diferentes dosis del extracto y una hora
después fueron administrados con PTZ (90 mg/kg, Aldrich) como inductor de
convulsiones, después de la administracion, los animales fueron colocados individualmente
en cajas con aserrin, y fueron observados cuidadosamente hasta su total recuperacion o
muerte. Se registraron: el tiempo de latencia de la primera crisis; (como el tiempo
transcurrido entre la administraciéon de PTZ a la aparicion de la primera crisis), el namero
de mioclonias, el tiempo de latencia de la crisis tonica (considerada como el estiramiento
sostenido del raton), y el tiempo de muerte (cuando esto sucedid). Una disminucion en el
numero de crisis, el aumento en el tiempo de latencia de crisis o una disminucion en el
porcentaje de muerte se consideré como un efecto anticonvulsivo.

4.3.7. Modelo platina caliente para la evaluacion de la actividad nociceptiva.28

La actividad antinociceptiva se evalud utilizando una platina a 53.3 °C, en la cual,
se colocod el sujeto experimental en el centro, y se registro la latencia y el nimero de
flexiones de alguna de las patas posteriores y el nimero de lamidas de las mismas. La

prueba duré 50 segundos, al término de la cual se retiro el animal y se limpid
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cuidadosamente la platina. Un aumento en el tiempo de latencia de flexiones y lamidas, y
una disminucion en el nimero de flexiones y lamidas con respecto al control, fue
considerado como un efecto antinociceptivo. Debido a que las respuestas de los sujetos
experimentales ante el estimulo térmico suponia un movimiento de las patas traseras, se
realizd la prueba de campo abierto para descartar que la falta de respuesta tras el
tratamiento se debiera a un efecto sedante o inespecifico y no a un efecto antinociceptivo.

4.3.8. Modelo de tablero con perforaciones “Hole-Board” para la evaluacion de
la actividad sedante.”

La prueba consiste en un tablero de 60 por 30 cm con paredes de acrilico de 15 cm
de altura, el cual estd dividido en 10 cuadrantes simétricos de 12 por 15 cm y tiene 4
perforaciones equidistantes de 2 cm de diametro. La prueba se realiz6 en condiciones de
ciclo de luz invertido. El sujeto experimental se coloco en el centro del tablero y se observo
la conducta exploratoria durante 5 minutos, se registré el numero de paradas considerado
como el nimero de veces que el animal se sostuvo sobre las patas traseras, el niumero de
cuentas fue registrado cada vez que el animal cruzaba de un cuadrante a otro, el numero de
asomadas como el numero de veces que el animal explord algunas de las perforaciones, el
tiempo de latencia de la primera exploracion considerado como el tiempo que el animal
tarda en asomarse por vez primera en cualquiera de las perforaciones, y el tiempo de
exploracion considerado como el tiempo que el animal mantuvo 1/3 de la cabeza en
cualquier perforacion. El tablero se limpido previo al inicio de cada ensayo. Una
disminucién en el tiempo de latencia de exploracion y el aumento en el tiempo de
asomadas, sin modificar la actividad locomotriz, con respecto al control se consideré6 como

un efecto ansiolitico. Mientras que un aumento en el tiempo de latencia de exploracion y la
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disminucién en el tiempo de asomadas y actividad locomotriz se considerd como un efecto
sedante.
4.3.9. Estadistica
Los resultados fueron expresados como la media + el error estindar medio, de

grupos de 8 a 10 ratones. La comparacion entre los grupos experimentales y los grupos
control se realiz6 mediante el analisis de varianza de una sola via de Kruskal-Wallis,
seguido de la prueba pareada de Mann-Whitney. (p*< 0.05, p**< 0.01 y p***< 0.001).
Todos los analisis estadisticos y graficos se realizaron en el programa Sigmastat 2.0 y
Excel, respectivamente.

4.4 Estudio fitoquimico

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Johns, utilizando un
termometro Kane-M y no fueron corregidos.
Se usaron cromatofolios Macherey-Nagel para la cromatografia en capa fina, usando como
revelador una solucion de sulfato cérico al 1 % en acido sulfurico 2N.
Los espectros de masas fueron determinados en un espectrometro de masas JEOL J MS-
AX505HA, mediante la técnica de Impacto Electronico a 70 eV.
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear fueron determinados en instrumentos:
Varian Unity 300.
Los desplazamientos quimicos de los espectros RMN 'H estdn en ppm con respecto al
TMS, y los de RMN *C (75 ppm). Las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz.
Todos los espectros de RMN y masas fueron adquiridos en el Instituto de Quimica, de la
UNAM.
Para las cromatografias relampago se utilizo silica gel de malla 230-400 (J. T. Baker) y

para las cromatografias al vacio se utilizo silica gel para cromatografia en placa.
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4.4.1. Diagrama de trabajo.30
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!

Partes aéreas secas y molidas ||

l
l

Extracto

1) Maceracion en disolventes orgénicos

2) Evaporacion a presion reducida

l

Extracto

Extracto

hexano eOH
Aislamiento y
Purificacion
cc, ¢ev, ccf,

recristalizacion, etc.

I

Flucidacion
estructural
RMN 'H, “C, EM

Figura 13. Diagrama de trabajo del estudio fitoquimico de toronjil de monte.

Obtencion de los extractos

La extraccion se realizd a partir de 100 g de toronjil de monte usando hexano,
acetato de etilo y metanol, sucesivamente. La extraccién se llevo a cabo a temperatura
ambiente durante un periodo de una semana cada uno, el disolvente se filtro y se evapor6 a
presion reducida, obteniéndose 3.65 g (3.65 %) de extracto de hexano, 8.5 g (8.5 %) de

extracto de acetato de etilo 'y 9.6 g (9.6 %) de extracto de metanol.
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Los extractos fueron trabajados por separado y separados en sus componentes mediante el
empleo de cromatografia en columna al vacio con Silice (60 G Merck) en proporcion de 35
veces en peso con respecto al extracto, se utiliz6 como eluyente hexano, mezclas de
hexano-acetato de etilo de polaridad creciente, acetato de etilo, mezclas de acetato de etilo-
metanol de polaridad creciente, y metanol.

