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DESCRIPCION

Aplicacién de 3,5—dihidroxitolueno o derivados de este en la preparacion de medicina y alimento funcional para tratar o
prevenir la depresion

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la aplicacion de 5-metil-1,3—-bencenodiol o derivados especificos de estos, o
medicinas de composiciones farmacéuticas o alimentos funcionales que los contienen, para usar en el tratamiento y
prevencion de la depresion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La depresién es un trastorno mental comin que afecta hasta 20% de la poblacion total. Los siguientes sintomas de la
depresién son comunes: el estado de animo deprimido persistente o recurrente, ansiedad, agitacion, trastornos del
suefo, respuesta anormal al éstres, y deterioro cognitivo funcional.

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado muchos modelos animales aceptados para evaluar la actividad de los
antidepresivos bajo el impulso de la neurofarmacologia. Los modelos mas ampliamente usados son la prueba de
natacion forzada y la prueba de suspension de la cola en los roedores. En los afios recientes, muchos estudios
demostraron que la oscuridad constante, la privacion del suefio y el estrés crénico impredecible leve son modelos
etiolégicos para la ocurrencia de la depresion. Estos modelos sentaron las bases para el estudio de los antidepresivos.
Aunque la patogénesis de la depresidon no es todavia del todo clara, los cambios en la plasticidad sinaptica del
hipocampo (por ejemplo, la potenciaciéon a largo plazo) y su papel en la funcién cognitiva puede ser uno de los
mecanismos fundamentales que subyacen a la depresion.

El 5-metil-1,3-bencenodiol (cominmente conocido como orcinol) se usa generalmente como un inhibidor de la
polimerizacion térmica en el procesamiento de los intermediarios de la pirdlisis para la sintesis organica. Es ademas un
reactivo para la determinacién especifica del ARN. El 5-metil-1,3-bencenodiol y sus derivados se han usado
frecuentemente como antioxidantes y poseen un grado de actividad antibacteriana. Hasta ahora, no hay ningun informe
acerca de su uso en la reduccion de la depresion, ansiedad, agitacion, trastornos del suefio, respuestas anormales al
estrés, o deterioro cognitivo funcional.
El documento CN 1171264 revela una mezcla de plantas que incluye Rhizoma curculinginis para tratar la depresion.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencién se relaciona con el 5-metil-1,3—bencenodiol o derivados especificos de éste, o medicinas de
composiciones farmacéuticas o alimentos funcionales que los contienen, para usar en el tratamiento y prevencion de la

depresion. Dichos derivados especificos se representan por la Férmula I:

Me
OR!
R2Q

1

en donde R’ y/o R? son hidrégeno, 3 —D—glucopiranosilo, B—D—glucopiranosil—(1—6)——D—glucopiranosilo, manosilo, 2,
3, 4, 6-tetra—p—acetil-p—D—glucopiranosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Mas preferentemente, los compuestos de la presente invencion son 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados
representados por la Férmula Il:
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Me

OR!
HO

It

en donde R' es hidrégeno, B —D-glucopiranosilo, f—D—glucopiranosil-(1—6)—-p—D—-glucopiranosilo, manosilo, 2, 3, 4, 6—
tetra—O—acetil-B—D—glucopiranosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo;

Mas preferentemente, en donde R' es hidrégen®§ —D-glucopiranosilo; B-D-glucopiranosil—(1—6)—3—D—
glucopiranosilo, el cual se enumera como orcinol; u orcinol-1-O—B—-D—glucopiranosido; u orcinol-1-O—[B-D—
glucopiranosil-(1—6)]-B—D—glucopiranosido.

Mas preferentemente, los compuestos de la presente invencién son los derivados de 5-metil-1,3—bencenodiol
representados por la Féormula lll:

Me

OGle
RO
111
en donde R? es B—D—glucopiranosilo, B—D—glucopiranosil-(1—6)——-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-—D—

glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo, benzoilo,
cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Especialmente, R? es 3—D-glucopiranosilo, f—D—glucopiranosil-(1—6)——D—glucopiranosilo, o ramnopiranosilo.

