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Resumen

Resumen

Hoy dia, los trastornos de ansiedad y depresion son considerados, a
nivel mundial, problemas de salud publica con indicadores que predicen el
aumento de su incidencia de forma importante. Ante este panorama, es
importante la investigacibn en busqueda de farmacos, con mejores
propiedades farmacolégicas y menores efectos colaterales, para el tratamiento
de estas enfermedades. Entre las diferentes vertientes para la busqueda de
nuevos farmacos antidepresivos y ansioliticos se encuentra la basada en los
extractos y metabolitos secundarios provenientes de plantas medicinales. La
Organizacion Mundial de la Salud reconoce la utilidad de la plantas para el
tratamiento de los denominados sindromes de filiacion cultural, tales como “el
susto”, “la tristeza”, “la pérdida del alma”, los cuales al manifestarse en el
entorno cultural de un sector importante de la poblacion mexicana refleja los
trastornos mentales que aquejan hoy en dia a la poblacién en general.

Los “toronjiles” son plantas medicinales utilizadas en México, para el
tratamiento de sindromes de filiacidn cultural, como “el susto”, “los nervios”, “el
espanto”. A pesar de su importancia en la medicina tradicional mexicana, la
informacion formal sobre su composicion quimica y propiedades
farmacoldgicas hasta el presente trabajo, era escasa o inexistente.

El objetivo de esta investigacion fue relacionar los efectos ansioliticos y
sedantes de los extractos acuosos de los “toronjiles”, Clinopodium mexicanum,
Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subespecie mexicana Yy
Agastache mexicana subespecie xolocotziana, con la presencia, en los

extractos bioactivos, de algunos metabolitos secundarios de tipo flavonoide.
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Resumen

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se presentan y
discuten los resultados de los estudios tanto de composicién quimica como de
efectos farmacologicos de estas especies.

Los resultados indicaron que los extractos acuosos de las cuatro
especies estudiadas, Clinopodium mexicanum, Dracocephalum moldavica,
Agastache mexicana subespecie mexicana y Agastache mexicana subespecie
xolocotziana, todas ellas pertenecientes a la familia Lamiaceae, produjeron
efectos sedantes a dosis altas, mientras que, en dosis menores, ambas
subespecies de A. mexicana indujeron efectos de tipo ansiolitico en ratones.
Clinopodium mexicanum ademas, produjo un efecto antinociceptivo
significativo. El analisis quimico exhaustivo de las cuatro especies revelo un
alto contenido de flavonoides tanto en forma libre como glicosilados, se aislaron
e identificaron un total de 21 flavonoides, cinco de ellos comunes a las cuatro
especies. A partir de los extractos acuosos de ambas subespecies de
Agastache mexicana y en Dracocephalum moldavica se identificé al 7-O-
glucésido de acacetina y su derivado esterificado, el 6" "-malato de 7-O- glucosil
acacetina como productos mayoritarios. Mientras que, el producto mayoritario
de C. mexicanum fue el rutinésido de flavanona, 2 (S)-neoponcirina (NEO), la
evaluacion NEO en modelos de conducta, indico que, NEO posee efectos
antinociceptivo y de tipo ansiolitico, evidenciando a este como uno de los
metabolitos secundarios responsables de los efectos de C. mexicanum. Aun
mas, la coadministracién de NEO y picrotoxina, un antagonista selectivo del
sistema GABAérgico, bloqued su efecto ansiolitico. Por el contrario el efecto
ansiolitico de NEO se incrementé cuando fue co-administrado el antagonista

GABAérgico muscimol. Estos hallazgos demostraron que la neoponcirina
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ejerce su efecto de tipo ansiolitico mediante de su interaccion con el sistema
GABAérgico.

Estos resultados en su conjunto, sugieren que los metabolitos
secundarios de tipo flavonoide son los responsables de los efectos ansioliticos
y sedantes de los “toronjiles” y que dichos efectos son mediados al menos en
parte por el sistema GABAérgico.

La evaluacion de uno de los principios activos aporta evidencia de la
interaccién del sistema GABAérgico con los flavonoides, como responsables de
los efectos ansioliticos y sedantes de las especies estudiadas.

Adicionalmente, estos resultados apoyan el uso popular de ‘“los

toronjiles” como un remedio para inducir el suefio y como tranquilizante.
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Abstract

Nowadays, the anxiety and depression disorders are considered at
globally, a public health problem, with indicators that predict significantly
increased incidence. In this context, it is important to continue the research in
search for drugs with improved properties and fewer side effects, to achieve this
there are several approaches, among which, the based on extracts and
secondary metabolites from medicinal plants is one. At the present time, the
World Health Organization (WHO) recognizes the usefulness of medicinal
plants for the treatment of so-called cultural affiliation syndromes, such as "el
susto” (fright), “la tristeza” (sadness), “la pérdida del alma” (soul loss). These
syndromes manifesting itself within the cultural environment of an important
sector of the Mexican population reflects the mental disorders that affecting
nowadays to the general population
The "toronjiles" are Mexican medicinal plants used for the treatment of
syndromes of cultural affiliation, as "the sadness", "the nerves", and "the fear".
Despite its importance in the Mexican traditional medicine, the formal
information about its chemical composition and pharmacological properties,
until the present work, it was scarce or nonexistent.
Aim of the present research was to find the relationship between, the anxiolytic
and sedative effects and the flavonoid-type secondary metabolites, present
within aqueous extracts of the "toronjiles”: Clinopodium mexicanum,
Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subspecies mexicana and

Agastache mexicana subspecies xolocotziana.
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Taking into account the above in the present work are presented and discussed
the results of both chemical composition and neuropharmacological effects of
the studies of those species.

The results indicated that all aqueous extracts; from C. mexicanum, D.
moldavica, A. mexicana subspecies mexicana and A. mexicana subspecies
xolocotziana, all these belonging to the family Lamiaceae, produced sedative
effects at high doses. While, at lower doses both A. mexicana subspecies
induced anxiolytic effects in mice.

Additionally, C. mexicanum produced a significant anti-nociceptive dose-
dependent effect in mice. The exhaustive chemical analysis of these species
revealed a high content of both free flavonoids as glycosides. A total of 21
flavonoids, five of them common to the four species were isolated and
identified. The 7-O-B-glucoside acacetin and its esterified derivative, the 7-O-(-
(6""-maloyl) glucoside acacetin were the major secondary metabolite from the
aqueous extracts of Agastache mexicana subsp. mexicana and subsp.
xolocotziana and Dracocephalum moldavica. Whereas, the rutinoside 2S -
neoponcirina (NEO) was the major product of C. mexicanum aqueous extract
NEO produced anti-nociceptive and anxiolytic effects in behavioral models in
mice. These results showed that NEO is one of active compounds responsible
for C. mexicanum effects. Furthermore, picrotoxin, a GABAergic antagonist was
able to block the NOE anxiolytic effect. While the co-administered, NEO and
muscimol, a GABAergic agonist at subthreshold doses enhancement it's
anxiolytic effect. These findings demonstrate that neoponcirina exerts its
anxiolytic effect through its interaction with the GABAergic system. These

results together suggest that flavonoid compounds are the responsible of
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"toronjiles" anxiolytic and sedative effects by means of their interaction at least
in part with the GABAergic system.

In addition, these approaches highlight the importance of the particularities
structural the flavonoids, which are crucial for their neuropharmacological effect.
The dosage is another issue to consider. For example, it was observed that
extract at low doses both species of Agastache induces anxiolytic effects, but at
higher doses they induce sedative effects.

Additionally, these results support the popular use of "toronjiles" as a remedy

for sleep and as a tranquilizer.
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Introduccion

Hoy México enfrenta una problematica muy compleja en materia de
salud publica. Paraddjicamente, sufrimos todavia enfermedades del
subdesarrollo, como las asociadas a padecimientos infecciosos y desnutricion y
al mismo tiempo enfrentamos padecimientos de los paises avanzados, como el
cancer, la obesidad, las cardiopatias y la diabetes Siendo estos ultimos,
enfermedades que impactan directamente en la salud mental de los individuos

(informe IESM-OMS 2011).

La OMS describe la salud mental como: “un estado de bienestar en el
cual el individuo se da cuenta de sus propias aptitudes, puede afrontar las
presiones normales de la vida, puede trabajar productiva y fructiferamente y es

capaz de hacer una contribucion a su comunidad” (OMS, 2001a).

En este sentido, la salud mental es la base para el bienestar y
funcionamiento de un individuo y su comunidad. Este concepto medular de la
salud mental es consistente con su interpretacion amplia y variada en las
diferentes culturas y en particular en México donde la sociedad tiene una gran

diversidad cultural, econémica y social.

A nivel mundial, los trastornos mentales y de conducta representan el 11
% de la carga total de enfermedad, expresado en términos de anos de vida
ajustados por discapacidad (DALY's por sus siglas en inglés; OMS 2001b). Se
predice que para el 2020 esta tendencia va aumentar a un 15 %. Los
problemas de salud mental también resultan otros costos para la sociedad
(OMS, 2003; Medina-Mora et al., 2012). La depresion fue la cuarta causa mas
importante de aportacion a la carga de enfermedad y se espera que para el

2020 sea la segunda causa en importancia después de la enfermedad cardiaca
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isquémica. Los trastornos de ansiedad afectan del 10 al 15 % de la poblacién
general y tienden a incrementarse debido a los factores estresantes
ambientales y a los problemas socioecondémicos actuales (DSM V, Rodriguez-
Landa y cols., 1998).

Por otro lado, el 80 % de la poblacion mundial usa plantas como fuente
primaria de agentes medicinales, por lo tanto no es sorprendente encontrar que
en diversos paises del mundo exista un sistema bien establecido de medicina
tradicional, en donde los remedios estan recopilados (Base de datos Napralet;

Duke, 2003).

El uso de las plantas con efectos sobre el Sistema Nervioso Central
(SNC), ha formado parte de la experiencia humana. Asi, una gran cantidad de
especies vegetales han sido utilizadas por sociedades antiguas dentro de un
ambito magico y religioso, esta practica milenaria ha generado informacion
valiosa para la investigacion cientifica en busca de los principios activos de
muchas especies y su utilizacion en la medicina moderna. De tal forma que la
investigacion en productos naturales, ha conducido al descubrimiento de
sustancias que hoy en dia tienen un papel importante en el tratamiento de los
trastornos mentales. México cuenta con una gran tradicién en el uso de plantas
para el tratamiento de diversas enfermedades, derivado de esta tradicion, una
gran variedad de especies son conocidas por sus efectos sobre el SNC,
ejemplo de ellas son: las pasifloras (pasiflora spp.), la hierba de la pastora
(salvia divinorum), los toloaches (Datura spp.) y los toronjiles (Agastache
mexicana, Clinopodium mexicana, Dracocephalum moldavica), entre otras.

Los “toronjiles” han sido utilizados para el tratamiento de diversas

enfermedades o padecimientos tales como dolor de estdmago, dolor durante el
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parto, nervios, susto, espanto, dolor del corazoén, fiebre y espasmos, entre
otros. Aunque, los toronjiles son conocidos desde la época prehispanica, sus
usos han cambiado a través del tiempo de manera que actualmente estas
especies son empleadas exclusivamente en el tratamiento de desérdenes del

suefo, como el insomnio, para “los nervios”, “las impresiones fuertes”, “el
susto” o como tranquilizantes (Catalogo de plantas del Herbario del IMSS,
1995; Bye et al., 1987; Santillan-Ramirez et al., 2008).

Los toronjiles son empleados como remedios herbolarios solos o en
combinacion con otras plantas como: La flor de manita (Chiranthodendron
spp.), la tila (Ternstroemia spp.), el hinojo (Foeniculum vulgare) y el toronijil
azul, (Dracocephalum moldavica). Siendo el llamado complejo de los “tres
toronijiles”, la combinacién mas conocida y empleada en la medicina tradicional,
este complejo es una mezcla de toronjil blanco, toronjil morado (Agastache
mexicana) y toronjil azul o extranjero (Dracocephalum moldavica) (Linares et
al., 1999).

Aunque, no existen datos de produccion de plantas medicinales, segun
un informe de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura (FAO, 2012), el toronjil morado es una las 70 plantas medicinales

de mayor consumo en México.

Estudios etnobotanicos realizados en los principales mercados de plantas
medicinales de la ciudad de México han mostrado la relevancia econémica del
empleo de los toronjiles, la cual ha llevado al cultivo sistematico de Agastache
mexicana (toronjil morado y blanco) y de Dracocephalum moldavica, conocida
como toronijil azul o extranjero por ser de origen euroasiatico y adaptada en

México (Estrada-Reyes et al., 2012).
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Estas plantas son cultivadas principalmente en el municipio de Ozumba, en el
Estado de México, de donde se abastece al mercado de Sonora, que es el
mercado de plantas medicinales mas grande de México, también en el estado

de Morelos, Hidalgo y Puebla su cultivo es significativo (FAO, 2012).

Las especies pertenecientes a la familia Lamiaceae se caracterizan
entre otras cosas, por la abundante presencia de metabolitos secundarios de
tipo flavonoide, los cuales son utiles como marcadores quimiotaxonémicos, en
la clasificacion de esta familia (Harbone y Williams, 1998). Ademas estos
metabolitos secundarios poseen diversas actividades farmacoldgicas entre las
que se cuentan, por su importancia, sus efectos sobre el SNC (Estrada-Reyes

etal., 2013).

Por otro lado, hoy en dia los trastornos mentales, tales como la
depresion y la ansiedad son considerados a nivel mundial, problemas de salud
publica. Con indicadores que predicen el aumento de su incidencia de forma
importante (Medina-Mora et al., 2012). Actualmente, se dispone de una
variedad farmacos para el tratamiento de estos trastornos, sin embargo, aun
presentan efectos colaterales indeseables. Es por ello que, se continua con la
busqueda de nuevos farmacos con mejores propiedades y menores efectos
colaterales. A este respecto, las plantas medicinales representan una fuente
inagotable de moléculas bioactivas y posibles farmacos. Por otro lado, la
Organizacion Mundial de la Salud reconoce la utilidad de algunas de estas
especies vegetales en el tratamiento de los llamados sindromes de filiacién
cultural, tales como “el susto”, “la tristeza”, “el espanto” o “la pérdida del alma”.

Las cuales al manifestarse en el entorno cultural de un sector importante de la

poblacién mexicana reflejan los trastornos mentales que aquejan a la poblacion
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en general (OMS, HispanicHealth, 2011, Estrada-Reyes et al., 2014). En este
contexto, en la medicina tradicional mexicana existe un grupo de plantas
medicinales conocidas como “toronjiles”, a las cuales se les atribuyen
propiedades como “tranquilizantes nerviosos”, y para aliviar la “tristeza”, tratar
“el susto” y “el espanto” y para paliar el dolor. Es importante mencionar que, la
informacion formal tanto de su composicion quimica, como de sus propiedades

farmacoldgicas o0 mas aun, la relacion entre ambas es escasa o inexistente.

El objetivo de esta investigacion fue relacionar los efectos ansioliticos y
sedantes de los extractos acuosos de los “toronjiles”, Clinopodium mexicanum,
Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subespecie mexicana Yy
Agastache mexicana subespecie xolocotziana, con la presencia, en los
extractos bioactivos, de algunos metabolitos secundarios, de tipo flavonoide.

Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se presentan y
discuten los resultados de los estudios tanto de composicién quimica como de

efectos farmacologicos de estas especies.

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Antecedentes

Anfecedenftes

Doctorado en Ciencias Biomédicas 23



Antecedentes

La familia Lamiaceae, comunmente conocida como la familia de la menta,
esta diversificada con una distribucién cosmopolita, que comprende mas de
6000 especies agrupadas en cerca de 220 géneros (Kotsos, 2007). Estas
plantas tienen una amplia distribucion geografica mundial y se caracteriza por
crecer en zonas humedas y templadas. Algunas especies de esta familia son
empleadas como plantas medicinales de manera universal. Otras, como la
menta, la salvia, el tomillo, el orégano y el rosmarinus, tienen también
importancia econdémica debido al contenido de los aceites esenciales o por su
uso como condimento. La familia Lamiaceae se caracteriza por la presencia de
metabolitos secundarios de tipo flavonoide, los cuales ademas de ser
marcadores quimio-taxonémicos de los diversos géneros de esta familia
(Harbone, 1998 y 1999; Barberan, 1992), son de importancia por la variedad de
funciones que realizan en las plantas, ademas de poseer una gama de efectos
farmacolégicos en los mamiferos incluidos los seres humanos Estrada-Reyes
et al., 2004).

Clinopodium mexicanum Benth.
Govaerts “toronjil de monte” o “toronijil de
menta”, es una especie perteneciente a la
familia Lamiaceae, del genero

Clinopodium, el cual esta constituido por

284 especies (Harley y Granda, 2000).

CIinopodium mexicanum
En México este género esta representado

por 13 especies distribuidas a lo largo de la
Republica Mexicana. Esta especie es empleada en la medicina tradicional

mexicana en el tratamiento de “los nervios”, por sus propiedades
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tranquilizantes y para el dolor de muelas (Garcia, 2000). Sin embargo, no

existe informacion sobre la quimica ni farmacologia de esta especie.

Dracocephalum moldavica “toronjil azul o
toronjil extranjero” pertenece al género
Dracocephalum también de Ila familia

Lamiaceae y esta conformado por 50 especies

las cuales habitan principalmente en las

Dracocephalum moldavica

regiones templadas del hemisferio norte. La
especie Dracocephalum moldavica Linn se encuentra en la zona occidental
templada del Himalaya y Cachemira, a altitudes de 2000 y 2500 metros,
extendiéndose hacia el norte de Asia y Europa. En donde es utilizada como
tranquilizante e inductor del suefio. Actualmente es cultivada y comercializada
de forma sistematica en México. Es asi que, Dracocephalum moldavica L. es
utilizada en infusién sola o en combinacion con el toronjil morado y el toronjil
blanco; combinacién conocida en el mercado como “complejo de los tres
toronjiles”, para tratar enfermedades relacionadas con los “nervios” y para
tranquilizar a la gente cuando sufre de impresiones fuertes. Es importante
mencionar que no existen informes sobre los efectos producidos esta especie
sobre el SNC.

Agastache mexicana subesp. mexicana y Agastache mexicana subesp.
xolocotziana “toronjil morado” y “toronjil blanco” son empleados solos o en
combinacién, en el tratamiento de los “nervios”, y como tranquilizantes suaves
(Extra-farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 2004, linares et al., 1995

y 1999) . Sin embargo, los
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resultados de un estudio quimico realizado en nuestro
laboratorio, mostraron claras diferencias en la composicién
quimica de ambas especies, esto aunado a algunas
diferencias taxonémicas apoy6 su division en subespecies
siendo el toronjil morado A. mexicana subespecie
mexicana y el toronjil blanco A. mexicana subespecie

xolocotziana (Estrada-Reyes et al., 2004). A este respecto,

. e subesp. mexicana
posean  actividades  biologicas o

diferentes, lo anterior, podria explicar
los resultados del unico estudio de estas especies,
realizado por Molina (2000) y colaboradores, en el cual se

describen los efectos ansiogénicos de una especie de A.

mexicana. Por lo anterior es importante realizar la
Agastache mexicana  gygluacion de los efectos sobre el SNC de ambas

subesp. xolocotziana
especies.

La medicina tradicional y los trastornos mentales

La Organizacion Mundial de la Salud, como parte de un plan llamado de
atencion primaria de la salud. Creé el nombre genérico de Medicina Tradicional
y la defini6 como "la suma de todos los conocimientos tedricos y practicos,
explicables o no, utilizados para el diagnodstico, prevencion y supresion de

trastornos fisicos, mentales y sociales, basados exclusivamente en la
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experiencia y en la observacion, trasmitidos verbalmente o por escrito de una
generacion a otra" (OMS, 2001a y 2001b).

Por otro lado, las enfermedades mentales son alteraciones de los
procesos cognitivos y afectivos del desarrollo, consideradas como anormales
con respecto al grupo social de referencia del cual proviene el individuo. Se
puede tratar de alteraciones en el razonamiento, el comportamiento, la facultad
de reconocer la realidad o de adaptarse a las condiciones de la vida (DSM V).

Los estudios de medicina tradicional han identificado un conjunto de
enfermedades que comunmente se han definido como “folk”, “populares”,
“tradicionales” o como “sindromes de filiacion cultural” (Campos, 1997; Fagetti,
2003, Informe de la Secretaria de Salud del estado de Puebla, 2004). Los
cuales, se explican tomando en cuenta la estrecha vinculacion de la vision del
mundo y la cultura de un pueblo al existir un conjunto de enfermedades que
difiere en cuanto a sus principios etiolégicos, nosolégicos y curativos de las
enfermedades que trata la medicina cientifica (Collado et al., 1983; Diccionario
enciclopédico de la medicina tradicional Mexicana, 2013).

El definir como “sindrome de filiacion cultural” a una enfermedad como el
empacho o el susto, nos permite dejar en claro que éstos también son producto
de una construccién simbdlica operada por un grupo humano con una cultura
propia y que por tanto existen diferentes sistemas conceptuales sustentados en
premisas, nociones y axiomas propios, que difieren sustancialmente de
aquellos que rigen la medicina cientifica, pero que no por ello son menos
efectivos o certeros, o menos validos en su modo de operar. Entre los
sindromes de filiacion cultural mas comunes encontramos: el susto, el dafio por

brujeria, el aire, el mal de ojo, el empacho, la caida de mollera, la bilis, entre
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muchas otras que son propias de un sistema terapéutico particular Segun los
principios que inspiran la medicina tradicional, la salud se preserva
manteniendo el equilibrio fisico, psiquico, espiritual y emocional, que se logra
gracias al control de las emociones: tristeza, ira, enojo, envidia, codicia,
verguenza. Evitando todo tipo de excesos, como son comer demasiado, tomar
alimentos y bebidas excesivamente frios o calientes, o tener una actividad
sexual muy intensa. Alejandose de las personas que han acumulado calor por
diversos motivos: por el embarazo, el posparto, excesos sexuales o por haber
hecho un coraje. Previniendo también el contagio o el contacto con
protecciones que rechazan el dano (Zolla, 1998; IMSS y SSA, 1997; Almaguer
et al., 2003).

Asi, el empleo de preparaciones medicinales hechas en su mayor parte
de plantas constituye uno de los aspectos mas interesantes de la terapéutica
tradicional que es practicada hoy en dia. Este conocimiento aporta una gran
cantidad de informacién sobre diversas plantas que son utilizadas en el

tratamiento de enfermedades mentales.

Ansiedad

La ansiedad es una emocion normal que permite la adaptacion a nuevas
situaciones. A veces su intensidad llega a ser patolégica e interfiere
negativamente el comportamiento de las personas que la padecen (Bouton et
al., 2001; DSM V).

Desde el punto de vista patoldgico, la ansiedad se caracteriza por un

sentimiento penetrante de aprension, temor o angustia frente a algo que se
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considera como amenazante. A veces, se asocia a un estado de irritabilidad
con pérdida de la capacidad de concentracion, actitudes agresivas, reacciones
emocionales exacerbadas ante situaciones de peligro y sintomas somaticos
que se manifiestan sobre diversos 6rganos y aparatos (opresion precordial,
taquicardia, palpitaciones, sudoracion, fatiga, cefaleas, mialgias, dolores
articulares, micciones frecuentes, insomnio, molestias digestivas), todos estos
sintomas persisten por periodos prolongados y son independientes de los

estimulos externos que los provocan (Kaplan, 2002; DSM V).

Neurobiologia de la ansiedad

En cuanto a la neurobiologia de la ansiedad, se propone que los
sistemas de neurotransmision noradrenérgico, serotoninérgico y GABAérgico,
participan de forma importante en su modulacion, de manera que un
desequilibrio o mal funcionamiento de alguno de estos sistemas puede generar
estados de ansiedad patologicos. Por ejemplo; en pacientes con trastorno de
ansiedad se ha observado un déficit del acido gama amino butirico (GABA),
mientras que el tratamiento con farmacos con acciones agonistas
GABAérgicas, disminuyen los estados ansiosos (Nicholson y Pascoem 1990;
File, 1990; Petty, 1995). También, en animales de experimentaciéon se ha
observado que agonistas GABAérgicos producen un incremento en la funcion
del GABA y reducen los niveles de ansiedad en pruebas conductuales (Millan,
2003; Lopez-Rubalcava et al., 2006).

El GABA es un neurotransmisor inhibidor mas importante y abundante

del SNC, aproximadamente 30 % de las sinapsis son GABAérgicas. EIl GABA
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controla el estado de excitabilidad neuronal en todas las areas del cerebro. La
inhibicion ligera del sistema GABAérgico genera ansiedad, insomnio,
hiperreactividad a estimulos no amenazadores y aumenta el nivel de alerta.
Hay dos tipos de receptores para el GABA; los receptores GABAg del tipo
metabotrépico, que esta acoplado a canales de Ca® o K*, los cuales activan
sistemas de segundos mensajeros en la célula via proteinas G y dos de tipo
inotrépico, dependientes del ion cloruro; los receptores GABAA y el GABA¢, los
receptores GABAc que son un subgrupo de los receptores GABAa en el cual
predomina la subunidad p (Hommer, 1987).

Los receptores GABAa, son proteinas pentaméricas situadas en la
membrana plasmatica, que conforman un canal iénico dependiente del ion
cloruro (CI'), cuyo ligando es el acido gama amino butirico (GABA), cuando el
GABA se une al receptor, el canal idbnico se abre permitiendo la entrada del ion
cloruro el cual produce la hiperpolarizaciéon de la membrana de la neurona
receptora y la inhibicion de la transmision de los impulsos nerviosos. Estos
receptores se distinguen claramente por sus subunidades, que en los
mamiferos incluyen 7 clases distintas con multiples variantes (a4 ads, B1 a3, v1
a y3, p1 Aps, O, € y teta). En la inter-fase de las subunidades a-y pos-sinapticas,
esta un sitio sensible las BDZs, que al unirse a este sitio de refuerzo aumentan
los efectos inhibidores del GABA; con lo que los impulsos nerviosos en curso
pueden ser inhibidos o quedar bloqueados completamente, de ahi que las
benzodiazepinas son los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de

los trastornos de ansiedad (Olsen y Sieghart, 2008).
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Figura 1 Representacion del receptor GABAA
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Las BDZ actuan aumentando la corriente de cloruro inducida por GABA.
La presencia de las subunidades a1 y y2 es un requisito indispensable para
que la unién funcional de BDZ sea completa y la modulacién de la corriente de
cloruro sea 6ptima. La diversidad de ligandos GABA/BDZ, la cual resulta de la
existencia de las subunidades ha sido implicada en las multiples propiedades
farmacolégicas producidas por ligandos con escasa selectividad subtipo como
el diacepam. Mas aun, la heterogeneidad regional del complejo GABA/BDZ se
ha sugerido como otra razén para la multiplicidad de propiedades
farmacoldgicas de los ligandos a BDZ. (Haefely et al., 1975 y 1989).
Ademas del sitio para benzodiazepinas, el receptor GABA, tiene otros

sitios en los cuales pueden interactuar diferentes sustancias, como la
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picrotoxina, que bloquea el funcionamiento del canal de cloro, los barbituricos,
el etanol y los esteroides. EI GABA ejerce su accidon de inhibicién en las
neuronas aumentando la permeabilidad al ion cloruro, y con ello haciendo mas
negativo el interior de la neurona. La entrada del ion tiene lugar a través de un
poro o canal en la proteina, Ahora bien, aparentemente el efecto, tanto de las
benzodiazepinas como de los barbituricos, es el de aumentar la eficiencia de
este proceso de entrada del cloruro a las neuronas. Como consecuencia de
ello, en presencia de las benzodiazepinas o los barbituricos, la accidn inhibidora

del GABA es mayor. (Haefely et al., 1990).

Sedacion e hipnosis

Aunque sedacion se ha definido mas como un descenso en el nivel de
conciencia, disminucion en la actividad motora, alteracién en el habla y la
hipnosis como la no respuesta a estimulos verbales, la correlacion a nivel
molecular es similar. Sin embargo, a nivel neuro-anatdémico se ha implicado el
efecto sedante con estructuras corticales y la hipnosis con el talamo. La
sedacion y la hipnosis se han relacionado con la inhibicién de los receptores
GABAA principalmente las subunidades B2 y 3. La accion de las
benzodiazepinas se relaciona con las subunidades a1, a2, a3, a5 y B2 del
receptor GABA, con diferentes afinidades de acuerdo con la benzodiazepina
empleada otorgando diferentes potencias, lo cual ha permitido el desarrollo de
nuevas benzodiazepinas segun su afinidad por las subunidades como el

bretazenil e imidazenil.(Foster y Kemp, 2006).
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Los barbituricos ocasionan sedacion e hipnosis actuando sobre el
receptor GABA B3, a concentraciones bajas mejoran el funcionamiento del
receptor, al aumentar la concentracion favorecen aun mas la entrada de cloro
sin necesidad de la unién a la subunidad del receptor. (Tietz et al., 1989 y
1999, Chen et al., 1999).

Dolor y Nocicepcion

El dolor es una experiencia emocional (subjetiva) y sensorial (objetiva),
generalmente desagradable, asociada a una lesion tisular o expresada como si
ésta existiera (Reyes et al., 2011; Bataille et al., 1977). 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:

e Dolor agudo que puede ser provocado por una inflamacion, dafo en un
tejido, lesién enfermedad o cirugia reciente, su duracién puede ir de 3 a
6 meses, generalmente el dolor agudo puede ser controlado por
medicamentos para el dolor.

e Dolor cronico es aquel que persiste aun después de tratado o curado el
problema, éste tiene una duracion 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:

e Dolor nociceptivo es el dolor producido por una estimulacion de los

nocireceptores, es decir los receptores del dolor, provocando que el

“mensaje doloroso” sea transmitido a través de vias ascendentes hacia
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los centros supraespinales y sea percibido como una sensacion
dolorosa. Por ejemplo, un pinchazo o un estimulo térmico.

e 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 nocicepcibn a una serie de eventos neurofisiolégicos
producidos por la percepcion de un dafo, comprendidas en cuatro etapas
principales: transduccién, transmisién, modulacién y percepcion (Merskey
Bogduk, 1994; Romera et al., 2000).

e La transduccidén 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.

e 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.

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

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

La nocicepcidn se desencadena cuando se producen sustancias
llamadas 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 (COX) de dos tipos: 1 y 2. La
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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 rindn, es por
esto que los analgésicos tienen también propiedades antiinflamatorias vy
antipiréticas (controlan la fiebre) (Jon-Bin et al., 2007). Finalmente, es
importante mencionar que la modulacion del dolor es un proceso dinamico
complejo, el cual involucra la interaccidn de sistemas neurales ascendentes y
descendentes, en los que participan diversos sistemas de neurotransmision,
como los sistemas opioide, histaminérgico, serotoninérgico, glutamatérgico, del

oxido nitrico y noradrenérgico, entre otros (Villar, 2006).
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OBJETIVO GENERAL

Relacionar los efectos ansioliticos, sedantes y antinociceptivos de los
extractos acuosos de las especies medicinales Clinopodium mexicanum,
Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subespecie mexicana Yy
Agastache mexicana subespecie xolocotziana con la presencia, en los

extractos bioactivos, de algunos metabolitos secundarios.

Objetivos particulares

1. Analizar la evaluaciéon de las propiedades ansioliticas y depresoras del
sistema nervioso central de los extractos acuosos de las plantas medicinales
Clinopodium mexicanum, Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana
subespecie mexicana y Agastache mexicana subespecie xolocotziana en
modelos de conducta en ratones, publicados por la sustentante.
2. Analizar los resultados de los analisis quimicos de los extractos acuosos
activos de las especies Clinopodium mexicanum, Dracocephalum moldavica,
Agastache mexicana subespecie mexicana y Agastache mexicana subespecie
xolocotziana publicados por la sustentante
3. Discutir los resultados de la evaluacion de los efectos del tipo ansioliticos y
antinociceptivos de la 2S-neoponcirina, aislada de C. mexicanum en modelos
de conducta en ratones.

En este trabajo se analizaran y discutiran los resultados publicados por
la postulante acerca de las evaluaciones neurofarmacoldgicas y analisis

quimicos de los extractos acuosos de Clinopodium mexicanum,
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Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subespecie mexicana Yy
Agastache mexicana subespecie xolocotziana utilizadas como remedios, en la
medicina tradicional, contra sintomas definidos en la etnomedicina como

“‘enfermedad de los nervios”, “sustos” y “espanto”.

Por lo tanto, los datos experimentales acerca de las evaluaciones
neurofarmacolégicas asi como los procedimientos de los analisis quimicos y
otros datos experimentales se pueden consultar en las publicaciones

respectivas y en la seccion informacién complementaria.
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Hoy México enfrenta una problematica muy compleja en relacion a la
salud publica. De manera paraddjica, todavia enfermedades del subdesarrollo,
como las asociadas a padecimientos infecciosos y desnutricidn y al mismo
tiempo enfrentamos los desafios de los paises avanzados, como el cancer, la
obesidad, las cardiopatias y la diabetes, siendo éstas, enfermedades que
impactan directamente en la salud mental de los individuos.

En este sentido las plantas medicinales han mostrado ser una alternativa
terapéutica importante para hacer frente a los retos de salud mental que
enfrenta nuestro pais.

Por ejemplo en la medicina tradicional el empleo de los “toronjiles” para
el tratamiento de diversas enfermedades es conocido desde la época
prehispanica, actualmente estas plantas son empleadas en el tratamiento de
desordenes como el insomnio, “nervios”, impresiones, “susto’”, o por sus
propiedades tranquilizantes.

Estudios etnobotanicos realizados en los principales mercados de plantas
medicinales de la ciudad de México han mostrado la relevancia econémica y
etnomédica del empleo de estas plantas (Linares et al, 1999; Extra-farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos de Meéxico, 2001; Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales , 2010), la cual ha llevado al cultivo sistematico
de Agastache mexicana subespecie mexicana y Agastache mexicana
subespecie xolocotziana conocidos popularmente como toronjil morado y
blanco respectivamente, y de Dracocephalum moldavica otra especie
perteneciente a la familia Lamiaceae, conocida como toronjil azul o toronijil

extranjero por ser de origen euroasiatico y adaptada en México (Estrada-Reyes




Justificacion
et al., 2012). Otra especie de la familia Lamiaceae es el Clinopodium
mexicanum, conocida y ampliamente comercializada es el toronjil de menta o
toronjil de monte la cual es utilizada al igual que los tres toronjiles para inducir
el sueflo, como tranquilizante nervioso y para el dolor de cabeza o de muelas
(Aguilar et al., 1994; Garcia, 2000).

A pesar del amplio uso de estas plantas en la medicina tradicional
mexicana, existe escasa informacién acerca de las propiedades farmacoldgicas
atribuidas a estas especies.

Por anterior, resulta importante realizar una evaluacion de las
propiedades neurofarmacologicas de los “toronjiles”, asi como conocer los
posibles principios activos de estas plantas medicinales.

Este estudio aportara informacién importante para validar su uso de los
toronjiles, como una alternativa terapéutica para paliar los problemas de salud

mental en México.
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Discusion

En la medicina tradicional mexicana son utilizadas una gran variedad de
especies vegetales para el tratamiento de los sindromes de filiacién cultural,
tales como el susto, la tristeza, la pérdida del alma. Los cuales, en el entorno
cultural de un sector importante de la poblacion mexicana reflejan los trastornos
mentales que aquejan hoy en dia a la poblacion en general (De la Cruz, 1991;
OMS, 2011).

Dentro de este grupo de especies vegetales sobresalen aquellas que se
agrupan bajo el nombre genérico de “toronjiles”. De manera incidental los
principales “toronjiles” utilizados en la medicina tradicional mexicana
pertenecen a la familia Lamiaceae y se caracterizan entre otras cosas por sus
agradables aromas (Valant-Vetschera et al, 2003). Esto refleja cierta
preferencia popular por plantas con olores atrayentes para utilizarlas como
remedios para las enfermedades de los “nervios”. Hoy en dia se sabe que la
mayoria de los aceites esenciales de las plantas aromaticas, entre ellas una
gran gama de especies de la familia Lamiaceae son generalmente terpenoides
principalmente mono y sesquiterpenos y que varios de ellos tienen actividad
sobre el SNC (Estrada-Reyes at al., 2013). Otro aspecto importante en el uso
tradicional de los “toronjiles” es la ingesta de tés, infusiones acuosas o
alcohdlicas de estas especies vegetales. A pesar del intenso uso de los
“toronjiles” en la medicina tradicional mexicana, no existen estudios ni quimicos
ni farmacoldgicos que avalen sus supuestas acciones terapéuticas. Tomando
en cuenta lo anterior se decidid realizar un estudio sistematico de cuatros
“toronjiles”. En el presente trabajo se analizan y discuten los resultados

publicados por la postulante, sobre de los efectos, principalmente sedantes,
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antinociceptivos y ansioliticos, de los extractos acuosos de los “toronjiles”
Clinopodium mexicanum (toronjil de monte), Agastache mexicana subespecie
mexicana (toronjil morado), Agastache mexicana subespecie xolocotziana
(toronijil blanco) y Dracocephalum moldavica (toronjil azul o chino). Por ultimo
se discutira la actividad biolégica de la 2S-neoponcirina, un rutinésido de

flavanona aislado de Clinopodium mexicanum.

Clinopodium mexicanum

Estrada-Reyes, R., Martinez-Vazquez, M., Gallegos-Solis, A., Heinze, G., and
Moreno J. 2010. Depressant Effects of Clinopodium mexicanum Benth.
Govaerts (Lamiaceae) on the Central Nervous System. Journal of

Ethnopharmacology, 130, 1-8.

Los resultados mostraron que un extracto acuoso de Clinopodium
mexicanum (CM) ejerce efectos depresores sobre el SNC en ratones.

Existen diferentes modelos pata evaluar el efectos sedante o depresores
del SNC de moléculas o extractos de origen vegetal en animales de
experimentacion, una de las pruebas preliminares mas aceptada es la del
tiempo de suefio inducido por pentobarbital (PB) (Lopez-Rubalcava et al.,
2006), La accion farmacolégica del PB es la depresion no selectiva del SNC
que segun la dosis puede ir desde la sedacion, hasta la anestesia general
(Olsen et al., 1986). En una primera aproximacion, ratones administrados con
CM a dosis de 100 a 1000 mg/kg fueron evaluados en el modelo de induccién

de suefo con PB, los resultados mostraron que CM produjo una disminucién
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del tiempo de latencia de hipnosis y un aumento en la duracién del suefo
inducido con PB, efectos considerados sedantes en este modelo (Estrada-
Reyes et al., 2010).Los barbituricos son metabolizados en el higado por lo que
estos activan el sistema enzimatico del citocromo P450, antes de ser
conjugados con el glucagon y ser excretados por la orina, por lo que no puede
descartarse la posibilidad que el incremento en el tiempo de sueho producido
por CM se deba a una inhibicion del metabolismo del PB, Sin embargo, en los
receptores GABA,, los barbituricos producen corrientes de cloruro mediado por
el GABA al unirse al complejo receptor GABAA e incrementa la duracion de la
apertura del canal, produciendo una inhibicion la despolarizacion neuronal al
potenciar y prolongar las acciones de inhibicion del GABA, con la consecuente
accion depresora.
Las acciones de CM fueron comparables a las inducidas por diazepam (DZ; 2
mg/kg), una benzodiazepina (BDZ) clasica con efectos ansioliticos y sedantes
que incrementan los efectos depresores de los barbituricos. Por lo que es
posible que el efecto sedante producido por CM sea debido a su interaccion
con el receptor GABAA del sistema GABAérgico.