Extracto de hexano

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (10/90) se obtuvo -sitosterol, (10
mg, 0.01 %) como un soélido blanco cristalino con un pf = 133-135 °C, (pf = 139-140 °C
descrito).’!
De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislo acido ursélico (25 mg, 0.025
%) como un s6lido amorfo blanco, con un pf = 267-269 °C. (pf = 284-285 °C descrito).*’
Ambos productos fueron identificados mediante la comparacion de sus datos
espectroscopicos con los descritos en la literatura.
De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (40/60) se obtuvo, mediante recristalizacion,
en un sistema de AcOEt/hexano, una mezcla de 5,8-dihidroxi-6, 7, 4'- trimetoxiflavona,
como un soélido cristalino amarillo (54 mg, 0.054 %), esta mezcla fue reunida con las
fracciones eluidas con hexano/ AcOEt (60/40) del extracto de AcOEt.

Extracto de Acetato de Etilo

Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (60/40) se reunieron y se
recromatografiaron en una columna relampago®® de 1 cm de didmetro y 10 cm de altura
empacada con silice (malla 230-400) utilizando como eluyente una mezcla de
CHCI13/MeOH al 0.1 %, de esta cromatografia se aislaron 15 mg (0.015 %) de 5,8-

dihidroxi-6,7,4’- trimetoxiflavona, como un soélido cristalino amarillo, con punto de
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fusion 270-274 °C. (pf = 199-200 °C descrito).”” A continuaciéon se describen sus
caracteristicas espectroscopicas. (Figura 15y 16).

EM: IE m/z 344 [M ] (90) (CisH,607), 327 [M"-17] (100), 210 (25). (Espectrol)

RMN 'H (CDCls;, 300MHz), 8(ppm), (f, multiplicidad, J, asignacién): 12.65 (s, H-5) y 9.6
(s, H-8), 7.85 y 6.99 (4H, sistema AA’BB’, J= 8.7, H-2’ y H-6’, H-3" y H-5"), 6.6 (1H, s,
H-3), 4.10, 3.97, y 3.94, (3H, s, 6-OCHj3;, 7-OCHj3;, y 4’-OCH3;, sefales intercambiables).
(Espectro 2).

RMN "°C (CDCl;, 75MHz), 8(ppm), (asignacion): 159.1 (C-5), 149.5, 128.0 (C-2’ y C-6"),
116.2 (C-3° y C-5), 103.8 (C-2), 62.1, 61.1, 56.1. (-OCHj3;, C-6, C,7 y C-8, senales
intercambiables) (Espectro 3).

Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (60/40) se reunieron y se
recromatografiaron en una columna relampago de 1 cm de didmetro y 10 cm de altura
empacada con silice (malla 230-400) utilizando como eluyente una mezcla de
cloroformo/metanol al 0.1 %, de esta cromatografia se aislaron 98.4 mg. (0.098 %) de 5-
hidroxi-6,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona o S-desmetoxinobiletina,34 como un solido
cristalino amarillo, con pf=177-178 °C.

(pf = 145-146 °C).%

EM: IE m/z (abundancia relativa) 388 [M'] (55) (Ca0H200s), 373 [M'-15] (95), 211 (15),
119 (5), 85 (100). (Espectro 4)

RMN 'H (CDCl;, 300MHz), 8(ppm), (f, multiplicidad, J, asignacion): 7.60, (1H, dd, J =
8.4,2.1, H-6"), 742 (1H, d, J = 2.1, H-2’), 7.01 (1H, d, J = 8.7, H-5"), 6.63 (1H, s, H-3),
4.12, 4.00, 3.99, 3.98, 3.97 (3H, s, 6-OCH3, 7-OCH3 , 8-OCH3, 3°-OCH3, 4’-OCH3 . (sefiales

intercambiables) (Espectro 5)
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RMN "*C (CDCls, 75MHz), 8(ppm), (asignacion): 182.9 (C-4 carbonilo), 163.93 (C-2) y
62.07,61.72,61.13, 56.13, 56.02, (correspondientes a 5 —OCH3)) (Espectro 6).

Las fracciones eluidas con AcOEt /MeOH (80/20) se reunieron y se separaron por
medio de cromatografia de capa preparativa, utilizando, como medio de elusidon una mezcla
de hexano/cloruro de metileno/metanol (20/60/20), de la cual se aislaron 116 mg (0.116 %)
de neoponcirina como un sélido blanco, con punto de fusion de 256 °C (pf = 210-212 °C
descrito).*

EM: IE m/z 594 [M ] (C23H34014) no se observa la sefial en el espectro, 286 (34), 256 (38),
245 (15), 134. (Espectro 7).

RMN 'H (DMSO, 300MHz), 8(ppm), (f, multiplicidad, J, asignacion): 12.01, (1H, s, 5-
OH), 7.46, 6.97 (4H, sistema AA’BB’, J=8.7, H-2’ y H-6’, H-3’ y H-5"), 6.12 (2H, s, 6-
H, 8-H), 5.56 (1H, dd, H-2), 4.96 (J = 7.2, anomérico de glucosa), 4.50 (anomérico de
ramnosa) (Espectro 8).

RMN "“*C (DMSO, 75 MHz), 8(ppm), (asignacién): 196.99 (C-4 carbonilo), 165.1 (C-5),
162.97, 162.52, 159.47, (C-9, C-10, C-1") senales intercambiables,159 (C-4), 128.4 (C-2’,
C-6°), 113.87 (C-3°, C-5°), 103.2 (anomérico de ramnosa), 100.5 (anomérico de glucosa),
96.4 (C-6), 95.4 (C-8), 78.2 (C-2), regiéon de 76.2 a 65.9 (C-O, de glucosa y ramnosa), 55.1
(-OCH»), 41.8 (C-3), 17.76 (-CH3 de la ramnosa), (Espectro 11).