Mas preferentemente, los compuestos de la presente invencion son los derivados de 5-metil-1,3-bencenodiol
representados por la Formula 1V:

Me

OAc

R%0
v

en donde R? es B—D—glucopiranosilo, B—D—glucopiranosil-(1—6)——-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-—D—
glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosil, arabinosilo, acetilo, propionilo, benzoilo,
cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Preferentemente, R%es 2, 3, 4, 6-tetra—O-acetil-B—D—glucopiranosilo, o acetilo.

La depresién, como se describe en el Manual de Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, cuarta edicién
(DSM-I1V) publicado por la Asociacion Psiquiatrica Americana, y la Clasificacion Internacional de Enfermedades, décima
edicion (ICD-10), incluye diferentes subtipos de enfermedades mentales y trastornos con: (1) depresion y trastornos del
estado de animo, tales como la depresion, la mania, mania mixta, y la hipomania, (2) los trastornos depresivos, tales
como el trastorno depresivo y de mal humor, (3) otros trastornos afectivos, por ejemplo, causados por la mala salud, que
incluyen diferentes enfermedades mentales o subtipos de trastornos con caracteristicas de los trastornos depresivos y
los trastornos afectivos causados por sustancias (por ejemplo, los farmacos adictivos) o la terapia (tales como cirugia,
radioterapia o quimioterapia), (4) trastorno bipolar o trastorno afectivo bipolar, que contiene dos o mas episodios de
depresién e hipomania y episodios alternados de mania y depresion.

Ademas de los sintomas de la depresién descritos en el DSM-IV y la ICD-10, la presente invencién también involucra el
3
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tratamiento y prevencion de los trastornos del ritmo circadiano, trastornos del suefio, estrés crénico, ansiedad, deterioro
inducido por el estrés agudo, o deterioro cognitivo funcional o trastornos como sintomas adicionales de la depresion.

Trastornos del suefio y del ritmo circadiano: trastorno del suefio, una enfermedad muy comun en pacientes con
depresion, es uno de los contenidos de las escalas de clasificacion para evaluar la magnitud de la depresion. Los
trastornos del ritmo circadiano se refieren a la funcion fisiologica mas esencial. El ritmo circadiano normal, esta
determinado por la alternancia de luz y oscuridad. La diferencia horaria, temporada, habito de vida, o la herencia pueden
dar lugar a trastornos del ritmo circadiano, lo que puede resultar ademas en déficits de las funciones cerebrales
superiores, tales como la depresion y el deterioro cognitivo funcional. De acuerdo con el DSM-IV o la ICD-10, los
trastornos del suefio se dividen en tres categorias principales: (1) disomnias, tales como insomnio, hipersomnia,
narcolepsia, trastornos del suefio relacionados con la respiracion, y trastornos del suefio relacionados con el ritmo
circadiano; (2) parasomnias, tales como pesadillas, panico del suefio y sonambulismo; (3) los trastornos del suefio
relacionados con la salud y los trastornos del suefio provocados por sustancias (por ejemplo, los farmacos adictivos) o
la terapia (como la cirugia, radioterapia o quimioterapia).

La ansiedad es un sintoma muy comun en los pacientes con depresién. Es una de las directrices para evaluar la
magnitud de la depresion. Los trastornos de ansiedad incluyen dos categorias principales: (1) trastornos de panico, por
ejemplo, agorafobia, trastornos de panico particulares (tales como el miedo a animales particulares, entornos o
transfusion de sangre, fobia social o trastorno obsesivo—compulsivo), trastorno de estrés postraumatico, trastorno de
estrés agudo, trastorno de ansiedad prolongado, y (2) trastornos de ansiedad relacionados con la salud y trastornos
inducidos por sustancias (por ejemplo, los farmacos adictivos) o la terapia (tales como la cirugia, radioterapia o
quimioterapia). El laberinto en cruz elevado y la conducta de inmovilidad son modelos de roedores usados ampliamente
para evaluar la actividad anti—ansiedad de los medicamentos.

