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RESUMEN

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (2014), se reporta que 340 millones de personas
sufren depresion en el mundo. La depresion es la alteracién del estado de animo. De acuerdo con ello,
los tratamientos para contrarrestar esta patologia actualmente estdn basados en farmacos
antidepresivos que presentan un gran nimero de efectos adversos. El presente trabajo describe el efecto
del extracto de Dracocephalum moldavica L a una dosis de 80 mg/Kg, utilizando ratones machos de la
cepa CD-1, como una alternativa en el tratamiento de la depresion. De la planta pulverizada, se realizo
una extraccion con 40 mL de hexano y metanol-agua (9:1) para el tamiz fitoquimico, encontrandose
alcaloides, flavonoides, azUcares reductores, taninos, glicésidos cardiacos y cianogénicos, saponinas y
esteroides. Para las pruebas de la actividad antidepresiva se obtuvo el extracto total con una solucion
hidroalcohdlica (1:9). Los resultados de la Prueba de Nado Forzado del modelo experimental fueron:
inmovilidad 52.4+19.26 [s/5min], nado 145.2+21.85 [s/5min] y escalamiento 102.4+17.84 [s/5 min],
mientras que el grupo control presentd inmovilidad 178.8+31.35 [s/5min], nado 48+14.81 [s/5min] y
escalamiento 73.2+25.70 [s/5min].
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ABSTRACT

WHO (2014) it reported that 340 million people worldwide suffer depression. Depression is a mood
disorder. Accordingly treatments to counteract this disease are currently based antidepressant drugs
having a number of adverse effects. This paper describes the effect of extract Dracocephalum moldavica
L. at a dose 80 mg/Kg, using male mice CD-1 strain, as an alternative in the treatment of depression. Of
pulverized plant, the extraction was obtained with 40 mL of hexane and methanol-water (9:1), for
phytochemical screening were found alkaloids, flavonoids, reducing sugars, tannins, cardiac glycosides
and cyanogenic found saponins and steroids. For test of antidepressant activity was obtained the total
extract with a hydroalcoholic solution (1:9). The results of the Forced Swimming test experimental model
were: immobility 52.4+19.26 [s/5min], swimming 145.2+21.85 [s/5min] and climbing 102.4+17.84
[s/5min], while the control group showed immobility of 178.8+31.35 [s/5min], swimming 48+14.81 [s/5min]
and climbing 73.2+£25.70 [s/5min].

Key words: depression, metabolites, extracts, forced swimming.
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INTRODUCCION

La depresion es una respuesta a las variaciones habituales del estado de animo y de las respuestas
emocionales a los problemas de la vida cotidiana. Puede convertirse en un problema de salud serio,
especialmente cuando es de larga duracion e intensidad moderada a grave, y puede causar gran
sufrimiento y alterar las actividades laborales, escolares y familiares (OMS, 2014).

En México se estima que los trastornos neuropsiquiatricos ocupan el quinto lugar como enfermedad,
gue considera indicadores de muerte prematura y dias vividos con discapacidad. De acuerdo con Frenk
(1999), cuatro de las diez enfermedades mas discapacitantes son neuropsiquiatricas: esquizofrenia,
depresidn, trastorno obsesivo-compulsivo y alcoholismo. Los tratamientos para este tipo de patologia
estan basados en medicamentos del tipo alopatico, pero recientemente se han incluido tratamientos que
se basan en productos naturales o del tipo herbolario (Frenk, 1999).

La busqueda de nuevos compuestos o principios activos se basa en el estudio de las plantas medicinales
como alternativa de la medicina alopatica; las plantas medicinales son aguellos vegetales que sintetizan
principios activos que ejercen una accion farmacolégica, benéfica o perjudicial, sobre el organismo vivo
(Muiioz, 2002).

Los objetivos del presente trabajo fueron obtener metabolitos secundarios de Dracocephalum moldavica
L., cuantificarlos y realizar la Prueba de Nado Forzado en ratones machos de la cepa CD-1 para
demostrar su actividad antidepresiva.