Las fracciones eluidas con AcOEt /metanol (80/20) se reunieron y se separaron por
medio de cromatografia de capa preparativa, utilizando como medio de elusion una mezcla
de hexano/cloruro de metileno/metanol (20/60/20), de la cual se aislo hesperidina (10 mg,
0.01 %)*’, como un sélido blanco, cuyo punto de fusion fue superior a los 280 °C (pf =

257-260 °C descrito).*®
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EM: IE m/z 610 [M'] (Cy3H34015), no se observa en el espectro 286 (80), 134 (100)
(Espectro 12)
RMN 'H (DMSO, 300 MHz), 8(ppm), (f, multiplicidad, J, asignacién): 7.45 (2H, dd, J =9,
2.4,H-6’y H-2"),6.97 (2H, d, J= 7.8, H-5"), 6.1 (2H, s ancho, H-6, H-8), 5.56 (1H, dt, J =
12.6, 3.3, H-2), 4.96 (1H, m, J = 7.2, H-1 anomérico de glucosa), 4.51 (1H, s ancha, H-1
anomérico de ramnosa), 2.78 (1H, m, J=18.3, 3.3, H-3 eq), 1.091 (3H, dd, /= 6.3, 1.5,
-CH3; de la ramnosa) (Espectro 13).
RMN "*C (DMSO, 75 MHz), & (ppm), (asignacion): 196.85 (C-4 carbonilo), 165.02 C-5,
162.9 C-3’,162.5 C-9, 159.39 C-4’, 130.29 C-1°, 128.32 y 128.14 (C-2’ y C-6’), 113.87 C-
10, 98.95 96.49, 95.35 (C-6,C-7 y C-8, senales intercambiables), 78.19 C-2, de 76.22 a
68.22 (C base de oxigeno correspondientes a la glucosa y ramnosa), 55.12 (-OCHs), 17.73
(-CHj; de la ramnosa) (Espectro 14).

Extracto de metanol

Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (80/20) se reunieron ya que mostraron el
mismo perfil cromatografico en ccf. De igual forma, se compar6 su perfil cromatografico
con la fraccion eluida con hexano/AcOEt (60/40) del extracto de acetato de etilo y con la
fraccion eluida con hexano/AcOEt (40/60) del extracto de hexano, las cuales presentaron el
mismo perfil en ccf'y se trabajaron de la misma forma.
De las fracciones eluidas con AcOEt/MeOH (80/20) se obtuvo un solido amorfo blanco,
obteniéndose 2516 mg (2.516 %). Mediante el andlisis en ccf usando como medio de
elusion una mezcla de hexano/CH,Cl,/MeOH (20/60/20), se observd que el solido esta
constituido por una mezcla de tres metabolitos de tipo flavonoide, de acuerdo a su perfil

mostrado se identificaron como neoponcirina, hesperidina, y el ultimo se determind como
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naringenina'® por medio de cromatografia en capa fina comparado con una muestra
auténtica.
Por ultimo, en las Tablas 1 y 2 se resumen las caracteristicas espectroscopicas de los

metabolitos aislados.
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Tabla 3. Datos de RMN 'H para los flavonoides aislados

H 8-hidroxisalvigenina 5-desmetoxinobiletina neoponcirina hesperidina
5.56 dt

2 ) ) 3-36.dd (J=12.6,3.3)
2.78 m

3 6.6s 6.63 s - (J=183,3.3)

> 12.65 s - - -

6 - - 6.12 s 6.1*% s

8

9.6s - 6.12 s 6.1*% s
, _ _ 7.46y 6.97 _
2 7.81y6.99 (dd, ] =8.7) 742d(J=2.1) (dd, T =8.7) 7.45dd (J=9,24)
R _ ) 7.46y 6.97 )
3 7.81y6.99 (dd, J =8.7) (dd, = 8.7)
R _ _ 7.46y 6.97 _
5 7.81y6.99 (dd, J =8.7) 7.01d(J=28.7) (dd, J = 8.7) 6.97d(J=17.8)
R _ _ 7.46y 6.97 _

6 7.81y6.99(dd,J=8.7) @ 7.60dd (J=84,2.1) (dd, T=8.7) 7.45dd(J=9,24)
6-OCH; 4.10 s* 4.12% - -
7-OCH; 3.97 s* 4.00* - -
8-OCHj; ) 3 99 ) )
3-0CH; - 3.98* - -
4-OCH; 3.94 s* 3.97* - -

>-OH - - 12.01 s -
Anoméric
ode - - 496 (J=17.2) 496m (J=17.2)
glucosa
Anoméric
ode - - 4.50 4.51s
ramnosa
-CHsde la 1.091 dd
ramnosa ) ) ) (J=63,1.5)

*sefiales intercambiables
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Tabla 4. Datos de RMN '*C para los flavonoides aislados

C 8- R . . -
hidroxisalvigenina 5-desmetoxinobiletina neoponcirina | hesperidina
2 103.8 163.93 78.2 78.19
3 - - 41.8 -
4 - 182.9 196.99 196.85
> 159.1 - 165.1 165.02
6 - - 96.4 98.95%*
7 - - - 96.49%*
8
- - 95.4 95.35%
9
- - 162.97 162.5
10 - - 162.52 113.87
! - - 159.47 130.29
2 128.0%* - 128.4 128.32
3 116.2%* - 113.87 162.9
4 - - 159 159.39
5’
116.2%* - 113.87
6 128.0%* - 128.4 128.14
-OCH; 62.1,61.1, 56.1 62.07,61.72,61.13, 56.13, 55.1 55.12
56.02
Anoné}elrlico de i ) 100.5 )
Anonllielf;co de i ) 103.2 )
C-Ode Gluy 76.22-
Rha - - 76.2-65.9 68.22
- CH; de Rha - - 17.76 17.73