El estrés se define en los sistemas biolégicos como cualquier condicion que perturba seriamente la homeostasis
fisiolégica o psicologica de un organismo. Se cree que el estrés es uno de los principales factores que exacerba o que
conduce a muchas enfermedades, tales como la enfermedad mental y los trastornos funcionales cognitivos. Los eventos
estresantes pueden incluir una serie de acontecimientos de la vida diaria, y varian de persona a persona. Tomando
algunas sustancias, por ejemplo, los farmacos adictivos o el sometimiento a terapia, tal como la cirugia, por lo general
conducen a respuestas de estrés anormales. Los indicadores bioldgicos usados comunmente para evaluar el estrés
incluyen los niveles de corticosteroides (tal como la corticosterona en roedores y cortisol en humanos), que puede
conducir a un deterioro inducido por el estrés agudo relevante, tales como el dafio de la plasticidad sinaptica del
hipocampo, asi como el aprendizaje y la memoria. En experimentos con animales, los métodos de estrés comunmente
usados incluyen golpes de pie y la plataforma elevada.

La cognicion es una de las funciones cerebrales superiores mas importantes. Se refiere al aprendizaje, la memoria, el
lenguaje, el pensamiento y el estado de animo. La depresion se considera que es un tipo de trastorno cognitivo, y los
pacientes que la padecen tienen estado de animo y pensamientos negativos automaticamente. En 1949, Hebb propuso
la idea de que la modificacidn sinaptica es la base del aprendizaje y la memoria. En 1973, esta hipétesis se validoé en
experimentos por Bliss y otros que descubrieron la potenciacién del hipocampo a largo plazo (LTP). Sin embargo, hasta
el momento ningin medicamento que regula directamente la LTP se ha usado para tratar la depresion en la clinica.
Efectos curativos mejores y mas rapidos se pueden lograr mediante el desarrollo de medicamentos que modifican la
plasticidad sinaptica en el tratamiento de la depresion, sus sintomas relacionados, y sus causas.

El 5-metil-1,3-bencenodiol o sus derivados pueden usarse directamente en forma libre o en composiciones
farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas descritas contienen relaciones en peso de 0.1-99% de 5-metil-1,3—
bencenodiol o sus derivados en excipientes farmacéuticamente aceptables.

Como se usa en la presente, el término "portadores farmacéuticos y/o excipientes" significa uno o méas sdlidos,
semisolidos, o diluyente liquido, carga, o auxiliar de formulacion de cualquier tipo. Las composiciones farmacéuticas de
5-metil-1,3—bencenodiol o derivados de estos se preparan para ser varios excipientes farmacéuticamente aceptables o
suplementos dietéticos aceptables por técnicas bien conocidas en el campo de los productos farmacéuticos y alimentos.
Los excipientes farmacéuticamente aceptables o suplementos dietéticos aceptables incluyen nebulizaciones, aerosoles,
liquidos, tales como inyecciones, suspensiones, emulsiones, y jarabes, y soélidos tales como tabletas, capsulas y
granulos, o polvo disuelto o suspendido en liquido.

En la presente invencion, los métodos de administracion incluyen la inyeccion o infusion (intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, o subcutanea), y la administracion oral, sublingual, y mucosal.

La dosificacion efectiva de los componentes activos (5—metil-1,3—-bencenodiol o derivados) para tratar o prevenir las
enfermedades antes mencionadas, sus causas y sintomas es entre 0.1 mg/adulto/dia y 12 g/adulto/dia, y la dosificacion
optima es 50-200 mg/adulto/dia.

La presente invencion revela que el 5—metil-1,3—bencenodiol o los derivados de este, las composiciones farmacéuticas,
medicamentos, y alimentos funcionales que los contienen proporcionan una nueva opcién para el tratamiento y
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prevencion de la depresion, sintomas indicativos de depresion, tales como la ansiedad, el estrés, y el deterioro cognitivo
y las causas etiologicas de la depresion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los siguientes ejemplos describen los detalles de los compuestos y métodos para la comprensién y suplementos de la
invencion.

El orcinol (OR), orcinol-1-O—-D—glucopiranosido (ORG) y el orcinol-1-O—[B-D—glucopiranosil-(1—6)]- B-D-
glucopiranosido (ORGG) pueden extraerse a partir de Curculigo orchioides Garr. Otros derivados de orcinol pueden
prepararse por técnicas bien conocidas. El proceso especifico es como sigue:

1. El orcinol se puede hacer reaccionar con el producto acetilado correspondiente de azucares en donde R’ y/o R? son
—D—glucopiranosilo, B—D-glucopiranosil—(1—6)—3—D-glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo,
fucosilo, xilosilo, o arabinosilo, y los compuestos correspondientes se pueden obtener a través de la reaccion del orcinol
con el producto indicado acetilado de azicares en metanol bajo proteccién de la luz y por adicion de acido bromhidrico y
acido acético y la agitacion durante 1-5 horas a temperatura ambiente. Se obtienen glicésidos acetilados de orcinol. Los
glicdsidos acetilados de orcinol correspondientes se tratan con metdxido de sodio en metanol durante 1-5 horas a
temperatura ambiente para dar los correspondientes glicésidos de orcinol.