METODOLOGIA

La parte aérea (tallo, hoja y flor) de Dracocephalum moldavica L. (20 g) se sometié a secado en una
estufa a una temperatura maxima de 40 °C durante 24 horas. La planta fue molida hasta obtener polvos
finos. Los componentes activos fueron extraidos usando una mezcla hidroalcohdlica (1:9), el extracto se
sénico (Ultrasonic cleaner AS3120B) durante 15 minutos para obtener el 95% de los componentes
activos. El extracto se filtr6, mientras que a los solidos se les sometié a una segunda extraccion para
obtener el 5% restante. Finalmente el liquido fue concentrado en un Rotavapor Buchi R-3 manual, a una
temperatura de 50 °C y 150 rpm, para eliminar la mayor parte del etanol.

Para realizar el tamiz fitoquimico se pesaron 5 g de la planta pulverizada de Dracocephalum moldavica
L. y se afladieron 40 mL de hexano y 40 mL de solucién metanol-agua (9:1). La mezcla se s6nico durante
15 minutos (Ultrasonic cleaner AS3120B), se filtr6 el liquido y se separé el extracto en dos fases una
polar (metanol-agua) y otra no polar (hexano) (Valencia et al., 2010).

Al término del tamiz fitoquimico se procedié a la cuantificacion de los metabolitos secundarios que
presentaron positivos en las pruebas cualitativas y los ensayos de cuantificacion se realizaron siguiendo
las referencias de la tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacion de metabolitos secundarios del extracto de Dracocephalum moldavica L.

Referencia Estandar de referencia Cuantificacién
Singleton y Rossi. 1965 Acido galico Fenoles
Makkar et al., 1993 Acido tanico Taninos
Chang et al.,2002 Quercetina Flavonoides
Walter et al., 1989 Colesterol Esteroides
Fazel et al., 2010 Cafeina Alcaloides
Re et al., 1999 Trolox Antioxidante (método ABTS)
Brand-williams et al., 1995 Trolox Antioxidante (método DPPH)
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Experimentos in vivo

En 1977 Porsolt et al., desarrollan un modelo para el estudio de la depresién usando un cilindro de 40
cm x 18 cm (altura/longitud), donde se introduce al animal, sin posibilidades de escapar. Luego de un
periodo de movimiento vigoroso, el animal se acomoda en una postura inmévil, dejando la cabeza fuera
del agua para respirar. Esta inmovilidad representa un estado de depresién y desesperacion que puede
ser revertida mediante un tratamiento con antidepresivos.

Cada animal permanecera 15 minutos en el agua (temperatura 251 °C) y luego otros 15 minutos en un
ambiente a 32+1 °C para secarse antes de volver a su jaula. La inmovilidad esta definida como el periodo
en el que el roedor solo hace los movimientos necesarios para mantener la cabeza sobre el nivel del
agua y no hace intentos para escapar (Ej.: “swimming”, “paddling”, “climbing”, “diving”). Estos intentos
de escape o conductas activas (especificamente el “climbing” y el “swimming”) fueron susceptibles a
tratamientos con farmacos. Esto indicaria que las conductas activas de la Prueba de Nado Forzado son

factibles de ser cuantificadas.

Se ocuparon ratones machos de la cepa CD-1 de entre 18-20 g de peso, los ratones fueron colocados
individualmente en cilindros de vidrio modificando el método de Porsolt et al., 1977 donde el cilindro
mide (altura: 40 cm, didmetro: 20 cm) que contienen 30 cm de agua a 25+1 °C. Todos los animales se
ven obligados a nadar por un periodo de 15 minutos (pre-test), seguidas de una sesién de 5 minutos
(test) a las 24 horas después (Murakami et al., 2009). Sobre esta base, 3 grupos independientes de
ratones (n=5) se utilizaron en este experimento. De acuerdo con Martinez et al.,, (2012) usando
concentraciones de entre 10 y 100 mg/Kg puede haber una reduccién en la inmovilidad en la Prueba del
Nado Forzado por lo que en el presente trabajo se decidié trabajo con: un grupo con el extracto con 80
mg/Kg 24, 6 y 1 hora antes de la prueba, otro grupo fue administrado con 15 mg/Kg del farmaco
imipramina 24, 6 y 1 hora antes de la prueba, mientras que un grupo independiente sin administracion
se utilizé como control.