Para comprobar los efectos sedantes de CM, fueron evaluados en el
modelo del el tablero con perforaciones, el cual se basa en la conducta natural
de los roedores a explorar ambientes novedosos, en este modelo se puede
medirla respuesta de los roedores a un entorno no familiar, con las ventajas de
que varias conductas pueden ser facilmente observadas y cuantificadas. En
este modelo el numero y tiempo de exploracién que el ratdn explora cualquiera
de las perforaciones del tablero es un indicador de los niveles de ansiedad del

sujeto experimental, de manera un aumento en la frecuencia y tiempo de
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exploracion es considerado como un efecto de tipo ansiolitico. Mientras que,
una disminucién de los mismos es un indice de actividad sedante o depresora
del SNC (Viola et al 1995). Cuando ratones administrados con CM fueron
evaluados en el modelo del tablero con perforaciones, éste produjo una
disminucion de las conductas exploratorias y de la actividad ambulatoria de los
roedores, este efecto fue similar a los producidos por DZ. Estos resultados
confirman el efecto sedante observado en la prueba de pentobarbital sédico.

En este mismo estudio se evaluaron los efectos de proteccién de CM
contra las crisis convulsivas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). EI modelo de
induccidn quimica de convulsiones por pentilentetrazol es util para evaluar las
convulsiones clénico-tonicas en roedores, ya que son muy similares a las que
se presentan en humanos, es el modelo de primera eleccion en la evaluacién
de la actividad anticonvulsivante de extractos y principios activos de plantas
debido a que se busca que dichos sustancias funcionen como antagonistas al
PTZ (Jarogniew y Xiaogiong, 2007). Los resultados de esta evaluacién
mostraron que CM inhibié las crisis convulsivas inducidas por PTZ
observandose un incremento en el tiempo de aparicion de las crisis clonicas y
un aumento en el tiempo de aparicion de las crisis clonica-tdnicas
generalizadas. A demas CM redujo la incidencia de muerte de los sujetos
experimentales hasta en un 50%.

A este respecto, se ha demostrado que una de las via neurales de las
convulsiones clonicas inducidas por PTZ se encuentra en el cerebro anterior
mientras que el tronco cerebral estda implicado en la génesis de las

convulsiones ténicas.
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Por lo que, es factible que CM contenga compuestos activos que eleven el
umbral de las convulsiones clénicas iniciadas en el cerebro anterior y también
disminuyan la propagacién del efecto convulsivo a las estructuras del tallo
cerebral. Otra posibilidad es que el aumento del tiempo de latencia de la
convulsién podria estar relacionado con un efecto de inhibiciéon de la actividad
del SNC. Con el propdsito de explorar los posibles mecanismos de accion de
los efectos anticonvulsivos de CM, se evalué también la actividad de CM contra
las crisis convulsivas inducidas por picrotoxina, un antagonista selectivo, no
competitivo, que bloquea los receptores GABAa impidiendo el flujo del ion
cloruro a través del canal activado por GABA, reduce la conductancia al reducir
la frecuencia y el tiempo promedio de apertura del canal, tal efecto provoca la
aparicion de crisis convulsivas. Los resultados mostraron que CM fue capaz de
retrasar el inicio de las convulsiones inducidas por picrotoxina y a la dosis de
200 mg/kg, también fue capaz de prevenir completamente la muerte producida
por picrotoxina. Este hecho confirma también, que CM produce una inhibicién
de la actividad del SNC, mediante una facilitacion de la actividad GABAérgica,
Se sabe que tanto PTZ como picrotoxina bloquean al receptor GABAA de una
manera similar sin embargo, muestran caracteristicas diferentes que indican
que los dominios de su interaccidén no son idénticos, por ejemplo; picrotoxina no
actua sobre el sitio de reconocimiento del GABA, este produce una modulacién
alostérica cuando se une al canal mientras este permanece abierto, también se
ha descrito que la picrotoxina puede unirse a los receptores GABAc y glicina y
glutamato, mientras que el PTZ es un antagonista no competitivo del receptor
GABAA que bloquea totalmente el canal idnico, interactua con el sitio de accién

de picrotoxin (Newland y Cul-Candy, 1992, Das, 2003). Estos resultados
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sugieren que CM ejerce sus efectos anticonvulsivos mediante su interaccion
con los receptores GABAA a nivel post sinaptico modificando la permeabilidad
del canal de cloruro, sin embargo son necesarios estudios especificos para
comprobar esto. Ademas las evidencias antes mencionadas podrian explicar
por qué CM mostré una proteccidén parcial no dependiente de la dosis contra
las convulsiones inducidas por PTZ, mientras que este extracto mostré una
proteccion dependiente de la dosis contra las convulsiones inducidas por
picrotoxina.

En otro experimento, cuando CM fue administrado por via intraperitoneal
a animales que fueron sometidos a la prueba de la platina caliente, este
produjo un efecto antinociceptivo, observado como un aumento en el tiempo de
respuesta al estimulo térmico, este efecto se incrementd a medida que se
aumentd la dosis, y fue similar al producido por el ketorolaco, un potente
analgésico, inhibidor no selectivo de la COX, que se ha descrito eficaz en el
ensayo de la placa caliente y cuya actividad anti-nociceptiva es comparada
analgésicos opioides (Floyd, 1990). La modulacion inhibitoria de la nocicepciéon
producida por CM es debida a una inhibicion de los potenciales de accién, que
se propagan hacia el SNC, sin embargo las evidencias obtenidas no son
suficientes para proponer un posible mecanismo de accion.
Estos resultados apoyan el uso tradicional de Clinopodium mexicanum como
remedio para aliviar el dolor.

La toxicidad es una preocupacién importante en el estudio farmacolégico
de extractos de plantas y nuevos principios activos. Por lo que se evalué la
toxicidad aguda producida por el extracto acuoso de C. mexicanum, a través de

la determinacion de su dosis letal media (LDsp= 2850 mg/kg) (Lorke, 1983) la
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cual resulto ser 10 veces mayor a la dosis con mayor potencia a la que ejerce
su efecto sedante. En la interpretacion de estos datos, es posible afirmar que
C. mexicanum tiene ventana terapéutica amplia, cuando se administra de forma
aguda.

En cuanto a la composicion quimica del extracto acuoso de C.
mexicanum, mediante técnicas de CLAR-EM, mostré la presencia de los
glicésidos de las flavanonas: neoponcirina, poncirina e isonaringina. También
se detectaron las flavonas 8-OH-salvigenina y gardenina B, asi como las

flavanonas naringenina y 4-O-metilnaringenina. (Figura 2).

Figura 2. Principales compuestos de tipo flavonoide identificados en el extracto
acuoso de C. mexicanum.

OR,

OH O

R1=Glc-2-Rha R,=Me poncirina
R1=Glc-6-Rha R,= Me neoponcirina
R1=Glc-2-Rha R,=H isonaringenina
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Cabe mencionar que también se realizé el estudio fitoquimico exhaustivo

de los extractos organicos de esta especie. En la figura 3 se representan los

metabolitos secundarios aislado e identificados a partir de los extractos
organicos de C. mexicanum.

Figura 3 Metabolitos secundarios aislados de los extractos organicos de
Clinopodium mexicanum.

O;H

HO :
[i-sitosterol - acido ursolico
OMe

naringenina |

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Discusion

La informacion sobre los efectos de metabolitos secundarios de tipo
flavonoide es amplia, de han descrito los efectos ansioliticos y/o sedantes de
algunos agliconas y glicésidos de flavonoides, y se ha informado que algunos
flavonoides se tienen afinidad por sitio de BDZ del receptor GABAA (Marder et
al., 2003; Fernandez et al., 2004 y 2006). Es posible que la presencia en CM de
8-OH-salvigenina y gardenina B, asi como las flavanonas, naringenina y 4-O-
metilnaringenina y los glucosidos flavonoides, neoponcirina, poncirina e
isonaringina sean responsables de sus efectos sobre el SNC.

En conclusién, este estudio reveld que una sola administracion de un
extracto acuoso de las partes aéreas de Clinopodium mexicanum produce
efectos sedantes, anticonvulsivos y anti-termonociceptivos. Los resultados
sugieren que los metabolitos secundarios de tipo flavonoide presentes en el
extracto son responsables de los efectos producidos por CM y aportan
evidencia de que estos efectos son producidos al menos en parte a un
incremento de la actividad GABAérgica, en particular de los receptores GABAa,
Adicionalmente, estos hallazgos apoyan el uso popular de C. mexicanum como

remedio para inducir el suefio y como un tranquilizante.

Dracocephalum moldavica

M. Martinez-Vazquez, R. Estrada-Reyes, M Martinez-Laurrabaquio, C. Lopez-
Rubalcava y G. Heinze. 2012. Neuropharmacological study of Dracocephalum
moldavica L. (Lamiaceae) in mice: Sedative effect and chemical analysis of an

aqueous extract. Journal Ethnopharmacology, 141, 908-917.
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Dracocephalum moldavica Linn., es otro “toronjil” conocido popularmente
como toronjil azul o toronjil extranjero por ser de origen Euro-Asiatico
(Dastmalchi et al., 2007; Najaafi et al., 2009). A pesar de no ser de una planta
Mexicana de origen, ésta ha sido adaptada en nuestro pais, en donde es
cultivada de forma sistematica y es ampliamente utilizada en la medicina
tradicional, como remedio para el insomnio, para inducir suefio y como
tranquilizante (Linares et al., 1999). Como se menciond en la seccion de
introduccién, esta especie forma parte del complejo de los tres toronjiles,
constituido por los toronjiles morado, blanco y azul, remedio herbolario para
aliviar los “nervios”, como tranquilizante y para inducir el suefio. Se han descrito
en la literatura los efectos ansioliticos de especies de Dracocephalum
moldavica cultivadas en algunas regiones de Rusia y Asia, atribuyendo sus
efectos ansioliticos a la abundante presencia del acido rosmarinico (. Sin
embargo, hasta el presente trabajo no se contaba con informes sobre de los
efectos sedantes o ansioliticos de Dracocephalum moldavica cultivada en
Méexico.

Tomando en cuenta lo anterior, se decidi® evaluar los efectos
neurofarmacolégicos producidos por un extracto acuoso de las partes aéreas
de Dracocephalum moldavica (DM) en varios modelos de conducta en ratones.
Los resultados mostraron que cuando los animales administrados con DM
fueron evaluados en el modelo de la conducta exploratoria ante un ambiente
aversivo, DM produjo una disminucién en la conductas de exploraciéon
evaluadas, efecto que en este modelo, podria ser considerado inespecifico o
de tipo ansiogénico. Sin embargo, DM también produjo una disminucién de la

actividad ambulatoria de los sujetos experimentales, cuando fueron evaluados
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en el modelo de campo abierto, por lo que el efecto observado en el modelo de
la conducta exploratoria puede deberse a un efecto sedante. Estos resultados
fueron similares a los producidos por diazepam a la dosis de 4 mg/kg, en este
caso, el diazepam también disminuy6 las conductas de exploracion en el
modelo de la conducta exploratoria ante un ambiente aversivo esta
disminucién, estuvo también asociada a una reduccién de la actividad general
en la prueba de campo abierto.

Los efectos sedantes de este extracto fueron confirmados en el modelo
del tablero con perforaciones, en el cual los resultados mostraron que DM
produjo una disminucion estadisticamente significativa y de forma dependiente
de la dosis en todas las conductas evaluadas en este modelo, una accién
considerada como un efecto sedante. También, en la prueba de campo abierto
DM disminuy6 significativamente la actividad general de los ratones
experimentales.

La prueba del rodillo giratorio o Rota-rod es un paradigma propuesto
para evaluar la coordinacion motora o efectos musculo relajantes de farmacos
o principios activos (Estrada-Reyes et al., 2012).Cuando los animales tratados
con DM fueron evaluados en esta prueba, mostraron una disminucién en el
tiempo en que fueron capaces de mantenerse en sobre el rodillo giratorio
(Rota-rod). Estos resultados indican que DM también redujo la coordinacién
motriz de forma similar al efecto producido por DZ a dosis altas (2-4 mg/kg).
Disminucion del tono muscular, disminucién de la actividad ambulatoria y
sedacion son generalmente las manifestaciones producidas por dosis altas de
algunas benzodiazepinas como DZ, que también disminuye el tiempo de

permanencia de los roedores sobre el rodillo giratorio. Los resultados de estos
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experimentos en su conjunto confirmaron que DM produjo efectos sedantes en
roedores.

Otra prueba de la actividad sedante de DM fue proporcionada por la
capacidad del extracto para incrementar el tiempo de suefo inducido por
pentobarbital de sodio (PB). Como se menciond antes, farmacos depresores
del SNC, como el PB tienen un sitio de unidon en el receptor GABAa,
produciendo un aumento en la hiperpolarizacion mediada por GABA de las
neuronas post-sinapticas. En este mismo experimento la participacion del
sistema GABAérgico fue confirmada, cuando se administrd una dosis sub-
umbral de PB (no suficiente para inducir el suefo por si mismo) en
combinacion con DM, ambos compuestos indujeron sueio en los animales de
prueba. Por ejemplo, la combinacién de 30 mg/kg de SP y 200 mg/kg de DM
produjo un efecto similar a la producida por la misma dosis de PB en
combinacion con 1 mg/kg de DZ. Estos resultados mostraron que existe una
relacion entre las capacidades de SP para inducir la sedacién y el efecto
sedante producido por DM. Por lo tanto, es posible que el sistema GABAérgico
participe en el incremento inducido por DM en los efectos de la PB.

La prueba de nado forzado es un modelo util, relativamente sencillo de
realizar y reproducible, para predecir estados tipo depresivos en roedores. En
esta prueba, inicialmente se induce a un estrés agudo en los ratones, cuando
son forzados a nadar en un recipiente del cual no pueden escapar,
desplegando una conducta pasiva o de inmovilidad, esta conducta se invierte
por antidepresivos tales como imipramina (IMl) y cloripramina (CIM). Nuestros
resultados mostraron que la administracion i.p. de una sola dosis de DM indujo

un aumento estadisticamente significativo del tiempo de inmovilidad, en una
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manera opuesta al efecto inducido por el IMlI y CIM, dos antidepresivos
triciclicos de uso clinico. Como se menciond anteriormente, una reduccion
significativa en el tiempo de inmovilidad se considera un efecto tipo
antidepresivo. Por el contrario, el aumento en el tiempo de inmovilidad
observado después de la administracion de DM podria ser una consecuencia
de su efecto depresor de la actividad central. En este sentido, es bien sabido
que la mayoria de los farmacos que aumentan la transmision GABAérgica
inducen sedacion y somnolencia y no tienen efectos de tipo antidepresivo ni en
animales ni en seres humanos. Sin embargo, se requieren mas estudios para
confirmar esta hipétesis. En cuanto a la composicion quimica de DM, un
analisis de espectro-fotométrico cuantitativo mostré una abundancia total de
flavonoides del 16,6 %.

Ademas, DM dio positivo a las pruebas quimicas para polifenoles,
taninos, glucosidos, esteroles, pero no se encontré que contenia compuestos
de tipo alcaloides. Hay varios informes acerca de la presencia, del acido
rosmarinico en los extractos acuoso y de metanol en especies de
Dracocephalum cultivadas en algunas regiones de Asia y Europa y se han
descrito los efectos de tipo ansiolitico en ratones del acido rosmarinico (Takeda
et al.,, 1998). Tomando en cuenta lo anterior, se realiz6 un analisis quimico
mediante la técnica CLAR-EM, dirigido a la deteccion de este compuesto; sin
embargo, el resultado fue negativo. Esta informacion resulta interesante,
debido al hecho de que se ha descrito que el acido rosmarinico junto con
flavona apigenina son los responsables de los efectos ansioliticos de las

especies de D. moldavica colectadas en Rusia y Asia y la ausencia de este

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Discusion
metabolito en las colectas mexicanas podria explicar la ausencia del efecto
ansiolitico en el presente estudio.

Otro objetivo fue evaluar los posibles riesgos toxicos de DM. Para lograr
este objetivo, la toxicidad aguda resultante de la administracion por via
intraperitoneal de la DM se midi6 segun el método de Lorke. Los resultados
indicaron que a dosis mas altas (500-1600 mg/kg) las manifestaciones toéxicas
persisten hasta producir la muerte en un periodo de 36 h, siendo la DLsy= 470
mg/kg. La toxicidad aguda indica que el consumo de DM podria implicar ligeros
riesgos para la salud.

De acuerdo con los resultados del analisis de DM por medio de la
técnica CLAR-EM, los componentes principales de DM son los glucosido de: la
7-O-B- D-(6""-O-malonil) acacetina, la 7-O-B-D-(6""-O-malonil) luteolina y la 7-
O-B-D-(6""-O-malonil) apigenina, asi como el 7-O-8-D-glucurénido de la
acacetina, mientras que las flavonas acacetina, 8-hidroxisalvigenina y
diosmetina fueron detectadas solo en trazas. Por ultimo, los monosacaridos
maltosa, xilosa, glucosa y fructosa asi como el acido ferulico también fueron
detectados en el extracto acuoso.

En relacién con el estudio quimico de DM, la composicion de los aceites
esenciales fue similar a la informada para las colectas realizadas en Rusia y
Asia mientras que, las principales diferencias con la colecta Mexicana es la
ausencia de acido rosmarinico, la baja concentracion de apigenina asi como la
abundante cantidad de azucares detectados. Es también importante la variedad
de derivados de glucésidos de flavonoides que se encontraron en la especie

estudiada.
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Como se ha mencionado antes, se ha informado que algunos glucésidos
de flavonoides producen efectos sedantes en ratones. Por ejemplo, esta
descrito que la administracion via i.p. de los glicésidos de los flavonoides:
linarina, 2S-hesperidina, 2S-neohesperidina, 2S-naringenina, diosmina,
gossipina y rutina produce efectos sedantes SNC en ratones evaluados en la la
prueba del tablero con perforaciones y en la prueba del tiempo de suefio
inducido por pentobarbital, estos flavonoides también indujeron un decremento
en la actividad locomotora de los animales experimentales. En base a estos
antecedentes, la presencia en DM de la 7-O-B-D-(6""-O-malonil)
glucosilacacetina, la 7-O--D-(6""-O-malonil) glucosil-luteolina y la 7-O-B-D-(6""-
O-malonil) apigenina, asi como el 7-O-B-D-glucurénido de la acacetina, podria
explicar los efectos sedantes producidos por D. moldavica. Cabe mencionar,
que en la especie estudiada la apigenina solo fue detectada en trazas.
Sin embargo, es importante resaltar la abundante presencia de los derivados
glicosilados de apigenina como de luteolina, los 7-O-B-D-(6""-O-malonil)
glucosil apigenina y la 7-O-B-D-(6""-O-malonil) glucosil luteolina, Ademas, se ha

descrito el efecto sedante de luteolina (Fernandez et al., 2004).
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En la Figura 4 se muestran los principales metabolitos secundarios aislados e

identificados en los extractos organicos de Dracocephalum moldavica.

Figura 4 Metabolitos secundarios de los extractos organicos de

Dracocephalum moldavica.
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En conclusion, estos resultados indican que a las dosis probadas, DM
produce efectos sedantes, disminuye la actividad ambulatoria y produce
relajacion muscular en animales de experimentacion. DM no mostré efectos de
tipo ansiolitico ni antidepresivo en los paradigmas en los que fue evaluado.
Tomados en conjunto estos datos indican que el extracto acuoso produjo una

inhibiciéon general de la actividad neuronal del SNC.

Es factible suponer que los glicosidos de flavona presentes en el extracto activo
contribuyen a los efectos sedantes producidos por Dracocephalum moldavica.
Sin embargo, estudios posteriores deben llevarse a cabo para evaluar esta
posibilidad. Los resultados de esta investigacion fueron publicados en el

articulo que se muestra a continuacién (Martinez-Vazquez et al., 2012).

Agastache mexicana subespecie mexicana y Agastache mexicana

subespecie xolocotziana.

Rosa Estrada-Reyes, C. Lépez-Rubalcava, Octavio Alberto Ferreyra-

Cruz Ana Maria Dorantes-Barron, G. Heinze, Julia Moreno Aguilar, Mariano
Martinez-Vazquez. 2014. Central nervous system effects and chemical

composition of two subspecies of Agastache mexicana; an ethnomedicine of

Mexico. Journal of Ethnopharmacology, 153, 98-110.

Dos subespecies de Agastache mexicana se utilizan en forma de té o
infusion, como un remedio herbolario para la curacion del "susto", como

tranquilizante y/o sedante asi como para inducir el suefio. Estas plantas
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medicinales son hoy en dia unas de las mas vendidas en el centro de México
(FAO, 2012).Sin embargo, hasta antes del presente estudio no se contaba con
informes que confirmaran los efectos atribuidos a estas especies

En base a estudios botanicos, taxonémicos y morfoldgicos previos se
propuso la existencia de dos subespecies de A. mexicana (la subespecie
mexicana y la xolocotziana), con base en el estudio quimico de ambas plantas
realizado por nuestro grupo de trabajo, en el cual demostramos que existen
notables diferencias en los metabolitos secundarios que expresan cada una de
estas subespecies (Estrada-Reyes, et al., 2004).

Teniendo esto en cuenta, se decidid evaluar los efectos sobre el SNC
producidos, de los extractos acuosos de las partes aéreas tanto de A.
mexicana subespecie mexicana (Amm) como de la A. mexicana subespecie
xolocotziana (Amx) en varios modelos de conducta en ratones.

En cuanto a las evaluaciones farmacoldgicas, se utilizaron las pruebas
de conducta exploratoria en un ambiente aversivo y la prueba de conducta de
enterramiento defensivo (Lopez-Rubalcava et al., 2006) para detectar posibles
efectos de tipo ansiolitico. En el primer paradigma, un aumento en la conducta
de exploracion (numero de transiciones entre los compartimientos iluminado y
oscuro) es considerado o un efecto de tipo ansiolitico, mientras que una
disminuciéon de dicha conducta es considera como un efecto inespecifico o de
tipo ansiogénico (Viola et al., 1995; Estrada-Reyes et al., 2010). Nuestros
resultados indicaron que a dosis bajas de Amm y Amx indujeron efectos de tipo
ansiolitico en ratones, aumentando significativamente el numero de
transiciones entre los compartimientos iluminado y oscuro. Estos efectos fueron

similares a los inducidos por la administracion de dosis bajas de DZ (0.25- 0.5
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mg/kg). Asi mismo, tanto Amm, Amx y DZ aumentaron el tiempo que los
ratones permanecieron en el area iluminada durante la prueba. Un aumento de
este parametro también denota acciones de tipo ansiolitico. Amm fue mas
potente que Amx, ya que a dosis mas bajas de Amm (0,01 a 10,0 mg/kg) indujo
su efecto ansiolitico en comparacion con Amx (1,0 a 10 mg/kg). Por otro lado,
cuando los ratones fueron administrados con dosis mayores de Amm (100
mg/kg), Amx (100 mg/kg) o diazepam (4.0 mg/k) se observé un aumento
significativo el tiempo que los ratones permanecieron el compartimento
obscuro, lo cual, en esta prueba es considerado como un efecto inespecifico.

Los resultados obtenidos en la prueba de la conducta de enterramiento
mostraron que Amm y Amx (0.01 y 10 mg/kg), asi como el diazepam (0.5 a 2
mg/kg) disminuyeron la conducta de enterramiento, un efecto considerado
ansiolitico (Lopez-Rubalcava et al., 2006). Sin embargo, seria importante tener
en cuenta que en el modelo la conducta de enterramiento, pueden ocurrir
falsos positivos si los animales son incapaces de enterrar la terminal
electrificada debido a la falta de coordinacién motora. Teniendo en cuenta que
tanto Amm y Amx a dosis altas (100 mg/kg) produjeron incoordinacion motora
en la prueba del rodillo rotatorio, asi como un aumento en la latencia de
enterramiento observado en la prueba de enterramiento (parametro que indica
la capacidad de los animales para reaccionar cuando se enfrentan a un
estimulo aversivo). Entonces, es posible decir que a dosis por arriba de los 10
mg/kg Amm y Amx, producen efectos sedantes mas que de tipo ansiolitico.
Esta idea esta apoyada por los resultados obtenidos en la prueba del tablero

con perforaciones. En este caso, Amm y Amx (100 mg/kg) disminuyeron la
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conducta exploratoria de los ratones, inclusive Amm produjo un mayor efecto
que Amx.

Como se mencion6é con anterioridad, el modelo del tablero con
perforaciones ofrece un método simple para medir la respuesta de los roedores
a un entorno desconocido que puede detectar tanto efectos ansioliticos como
sedantes. Por lo que los resultados obtenidos en este modelo animal,
confirmaron los efectos sedantes de Amm y Amx. Estos resultados apoyan la
idea de que Amm y Amx a dosis mayores de 10 mg/kg producen una inhibicién
de la actividad sobre el SNC, que se refleja como una accién sedante, mientras
que sus acciones ansioliticas se observan a dosis menores.

En cuanto al analisis quimico de los extractos acuoso de ambas
subespecies, el analisis por CLAR-EM indico la presencia la presencia de trazas
de las flavonas agliconas: diosmetina, gardenina A y 80OH-salvigenina. Mientras
que, el 7-O-B-glucdsido de acacetina fue detectado como el producto principal
en ambos de extractos (24,49 % en Amm y 22,42 % en Amx). De manera
similar, también se detecté su correspondiente derivado esterificado del acido
malico, pero se observd una diferencia importante en términos de
concentracion entre las dos subespecies (Amm= 31,47 %, Amx= 2,1 %).

El 4cido malico también se aislo por precipitacion del extracto acuoso a
partir de la sub-especie mexicana y este se detectd en el analisis por CLAR-
EM. Estos ultimos resultados, junto con las concentraciones de azucares en
Amm podrian explicar la alta concentracidon de derivados glicosilados del acido
malico observada en Amm y no en Amx. Adicionalmente, cabe destacar que a

partir del extracto de hexano de A. mexicana subespecie xolocotziana se aislo
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por primera vez en esta especie, la flavona pilosina, una 8OH-flavona y el
triterpeno B-amirina.

Otra diferencia notable entre Amm y Amx es la abundancia de
polifenoles y flavonoides totales; Amm contiene una mayor concentracién de
polifenoles y flavonoides en comparacién con Amx esto es probablemente
debido a la intensa coloracion azul-rojo de la subespecie mexicana. En la
Figura 5 se muestran los principales metabolitos secundarios aislados e

identificados en los extractos organicos de A. mexicana subespecie mexicana.
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Figura 5. Metabolitos secundarios mayoritarios aislados de los extractos organicos de

A. mexicana subespecie mexicana.
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En la figura 6 se representan los principales metabolitos secundarios

aislados e identificados en A. mexicana subespecie xolocotziana.
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Figura 6. Metabolitos secundarios mayoritarios aislados de los extractos

organicos de A. mexicana subespecie xolocotziana.
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Teniendo en cuenta que Amm y Amx tienen derivados de flavonoides, se
podria sugerir que estos compuestos participan tanto en la induccién de sus
efectos ansioliticos como sedantes.

De forma similar, a las especies descritas anteriormente, es factible sugerir que

los compuestos de tipo flavonoide, a través de su interaccion con el sistema
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GABAérgico, sean los responsables de las acciones ansioliticas y sedantes de
estas especies.

Sin embargo, no podemos descartar la participacién de otros sistemas
de neurotransmision en las acciones de estas especies, tales como los
serotonérgico y/u opioides, entre otros. Por otro lado, los modelos de nado
forzado (FST) y de suspension de la cola (TST) son los modelos animales
utiles para la investigacién de nuevos farmacos antidepresivos (Porsolt et al.,
1977, Porsolt et al., 1977a; Martinez-Vazquez et al., 2012; Steru et al., 1985).
La TST induce un estrés moderado, util para predecir los estados de animo, por
el contrario la FST induce un estrés mayor que el inducido con la TST.

Los resultados mostraron que la administracion por via oral de una dosis
unica de Amm indujo un aumento estadisticamente significativo en el tiempo de
inmovilidad en ambas pruebas, de una manera opuesta al efecto inducido por
DIM, un antidepresivo de uso clinico. Mientras que la administracién de Amx no
produjo cambios significativos con respecto al grupo control en el modelo de
nado forzado ni en el modelo de la suspensién de cola, unicamente a 200
mg/kg produjo un aumento en el tiempo de inmovilidad.

Con el fin de aportar informacion sobre los posibles efectos téxicos y
riesgos para la salud producidos por el consumo de estas dos especies de
Agastache, fueron evaluaron sus efectos sobre la actividad ambulatoria y la
coordinacion motora en las pruebas de campo abierto, Rota-rod, la rejilla
invertida, mientras que su toxicidad aguda se determiné mediante el calculo de
la DLso.

La coordinacion motora es un comportamiento complejo y puede reflejar

el equilibrio, la fuerza muscular y la marcha. La pérdida de la coordinacién
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motora es una caracteristica comun de deterioro neurolégico y es un efecto
secundario potencial de ciertos compuestos como los barbituricos y farmacos
sedantes, tales como benzodiazepinas o alcohol y es uno de los efectos mas
facilmente observables (Nwinyi y Kwanashie, 2009).

Nuestros resultados mostraron que los tratamientos con Amm o Amx
producen incoordinacion motora a dosis altas (100 a 200 mg/kg), observado
como una disminucion en el tiempo en que los animales son capaces de
mantenerse en el rodillo giratorio, estos efectos fueron similares a los
producidos por DZ a la dosis de 4 mg/kg.

Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en la prueba de
la rejilla invertida (Mylvaganam et al., 1999), en la que los animales tratados
con Amm mostraron una debilidad muscular notable a partir de la dosis de 100
a 1000 mg/kg, que se vio reflejada por una disminucién significativa en el
tiempo de sujecion.

Adicionalmente, los ratones tratados con Amx a Amm a 100 mg/kg
mostraron una disminucion significativa en la actividad ambulatoria en la
prueba de campo abierto. Con base en estos resultados, podemos concluir que
Amm y Amx, a partir de 100 mg/kg producen ademas de sus efectos sedantes
una disminucion en la coordinacion motora y la fuerza muscular de los sujetos
experimentales. En la mayoria de los casos, Los efectos sedantes producidos
por Amm se presentaron con una mayor potencia en comparacion con Amx.

La toxicidad aguda que resulta de la administraciéon oral de ambos
extractos Amm y Amx se midi6 segun el método de Lorke. A dosis de 1,0 a 100
mg/kg Amm no produce efectos adversos, mientras que en dosis de 2600

mg/kg se observaron algunos efectos, tales como la diarrea, ataxia y erupcion
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cutanea, sin embargo, estos efectos desaparecen en el trascurso de la primera
hora posterior a la administracion. La DLsp Amm fue mayor a 5000 kg/mg, de
acuerdo con el método empleado, el extracto es considerado no toxico.
Ademas, la administracion oral de Amx (1 a 100 mg/kg) produjo diarrea y
diaforesis que desaparecieron en el trascurso de la primera hora posterior a la
administracién. A la dosis de 5000 mg/kg indujo algunas manifestaciones
toxicas que persistieron hasta la muerte de todos los sujetos experimentales.
De acuerdo con el método de Lorke, la LDsy es de 3807mg/kg, y el extracto ser
considerado como ligeramente toxico. Estos resultados indican que Amm tiene
un indice mayor de seguridad que Amx. Estos resultados también sugieren que
el consumo de estas especies no implica riesgos significativos para la salud.
Sin embargo, vale la pena para llevar a cabo estudios sobre los posibles
efectos toxicos producidos por el consumo cronico de estas plantas
medicinales.

En resumen hemos encontrado que los extractos acuosos de las
subespecies; mexicana y xolocotziana, a dosis bajas (0.01 a 10 mg/kg)
indujeron acciones de tipo ansiolitico; mientras que a dosis mas altas, mayores
de 100 mg/kg, indujeron efectos sedantes afectando la actividad ambulatoria y
la coordinacion motora. Estos resultados indican que Amm y Amx pueden
causar una inhibicion general de la actividad neuronal. Curiosamente, el
extracto acuoso de A. mexicana subespecie mexicana parece ser mas potente
que la A. mexicana subespecie xolocotziana, teniendo en cuenta que a dosis
mas bajas, Amm induce acciones del tipo ansiolitico y que sus efectos

sedantes son mas potentes que los producidos por Amx. Ademas la baja
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toxicidad implica que el consumo de estas subespecies de Agastache no
implica riesgo significativo para la salud.

Tomados en conjunto, estos resultados apoyan el uso de A. mexicana
subespecie mexicana y A. mexicana subespecie xolocotziana en la medicina

tradicional como agentes ansioliticos, tranquilizante y sedantes.

Relacion de los efectos sobre el SNC y la presencia de glicésidos de

flavonoides en los “toronjiles”

El estudio de los efectos farmacologicos de estas cuatro plantas
medicinales
Evidencio dos hechos:

1. Todos los extractos acuosos mostraron efectos sedantes; ademas, los
extractos de A. mexicana subsp mexicana y A. mexicana subsp xolocotziana a
dosis bajas indujeron efectos ansioliticos.

2. En todos los extractos acuosos activos se verificd presencia de glicosidos de
flavonoides y sus derivados en forma de ésteres del acido malico.

Con evidencia de los resultados obtenidos, se puede postular que los
glicosidos de flavonoide presentes en los extractos acuosos de los toronjiles
estudiados contribuyen a sus efectos ansioliticos, sedantes y antinociceptivos.
En la Tabla 1 se muestra la relacion entre los efectos farmacoldgicos y la
presencia de metabolitos secundarios de glicésidos de flavonoide en las cuatro

especies estudiadas.
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Tabla 1 Efectos farmacoldgicos y metabolitos secundarios mayoritarios de las

cuatro especies estudiadas.

Especie Compuesto mayoritarios Efecto
Clinopodium nheoponcirina
. poncirina

mexicanum : o sedante
isonaringina

Dracocephalum 7-0-B-D-(6""-O-malonil) glucosil

moldavica acacetina,
7-0-B-D-(6""-O-malonil) glucosil
luteolina,
7—Q-,8-D—(6 -O-malonil) glucosil sedante
apigenina

Agastache mexicana

7-0O-B-glucosil acacetina
7-0O-B-D-(6""-O-malonil) glucosil

. ansiolitico/sedante
acacetina

subsp mexicana

7-O-B-glucosil acacetina
subsp xolocotziana  7-O-f-D-(6""-O-malonil) glucosil ansiolitico/sedante
acacetina

En los ultimos afos la investigacion para encontrar la relacion entre los
efectos sobre el SNC, sus mecanismos de accion y sus caracteristicas
estructurales de los flavonoides ha sido intensa.

Asi, se ha descrito que flavonoides glicosilados, como; la linarina (7-O-
rutinésido de acacetina), 2S-hesperidina (7-O-rutinésido 1—2 de hesperetina),
2S-neohesperidina (7-O-rutinésido 1—6 de neohesperetina), 2S-naringenina
(7-O-glucésido de naringenina), diosmina (7-O-rutindésido de diosmetina), y
rutina (3-O-rutinosido de quercetina) ejercen efectos depresores del SNC en
ratones, también se ha documentado ampliamente que estos efectos son
principalmente consecuencia de su interaccion con el sistema GABAérgico (***.

Por otro lado, la amplia distribucion de GABA enddgeno, junto con el

hecho de que practicamente todas las neuronas son sensibles a su efecto

inhibidor, indica que la funcién de GABA es ubicua en el cerebro. Los estudios
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han demostrado también que el GABA es un transmisor en aproximadamente
el 30 % de todas las sinapsis en el SNC. Por lo tanto, no es sorprendente
pensar, que las acciones depresoras del SNC observados con |la
administracién de extractos ricos en flavonoide pueden deberse a su accion
sobre este sistema de neurotransmision. De acuerdo con esta observacion y
los resultados de esta investigacion, la presencia de glucésidos de flavonoides
y sus derivados esterificados, podrian explicar los efectos depresores,
ansioliticos y sedantes producidos por los toronijiles.

Por otro lado, cabe mencionar que en este trabajo se identifico por
primera vez la presencia de los ésteres del acido malico de glucosil apigenina y
glucosil acacetina en los extractos acuosos A. mexicana subespecies mexicana
y xolocotziana y D. moldavica; los 7-O-B-D-(6""-O-malonil) glucosil apigenina y
7-0-B-D-(6""-O-malonil) glucosil acacetina, este ultimo también fue aislado del
extracto metandlico de A. mexicana subespecie mexicana.

A este respecto, las investigaciones sobre la biosintesis de flavonoides
en cultivos celulares han sugerido que malonilacion puede ser la etapa final en
la formacién de estos constituyentes glicosilados en la planta. Esto es debido a
que las acciones de la enzima maloniltransferasa tienen la funcién de
esterificar, para hacer mas solubles en agua a los compuestos glicosilados,
permitiendo de esta forma su almacenamiento en las vacuolas de las plantas
que los producen. Sin embargo, la presencia de los derivados glicosilados del
acido malico en extractos polares han sido poco descritos, posiblemente debido
a que estos ésteres labiles son generalmente pasados por alto debido a los
procedimientos de deteccion o aislamiento inadecuados que causan su

degradacion.
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En cuanto a la participacion de estos derivados esterificados en los
efectos depresores de las dos esepcies de Agastache y D. moldavica, es
factible que estos sean precursores de 7-O-B- glucosil apigenina y 7-O-3-
glucosil acacetina, que como consecuencia de un proceso hidrdlisis por el
metabolismo del primer paso, estos sean liberados para ser entonces
absorbidos y continuar con su proceso de accidon y metabolismo como se

discutira mas adelante.

(2S)-Neoponcirina

J. Cassani, A.G. Escalona Araujo, M. Martinez-Vazquez, G. Heinze, J. Moreno,
and R. Estrada-Reyes. 2013. Anxiolytic-like and antinociceptive effects of 2S -

Neoponcirin in mice. Molecules, 18, 7584-7599.

Con el fin de apoyar la hipotesis de los flavonoides como los principios
activos de los toronjiles, se evaluaron los efectos sobre el SNC del rutindsido
de flavanona, 2(S)-neoponcirina (NEO), la cual es uno de los principales
metabolitos secundarios de tipo flavonoide aislado a partir de Clinopodium
mexicanum.

La Neoponcirina se aislé a partir de una mezcla compleja obtenida del
extracto de MeOH de C. mexicanum, como un soélido amorfo de color blanco,
punto de fusion= 256-258 °C, con una féormula molecular de CysH34014
determinada por espectrometria de masas (positivo ESI-EM m/z 595 (M+H) y
[a] 25 D= -45°. El espectro de *C-RMN mostrd sefiales de 28 atomos de

carbono, uno de ellos metoxilo, un grupo metilo, dos metilenos, diecisiete
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metinos y siete carbonos cuaternarios, que fueron asignados mediante
experimentos DEPT, HSQC y HMBC. El espectro de proton mostré un conjunto
de senales de un sistema AA'BB' en 6= 7.45 y 6.98 ppm que corresponde a los
protones H-2', 6' y H-3', 5' del anillo B. La asignacion fue confirmada por la
sefiales en el espectro de RMN '*C 128 para el C-2'/C-6' y 113 para C-3'/C-5',
otra sefales caracteristicas mostraron la presencia de protones en posicidon
meta a &= 6.12 ppm y estos fueron asignados a H-6 y H-8 del anillo A,
respectivamente. Correspondiente en el espectro de RMN *C a C-6 en 96.5 y
C-8 a 95.5 ppm. Estas observaciones sugirieron que las posiciones C-5y C-7
estuvieran oxigenadas, la sustitucion de C-5 fue confirmada por la presencia de
una doble sefial a 4.98 ppm en el espectro de RMN *C cuya constante de
acoplamiento (J = 7,5 Hz) corresponde a un protdon de una glucosa en la
posicion B. La sefial mas notable es la que muestra la interaccién entre el H-2 y
H-3 (ax) con una constante de acoplamiento de J2, 3y= 12.6 Hz que indica que
la configuracion de C-2 del grupo arilo heterociclico anillo es ecuatorial, lo que
implica que la molécula tiene una configuracion 2S. Los datos espectrales en
su conjunto establecieron la estructura de este compuesto como (2S)-5-hidroxi-
7-O-B-glucopiranosil-(1—6)-B-ramndsido, 4'methoxyflavanona.