*sefiales intercambiables
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

La toxicidad de sustancias o extractos potencialmente activos es importante debido
a que nos permite diferenciar entre un efecto bioldgico verdadero de un efecto observado en
consecuencia de la toxicidad generada por la sustancia, por lo que previo a la evaluacion
farmacologica del extracto acuoso de Satureja mexicana, se realizd la evaluacion de la
toxicidad aguda mediante la determinacion de la DLsy. En esta evaluacion unicamente a la
dosis de 2900 mg/kg ocurrio la muerte de los sujetos experimentales, por lo cual la DLsg, se
determiné como la media geométrica de las dosis a las cuales se produjo 0 y 100 % de
muerte, siendo esta 2159 mg/kg, por lo que el extracto acuoso de toronjil de monte puede
ser considerado como ligeramente toxico, segiin el método de Lorke.**

Los modelos de conducta animal son una buena herramienta para la evaluacion
farmacologica de nuevos farmacos o principios activos, para el tratamiento de trastornos
que afectan el SNC como la ansiedad, la epilepsia y los trastornos del suefio, brindando una
buena aproximacion de los efectos que ejercen, asi como, los posibles efectos colaterales.
El extracto acuoso del toronjil de monte (EATM) fue evaluado en el modelo de dolor agudo
de la platina caliente, en el cual se evaluaron las respuestas especificas evocadas por un
estimulo térmico. La Figura 14 ilustra que el EATM produce una disminucion en el nimero
de flexiones a medida que aumenta la dosis, la cual es estadisticamente significativa,
unicamente a las dosis de 500 mg/kg (H = 26.1, gl =8, P=0.0010). El nimero de lamidas
se reduce en todos los casos de una manera dependiente de la dosis, (H =22.5, gl =8, P =
0.0004), con respecto al control. También, en la Figura 15 se ilustra un aumento en el
tiempo de latencia tanto de lamidas como de flexiones dependiente de la dosis (H = 32.8, gl
=8, P =0.0001). Estos resultados muestran que el EATM ejerce un efecto antinociceptivo

en los animales de prueba. Resulta importante mencionar que en el EATM se detectod
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mediante CLAR, la presencia de hesperidina, este metabolito fue uno de los constituyentes

mayoritarios de naturaleza flavonoide obtenido de los extractos organicos del toronjil de

monte, de los cuales ha sido descrito en la literatura su actividad analgésica, 2 por lo que

probablemente estos sean responsables de los efectos observados para EATM.

Olamidas
flexiones

Numero de lamidas y flexiones
12 -
Z 10 -
E 8 8 1 *kk o *kk
% IE 6 i *kk k&
s 3
C = 4 4 *kk
0 : : .
control ™10 TM100 TM500 TM1000  TM1500
tratamiento dosis (mg/kg)
Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Flexiones/50s | Lamidas/ 50 s
Control 0 8.62 = (0.844 7.92 = 0.836
TM10 10 10.56 = 0.729 [4.67 £ (0.943%**
TM100 100 7.63 £0.706 |[3.78 £ 0.813%**
TMS500 500 4.56 = 0.444%** | 34 + (.653%**
TM1000 1000 6.88 £ 1.187 |[1.63 £ (.885%**
TM1500 1500 6.3 +1.146 2.7 = 1.075%**

Figura 14. Evaluacion del efecto analgésico de EATM en el modelo de platina caliente
*** diferencia estadistica p <0.001
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Latencia de lamidas y flexiones

1 A Fkk
0.8 4
g Fkk
% 06 1 . bl w  |Olamidas
g 0.4 il ko @ flexiones
0 T T T T T 1

control TM10 TM100 TM500  TM1000 TM1500

tratamiento dosis (mg/kg)

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Latencia Flexiones (min) | Latencia Lamidas (min)
Control 0 0.302 = 0.884 0.235 +0.836
T™M10 10 0.520+ 0.729%%** 0.317 £0.943
T™M100 100 0.476 = 0.706*** 0.321 = 0.813%**
TMS500 500 0.558 = 0.444%** 0.391 = 0.653***
TM1000 1000 0.777+ 1.187*** 0.446 = 0.885%**
TM1500 1500 0.778 = 1.146*** 0.381 = 1.075%**

Figura 15. Evaluacion del efecto analgésico de EATM en el modelo platina caliente
*** diferencia estadistica p <0.001

El efecto ansiolitico del EATM se evalud en el modelo de conducta animal de luz-
oscuridad, el cual se basa en la conducta normal de los roedores a explorar zonas
desconocidas y evitar estimulos que les resulten hostiles, como el provocado por una fuente

de luz, descrito por Crawley en 1981.%°

El EATM produce una disminucién en el nimero
de transiciones de un compartimiento a otro de manera dependiente de la dosis (H = 80.9,
gl =9, P=0.0001; Figura 16), asi mismo ejerce una disminucién en la actividad locomotriz
de los animales de prueba (Figura 17). Los resultados fueron contrastados con lo observado

con la administracion de diazepam (DZ), un ansiolitico empleado en la clinica, el cual

produce un aumento en el nimero de transiciones sin afectar la actividad locomotriz, lo
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cual es considerado en este modelo como un efecto ansiolitico del DZ. Estos resultados

indican que en este modelo el EATM ejerce un efecto inespecifico, no observandose un

efecto ansiolitico a las dosis probadas.

numero de transiciones

NUmero de transiciones en el modelo de luz-oscuridad

50 - >
) |_X—‘ |_}‘
control DZO.5 TM10  TM50 TM100 TM500 TM1000
tratamiento dosis (mg/kg)

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Nimero de transiciones/10 min.
Control 0 26.2 +5.922
DZ 0.5 0.5 33.3 = 6.129%**
DZ 1 1 39.5 £ 9.846%***
™ 1 1 29.20 +9.438
™ 10 10 29.0 £ 11.785
T™ 50 50 19.37 + 5.397***
™ 100 100 7.8 = 3.4%%*
T™ 500 500 3.11 = 1.39%%**
T™ 1000 1000 0.2 = (.2%**

Figura 16. Evaluacion del efecto ansiolitico de EATM en el modelo de luz-oscuridad.