Después de las sesiones de natacion, los ratones fueron retirados del cilindro, se secaron
cuidadosamente, se colocaron en jaulas a una temperatura de entre 30-35 °C durante 20 min y luego
fueron devueltos a sus jaulas. Todas las sesiones de prueba fueron grabados en video y el tiempo de
inmovilidad acumulada se registr6é (Porsolt et al., 1977a; Xu et al., 2005; Schirmann da Silva et al.,
2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2, se muestra el resultado del tamiz fitoquimico donde se observan los metabolitos
secundarios presentes, la reaccion que se ocupd y las pruebas que presentaron positivas.

Tabla 2. Resultados del tamiz fitoquimico Dracocephalum moldavica L..

Metabolito Reaccion Dracocephalum moldavica L.

Alcaloides Dragendorff +-
Wagner -
Mayer -

Flavonoides Shinoda + Auronas y Chalconas

Hidroxido de sodio al 10% + Xantonas y Flavonas
Cumarinas Erlich -
Hidroxido de amonio -
Sesquiterpenlactonas Hidroxamato férrico -
Azlcares Reductores Fehling +-
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Benedict -
Taninos Cloruro férrico + Catecol

Glicésidos cardiacos De Legal 1
De Baljet -
Glicésidos cianogénicos Grignard +-
Quinonas Acido sulfarico -

Saponinas Lieberman-Bouchard + Triterpenoides

Rosenthaler + Triterpenoides

Esteroides Lieberman-Bouchard + Esteroides

NOTA: + presencia, +- poca presencia, - negativo.

Del tamiz fitoquimico del extracto de Dracocephalum moldavica L., las pruebas positivas obtenidas
fueron: esteroides, azlcares reductores, taninos, glicésidos cardiacos y cianogénicos, saponinas,
alcaloides y flavonoides, éstos dos ultimos metabolitos secundarios son los de interés farmacoldgico en
especial para enfermedades relacionadas con el Sistema Nervioso Central (SNC) como lo menciona
Estrada-Reyes et al. (2012).

Los flavonoides interactian de manera directa y/o indirecta 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
funcionamiento neuronal, por lo que es importante entender como influyen en la funcién cerebral
(Estrada-Reyes et al., 2012).

Una vez obtenido el tamiz fitoquimico se cuantificé cada uno de los metabolitos secundarios presentes
en el extracto de Dracocephalum moldavica L., la cuantificacion se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de metabolitos secundarios presentes en Dracocephalum moldavica L.

Metabolito Cuantificacion
Fenoles 0.187+0.021 Crenoles [mg e€q. De &cido gélico /1g de muestra]
Taninos 13.603+0.029 Craninos [Mg €g. De &cido tanico/1g de muestra]
Flavonoides 36.961+0.065 Criavonoides [Ig €q. De quercetina /1g de muestra]
Esteroides 1.137%0.003 Cesteroides [MQ €g. De colesterol /1g de muestra]
Alcaloides 1.109£0.030 Cacaloides [Mg €q. De cafeina/l1g de muestra]
Antioxidantes (método ABTS) 98+0.093 % de inhibicion
Antioxidantes (método DPPH) 88.687+0.048 % de inhibicion

Con la cuantificacion de metabolitos se probo el extracto de Dracocephalum moldavica L. actia como
antidepresivo, usando la Prueba de Nado Forzado de Porsolt et al., 1977a.

Los resultados obtenidos para la evaluacion de la inmovilidad se muestra en la figura 1, y en donde, los
animales expuestos al extracto de Dracocephalum moldavica L. presentaron un tiempo de inmovilidad
de 52.4+19.26 [s/5min], tiempo menor respecto al grupo control, con un tiempo de inmovilidad de
178.8+31.35 [s/5min]; por otra parte, el extracto presentd valores semejantes al farmaco control
(imipramina) que fue de 24.75+10.46 [s/5min], indicando que entre mayor sea el tiempo de movimiento
por parte de los ratones no hay depresion, sugiriendo con ello, que los extractos tienen actividad
antidepresiva.