El efecto antinociceptivo de NEO fue evaluado en el modelo de
nocicepcion térmica de la platina caliente. Los resultados mostraron que, de
manera similar al ibuprofeno (IB), el cual prolongo la latencia de la respuesta al
estimulo nociceptivo respecto al grupo control, la administracion i.p. de NEO a
dosis de 1, 10, 20 y 40 mg/kg produjo un aumento estadisticamente
significativo en la latencia de respuesta, que muestra un mejor efecto a los 30

min después de administracion i.p.
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Estos resultados mostraron que NEO ejerce un efecto antinociceptivo ante el
estimulo térmico dependiente de la dosis, este efecto fue mejor que el
producido por IB, un potente analgésico no opioide (AINE) que es eficaz en el
ensayo de la platina caliente. Por lo tanto, cuando se comparan las actividades
de NEO e IB, se puede observar que NEO es claramente mas potente que IB.
Asimismo, los efectos antinociceptivos producidos por NEO no estan asociados
con ningun efecto adverso ya que estas dosis no modificaron la actividad
ambulatoria de los animales de experimentacion. Soélo a las dosis de 40 mg/kg
NEO produjo una disminucion en la actividad ambulatoria de los ratones, lo que
podria interferir con su efecto anti nociceptivo. Los resultados mostraron que el
NEO es un principio activo de C. mexicanum, y pone de relieve su potencial
farmacoldgico para el desarrollo de nuevos analgésicos.

La administracion de NEO no produjo cambios en la latencia ni la
sedacion ni el tiempo de sueio, en la prueba de tiempo de sueio inducido por
pentobarbital sédico. Estos resultados indican que NEO no induce efectos
sedantes en ninguna de las dosis probadas. Como se mencionado, el
pentobarbital aumenta alostéricamente la neurotransmision GABAérgica
incrementando el tiempo medio de apertura del canal de una manera
dependiente de GABA, por lo que, es posible que NEO no sea capaz de
modificar este mecanismo.

Cuando se evaluaron NEO y diazepam (DZ) este modelo, tanto NEO (1
a 10 mg/kg) como DZ (0,5 mg/kg) a dosis bajas mostraron actividad de tipo
ansiolitica. De forma similar tanto NEO como DZ produjeron efectos sedantes a

dosis mayores. De este modo, NEO mostré un perfil farmacolégico bifasico

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Discusion
similar al de diazepam, en el que a dosis pequefias causa efectos ansioliticos,
mientras que a dosis mayores produce efectos sedantes.

Estos hechos sugieren que el sistema GABAérgico podria estar
implicado en los efectos ansioliticos producido por NEO. Las BDZ son
moduladores positivos de la neurotransmision GABAérgica, es decir que se
requiere la presencia de GABA para producir las acciones ansioliticas de las
benzodiazepinas, mientras que, los agonistas GABAérgicos tales como
muscimol interactuan directamente con el sitio de union de GABA para activar
la conductancia de ion cloruro y por lo tanto funcionan incluso en ausencia de
GABA. Por el contrario los agentes que inhiben la neurotransmision
GABAérgica son ansiogénicos, por ejemplo, la picrotoxina es un antagonista de
los receptores GABA y produce, en ratones, efectos de tipo ansiogénicos. La
picrotoxina es un antagonista, no competitivo selectivo de GABA que bloquea
especificamente el receptor GABA, evitando de este modo el efecto de
inhibicién del GABA neuronal.

Basado en la hipdtesis de que el sistema GABAérgico esta involucrado
en las acciones ansioliticas de NEO, se evalud la coadministracion de
picrotoxina (PTX) y muscimol (MUS) en combinacién con NEO

Los resultados indicaron que, como signos de actividad ansiolitica, NEO
a la dosis de 10 mg/kg aumentd significativamente las conductas de
exploracion de los ratones (numero de paradas y asomadas) con respecto al
grupo control en la prueba del tablero con perforaciones. Por otro lado, cuando
se administraron simultdneamente NEO vy picrotoxina a 0.5mg/kg, éste a fue
capaz de bloquear completamente el efecto ansiolitico de NEO. Estos

hallazgos sugieren que NEO induce su efecto ansiolitico a través de la
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activaciéon del sistema GABAérgico, especificamente, a través de su unién a
nivel pos sinaptico en los receptores GABAAa. Esta idea se confirmd, cuando la
coadministracion de NEO (1mg/kg) y muscimol ambos a dosis no efectivas,
produjo un efecto de tipo ansiolitico, similar al producido por NEO a 10 mg/kg
en el modelo del tablero con perforaciones. La combinacion de muscimol y
NEO resulto ser mas potente que cada uno de los farmacos por separado.
Estos resultados apoyan la propuesta de que NEO podria unirse directamente
en el sitio del GABA, otra probabilidad es que NEO produzca cambios
alostéricos en los receptores GABAA de forma similar a DZ, o simplemente de
forma similar al muscimol, sea un agonista del GABA. Sin embargo, es
necesario llevar a cabo experimentos mas especificos dirigidos a responder
estas posibilidades.

Podemos afirmar que los resultados obtenidos, son un buen indice de la
participacion en el sistema GABAérgico en las acciones ansioliticas de NEO.
Aunque no podemos descartar la participacion otros sistemas de
neurotransmisores, tales como la serotonérgico, dopaminérgico,
noradrenérgico, sistemas metabotropicos del receptor GABAg o el sistema
opioide que podrian contribuir a la efectos de tipo ansiolitico asi como en los
efectos antinociceptivos de NEO. Por ejemplo, se acepta que el sistema de
opioides juega un papel en las acciones de las benzodiazepinas ansioliticas y
que también modulan las conductas afectivas. Varios estudios han demostrado
que los antagonistas de opioides, tales como naloxona puede bloquear las
respuestas a las benzodiazepinas ansioliticas. Por otra parte, se ha informado

que la gossipina un glucoésido de flavonol activa los receptores de opioides.
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Por otro lado, el centro estereogénico C-2 de NEO parece ser importante

para la accion ansiolitica, ya que como se muestra en la figura siguiente, la
linarina, un ramndsido de acacetina Figura 7, cuya unica diferencia estructural

que tiene con NEO es la presencia de una doble ligadura en C-2/C-3, induce

efectos sedantes pero no ansioliticos (Fernandez et al., 2004).

Figura 7 Diferencias estructurales entre linarina y 2S-neoponcirina

OCH,

0]
A=
HO o

OH OH O
(o]
HO linarina
HO O\R
OH OCHj
e o LY
OH O

(2S)-5-hidroxi-4 -metoxi-flavanona-7- O-f-gluco-
piranosil-(1 6)-p-rhamnosido (NEO)

Metabolismo de glicésidos de flavonoides y su accion biolégica en
humanos
Nuestras evaluaciones farmacologicas se realizaron principalmente
mediante la administracién via intraperitoneal a los animales de prueba, no
obstante en la medicina tradicional la principal via de administracién es la oral.
Esto plantea el problema de conocer, si la via de administracion altera las
estructuras de los principios activos durante el proceso de absorcién y por

consiguiente su accion terapéutica.
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Los estudios sobre el metabolismo de los flavonoides en humanos son
escasos. Es conocido que las moléculas de los azucares de los glicosidos de
flavonoides, por lo general son escindidos en los procesos de absorcion.
Posteriormente, los flavonoides son generalmente conjugados con moléculas
que aumenten su polaridad, principalmente con el acido glucurénico,
aumentando asi su velocidad de excrecion. Este proceso se lleva a cabo en el
higado y en menor medida en el rifidn. Las moléculas conjugadas entonces se
excretan en la bilis y la orina (Estrada-Reyes et al., 2013).

Otra via metabdlica es la fisibn o descomposicion de estas moléculas en
el colon, produciendo principalmente acidos fendlicos que pueden ser
absorbidos, conjugados y a continuacion, excretados en la bilis y en la orina.

Por ejemplo, en la ingesta de la rutina, un glucésido de quercetina, se
detectaron los siguientes acidos en sangre y orina: 3-hidroxifenilacético, 3,4—
dihidroxi fenilacético y 3-metoxi-4-hidroxifenilacético (acido homovalinico) asi
como el 3,4—dihidroxitolueno pero no se detectaron ni la rutina ni su aglicona de
la quercetina (Peterson y Dwyer, 1998).

Las evaluaciones farmacocinéticas de la diosmina, un glicésido de
flavona, se realizaron después de una administracion oral a voluntarios sanos.
La diosmina y su aglicona, diosmetina se determinaron por CLAR y técnicas de
CLAR-EM. Los resultados indicaron solamente la presencia de la diosmetina, la
aglicona de la diosmina, pero no se detecté el glicésido original. Este resultado
indica que en el proceso de absorcidn se escindié el residuo disacarido de la
molécula original. El analisis de los parametros farmacocinéticos, indicaron que
la diosmetina presenté una prolongada vida media plasmatica de entre 26 y 43

horas. Los datos mostraron la ausencia total de eliminacion urinaria de la
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diosmina (Figura 8) y su aglicona la diosmetina, mientras que sus metabolitos
menores se eliminaron en la orina, principalmente como conjugados de acido
glucurénico. La presencia de productos de degradacion tales como los acidos

alquil-fendlicos confirma un patron metabdlico similar al de otros flavonoides

(Cova et al., 1992).

Figura 8 Estructura del rutindsido de flavona, diosmina

diosmina

En otro estudio la poncirina se aislé a partir de extracto acuoso de los
frutos de Poncirus trifoliata y fue metabolizada in situ por bacterias intestinales
humanas. Se investigd el efecto inhibitorio de la poncirina (Figura 9) asi como
los metabolitos producido por las bacterias intestinales en el crecimiento de
Helicobacter pylori. Los resultados indicaron que el principal metabolito de la
ponciretina (5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavanona o ponciretina), fue el inhibidor mas
potente del crecimiento de H. pylori con una concentracion inhibitoria minima
(CIM) de 10-20 mg/mL. Sin embargo, la poncirina y sus metabolitos, excepto
ponciretina, no inhibieron el crecimiento de H. pylori, ni la actividad de la
enzima H. pylori ureasa (Dong-Hyung et al., 1999).

Figura 9 Estructura del rutindsido de flavanona, poncirina
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poncirina

Tomando en cuenta estos resultados se puede postular que los
glicésidos de flavonoides presentes en las especies estudiadas son
hidrolizados liberando las agliconas correspondientes.

Con el fin de aportar datos sobre la posible actividad sedante o
ansiolitica de las agliconas provenientes del metabolismo de los glicosidos
presentes en los toronjiles, se discutiran los datos publicados para la apigenina.

Los datos actuales parecen indicar que, en contraste con los resultados
informados previamente, la apigenina (Figura 10) no ejerce efectos de tipo
ansiolitico. Asi mismo se ha propuesto que el efecto sedante de la apigenina no
es solo mediado por los receptores a BDZ, esta propuesta se basa tomando en
cuenta los siguientes hechos:

a) la afinidad de apigenina para estos receptores es muy bajo;

b) apigenina disminuyo el efecto inducido por GABA, lo que sugiere un
efecto ansiogénico y no ansiolitico.

c) el efecto sedante de la apigenina no se bloque6é por antagonistas
especificos a BDZ.

Como consecuencia, la actividad sedante de apigenina no puede ser

atribuido a una activacion directa de los receptores GABAérgicos y este efecto
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seria mejor caracterizado mediante el estudio de su interaccion con sistemas

de neurotransmision diferentes a este (Avallone et al., 2000).

Figura 10 Estructura de la flavona aglicona, apigenina

OH

apigenina

Tomando en cuenta los resultados anteriores, en un estudio posterior se
demostrd que la apigenina presentd un efecto antagonista sobre los receptores
del GABA y NMDA. Sin embargo, la inhibicibn sobre los receptores
GABAérgicos no pueden explicar los efectos de esta flavona in vivo no
obstante se demostrd que el canal de NMDA es uno de los blancos de accién

de la apigenina (Losi et al., 2004).
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Accion de algunos glicésidos de flavonoides sobre el SNC

Los datos anteriores indican que los mecanismos de la actividad sobre el
SNC de los flavonoides libres, principalmente flavonas y flavanonas, no estan
elucidados del todo, quedando varias incognitas por resolver. Sin embargo,
esta claro es la baja absorcidén de estos compuestos por via oral y sus
transformaciones principalmente a acidos fendlicos, con lo que sus probables
acciones terapéuticas se reducen.

Por otro lado, se conoce que algunos glicésidos de flavonoides,
administrados por via intraperitoneal, como la 2S-neohesperidina, la 2S-
naringina, la diosmina, la rutina y la gossipina, aumentaron el tiempo de suefio
inducido por pentobarbital en ratones. También produjeron una reduccion de
las conductas exploratorias y la actividad ambulatoria, cuando fueron
evaluados en los modelos del tablero con perforaciones y campo abierto
respectivamente. Estos resultados indican que todos los glicésidos evaluados
causaron una inhibicién general de la actividad neuronal (Fernandez et al.,
2006).

Los glicésidos de flavonoides son compuestos de origen vegetal que no
son endogenos en los seres humanos. A pesar de su presencia generalizada
en nuestra dieta comun, su accion sedante es indetectable. Este hecho puede
ser explicado tomando en cuenta las siguientes consideraciones:

Se estima que la ingesta dietética de los flavonoides puede llegar de 1 a
2 gl/dia, pero el numero y la naturaleza de los compuestos ingeridos son
diferentes y todas las estimaciones disponibles en la actualidad son

incompletas. ElI hecho es que una dieta normal, sin incluir infusiones de
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hierbas, no parece proporcionar suficiente cantidad de flavonoides para
manifestar efectos sobre el SNC (Estrada-Reyes et al., 2012).

El mecanismo del metabolismo de los flavonoides de la dieta en los
seres humanos es todavia un asunto que no se conoce muy bien. Se supone
que inicialmente sufren la escision del residuo de azucar para ser absorbidos
como sus agliconas. Pequenas cantidades de las agliconas también pueden
estar presentes. Se conoce que, salvo la diosmetina, las agliconas restantes no
presentan accion sedante por lo que su liberacion a partir de los glicosidos
correspondientes no contribuiria al efecto bioldgico.

Las propiedades de la hesperidina se han explorado ya en etapas
clinicas y condiciones experimentales. Sin embargo, su actividad sobre el SNC
ha sido dificil de evaluar y reproducir. Este fallo puede explicarse en parte por
el hecho de que el compuesto generalmente utilizado fue la mezcla racémica
proporcionada por el industria de los citricos, sin embargo se conoce que el
compuesto activo es el isbmero (-) 2S de la hesperidina (Marder et al., 2003).

Como se mencion6 antes, se ha demostrado que varios derivados de
flavona actuan in vitro como ligando de los receptores de GABAa uniéndose al
sitio de las BDZ, produciendo un potencial de accion de inhibicion, con los
consecuentes efectos sedantes en ratones. En contraste, varios glicésidos de
flavonoides no pueden modificar la unién del [°H] flunitrazepam a la membrana
de la corteza sinaptosomal del cerebro de la rata (Wang et al., 2002).

De acuerdo con estudios previos esta falta de afinidad de los glicésidos
de flavonoides por el sitio de flumazenil puede ser se explicada por la presencia

de un residuo de azucar de gran tamafio molecular asi como por el nucleo
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flavanona y un grupo catecol en los carbonos C3' y C4' cuando esta presente.
(Marder et al., 1996, 1997, 2001).

Experimentos electrofisiolégicos con derivados de flavonas y flavanonas
han demostrado que algunos de ellos pueden modular corrientes de cloruro
generados por GABA, ya sea positiva o negativamente. Por el contrario,
estudios previos realizados con glicésidos de flavonoides muestran que estos
compuestos no pueden directamente activar los receptores GABAA 0 modular
las corrientes cloruro inducida por GABA en los receptores subtipos GABAAa
a1B2y2L expresados en ovocitos de Xenopus laevis.

El estado funcional de una amplia poblaciéon de subtipos de receptores
GABA,a, presentes en preparaciones de membrana de la corteza, fueron
evaluados mediante la medicion de la cantidad de [3H]-terbutil-biciclo-
ortobenzoato ([°*H]-TBOB), PTZ un farmaco pro-convulsivo con afinidad a este
receptor. Los resultados mostraron que los glicosidos flavonoides no modifican
la unién de [°H]-TBOB a los receptores en las membranas sinaptosomales del
cerebro de rata asociadas con los receptores GABAa (Fernandez et al., 2006)

Por otro lado, dado que los glicésidos de flavonoides son faciimente
metabolizados por el organismo, por lo que existe la posibilidad de que algunos
de sus metabolitos puedan activar los receptores GABAérgicos y producir
efectos sedantes. Sin embargo, los efectos sedantes de la 2S-hesperidina in
vivo no fueron bloqueados por picrotoxina, un antagonista no competitivo del
GABA.

Estos resultados en su conjunto, sugieren que las acciones depresoras
del SNC producidas por los glicésidos flavonoides no implican a los clasicos

receptores GABA,, al menos no directamente.
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Teniendo en cuenta, tanto los efectos sedantes y de tipo ansioliticode
algunos glicésidos de flavonoides cuando fueron administrados via
intraperitoneal se puede postular el siguiente orden de actividad:
2S-hesperidina>linarina>rutina>diosmina\2 S-neohesperidina>gossipina=2S-

naringina (Figura 11).

Figura 11 Estructura de algunos glicésidos de flavonoide con actividad sedante

y/o ansiolitica

R4
Rz
R O .«
OH O
R= 7-O-b-glucosa-6-ramnosa, R1= OH, R,= OMe 2S-hesperidina
R=7-0O-b-glu-2-ramnosa, R4=0OH, R,=OMe 2S-neochesperidina
R=7-0O-b-glu-2-ramnosa, R4=H, R,=OH 2S-naringina

OH O
R= 7-O-p-glucosa-6-ramnosa, R{= OH, R,= OMe, R3=H linarina
R=R4=0H, R,=OMe, R3=0-b-glucosa-6-ramnosa rutina
R=0-f-glu-6-ramnosa, R{=OH, R,=OMe, R3=H diosmina

A pesar de que no hay suficiente informacion para establecer una
completa correlacion entre la estructura y la actividad ansiolitica y sedante,

algunas conclusiones parciales son evidentes.
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1. La presencia de residuos de monosacaridos es importante para preservar la
accion y de acuerdo con la secuencia obtenida, la relacion entre residuos de
azucar es importante. Por ejemplo, los glucésidos mas activos tienen una unién
1—6 entre ramnosa y glucosa.
2. Cuando esta union es 1—2, como en 2S-neohesperidina, se observd una
disminucién notable en la actividad. Por otro lado,
3. la posicion 7 en el nucleo del flavonoide para el residuo del azucar es la mas
efectiva.

En cuanto a la porcion benzo-y-pirona de la molécula,

4. |a presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, lo que resulta en
derivados de flavona con configuracion plana, como la linarina, no parece ser
critico para la actividad.

5. La hidroxilacion y metoxilacion del nucleo benzo-y—pirona podria ser esencial
para la actividad, sin embargo los efectos de los cambios en el patrén de
sustitucién no han podido establecerse con claridad.

Estos resultados indican claramente que los glicésidos de flavonoides
afectan el SNC de los roedores, por lo general, cuando se administren de
manera intraperitoneal.

Tomando en cuenta estos hallazgos y conociendo que los extractos
acuosos de Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana subespecie
mexicana, Agastache mexicana subespecie xolocotziana y Dracocephalum
moldavica presentaron efectos ansioliticos y sedantes en ratones y todos
contiene glicésidos de flavonoides entonces es factible suponer que estos

compuestos son, al menos en parte, responsables de estos efectos.
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Conclusiones

» Una sola administraciéon del extracto acuoso de las partes aéreas de

Clinopodium mexicanum induce efectos depresores del SNC, asi como
efectos sedante y anti-nociceptivos en ratones, estos resultados apoyan
el uso popular de C. mexicanum como un remedio para inducir el suefo
y como tranquilizante.

Los glicosidos de flavanona presentes en el extracto de C. mexicanum
contribuyen a los efectos producidos por esta especie, mediante su
interaccidn con el sistema de inhibicion GABAérgico.

Esta propuesta que se vio apoyada por los resultados obtenidos en la
evaluacion de la flavanona 2(S)-neoponcirina, la cual indujo efectos
antinociceptivo y de tipo ansiolitico en ratones. Ademas el efecto de tipo
ansiolitico producido por 2(S)-neoponcirina, fue bloqueado por la
coadministracion con picrotoxina, mientras que su coadministracion con
muscimol produjo un efecto sinérgico. Confirmando asi, la participacion
del sistema GABAérgico en el efecto ansiolitico producido por 2(S)-
neoponcirina.

El extracto acuoso de Dracocephalum moldavica, produjo un efecto
sedante en ratones, ademas de tener un alto contenido en metabolitos
secundarios de tipo flavonoide en forma libre como glicosilados.

Las dos subespecies de A. mexicana, (mexicana y xolocotziana)
produjeron efectos de tipo ansiolitico a dosis bajas y efectos sedantes a
dosis mayores. Ambos extractos tuvieron un alto contenido de
flavonoides y flavonoides glicosilados, asi como sus correspondientes

derivados esterificados del acido malico




Conclusiones

Los estudios quimicos de cuatro plantas medicinales enmarcados en la
medicina tradicional como “toronjiles” y recomendados como remedios para el
“susto”, los “nervios”, el “espanto” y otros padecimientos o sindromes de
filiacion, indicaron la presencia constante de compuestos flavonoides en los
extractos con propiedades antinociceptivas, sedantes y ansioliticas.

El presente trabajo demuestra la importancia de las plantas medicinales
como una alternativa para el tratamiento de los trastornos mentales como la
ansiedad y la depresion, y como paliativo del dolor, pone en evidencia su
importancia como fuente de obtencién de nuevas moléculas con actividad
sobre el SNC y su potencial en la generacion de nuevos farmacos con mejores
propiedades terapéuticas y menores efectos adversos. Asi como, para la
obtencion de moléculas utiles en la experimentacion y modelado de las bases

biolégicas que subyacen a algunos trastornos mentales.
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Estudio fitoquimico

Material vegetal

Recolecta e identificacion botanica de Clinopodium mexicanum, Agastache
mexicana subespecie mexicana y subespecie xolocotziana y Dracocephalum
moldavica (toronjil de monte, toronjil morado, toronjil blanco y toronijil azul,

respectivamente).

A. Clinopodium mexicanum Benth. Govaerts, (Lamiaceae) MEXU No. 946030,
fue colectada en Chilapa, estado de Guerrero, México. La especie fue
autentificada por la Botanica M. R. Garcia Pefia y un ejemplar fue depositado

en el Herbario del Instituto de Biologia de la UNAM.
B. Dracocephalum moldavica L., MEXU No. 1122.

C. Agastache mexicana (H.B.K.) Lint Agastache mexicana subesp. & Epling

subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamurthy, MEXU No. 1120.

D. Agatache mexicana (H.B.K) Lint & Epling subsp. xolocotziana Bye, Linares,

MEXU No.1121).

Dracocephalum moldavica, Agastache mexicana subesp. mexicana Yy
Agastache mexicana subesp. xolocotziana fueron colectados peridédicamente
en el poblado de Tlacotitlan municipio de Ozumba en el Estado de México y
fueron identificados por los botanico Robert Bye y Edelmira Linares del
Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM. Un ejemplar de cada

especie fue depositado en el Herbario del Instituto de Biologia de la UNAM.
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Material y equipo

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no

estan corregidos.

Para las cromatografias relampago se utilizé silica gel de malla 230-400 marca
Aldrich y para las cromatografias al vacio se utiliz silica gel para cromatografia

en capa fina 60G-Fs4.

La pureza de los productos se determind por cromatografia en placa fina (ccf)
en cromatofolios Macherey-Nagel, usando como revelador una solucién de

sulfato cérico al 1 % en acido sulfurico 2N y por HPLC.

Los espectros de masas se determinaron en un espectrometro de Masas JEOL
JMS 105, mediante técnicas de impacto electronico a 70 eV o por ionizacién

quimica utilizando metano para producir los iones o por FAB™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se determinaron en
instrumentos: Varian Gemini 200 MHZ ¢ Varian UNITY-300 MHz o en un

equipo Bruker Avance Ill 400 MHz. Los desplazamientos quimicos de los

espectros de RMN 1H se dan en ppm con respecto al TMS y los de RMN 13¢c

con respecto a CDCl3 (77ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se dan en

Hz.
Obtencion de los extractos acuosos

La preparacion de los extractos acuosos de los diferentes toronjiles 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 de lo cual se dejo
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que la mezcla alcanzara temperatura ambiente, se filtré y liofilizé a =50 °C, y

0.01 mBar en un equipo Telstar Cryodos.
Caracterizacion quimica de los extractos acuosos.

Con el fin de identificar los contituyentes de tipo flavonoide de los extractos
acuosos se desarrollo un método analitico de cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR o HPLC) con un detector de fotoarreglo de diodos (PAD)
acoplado un espectrometro de masas con una tampa de iones (CLAR -MS-TlI),
El analisis se realiz6 en un cromatdégrafo marca Water modelo 6000 equipado
con una columna Synergi Polar-RP 150 x 2.0 mm, and ID= 4um, con el detector
PAD acoplado a un espectrometro de masas con trampa de iones marca
Bruker Esquiere 6000. La fase movil que resulto mas eficiente fue una mezcla
de acetonitrilo-agua (10:90, v/v a 0 min hasta 100 v/v a los 30 min), con una
velocidad de flujo de 0.2 mL/min y volumenes de inyeccion de 5 pL de extracto
en agua. Todos los analisis se realizaron a una temperatura de 25 °C y a una
longitud de onda de deteccién de 254 nm. Los espectros de masas fueron
medidos en un rango de m/z= 100-1000 uma, con un ciclo de escaner de 2 s.
Las condiciones de la fuente de ESI fueron ajustadas con N, a una
temperatura de capilaridad de 350 °C, y el voltaje del equipo es de 40.0 Volts, a
una presion de 30 psi. (Estrada-Reyes et al., 2009 Lewinsohn y cols., 1986;
Grayer y cols., 2001; Venturella y cols., 1961; Da-yong y cols., 2006; Chul y

cols., 2007; Avula et al., 2005).

Obtencion de los extractos organicos

Las partes aéreas del material vegetal seco y molido se pusieron a

macerar de forma sucesiva en hexano, acetato de etilo y finalmente en metanol
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en una relacién de 5 L de disolvente por cada 1000 g de material vegetal, los
extractos se filtraron y los disolventes fueron eliminados por destilacion a
presién reducida, los extractos fueron trabajados de forma individual y
separados en sus componentes, mediante cromatografia en columna al vacio,
columna reldmpago y cromatografia en capa fina preparativa, segun el caso.

Evaluacion Farmacologica

Se utilizaron ratones machos adultos (6-8 semanas) de la cepa Swiss
Webster de 20-30 g de peso. Alojados en cajas de polipropileno de 44 x 21 x
21 cm, en grupos de ocho, bajo ciclo invertido de luz-oscuridad (12 h/12 h) de
manera artificial, en un cuarto con temperatura controlada (T= 20-21 °C). Todos
los animales tuvieron libre acceso a agua y alimento (purina) durante los
experimentos. Tanto los farmacos como los extractos se prepararon antes de
cada experimento y se administraron via intraperitoneal, en una relacién de
volumen de 10 mL por kilogramo de peso del animal.

El manejo de animales se realizé conforme a la norma oficial mexicana para el
manejo y cuidado de animales (NIH publication # 85-23, revisada en 1985) y la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999), y contdé la aprobacion del

comité de ética del INPRFM.
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Clinopodium mexicanum Brent. Brinq “toronjil de monte”

Extracto de hexano 365 g (3.65 %)

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (10/90) se obtuvo B-
sitosterol (1), (100 mg, 0.01%) como un sdlido blanco cristalino, con pf= 130-

132 °C (pf= 133-135 °C descrito, Matloubi, 2006).

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislo acido ursélico (2)
(25 mg, 0.025 %) como un solido amorfo blanco, con pf= 282-285 °C (descrito:

284-285 °C, Seebacher, 2003).

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 (3) (sinénimos: 8-hidroxisalvigenina o
pedunculina), como un sdlido cristalino amarillo (540 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 85 g (8.5 %)

Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (60/40) se reunieron y se
recromatografiaron en una columna relampago (Still, 1978) de 1 cm de
diametro y 10 cm de altura empacada con silice (malla 230-400) utilizando
como eluyente una mezcla de CHCI3/MeOH al 0.1 % de esta cromatografia se

aislaron 150 mg (0.015 %) de 5,8-dihidroxi-6,7,4 - trimetoxiflavona (3), como

107



Informacion complementaria

un solido cristalino amarillo, con punto de fusidén 270-274 °C. Este producto se
identificd por comparacion de sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas con
las descritas en la literatura (Grayer, 2001). A continuacién se describen sus

caracteristicas espectroscopicas.

EM: |E m/z 344 [M*] (90) (C1gH1607), 327 [M*-17] (100), 210 (25). RMN 'H
(CDCl3, 300MHz), 8(ppm), (J, multiplicidad, J, asignacién): 12.65 (s, H-5) y 9.6
(s, H-8), 7.85 y 6.99 (4H, sistema AABB’, 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-OCHj;, 7-OCHs;, y 4’-OCHjs, sefales

intercambiables.

RMN '3C (CDCls, 75MHz), 5(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 (-OCH3, C-6, C,7 y C-

8, sefales intercambiables).

Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (60/40) se reunieron y se
recromatografiaron en una columna relampago de 1 cm de diametro y 10 cm de
altura empacada con silice (malla 230-400) utilizando como eluyente una
mezcla de cloroformo/metanol al 0.1 % de las primeras fracciones de esta
cromatografia se aislaron 984 mg (0.098 %) de 5-hidroxi-6,7,8,3’,4’-
pentametoxiflavona o 5-desmetoxinobiletina (4), (Vieira, 2003) como un
sélido cristalino amarillo, con pf= 177-178 °C (pf= 145-146 °C, Venturella,

1961).

EM: IE m/z (abundancia relativa) 388 [M*] (55) (C20H200s), 373 [M*-15] (95),

211 (15), 119 (5), 85 (100).
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RMN "H (CDCls, 300MHz), 8(ppm), ([, multiplicidad, J, asignacién): 7.60, (1H,
dd, J= 84, 2.1, H-6’), 7.42 (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-OCHjs, 3'-

OCHjs, 4’-OCHg; (sefiales intercambiables).

RMN "*C (CDCls, 75MHz), 8(ppm), (asignacion): 182.9 (C-4 carbonilo), 163.93

(C-2) y62.07,61.72,61.13, 56.13, 56.02, (correspondientes a 5 —OCHy3).

De las fracciones intermedias de esta columna aislaron 14 mg de 4°-O-
metilnaringenina (5) (sinénimo; ponciretina) como un sdlido cristalino
amarillento, con pf= 232-245 °C. Este producto fue identificado por

comparacion con una muestra auténtica.

Se aislaron por recristalizacion 25 mg de naringenina (6), como un
solido cristalino amarillo con pf= 243-245 °C, C45H1205 con un peso molecular a
m/z= 272, el cual fue caracterizado por sus propiedades fisicas y

espectroscopicas que se describen a continuacion.

RMN "H (CDCl; + DMSO-ds, 400 MHz), 8(ppm), (J, multiplicidad, J, asignacion):
7.30 (2H, sistema AA’BB’, J= 8.8, H-2" y H-6"),6.78 J= 8.4, H-3y H-5"), 5.87
(2H, s, H-6 y H-8), 5.41 (1H, dd, de un sistema ABX, J= 12.8 y 2.8, H-2X),
3.243 (1H, t, del sistema ABX, J=17.2, H-3B) y 2.66 (1H sistema ABX, J=17.2,

H-3A).

RMN 'C (CDCl; + DMSO-dg, 100 MHz), &(ppm), (asignacion): 196.1 (C-4),
166.69 (C-7), 163.55 (C-5), 162.99 (C-9), 157.78 (C-4°), 128.90 (C-1"), 128.39
(C-2’y C-6') y 115.22 (C-3'y C-57), 101.82 (C- 10), 95.86 (C-6), 95.03 (C-8),

78.49 (C-2) y 42.02 (C-3).
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De las fracciones siguientes de esta columna se aislaron por recristalizaciones
sucesivas 17 mg de gardenina B (7) (5-hidroxi-6, 7, 8, 4’-tetrametoxiflavona,
(sinébnimo: desmetiltangeretina) como un solido con pf= 179-180 °C,
(C28H33043) una masa molar de 358 uma, cuyas caracteristica espectroscopicas

se describen a continuacion:

RMN 'H (CDCls, 300MHz), 8(ppm), (J, multiplicidad, J, asignacion): 12.58 (1H,
s, H-5), 7.91y 7.04 (4H, sistema AA'BB'H-2", H-6'y H-3", H-57), 6.61 (1H, s, H-

3),4.12,3.98, 3.96 y 3.91 (12H, s, H-6, H-7, H-8 y H-4", respectivamente).

Las fracciones eluidas con AcOEt /MeOH (80/20) 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 1160 mg (0.116 %) de neoponcirina (8) (sinbnimos: isosakuranetina-
7-O-rutinosido, didimina)como un soélido blanco, con punto de fusion de 246-

248 °C (descomposicién) (pf= 210-212 °C descrito; Ventura, 1980)

EM: IE m/z 594 [M*] (C2sH34014) no se observa la sefial en el espectro, 286

(34), 256 (38), 245 (15), 134.

RMN "H (DMSO-ds, 300MHz), &(ppm), ([, multiplicidad, J, asignacién): 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).

13 . R .
RMN ~C (DMSO-d, 75 MHz), 8(ppm), (asignacion): 196.99 (C-4 carbonilo),

165.1 (C-5), 162.97, 162.52, 15947, (C-9, C-10, C-1’) sefiales

intercambiables,159 (C-4’), 128.4 (C-2', C-6’), 113.87 (C-3’, C-5’), 103.2
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(anomérico de ramnosa), 100.5 (anomérico de glucosa), 96.4 (C-6), 95.4 (C-8),
78.2 (C-2), region de 76.2 a 65.9 (C-O, de glucosa y ramnosa), 55.1 (-OCHs),

41.8 (C-3), 17.76 (-CHz de la ramnosa).

Las fracciones eluidas con AcOEt/metanol (80/20) se reunieron y se
separaron por medio de cromatografia de capa preparativa, utilizando, como
medio de elusibn una mezcla de hexano/cloruro de metileno/metanol
(20/60/20), de la cual se aislaron (100 mg, 0.01 %). de hesperidina (7-O-
rutinosido de hesperetina)(9) (Da-yong, 2006), como un solido blanco, cuyo

punto de fusion fue superior a los 280 °C.(pf= 257-260 °C; Merck index).
EM: IE m/z 608 [M*] (C2sH32015), 286 (80), 134 (100).

RMN "H (DMSO, 300 MHz), 5(ppm), (I, multiplicidad, J, asignacion): 7.45 (2H,
dd, J=9, 2.4, H-6’ y H-2"), 6.97 (2H, d, J= 7.8, H-5" y H-3), 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, J= 6.3, 1.5, -CH3 de la ramnosa).

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, sefales
intercambiables), 78.19 C-2, de 76.22 a 68.22 (C base de Oxigeno
correspondientes a la glucosa y ramnosa), 55.12 (-OCH3), 17.73 (-CH3 de la

ramnosa).

Extracto de metanol (96 g 9.6 %)
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Las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (80/20) que mostraron el

mismo perfil en ccf, se reunieron y se separaron por columna al vacio.

De las fracciones eluidas con AcOEt/MeOH (80/20) se obtuvo un sdlido
amorfo blanco, (2516 mg, 2.516 %). El analisis de esta muestra en ccf indicé la
presencia de tres productos, los cuales fueron separados por cromatografia
relampago usando como medio de elusion una mezcla de
hexano/CH,Cl,/MeOH (20/60/20), de esta columna se aislaron 1520 mg de
neoponcirina (8), 200 mg hesperidina (9) y 25 mg naringina (10)(4°,5,7-
trinidroxiflavanona-7-ramnoglucésido o 4°5,7-trihidroxiflavanona-7-rutinésido,
sin.: naringoésido), este ultimo como un soélido amarillo con pf= 163-165 °C,
C27H32044 M= 580, a continuacién se describen sus caracteristicas
espectroscopicas.

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz), 8(ppm), (/, multiplicidad, J, asignacién): 12.62
(1H, s, -OH C-5), 9.4 (1H, s, -OH C-4"), 7.31 (2H,dd, J=7.5, 4, H-6'y H-2"), 6.79
(2H, dd, J= 8.5, 1.5, H-5’ y H-3") 6.11 (1H, t, J= 2, H-6), 6.08 (1H, t, J= 2, H-8),
5.48 (1H, dt, J= 11, 3, H-2), 5.14-5.09 (1H, m, H-1"", anomérico de la glucosa),
5.14-5.09 (1H, m, anomérico de la ramnosa), 3.67 (1H, m, H-6"") y 3.48 (1H, m,
H-6"") 3.31 (1H, m, J=12.5, 17, 3, H-34), 2.72 (1H, dt, J= 15, 3, H-3¢q), 1.16

(3H, dd, J=5.75, 1.5, -CH3 ramnosa).

RMN ®C (DMSO-dg, 125 MHz), § (ppm), (asignacion): 197.29 (C-4), 157.88 (C-
4), 164.87 (C-7), 163.00 (C-5), 162.87 (C-9), 128.55 (C-2'y C-6), 103.41 (C-
10), 100.5 (C-1"", anomérico de la ramnosa), 97.47 (C-1""", anomérico de la
glucosa), 96.36 (C-6), 95.23 (C-8) 78.78 (C-2),77.19 (C-2"")76.92 (C-3""), 76.22

(C-5""), 71.19 (C-4""), 70.57 (C-2""") y 70.45 (C-2""" y C-3""" intercambiables),
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69.68 (C-4"""), 68.35 (C-5"""), 60.52 (C-6"", -CHg, de la glucosa), 42.11 (C-3),
18.08 (C-6""", -CH3 de la ramnosa).

Analisis del extracto acuoso de Clinopodium mexicanum, mediante
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia acoplado a un Espectrometro de

Masas con re-arreglo de diodos y Trampa de lones (CLAE-EM-TI).