*** diferencia estadistica p <0.001
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Numero de cuentas en campo abierto

80 -

70 - B
S M
40 -

30 -

20 -
1 0 1 ’%‘ *kk
0 : : : : : : —=

control DZ 0.5 DZ1 ™5 ™10 T™M 50 TM100 TM1000

numero de cuentas

Tratamiento dosis (mg/kg)

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Numero de cuentas/ 5 min

control 0 58.25 £ 5.331
DZ 0.5 0.5 57.75 £ 5.47
Dz 1 1 63.63 = 7.95
™ 5 5 71.71 = 2.41
™ 10 10 63.63+4.11
T™ 50 50 51.53 £7.62

™ 100 100 14.50 = 4.74%**

T™ 1000 1000 2.13 = 0.76%**

Figura 17.. Evaluacion de la actividad locomotriz de EATM en el modelo de campo abierto.
*** diferencia estadistica p <0.001

La actividad ansiolitica y/o sedante fue evaluada en el modelo Hole-board el cual esta
basado en la conducta normal de los ratones a explorar su entorno. EI modelo nos provee
medidas independientes de actividad motora y exploracion.

Como se muestra en la Figura 18 el EATM produjo una disminucion en el nimero de
cuentas (H =28.4, gl =7, P =0.0002) y paradas (H = 39.1, gl =7, P = 0.0001) de manera
dosis dependiente de los sujetos experimentales con respecto al grupo control. Este
comportamiento es similar al observado para DZ a la dosis en que ejerce un efecto sedante
en este modelo (2.0 mg/kg). La Figura 19 ilustra que, inicamente a la dosis de 10 mg/kg de

EATM produce un aumento en el tiempo de asomadas para la (H = 27.2, gl =7, P =
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0.0003), de forma similar al efecto producido por DZ 2.0 mg/kg. Mientras que a dosis
superiores a 10 mg/kg produjo una disminucion de la actividad locomotriz son provocar
cambios significativos en el nimero ni tiempo de asomadas, por lo anterior, en este modelo,
el EATM, no ejerce un efecto sedante, aunque la disminucion producida por el EATM en el
numero de transiciones y paradas indican un probable efecto de relajacion muscular. Sin

embargo, es necesario evaluar el EATM en un modelo especifico para este efecto.

Numero de cuentas y paradas en el modelo hole-board
100

Lok

control T™10 TM100

tratamiento dosis (mg/kg)

nimero de evento

OCUENTAS @ PARADAS

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Numero de cuentas | Numero de paradas
Control 0 89.4 +2.51 21.63 £5.76
DZ 2 2 65.0 £ 4.62%*** 3.38 £ 1.19%**
™ 1 1 84.9 +5.79 15.63 = 3.74%**
™ 5 5 78.0 + 3.0%** 16.63 = 7.69
™ 10 10 79.7 £ 2.97*** 11.75 = 4.27%%*
T™ 100 100 58.8 £ 3.97%** 1.75 £ 2.31%**

Figura 18. Evaluacion del efecto ansiolitico y/o sedante de EATM en el modelo “Hole-board”.
*** diferencia estadistica p <0.001
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Tiempo de asomadas en hole-board

g e
S 09 ek
£ T T
S _0.6
8 E T J_ T I J' T
2 =03 1 i L
(=]
(=3
g O T T T T T T 1
= CONTROL DZ2 ™1 TM5 T™M10 TM100
tratamiento dosis (mg/kg)
OTIEMPO ASOMADAS

Tratamiento | Dosis (mg/kg) | Tiempo asomadas (min)
Control 0 0.449 £ 0.12
DZ?2 2 0.578 = 0.17*%*
™ 1 1 0.392 +0.19
™ 5 5 0.511 =0.08
™ 10 10 0.621 = 0.13%*%*
™ 100 100 0.393 = 0.06

Figura 19. Evaluacion del efecto ansiolitico y/o sedante de EATM en el modelo “Hole-board”.
*** diferencia estadistica p <0.001

El efecto anticonvulsivo de EATM fue evaluado en el modelo de induccion de
convulsiones por PTZ. Como se observa en la Figura 20, el EATM produjo un aumento en
el tiempo de latencia de crisis tonicas con respecto al grupo control para las dosis de 10,
100, y 1500 mg/kg (H = 14.5, gl = 4, P = 0.0059), también se observa un aumento en el
tiempo de latencia de las mioclonias a las dosis de 1000 y 1500 mg/kg (H=25.1, gl =6, P
= 0.0003), y el tiempo de latencia de crisis clonicas (H = 27.6, gl = 6, P = 0.0001). Sin
embargo, el EATM no produjo cambios en el nimero de mioclonias ni tonicas tal y como
se observa en la Figura 21. Estos resultados muestran que el EATM posee un efecto

protector a las convulsiones inducidas por PTZ.
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Evaluacion del efecto anticonvulsivo usando PTZ 90 mg/kg

20 -
N 15 1
£
8 10 A
B 5 |
O . |
control DZ05 DZ1 ™10 TM100 TM1000 TM1500
tratamiento dosis (mg/kQ)
||:|MIOCLONIAS CICLONICAS F1TONICAS |
Tratamiento | Dosis (mg/kg)| mioclonias clonicas Tonicas
Control 0 0.68 = 0.04 0.86 = 0.85 4.5+1.29
DZ 0.5 0.5 0.89 = 0.04*** | 2.96 + 2.96%** -
DZ 1 1 2.20 = 0.67*** | 3.45 + 3.45%** -
™™ 10 10 0.80 £ 0.03 0.94 +0.94 |14.23 = 3.26%**
™™ 100 100 0.75 £0.10 1.02 +1.02 |13.57 = 1.76***
T™ 1000 1000 1.27 £ 0.25%** 2,66 = 2.66%** | 554 +1.13
T™M 1500 1500 1.06 = 0.10%** | 1.42 + 1.42%** | 12,88 + 3.02%**

PTZ 90 mg/kg.