El hecho de que los antidepresivos disminuyan la duracién de la inmovilidad en la Prueba del Nado
Forzado de forma aparentemente especifica (Porsolt, 1981), propone a esta prueba como modelo para
detectar actividad antidepresiva. Esta aplicacion se basa en el supuesto de que cualquier sustancia o
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tratamiento que actué como los antidepresivos reconocidos, esto es, que reduzca la duracion de la
inmovilidad es, al menos en potencia, un agente antidepresivo (Borsini et al., 1988).
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Figura 1. Evaluacion de la inmovilidad del extracto de Dracocephalum moldavica L. (Dm) 80 mg/Kg, imipramina
(IMI) 15 mg/Kg y el grupo control, los valores indican la media = DS de una n=5 por duplicado en cada grupo con
p <0.0001 * relacion a IMIl y + con el control, ANOVA de una via DUNNETT.

Los datos obtenidos en la evaluacion del nado se observan en la figura 2 donde el extracto de
Dracocephalum moldavica L. presentd un tiempo de natacién de 145.2+21.85 [s/5min]; esta conducta
se confirm6 al realizar una segunda evaluacion de la actividad antidepresiva de los extractos, ya que
éstos tiene tiempos de nado mayores al control que fue de 48+14.81 [s/5min], el nado nos indica que los
ratones no se encuentran depresivos; este resultado confirma la actividad ya que tiene similitud con el
grupo de ratones a los que se les administré el farmaco (imipramina) cuyo tiempo de natacion fue de
143.8+£29.23 [s/5min], concluyendo que ambos presentaron tiempos de nado mayores al grupo control.
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Figura 2. Evaluacion de la natacion del extracto de Dracocephalum moldavica L. (Dm) 80 mg/Kg, imipramina
(IMI) 15 mg/Kg y el grupo control, los valores indican la media + DS de una n=5 por duplicado en cada grupo con
p <0.0001 * relacion a IMIl y + con el control, ANOVA de una via DUNNETT.
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En cuanto a la evaluacion del escalamiento (Fig. 3), el extracto presenté un tiempo de 102.4+17.84
[s/5min] respecto al grupo control que fue de 73.2+25.70 [s/5min]; esta evaluacidn nos indica por cuanto
tiempo el ratdn intenta escapar del cilindro donde se encuentra nadando. Ambos datos fueron
comparados con el grupo del farmaco (imipramina) que presenté un tiempo de 117.8+22.46 [s/5min].

La conducta de escalamiento es mas sensible a farmacos con accion selectiva sobre la transmision
catecolaminérgica, tales como los antidepresivos triciclicos del tipo imipramina (Detke et al., 1995; Cryan
et al., 2000).
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Figura 3. Evaluacion del escalamiento del extracto de Dracocephalum moldavica L. (Dm) 80 mg/Kg, imipramina
(IMI) 15 mg/Kg y el grupo control, los valores indican la media + DS de una n=5 por duplicado en cada grupo con
p <0.0238 * relacion a IMI, ANOVA de una via DUNNETT.

CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico de Dracocephalum moldavica L., demostré que contiene esteroides, azlcares
reductores, taninos, glicésidos cardiacos y cianogénicos, saponinas, alcaloides y flavonoides del tipo
auronas, chalconas, xantonas y flavonas.

Al realizar la cuantificacion se demostré la cantidad de metabolitos presentes en el extracto, siendo los
flavonoides, alcaloides y los antioxidantes los que presentaron mayor porcentaje de metabolitos
secundarios presentes, lo que nos indica que en alguno de estos metabolitos secundarios podria estar
presente la actividad farmacoldgica.

El modelo de depresion (Prueba de Nado Forzado), permitié identificar efectos antidepresivos una vez
administrado el extracto de Dracocephalum moldavica L., la dosis del extracto disminuyé el tiempo de
inmovilidad y simultdneamente aumento la conducta de natacién, sin verse afectada la conducta del
escalamiento.
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