Perfil de CLAE
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TR=12.13 min, % area = 16.19, [M+H]= 595
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Pico 11 8-hidroxisalvigenina (4)
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Dracocephalum moldavica L. “toronjil azul o toronjil extranjero”
Determinacion de aceites esenciales

Las partes aéreas frescas de D. moldavica se sometieron a destilacion
por arrastre de vapor para obtener sus aceites esenciales fijos, los cuales
fueron analizados en un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 5890l
acoplado a un espectrémetro de masas, equipado con una columna capilar de
25 m x 0.2 mm, con diametro interno de 0.33 pm. La identificacion de los
componentes se realiz6 por comparacion de sus patrones de fragmentacion
con los de la base de datos del equipo (NIST3.0) y por comparacién con los
descritos en la literatura. El porcentaje de abundancia relativa se determiné
como el area bajo la curva de cada pico. Los productos identificados se

presentan en la siguiente tabla:

Aceites esenciales identificados en las partes aéreas de

Dracocephalum moldavica “toronijil azul”

Compuesto férmula Area relativa (%) tiempo de lon molecular
retencion (M™)
(min)
-------- 0.382 13.2 206
-------- 0.631 15.25 206
citral C1oH160 29.96 16.7 152
geraniol C1oH10 55.627 17.38 154
acetato (E)- 9.553 19.84 196
geraniol
C12H2002
2.001 22.23
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total 96.15

Extracto de hexano (20 g, 2 %).

De las fracciones eluidas con AcOEt/hexano (0.5:95) se aislaron por

recristalizacién en metanol 500 mg (0.1%) de B-sitosterol (1).

De las fracciones eluidas con AcOEt/hexano (1:9) se aislaron 500 mg
(0.01%) de acido ursélico (2), como un sélido blanco verdoso con pf= 286-288
°C, el cual fue identificado por comparacion de sus propiedades fisicas y
espectroscopicas con las descritas en la literatura y por comparacién con un

muestra auténtica.

Extracto de acetato de etilo

El extracto de AcOEt 14.0 g (1.4 %) se disolvié en acetona y se
filtr6, de este procedimiento se aislaron 1.5 g (0.3%) de acido ursdélico. El resto
del extracto se fracciond de la misma forma que la antes descrita para el

extracto de hexano.

De las fracciones eluidas al con hexano/AcOEt (9.5:0.5), se aislaron 80

mg (0.016 %) de una mezcla de estigmasterol y B-sitosterol.

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (9:1) se aislaron 150 mg

(0.03%) de acido ursdlico.

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (6:4) se aislaron 20 mg
(0.004%) de acacetina (11) como un sélido de color amarillento con pf= 272-
274 °C la identificacion de este producto se realizd por medio de sus

caracteristicas espectrométricas y espectroscopicas descritas a continuacion.

EM: 284 [M*], (C1gH 1205).
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RMN 'H: (300 MHz, CDCls, DMSO-ds), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacion):
12.79 (1H, s, OH), 10.24 (1H, s, OH), 7.85 y 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).

RMN '3C: (75 MHz, CDCl3), 5 (ppm) (asignacion): 181.569 (C-4), 163.782 (C-7),
163.082 (C-9), 161.888 (C-5), 161.407 (C-2), 157.182 (C-4’), 127.405 (C-2, C-
6), 122.859 (C-1’), 113.90 (C-3', C-5'), 103.877 (C-10), 103.294 (C-3), 98.822

(C-6),

De las primeras fracciones eluidas con AcOEt, aquellas que mostraron el
mismo perfil en ccf reunieron y separaron por cromatografia en placa
preparativa. Se utilizé como sistema de elucion una mezcla AcOEt/hexano
(1:1). De la fraccion de polaridad media se aislaron 12 mg (0.0024 %) de
apigenina (12) como un sélido de color verde con p.f. > 290°C (pf descrito 352

°C).
EM: Por la técnica de FAB™, m/z: 271 (M™+1 C45H100s).

RMN "H: (300 MHz, CDCls, DMSO), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacion):
12.88 (1H, s, OH), 10.15 (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’), 6.49 (1H, s, H-3), 6.43 y 6.26 (2H,

sistema AB, 2.1 Hz, H-8 y H-6).

RMN "3C: (75 MHz, CDCls), & (ppm) (asignacién): 181.657 (C-4), 164.07 (C-7),
161.42 (C-9), 160.79 (C-5), 160.59 (C-2), 152.25 (C-4’), 127.55 (C-1°), 127.47
(C-2, C-6’), 121.38 (C-3), 115.60 (C-3’, C-5'), 102.69 (C-10), 98.76 (C-6) y

93.57 (C-8).

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Informacion complementaria

9 mg de Luteolina (13) 5,7,3'4'-tetrahidroxiflavona, como un sdlido

amarillento con p.f.> 300°C

EM: Por la técnica de FAB®, (M™+1): 289, pico principal m/z: 271, con una

férmula molecular C45H1006, requiere un peso molar de 286.

RMN "H: (300 MHz, CDCls, DMSO), & (ppm) (J/, multiplicidad, J, asignacion):
12.88 (1H, s ancho, -OH), 10.0 (1H, s, ancho, -OH), 9.52 (1H, s ancho, -OH)
7.2(1H, s ancho, H-5), 6.70 (1H, s, H-3), 6.40 y 6.25 (2H, sistema AB, 2.1 Hz,
H-8 y H-6), 6.72, (1H, dd, J= 2.1, H-6’) 7.2 (1H, dd, J =8.4 =2.1, H -27), 6.9 (1H,

dd, J =8.4, 2.1, H-3").

De esta misma cromatografia se aislaron 13 mg de 5,8-dihidroxi-6, 7,

4 -trimetoxiflavona (3) (sinénimos: 8-hidroxisalvigenina o pedunculina).

De las siguientes fracciones eluidas con AcOEt, se obtuvo 300 mg (0.06 %) de
daucosterol (14) como un polvo blanco con punto de descomposicion de 255-
257 °C (punto de descomposicién descrito, 283-286 °C) que se identificé por
sus propiedades fisicas y espectroscopicas.

EM: FAB®, [M*+23], m/z: 599, M* 576, (Ca5Hs0Os).

RMN "H: (200 MHz, DMSO-dg), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacién): 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 ).

RMN *3C: (200 MHz, DMSO-ds), & (ppm) (asignacion): 140.455 (C-5), 121.245
(C-6), 100.79 (C-1'), 76.911 (C-3), 76.775 (C-3' y C-5'), 73.467 (C-2'), 70.099
(C-4"), 61.086 (C-6'), 56.185 (C-14), 55.443 (C-17), 49.615 (C-9), 45.139 (C-

24), 41.862 (C-13), 36.855(C-1), 36.217 (C-10), 35.504 (C-20), 33.350 (C-22),
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31.423 (C-7 y C-8), 29.283 (C-2), 28.707 (C-25), 27.812 (C-16), 25.414 (C-23),
23.883 (C-15), 22.607 (C-28), 20.620 (C-11), 19.740 (C-27), 19.118 (C-19),
18.951 (C-26), 18.632 (C-21), 11.789 (C-29) y 11.683 (C-18).

Extracto de metanol (18 g, 1.8 %).

Se aislaron por precipitacion 235 mg de 7-O-glucosil acacetina (15), como un
soélido amarillento, el cual se purificd por recristalizacién, con un punto de fusién

de 230-232 °C

EM: [M* +1], a m/z= 447, requiere una férmula molecular: C22H201o.

RMN "H: (300 MHz, CDCls, DMSO), & (ppm) (J, 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), 6.86 y 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-OCHs) y
3.735-3.2121 (5H, varias sefales, protones del anillo de glucosa).

De las fracciones de polaridad media se aisl6 por precipitacién un sélido
blanco amorfo, que resultdé ser una mezcla de dos productos de tipo flavonoide,
los cuales fueron purificados mediante una columna cromatografica al vacio,
utilizando como eluyente mezclas de ACOEt- MeOH, H,O (80/18/2), de la cual
se aislaron por cristalizacion 245 mg de (2”acetil)-7-O-glucosil acacetina
(16).como un sdélido amorfo blanco con pf=228-230 °C
RMN "H: (300 MHz, CDCls, DMSO), & (ppm) (J/, multiplicidad, J, asignacion):
12.83 (1H, s, OH), 7.91 y 7.04 (4H, sistema AA’BB’, J= 6.9,H-2' y H-6’, H-3’ y H-
5’), 6.65 (1H, s, H-3), 6.64 (1H, d, J= 2.2, H-8)y 6.39 (1H, d, JO 2.1, H-6) 5.14
(1H, d, J= 8.04, H-1"", anomérico de la glucosa), 5.00 (1H, dd, J= 8.09, 9.27, H-

277), 3.89 (3H, s, 4-OMe), 2.09 (3H, s, -,OCCHjs,en el C-27).
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RMN "3C: (75 MHz, CDCls), & (ppm) (asignacion): 182.06 (C-4), 169.31 (-CO-
CHsen C-27), 163.88 (C-7), 162.50 (C-2), 162.28 (C-9), 161.24(C-5),156.90 (C-
47), 127.53 (c-2y C 87)122.59 (c17), 113.96 (C3’y C-57), 105.87 (C-10), 103.63
(C-3), 99.25 (C-6), 97.95 (C-17"), 94.46 (C-8), 76.22 (C-5"""), 74.19 (C-37"),
72.56 (C-27"), 70.02 (C-4""), 61.10 (C-6""), 54.92 (C-4"), 20.36 (CH3-COy-).

De las fracciones eluidas con MeOH se obtuvo por precipitacién con
acetona 1 g (0.2 %) de un solido blanco amorfo, el cual resulto ser una mezcla
de glucosa y sacarosa.

De las aguas madres de estas fracciones se aislé como un solido amorfo
blanco el acido malico con un pf=123-126 °C cuyas propiedades
espectroscopicas se describen a continuacion:

RMN 'H: (300 MHz, CDCls, DMSO), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacion): 11-
12 (sefial simple ancha H de —CO,H, H-1 y H-4), 4.2 (1H, sefial multiple, H-2),
2.62 (1H, dd, J=7, 4 Hz, Ha-3), 2.52 (1H, dd, J= 7,4 Hz, HB-3).

Analisis del extracto acuoso de Dracocephaulum moldavica, mediante
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia acoplado a un Espectrémetro de
Masas con re-arreglo de diodos y Trampa de lones (CLAE-EM-TI).

Perfil por CLAE
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TR=13.9 min, 9.73 % area relativa, M+ +H 463 C,,HgO14
Pico 4 7-8-O-(6""-O-malonil)-glucésido de

luteolina
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Pico 6 7-8-O-(6""-O-malonil)-glucésido de apigenina
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Pico 9 7-3-O-(6""-O-malonil)-glucésido de acacetina
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Pico12 Diosmetina
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o

TR= 28.1 min, 0.69 % area relativa, M* +H= 333, C15H120s

Pico 16 8-hidroxisalvigenina
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Una alicuota del extracto acuoso fue analizado por CLAE, en un
cromatégrafo equipado con un detector de indice de refraccion, utilizando una
columna Zorbax carbohidrate, de 15 cm x 4.6 mm de diametro y tamafo de
particula de 5 um, con a temperatura de 35°C, empleando como fase mévil una
mezcla de acetonitrilo/agua 80:20 como fase movil con un flujo de 1.4 mL/min.

De este analisis se identificaron los azucares que se muestran en la siguiente

tabla:
Pico Tiempo de compuesto % de area relativa
retencion
(min)
1 3.050 xilosa 18.21
2 3.667 fructosa 36.25
3 4.067 glucosa 9.80
4 4.350 No identificado 7.28
5 6.433 sacarosa 19.10
6 7.550 maltosa 9.33
% total 90.77
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Agastache mexicana subespecie mexicana "toronjil morado”

Extracto de hexano (20 g, 2.0 %).

Las fracciones eluidas con hexano, mostraron un perfil complejo en ccf,
por lo que se analizaron por cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas. La identidad de los constituyentes se realizd por
comparacion de sus tiempos de retencion con los de compuestos estandar
disponibles, asi como por comparaciéon de los patrones de fragmentacion se
sus espectros de masas con los datos descritos en la literatura (Masada, 1976)
y los datos proporcionados por la biblioteca del equipo (National Institute of
Standards and Thechnology NIST 3.0). Adicionalmente, la identidad de los
compuestos fue confirmada, calculando los indices de Kovats, utilizando como
estandar una mezcla de n-alcanos de 12 C a 22 C y comparando los indices de
retencion (IR) de cada uno de los compuestos con los descritos en la literatura
(Van den Dool and Kratz, 1963; Davies, 1990). Los resultados de estas

fracciones se muestran en la siguiente tabla:

Aceites esenciales de las partes aéreas de A. mexicana subesp.

mexicana “toronjil morado”

Tiempo de Indice de % de
producto retenciéon retencion y .
(min) (min) abundancia
1 Ester 3-hexen|.I del acido 10.82 988 16.88
butanoico
2 metilchavicol 11.00 1031 56.56
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3 2,6-dimetil-4(2-

. 16.43 1364 0.23
propenil).fenol,
4 3-metoxi-cinamaldehido 17.91 1451 1.03
5 9-eicosano 20.72
6 6-octen-1-0l,3,7- 21.30 1657 0.11
_ dimetil,propionato
7 Acido hexadecanoico 23.66 1801 17.71
8 AcidpQ-hexadecanéico 25.69 1924 0.66
9 Acido oleandico 25.88 1936 1.12
10 dioctil éster hexadecanodico 28.19 2120 0.11
Total de identificados 95.75

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (10/90) se obtuvieron 97

mg de B-sitosterol (1).

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislé por

precipitacion 105 mg de una mezcla de acido oleandlico y acido ursélico (2).

De las fracciones eluidas con hexano/acetato de etilo (30/70), se aislaron
por recristalizacion el 54 mg de acido maslinico (20) y 32 mg acido

corosodlico (18).

Todos los productos fueron identificados mediante la comparacion de

sus datos espectroscépicos con los descritos en la literatura.
Extracto de acetato de etilo (18 g, 1.8 %).

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislé por

precipitacion 102mg (0.1 %) de acido ursdlico.

Las aguas madres de estas fracciones se recromatografiaron, mediante

una columna relampago, utilizando como sistema de elucién, una mezcla de
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hexano/acetato de etilo (30/70), A partir de esta columna se aislaron 53 mg de

salvigenina (22), como un sélido cristalino amarillo, con pf= 180-182 °C

EM: [M*] a m/z =328 requiere una formula molecular C1gH160.

RMN "H: (300 MHz, CDCls), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacién):6.59 (1H, s,
H-3), 7.84 (2H, d, H-2y H-6), 7.01 (2H, d, H-3'y H-5"), 6.54 (1H, s, H-8), 3.97,
3.92, 3.89, (9H, s, H de -OCHj3, en las posiciones, 7, 6,y 4".

De esta misma columna se aislaron 125 mg de acacetina (11) y 20 mg
de 5-hidroxi 7, 4’-dimetoxiflavona (21), como un sodlido cristalino amarillo
palido con pf= 168-170 °C, el cual fue identificado por comparacién de sus
propiedades fisicas y espectroscopicas con las descritas en la literatura,

descritas a continuacion.

RMN "H: (400 MHz, CDCls), & (ppm) (J, multiplicidad, J, asignacién): 12.81 (1H,
s, OH-C-5), 7.82 (2H, d de un sistema AA'BB’, J= 9.2, H-2"y 6°), 7.00 (2H, d de
un sistema AA'BB’, J= 9.2, H-3'y H-5"), 6.56 (1H, s, H-3), 6.46 (1H, d, de un
sistema ABX, J= 2.0, H-6), 6.35 (1H, d, del sistema ABX, J= 2.0, H-8), 3.88 (3H,

s, -OCH3 C-4")y 3.87 (3H, s, -OCH3 C-7).

De las fracciones eluidas con hexano/acetato de etilo (40/60) se aislaron

300 mg de una mezcla de acido maslinico (20) y acido corosélico (18).

De las fracciones eluidas con acetato de etilo se aislaron 205 mg de 7-O-

glucosil-acacetina (15).

Extracto de metanol (60 g, 6.0 %).
Del extracto de metanol se aisléo por precipitacion un sélido blanco

amorfo, que resultdé ser una mezcla de tres productos de tipo flavonoide, los
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cuales fueron purificados mediante una columna de cromatografia al vacio,
utilizando como eluyente mezclas de AcOEt- MeOH, H,O (80/18/2), de la cual
se aislaron por cristalizacion 150 mg de 7-O-glucosilacacetina, 325 mg de
(2”acetil)-7-O-glucosil acacetina (16).

Finalmente de las fracciones de mayor polaridad de aislo por
precipitacion con acetona 326 mg de glucosa como un solido blanco.

Analisis del extracto acuoso de Agastache mexicana subesp. mexicana,
mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia acoplado a un
Espectrometro de Masas con re-arreglo de diodos y Trampa de lones (CLAE-

EM-TI). Perfil por CLAE
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Agastache mexicana suesp. xolocotziana “Toronjil blanco”

Extracto de hexano

Las fracciones eluidas con hexano, mostraron un perfil complejo en ccf, por lo

que se analizaron por cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas. Estas fracciones fueron analizadas siguiendo el método antes descrito
para las fracciones no polares de A. mexicana subespecie mexicana. En la

siguiente tabla se muestran los resultados de este analisis.
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Productos de las fracciones no polares de A. mexicana subesp. xolocotziana.

Tiempo de indice de % d
producto retencion retencion ode
. . abundancia
(min) (min)

1 no identificado 3.53 577 0.72
2 9-octadecino 5.54 699 0.16
3  camfor 5.86 719 0.14
4  no identificado 6.88 781 217
5 p-menten-2,8-diol 7.36 810 0.39
6 2-hidroxi-6-metoxiacetofenona 8.20 861 0.84
7 o-terpineol 9.16 919 0.50
8 no identificado 9.74 955 0.28
9 acido butanoico 9.96 968 0.31
10 isopiperitenona 10.26 986 0.31
11 geraniol 11.11 1038 2.87
12 metil éster de a-terpineol 11.65 1071 4.39
11 no identificado 11.84 1082 0.24
12 terpin p-mentan-1,8-diol 12.05 1095 0.41
13 no identificado 12.25 1107 5.52
14 pulegona 12.32 1111 10.16
15 no identificado 12.45 1119 0.18
16 no identificado 13.17 1163 0.12
17 acetate de nerilo 13.22 1166 0.60
18 no identificado 13.45 1180 0.32
19 3,3,6-trimetil, 1,5-heptadieno 13.78 1200 0.57
20 acetate de timol 13.91 1208 1.11
21 piperitona 14.55 1247 3.39
22 nerol 14.75 1259 20.11
23 p-2-menten-1,8-diol 14.78 1261 1.76
24 isoeugenol 15.06 1278 0.49
25 diosfenol 15.43 1300 2.02
26 acetate de B-terpinilo 15.71 1317 2.54
27 ocimenol 16.47 1364 3.14
28 p-ment-3-en-50na, 2,8-dihidroxi- 16.73 1379 0.16
29 no identificado 16.96 1393 5.21
30 2-pentadecanona 17.58 1431 2.2
31 p-menth-1-en-7,8-diol 18.04 1459 1.14
32 3,7-6xido de linalool 18.55 1490 0.14
33 no identificado 20.24 1593 0.56
34 éster metilico del acido 22.45 1727 5.56

hexadecanoicor
35 acido oleico 23.33 1781 476
36 palmitato de etilo 24.58 1857 0.41

Total de identificados 71.14

Total detectados 86.90

dodecano 1200

pentadecano 1500

hexadecano 1600

octadecano 1800

eicosano 2000
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De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (10/90) se obtuvieron por
recristalizacién 62 mg de B-amirina (23), como un sélido blanco cristalino, con
pf=163-167 °C.

EM: C30H500, 426 [M+] (8), 411 (3), 218 (100), 207 (6), 205 (4), 203 (42), 189
(13), 133 (8).

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt (20/80) se aislaron por
precipitacion 221 mg de acido ursélico (2).

Extracto de acetato de etilo

De las fracciones eluidas con hexano/acetato de tilo (80/20), aislaron por
precipitacion 112 mg de acido ursdélico (2).

Las aguas madres de estas fracciones se recromatografiaron en
columna relampago, utilizando como sistema de elusion una mezcla de
hexano-acetato de etilo (80/20). De esta columna se aislaron 95 mg de
acacetina (11).

De esta misma polaridad se aislaron 49 mg de salvigenina (22).

De las fracciones eluidas con hexano acetato de etilo (60/40) se aislaron
104 mg de pilosina (5,7,8-trihidroxi- 6,4 -dimetoxiflavona)(24) como un
so6lido verdoso cristalino, con pf = 184-186 °C, la identidad de este producto
esta de acuerdo con los datos fisicos y espectroscopicos descritos en la
literatura (Grayer y cols., 2001).

EM: C47H1407 requiere un [M*] a m/z = 330 (100), 315 (95), 297 (18).

RMN "H: (200 MHz, DMSO-dg), & (ppm) (/, multiplicidad, J, asignacion): 12.44
(1H, s, OH-C-4), 10.39 y 9.27 (2H dos s, OH, C-7 y 8), 8.01 (2H, d de un
sistema AA'BB’, J= 8.8, H-2' y 6'), 6.92 (2H, d, sistema AA'BB’, J = 8.6, H-3' y

576.82 (1H, s , H-3), 3.92 (3H, s 4-OCHs), 3.80 (3H, s, 6-OCHs).
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RMN 3C: (50 MHz, DMSO-dg), & (ppm) (asignacion): 182.75 (C-4), 164.14 (C-
2), 161.31 (C-4"), 147.97 (C-5), 130.61 (C-6), 128.46 (C-2, 67), 121.17 (C- 17),
115.91 (C-3°, 57), 106.36 (C-10), 102.42 (C-3), 61.16 (6-OCH3) y 60.49 (4'-
OCHp).

Extracto de metanol

De las fracciones eluidas con acetato de etilo-hexano (80/20), se
aislaron 50 mg de daucosterol (14).

De las fracciones eluidas con acetato de etilo se aislaron por
precipitacion 960 mg de un solido amorfo amarillo, cuyo perfil en ccf mostro la
presencia de dos productos de tipo flavonoide, ésta mezcla se separdé por
cromatografia relampago, utilizando como sistema de elucion una mezcla de
acetato de etilo-hexano-MeOH (80/10/10).

A partir de la cual se aislaron 225 mg de 7-O-glucosilacacetina (15) y
123 mg de (2 "acetil)-7-O- glucosilacacetina (16).

De las fracciones de mayor polaridad se aislaron por precipitacién con
acetona, 325 mg de sacarosa como un solido blanco cristalino, con punto de
descomposicién de 183 °C.

Analisis del extracto acuoso de Agastache mexicana subespecie
xolocotziana, mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia acoplado
a un Espectrometro de Masas con re-arreglo de diodos y Trampa de lones
(CLAE-EM-TI).

Perfil por CLAE.
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Abstract

A comparative chemical analysis of Agastache mexicana subsp. mexicana and A. mexicana
subsp. xolocotziana reveals that their methanol extracts constituents were very similar, with
acacetin and (2-acetyl)-7-O-glucosyl acacetin being the most abundant compounds obtained.
These results are consistent with the information reported for other species of Agastache.
However, GS-MS analyses showed that methyl chavicol, limonene and linalool were the
main constituents of the essential oils of 4. mexicana subsp. mexicana, while pulegone, men-
thone and isopulegone were the major constituents found in A. mexicana subsp. xolo-
cotziana. Furthermore, a different composition was found in their respective hexane extracts.
These chemical composition dissimilarities between the two taxa support their recognition as
distinct subspecies.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

* Corresponding author. Tel.: 4+52-56-16-25-76; fax: +452-56-16-22-03.
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1. Introduction

The genus Agastache (Lamiaceac) consists of about 20 species distributed in Asia
and North America. 12 of these are endemic to Mexico (Sanders, 1987).

Agastache mexicana has been divided in two subspecies: A. mexicana (H. B. K.)
Lint & Epling subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamoorthy, and A. mexicana
(H. B. K.) Lint & Epling subsp. xolocotziana Bye, Linares & Ramamoorthy,
known in traditional medicine as “toronjil morado™ and ““toronjil blanco™, respect-
ively (Bye et al.. 1987). The infusion of both plants. along with Dracocephalum
moldavica L., also known as “toronjil azul’’, forms the medicinal plant complex
named “los tres toronjiles”™, which is commonly used for the treatment of various
gastrointestinal, nervous, and cardiovascular ailments (Linares et al., 1988, 1995),
as well as culturally defined illnesses, such as “espanto™ and “susto™ (Argueta et al.,
1994). Although the classification of these subspecies was based mainly on mor-
phological differences, Bye et al. (1987) noted that while A. mexicana subsp. xolo-
cotziana shares some common chemical constituents with A. mexicana subsp.
mexicana, it also produces breviflorine, a clerodane type diterpene, chrysine and
pratol flavonoids, and an essential o1l mainly formed of bornyl acetate. However,
an extensive bibliography review indicates that the genus Agastache is chemically
defined mainly by the presence of methyl chavicol, estragole and limonene in its
essential oils (Fuentes-Granados et al., 1998 and the reference cited here in, Xuan-
Dung et al., 1996; Fuentes-Granados et al.. 2000; Hegnauer. 1973; Lognay et al.,
2002) and by flavonoids derived from 4°.5,7-trihydroxy flavone in its polar con-
stituents (Chang-Hung et al., 1979; Sanders et al., 1980; Exner ct al., 1981; Ttokawa
et al., 1981; Barberan, 1986: Barberan and Gill, 1992). Interestingly, from a pre-
vious analysis of 4. mexicana, pulegone and menthone were identified as major
constituents of its essential oils. However, the authors do not specify which taxa
they studied (Manjarrez and Mendoza, 1966). The atypical composition of A. mex-
icana subsp. xolocotziana prompted us to re-study both taxa.

2. Material and methods
2.1. Plant material

Flowers of the spontaneous race (A.mexicana subsp. mexicana) and the culti-
vated race (4. mexicana subsp. xolocoiziana) were both collected in the neighbor-
hood of San Jos¢ Tlacotitlan Ozumba, Edo. de México in August 2000. They were
identified by botanists, Bye and Linares. Voucher samples of ecach taxa were
deposited at the Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM. [4. mex-
icana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamoorthy,

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Publicaciones

R Estrada-Reyes et al. | Biochemical Systematics and Ecology 32 (2004 ) 685694 687

1120 and A. mexicana (H. B. K.) Lint & Epling subsp. xolocotziana Bye, Linares
& Ramamoorthy 1121].

2.2. Analysis of essential oil

Flowers of both taxa were kept on ice until the chemical analyses were carried
out. The essential oils from each sample of Agastache (100 g) were obtained by
means of hydrodistillation for 3 h in a modified Clevenger type apparatus. The oils
were dried over NasSO4 and stored under refrigeration. Analyses of the essential
oils were carried out by GC-MS using a JMS-AXS05HA(JEOL) mass spectrometer
coupled to a GC Hewlett Packard 5890 Series 11 instrument equipped with an ultra
2 (crosslinked 5% PhMe silicone) capillary column (25 m x 20 mm i. d. x 0.33 pm
film thickness). The temperature of the ion source was 300 “C. The accelerating and
ionizing potentials were 3 kV and 70 ¢V, respectively. The GC oven temperature
was programmed as follows: initial temperature 40 “C (1 min) followed by a tem-
perature increase of 7 “C per min up to 300 “C. The quantification of the compo-
nents was performed on the basis of their GC peak arcas, without correction for
response factors. The constituents were identified by comparing their retention times
to those of standard compounds, peak enrichment by co-injection with standards
wherever possible (pulegone, anisole, limonene, Chem Service, West, PA 19381,
USA), as well as by comparison of their MS spectra with the data reported in litera-
ture (Masada, 1976), and library of National Institute of Standards and Technology
(NIST 3.0) data. Kovat’s index were calculated using a standard mixture of C5-Cs,
n-alkanes (Chem Service, West, PA 19381, USA), and comparing the results with
the data reported in literature (Van den Dool and Kratz, 1963; Davies, 1990).

2.3. Analysis of hexane, EtOAc and MeOH extracts

Dried. ground flowers of A. mexicana subsp. mexicana (710 g) and A. mexicana
subsp. xolocoiziana (225 g) were extracted with hexane, EtOAc and methanol suc-
cessively. The evaporation of the solvents under vacuum afforded the respective
extract, which was chemically analyzed by chromatography column (CC).

The CC were performed using an open column packed with silica gel 60 GF)sy
Merck in the proportion of 1:15 in respect of the extract. In all the cases, the elu-
tion started with hexane followed by hexane-EtOAc mixtures, EtOAc. EtOAc-
MeOH mixtures, and ended with MeOH.

2.3.1. A. mexicana subsp. mexicana

The hexane extract (14.28 g 2.01% w/w with respect to dried material plant)
was analyzed by GC-MS under the experimental conditions previously stated for
the essential oil analysis. It was also analyzed by CC.

The EtOAc extract (16.77 g. 2.36%) was scparated by CC. Fractions of 100 ml
were collected and those with similar TLC profile were combined. A total of 131
fractions was obtained. An amorphous solid was obtained from the fractions
eluted with hexane-EtOAc (8:2) mixtures, (4.07 g, 0.57%). A part of this solid
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(600 mg) was treated with an ethereal solution of diazomethane and the mixture of
this reaction was submitted to a CC.

The methanol extract (72.22 g, 10.17%) was fractionated by CC. A total of 116
fractions was obtained.

2.3.2. A. mexicana subsp. xolocotziana

The hexane extract (3.03, 1.34%) was analyzed by GC-MS under the same con-
ditions as stated for the essential oil analysis. This extract also was analyzed by CC.

The EtOAc extract (6.26 g, 2.78%) was chromatographed, and from the initial
fractions an amorphous yellow solid was isolated (965 mg). It was treated with an
ethereal solution of diazomethane, the reaction mixture was separated by CC. The
methanol extract (25.80 g, 11.46%) was fractionated by CC. A total of 31 fractions
were obtained. From the fractions eluted with hexane-EtOAc (7:3) mixtures a yel-
low solid was isolated, which was purified by crystallization methods.

3. Results
3.1. Analysis of essential oil

The yields of essential oils were 1.2 and 0.9% for A. mexicana subsp. mexicana
and A. mexicana subsp. xolocotziana, respectively.

The results of the chemical analyses of the essential oils are shown in Table 1.
A. mexicana subsp. mexicana afforded methyl chavicol (86.78%) and limonene
(11.24%) as main compounds, while pulegone (80.07%) and limonene (9.49%) were
detected as the main compounds in A. mexicana subsp. xolocotziana.

3.2, Analysis of hexane, EtOAc and MeOH extracts

3.2.1. A. mexicana subsp. mexicana
The results of the hexane extract GS-MS analyses showed the presence of
11 compounds. Methyl chavicol (56.56%) was the major compound (Table 2).

Table 1
Constituents of essential oils of 4. mexicana subsp. mexicana (1) and A. mexicana subsp. xolocotziana (2)
Compound 1 abundance (%) 2 abundance (%) Retention Retention

time (min) index (min)
Limonenc” 11.24 9.49 8.31 868
Linalool 1.98 - 9.5 940
Mentone - 7.91 10.25 986
Isopulegone - 2,53 10.69 1012
Methyl chavicol® 86.78 - 11.00 1031
Pulegone®® - 80.07 12.25 1107

Identification of constituents was based on mass spectral fragmentation using the mass spectra library of
National Institute of Standards and Technology (NIST 3.0).

@ Also isolated from hexane extract and identified by RMN 'H and "*C data.

® Co-injection with the respective standard.
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Table 2
Constituents of the hexane extract of 4. mexicana subsp. mexicana determinate by GC-MS methods
Compound Abundance (%) Retention Retention
time (min) index (min)
Butanoic acid, 3-hexenyl ester 16.88 10.82 988
Methyl chavicol® 56.56 11.00 1031
2,6-Dimethoxy-4-(2-propenyl)-phenol 0.23 16.48 1364
3-Methoxy-cinnamaldehyde 1.34 17.91 1451
9-Eicosyne 1.03 20.72 1622
6-Octen-1-0l, 3,7-dimethyl, propionate 0.11 21.30 1657
Hexadecanoic acid 17.71 23.66 1801
9-Hexadecenoic acid 0.66 25.69 1924
Oleanoic acid 112 25.88 1936
Hexanedioc, dioctyl ester 0.11 28.19 2120
Total identified 95.75

Identification of constituents was based on mass spectral fragmentation using the mass spectra library of
National Institute of Standards and Technology (NIST 3.0).
* Tsolated from hexane extract and identified by RMN 'H and '*C data.

Furthermore, methyl chavicol was isolated from the hexane extract by CC and it
was identified by comparison of its spectral data with those reported in the litera-
ture (Aldrich Library, 1983).

From the EtOAc extract. an amorphous solid which was submitted to a diazo-
methane reaction was isolated. From this reaction, the methyl ester of ursolic acid
(125 mg), 5-hydroxy-7.4" dimethoxy flavone (43 mg) and salvigenine (4 mg) were
obtained. The identification of these compounds was achieved by comparison of
their physical and spectral data with those reported in literature (Lewis and
Tucker, 1983; Vigar and Rahman, 1994; Youssef and Frahm, 1995; Kamaya et al.,
1996).

From the methanol extract, acacetin (43 mg), (2-acetyl)-7-O-gucosyl acacetin
(63 mg), and 7-O-glucosyl acacetin (85 mg) were isolated. The identification of
these compounds was achieved by the comparison of the physical and spectral data
with those reported in literature and by the synthesis of their respective peracetate
derivatives (Itokawa et al., 1981).

3.3, A. mexicana subsp. xolocotziana

Table 3 shows the components of the hexane extract whose composition was
determined by GS-MS. Accordingly, 28 compounds were identified in the extract,
most of them were mono sesquiterpenes. including nerol (20.11%), and pulegone
(10.16%) as the major terpenic constituents. Fatty acids, such as oleic acid (4.76%)
were also detected. Pulegone was isolated from hexane extract by CC and it was
identified by comparison of its spectral data with those reported in the literature
(Aldrich Library, 1993).

From the EtOAc extract, an amorphous solid which was submitted to a
diazomethane reaction was isolated. From this rcaction, the methyl ester of ursolic
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Table 3
Constituents of the hexane extract of 4. mexicana subsp. xolocotziana determinate by GC-MS methods
Compound Abundance (%) Retention Retention
time (min) index (min)
n.d. 0.72 3:53 577
9-octadecyne 0.16 5.54 699
Camphor 0.14 5.86 719
n.d. 2437 6.88 781
p-menth-6-¢ne-2, 8-diol 0.39 7.36 810
2-hydroxy-6-methoxyacetophenone 0.84 8.20 861
o-terpineol 0.50 9.16 919
n.d. 0.28 9.74 955
Butanoic acid 0.31 9.96 968
Isopiperitenona 0.31 10.26 986
Geraniol 2.87 . 4l 1038
a-terpineol-methyl ether 4.39 11.65 1071
n.d. 0.24 11.84 1082
Terpin p-menthane-1,8-diol 0.41 12.05 1095
n.d. 5.52 12.25 1107
Pulegone 10.16 12.32 1111
n.d. 0.18 12.45 1119
n.d 0.12 13.17 1163
Neryl acetate 0.60 13.22 1166
n.d 0.32 13.45 1180
1,5-Heptadiene, 3.3 6-trimethyl 0.57 13.78 1200
Thymol acetate L.11 13.91 1208
Piperitone 3:39 14.55 1247
Nerol 20.11 14.75 1259
p-menth-2-ene-1,8-diol 1.76 14.78 1261
Isoeugenol 0.49 15.06 1278
Diosphenol 2.02 1543 1300
f-terpinyl acetate 2.54 1591 1317
Ocimenol 3.14 16.47 1364
2.8-dihydroxy-p-menth-3-en-Sone 0.16 16.73 1379
n.d. 5.21 16.96 1393
2-pentadecanone 22 17.58 1431
p-menth-1-en-7,8-diol 1.14 18.04 1459
Linalool 3.7-oxide 0.14 18.55 1490
n.d. 0.56 20.24 1593
Hexadecanoic acid methyl ether 5.56 2245 1727
Oleic acid 4.76 23.33 1781
Ethyl palmitate 0.41 24.58 1857
Total identified 71.14
Total detected §6.90
Dodecane 1200
Pentadecane 1500
Hexadecane 1600
Octadecane 1800
Eicosane 2000

Identification of constituents was based on mass spectral fragmentation using the mass spectra library of
National Institute of Standards and Technology (NIST 3.0) and by Kovac's retention index. n.d. = no
determinate.
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acid (232 mg), 5-hidroxy-7.4" dimethoxy flavone (16 mg). and salvigenine (6 mg)
were isolated. In addition, a mixture of the methyl esters of corosolic and maslinic
acids (16 mg) were also obtained.

The methanol extract afforded acacetin (70 mg) and (2-acetyl)-7-O-gucosyl
acacetin (97 mg). The identification of these compounds was achieved by means of
their peracetate derivatives as well as the comparison of their physical and spectral
data with those reported in literature (Itokawa et al., 1981).

4. Discussion

The results of the qualitative and quantitative analyses of the essential oils
clearly indicate that both taxa synthesized different compounds (Table 1). While
A. mexicana subsp. xolocotziana produced large quantities of pulegone (80.07%),
A. mexicana subsp. mexicana synthesized methyl chavicol (86.78%) almost exclus-
ively. This chemical difference in their essential oils between the two taxa con-
tributed to their remarkable difference in odor.

Literature review indicates that of the several Agastache species widely studied,
A. rugosa and A. foeniculum generally produce large quantities of methyl chavicol
in their essential oils, (Tirillini et al., 1997; Xuan-Dung et al., 1996; Weyersthal
et al., 1992; Mazza and Kichn, 1992;: Wilson et al., 1992), while A. nepetoides pro-
duces o-cadinol as a major constituent (Charles et al., 1991) and A. scrophular-
iiafolia yields isomenthone as a principal component (Lognay et al., 2002). On the
other hand, an atypical population of 4. rugosa showed almost the same chemical
composition as A. mexicana subsp. xolocoiziana (Fuentes-Granados et al., 1998).
Therefore, the chemical composition of the essential oil of 4. mexicana subsp.
xolocotziana is remarkably different from this species and subsp. mexicana, as well
as from the typical 4 rugosa, A. foeniculim and A. nepetoides. Another remarkable
difference in the chemical composition of these two taxa was found in their hexane
extracts. The compounds detected by GC-MS techniques in the hexane extract of
A. mexicana subsp. mexicana are shown in Table 2. According to these results,
only 11 compounds were detected, methyl chavicol, butanoic acid-3-hexenyl ester,
and palmitic acid were the most abundant.

On the other hand, the hexane extract of A. mexicana subsp. xolocotziana
hexane extract showed the presence of 38 compounds from which nerol, pulegone,
and piperitone were the most abundant (Table 3).

In contrast, the EtOAc and methanol extracts of both taxa were similar in terms
of their chemical composition. Ursolic acid was the main constituent of the EtOAc
extracts in both taxa, with a minor concentration of corosolic and maslinic acid in
the extract of 4. mexicana subsp. xolocotziana. The flavones acacetin and
(2-acetyl)-7-O-glucosyl acacetin were the main constituents in both methanol
extracts. These results are in full agreement with previous studies of Agasiache
(Chang-Hung et al., 1979; Sanders et al., 1980; ltokawa et al., 1981; Barberan,
1986; Barberan and Gill, 1992).
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According to these results, the chemical composition of essential oils and
non-polar constituents in both taxa are different. These data support their recognition
as distinct subspecies. On the other hand, the presence of ursolic acid, acacetin and
its derivatives in the polar extract is a clear characteristic in species of Agastache
(Chang-Hung et al., 1979; Sanders et al., 1980; Itokawa et al., 1981; Barberan, 1986;
Barberan and Gill, 1992).