*** diferencia estadistica p <0.001

Figura 20. Evaluacion del efecto anticonvulsivo de EATM en el modelo de induccion de convulsiones por

43



numero de crisis

Evaluacion del efecto anticonvulsivo

O mioclonias

Eltonicas

9 -

8 4

7 4

6 A

5 4

4

3 4

2

14

0 .

control  DZ05 T™MIO  TVI00  TMI000  TMIS00
tratamiento dosis (mg/kg)
Tratamiento | Dosis (mg/kg)| mioclonias Tonicas
Control 0 6.9 +1.19 3.45+0.57
DZ 0.5 0.5 3.4 +£0.43%*%* | 1.86 = 0.26%**
Dz 1 1 3.11 £0.63***| 1.0 = Q***

™ 10 10 3.0 £ 0.27%** 3.0+0.27
TM100 100 525+0.45 | 5.5+0.53%**
T™M1000 1000 4.63 £0.78 |3.62 = 0.56***
TM1500 1500 7.25 £ 0.84%** | 5,12 + 0.95%**

Figura 21. Evaluacion del efecto anticonvulsivo de EATM en el modelo de induccion de

convulsiones por PTZ 90 mg/kg.

*** diferencia estadistica p <0.001
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Estudio fitoquimico

Los extractos orgéanicos fueron obtenidos a partir de 100 g de toronjil de monte,
utilizando hexano, acetato de etilo, y metanol sucesivamente, mediante el proceso de
evaporacion se obtuvieron 3.65 g (3.65 %) de extracto de hexano, 8.5 g (8.5 %) de extracto
de acetato de etilo y 9.6 g (9.6 %) de extracto de metanol, los cuales fueron trabajados por
separado.

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (10/90) se logré aislar por
recristalizacion, (-sitosterol, (10 mg, 0.01 %) como un solido blanco cristalino. De las
fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislo acido ursolico (25 mg, 0.025 %)
como un solido amorfo blanco. Ambos productos fueron identificados mediante la
comparacion de sus datos espectroscopicos con los descritos en la literatura.

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (40/60) se obtuvo, mediante
recristalizacion en un sistema de AcOEt/hexano, un so6lido cristalino amarillo (54 mg, 0.054
%), el cual resultd ser una mezcla de dos productos. Esta mezcla se reunidé con las
fracciones eluidas con hexano/ AcOEt (60/40) del extracto de AcOEt por mostrar el mismo
perfil de ccf'y fueron separadas mediante una columna reldmpago utilizando como eluyente
una mezcla de CHCI3/MeOH al 0.1 %, de esta cromatografia se aislaron 15 mg (0.015 %)
de un solido cristalino amarillo con punto de fusion 270-274 °C, el cual fue identificado
como 5,8-dihidr0xi-6,7,4'-trimetoxiﬂavona3 1, de acuerdo a sus caracteristicas
espectroscopicas.

En el espectro de masas obtenido por IE, se observa una sefial para el ion molecular,

(M") a m/z 344 que corresponde a una formula C;sH;c07 (Espectro 1).
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En el espectro de RMN 'H (Espectro 2) se observan dos sefiales simples anchas que
intercambian con D,O en 12.65 y 9.6 ppm, la primera se asigna al proton del hidroxilo
unido al C-5, que esta formando un puente de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo en
C-4, la segunda corresponde al proton de un grupo hidroxilo unido al C-8.

En la zona de protones sp’, se observan dos sefiales simétricas a 7.81 y 6.99 ppm, cada una
integra para dos protones y corresponden a una sustituciéon aromatica 1,4 correspondiente al
anillo B de un sistema de tipo flavonoide, Estas sefiales corresponden a un sistema de
acoplamiento AA'BB’, caracteristico de este tipo de productos, y se asigna a los protones
H-2", H-6" y H-3", H5’, también se observa una sefial simple que integra para un proton en
6.6 ppm, y se asigna al proton vinilico en posicion a al grupo carbonilo del anillo C (H-3),
en 4.10, 3.97, y 3.94 ppm, se observan sefiales simples que corresponden a 3 grupos
metoxilos, uno de los cuales se asigna esta unido al C-4’, del anillo B, y los dos restantes
unidos al C-6 y C-7, lo cual esta de acuerdo con la sefal observada en el espectro de masa ,
correspondiente al fragmento a m/z = 210, producto de una fragmentacion tipo Retro Diels
Alders, caracteristica de metabolitos de tipo flavona, del cual también se deduce que la
posicion C-3 no esta sustituida, por lo que el C-8 esta sustituido por un grupo hidroxilo. En
el espectro de RMN "°C (Espectro 3), se observa una sefial a 159.1 ppm asignado al C-5,
dos sefiales a 128.0 y 116.2ppm, la primera asignada a los C-2" y C-6", y la otra
corresponde a los C-3" y 5', una sefial a 103.8 ppm asignada a C-2, adicionalmente se
observan tres sefales a 62.1, 61.1 y 56.1 ppm correspondientes a tres grupos metoxilo. Las
caracteristicas espectroscopicas antes descritas estan de acuerdo con las descritas en la
literatura para la 5,8-dihidroxi-4’, 6, 7- trimetoxiflavona, la cual recibe el nombre trivial

de 8-hidroxisalvigenina, para indicar que esta puede provenir biogenéticamente de la
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hidroxilacion en la posicion C-8 de la salvigenina. Este producto se ha descrito en algunas
especies del género Ocimun, Nepeta 'y Satureja.’">*