The dissimilarity in essential oil constituents between the spontaneous race
(A. mexicana subsp. mexicana) and the cultivated race (A. mexicana subsp. xolo-
cotziana) corrclate with their morphological differences (with the latter taxon hav-
ing fewer teeth on the leaf margins, with (vs magenta) flowers, fewer cymes per
inflorescence, sterile fruits, and thicker rhizomes). This subspecific classification
follows that recommended for cultivated plants (Harlan and de Wet. 1971).
Because the samples reported here were obtained from comparable plant parts
derived from two populations growing at the same site and harvested at the same
time, the chemical differences reflect more their genetic bases than the influences of
morphological. seasonal, and environment factors. which are known to cause var-
iations in the composition and content of essential oils in Agasiache (Fuentes-
Granados et al., 1998). Essential oil chemotypes have also been recognized in A.
foeniculum (Pursh) Kuntze and 4. rugosa (Fisher & Meyer) Kuntze (the latter
being recognized taxonomically as A. rugosa var. methyleugenolifera) where the
typical population contains high amounts of methyl chavicol while the atypical
population is dominated, respectively, by myrcene and methyleugenol (Wilson
et al., 1992; Fujita and Fujita, 1970, 1973, in Fuentes-Granados et al., 1998).
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Ethnophermacological relevance: The decocton of leaves of Clinopodium menicarem Benth, Goaverts
(Larniaczas), commoenly known as "Toronjil de Monte", is used in the Mexican traditional medicine to
induce slezp, aswell ag sadatve and analgesic remedy,

Aim of the study: To evaluate the putative depressant sffects of an aqueous extract of the medicinal plant
Clinopodivwm mexicarum onthe centr al nervous systerm (CN3),

Materizlsand methods: The effects of the extract{ AECM ) onmmi ce warz tastedin sever al animal paradigms,
including sodiumn pent obarbit al-induced deep, openfizld tests, and hole-boar d tests, The effacts of AECM
on panfyl enstarazolz- and piootoxin-induced convulsions in mice and on the anrithermonociceptive
response inthe hot-platepar adigmn were also tested, Addidonally, the active sxm act{(AECM wasanalyzad
with HFLC-ESI-M3 techniquas,

Results: Mice acutely treated with AECM ar 100, 200, 500 and 1000 mg/leg doses prolongedthe slzeping
time induced by sodium pentobarbital (42 mg/kg). This extract, &t 100 and 200 mgflég doses, showead 2
sedative sffacrinthe hole-board paradigrn and decreased spontane ous activity in mnice, AECM ar 10, 100
and 200mg/lg prolongzd the onset of seizuresinduced by penrylenstetrazolz (90mgfloz) and antago-
nized tonic coml sions induced by picrotoxin (10mgflg). Additonally, AECM inhibired the responss
to a thermeonociceptive stirmilus, The intraperitonezal AECM teatment produced mortaity with @
LDey =2154 mg iz, Chernical analysis showed that the flavanone glycosides neoponcirin, pondrin, and
izonaringsnin are the main compounds of the actve exract,

Conctusions: Thiz study demonstr ates that an acutely administered single dose of an aqueous extract of
Clinopodium mexicamm can exert dapressant effects on the (M5, These findings are in agreement with
the madiional use of Cliko podasm mericenum toinduce sleep aswell as sedative and analgesicremedy.
The chemical analysis of AECM ravealed the prasence of the flavanone glycosides neoponcirin, pondrin,
andisonaringin,

anwords:

Depressant

Central nervous sretem
Sedative-hypnotic
Clinopod iam mavicdmon
S turefl meticdnd
Toronjil

© 2010 Elsevier Ireland Ltd, All rights reserved,

1. Introduction decoction of Qinepodium dowglasii hasbeenused by the Costanoan

Indians as an anthelmintic remedy (Bocelr, 1984), In Portugal, the

Clinopodiur (Lamiaceae) is a cosmopolitan genus whose dis-
tribution cowers southern and southeastern Europe, Anatolia,
northern Iran, Fussia, Asia, Ethiopia, the United States of Amner-
ica, and Mexico. This wide distribution enables the medical use of
several species. For exarmnple, in Palistan, Qinoepodivm umbrosumm
and Cliropodium wulgare are both used to treat wounds, bleeding
and cardiac problemns (Khan and Khatoon, 2008). In the US4, a

# Corresponding author.
E-mul il dddres ses oscarmartinezvazquez@emnail com,
aryaz@se rvidor.unan e (M. Martinez-Yizgues).

0278-8741/F - see front matter @ 2010 Elsevier | reland Lod. Al rights resenved.
doi: 10.1016j,ep.201002012

leaves of Clinopodiur ascendens are used as amouth freshener and
to alleviate headache and toothache (Castilho et al, 2008).

In Mexico, the genus Clinopodiumisrepresented by 13 aromatic
species, somne of which ire used as medicina herbs, Qinopodium
miexicanum Benth, Gowaerts (Lammdaceae) (Sym. Gardoquia rriexi-
cated Benth, Satureja mexicana (Benth) Bring.) is a perennial herb
enderric to Hidalgo, Guerrero, Oaxaca, and Veracruz States, This
species possesses snall red-colored flowers, often attains a height
of 30-80 crn, and ismore commonly known byits vernacular name
"Toronjil de Menta” (mint's hyssop) Local people use the whole
plant torelieve toothache and "nervousness” (Harley and Granda,
2000}, In Mexico City, Clinopodium mexicanurr is also known as
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Table1

Sedative and hypnotic actions of AECW and diazepam (D) incornbination with pentobacbital (36
Treatment g ltg) Szl (raind SL{min) ST (min)
iPdz Vehicle 145+0.10 3EL+0.28 13.47+222
3P4z ABCIN10 1314022 3204034 23.31+1487
P4z AECW 100 1.27+0.16 I00+0.22* 25 0242375
ipaz AECW 200 165+0.11 194x021* 550243273
Spdz ABCIN 500 11240100 180020 405 £ 557
3P4z ABCIN 1000 085+0.11* 1ag+022% 1030548224+
P4z DZ 0.5 1524012 16021 1462177
3P4z CZ 10 1174012 3314040 A.75+1884

H=28352,fd= 10 (p=0002)

H=40068, =0 (p=<0001) H=72.176 f1=0(p=-0001)

Effects of AFCM on sedative latency (32L), sleeping laency (30, and slesping tiroe (5T, Al results are expressed as roeans+ SEM (r=2-10 anirals in each group). Sodivm

pentobarbital at 42 rogflog: SP42.

Cornpari sons wers roade by using 10ouslal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranls illowed by the Mann -Whitney Uest: *p<005 and **p=0001 cornpared with

the control group.

Differences betwesn treated ooups inthe sleeping i me data were made wsing Dunn’s test Fp=005).

Table 2
Effect of AECM on the perforance of mice in the hale-board &t
Treatroent( g lkg) HOT (roin] (roean £ SEMY BB roin) noean &= SEM) H DM (roin) (roean + SEM)
Control 0.44+0.12 2163202 2824544
100 051+008 16.63+2.71 340+1287
1000 040+0.13* 1175+ 1.50% 219+196*
2000 02304+ 006 175081 175282
Dz 2.0 031005 3352042 22h+191

H=272,[3="7(p=0.0002)

H=20.1, [3=7(p=0.0001) H=251,fd=17 (p=002)

legendEffect of AECI on sedative behavior [head-dipping time (HDT), rearing mimber (BN, and head-dipping mumber (HOHM)]. A1l results
are expressed asmneans £ SEM of 8-10 animals per group. Cormnparisons were made by using Krusleal-wwallis One Way Analysis of Variance
on Ranlkes followed by the Mann-whitney U-test: "p< 0,05, **p<0.01 and **p = 0.001 compared with the control group.

2.9, Ftatistical analysis

Since some data did not meet normality or varance equal-
ity criteria, a non-paramettic analyss was employed, Differences
between treated and control groupsin al tests were analyzedusing
alkruskal-walliz analysis of wariance on ranles (*p<0.05, "™p<0.01,
and ***p=0,001), followed by the Mann -whitney Ranlc Sum test,
Differences between treated groups were analyzed using Dunn's
test, The proportion of animals that died was analyzed usng the
Fisher test, All statistical analyses were caried outusing the Sigma
Stat Program{wersion 3.1, Jandel Scientific).

3. Results

Theusze of pentobarbital-induced sleepin miceis a classic phar-
macological method for the screening of sedative-hypnotic dnigs,
The sedative and hyprnotic actions of AECH adrninistered to mice in
combin ation with sodium pentobarbital (5F) are shown in Table 1,
AECH at dogesof 10, 100, 200, 500, and 1000 mg/lg, in combina-
tHon with 37, exhibited significant symergistic sedative and hypnotic
effects (H=28352,fd =10, p<0.001); moreowver, sleep latency was
significantly shortened (H = 4506, fd = & p= 0.001], Although these
effects did not show a dose-dependent response, the duration of
the sleeping time produced by 3F was significantly prolonged in a
doze-dependent manner (H=7317,{fd=9,p< 0001}

The sedative effect of AEDM weas confirmned in the hole-board
test. Howewer, at a dose of 10mg/kg, AECH did not alter the
exploratory parameters in the hole-board test or the SP-induced
deep test. Nevertheless, AECM at doses of 100 and 200mg/kg
showed sedative effectsin both tests,

Table 2 showes the effectz of both DZ (2.0mg(kg) and AE T
{10o0and 2001ng/lwg) on the performnance of mice in the hole-board
test, These freatmnents significantly decreased the head-dipping
mumber({H=251,{d=17, p«0.03), thehead-dipping tite (H=27 .2,
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fd=7,p=0.001), and the number of rears(H=39.1,fd =7, p = 0.001)
relative to the group control Furthermore, AECW significantly
decreased the spontaneous ambulatory activity of the mice in the
openfield test (H=28.4, fd=7,p<0.001)(Fig. 1) All ofthese results
confirm the sedative effect of AECH

In the PTZ model, DZ delayed the latency ime of myoconus,
prevented tonic seizures, and decreased the incidence of death
in comparison to the contrel group AECK did not inhikit the
appearan ce myyoconic and tonic seizures, Howewer, it significantly
delayed the onset of pentyenetetrazole-induced convilzions at
doges ranging from 10 to 200mgflig (p<0.001 ), The time to death
and the percentage of dead animals were alzo reduced by AECM
adrinistration. Howewer, thiz eff ect was not dose-dependent and
it only reduced the number of deathspreceded by tonic seimires by
S0 (Table2)

Furthermaore, AEQ administration significantly delayed the
appearance of both clonic and tonic seizures (H=27.16, fd=5,
p=0001, and H=31.26, fd=5, p= 0001, respectively), and it
reduced the mortaity induced by picrotoxin, Howewer, com-
pared to controls, 200mgflkg AECK significantly delayved the onset
of seizures from 6.3 +0.4min to 1595+ 1.4min, and it delayed

E
£
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——
corinl AECNTO AECMID EACMI00 AECM200 bDZ1o [erardi]

Treatment (mgkg)

Fig. 1. Effectof ABCM on the arbulatony behavior of mice in the Open Field Te st
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Table 2

Effectof AECM and diazepam (DZ =10 mg/lkg) on pentylensteirazole-induced seizures in mice.

Treatroent (rogflg) Seizure ongetx SEM (roin)

Iyoclonus Tonic [Mercentage of roortality
Contral O6s+£004 45+1.29 100
0Z10 220067 ey on
AEC 10 020003 14.23 £ 2264 75+
AECI 100 075010 13.57 £ 1.76~ SOk
AECI 200 1274025 128202 SOk

H=2812, f[=5 (p <0.001)

H=88.3,fd=5(p=0001)

Effectof AECM on pentyleneteTazole-induced seizure (90 mgflg). Data represent rozans £ SEM of 8-10 animals. MC no convulsion.
Cornparisons wers roade by using Cowskal-Wallis One Way Analysis of Varance on Ranlss followsd by the Mann-VWhitney U-test: “p< 005 and **p= 0001 corpared with

the control growp.

Effectaf AFCM an mortality. Fisher test: “p =005, Bp=0.01 ws the wehicle-treated group.

Tablke 4
Effectof AECM on picromxin-induced seizures in mice.

Treatroent (rogflg) Seizure onset £+ SEM (roin)

Clonus ‘Tanic % Morzlige
Control 62046 $.60+0.68 100
0210 6204057 17.24+1.60 Lo
AECW 10 EESEIR-L o 081+0.54 S04
AEC 10 6.77+0.42 18,86+ 200 625
AECI 100 789+ 043 22. 75k 330 3750
AEC 200 1505+ 1.4m 25.40£1.70% g

H=2716, 6=5(p=0001)

H= .26, fd= 5 (p=0001)

Effectof AECM on picromain-induced seizures (10 gl Dat represent rean s+ SEM of 2-10 anirnals. MO no convalsion.
Caroparisons were roade by wsing Druslal-Wallis OneWay AnalysisofYarianceon Ran s followed bythe Mann-YWhitney U-test “p<0105,**p<=001 and ***p=0001corpared

with the contral group.

Effectof AFCHW on Fisher test: #p=0.05,bp=0.01 vs the vehicle-reated group. * Results of Fisher st p=0.05 s the contool growp. EResults of Fisher st p=0.001 v the

contmol growp. <Results of Fisher test: p =00001 ws the control zroup.

the latency time of tonic conwalsions from 860+ 0.68min to
25.4041.70mnin. This dose also prevented the deaths produced by
picrotoxin (Table 4.

In the hot-plate test, lketorolac administration was effective at
prolonging the reflex latency and the paw-licking response with
respect to the control group, as shown in Fig, 2. Similatly the i.p.
adrninistration of AECh at doses of 1,5, 10and 1 001ng g produeed
anincrease in the reflex latency (H=27.459, fd =5, p<0.001 ) and an
inhibition of the paw-licking response (H=37.81, fd =5, p=0.001)
with respect to the control, These results show that AECM exerts
an antinociceptive effect against thermal stiomdus,

Howewver, a5 pointed out abowe, at a dose of 100 mmg/leg, AEC
also preszented a sedative effect, which could inferfere with the

B0 —®—— AECM vz, refex llency
s upionolae () ve redex latensy
——g—= AECM v& pandicking latensy
—de— btk (5 va. paicking laiensy
=
50 ',; ﬁ'”
/ :
, Fa
__ 40 ;/ s
[} . . - ]
3 L N— &
— - ~
& 304 x v
5 r oy i .
m ! § 4 ——'/'*/. . =
4 -
20 S e e
7
10
[ T T T T T T
corwel  AECMY  AECMS AECMIOAECMIOD k10 w20 -3

Treatment (mg'kg)

Fig, 2. Effects of AFCM and letomlac (19 on paw-licking latency (sec) and reflex
latency (sec).
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antino ceeptive effect, Future studies should be undert aeen to cdar-
ify this matter.

On the other hand, AE W was slightlytoxic{DLgy = 2154 mgflg)
according to Lorke's classification when it wasg intraperitoneally
administered. At doses owver 1600 myg/leg, some adwerse effects, such
asdiarrhea and positive piloerection, were immediately seen after
administration. Mevertheless, these effects disappeared after 1h. at
2900mgleg, AEQM produced toxicmanifestations thatpersisted for
360 until death.

The phytochermica study of organic extracts of this species
led to the isolation and identification of two flavanone glyco-
sides (neoponcirin and hesperidin), as well az three flavones
(8-hydroxysalvigenin, gardenin B, and S-desmethoxynobiletin)
and two flavanones({naringenin and 4'-0-methylnatingening, Addi-
tionally, B-sitosterol, ursclic acid, and daucosterol were also
isolated. These compounds were identified by their physicd and
spectroscopic properties, and by comparison with published data.
They were uged as standards for the chermical analysis of AETM
aqueous extract,

Actve AECH waz analyzed by HFLC-ET-I3, The chromatogram
and the full-scan mass spectrum are shown in Fig. 3. These
results showed that neoponcinn (9.1 8% of relative area), pondrin
(16,155 of relative area), and izonaringin (16,1 %% of relative area)
weere the main components of AECW, 8-Hydroxysalvigenin{ 0.36%),
naringenin (1.99%), 4'-0-methylnaringenin (0,20%), and gardenin
B (0.95%) were detected alzo. Finally, S-desmethoxymobiletin and
hesperidin, which were izolated from organic extracts, were not
detected inthe active extract, Fig. 4.

4. Discussion

Despite itz intensdve use in fraditional Mexican medicine as a
tranquilizer, Clinopodiunt mexicanum has not yet been evauated
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for its activity toward the 93, The present study inwestigated
the putative Q95 effects of an aqueous extract of the leaves of
Clinopodivum mexicanum (AECW) in mice, The results showed that
AECH exerts depressant effects on the CIMS, Although AE M per
se did not induce sleep, the animnals treated with the extract weere
found tobe awloward, calmandrelased, Mevertheless, acute admin-
istration of AEM at single doses of 100, 200, 500 and 10001nglg
G0min before the administration of SPresulted in decreased sleep-
ing latency and increased sleeping time, The effect of AECH was
comparable to the effect of DZ, a classical benzodiazepine,

The ability of AECM to potentiate pentobarbital-induced hyp-
nosis could be attributed to effects on the central mechanisms
involved in the regulation of sleep (Gouerno et al, 1994) or to an
inhibition of pentobarbital metabolism (Kaul and Kullearni, 1978).
It is generally accepted that the sedative effects of drugs can be
evaluated by measurement of the sleep time induced by pento-
barbital in laboratory animals (Carpendo et al, 1994, Gamaniel et
al,, 1998), Our observation that the extract prolonged pentobarbi-
tal hypnosiz iz an indicator of central nenvous systern depressant
activity (Fujirnor, 1965). Furthermnore, it iz well lnown that these
depressant effects are mediated through the GaBA/benzodiazepine
receptor complex (Petty, 1985), It is therefore possible that the
GABAergicsystemparticipates in the AECh-induced enhancement
of the effects of 5.

The sedative effect of Clinopodiur mexicanurm was confirmed
by the observation that administration of AECH caused a dose-
dependent reduction in the exploratory behavior and locomotor
activity of rnice, The effects of AEQW and the pentobarbital-induced
hypnosis observed in mice after i.p. adrministration of AE M sup-
port our lypothesizthat AEMW acts ag a sedative,

On the other hand, AECM exhibited a partial protection against
convulsions induced by PTZ. It increased the threshold of donic
seizures induced by FTZ and delayed the progression to tonic
convulsion. However, at doses of 100 and 200mgflig, AED only
reduced theincidence of death by 508,

Ithasbeen demonstrated that aneural pathwaythat contributes
to donic PTZ comvulsions is located in the forebrain, and that the
Erainstem iz involved in the networls that contributes to tonic PTZ
convulsions (Browning e al, 1981; Browning and MNelson, 1986).

AECH may contain active cornpound(s) that elevate the threshold
of dlonic seizure actvity initiated in the forebrain and affect prop-
agation of comvulsive seizure activity to the brainstern structures
(De Sarro et al, 1998, Gale, 1997),

Another pogsibilityiz that theincreasge of the convalsionlatency
time could be related to a depressant activity toward the CINS.
Picrotoxin is a selective non-competitive antagonist of GABA that
specifically blocks the GABA-A receptaor (Petty, 1995) thereby pre-
wventing the neuronal inhibitory effect of GABA and induction of
convulsions, AECIW was able to delay the onset of seizures induced
by picrotoxin, and at a dose of 200mgfle, it was also able to
corrpletely prevent death produced by picrotoxin, The fact that
the extract protected animals against picrotoxin-induced conval-
sion further suggests that it contains compound(s) that facilitate
GABA transmizsion (Fernandez et al, 2004), It is kmown that PTZ
and picrotoxin block the GABA, receptor in a similar way newer-
theless they show different characteristics that indicate that the
domaing of their interacion arenot identical (Hung et al, 2001 ), 1t
could explain why AECH showed apartial and not dose-dependent
protection against conwvulsions induced by FTZ while this extract
showed a dose-dependent protection against convulsions induced
by picrotoxin,

The administration(ip.)of AECWM at1,5,10, and 1 00mgflg sup-
prezsed the thermnono ceeptive responze in the hot-plate test, This
result weas dose-dependent and simnilar to the effect of letorolac, a
potent analgesicnon-selective COX inhibitorthathasbeenreported
to be effective in the hot-plate test, and whosze activity could be
corrpared to an opicid analgesic compound (Floyd, 1990), How-
ever, at a dose of 100 mg kg, AECH showed a sedative effect andit
istherefore possible that the depressant effect of AEQW could mod-
ifyits antinociceptive action. Further studies are needed to clarify
thispoint.

These results provide additional support for the traditional use
of Clinopodium mexicarumt as aremedy forrelieving pain, However,
further studies areneeded for a better evaluation ofthese activities
andtosupportthepotential use ofthisplant as an analgesicrernedy.

A chemical analysiz conducted by HPLC-ESI-IM3 using seweral
flavonoids izolated from the organic extracts as standards showed
that AE(W contains the flavanone glycosidesneoponeirin, poncirin,
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Fig. 4 Chermical constituents of Cliropodhon mexidman extracts.

andigonaringin, the flavones 8-0H-galvigenin and gardenin B, and
the flavanonesnaringenin and 4'-0-methylnaringenin,

Ithasbeenreported that some flavonoids bindwith high affinity
tothebenrodiazepine site of the GABA a receptor (IKahnberg et al,
200231t is possible that the presence in AECI of several flavonoids,
particularly flavonoid glycosides, could account forits effects on the
CHS (Fermander et al, 2004),

Toxicity is an important concern in the pharmacological study
of nowel active compounds in plants, We found that the LDsy of
AEMM was 10-fold higher than its highest sedative (hole-board)
dose. In interpreting such data, itis possible to infer that the active
comnpound responsible for the sedative effect presents lowr toxicity.

In conclusion, the present study reveals that a single adminis-
trafion of an agqueous extract of Clingpodium mextcarnurm possesses
depressant activity, produces sedative and antithermonociceptive
effectsinmice, and support s the follt use of Cliropodiun mexcanum
asaremedytoinduce deepand as atranquilizer. The flavanone gly-

Doctorado en Ciencias Biomédicas

cosides prezent in the active exfract most licely confribute to the
sedative effects produced by Cinopodium mexicanunt, which might
involve a GABAergicinhibitory mechanism.
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FEthnopharmacolegical relevance: Dracocephalum moldavica is used as a tranquilizer and as remedy for
nervous conditions relief in the Mexican traditional medicine. Despite its intensive use no literature
reported neuropharmacological studies on Dracocephalum moldavica as yet.
Aim of the study: The sedative, anxiolytic-like and antidepressant-like effects of the aqueous extract of
aerial parts of Dracocephalum moldavica (Lamiaceae) (DM) were evaluated in behavioral models in mice.
The general toxic effects of DM were evaluated as well as their chemical analysis was performed.
Materials and methods: DM effects were evaluated on pentobarbital-induced sleeping time (SPT}, the
hole-board (HET), and the avoidance exploratory behavior (AEBT) tests and on the forced swimming test
(FST). General activity and motor coordination were evaluated in the open field (OFT) and Rota-rod tests,
respectively. The acute toxicity of DM was determinate by its LDsy dose. The chemical analyses DM were
performed by chromatographic and HPLC-ESI-MS techniques.
Results: DM prolonged the pentobarbital-induced sleeping time, induced sedation in the HBT, decreased
spontaneous activity and preduced motor coordination impairment in mice. However, DM did not show
anxiolytic effects in the AEBT or HBT and it was not effective in FST. The DM-treatment produced mor-
talities with LDsq = 470 mg/kg body weight.

The HPLC-ESI-MS analysis of DM revealed that (acacetin, apigenin and luteolin)-7-0-p-p-(6-0-
malonyl)-glucoside derivates are the main compounds of DM.
Conciusions: DM induced sedative actions and a general inhibition of CNS activity observed by the decrease
of animals’ general activity, motor coordination and exploration.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

for ages in folk medicine to treat, mainly, heart disease, blood
pressure, angina, atherosclerosis, neuralgia, migraine, headache

The Moldavian dragonhead (Dracocephalum moldavica L), a
member of the Lamiaceae family, is a grassy annual plant up to
80cm tall. This species is native to central Asia and is natural-
ized in eastern and central Europe. Nevertheless it also grows in
Egypt, China, Mongolia, and the Himalayas, at altitudes of up to
2700-3100m above sea level. In these regions it has been used

* Corresponding author at: Instituto Nacional de Psiquiatria, Ramén de la Fuente
Muiiiz, Calzada México Xochimilco No. 101, Col. San Lorenzo Huipulco, Delegacién
Tlalpan, Mexico City 14370, Mexico. Tel.: +52 41605080; fax: +52 5556559980

E-mail addresses: restrada@mp.edu.mx, estrarosa@hotmail.com
(R. Estrada-Reyes).

0378-8741/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
d0i:10.1016/j.jep2012.03.028

and toothache (Dastmalchi et al., 2007). Additionally it has been
reported, that Dracocephalum moldavica extracts possess sedative
and analgesic activity (Sultan et al., 2008). This specie has a pleas-
ant smell of lemon and it has been attributed relaxation properties,
the analyses of its essential oil revealed the presence of geran-
iol and citral, which could account for its tranquilizer properties
(Holm et al., 1988). In Mexico, Dracocephalum moldavica has been
adapted to the central region of the country, where nowadays it
is systematically cultivated all the year, though it grows in envi-
ronmental conditions different from those of its native land. In the
Mexican traditional medicine, Dracocephalum meldavica is known
as “taronjil chino, toronjil extranjero, or toronjil azul” (Chinese hys-
sop, foreign hyssop, and blue hyssop). It is used as mid tranquilizer
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remedy and as sedative agent. However, its main use is as part of
a combination with both the “toronjil blanco" (Agastache mexicana
sp. xolocotziana) and the “toronjil morado™ (Agastache mexicana sp.
mexicana). This infusion known as “los tres toronjiles” (the three
hyssops) is recommend to treat nervous diseases. This plant is also
use in other infusions to alleviate nervous disorders. For example,
that prepared besides the all three toronjiles, cinnamon (cimnamo-
mun sp.), “flor de manita” (chiranthodendron pentadactylon) “tila”
(Tentstroemina spp.), “azhar” (citrus spp.) and “hinojo” (Foeniculum
vulgare) (Linares et al., 1999). However, the use of Dracocephalum
moldavica adapted in Mexico is merely based on European and Asi-
atic folklore without any scientific evidence of its efficacy. Despite
its intensive use in traditional Mexican medicine, no data on the
CNS activity of the aerial parts of Dracocephalum moldavica are
available.

Taking the above into account, the main objective of this paper
was to evaluate the effects on CNS of a Dracocephalum moldavica
aqueous extract using several behavioral models in mice. Also, we
evaluated the acute toxicity of DM and performed the chemical
characterization of the main constituents of plant extract.

2. Materials and methods
2.1, Plant material

Aerial parts of Dracocephalummoldavical. (Lamiaceae)were col-
lected in “San José Tlacotitlan, Ozumba, Estado de Mexico™ The
botanical identification was carried out by Dr. Robert Bye, a sam-
ple of this specie was deposited at the National Herbarium of the
Instituto de Biologia, UNAM (Voucher No. 1122).

2.2, Preparation of aqueous extract of Dracocephalum moldavica
(DM)

Air-dried and finely ground aerial parts (10 g) of Dracocephatum
moldavica were extracted with boiling distilled water (90 mL)
for 10min. The resulting solution was lyophilized in a freezer
dryer Telstar, at —50 °C and 0.01 mBar, affording the corresponding
extract. 1.63 g of aqueous extract of Dracocephalum moldavica were
obtained per each 10 g of leaves. The extract was stored at4 ¢C until
the pharmacological assays were conducted. The pharmacological
assays were carried out with aqueous dissolutions of the aqueous
extract of Dracocephalum moldavica. The doses are expressed as
mg/kg of DM body weigh per mouse.

2.3, Preparation of organic extracts

The aerial parts of Dracocephalum moldavica L. (500g) were
dried at room and extracted several times with hexane, ethyl
acetate (EtOAc), and methanol (MeOH) successively at room tem-
perature. The extracts were concentrated under reduced pressure
at40-°Cyielded 10, 7, and 22 g of dried extracts, respectively. Each
extract was separated using an open column packed with 60 G Fysy
Merck silica gel at a proportion of 1:15 with respect to the extract.
In each case, elution began with hexane followed by mixtures of
hexane and EtOAc of increasing polarity until 100% EtOAc. Then
it was eluted with mixtures of EtOAc and MeOH with increasing
polarity to end with MeOH, A B-sitosterol and stigmasterol mix-
ture as well as ursolic acid were identified as the major components
of hexane extract. While from the EtOAc extract it was possible to
isolated acacetin and the anxiolytic flavone apigenin as well as an
oleanolic and ursolic triterpenic acids mixture. Whereas, acetin-7-
O-glucoside (syn. tilianine ) and acacetin 7-0-{6-acethyl ) glucoside
(syn.agastachoside)(10)were obtained as major components from
MeOH extract, additionally sitosterol-3-0-glucoside (syn. daucos-
terol) was also isolated. The polar fractions from MeOH extract

chromatography, that showed similar profile in TLC were reunited
and separated by sephadex LH-20 column chromatography with a
mixture of EtOH-H, 0(1:1) as developing solvent, isolating acacetin
7-0-p-D-(6"-0-malonyl) -glucoside (9), daucosteral, glucose and
fructose. The structures of the isolated compounds were assigned
by analysis of its physical and spectroscopic properties and by
comparison with the described in the literature. The compounds
isolated from the organic extracts were used as standards in the
HPLC-ESI-MS analysis of DM.

2.4, Chemical characterization of DM

In order toidentify the main constituents of the aqueous extract
of DM a analytical method was developed using high perfor-
mance liquid chromatography—electrospray mass spectrometry
(HPLC-ESI-MS). For the identification of flavonoids aglycones and
glycosides, photodiode array detection (PAD) was also used. The
analysis was carried out with an analytical HPLC Waters model 600
equipped with a Synergi Polar-RP 150 cm x 2.0mm, and ID=4 pm
column and a Waters 996 photodiode array (PDA) detector cou-
pled to an ion tramp mass spectrometer Bruker Esquiere 6000
model. The maobile phase was an acetonitrile-water solvents sys-
tem (10:90, vjv at Omin to 100 (v/v) at 30min); flow-rate was
0.2 mL/min, injection volume of 5 wL of DM in water. The entire
analysis was performed at 25 ¢C, and the detection wavelength was
set at 254 nm. A positive ion mas spectra of the column eluent were
recorded in the range of mfz 150-1000 amu with a scan cycle time
of 2 s. ESI-IT source conditions were adjusted as follow: drying N3,
the capillarity temperature to 350°C, the spray voltage was set to
40.0V, auxiliary gas pressure =30 psi, dry gas 10L/min (Wu et al,,
2004; Estrada-Reyes et al., 2010).

The compounds of the active extract were identified and quan-
tified by comparison of their retention time (RT), HPLC peak, and
M*, with the previously isolated compounds from organic extract of
Dracocephalum moldavica. The HPLC peak areas were not corrected
for response factors and are reported as the relative percentage of
area.

Total flavonoids content in the lyophilized extract of DM 0.01g
of DM was used to determinate the total flavonoids content in
DM by spectrophotometric technique as described in Brazilian
Pharmacopeia(2002). The analysis was made in a spectrophotome-
ter Bio Mate 3 (Thermo Electron, Corporation, USA). Only those
values of the mean of three determinations, with an acceptable
coefficient of variation less than 5% were taken into account.

In order to determinate of sugars content of DM an HPLC analy-
sis carried out with an analytical HPLC Waters model 600, equipped
with a Zorbax carbohydrate column with 15 cm x [.D. =4.6 mm, size
particle=5 pm and a Water refraction index detector (RID). At ini-
tial temperature 35°C, using as mobile phase acetonitrilejwater
mixture (8:2, v/v) and a flow rate of 1.4 mL{min, injection volume
of 1 mg/mL in water. The sugars were identified from comparison
of RT and co-injection with standard compounds.

Essential oils of fresh leaves of DM were analyzed by GC-MS
system. [dentification of constituents was based in their retention
time (RT; min) and on mass spectral fragmentation analysis as well
as using of library of National Institute of Standards and technology
(NIST 3.0), and by comparison of their spectra fragmentation with
the described in the literature data (Estrada-Reyes et al., 2004).

2.5, Animais

Adult male Swiss-Webster mice (20-30g) were housed eight
per cage in a temperature-controlled (20-21°C) room under
inverted light{dark conditions (12 h light/dark cycle, lights turned
on at 22:00 h). All behavioral evaluations were performed between
10:00 and 14:00 h. Animals had ad libitum access to Purina rodent
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chow and water. All animals were handled in agreement with
the general principles of laboratory animal care (NIH publica-
tion # 85-23, revised in 1985) and the ‘Norma Oficial Mexicana’
(NOM-062-Z00-1999). Additionally the experimental protocol
was approved by the local Ethical Committee. All of the experi-
mental sessions were videotaped and analyzed by a blind observer
who was unaware of the treatment conditions.

2.6, Drugs

Alldrugs were bought from Sigma-Aldrich (Toluca, México) and
were intraperitoneally injected in a total volume of 10.0 mL/kg.
DM, diazepam (DZ), pentabarbital (SP), imipramine hydrochloride
(IMI), and clomipramine hydrochloride [CMI), were dissolved in
saline solution (0.9%). The pharmacological assays were performed
with aqueous dilutions to 0.9% NaCl of the extracts containing 2%
Tween 80. Doses are expressed as milligrams of dry extract per
kilogram of body weight for each mouse.

2.7, Sodium pentobarbital-induced sleeping time (SPT)

The hypnotic effect of DM alone or in combination with sadium
pentobarbital (SP)was evaluated. For this purpose, atotal of 64 mice
were divided into eight groups (n=8). The first group served as con-
trol and was injected with the vehicle; while the four other groups
received the DM (1, 10, 100 or 200 mg/kg i.p., respectively) 60 min
before the administration of 42 mg/kg (i.p.) of SP. Three indepen-
dent groups were administered with DZ at 0.5, 1 and 2 mg{kg, i.p.,
30min before the administration of SP (42 mg/kg), these groups
served as a positive control group, and a vehicle-treated group was
used as control.

In the second part of the experiment, mice were treated with
DM (1, 10, 100, or 200 mg/kg, n=8 each, —60min) or DZ (1 mg/kg,
—30min) before the administration of a sub threshold dose of SP
(30mg/kg), one more group was administrated with vehicle in
combination with 30 mg/kg of SP and serve as a reference group.
Each mouse was placed on a warm table and was carefully observed
for the onset of uncoordinated movements corresponding to the
sedative phase (sedation latency; SL) and the time elapsed from
the loss to regaining of the righting reflex were recorded (sleeping
time; ST) (Ldpez-Rubalcava et al., 2006; Tingli et al., 2007).

2.8, Hole-board test (HBT)

The hole-board set-up apparatus is a wooden box of
60cm x 30 cm x 30 cm, with four equidistant holes (2 cm diame-
ter) on the floor. Light intensity during the testing ranged from 270
to 300 Ix. Independent groups of mice (n=8) were intraperitoneally
administered with 1, 10, 100 or 200 mg/kg of the aqueous extract.
After 60 min, each mouse was placed in the center of the hole-board
and the number of head dips into a hole, as well as the number of
rearings, was recorded over a 5min period. A head dip was reg-
istered if a mouse put its head in a hole at least up to eye level;
repeated dips into the same hole were not counted unless these
were separated by locomotion. Rearing was scored when a mouse
raised itself up on its hind legs with its fore paws resting an a parti-
tioned wall. One independent group of (n = 8 )received DZ (2 mg/kg)
30min before the test was conducted; this group served as a refer-
ence standard. Another group of mice received only the vehicle and
served as a negative control. After each trial, the floor of the appara-
tus was carefully cleaned to remaove any traces of previous tests. An
increase in the number of head dips and the frequency of rearing
compared to the controls was considered to indicate an anxiolytic-
like effect, while any decrease in these variables was considered

Doctorado en Ciencias Biomédicas

to be the result of a sedative effect (Viola et al., 1995; Sousa et al,,
2004; Estrada-Reyes et al., 2010).

2.9, Aveidance exploratory behavior test (AEBT)

This model was initially used toscreen new anxiolytic drugs and
consists of an acrylic chamber (44 cm % 21 cm x 21 cm)divided into
asmall, darkened compartment and a large and highly illuminated
(light intensity 560 1x.) compartment. An opening of 13cm x 15¢cm
separates the dark from the bright area. At the beginning of the
test, each mouse is introduced into the bright compartment and
the number of transitions from one side to the other is recorded
for 10min. An increase in this parameter is interpreted as an
anxiolytic-like effect (Crawley and Goodwin, 1980; Crawley and
Davis, 1982). The test chamber was carefully cleaned after each
recording. In order to prevent behavioral changes of the animals
after the first experience, mice were tested only once in this test.

2,10, Open field test (OFT)

The open field test involves an apparatus made from an opaque-
Plexiglas box (40 cm x 30cm x 20cm) with the floor divided into
12 equal squares. Each animal was gently placed in a corner of the
apparatus, and its behavior was videotaped during a 5 min session.
Ablind observer registered the number of times the animal entered
each square (counts per 5min) was recorded (Lépez-Rubalcava
et al., 2006). In this test, the aqueous extract was administered at
doses of 1,5, 10, 50, or 100 mg/kg (i.p.) to five independents groups
(n=8), 60min before the beginning of the test. Six independent
groups treated with DZ (0.1, 0.25,0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 mg/kg) were
used as positive control.

2.11. Motor coordination

The effect on motor coordination was assessed using Rota-rod
apparatus. In brief, mice were trained to remain for 5min on the
rod rotating at speed of 22 rpm. On the next day, DM (1, 10, 50,
100, and 200 mg/kg), vehicle, or DZ (2 mg/kg) were administered
and the ability of mice to remain on the rotating rod was assessed
befare and 60 min after the DM administration. For each animal,
the riding time on the rotating rod was registered (Farkas et al.,
2005; Estrada-Reyes et al., 2010a).

2,12, Antidepressant-like effect in the forced swimming test (FST)

Mice were individually placed in glass cylinders (height: 21 cm,
diameter: 14.5 cm) containing 15 cm of water at 234 1°C. All ani-
mals were forced to swim for a 15min period (pre-test), followed
by a 3-min session (test) at 24 h later (Murakami et al., 2009).

On this basis, seven independent groups of mice (n = 8 per group)
were used in this experiment. Five groups were injected with DM
at 0,1, 10, 100, or 200mg/kg (i.p. —60min before the test) while
two independent groups were used as positive controls receiving
imipramine (IMI) at 25 mg/kg (i.p. —30min before the test) and
clorimipramine (CMI) 32 mg/kg (i.p. —30min before the test).

After the swimming sessions, mice were removed from the
cylinder, carefully dried, placed in heated cages for 20min and then
returned to their home cages. All test sessions were videotaped and
afterwards the immobility time accumulated during time test was
registered by an observer that was unaware of the pharmacological
treatments (Porsolt et al.,, 1977a,b; Xu et al.,, 2005; Schiirmann da
Silva et al., 2006).
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2.13. Acute toxicity study (LDsp)
20
The LD<; of the extract was determined by Lorke's method E 18
(Lorke, 1983). Briefly, in the first stage, the aqueous extract was Lo 1: .
intraperitoneally administered at doses of 10, 100, or 1000 mg/kg 24
to three groups (n=3). The animals were observed for 1 h for signs E 10 -
and symptoms of toxicity. Later observations were made every 24 h g 8
for 7 days. In the second phase, doses of 1600, 2900, or 5000 mg/kg i 2
were administered to three groups of three, four, and five animals, 3 5 | wn
respectively. These mice were carefully observed until their total L2 0 . . : . ————
recovery or death. The surviving animals were observed for 14 days contiol = D220 = +1.0 10 190 200
in order to record mortality. Aqueous extract D. maldavica
Treatment (mg/kg)
2.14. Statistics = %
E 30
Data was analyzed with the Kruskal-Wallis analysis of vari- % 25 |
ance on ranks (*p <0.05, *p<0.01, and ***p <0.001 ) followed by the €
Mann-Whitney rank sum test. All statistical analyses were carried 2 20 4
out using the Sigma Stat Program (version 3.5, Jandel Scientific), 245
and graphics were generated using the Sigma Plot Program [ version a
10.0, Jandel Scientific). E 10 -

3. Results

3.1. Anxiolytic and/or sedative effects of DM in the HBT and in the
AEBT and OFT

The hold-board test is well-established as a means to assay
potential anxiolytic andjor sedative effects. A single i.p. adminis-
tration of DM given to mice at doses of 1, 10, 100, and 200 mg/kg
caused a marked reduction in head-dip responses as shown in
Fig. 1 (H=284, df=7, p=0.002). Also, a decreased in the number
of rearing (H=28.4, df =7, p=0.002), as well as the head dipping
time (H=27.2, df =7, p=0.003) relative to the control group was
observed. Like diazepam-treated (2 mg/kg) group, DM-treated (100
and 200mg/kg) mice showed a significant decrease (***p<0.001)
in the head dips and the rearings, and also induced a significant
decrease on the spontaneous mator activity in the OFT (Fig. 2).

The effects of DM in the mouse in the anxiety paradigm AEBT
are shown in Fig. 2. As it can be observed, the plant extract signif-
icantly decreased the number of transitions between the dark and
the bright compartments in a dose dependent fashion. H=33.08,
df=5, p=0.001. Similarly to the effects observed in the AEBT, in
the open field test, DM significantly decreased the number of counts
recorded in a 10 min period (H=33.37, df=5, p=001) (Fig. 2). The
treated group with DZ to lower doses at 1.0 mgf/kg produced an
increased in the number transitions and to major dose it produced
a significantly decreases in the number transitions of similar form
of DM (H=21.76, df=6, p=0.001) in the AEBT and in the OFT the
DZ-treated only to the dose 2.0 mgfkg produced a significant reduc-
tion in the locomotor activity of the animals tested (H=11.59,df=6,
p=0.04) (Fig. 2).

3.2, Sedative effect of DM in the SPT

The method of pentobarbital-induced sleeping in mice is a
classic pharmacological experiment for the screening of sedative-
hypnotic drugs. Table 1 shows the effect on the sodium
pentobarbital-induced hypnosis of both diazepam (0.5, 1.0, and
2mg/kg) and the DM (1, 10, 100 and 200 mg/kg). DM was tested
alone, and in combination with SP (30 or 42 mg/kg). At the doses
tested, the extract per se did not induced sleep. However, the
duration of sleeping time produced by SP (42 mg/kg) was signif-
icantly prolonged in those animals pre-treated with DM (100 or
200mg/kg) (H=6048,df=7, p<0.001), and the sedation latency of

L] f==d

1.0 10 50 100
Aqueous extract D. moldavica

Treatment (mg/kg)

control DZ2.0

Head-dipping time/5 min
¢ )
o

DZ2.0 0 10
Aqueous extract D. moldavica
Treatment (mg/kg)

control

Fig. 1. Effects of acute administration of aqueous extract of DM in the hole-board
test.

mice was significantly shortened (H=2651, df=7, p<0.001). Fur-
thermore, when animals were pretreated with 100 or 200 mg/kg
of DM dose and a sub-anesthetic dose of pentobarbital (30 mg/kg),
insufficient by itself to induce loss of the righting reflex, the animals
showed significant prolongation of the sleeping time (*™*p<0.001)
with all the daoses of DM tested (H=8.136, df =5, p<0.05). Even
maore this effect was higher than that those produced by the com-
binarion of SP (30 mg/kg) and 1 mg/kg of DZ. These results indicate
that DM, similarly to DZ, exerts a CNS depressant effect in mice.

3.3, Effect of DM on motor coordination in the Rota-rod test

In the Rota-rod test, the fall-off time of treated animals, at the
doses of 10, 100 and 200mg/kg of DM and 2 mg/kg of DZ, sig-
nificantly was reduced in comparison to cantrol group (Table 2).
Animals treated with lower doses remained on the rotating rod all
test time.

3.4, Effect of DM in the FST
Theresults of DM in the FST are shown in Fig. 3, dataindicate that

IMI (25 mg/kg) and CMI (32 mg/kg)significantly reduced the immo-
bility time in comparison with the control group (Mann-Whitney
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Table 3
Constituents of essential oil of Dracocephalum moldavica 1.

Compound Formula Abundance relative (%) Retention time (min) Ion molecular (M*)
- 0.332 132 206

- 0.631 15.25 206

Citral Cinlhs O 20.96 167 152

Geraniol Cinliz0 55.627 17.38 154

Acetate (E)-geraniol C12Ha007 9.553 19.84 196

2.001 2223
Total 96.15

Identification of constituents was based on mass spectral fragmentation analysis and using of library of National Institute of Standards and technology (NIST 3.0), and by

comparison of their spectra fragmentation with the described in the literature data.

2 huntil death. In the second phase of the test, twao groups of three
animals were administered at 370 and 600mg/kg of DM, respec-
tively, in the first group some toxic manifestations were observed;
the animals became remarkably quiet and there was a consider-
able decrease in locomotar activity and flaccid-body was observed
which lasted nearly for 1-2 h. Whereas in the second group all ani-
mals died. The adopted method estimates LDs by calculating the
geometric mean of the dose that caused 100% mortality and the
dose which caused no lethality at all. The LDsy =470 mgjkg indi-
cates that DM is toxic, according to Lorke's classification.

3.6, Phytochemical study of organic extracts of DM

The phytochemical study of the organic extracts, of this
plant species led to the isolation and identification of acacetin
(11), apigenin, 8-hydroxy-salvigenin (16) (syn. pedunculine), and
luteolin flavones, as well as four flavone glucosides, acacetin-
7-B-0-glucoside (syn. tilianine), acacetin 7-B-D-0-(2"-acethyl)
glucoside, acacetin 7-P-D-0-{6"-acethy}-glucoside (syn. agasta-
choside) (10] and acacetin 7-0-B-D-(67-0-malonyl }-glucoside (9).
Four terpenoids-type compounds: B-sitosterol and stigmasterol
mixture, oleanolic and ursolic acids mixture and the glucoside
of sitosterol: sitosterol-3-B-0-glucoside [syn. daucosterol) were
isolated. Finally, two sugars were isolated in abundant amounts
from methanol extract: glucose (35% with respect to extract's dry
weight) and sucrose (30% with respect to extract’s dry weight)
and the ferulic acid were also obtained. These compounds were
identified by their physical and spectroscopic properties, and by
comparison with published data. They were used as standards far
the chemical analysis of DM.

As shows Table 3, the GC-MS analysis of essential cils of fresh
leaves of Dracocephalum moldavicaled to the identification of citral
(29.96%, relative area), geraniol (55.62%, relative area) and acetate
(E)geraniol (9.55%, relative area) together account for about 96.15%

of the oil. Monoterpene hydrocarbons are present only in trace
amounts. Interesting, unlike the organic extract content, the essen-
tial oils content was similar to that reported for the Asian and the
European's species of Dracocephalum moldavica (Holm et al., 1988;
Abd El-Baky and El-Baroty, 2008 ), only one specie is different inits
neral and neryl acetate content, which are present during the repro-
ductive stage of Dracocephalum moldavica native of Hungary, but
these were not detected in the specie studied in this paper (Kakasy
et al., 2002).

3.7. Chemical analysis of active aqueous extract of
Dracocephalum moldavica aerial parts

Determination of flavonoids total and general chemical screen-
ing of the aqueous extract of Dracocephelum moldavica leaves.

On the other hand, the crude extract yielded 1.63g of aque-
ous extract of Dracocephalum moldavica, corresponding to 16.3%
of dried plant. Total flavonoid content was expressed as a percent-
age of total flavonoids calculated as quercetin (average + SEM): DM,
16.6 £0.032%. Additionally, DM tested positive for sugars, saponins,
polyphenols, tannins, flavonoids, sterols, and was not found to con-
tain alkaloids-type compounds.

3.8. Chemical analysis of aqueous extract of Dracocephalum
moldavica aerial parts by HPLC-ESI-MS

The determination of the chemical composition of DM
was achieved using the conditions stated in the experimental
section. The results showed that acacetin7-0-p-D-(67-0-malonyl }-
glucoside (9) (14.11% of relative area), luteolin 7-0-B-D-(6-0-
malonyl)-glucoside (4) (5.91% of relative area), and apigenin
7-0-B-p-{6"-0-malonyl -glucoside (6) (4.52% of relative area), and
acacetin 7-B-D-glucuronide (8] (10.30% of relative area) were the
main components of DM. 8-Hydroxy-salvigenin (16), diosmetin

Table 4
Major components identified in aqueous extracts of Dracocephalum moldavica aerial parts.

No. Compounds RT (min} M Formula sAbundance
1 6-Malonyl-arbutine 2.8 358+23 Cy5Hyg0s 444
2 No identified 47 - - 3.02
3 Diosmetin 7-p3-0-glucoside 13.9 462 Co1Ha0011 973
4 Luteolin 7 -0-B-p-(6“-0-malonyl) -glucoside 14.7 534 CogHop01, 5.91
5 Fmethoxyacacetin 7-0-3-p-glucuronide 151 476 CayHap Oy 2.89
6 Apigenin 7-0-3-p-{6*-0-malonyl)-glucoside 15.7 518 C23H22013 452
7 Diosmetin 7-0-f3-p-(6*-0-malonyl)-glucoside 15.9 548 CasHz0qy 5.68
8 Acacetin 7-0-3-p-glucuronide 17.0 460 CooHa0011 10.30
9 Acacetin 7-0-3-p-(6*-0-malonyl)-glucoside 17.7 532 CasHa4013 1411

10 Acacetin 7-3-0-(6"-acethyl)-glucoside 19.0 438 CayHzy0pq 1.52

11 Acacetin 24.5 284 C1eH1205 01

12 Diesmetin 265 300 CigHi20g 233

13 Gardenin A 27.6 418+23 C21Ha20g 3.54

14 Flavone no identified, possibly: 5,6,7,8,3'pentahydroxy, 4'methoxy flavone 281 332 C1gH1208 0.69

15 No identified 289 - - 0.50

16 8-Hydroxy-salvigenin 285 344 C1Hi07 5.64

17 Flavone no identified, possibly: 5, 6, 8, ¥ -tetrahydroxy, 4/, 7-dimethoxyflavone 28.8 346 C17H1408 124
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Table 1

Sedative and hypnotic actions of DM and diazepam (DZ) in combination with 42 and 30 mg/kg of sodium pentobarbital (SP).
Treatment (mg/kg) SL(min) ST (min)
542 Vehicle 1.61+£0.11 1638+1.18
sp42 DM1.0 1.33+£0.13 17.27+147
542 DM10 1.25+0.17 14.02+1.71
SP42 DM100 1.23+0.14 4528 +£1.52*"
542 DM200 1.17+0.11 88.72+220"
Sp42 DZ0.5 1.43+0.18 FTA45+£338™
SP42 DZ1.0 2.04+0.20 87.19+4.00"*
5p42 DZ2.0 0.851+£0.08 093.25+£286"

H=26.51, df=7, p=0.001 H=6048, df=7, p=0.001

SP30 Vehicle 1.39+£0.07 Q
5P30 DM1.0 1.52 £0.095 Q0
5P30 DM10 1.34+£0.07 0
SP30 DM100 143 +0.08 1333+£123"
SP30 DM200 1.54+£0.07 22304 £1.295**
5P30 DZ1.0 1.51+0.102 18.85+126™

H=26.90, df=5, p<0.001

H=8.136, df=5, p=0.043

Effect of DM and DZ on sedative latency (SL), and sleeping time (ST) induced by SP at 42 and 30 mg/kg (SP42, SP30, respectively). All of the results were expressed as the
averages +S.EM. of groups of 8-10 animals each. Comparisons were made by using a Knuskal-Wallis one way analysis of variance on ranks, followed by Mann-wW hitney

U-test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

rank sum test; T=155.0, n=10, p=0.001 for IMI and T=155.0,
n=10, p=0.001 for CMI). Unlike to both, IMI and CMI, DM pro-
duced an increase in the immobility time at the doses of 100 and
200 mg/kg, inducing helpless-like behavior in the mice (H=55.59,
df=4, p<0.001), while the doses of 1 and 10 mg/kg had no effect.

A) Avoidance Exploratory Behavior Test (AEBT)
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Fig. 2. Effect of DM on the OFT and AEBT.
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Table 2

Effect of a single ip. administration of the DM on the motor coordination.

Rota-rod

Treatment (mg/kg)

Fall-oftime (s)

Control

DZ2

DM
DM 1
DM 5
DM 10
DM 100
DM 200

>300
1392+1569

=300

>300
125.3+125
73.54+9.77
20.75£106

These results indicated that DM induces a depressant effect in mice

tested in this paradigm.

3.5, Acute toxicity testing

On the other hand, DM was toxic (DLsy = 470 mgfkg) according

to Lorke's classification when it was intraperitoneally adminis-
tered. At doses 1000 mg/kg, some adverse effects, such as diarrhea,
diaphoresis, positive piloerection, and ataxia were immediately
seen after administration, these toxic manifestations persisted for

1204
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T
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Fig. 3. Effect of a single ip. administration of aqueous extract of Dracocephaium
moldavica aerial parts on the immobility time in the forced swimming test,
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R= Rg= Rs= H, Ry= CH,

R=R,= Rp= Rg= H, R3= OH, R,= CHs

R= OH, Ry= R4= CHz, R,= OCHg,Rz= Rs=H
R= R;= Ry= Rs= OCHa, R;= Rs= CH

acacetin (11)
diosmetin (12)

0O O
H
HO
HO
H
OH O
R=H, Ry= OCH3 acacetin 7-O-f3-D-(6'"-O-malonyl) glucoside (9)
R=H, Ry=0H apigenin 7-0-3-D-(6""-O-malonyl) glucoside (6)
R=R;= OH luteoilin 7-O-p-D-(6""-O-malonyl) glucoside (4)
R1=R,;= OCHj; 3'methoxy-acacetin 7-O-B-D-(6"-O-malonyl) glucoside (5)

R= OCCHg, Ry= H

OH O
acacetin 7-0-B-D- glucuronide (8)

80H-salvigenin (16)
gardenin A (13)

"' Ry,

OH O
acacetin 7-0-p-D-(6""acethyl) glucoside (10)

S,
- O -

6 - maIDnyI arbutlne (1)

Fig. 4. Structural formulae of the major components identified in the aqueous extract of Dracocephalum moldavica aerial parts.

(12), gardenin A(13), and two flavonoid-type compounds (14) and
(17) that unfortunately were not fully identified, 6-3-0-malonyl-
arbutine (1; 4.44%) was also detected, whereas acacetin (11) was
anly detected in trace, apigenin and luteolin could not be detected,
presumably because of their decomposition during the extraction
process. Fig. 4 shows the formulae of the compounds identified and
Table 4 shows the main compounds identified in DM. The numer-
ical order of compounds corresponds to the retention time (RT) in
HPLC elution ascending order.

The full-scan mass spectrum and the ion mass spectra of the
flavonoid compounds present in DM can be consults in the com-
plementary material of this paper.

3.9. Sugars compounds present in the DM

The identification of saccharide compounds in DM was carried
out by HPLC analysis. As it is represented in Table 5, the results

Table 5
Identification of major sugars in aqueous extract of Dracocephalum moldavica leaves.
Peak Retention time ( min) Compound %Relative area
1 3.050 Xylose 18.21
2 3.667 Fructose 36.25
3 4.067 Glucose 9.80
4 4350 No identified 7.28
5 6433 Sucrose 19.10
[3 7.550 Maltose 9.33
%Total 90.77

All of the results were expressed asthe averages + S.EM. of groups of 16-18 animals
each. Comparisons were made by using a Kruskal-wallis one way analysis of vari-
ance on ranks, followed by Mann-W hitney U-test: *p <0.05; **p<0.01; **p < 0.001.
Kmskal-Wallis: H=55.59, df= 6, p< 0.001. Mann-Withney: CMI vs control: T=155,
p=0.001; CLMIvs control: T-155, p=0.001.
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showed that the aqueous extract have a high content of sugars com-
pounds, with a 22.1% of abundance with to respect to weight of dry
leaves. The presence of xylose (18.21% of relative area), fructose
(36.25% of relative area), glucose (9.80% of relative area), sucrose
(19.10% of relative area) and maltose (9.33% of relative area) sugars,
and only one sugar with 7.20% of relative area was not identified.

4. Discussion

A survey in the literature pointed out that Dracocephalum mol-
davice L., is used as a food ingredient, as a tea, and as an herbal
remedy for the treatment of stomach andliver disorders, headaches
and congestion (Sultan et al., 2008). It also has been used as an
antioxidant agent as well as by its cardio protective and vaso-
dilative effects (Dastmalchi et al., 2007; Najafi et al., 2009). However
few reports have been published regarding to the sedative effect
of Dracocephaium meldevica (Naghibi et al.,, 2005; Sultan et al.,
2008); furthermore, to our knowledge there are no reports about a
pharmacological study on the sedative or anxialytic effects of Dra-
cocephalum moldavica. Taking these account, the aim of the present
study was evaluate the neuropharmacological effects produced by
an aqueous aerial parts of Dracocephalum moldavica (DM ) in several
behavioral models.

According to our results, DM significantly decreased in a
dose depend fashion the number of transitions in the avoidance
exploratory behavior test (AEBT). This effect could be considered
as an anxiogenic-like action; however, DM at the same doses also
induced a significant reduction in general activity of mice tested in
the apenfield test (OFT) in comparison to the cantrol group. There-
fore this behavior cannot be considered as an anxiogenic-like effect
but it is a consequence of the diminution of the ambulatary activity,
due to their sedative action (Lépez-Rubalcava et al., 2006). These
results are similar to those observed with a high dose of diazepam
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board, thiopental induced sleeping time and locomotor activity
tests (Jager and Saaby, 2011). Then the presence in DM of the
flavonoid glycosides: acacetin7-0-B-D-(6%-O-malonyl)-glucoside
(9), luteolin 7-0-B-D-(6"-0-malonyl)-glucoside (4), apigenin 7-0-
B-p-(6"-0-malonyl )-glucoside (6) and acacetin 7-B-D-glucuronide
(8) could account for the depressant effect of DM. Furthermore it
has been reported the sedative effect of luteolin (Coleta et al., 2008).

Another aim of the present study was evaluate the possible
toxic risks of aqueous extract of Dracocephalum moldavica aerial
parts. To accomplish this goal, the acute toxicity resulting from the
intraperitoneally administration of DM was measured according to
Lorke's method. As mentioned in the result section, at higher doses
(500-1600 mg/fkg) toxic manifestations persisted until death in a
period of 36 h, being the LDs; =470 mg/kg body weight. The acute
toxicity implies that the intake of DM could involve light health
risks.

Concluding, our results indicate that DM possess sedative
actions, decreases locomotor activity and produces muscle-
relaxation in experimental animals. These effects precluded the
possible anxiolytic-like and antidepressant-like actions. Taken
together these data indicated that the aqueous extract produced
a general inhibition of neuronal activity in the CNS. The flavone
glycosides present in the active extract most likely contribute to
the sedative effects produced by Dracocephalum moldavica. Due to
the fact that are well-known the sedative but not anxiolytic-like
effects of some flavonoid glycosides isolated of plants used in the
traditional medicine as sedatives (Fernandez et al., 2004, 2006).
However, future studies should be undertaken to address this pos-
sibility.
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(4 mg/kg); inthis case, diazepam also decreased both the number of
transitions between the black and dark compartments in the AEBT
and reduced general activity in the open field test.

On the other hand, the hole-board offers a simple method for
measuring the response of an animal to an unfamiliar environ-
ment, with the advantages that several behaviors can be readily
observed and quantified. For example, Takeda indicated that head-
dipping behavior was sensitive to changes in the emotional state
of the animal, and suggested that the expression of an anxiolytic
state in animals might be reflected by an increase in head-dipping
behavior (Takeda et al., 1998). On the other hand, a decrease in the
number head-dipping and the number rearing relative to controls
reveals a depressant behavior (File and Pellow, 1985; Viola et al.,
1995). Our results showed that DM produced a statistically signifi-
cant decrease in a dose dependent fashion (Fig. 1) of all behavioral
patterns measured in the hole-board test, an action which is con-
sidered as a sedative effect. Also, as previously mentioned these
sedative effects were confirmed in the OFT since DM significantly
decreased mice general activity.

The Rota-rod test is a paradigm proposed to denote motor coor-
dination or muscle relaxant effect. DM-treated animals showed
a decrease in the time that mice were able to maintain on the
Rota-rod. These results indicate that DM also reduced motaor coor-
dination at the dose tested, similar to the effect induced by high
doses of DZ. Muscle weakness, decrease of ambulatory activity and
sedation are usually manifestations produced by some benzodi-
azepines as diazepam, an anxiolytic-sedative drug of clinical use,
which also impaired the performance of rodents in the Rota-rod
(Lépez-Rubalcava et al., 2000; Farkas et al., 2005; Estrada-Reyes
et al., 2010). Overall, it can be concluded that rather than inducing
anxiolytic-like actions, DM induced sedative effects that affected
mice general activity and motor coordination.

Further evidence of the central sedative activity of DM is pro-
vided by the extract ability to enhance the sleeping time induced
by SP. It is also well known that neurodepressant barbiturates such
as SP bind to the barbiturates site on the GABA, receptor com-
plex, where it can potentiate GABA-mediated hyperpolarization
of post-synaptic neurons. Furthermore, when we administered a
sub-threshold dose of SP (not sufficient to induce sleep by itself) in
combinationwith DM, both compounds induced sleep in the exper-
imental animals. For example the combination of 30 mg/kg of SP
and 200 mg/kg dose of DM produce a similar effect to that pro-
duced by the same dose of SP in combination with 1 mg/kg dose
of DZ. These results showed that there is a relationship between
the capacities of SP to induce sedation and the sedative effects pro-
duced by DM. It is therefore possible that the GABAergic system
participates in the DM-induced enhancement of the effects of SP.

The forced swimming test (Porsolt et al., 1977a) is a useful
model, relative quick and simple to perform and reliable across lab-
oratories, topredictis antidepressant and mood states (Borsini and
Meli, 1988; Redrobe et al., 1998 ) inrodents. In this test, the pre-test
induce in the mice an acute stress reflex, which is observed as an
immability behavior, this behavior is reversed by antidepressant
such as IMI and CMI, in the test period (Petit-Demouliere et al.,
2005). Our results shows that i.p. administration of a single dose
of DM induced a statistically significant increased in the immobil-
ity time, in an opposite way to the effect induced by IMI and CMI,
twao tricyclic antidepressants of clinical use. As mentioned earlier,
a significant reduction in the immaobility time is considered as an
antidepressant-like effect in this test. Therefare, it can be concluded
that DM has no antidepressant-like actions. The increase in the
immability time observed after DM administration could be a con-
sequence of unspecific actions on mice general activity and motor
coordination. However, the lacking of antidepressant-like effects
could give a track about the possible mechanism through which
DM exerts its sedative actions. In this sense, it is well known that

the majority of drugs that increase GABAergic transmission pro-
duce sedation and drowsiness and have no antidepressant effects
neither in animals nor in human beings (Nagatani et al., 1984;
Briones-Aranda et al., 2005 ). However, future studies are necessary
to further confirm this hypathesis.

The wide spread distribution of GABA, coupled with the fact
that virtually all neurons are sensitive to its inhibitory effect, indi-
cates that GABA function is ubiquitous in the brain. Studies have
also shown that GABA is a transmitter in about 30% of all the
synapses in the CNS (Gykys and Mady, 2007). Thus, it is not sur-
prising to think, that the CNS depressant actions observed with DM
administration could be through this important central inhibition
system. In agreement with this observation, it is well known that
many extracts and plants rich in glycoside and aglycone flavonoids,
possess sedative, anxiolytic, and antiepileptic properties mediated
through their affinity (in vitro) with benzodiazepine site of GABAer-
gic complex system or are direct or indirect modulators of this
receptor (Kahnberg et al., 2002; Ferndndez et al., 2004, 2006, 2009;
Awad et al,, 2009; Estrada-Reyes et al., 2010). Thus the presence
of several flavonoids in DM, particularly flavone glycosides, could
account for the depressant and sedative effects on the CNS. Fur-
ther studies that examine this mechanism of action are currently
in progress in our laboratory.

Regarding the chemical compaosition of DM, the spectrophoto-
metric analysis showed that the total content of flavonoids in the
aqueous extract is 16.6% of abundance, with respect to quercetin.
Additionally, DM tested positive for polyphenals, tannins, gly-
cosides, sterols, and was not found to contain alkaloids-type
compounds (data no shown).

There are several reports about the presence, sometimes quan-
titative important, of rosmarinic acid in aqueous and methanol
extracts of Dracocephalum moldavica and it is known that ros-
marinic acid produce anxiolytic-like effects in mice tested in the
FST (Takeda et al., 2002). Taking it into account, we performed a
HPLC-ESI-MS scanner and spectrophotometric methods, directed
to detect rosmarinic acid (Christ and Kesselring, 1982; Wang et al.,
2004; Wen et al., 2005; Sanchez-Campilla et al., 2009), however
the result was negative. This information turns out to be interest-
ing, dueto the fact thatit is well-known that rosmarinic acid beside
with apigenin flavone are the responsible of the anti-anxiety effects
of Russian and Asian species and the absence this metabolites could
be explain the lacking of anxiolytic effect of the Mexican specie of
Dracocephalum moldavica (Budantsev and Shavarda, 1994; Zanoli
et al., 2000; Gu et al., 2004; Naghibi et al., 2005; Dastmalchi et al.,
2007).

According to the data of HPLC-ESI-MS analyses about DM,
the main components are the acacetin 7-0-B-D-(67-0-malonyl)-
glucoside (9), luteolin 7-0-B-D-(6"-0-malonyl }-glucoside (4), and
apigenin 7-0-B-D-(6%-0-malonyl)-glucoside (6), and acacetin 7-
O0-B-D-glucuronide (8], while acacetin (11), 8-hydroxy salvigenin
(16) and diosmetin(12) aglycones are present in trace amounts.
Finally, maltose, xylose, glucose and fructose sugars and ferulic
acid were also detected in the aqueous extract of Dracocephalum
moldavica (Kakasy et al., 2002; Kakasy, 2006). In regarding to the
chemical study of Dracocephalum moldavica, the composition of
oils essential was similar to the reported for the Asian and Rus-
sian Dracocephalum moldavica species, while that the principal
difference was the absence of rosmarinic acid and the low con-
centration of apigenin as well as abundant quantity of sugars
detected in the Mexican specie. Being also important the variety of
flavonoid glycosides derivates found in the studied species. It has
been reported that some flavonoids glycosides in in vive models,
showed effects on the CNS. For example the flavonoid glycosides
linarin, 2S-hesperidin, 25-nechesperidin, 25-naringenin, diosmin,
gossipyn and rutin were found to exert a depressant action on
the CNS of mice following i.p. injection, measured in the hole
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Los flavonoides
y el Sistema Nervioso Central

Rosa EstradaReyes,! Denisse Ubaldo-Sudrez,’ Ana Gabriela Arauvjo-Escalona!

SUMMARY

The aim of the present study was to show the most relevant aspects of
the flavonoids such as their origin, sources, chemical structures, and
metabolism in the body human. We offer a brief review about their
antiallergic, anti-cancer, antiinflammatery, and analgesic properties.
This review shows their effects on CNS and evidences their pharmace-
logic potential in the therapeutics of the mental disorders.

Flavonoids may have existed in nature for over 1 billion years
and thus have interacted with evolving organisms. These compounds
are molecules of low molecular mass, abundant in all berries and
cifric fruits, chocolate, nuts, red wine, and several medicinal plants.
Flavonoids interact with several enzymes responsible for the transport
of xenobiofics to the brain, which are considering modifiers of the
biclogical response. Perhaps the most studied have been their anti-exi-
dant properties, which have met reflected in his capacity to prolect to
the cells of the oxidative siress, implicated several pathologies associ-
ated with aging, such as Alzheimer's and Parkinson's diseases.

In the last 30 years, a intensive research about the effects of the
flavenoids on CNS has been carried out; in this regard, favonoids
have showed effective effects as anxiolytic, antidepressants, and
anticonvulsive drugs, and although their actions in the CNS occur
through a variety of interactions with different receptors and signaling
pathways, it has been demonstrated that these effects are mediated
principally by GABA, in particular GABA, receptors, which these has
led them to being postulates as a new benzodiazepines family, but
without the side effects of these.

Key words: Flavonoids, CNS, GABAergic receptors, anxiety, de-

pression, oxidative stress.

:QUE SON LOS FLAVONOIDES?

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular
producidas por casi todas las plantas vasculares. Esta gran
familia de compuestos ha estado presente en la naturaleza
durante mas de mil millones de afios, de manera que han
actuado reciprocamente con el desarrollo de muchos or-
ganismos. Los flavonoides cumplen un importante papel

Articulo original

RESUMEN

El propésito de esia revisién fue describir los aspectos mas relevantes
de los flavonoides como su origen, sus fuentes y metabolismo, sus pro-
piedades farmacolégicas como antialérgicos, anticancerosos, anti-in-
flamaterios, analgésicos. También revisamos sus efectos sobre el SNC
peniendo en evidencia su potencial farmacolégico en la terapéutica
de los trastornos mentales.

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular que
han estado presentes en la naturaleza durante millones de afios. E
hombre los consume en la dieta ya que estan presentes de forma
abundante en los vegetales, las frutas rojas como las fresas, zarzameo-
ras, frutas citricas, el chocolate, las nueces, el vino finto y en varias
plantas medicinales. Estos compuestos poseen una amplia gama de
actividades farmacolégicas entre las que destacan sus propiedades
antioxidantes, las cuales les confieren capacidad de proteger a las
células del estrés oxidativo relacionado con patologias aseciadas al
envejecimiento, como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson.

En los dlimos 30 afios se ha realizado una intensa investigacién
sobre sus acciones en el SNC, enfre las que sobresalen sus propie-
dades como ansioliticos, sedantes, antidepresivos y anficonvulsivos.
Se ha demostrado que estos efectos son mediados principalmente por
los receptores GABA, en particular los receptores GABA,, por lo que
los flavoncides han sido reconocidos como una nueva familia de ben-
zodiazepinas, con la ventaja de no presentar los efectes colaterales
que éstas producen.

Palabras clave: Flavonoides, SNC, receptors GABAérgicos, ansie-
dad, depresién, estrés oxidative.

en la naturaleza que ha perdurado en las plantas vascu-
lares a lo largo de la evolucion. Esta asociacion entre las
plantas productoras de flavonoides y las diversas especies
animales y otros organismos, puede explicar la gama ex-
traordinaria de actividades bioquimicas y farmacolégicas
que estos productos ejercen en el hombre y otros mami-
feros, como resultado de la coexistencia o coevolucion de
ambos reinos.

! laboratorio de Fitofarmacolegia, Direccién de Neureciencias, Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiz.
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En las plantas, algunos flavonoides confieren resisten-
cia contra la fotooxidacion de la luz ultravioleta del sol, in-
tervienen en el transporte de hormonas y algunos funcionan
como defensa ante los depredadores. Desde el siglo pasado
&s bien conocida la relacion que existe entre la presencia de
flavonoides en las plantas y su resistencia a las infecciones
fangicas y virales. Otra de sus importantes funciones en
muchas plantas es la atraccion de los insectos polinizadores
por medio del color o del olor que les confieren a éstas 0 a
sus flores asegurando asi su reproduccion y conservacion.'?

El hombre los consume cotidianamente en la dieta ya que
estan presentes de forma abundante en los vegetales, las fru-
tas rojas como las moras, fresas, zarzamoras (Vaccinium ssp.);
frutas citricas (Citrus ssp.), el chocolate (Theobroma cacao), las
nueces, las bebidas derivadas de la uva (Vitis vinifera) como el
vino tinto, los tés verde y negro (Camelia sinensis), asi como en
otros alimentos. También estan presentes en plantas medici-
nales aromaticas pertenecientes a la familia Lamiaceae.

METABOLISMO DE LOS FLAVONOIDES

Se calcula que la ingesta diaria de flavonoides contenidos en
la dieta es de uno a dos gramos por dia, dependiendo prin-
cipalmente de los habitos dietéticos. En México no existe in-
formacion acerca de las cantidades que se consumen.®

La mayor parte de los flavonoides (a excepcion de las
catequinas) esta presente en las plantas v alimentos en for-
ma de B-glicosidos. Aunque la mas frecuente de las unida-
des de glicosidacion es la glucosa también estan presentes la
glucoramnosa, la galactosa, la arabinosa y la ramnosa. Una
vez que son ingeridos y antes de entrar a la circulacion ge-
neral, estos glicosidos pueden sufrir deglicosilacion (hidrd-
lisis) de la siguiente forma: debido a que la union [ de estos
azucares resiste la hidrolisis de las enzimas pancreaticas,
este proceso se lleva a cabo predominantemente en el lumen
intestinal por la accion de dos enzimas: 1. la lactasa phlori-
dzina hidrolasa (LPH). que se encuentra en la membrana de
los enterocitos (cuando los flavonoides son hidrolizados por
esta enzima atraviesan por difusion pasiva la membrana
intestinal) v 2. la enzima p-glucocidasa citosdlica no especi-
fica (CBG), que es capaz de hidrolizar una amplia gama de
glicosidos incluyendo glucosidos, galactosidos, xilosidos,
arabindsidos v fructésidos.*® Esta enzima esta localizada in-
tracelularmente en los enterocitos, por lo que se requiere del
transporte activo de los glicosidos por medio del transporta-
dor de aztcar SGLT-1 dependiente de sodio.*

Por otra parte, los glicdsidos que no son sustratos para
la LPH o para el SGLT-1 son transportados hacia el colon
donde son hidrolizados por las bacterias ahi presentes.”

Los flavonoides una vez hidrolizados (agliconas) se con-
jugan por metilacion, sulfatacion o glucuronidacion principal-
mente y debido a que tienen una capacidad de conjugacion
alta su concentracion en el plasma es por lo general baja.® Estu-

376

Doctorado en Ciencias Biomédicas

dios realizados con ratas mostraron la presencia de metaboli-
tos conjugados en la sangre portal, lo cual apoya que la conju-
gacion se inicia en los enterocitos antes que en el higado.®©

Aunque numerosos estudios han descrito los efectos de
diversos flavonoides en el SNC, es escasa la informacion de
como permean la barrera hematoencefalica (BHE). Inves-
tigaciones recientes in vitro e in vive indican que tanto los
flavonoides hidrolizados (agliconas) como sus productos
de conjugacién son capaces de atravesar la BHE! Algu-
nas investigaciones indican que flavonoides glicosidados
como el 3-f-rutindsido de cianidina y el glucdsido de pe-
largonina, asi como las flavanonas (agliconas) hesperetina,
naringenina y sus productos de conjugacién atraviesan la
BHE.*** Por lo que, al parecer, la capacidad de los flavonoi-
des de permear la BHE no solo depende de su lipofilicidad
sino también de su capacidad de conjugacion; metabolitos
que son conjugados por metilacion en el intestino delgado
v en el higado, al ser mas lipofilicos, pueden permear la
BHE con mayor facilidad que sus agliconas de origen. Por
la misma razén se pensaria que los metabolitos mas pola-
res, por ejemplo los resultantes de comjugacion por glhucu-
ronidacion o los glicosilados, no podrian permear la BHE;
existen investigaciones que sugieren que in vivo esta clase
de glicosidos la atraviesan cuando se unen a transportado-
res especificos dependientes de ATP como la glicoproteina
P (P-gp) expresada en la BHE. La P-gp pertenece al grupo de
transportadores ABC (ATP-binding-casette) v estan encarga-
dos de transportar compuestos estructuralmente diferentes
asi como sus derivados conjugados, ademas de regular la
salida ("efflux”) de estos compuestos de una manera activa
v dependiente de ATP.*!* Estudios recientes muestran que
algunos flavonoides no so6lo son transportados por la P-gp
sino que interacttan con ésta moderando su actividad, por
lo que los flavonoides han sido deseritos como "modificado-
res de la respuesta biologica” por su capacidad de modular
la reaccién del cuerpo ante xenobidticos.>!*”

CLASIFICACION DE LOS FLAVONOIDES

De forma coloquial se tiende a generalizar cuando se habla
de "los flavonoides” y sus beneficios enla salud, sin embargo
esta familia se caracteriza por su diversidad estructural de tal
manera que se han identificado mas de 6000 de estos meta-
bolitos secundarios cuyas propiedades bioldgicas dependen
en gran medida de su estructura particular, es decir del tipo
de sustituyentes, grupos funcionales, grado de oxidacion,
formas diméricas, poliméricas, formas glicosidadas o libres,
entre otras. El término flavonoide es generalmente utilizado
para describir una amplia gama de productos naturales con
un sistema C-C-C_ (anillos A, C v B) 0 mas especificamente
con una funcionalidad fenilbenzopirano, benzo-y-pirona o
cromano, consistente en un anillo fendlico y un anillo pirano
v son clasificados de acuerdo a sus sustitucion (figura 1).
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Figura 1

Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases, de-
pendiendo del sitio de union del anillo B con el benzopirano
(A): los flavonoides 1 (2-fenilbenzopiranos), isoflavonoides
2 (3-benzopiranos) v los neoflavonoides 3 (4-benzopiranos).
Los flavonoides 1 (2-fenilpiranos), a su vez, dependiendo
del grado de oxidacion y saturacion presente en el hetero-
ciclo se dividen en los siguientes grupos: Los isoflavonoides
(3-benzopiranos 2) son una clase distintiva de flavonoides,
estos compuestos poseen un esqueleto, 3-fenilcromano que
es derivado biogenéticamente de una migracion 1,2-aril del
precursor 2-fenilcromano. A pesar de su limitada distribu-
cién en el reino vegetal, los isoflavonoides son notablemente
diversos en cuanto a sus variaciones estructurales, no solo
en el numero y complejidad de los sustituyentes sobre el sis-
tema basico, también en los diferentes niveles de oxidacion
v en la presencia de un heterociclo adicional (figura 2). Es asi
que los isoflavonoides se dividen en los siguientes grupos:

a) Los neoflavonoides (4-benzopiranos 3) que estan
estructural v biogenéticamente relacionados con los flavo-
noides, y b) los isoflavonoides, conformados por las 4-aril-
coumarinas (4-aril-2H-1-benzopiran-2-onas), las 3,4-dihi-
dro-4-arilcoumarinas y el neoflavano.