De esta misma columna se aislaron 98.4 mg (0.098 %), de un solido cristalino
amarillo, con pf=177-178 °C identificado como la 5-hidroxi-6,7,8,3’,4’-
pentametoxiflavona, cuyos datos espectroscopicos se describen a continuacion.’” En el
espectro de masas obtenido por IE, se observa una sefial para un ion molecular, M" a m/z
388, que corresponde a una formula CyH,0Os (Espectro 4), y una sefial a m/z =373 (M'-15
uma). El espectro de RMN 'H (Espectro 5) muestra un sistema de sefiales caracteristico de
un nucleo de flavona, en el cual se observa una sefial simple que intercambian con D,0 en
12.5 ppm asignada al proton del hidroxilo unido al C-5 que se encuentra quelatado, esto es,
un protén que interacciona electrostaticamente con el atomo de oxigeno del grupo carbonilo
vecino (C-4), causando una disminucién de densidad electronica en el entorno del proton
del hidroxilo y originando un efecto de desproteccion sobre el mismo, desplazando el
protén a campo bajo. Este carbono se observa como una sefial a 182.9 ppm en el espectro
de RMN "*C (Espectro 6). En la region de los protones aromaticos, se observa un sistema
doble de doble que integra para dos protones y corresponden a los 6’-H (J=8.4,2.1) y 2’-
H (J=2.1) a 7.6 y 7.42 ppm, respectivamente; una sefial doble con una constante de
acoplamiento de 8.7, asignada al protén en la posicion C-5°, este grupo de sefiales
corresponde a un sistema de sustitucion ABX caracteristico del anillo B de una flavona. Las
posiciones C-4" y C-3" estan sustituidas por dos de los cinco grupos metoxilos que se
encuentran a campo bajo a 4.12, 4.00, 3.99, 3.98 y 3.97 ppm los cuales se observan como
sefiales simples. Esta sustitucion se confirma por el fragmento a m/z =163 que se observa
en el espectro de masas. También, se observa una sefial simple a 6.6 ppm, asignada al

protén en el C-3. Los tres grupos metoxilos restantes se encuentran en las posiciones
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C-6, C-7 y C-8 del anillo A. Esta sustitucion también esta de acuerdo al fragmento a m/z =
211 que se observa en el espectro de masas como resultado de una fragmentacion tipo
Retro-Diels Alder (figura 23). Adicionalmente, en el espectro de RMN °C, se observa la
sefial del C-4 del grupo carbonilo a 182.9 ppm, asi como, una sefial a 163.9 ppm asignada
al C-2. Finalmente, a campo alto se observan las cinco sefiales de los grupos metoxilos a
62.07, 61.72, 61.13, 56.13 y 56.02 ppm. Las caracteristicas fisicas y espectroscopicas estan
de acuerdo con las descritas en la literatura para la S-hidroxi-6,7,8,3’,4’-
pentametoxiflavona o 5-desmetoxinobiletina,’> metabolito aislado  previamente de

Satureja montana.
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Figura 22. Patrén de Fragmentacion de 5-desmetoxinobiletina

Las fracciones eluidas con AcOEt /MeOH (80/20) de la columna original, se
reunieron y se separaron por medio de cromatografia de capa preparativa utilizando como
medio de elucion una mezcla de hexano/cloruro de metileno/metanol (20/60/20) y de la
cual se aislaron 116 mg (0.116 %) de la neoponcirina®® (5-hidroxi, 4" metoxi-7-O-glucosil,
6"’’-O-ramnosil-flavanona) como un soélido blanco con pf = 256 °C (pf = 210-212 °C

descrito); cuyas propiedades espectroscopicas se describen a continuacion.
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Se observa una sefial a m/z = 286 (34 %) que corresponde a la aglicona C;s H;40Os,
como producto de la pérdida de las entidades de glucosa y ramnosa y una sefial en m/z =
256 (38%) producto de la pérdida del metoxilo en el C-4’ (Espectro 7).

En el espectro de RMN 'H (Espectro 8), se observa una sefial simple que
intercambia con D,O en 12.01 ppm, asignada al proton del hidroxilo unido al C-5 que se
encuentra quelado con el carbonilo del carbono en a posicion 4.

En la zona de protones aromaticos, se observan dos sefiales simétricas a 7.46 y 6.97
ppm cada una integra para dos protones y corresponden a una sustitucion aromatica 1,4
caracteristica del anillo B de un sistema de tipo flavonoide, y se asigna a los protones H-2’,
H-6" y H-3", H5’, la posicion 4" esta sustituida por un grupo metoxilo que se observa como
una sefial simple a 3.76 ppm, también se observa una sefial simple que integra para dos
protones en 6.12 ppm, y se asigna a los protones en el carbono 6 y carbono 8.

En 5.56 ppm se observa una sefal en forma de doble de doble con J= 12, 3 Hz que
integra para un proton y se asigna al H en C-2, este sistema esta acoplado a la sefial en 3.15
dd y a la senal en forma de doble de doble en 2.77 ppm (J =17.6, 3 Hz), ésta interaccion es
confirmada por la correlacion observada para este conjunto de sefiales en el espectro de
COSY (Espectro 9). Mientras que, en el espectro de HETCOR los C-2 y C-3 se observan a
78 y 41.8 ppm respectivamente. (Espectro 10).

En 4.96 ppm se observa una sefial doble con J = 7.2 Hz, asignada al proton
anomérico de un fragmento de glucosa, acoplada con una sefial a 3.4 ppm, que se
sobrepone con las sefiales del disolvente, el desplazamiento de éste proton anomérico es
caracteristico de un glicosido de flavonoide en la posicion 7. En 4.50 ppm se observa una
sefial doble con J = 7 Hz, asignada al proton anomérico de una ramnosa, a 1.07 ppm se

observa una sefal doble que integra para tres protones que corresponde al grupo metilo de
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la ramnosa. En el espectro de RMN °C, se observan las sefiales correspondientes al grupo
carbonilo de C-4 a 196.99 ppm, a 165.1 la sefal que corresponde a C-5, a 128.4 ppm que se
asigna a C-2’y C-6,” a 113.87 ppm se observan las sefales que corresponden a C-3’ y C-5’,
mientras que las sefiales de los carbono anoméricos de glucosa y ramnosa se asignan a las
sefiales en 100.5 y 103.2 ppm respectivamente, finalmente la sefial del grupo metilo de
ramnosa se observa a 17.76 ppm.