EFECTOS FARMACOLOGICOS
DE LOS FLAVONOIDES

Esta variedad estructural esta relacionada con las diversas
actividades biologicas que poseen los flavonoides, de entre
las cuales destaca, tal vez por ser una de las mas estudiadas,
sus propiedades antiinflamatorias. Desde 1948 se describie-
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Figura 2

ron las propiedades antiinflamatorias de la hesperidina, la
naringenina v la nobiletina, presentes en la fraccion soluble
en agua de casi todas las especies de Citrus; a partir de en-
tonces son muchos los estudios in vive e m vitro que descri-
ben las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides v
s1s mecanismos.'®

Ademas de sus propiedades antiinflamatorias se ha
descrito una variedad de efectos producidos por estos meta-
bolitos. En el cuadro 1 se describen los mas documentados,
sin mencionar sus efectos sobre el SNC, los cuales se abor-
daran a continuacion.

EFECTOS DE LOS FLAVONOIDES
SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Historicamente las acciones bioldgicas de los flavonoides
se han atribuido a sus propiedades antioxidantes; debidas
principalmente al potencial quelante que les confiere su
estructura quimica, de tal manera que la actividad antioxi-
dante puede deberse a sus capacidades reductoras per se o
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Cuadro 1. Efectos farmacolégices de algunos flavonoides

Efectos Flavenoide Referencias
Antineopldsico quercetina, kaemferol, fisetina 1921
Cardiofénicos 3-metilquercetina 2.2
Disminuyen la ruting, quercetina, naringenina 19,24

fragilidad capilar

Antitromboticas tangerefing, hesperidina, ruting 2%
Disminucién liquiritigenina 2

del colesterol

Profeccién y regene-  silimarina, apigenina 24,2728
racién hepdtica

Antiulcéricos Kaemferol, quercetina 29.30
Antimicrobianos quercefina, baicalina

Antibacterial crising, rutina .32
Antiviral crisoeriol 33,34
Antifingica cloroflavenina, apigenina
Antiinflamatorios hesperiding, luteclina,querceting %3¢
Analgésico hesperidina 37.38
Anticancerigeno quercetina 20.37.40

por influenciar el estado de oxidacion/reduccion (redox) in-
tracelular. Este potencial antioxidante ha sido asociado con
la reduccion del riesgo de ciertas enfermedades cronicas, la
prevencion de algunas enfermedades cardiovasculares y de
algunas clases de cancer. Sin embargo, también se ha espe-
culado que su clasica actividad antioxidante donadora de
hidrégenos no puede explicar la bioactividad de los flavo-
noides en los sistemas vivos.

El estado de redox de la célula es el equilibrio entre los
niveles fijos de especies reactivas de oxigeno (ERO) y espe-
cies reactivas de nitrégeno (ERN) con los sistemas celulares
antioxidantes. Un indicador clave en este balance es la rela-
cién entre el sistema enzimatico glutation reducido (GSH) v
el glutation oxidado (GS5G), o mejor dicho el potencial redox
de G5SH. La reserva celular de GSH/GS5G es un sistema di-
namico que lleva a cabo reacciones de oxidacion y reduccion
con ERO y ERN, en sistemas antioxidantes y grupos tioles
de algunas proteinas. Al parecer las células se hacen mas
oxidadas durante la progresion del ciclo de vida a partir
del estado de proliferacion (-230 a 260mV) hacia el ciclo de
arresto y diferenciacion (-200mV), hasta la apoptosis de la
célula (-150mV). Considerando en conjunto estos datos el
estrés oxidativo/nitrosativo es el cambio del estado de redox
de una célula hacia la oxidacion que causa dafio a las funcio-
nes celulares v a las biomoléculas esenciales.

Es en este contexto en el que los efectos antioxidantes de
algunos flavonoides pueden ser importantes para ayudar a
recuperar la homeostasis de oxido-reduccién en las patolo-
gias degenerativas v los trastornos asociados al envejecimien-
to, como la enfermedad de Alzheimer, la demencia senil y
las fallas en los procesos cognitivos como la memoria y el
aprendizaje, que se caracterizan por presentar un alto estrés
oxidativo celular. De estas investigaciones destacan las rea-
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lizadas por Matsuzaki et al. (2006),* quienes han descrito la
participacién de la nobiletina en los mecanismos relacionados
con la memoria y el aprendizaje. En este estudio demostraron
que la nobiletina posee un mecanismo tnico de accién neu-
rotrofica, es decir favorece el desarrollo, crecimiento y funcio-
namiento neuronal, revirtié la pérdida de memoria inducida
por la proteina -amiloide y mejord la memoria olfativa de
ratas bulbectomizadas. Esto se logrd gracias a que interactia
selectivamente con dos proteinas cinasas: la proteina cinasa
activada por mitdgeno (MAPK) (la cual esta asociada al cre-
cimiento celular) v por la proteina fijadora del elemento de
reconocimiento del AMPc (CREB) (una proteina de transcrip-
cién génica) cuya activacion favorece el crecimiento de nue-
vas conexiones sindpticas proporcionando un estado estable
de la memoria a largo plazo.* En 2007 este mismo equipo de
investigacion mostrd que la nobiletina interactia con el siste-
ma glutamatérgico, en particular con los receptores AMPA,
para ejercer sus efectos sobre la memoria. ®#

Curiosamente la historia del descubrimiento de los efec-
tos de los flavonoides sobre el Sistema Nervioso Central esta
ligada al descubrimiento de los receptores del acido gama
amino butirico (GABA), que condujo a la caracterizacion de
dichos receptores y a una incesante bsqueda de las sustan-
cias cerebrales endogenas que se unen a este receptor. Como
parte de esta busqueda se investigo también la presencia de
moléculas afines a los receptores a GABA en alimentos de
origen animal y vegetal, asi como en plantas ufilizadas en la
etnomedicina de todo el mundo.®

Por otro lado, a partir de los afios 1960 los farmacos an-
siolificos mas utilizados en la practica clinica han sido los
de la familia de las benzodiacepinas (BDZ), utilizados tam-
bién para el tratamiento de la epilepsia, el insomnio, ciertos
estados depresivos, algunos estados afectivos, etcétera. Las
benzodiazepinas ejercen su accion por su interaccion con los
receptores GABAérgicos tipo A. Estos receptores son protei-
nas transmembranales con un ensamble hetero-oligomeérico
va que estan constituidas por varias subunidades, que con-
forman un canal 10nico permeable al ion cloruro (Cl) y cuyo
ligando es el acido gama amino butirico (GABA). Cuando el
GABA se une al receptor el canal iénico se abre permitiendo
el flujo del ion cloruro el cual produce la hiperpolarizacion
de la membrana de la neurona receptora v la inhibicion de la
transmision de los impulsos nerviosos, produciendo efectos
tranquilizantes, sedantes o ansioliticos.

Estos efectos son atribuidos a la interaccidn selectiva
de las subunidades que conforman al receptor con distin-
tos ligandos que pueden hacer mas eficiente la transmision
GABAeérgica. En el SNC de los vertebrados se han identifi-
cado diferentes subunidades de los receptores GABA, como
al-u6, p1-p3 (mas p4 en el cerebro del pollo), y1-y3 (mas y4
en el cerebro del pollo),g, &, 1T, pl-p3.247

Ademas de los receptores GABA, el GABA activa a
otros dos tipos de receptores: el GABA, que es conocido
por estar acoplado a canales de Ca™ o K, los cuales activan
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sistemas de segundos mensajeros en la célula via proteinas
G: v los receptores GABAc, un subgrupo de los receptores
GABA, en el cual predomina la subunidad p y estan direc-
tamente asociados con los canales de cloruro.

El receptor GABA tiene un sitio de union a las BDZ
que esta localizado en la interfase de la subunidad a y la
subunidad y, en los receptores GABA e Las BDZ actiian au-
mentando la corriente de cloruro inducida por GABA. La
presencia de las subunidades ol v y2 es un requisito indis-
pensable para que la union funcional de BDZ sea completa
v la modulacion de la corriente de cloruro sea optima. La
diversidad de ligandos GABA/BDZ, la cual resulta de la
existencia de las subunidades, ha sido implicada en las miil-
tiples propiedades farmacologicas producidas por ligandos
con escasa selectividad subtipo como el diazepam. Mas atn,
la heterogeneidad regional del complejo GABA /BDZ se ha
sugerido como oftra razon para la multiplicidad de propie-
dades farmacologicas de los ligandos a BDZ.

En 1983, el grupo argentino de Medina, Paladini y co-
laboradores realizaron investigaciones buscando los princi-
pios activos de plantas con propiedades sedantes. Realiza-
ron estudios de union a receptores a BDZ con la esperanza
de encontrar principios activos con estructuras similares a
las benzodiazepinas. Como resultado de este estudio aisla-
ron y demostraron por primera vez que la flavona crisina
v la apigenina aisladas de la pasiflora (Passiflora coerulea),
de la manzanilla (matricaria rucutita) y el ntcleo flavona en
si mismo, poseen propiedades ansioliticas en modelos de
conducta en ratones. En modelos in vitro estos metabolitos
secundarios mostraron alta y mediana afinidad por el sitio
de union a BDZ. Estas flavonas presentaron ademas escasa
actividad sedante y miorrelajante, lo cual represento la pri-
mera ventaja de estos metabolitos sobre las BDZ y mostro
su potencial como farmacos para uso humano. Siguiendo

HO OH
HO"A"& Hesperidina
ch—\""'_o "
o}
Hﬁo’&‘&,o PO
OH I
=
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HO 0 o N
HO HO o
Figura 3
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la investigacion de estos importantes hallazgos, Paladini
y colaboradores hicieron modificaciones quimicas de las
flavonas ansioliticas naturales y obtuvieron derivados con
mejores propiedades, de los cuales la 6,3 -dinitroflavona
mostro una afinidad por los receptores cerebrales especifi-
cos, comparable a la de las BDZ, pero con una actividad 1€
veces superior. También realizaron un estudio analogo al
descrito, con las valerianas, plantas de uso milenario en la
medicina tradicional por sus propiedades tranquilizantes e
inductoras del suefio. Esta investigacion permitié descubri
en sus extractos la presencia del flavonoide 6-metilapigeni-
na, que resulto ser un ligando para el receptor GABA, con
propiedades ansiolificas pero no sedantes ni hipnoficas, y
de los rutinosidos de flavanona hesperidina y linarina, que
no tuvieron afinidad por el receptor GABA, ni presentaron
efectos ansioliticos. En cambio, ambos rutindsidos resulta-
ron potentes sedantes e hipnoticos (figura 3).944

La asombrosa variedad de interacciones que presen
tan diversos flavonoides con el receptor tipo A del GABA,
condujo a realizar estudios para determinar la interaccion
selectiva de una variedad de flavonoides naturales y deri-
vados sintéticos con las diferentes isoformas del recepto:
GABA,. Tal es el caso de la 2"-metoxy-6-metilflavona y la
trans-(25,3R)-3-acetoxi-4'-metoxiflavanona. Ambas flava-
nonas incrementaron las corrientes ionicas del canal gra-
cias a su interaccion con las subunidades o2p32/3 y a2p1y2L
{expresados en ovocitos de Xenopus leavis); mismas subu-
nidades que producen los efectos ansioliticos y sedantes
del diazepam, el loreclezole y la etamida, explicando asi
los efectos ansioliticos a dosis bajas y sedantes a dosis altas
que posee la 2'-metoxy-6-metilflavona en ratones, mientras
que la trans-(25,3R)-3-acetoxi-4"-metoxiflavanona solamen-
te presento efectos ansioliticos debido a su selectividad po1
la subunidad o2 de los receptores GABA,,.

Nobiletina
OCH;
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Cuadro 2. Efectos de algunos flavonoides sobre el Sistema Ner-
vioso Central

Flavonoide Ejemplo Referencia

Ansioliticos 6-metilapigenina, 5153
wogonina, luteoling,
é-bromoflavancna

Antiepilépticos ruting, gosipina 34,55

o anticonvulsivos

Sedantes o inductores hesperidina, spinosina 56,57

del suefio

Antinociceptivos miricefring =8

Mejoran la memoria, rutina, nobiletina, 23,54

el aprendizaije y el funcio- quercetina, linarina

namiento cognitivo

Antidepresivos quercetina, apigenina 9.0

Moduladores nobiletina, hesperidina 81

de la funcién neural

Anti-neurcinflamatorios wogonina, luteoling, 6203
epicatequina, flavona

Neuroprotectores linarina, rutina G548

Se ha descrito que la administracion oral de la flavo-
na wogonina, aislada de Scutellaria baicalensis, una planta
utilizada en la medicina tradicional de China, tiene efectos
ansioliticos y previene las convulsiones inducidas por penti-
lentetrazol v electrochoques en ratones, sin producir efectos
sedantes o miorrelajantes. Ademas se demostro su interac-
cion con el receptor GABA | cuando sus efectos fueron blo-
queados mediante su coadministraciéon con el antagonista
GABAérgico flumazenil.

La amentoflavona es una flavona dimérica cuya acti-
vidad ansiolitica ha sido extensamente explorada, ésta fue
inicialmente identificada como un ligando de alta afinidad
al sitio de BDZs de los receptores GABAérgicos. En estudios
subsecuentes se demostrd que la amentoflavona posee una
actividad bifasica actuando como antagonista a concentra-
ciones nanomolares y, a concentraciones altas (umolares),
como modulador alostérico negativo de GABA en el sitio
alﬁz"fﬂ_; insensible al flumazenil. Una extensa bateria de en-
sayos in vivo realizados con radio ligandos han mostrado
que la amentoflavona inhibe significativamente la union
de serotonina, dopamina, é-opioides, mientras que no tiene
efecto sobre la union de GABA al sitio de union del receptor
GABA,»

Un ejemplo interesante de esto es que la 6-hidroxifla-
vanona presento efectos ansioliticos al ser evaluada en mo-
delos de conducta en ratones. Esta flavanona no presento
los efectos indeseables que producen las BDZs como la se-
dacion, el deterioro cognitivo, la miorrelajacion y la falta
de coordinacién motriz, En estudios recientes realizados
con receptores GABA expresados en células HEK 2937, se
demostrd que la 6-hidroxiflavonona es un modulador alos-
térico parcial positivo, selectivo al sitio de union a BDZs
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sensible al flumazenil, con afinidad significativa por las
subunidades o2 y 3.

Otro ejemplo de interaccion con el sistema GABAérgi-
co es la flavona hespidulina que posee efectos ansioliticos
v anticonvulsivos en roedores. En estudios realizados con
receptores recombinantes expresados en ovocitos de Xe-
nopus leavis, la hespidulina mostro una actividad bifasica:
a concentraciones bajas (0.8-5uM) mostro un efecto mo-
dulador positivo en las subunidades receptores al,2,3,5,
6p2y2S, por medio del mcremento del flujo de corriente en
estas subunidades, mienfras que a concentraciones mayo-
res (>30mM)mostré un efecto contrario sobre estas mismas
subunidades. Ademas la actividad de hespidulina fue par-
cialmente bloqueada por el flumazenil y fue inactiva sobre
los receptores alp2. La accion bifasica v el hecho de que la
hespidulina mostro afinidad por los receptores GABAérgi-
cos que contenian la subunidad w6, indicaron que ésta inte-
ractiia con mas de un sitio de union en estos receptores.

Los ejemplos antes mencionados hacen evidente que las
acciones de los flavonoides sobre los receptores GABAérgi-
cos son mas complejas que una simple accion sobre el sifio
de acoplamiento de las BDZs de estos receptores.

En el cuadro 2 se mencionan los efectos mas documen-
tados de los flavonoides sobre el SNC.

MODELO FARMACOFORO
DE LOS FLAVONOIDES (INTERACCION
FLAVONOIDE-RECEPTOR GABA,)

Después de los hallazgos de Paladini et al. en los afios 1950,
quienes observaron una similitud estructural, de afinidad
v de respuesta farmacologica entre las BDZs y los flavo-
noides, se han publicado mas de 6000 articulos cientificos
de estudios m witro, in vive v ex vivo, para caracterizar los
efectos farmacologicos de los flavonoides naturales y los
sintéticos, asi como estudios tedricos computacionales ab
itio y semiempiricos para establecer un modelo de las in-
teracciones ligando-receptor (lavonoide- receptor GABA,)
con el fin de correlacionar las caracteristicas estructurales y
fisicoquimicas de estos compuestos con su afinidad por los
diferentes sitios del receptor ¥ sus consecuentes respues-
tas conductuales y farmacologicas. De estos estudios des-
tacan la creacion de un modelo farmacoforo que describe
los requerimientos minimos necesarios que deben poseer
las flavonas para una unién especifica y eficiente con el si-
tio flavona (FS) (que es el mismo que para las BDZs) del
receptor GABA. Como se representa en la figura 4, en este
modelo el grupo carbonilo de las flavonas interactua solo
con el sitio bifuncional H2/A3 y el anillo B se coloca cerca
de la region lipofilica L2. El anillo A en las flavonas se su-
perpone al anillo 5-fenil del diazepam; no hay interacciones
entre las flavonas y el sitio de HI y no hay posibilidad de
interacciones con A2, También en ésta se representan areas
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L2

Figura 4. Flavenocide vs diazepam

del receptor de caracteristicas fisicoquimicas particulares,
que son localizadas en un arreglo espacial definido. H1 y
A2 son donadores de enlaces de hidrogeno y sitios acepto-
res, respectivamente, mientras que H2/ A3 es un sitio bifun-
cional donador y aceptor de hidrégeno. L1, L2 y L3 es un
pocket lipofilico v 51, 52 y 53 son regiones de interacciones
estéricas negativas. Los efectos de los sustituyentes en el
nucleo flavona en las posiciones 6 y/o 3" muestran que la
union de alta afinidad es relevante y cuantitativa. Este mo-
delo farmacoforo ha servido como base para la sintesis y
diseno de una gran variedad de analogos de flavonoides
con el proposito de disefiar nuevos farmacos con mejores y
mas selectivos efectos, y sin los efectos colaterales que atn
presentan las BDZs.”™ Como resultado de estas intensas
investigaciones los flavonoides han sido postulados como
"una nueva familia de ligandos con sitios de afinidad espe-
cificos en los receptores GABA.”

Finalmente podriames preguntarnos jpor qué existen
sitios de interaccion especificos para los flavonoides en el
complejo receptor de neurotransmision de inhibicion mas
importante en nuestro cerebro? ;Es esto una estrategia evo-
lutiva de la especie humana?

Por otro lado, en 2008 Machado et al. describieron las
propiedades tipo antidepresivos de la rutina, un rutinosi-
do de flavanona, en modelos de conducta en ratones y me-
diante experimentos de co-administracién con inhibidores
de serotonina y noradrenalina determinaron que los efectos
antidepresivos de la rutina fueron debidos a un incremento
de la disponibilidad tanto de serotonina como de noradre-
n

a en la zona sinaptica.™ Después de este estudio se han
publicados los efectos antidepresivos de una gran variedad
de flavonoides, mostrando asi que también interactuan con
otros sistemas de neurotransmision.

ralud mental  Vol. 35, No. 5, septiembre-octubre 2012
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LA INGESTA DESMEDIDA
DE FLAVONOIDES PUEDE REPRESENTAR
RIESGOS A LA SALUD

Se han tomado como referencia las poblaciones con bajo ries-
go como las mediterraneas v los vegetarianos, con un con-
sumo promedio de flavonoides como la quercetina de 68mg,
v de 20 a 240mg, respectivamente. El uso de suplementos,
particularmente las formulaciones antioxidantes y mezclas
herbales que son comunmente recomendadas en términos
de gramos mas que de miligramos, puede ser potencial-
mente toxico. Por ejemplo, en los suplementos comerciales
de quercetina la dosis recomendada esta en un intervalo de
entre 500 y 1000mg diarios, lo cual es de 10 a 20 veces mas
que el consumo obtenido en una dieta vegetariana tipica.
En México la venta de suplementos que contienen flavonoi-
des no esta regulada y, en general, en estos productos no se
especifica la cantidad ni el tipo de flavonoides que contie-
nen. Un significativo nimero de estudios proveen evidencia
de que algunos flavonoides presentan un papel dual en la
mutagénesis v en la carcinogénesis, es decir pueden actuar
como antimutagénicos o como promutdgenos; como an-
tioxidantes y como pro-oxidantes, lo cual depende en gran
medida de los niveles de consume asi como de las condi-
ciones fisiologicas del cuerpo. La exposicion a niveles altos
de flavonoides, ya sea por medio de la dieta o por consumo
de suplementos, puede potencialmente saturar al sistema,
propiciando una sobreproduccion de especies ERO y pro-
duciendo posteriormente dafio al DNA y a sus procesos de
replicacion. Estos efectos pueden ser mayores durante el de-
sarrollo fetal donde el crecimiento celular es rapido, lo cual
puede incrementar la sensibilidad a la exposicion a diversos
flavonoides.™™
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A pesar de la inmensa cantidad de informacion que se
ha generado sobre las diversas interacciones de los flavo-
noides y los seres humanos, es realmente pobre el conoci-
miento acerca de la toxicidad producida por el exceso en su
consumo, mientras que sus atributos benéficos son sobre-
valorados.

Sin embargo, la presencia de éstos como parte de una
dieta equilibrada puede a mejorar la salud.

CONCLUSIONES

Los flavonoides son componentes importantes de la dieta
del ser humano v han estado en contacto con éste a lo largo
de la evolucion. Interactiian de manera directa y/o indirec-
ta con los sistemas esenciales de neurotransmision cerebral,
modulan la actividad de diversas enzimas en las cascadas
de sefializacion de procesos tan importantes como el de la
memoria y el aprendizaje, promoviendo un mejor funciona-
miento neuronal, por lo que es importante enfender como
influyen en la funcion cerebral.

El conocer sus caracteristicas estructurales necesarias
para sus efectos sobre los receptores GABA, es un desafio
clave para el desarrollo de agentes especificos "para los re-
ceptores subtipo GABA, con el fin de lograr la produccion
de nuevos farmacos mas selectivos y con menos efectos co-
laterales, ttiles en la terapéutica de las disfunciones cerebra-
les y los trastornos mentales.

También resulta atractivo realizar la sintesis de nuevos
flavonoides no solo para producir agentes terapéuticos sino
también para el desarrollo de moléculas que puedan ser
usadas para investigar el papel de los diferentes sitios de
modulacién en los receptores GABA .

Finalmente, debemos reiterar que los flavonoides for-
man o deben formar parte de nuestra dieta diaria; es un he-
cho que su consumo mejora la salud, por lo que mas alla de
considerarlos solo como farmacos para aliviar condiciones
patoldgicas, podemos promover su CONSUMO para prevenir
enfermedades.

Si de verdad somos lo que bebemos y comemos, los
flavonoides deben considerarse un alimento para el pensa-
miento agil y la vida sana.
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C-5 was confirmed by the presence of a double signal at 4.98 ppm in the *C-NMR spectrum whose
coupling constant (J = 7.5 Hz) corresponds to one proton of a glucose in the £ position. The most
remarkable signal is the one that shows the interaction between the H, and H; (ax) with a long
coupling constant of J>3 = 12.6 Hz that indicates that configuration of C-2 aryl group of heterocyclic
ring is equatorial, which implies that the molecule has a 2S5 configuration, as shown in Figure 1. The
spectra data all together thus helped to establish its structure as (25)-5-hydroxy-4'methoxyflavanone-7-
O-4 f-gluco-pyranosyl-(1—6)-f-rhamnoside).

Figure 1. Structure of NEO.

H a

Performance Liquid Chromatography (Chiral-HPLC) results (Figure 2) showed that (S)-neoponcirin
was obtained as a single epimer, with 98% of purity and the negative optical rotation value also
confirmed that this corresponds to the 25 diasteroisomer [13].

Figure 2. Chromatogram (A) and mass spectrum of NEO (B).
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Figure 4 shows the actions of NEO on the ambulatory activity of experimental animals. This natural
molecule did not induce any change in the behavior of animals. Only at 40 mg/kg did NEO induce a
decrease in the number of counts in the open field. In general a reduction in animals’ activity could be
probably due to sedative actions. However, NEO did not show effects in the sleeping time test thus,
this could be attributed to nonspecific effects.

Figure 4. Effects of diazepam (DZ) and 2(S)-neoponcitin on locomotor activity.
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All results are expressed as means + SEM of 8-10 animals per group. Comparisons were made by using
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks followed by the Mann-Whitney L7 test: * p < 0.05,
** p < 0.01 and *** p = 0.001. Kruskal-Wallis test data: H=59.37, fd =8, p < 0.001; * control vs. DZ 0.25,
T=81.5, P=0.65," control vs. DZ 0.5, T =94.5, p=0.10; ° control vs. DZ 1.0, T = 36.0, p < 0.001; * control
vs. DZ 2.0, T =36, p < 0.001; ® contral vs. NEO1.0, T = 78.5, p < 0.36; £ control vs. NEO10, T = 88.5,
P <0.93; 8 control vs. NEO 20; T = 45.0, p <0.001; " contral vs. NEO 40, T = 45.0, p < 0.001.

2.2.2. Test of Sodium Pentobarbital-induced Sleeping Time

NEO administration did not produce changes in neither the latency sedation nor the sleeping time
induced by sodium pentobarbital. These results indicate that the NEO did not exert sedative effects
(data no showed) at any of the doses tested. In this respect, it has been described that pentobarbital
allosterically enhances the GABAergic neurotransmission by increasing the average open time
of channel in a GABA-dependent fashion [16,17]. It is therefore possible that NEO is unable to modify

this mechanism.
2.2.3. Hole-Board Test

The hole-board test has been extensively used to detect anxiety-like effects produced in mice by
drugs or active principles from medicinal plants [18]. Table 1 shows the effects of both DZ
(0.5-4.0 mg/kg) and NEO (1-40 mg/kg) on the performance of mice in the hole-board test. In a similar
manner, both treatments at low doses (NEO at 1 to 10 mg/kg and DZ at 0.5 mg/kg) significantly
increased the head dipping number (H = 57.75, df = 8, p < (.001) and the rearing number (H = 61.73,
df = 8, p < 0.001) relative to the group control. Interestingly, in this test, both DZ and NEO at the
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anxiolytic actions of NEO, the co-administration of picrotoxin and MUS in combination with NEO
was evaluated.

2.2.4. Picrotoxin Blockade and Muscimol Synergism Experiments

In order to explore possible participation of GABAergic system in NEO anxiolytic effects, the
effects of picrotoxin and muscimol on the anxiolytic-like effect of NEO were analyzed. As it can be
seen in Figure 5, NEO (10 mg/kg) significantly increased the rearing number (24.87 + 1.69) and the
head dipping number (34.12 + 2.5) in respect to control group (rearing number = 16.62 + 1.54 and
head dipping number = 24 + 2.0) in the hole-board test, when NEO was simultaneously administrated
with PTX (0.5 mg/kg), the GABAergic antagonist picrotoxin was able to completely abolish the
anxiolytic-like effect of NEO as the results of Mann-Whitney test showed no significant differences in
rearing number, neither in head dipping number between vehicle-treated group and NEO (10 mg/kg)
plus picrotoxin group (0.5 mg/kg) (rearing number; 15.20 + 2.03; T = 81, n = 8, p = 0.19) and head
dipping number (27.12+ 2.4; T=72, n = 8, p = 0.72) were observed (Figure 5).

Figure 5. Effects of picrotoxin (PTX) on the anxiolytic-like effects of NEO in hole-board
test. (A) Rearing number vs. treatment; (B) Head dipping number vs. treatment.
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All results are expressed as means = SEM of 8-10 animals per group. Comparisons were made by using
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks followed by the Mann-Whitney U7 test: * p < 0.05,
** p < 0.01 and *** p=0.001.

Doctorado en Ciencias Biomédicas



Publicaciones

Molecules 2013, 18 7592

As shown by these results, the combination of PTX plus NEO was able to completely abolish the
anxiolytic-like effects of NEO; this suggests that NEO could facilitate GAB Aergic transmission [25,26].

On the other hand, a sub-threshold dose of MUS, which is an specific agonist to the GABA,
receptor [16] was able to synergize with a non-effective dose of NEO (1 mg/kg) and produced
anxiolytic-like effects in HBT, noted as an increase in both rearing and head dipping number when
compared with muscimol-treatment alone and NEO-treatment (1 mg/kg) alone, this anxiolytic-like
effect was similar to the one obtained with NEO at 10 mg/kg; (rearing number: H = 27.65, df = 4,
7 <0.001, head dipping number: H = 15.36, df = 4, p = 0.004) (Figure 6). The anxiolyticlike effects
observed when the animals were simultaneously administered with MUS and NEO supports the idea
that NEO could interact directly with the GABA binding site in a similar way to the agonist MUS.

Figure 6. Effect of co-administration of muscimol (MUS) plus NEO in hole-board test.
(A) Rearing number vs. treatment; (B) Head dipping number vs. treatment.
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All results are expressed as means + SEM of 8-10 animals per group. Comparisons were made by using
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks followed by the Mann-Whitney U test: * p < 0.053,
**p < 0.01 and *** p=0.001.
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Ethnopharmacological relevance: Agastache mexicana subspecies mexicana (Amm) and xolocotziana (Amx)
are used in Mexican traditional medicine to relief cultural affiliation syndromes known as “susto” or
“espanto”, for “nervous” condition, and as a sleep aid. Despite its intensive use, neuropharmacological
studies are scarce, and the chemical composition of the aqueous extracts has not been described. Aims of
the study are: (1) To analyze the chemical composition of aqueous extracts from aerial parts of Amm and
Amx. (2) To evaluate the anxiolytic-like, sedative, antidepressant-like effects. (3) Analyze the general
toxic effects of different doses.
Materials and methods: Anxiolytic-like and sedative effects were measured in the avoidance exploratory
behavior, burying behavior and the hole-board tests. The antidepressant-like actions were studied in the
forced swimming and tail suspension tests. Finally, general activity and motor coordination disturbances
were evaluated in the open field, inverted screen and rota-rod tests. The acute toxicity of Amm and Amx
was determined by calculating their LDsg (mean lethal dose). The chemical analyses were performed
employing chromatographic, photometric and HPLC-ESI-MS techniques.
Results: Low doses of Amm and Amx (0.1 1.0 mg/kg) induced anxiolytic-like actions; while higher doses
(over 10 mg/kg) induced sedation and reduced the locomotor activity, exerting a general inhibition in the
central nervous system (CNS).
Conclusions: Results support the use of Amm and Amx in traditional medicine as tranquilizers and sleep
inducers. Additionally, this paper contributes to the knowledge of the chemical composition of the
agueous extracts of these plants,

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

of the genus Agastache (Estado de la informacion forestal de
México, 2002).

The Agastache genus (Lamiaceae) consists of 112 species that
are distinguished by being aromatic, herbaceous and perennial
plants. Most plants from this genus grow wild in Southeast Asia
and North America and 12 of these species are endemic to Mexico
(Lint and Epling, 1945; Sanders, 1987; Rzedowski and Calderon,
2001; Martinez-Gordillo et al, 2013). In central Mexico, the
Agastache mexicana species is a traditional therapeutic resource
(Santillin-Ramirez et al, 2008) and perhaps, due to its huge
marketing and extensive use in current Mexican traditional
medicine it is considered as one of the most important species

* Corresponding author.

0378-8741/$ -see front matter @ 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http: //dx.doiorg/10.1016/jjep.2013.12.057
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Two subspecies of A mexicana have been proposed based on
botanical and chemical studies; these are recognized as A. mexicana
subsp. mexicana and A. mexicana subsp. xolocotziana (H.B.K.) Lint &
Epling subsp. mexicana Bye, Linares & Ramamoorthy (Bye et al,
1987; Linares et al.,, 1988, 1995; 1999; Estrada-Reyes et al., 2004).

Actually, a recent study about ethnobotany and vegetative
anatomy also supports the classification of Agastache mexicana
ssp. mexicana and A. mexicana ssp xolocotziana as different
entities (Santillin-Ramirez et al, 2008). These two subspecies
are phenotypically distinguished by the shape of the leaves, the
color of the flowers, and their flavor; however, there are not
usage preferences between them among the population
(Santillin-Ramirez et al,, 2008).
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A. mexicana ssp mexicana is popularly known as “toronjil
morado” or “toronjil de casa” (purple or red hyssop, or home’s
hyssop) whilst A mexicana ssp xolocotziana is known as “toronjil
blanco” (white hyssop). At the state of Puebla, México; the Otomi
ethnia recognizes the two subspecies as “tama”, “toroji”, andjor
“toronjil”. The Tepehua's native culture of Veracruz, Hidalgo and
Puebla states, also knows the two subspecies as “pinkil”
(Diccionario enciclopédico de la medicina tradicional mexicana,
2009). This community usually consumes the aqueous infusions
prepared with 6 g of the leaves of these plants after every meal to
induce sleep, as a sedative and nervous relaxant, and moreover
they use these plants to relieve digestive problems and menstrual
cramps (Zamora and Barquin, 1997; Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales, Mexico, 2010).

Besides Agastache mexicana species, several other medicinal
plants are also known under the common denomination of
“toronjil”, such as Dracocephalum moldavica “toronjil azul” (blue
hyssop or foreign hyssop), Cedronella mexicana “toronjil” (hyssop),
Clinopodium mexicanum “toronjil de monte” (mount hyssop) and
“toronjil” Melissa officinalis (Aguilar et al., 1994a, 1994b; Estrada-
Reyes et al., 2010a; Martinez-Vazquez et al.,, 2012a).

The uses of the A. mexicana species have varied on time. For
example, infusions of purple hyssop have been employed since pre-
Hispanic time as a wound-healing remedy, as well as an antispas-
modic agent and against stomachache while; teas and infusions of
white hyssop have been used to treat heart illness (Argueta et al,
1994; De la Cruz-Badiano, 1991). However, nowadays both subspe-
cies are employed without distinction to relieve nervous disorders,
for the strong impressions overcoming, as well as tranquilizer agents
(Villavicencio et al., 2002; Tortoriello and Romero, 1992), Also, they
are used as sleep aids due to their sedative properties and for the
relief of the cultural affiliation syndromes or culture-bounded
syndrome known as “susto™ or “espantn” (fear or shock), conditions
that include physical aspects and express elements of the culture.
“Susto” is a frequent psychosomatic expression in traditional rural
and even urban communities in Mexico, it is also called “espanto”.
In this case, the “espanto” is a variant known around the world as the
soul-loss phenomenon, but in Mexico and Latin America (in the
popular media) takes a very particular character since it is considered
a disease. “Susto” is often translated as “fright” or “soul-loss”. It is
thought to occur when an individual is suddenly frightened or
startled, placing the individual on a spiritually weakened state,
causing a separation of body and soul Symptoms can include
weakness, listlessness, loss of appetite, fever, sadness, headaches
and nightmares. Treatment for “susto” can vary and can be adminis-
tered by family members or healers through healing rituals, invoking
to benign spirits and praying for the return of lost soul and by the
intake of herbal infusions in order to recover sleep and the tranquility
(Zolla et al, 1998; Fernindez et al, 2001; Extra-farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, 2001; Smith et al,
2009),

Even though the scientific information about the medicinal proper-
ties of these plants is still scarce, the two subspecies of hyssop, purple
and white, are currently commercialized in almost every medicinal
plants market in Mexico. To our knowledge there is only one study
about some pharmacological properties of A. mexicana avalible, and
suggests that an aqueous preparation might produce anxiogenic-like
actions in male rats; however, it does not reported that which
subspecies of A. mexicana was studied (Molina-Herndndez et al,
2000). Furthermore, there are no reports about the chemical composi-
tion of the aqueous preparations of these A. mexicana species, which
are similar to the infusions employed in traditional medicine.

Chemosystematics studies of the Agastache species used in the
traditional medicine reveal the frequent occurrence of flavonoids
and flavonoid glycosides compounds. Since it is very well known
that some flavonoids compounds can act on the central nervous
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system (CNS) (Marder et al., 2003; Fernandez et al, 2004; Estrada-
Reyes et al., 2012), the presence of this type of compounds in the
Agastache species could be related with their therapeutic effects
(Estrada-Reyes et al., 2004).

In order to contribute to the knowledge of the pharmacological
properties of A. mexicana subsp. mexicana and subsp. xolocotziana
we aimed to investigate the CNS effects of their aqueous extracts
in behavioral models of anxiety, depression, and sedation in mice.
Additionally, the motor toxicity effects of these subspecies were
evaluated in the open field, inverted screen and rota-rod tests. The
acute toxicity was established by calculating the mean lethal dose
(DLsp) through an oral administration. To determine and compare
the chemical composition of both A. mexicana subsp. mexicana and
subsp. xolocotziana, the aqueous extracts of these subspecies were
analyzed using a high performance liquid chromatography-electro
spray ions-mass spectrometry (HPLC-ESI-MS) method. Moreover,
the total content of flavonoids and polyphenols was calculated
with spectrophotometric methods and the presence of sugars,
tannins, alkaloids, sterols and triterpenes compounds was tested
by a chemical screening.

2. Materials and methods
21. Plant material

A. Mexicana subsp. mexicana and subsp. xolocotziana were
collected in San José Tlacotitlin, Ozumba, Estado de Mexico,
Mexico. The botanical identification was carried out by Dr. Robert
Bye (A. mexicana subsp. mexicana, Voucher No. 1120 and
A mexicana subsp. xolocotziana Voucher No. 1121) and samples
of each plant were deposited at the National Herbarium of the
Instituto de Biologia, de la Universidad Nacional Auténoma
de México.

2.2. Preparation of the aqueous extracts of A. Mexicana subsp.
mexicana (Amm) and subsp. xolocotziana (Amx)

The aerial parts of A. mexicana subsp mexicana and A. mexicana
subsp xolocotziana were air-dried and finely ground; afterwards,
the respective aqueous extracts were prepared at a ratio of 10 g of
vegetal material per 90 mL of boiling distilled water and heated
over 10 min. The resulting extracts were allowed to cool at room
temperature and were dried in a freezer dryer Telstar, at —50 °C
and 0.01 mBar, yielding 1.54 g of dried aqueous extract of Amm
and 1.75 g of dried aqueous extract of Amx. The extracts were
stored at —4 “C until the pharmacological assays were performed.

2.3. Chemical analysis of aqueous extracts

The crude aqueous extracts were analyzed by HPLC using a
millennium chromatography manager (464) system, with a UV-vs
detector. Reversed-phase separation was carried out at room tem-
perature, using a pBondapak, Cg column of 5.5 cm x 7 mm LD, and a
size particle of 10 ym. The column was eluted at flow-rates of 1.0 mL/
min at room temperature ranging from 0.6 to 1 mL/min in a gradient
mode, with mixtures acetic acid (1%) water (15 min) to methanol-
water (acetic acid 1%); the HPLC elution was monitored at 254 nm.
Aliquots of 1 mg of extract were dissolved in 1 mL of distilled water,
the samples were filtered through a 0.45-um filter and 10 pul was
injected in the HPLC system. Acacetin (1), apigenin (2}, salvigenin (3),
pilosin (4), 8-OH salvigenin (5), luteolin (6), acacetin 7-O-p-p-gluco-
side (7), acacetin 7-0-f-p-{2"-0-acethyl}-glucoside (8), acacetin 7-0-
p-o-(3"-0-acetyl}glucoside, and acacetin 7-O-fi-o~(6"-O-malonyl
glucoside (9) were previously isolated from organic extracts of the
aerial parts of Agastache mexicana subsp mexicana and subsp
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xolocotziana and these served as flavonoid standard (Petar et al.,
2001; Estrada-Reyes et al, 2004), The identity and purity of the
isolated products were confirmed by their physical and chemical
properties as well as by their spectral data (IR, NMR 'H, NMR ®C,
and MS).