Las fracciones eluidas con AcOEt /metanol (80/20) se reunieron y se
separaron por medio de cromatografia de capa preparativa, utilizando, como medio de
elusion una mezcla de hexano/cloruro de metileno/metanol (20/60/20), de la cual se
aislaron (10 mg, 0.01 %). de hesperidina,* como un s6lido blanco cuyo punto de fusion
fue superior a los 280 °C.

En el espectro de masas obtenido por IE (Espectro 12), no se observa la sefal para
el 1on molecular 610 [M+] (Cy8H3405), sin embargo se observa una sefal a m/z = 286
(80 %) que corresponde a la pérdida de las entidades de glucosa y ramnosa, asi como a la
pérdida del hidroxilo en la posicion C-3°. Se observa un fragmento en m/z = 134 (100 %)
del cual se deduce que tiene un grupo metoxilo en la posicion C-4’ como resultado de una
fragmentacion de tipo retro Diels Alder, la sefial en 55.1 ppm del espectro de RMN "°C
ayuda a confirmar la presencia del grupo metoxilo.
En el espectro de RMN 'H se observa en la region de los protones aromaticos, una sefal
doble de doble con un desplazamiento de 7.45 ppm que integra para dos protones asignados
a H-6> (J=9 Hz)y H-2’ (J= 2.4 Hz), una sefal en 6.97 ppm asignada al proton en la
posicion C-5 (J = 7.8 Hz). Este grupo de sefiales corresponde a un sistema de sustitucion

ABX caracteristico del anillo B de una flavona. A 6.1 ppm se observa una sefial simple que
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integra para dos protones que corresponden a H-6 y H-8. En 5.56 ppm se observa una senal
con multiplicidad doble de triple con J = 12.6, 3.3 que se asigna al proton H-2, se observa
una sefial multiple en 4.96 ppm que integra para un protébn con una constante de
acoplamiento de 7.2 asignada al proton anomérico de la glucosa, una sefial simple ancha en
4.51 ppm que corresponde al proton anomérico de la ramnosa, en 2.78 ppm se observa una
sefial multiple con J = 18.3, 3.3 Hz que de acuerdo a su desplazamiento se asigna al proton
en C-3 con orientacidon ecuatorial, mientras que la sefial correspondiente al proton axial se
sobrepone con las sefales del disolvente. Finalmente, a 1.09 ppm se observa la sefal
correspondiente al grupo metilo de la ramnosa en forma de doble de doble con una
constante de acoplamiento de 6.3 y 1.5 Hz.

En el espectro de RMN °C (Espectro 14), se observa una sefial a 196.85 que corresponde al
grupo carbonilo en la posicion C-4, las senal en 165.02 ppm asignada a C-5, mientras que
las sefiales que corresponden a los a C-2 y C-3 se observan a 78.19 y 41.86 ppm
respectivamente, de forma similar a lo observado para neoponcirina los carbonos
anoméricos de glucosa y ramnosa se observan de 100.5 y 103.2 ppm mientras que el C-3’
ahora se observa a 162.99 ppm. Finalmente, los carbonos base de oxigeno correspondiente
a la glucosa y ramnosa se observan en la region de 76.22 a 68.22 ppm, el —-OCHj3 en
posicion C-4’ se observa a 55.12 ppm y el metilo de la ramnosa en 17.72 ppm.

Las propiedades quimicas y farmacologicas de la hesperidina han sido ampliamente
estudiadas, de tal forma que se ha sido descrita su actividad antiinflamatoria,
antihipertensiva, diurética, como constrictor capilar, antioxidante, y ansiolitica. Asi mismo,

se encuentra disponible comercialmente como componente de suplementos alimenticios.
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De la misma columna se detecto la presencia de naringenina por comparacion de su
perfil en ccf con una muestra auténtica desafortunadamente la cantidad no fue suficiente
para realizar la espectroscopia del compuesto.

Finalmente, en un estudio paralelo realizado por nuestro grupo de trabajo, se analiz6
mediante la técnica de CLAR, el extracto acuoso que fue evaluado farmacoldgicamente. En
este analisis, se detectd la presencia de 11 metabolitos de tipo flavonoide, de los cuales
hasta el momento se ha identificado a la hesperidina, como el componente mayoritario del
extracto y la 5-desmetoxinobiletina también fue identificada.

Es importante mencionar que ha sido descrito previamente el efecto analgésico y
sedante de hesperidina, lo que hace pensar que este metabolito contribuye de forma

importante a las propiedades observadas par el extracto acuoso de Satureja mexicana.
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6. CONCLUSIONES

El extracto acuso de Satureja mexicana inhibe las respuestas especificas evocadas
por un estimulo térmico, es decir, posee un efecto antinociceptivo. Ejerce un efecto sedante
en los animales de prueba y posee un efecto protector ante las convulsiones inducidas por
una dosis letal de PTZ. Sin embargo, no se observaron efectos ansioliticos en los sujetos
experimentales a las dosis probadas.

En la evaluacion preliminar de la toxicidad aguda, la DLsy fue 2156 mg/kg, aun
mas, el tratamiento agudo con extracto acuoso de Satureja mexicana no produce efectos
toxicos significativos en los animales de prueba.

El estudio fitoquimico permiti6é el aislamiento e identificacion estructural de 5
metabolitos de tipo flavonoide: 8-hidroxisalvigenina, 5-desmetoxinobiletina,
neoponcirina, naringenina, y hesperidina, también se aislaron -sitosterol, y acido
ursolico.

Sin duda, los efectos antinociceptivo y sedante del extracto acuso de Satureja
mexicana se deben principalmente a la presencia de los metabolitos de tipo flavonoide. Sin
embargo, es necesario realizar estudios para caracterizar los efectos biologicos los
productos aislados.

El presente estudio, contribuye al conocimiento quimico y bioldgico de Satureja

mexicana y demuestra su potencial como fuente de compuestos bioactivos.
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8. ESPECTROS.
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