The compounds of the active extract were identified and
quantified by comparing their retention time (RT), HPLC peak,
and M™, with the flavonoid standard. The HPLC peak areas were
not corrected for response factors and are reported as the relative
percentage of the area.

24. Total phenolic content in Amm and Amx

The total phenolic content of both Amm and Amx was deter-
mined by the Folin-Ciocalteu method; data from the phenolic
content of the dry aqueous extracts were expressed as milligrams
of gallic acid equivalents (GAE) per 100 g dry mass of Amm or
Amx. (Rizner et al,, 2000)

2.5. Total flavonoids content in Amm and Amx

An aliquot of 0.01 g of Amm or Amx was used to determinate
the flavonoids content by the spectrometric technique described
in the Brazilian Pharmacopeia (2002). The analyses were made in a
spectrophotometer Bio Mate 3 (Thermo Electron, Corporation,
USA). Only the mean values from three determinations, with
acceptable coefficient of variation (less than 5%) were taken into
account (Martinez-Vizquez et al,, 2012a). Additionally, the Amm
and Amx extracts were tested for saponins, alkaloids, tannins, and
sterol compounds. Sugars were detected in TLC using specific
chemical revelators for their identification by comparison with
standard saccharides.

2.6. Pharmacological evaluations

2.6.1. Animals

Adult male Swiss Webster mice (25-30 g) were obtained from
the vivarium at the National Institute of Psychiatry, Ramon de la
Fuente Mufiiz and housed 8 mice per cage in a room with an
inverted light:dark cycle (12:12 h, lights on at 22:00 h) and with
free access to water and commercial rat chow (Purina rodent
laboratory mice chow 5001). All behavioral evaluations were done
between 10:00 and 14:00h. Animal care was performed in
accordance to the general principles of laboratory animal care
(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH
publication No, 85-23, revised in 1985) and to the 'Norma Oficial
Mexicana' (NOM-062-Z00-1999). The experimental protocol was
approved by the local ethical committee (NC093620.0).

2.62. Drugs

All drugs in this study were administered in a total volume of
10.0 ml/kg body weight, The fresh aqueous extracts of Amm and
Amx were dissolved in an isotonic solution (0.9% NaCl) and
administered by oral route. Control animals received the same
volume of vehicle (isotonic solution, 0.9% NaCl) also by oral route.
Desipramine (DIM) and fluoxetine (FLX) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) were dissolved in an isotonic solution (0.9%
NaCl), while diazepam (DZ; Hoffmann-La Roche, Mexico City,
Mexico) was dissolved in a solution of 1.0% propylene glycol 100
(Pg), and DIM, FLX, and DZ were administered intraperitoneally.

2.7. Animal models of anxiety

2.7.1. Avoidance exploratory behavior test (AEBT)
This model was proposed for the study of new anxiolytic drugs
and consisted of an acrylic chamber (44 = 21 x 21 ¢m) divided into

Doctorado en Ciencias Biomédicas

a small (one-third of the cage), darkened compartment and a large
(two-thirds of the cage) and highly illuminated compartment
(light intensity 5601 x ). An opening of 13 x 15 cm separated the
dark from the bright area. At the beginning of the test, each mouse
was introduced into the bright compartment and the number of
transitions from one side to the other was recorded for 10 min,
also the time that animals spent in the illuminated area was
registered. Increases in these parameters were interpreted as
anxiolytic-like effects (Crawley and Goodwin, 1980; Crawley and
Davis, 1982; Lopez-Rubalcava et al., 1992),

The test chamber was carefully cleaned after each test. In order
to prevent animals’ behavioral changes after the first experience,
mice were tested only once in this paradigm. Mice were assigned
to a dose group (n=12) and received one of the following
treatments: Amm (0.01, 0.1, 1.0, 10.0, and 100 mgfkg, —60 min),
Amx (01, 1.0, 10.0, and 100 mg/kg, — 60 min) or diazepam (0.125,
0.25, 0.5, 1.0, 2.0, and 4.0 mg/kg, —30 min) that was used as a
positive control group. All experimental sessions were videotaped
and later registered by an observed that was unaware of the
pharmacological treatments.

2.7.2. Burying behavior test (BBT)

Mice were individually placed in an acrylic cage (15 = 24 x 11)
that had an electrified prod (7 ¢m long) emerging from one of its
walls, 2 cm above the bedding material consisting of fine sawdust.
The prod was connected to a constant current shocker (La Fayette
Instruments Co., model 5806), and when the animal touched the
prod it received an electric shock of 0.3 mA. The prod remained
electrified throughout the test. Immediately after introducing the
animal in the cage, its behavior was video-recorded for 10 min.
The parameters registered were the cumulative burying behavior
(cumulative time, in seconds, that the animals spend burying the
prod) and burying behavior latency (time in seconds from the first
shock to the burying behavior display). A decrease in the cumu-
lative time of burying behavior is interpreted as a reduction in
anxiety (Pinel and Treit, 1978; Treit, 1985), while an increase in
burying behavior latency indicates a decrease in animals' reactivity
(the readiness of the animal to respond to a certain condition)
(Rodriguez-Manzo et al., 1999; Lépez-Rubalcava et al., 2009).

Mice were divided into groups (n=12) and received one of the
following treatments: Amm (0.01, 0.1, 1.0, 10.0 or 100 mg/kg,
— 60 min), Amx (0.1, 1.0, 10.0 or 100 mg/kg, — 60 min) or diazepam
(0125, 025, 0.5, 1.0, 2.0 or 4.0 mg/kg, —30 min). All mice were
tested only once in this paradigm. All experiments were registered by
an observer who was unaware of the pharmacological treatments.

2.8. Animal model for sedation

2.8.1. Hole-board test (HBT)

The hole-board apparatus is a wooden box of 60 < 30 = 15 ¢m,
with four equidistant holes (1 cm diameter) on the floor. Mice
were placed at the center of the hole-board, and the numbers of
head-dips into the holes, as well as the number of rearing (when a
mouse stands up on its hind legs) were evaluated over a 5 min
period. The animals were tested in a randomized order with
respect to drug treatment between 9: 00 am. and 14:00 p.m. in
aroom lit by dim light. Mice were randomly allocated to one of the
following groups: vehicle control, Amm (1, 10, 50, 100 or 200 mg/kg,
— 60 min), Amx (1, 10, 50, 100 or 200 mg/kg) or diazepam (0.5, 1, 2 or
4 mgfkg). After each trial, the floor of the apparatus was carefully
cleaned, with a tissue to remove traces of previous tests. A decrease
in the number of head dipping, the time of head dipping, and the
number of rearings relative to the control group reveal a sedative
action, while an increase in these same variable is considered as an
anxiolytic-like effect (Marder et al., 2003).
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2.9. Animal models of depression

2.9.1. Tail suspension test (TST)

Acoustically and visually isolated mice were suspended 50 cm
above the surface of a wooden box by adhesive tape placed
approximately 1cm from the tip of the tail. Each mouse was
suspended over a total of 6 min, and the duration of immobility
was recorded during the final 4 min interval of the test. In this test,
immobility behavior is considered only when the mouse remains
passively hung and completely motionless.

Animals were divided into eight independent groups (n=8 per
group) that received Amm or Amx (1.0, 10, 100, or 200 mg/kg
— 60 min). Vehicle-treated group (n=8) served as controls. Results
from Amm and Amx were compared with DIM (12.5 or 25 mg/kg,
—30min) (McArthur and Borsini, 2006; Machado et al, 2007,
2008).

2.9.2. Forced swimming test (FST)

Mice were individually placed into glass cylinders (height:
21 cm, diameter; 14.5 cm) containing 15 cm of water at 23 + 1 °C.
All animals were forced to swim for a 15 min period (pre-test),
followed by a 5 min session (test) 24 h later. The total immobility
time was measured in seconds, The immobility behavior was
considered when mice remain floating and treading on the water
just enough to keep the nose above water. After the swimming
sessions, mice were removed from the cylinder and carefully dried,
placed in heated cages for 20 min and then returned to their home
cages. All experimental sessions were videotaped and later regis-
tered by an observer who was unaware of the pharmacological
treatments (Porsolt et al., 1977a, 1977b; Martinez-Vazquez et al.,
20123, 2012b).

In this test, four independent groups of eight animals received
1.0, 10, 100, or 200 mg/kg doses of Amm 60 min before the test.
Amx was administered at the same doses and with the same time
schedule as Amm. A vehicle-treated group served as a control. Two
independent groups treated with DIM (25 and 50 mg/kg dose)
served as positive control and were administered 30 min before
the test.

2.10. Motor toxicity tests

In order to evaluate possible toxic effects of drug-treatments,
the effects of Amm and Amx on locomotor activity were analyzed
in the Open Field Test, while the Inverted Screen Test was used to
measure hind-limb strength and muscle tone or myorelaxation.
Finally, mice motor coordination was studied in the rota-rod test.
The LDsp to Amm and Amx was determined by Lorke's method.

2.10.1. Open field test (OFT)

In order to discard unspecific actions of Amm and Amx on
locomotor activity, all studied treatments in the anxiety paradigms
were analyzed in the open field test Motor activity was measured
in an apparatus consisting of an opaque-plexiglas box
(40 = 30 =< 20 cm), divided into 12 equal squares (11 x11c¢m).
The animal was placed in a comner of the cage, and its behavior
was videotaped over a 5-min period. An observer, who was blind
to the pharmacological treatments, registered the total number of
times (counts) the animal crossed a square during the test. A count
was considered when the animal totally crossed from one square
to the next. A decreased in the number of counts was considered
as a decrease in locomotor activity. The test box was carefully
cleaned after each session. To prevent behavioral changes of the
animals after the first experience, mice were tested only once.
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210.2. Rota-rod test

Pre-selected mice (animals that stayed for at least 10 min on
the rotating bar, 24 h before testing) were placed on the horizontal
rotating bar of the rota-rod apparatus, 1 h after Amm or Amx (1.0,
10, 50, 100, and 200 mg/kg) or 30 min after DZ (2 and 4 mg/kg)
treatments. The apparatus was carefully cleaned after each trial.
The latency time to the first fall was recorded. A decrease in the
time that animals remain mounted on the rota-rod with respect to
the control group was considered as an impairment in motor
coordination (Nwinyi and Kwanashie, 2009; Martinez-Vazquez
et al, 2012a)

2.10.3. Inverted screen test (IST)

Each mouse was placed in the center of a screen (30 cm?
square-wire mesh, 25-mm’® holes), and the screen was inverted
over a 2-s period with the mouse's head declining. The screen was
held steadily 30 cm above a solid, cushioned surface. Latency to
falling from the screen was noted, with a 120 s time limit for each
trial. The percentage of time spent upside down on the screen was
recorded, and this was considered as an indicator of hind-limb
strength motor activity levels of mice (Mylvaganam et al., 1999).

2.11. Determination of acute toxicity of A. mexicana subsp mexicana
and A. mexicana subsp xolocotziana (LDsq)

The LDsp of Amm and Amx was determined after an oral
administration in accordance to Lorke et al.'s (1983) method.

Briefly, in the first stage, the agqueous extracts (10, 100, and
1000 mg/kg) were orally administered to three groups of three
mice each. The animals were observed for 1h for signs and
symptoms of toxicity, Later observations were made every 24 h
for 7 days. In the second phase, doses of 1000, 1600, 2900, and
5000 mg/kg were administered to four groups of one, three, four,
and five animals, respectively. These mice were carefully observed
until their total recovery or death. To record total mortality, the
surviving animals were observed for 14 days.

2.12. Statistical analysis

Data that met criteria of normality (Kolmogorov-Smirnov test)
and variance equality were analyzed using a one-way analysis of
variance (ANOVA). Dunnett’s test for multiple comparisons vs
control group was applied when the ANOVA showed significant
difference; p-values <0.05 were considered to be statistically
significant.

When data did not meet normality or variance equality criteria,
a non-parametric analysis was employed. The differences between
the treated and the control groups were analyzed using a Kruskal-
Wallis analysis of variance on ranks (p* <0.05, p™ <0.01, and
p* < 0.001), followed by the Mann-Whitney Rank Sum Test. All
statistical analysis and graphics were carried out using the Sigma
Stat and Sigma Plot Programs (version 3.5, and 10.0, respectively).

3. Results

As shown in Table 1, the aqueous extracts of both Amm and
Amx had a similar profile in the HPLC-MS; however, regarding to
the relative abundances of their constituents, these plant extracts
showed important differences. For example, the acacetin 7-0-fi-
glucoside is present in Amm (24.49%) and Amx (22.42%) at similar
proportions, corresponding to 15.89 pg per gram of extract of
Amm and 12.81 pg/g extract of Amx, While, the acacetin 7-0- -
(6--0O-malonyl)-glucoside was the major constituent of subsp.
mexicana present in a 31.47% (20.43 pglg extract), unlike the
subsp. xolocotziana, which contains only a 2.21% (1.26 pglg
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Table 1

Components identified in aqueous extracts of A. mexicana ssp. mexicana and A. mexicana ssp. xolocotziana by HPLC-MS technical

Compound number RT (min) Compound name [M+1] Formulas Abundance (%)
Amm Amx

256 Malic acid 135 C4Hs05 030 -
1 134 Luteolin 7-0-p-o-glucoside 449 CaMaaDin 058 =
2 14.2 Luteolin 7-0-f-p-{6"-0-malonyl}-glucoside 535 CaaHn04 1522 -
3 145 Diosmetin 7-p-0-glucoside 463 CoyHz2001 - 514
4 15.8 Diosmetin 7-0-p-b-(6"-0-malonyl)-glucoside 549 CasHa404s 1395 329
5 16.8 Acacetin, 7-O--glucoside 447 CxzHz04p 2449 2242
G 176 Acacetin 7-0-p-p-{6"-0-malonyl }-glucoside 533 CasHas0ps .47 221
7 19.2 No identified 469 - - 08
8 20.0 Acacetin-7-0-f-glucoside-o-(2 "-acethyl-6"malonyl) 575 CorHaa044 12.00 11.21
9 247 Acacetin 285 CygHy20s - 09
10 265 Diosmetin 301 CyHy20g 02 06
1 27.5 Gardenin A+ Na 441 C21H220q 025 04
12 279 5,6,7,8 3-Pentahydroxy, 4-methoxyflavone 333 CysHz0g 019 02
13 287 8-Hydroxy-salvigenin 347 CigHis07 03 o1
Total 98.95 78.89

extract). In contrast, the diosmetin 7-0-fi-n-(6"-0-malonyl)-gluco-
side derivate was more abundant in Amx with 32.9% (2135 ugfg
extract), while in Amm its relative abundance was only 13.95%
(7.96 pg/g extract). The luteolin flavone and its glucosylated
derivate only were detected in the subsp. mexicana. Fig. 1 shows
the flavonoid compound isolated from organic extracts and
detected in the aqueous extracts of the subspecies mexicana and
xolocotziana. Previously, we reported the chemical composition of
organic extracts of A mexicana subsp. mexicana and subsp.
xolocotziana (Estrada-Reyes et al., 2004); in the present study,
pilosin, 8-hydroxy-flavone and f-amirin were isolated for the first
time as minor constituents of the non-polar extracts of
A. mexicana subsp. xolocotziana.

Total flavonoid content of Amm and Amx used quercetin as
base calculation and expressed as percentage of average + SEM
was 54.4 + 0.73% for Amm and 25.29 + 0.49% for Amx.

Total polyphenols calculated by the Folin-Cicalteu method and
expressed as average= -+ SEM of mg of galic acid (GA) per g of
plant extract were the following Amm=320 + 4.7 (mgGA/ grams
of dry extract) and Amx=162.3 + 1.23 (mg GA/g of dry extract).

Finally, glucose, fructose, and the sucrose disaccharides were
detected with a thin layer chromatography (TLC) analysis using
a-naftol as a developer in Amm and Amx. Rhamnose was only
detected in Amm, while both Amm and Amx tested positive for
saponins and tannins, and negative for sterols, triterpenes, and
alkaloids-type compounds.

3.1. Pharmacological evaluations

3.11. Avoidance exploratory behavior test (AEBT)

The effects of Amm and Amx in the mouse “Avoidance
Exploratory Behavior test” are shown in Fig. 2. As it can be
observed, the administration of low doses of Amm (0.01, 01,
1.0 and 10), Amx (1 and 10 mg/kg) and diazepam (0.25 and 0.5)
significantly increased the number of transitions between the dark
and bright compartments (Fig. 2, left panel). However, no effect
was observed in the number of transitions at high doses of Amm
(100 mg/kg), Amx (100 mg/kg) or diazepam (1, 2 or 4 mg/kg). The
effect of Amm, Amx and diazepam on the time that mice spent in
the bright compartment is shown in Fig. 2 (right panel). In this
case, also a significant increase in this parameter was observed
after the administration of low doses of Amm (0.01, 0.1 and 1 mg/
kg), Amx (1 mg/kg) or diazepam (0.25 and 0.5 mg/kg). Higher
doses of these compounds had no effect in this parameter.
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3.12. Burying behavior test (BBT)

Fig. 3 shows the effect of the aqueous extracts of Amm, Amx
and the classical anxiolytic compound diazepam in the cumulative
time of burying behavior (left panel) and in the burying behavior
latency(right panel). In this case, the doses of 10 and 100 mg/kg
of Amm and Amx significantly decreased the burying behavior.
This effect was similar to that induced with diazepam at the doses
of 0.5, 1.0 and 2 mg/kg. Burying behavior latency was only
increased with the administration of 100 mg/kg of Amm (Fig. 3,
right panel).

3.1.3. Hole-board test

Fig. 4 shows the anxiolytic and sedative effects of DZ (0.5, 1.0,
2.0, and 4.0 mg/kg), Amm and Amx (10, 50, 100, 200 mg/kg) in the
hole-board test. The results shows that DZ induced dual effect in
this test, at low doses (0.5 and 1.0 mg/kg) it produced a significant
increase in the number of head dipping and rearings, while a
decrease of these parameters was observed when the dose was
increased to 2.0 and 4.0 mg/kg (head dipping: H=31.68, df=4,
p=0.001 and rearing number: H=28.06, df=4; p<0.001). Amm
and Amx induced a significant dose-dependent decrease in both
behavioral responses; in the case of Amm, the effect was observed
starting from 10 mg/fkg (rearing number: H=290, df=5, p < 0.001
and head dipping number: H=279, df=5, p<0.001). Likewise,
Amx produced a decrease in these parameters; however, this plant
extract showed depressant effects starting at 1.0 mg/kg (rearing
number: H=4221, df=5, p <0.001, head dipping number: 39.70,
df=5, p < 0.001).

3.14. Effects of DIM, Amm, and Amx on the tail suspension test (1ST)

As shown in Fig. 5A and B, DIM (12,5 or 25 mg/kg) decreased
immobility time in the TST (Fz21,=88.94, p < 0.001). By contrast,
increasing doses of both Amm and Amx induce helpless-like
behavior observed as an increase in the immobility time (Fa3s,=
48.43, p = 0.001 for Amm, and a Fi435)=43.53, p < 0.001 for Amx),
only at 100 mg/kg had no effect in this test

3.1.5. Forced swimming test (FST)

As shown in Fig. 5C, DIM (25 and 50 mg/kg) significantly decreased
the immobility time (Fz21y=87.56, p <0.001) in the FST; while the
oral treatment of Amm produced a significant increase in immobility
time from the dose of 1 to 100 mg/kg (Fu435=20.26, p<0.001)
(Fig. 5D). Contrary to this, treatment with Amx (1, 10, 100, and
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Fig. 1. Main constituent of aqueous extracts of A. mexicana subsp. mexicana and subsp. xolocotziana identified by HPLC-MS technical.

200 mg/fkg) did not produced significant changes in immobility time
with respect to the control group, only the highest dose (200 mg/kg)
produced a significant increase in immobility time (F435,=6.41,
p =< 0.001).

3.2, Motor toxicity tests

3.2.1. Open field test (OFT)

The effects of different treatments of diazepam, Amm and Amx
on the open field test are shown in Table 2. It can be observed that
only the high doses of Amm (100 mg/kg), Amx (100 mg/kg) and
diazepam (4 mg/kg) induced a significant decrease in general
activity of mice tested in the open field test.

3.2.2. Rota-rod test
Low doses of Amm and Amx (from 0.01 to 10 mg/kg) had no
effect on the motor coordination of mice tested in the Rota-rod

test, while high doses (from 100 to 1000 mg/kg) dose dependently
decreased it. In this case, the effects produced by Amm on motor
coordination were greater than those induced by Amx. Similarly,
Dz decreased motor coordination at 20 and 4.0 mg/kg (see
Table 2).

3.2.3. Inverted screen test

As shown in Table 2, both Amm and Amx significantly reduced the
activity and strength of mice subjected to the inverted screen test. This
effect was observed by a decrease on the percentage of time that
animal's staid upside down on the screen. Amm and Amx, at the dose
of 1000 mg/kg, decreased this time to 25.22% and 22.64% respectively.
It is important to mention that Amm (100 mg/kg) produced a
significant increase in the percentage of time; this response was not
observed with none of the doses tested of Amx. On the other hand,
only the high dose of diazepam (4.0 mg/kg) tested in the inverted
screen significantly reduced the percentage of time.
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Fig. 2. Effects of Amm, Amx and DZ on the AEBT. (A) Amm vs control group, the total number of transitions: H=18.14, df=>5, p=0.003. Amm vs control group, time in
illuminated compartment: H= 2051, df=5, p=0.001. (B) Amx vs control group, the total number of transitions: H=16.88, df=4, p=0.02. Amx vs control group, time in
illuminated compartment: H=10.96, df=4, p=0.027. (C) DZ vs control group, the total number of transitions: H=29.30, df=6, p<0.001. DZ vs control group, time in

illuminated compartment: H=18.90, df=6, p=0.004.

3.3. Acute toxicity of A. mexicana subsp mexicana and A. mexicana
subsp xolocotziana (LDsp)

According to Lorke’s classification, Amm was not toxic when it
was orally administrated, having a LDsg = 5000 mg/ke. At doses
above 2600 mg/kg, some adverse effects, such as diarrhea, rash
and ataxia, were seen approximately 50 min after administration,
these manifestations persisted for 1-2h after the treatment.
However, after 3 h, these effects disappeared and the animals
went back to their usual behavior.

Amx was slightly more toxic than Amm, with an LDsy=
3807 mg/kg dose. When the animals were orally administrated
with 2900 mg/kg of Amx some toxic manifestations were
observed; the animals were lying down and quiet, whereupon
diarrhea and diaphoresis were observed, until their total recup-
eration within the next 2 h. The animal group that was treated
with 5000 mg/kg of Amx showed toxic manifestations that lasted
until death of 100% of experimental animals.

4. Discussion

As mentioned above, Agastache mexicana is used in tea or
infusions, as an herbal remedy for the cure of fright or “susto”, for
its sedative effects to induce sleep, and as a tranquilizer, and. This
medicinal plant nowadays is one of the best-selling herb remedies in
central Mexico. However, to our knowledge there are no reports that
confirm the effects attributed to the specie Agastache mexicana;
moreover, the existence of two different subspecies of A. mexicana
used for the same purposes has not been previously considered.

Considering this, the aim of the present study has two aspects,
first to evaluate the CNS effects produced by the aqueous extract of
aerial parts of A. mexicana subsp mexicana and subsp xolocotziana
in several behavioral models and to provide information about the
chemical composition of both aqueous extracts of which there is
no available information.

Considering the chemical composition, the HPLC-MS analysis of
the aqueous extracts of both subspecies revealed the presence of
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Fig. 3. The effects of Amm, Amx, and Dz on the burying behavior test. Cumulative burying behavior (CBB) and burying behavior latency (BBL). Results are expressed as the
average + s.e.m. Results are expressed as average + s.e.m. Statistical comparisons were made using a Krusskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks, followed by the
Mann-Whimey rank sum test (p* <0.05, p** < 0.01, p*™ < 0.001). {A) Amm vs control group, cumulative burying behavior: H=3214, df=5, p <0.001. Amm vs control group,
burying behavior latency: H=24.01, df=5, p <0.001 (B) Amx vs control group, cumulative burying behavior: H= 29.07, df= 4, p< 0.001. Amx vs control group, burying
behavior latency: H=5.44, df=4, p = 0.24, (C) DZ vs control group, cumulative burying behavior: H=21.81, df=4, p = 0.001. DZ vs control group, burying behavior latency:

H= 8.01, df=4, p< 0.001.

non-polar flavonoid aglycones; diosmetin, gardenin A, and 8-OH-
salvigenin in trace amounts as would be expected. The known
flavonoid glycoside, acacetin-7-O-p-glucoside (15.89 pgfg=24.49%
in Amm and 12.81 pgfg=2242% in Amx), was detected as the main
product. Also, its corresponding malonyl derivate, the acacetin 7-0-
f-0-(6"-0-malonyl }-glucoside (9) and diosmetin 7-0-f-p-(6"-0-mal-
onyl)}glucoside were detected, but important difference in terms
of concentration was observed between both subspecies (acacetin
7-0-p-o-(6"-0-malonyl }glucoside: Amm=20.43 pgjg and Amx=
1.26 ug/g and diosmetin 7-0-f-p~(6"-0-malonyl)-glucoside: Amm =
7.96 pglg and Amx=21.35 pg/g). In this regard, researches on the
biosynthesis of flavone conjugated in cell cultures have suggested
that malonylation may be the final step in the formation of these

glycosyl plant constituents, This is due to the actions of malonyl-
trasferases which could fulfill an important function; because
malonylation renders more water soluble glucosyl compounds that
are more suitable to be stored in plants’ vacuoles. However, the
presence of malonyl-glucoside in polar extracts has been scarcely
described due to the fact that these labile esters are generally
overlooked because of inadequate isolation and detection proce-
dures which cause their degradation. As mentioned in Results
section, the malic acid was also isolated by precipitation of the
aqueous extract from the sub-specie mexicana and was detected by
HPLC-MS analysis. These last results, together with sugars concen-
trations in Amm, could explain the high concentration of malonyl
glucosylated derivative observed in Amm.
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Fig. 4. Effects of Amm, Amx and DZ on the hole-board test of all the results were expressed as the average + s.e.m. of groups of eight animals each. Comparisons were made
by using a Kruskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks, followed by Mann-Whitney rank sum U-test: *p <0.05: **p < 0.01: **p <0001 (significantly decreased)
'p<0.05 " p<0.01 (significantly increased). (A) Amm vs control group, rearing number: H=290, df=5, p =0.001. Amm vs control group, head dipping number: H=279,
df=5, p < 0.001 (B) Amx vs control group, rearing number: H= 42.21, df=5, p<0.001. Amx vs control group, head dipping number: H=39.70, df=5, p < 0.001. (C) DZ vs
control group, rearing number: H=28.06, df=4, p <0.001. DZ vs control group, head dipping number: H=279, df=5, p < 0.001.

Other remarkable difference between Amm and Amx is the
total abundance of polyphenols and flavonoids. Amm contains a
large concentration of polyphenols and total flavonoids as com-
pared to Amx. This is probably related to the intense red to blue
color of the sub-specie mexicana.

Certainly, the differences found in the chemical composition of
both extracts could modify their metabolism and bioavailability,

and therefore their pharmacological effects. However, it is neces-
sary to make future studies concerning this issue.

On the other hand, the chemical composition of the organic
extracts from these plants was previously reported by our group
(Estrada-Reyes, et al,, 2004) (see Fig. 1), In the present work pilosin
(Fig, 1, structure number 4); an 8-hydroxy-flavone and f-aminin
were isolated as minor constituents from hexane extract of
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88.94, p < 0.001 (Desipramine=DIM; ®). FLX vs control group: A356)=2752, p<0.0001 (fluoxetine= FLX: ©). {B) Amm vs control group: A4,35)=48.43, p < 0.0001
(A. mexicana subsp. mexicana=Amm, < ). Amx vs control group: A4, 35)=43.53, p < 0.001 (A. mexicana subsp. xolocotziana= Amx, +). Forced swimming test. (C) DIM vs
control group: A221)=87.56, p<0.001 (Desipramine =DIM, »). (D} Amm vs control group: F435)=20.26, p < 0.001 (Amm=¢) and Amx vs control group: f4,35)=641,
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the immobility time *p <005, * "p<001, * * ' p<0.001, followed by Dunnet s test,

A. mexicana subsp xolocotziana. To our knowledge, this flavone has
not been previously reported from this specie, furthermore 8-
hydroxylated derivates including 8-OH salvigenin (Figs. 1-5),
which is closely related to pilosin, have been reported from other
not very frequent species of the Agastache genus (Jamzad et al,,
2003).

Regarding the pharmacological evaluations in the present
study, the “Avoidance Exploratory Behavior” and the “Burying
behavior” tests were used to detect putative anxiolytic-like actions
of the aqueous extracts of Amm and Amx. In the first paradigm, an
increase in the number of transitions between the bright and dark
compartments is regarded as an index of anxiolytic activity, while
a decrease in this parameter is consider as an anxiogenic-like
effect (Bourin and Hascoét, 2003).

In the present study, low doses of the aqueous extracts of Amm
and Amx ind uced anxiolytic-like actions by significantly increasing
the number of transitions between the bright and dark compart-
ments. These effects were similar to those induced by the admin-
istration of low doses of the classic anxiolytic diazepam (Lopez-
Rubalcava et al., 2006). These three compounds (at the same dose)
also increased the time that mice spent in the bright area. An
increase in this parameter also denotes anxiolytic-like actions,
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which confirms the anxiolytic-like actions of Amm and Amx. In
this case Amm seems to be more potent than Amx, because lower
doses of Amm (0.01-10.0 mg/kg) induce anxiolytic-like actions in
comparison to Amx that needs higher doses (1.0 to 10 mg/kg).
When mice were tested with high doses of Amm (100 mg/kg),
Amx (100 mg/kg) or diazepam (4.0 mg/kg) no significant effects
were observed in the number of transitions or in the time spent in
the bright compartment. These results could be due to unspecific
actions of the drugs, with the same doses, Amm, Amx and
diazepam decreased general activity in the open field test and
produced motor incoordination in the rota-rod test.

Results obtained in the burying behavior test showed that
Amm and Amx (10 and 100 mg/kg) as well as diazepam (0.5 to
2.0 mg/kg) decreased burying behavior, an effect considered as an
anxiolytic-like action (Treit, 1985; Lépez-Rubalcava et al., 2009).
It would be important to take into account that in the burying
behavior test, false positives can occur if animals are unable to
bury the electrified prod due to motor incoordination. Considering
that both Amm and Amx at high doses (100 mg/kg) decreased
motor coordination in the rota-rod test, it is necessary to be
cautious in the interpretation of the data obtained with the
administration of high doses of these compounds. It is possible
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Table 2

Effects of a single administration of Amm, Amx, and DZ, on the ambulatory activity and motor coordination tests.

Dose Open field test number counts/5 min Inverted screen test (% of time) Rota-rod test fall-of time (s)

(mg/kg)
Amm Amx Amm Amx Amm Amx

0 86.76 + 6.77 89.75 + 472 100 100 =300 =300

0.01 98.90 +6.30 - - - =300 =300

01 7657+ 773 795 +11.08 - - =300 =300

10 67.54 +6.27 90.06 + 7.03 93.56 121.19 2995+13 209.7+12

100 53.93 + 8.10%* 46.64 + 9.62** 199.9 32.24 1504 + 1.9%% 205.2 + 6.1*

200 - - 46.98 78.20 1006 + 2.0 1963 4+ 01*

500 - - 22.81 11931 50.2 + 4.5 200.2 4 4.6*

1000 - - 2522 2264 125+ 3.5%% 180.5 4 3.6"*
H=18.28, df=5, H=1244, df=4, H= 3026, df= H=22.78, df=6, H=13.56, df=7 H=195,
p=0003 p=0014 6, p=0.001 p=0001 p=0001 df=7

p=0.001

DZ DZ DZ

0 8310+ 717 100 =300

0125 90.30 +1223 - -

0.25 96.77 £9.72 - -

0.5 95.67 +12.10 - -

1 7187+ 1028 - -

2 6466+ 1028 65.66 139.2 4 15.69

4 3757 + 6.98°* 92.99 65.2+8.95

H=16.85, df=6, p=0.010

H=3150, df=2, p=0.001

H=25.3, df=2, p =0.001

Results are expressed as average + s.e.m. Statistical comparisons were made between the saline-treated group and the experimental groups using a Krusskal-Wallis one-way
analysis of variance on ranks, followed by the Mann-Whitney rank sum test (p* <0.05, p** < 0.01, p™*< 0.001).

that at high doses of Amm and Amx, sedative rather than
anxiolytic-like actions are taking place in the anxiety paradigms.
This assumption is supported by the results obtained in the hole-
board test and the burying behavior latency as it will be further
discussed. This last parameter denotes animals' ability to react
when confronted to an aversive stimulus (electrified prod). In this
case, Amm and Amx (100 mg/kg) decreased mice reactivity. Amm
has a stronger effect than Amx. Diazepam at high doses (2.0 mg/kg)
induced an increase in burying behavior latency that did not reach
statistical significance.

The hole-board model offers a simple method to measure the
response of rodents to an unfamiliar environment that can detect
sedative effects and depressant-like actions. In this animal model,
the sedative effects of Amm and Amx were confirmed because the
administration of this aqueous extracts induced a decrease in the
exploratory behaviors (Fig. 2) These results support the idea that
Amm and Amx produced an inhibition of CNS activity (reflected as
a sedative action).

It has been extensively described that the anxiolytic-like and
sedative effects of several glycosides of flavonoids are the consequence
of a direct or an indirect interaction with the GABAergic system or by
other interactions with different neurotransmitters such as the ser-
otonergic or the opioidergic systems (Viola et al, 1995). Under the
consideration that Amm and Amx have flavonoid derivatives, it can be
suggested that these compounds could participate in the induction of
both anxiolytic-like and the sedative actions.

Although the flavonoids metabolism is still not clear, it is assumed
that glycosides and malonil esters of glycosides are absorbed as their
aglycone after prior hydrolysis of the sugar moiety along the digestive
tract. Based on this fact, our results suggest that the minor content of
glycosides present in ssp. xolocoatziana could explain the minor
sedative and anxiolytic-like actions; hence their formation would
decrease the central actions of the corresponding glycosides detected.
It is tempting to suggest that the biologically active compounds
contained in the extract of Amm and Amx such as flavonoids and
their derivate partially interact with the GABAergic system to exert
their actions by promoting a CNS depression.
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Other bioactive compounds contained in the aqueous extracts
could also interact with different neurotransmitter systems such
as serotoninergic or opioids that may also contribute to the
sedative and anxiolytic-like effects of Amm and Amx, a possibility
that remains to be further studies.

The forced swimming and suspension tail tests are the most
useful animal models for the screening of new antidepressant
drugs. The TST induced a mild moderate stress useful to predict
mood states opposed to animals subjected to FST who suffer a
high-stress that induced a state of “hopelessness” and/or “aban-
donment” greater than that induce with the TST in mice. These
hopelessness states are analog to those symptoms observed in
depressed people. It is well known that antidepressant drugs
reduce this hopelessness-like behavior in mice in both the TST
and the FST (Steru et al., 1985; Machado et al., 2008).

Our results showed that oral administration of a single dose of
Amm induced a statistically significant increase in the immobility
time, in the TST and in the FST in an opposite way to the effect
induced by DIM (common antidepressant drug used as a refer-
ence). Amx treatments did not show significant differences with
the control group neither in the TST nor in the FST, only the dose of
200 mg/kg increased this parameter.

The increase in the immobility time observed after Amm
administration could be a consequence of unspecific actions on
mice general activity and motor coordination. However, the lack of
antidepressant-like effects could point out the possible mechan-
ism through which Amm exerts its sedative actions. Most of the
drugs that increase the GABAergic transmission produce sedation
and drowsiness and have no antidepressant-like effects in animals
or in human (Briones-Aranda et al., 2005; Nagatani et al., 1984).
However, future studies are necessary to confirm this hypothesis.

Another aim of the present work was to evaluate the toxic
effects and possible health risks of Amm and Amx consumption.
To accomplish this goal, the possible damage on locomotor and
motor coordination was determined in the rota-rod, inverted
screen and open field tests. Also the acute toxicity was determined
by calculating the LDgg
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Motor coordination is a complex behavioral domain that can
reflect balance, muscle strength, and patterned gait (Ginski and
Witkin, 1994). The loss of motor coordination is a common
characteristic of neurological impairment and it is a potential side
effect of certain compounds such as barbiturates, benzodiazepines
or alcohol and is one of the most observable effects.

Our results show that Amm- and Amx treatments produced a
decrease in the time that the mice were able to maintain on the
rota-rod. These effects indicate that both plants reduced motor
coordination at high doses (100-200 mg/kg), like the effect
induced with high dose of diazepam (4 mg/kg).

These results were consistent with those obtained in the
inverted screen test, in which Amm-treated animals showed a
remarkable muscle weakness from doses of 100 to 1000 mg/kg,
reflected by a significant decrease in gripping time. Additionally,
both Amm- and Amx-treated mice with100 mg/kg showed a
significant decrease in ambulatory activity in the open field test
(Farkas et al.,, 2005; Estrada-Reyes et al, 2010b). Based on these
results, we can conclude that Amm and Amx, with a dose of
100 mg/kg or higher, induced sedative-like actions that affect
general activity, motor coordination and muscle strength. In most
of the cases, Amm induced stronger actions in comparison with
those induced by Amx or diazepam.

The acute toxicity resulting from the oral administration of
both Amm and Amx extracts was measured according to Lorke’s
method. As mentioned before, with doses from 1.0 to 100 mg/kg
Amm did not produce adverse effects, whereas 2600 mg/kg dose
induced some adverse effects, such as diarrhea, ataxia and rash,
however these effects disappeared within the first hour after
treatment, The LDsp Amm was higher than 5000 kg/mg, which
according to the employed method; it can be considered non toxic.

Oral administration of Amx (1-100 mgfkg) produced diarrhea
and diaphoresis. The administration of higher doses of Amx
(5000 mg/kg) induced some toxic manifestations that persisted
until the death of all experimental animals within a period of 24 h
with a LDsg of 3807 mg/kg; therefore, according to Lorke's
method, this extract can be considered as lightly toxic. These
results indicate that Amm intake has a higher index of security
than that of Amx. However, the consumption of either Amm or
Amx aqueous extracts does not imply health risk. However, it is
important to carry out studies on the possible toxic effects
produced by the chronic consumption of these medicinal plants.

5. Conclusions

We found that the aqueous extracts of the ssp, mexicana and
xolocotziana at low doses (from 0.1 to 10.0 mg/kg) induced
anxiolytic-like actions; while at higher doses (over 100 mg/kg)
they induced sedative actions that affected general activity and
motor coordination. These results indicate that Amm and Amx can
cause a general inhibition of neural activity in the CNS. The
aqueous extract of ssp. mexicana appears to be more potent than
the ssp. xolocotziana, considering that at lower doses, Amm
induced anxiolytic-like actions and that its sedative effects were
stronger (as measured with the open field, rota-rod and inverted
screen tests). In addition the lack of toxicity implies that the intake
of these Agastache species does not involve significant health risk.

These results support the use of A. mexicana ssp. mexicana and
ssp. xolocotziana in traditional medicine as an anxiolytic, a tran-
quilize, and a sedative agent as well as a remedy to relief the
“nervous” conditions. Additionally, this work contributes to
knowledge of the chemical composition of aqueous extracts of
two subspecies of Agastache mexicana and provides important
valuable information about Mexican Extra Herbal Pharmacopoeia.
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