2. Cuando R' y R? son acilo, orcinol o glicosidos de orcinol se disuelven en piridina por la adicién de los anhidridos
correspondientes de acido o cloruros de acilo y 4—dimetilaminopiridina al 10-20% y agitacion durante 3-5 horas a 60—
120°C. La mezcla se vierte en agua y después se extrae con cloroformo para dar el producto crudo el cual se purifica
adicionalmente para dar productos acilatados.

3. Cuando R" y R? son alquil, orcinol o glicosidos de orcinol se disuelven en tetrahidrofurano o dimetil sulfoxido por
adicion de hidruro sédico y agitacion por 30—-60 min. Después de la adicion del alquilégeno correspondiente, la mezcla
de reaccion se agita adicionalmente por 3-5 h, y después se vierte en agua y se extrae con cloroformo para dar un
producto crudo el cual se purifica adicionalmente para dar productos aquilatados.

EJEMPLO 1

Extraccion y aislamiento de orcinol-1-O-B-D-glucopiranosido, orcinol, y orcinol-1-O-[B—D—glucopiranosil-
(1—6)]-B-D—-glucopiranosido

Se recogid Curculigo orchioides Garr., se seco a la sombra o al sol, y se hizo un polvo.

El material en polvo (20 kg) se extrajo 3 veces con etanol al 90% (200 kg) bajo reflujo por 2 h cada vez. Los extractos se
combinaron y concentraron a aproximadamente 30 kg, y se filtraron después de 12 h de deposicion. Los extractos
crudos se cromatografiaron después en una columna de resina microporosa D—101 (el peso de la resina fue de 20 kg) y
se eluyeron sucesivamente con 100 kg de agua destilada, 60 kg de etanol, al 70%, y 60 kg de etanol al 90%. El
eluyente de etanol al 70% y el eluyente de etanol al 90% se recogieron separadamente y se evaporaron hasta secarse
para obtener el eluyente de etanol al 70% (340 g) y el eluyente de etanol al 90% (60 g).

El eluyente de etanol al 70% obtenido (340 g) se disolvié en metanol y se absorbié en 400 g de gel de silice. Después
de secarse a temperatura ambiente, el sélido se pulverizé y se tamizé y se sometié a cromatografia en gel de silice (2.1
kg, 200-300 mesh) y se eluyé con cloroformo—metanol-agua (90:10:1 a 70:30:3, v/v/v) para obtener 26 fracciones.
Cada fraccion fue de 1500 ml. Las fracciones 2—-3 se combinaron, se concentraron, y se cristalizaron a partir de etanol
para dar orcinol (5 g). Las fracciones 9—15 se combinaron, se concentraron, y se cristalizaron a partir de etanol para dar
orcinol-1-O—p-D—glucopiranosido (50 g). Las fracciones 22-26 se combinaron, se concentraron, y se cristalizaron a
partir de etanol para dar orcinol-1-O—[—D—glucopiranosil—(1—6)]-f—D—glucopiranosido (10 g).

Determinacion de la estructura: La rotacion optica se midié con un polarimetro SEPA-300; los espectros UV-VIS se
obtuvieron con un espectrometro UV-210A; los datos de IR se recogieron en un espectrometro Bio—Rad FTS-135 con
pastilas de KBr; los espectros de la resonancia magnética nuclear (1H NMR vy *c NMR) se corrieron en un
espectréometro Bruker DRX500 en CDCIl;3 con TMS como patrdn interno. Los materiales para la cromatografia en
columna y cromatografia de capa fina en gel de silice fueron de Makall Group Co. Ltd. (Qingdao, China).
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Nombre: Orcinol-1-O—3-D-glicopiranésido

Férmula molecular: C43H1507;

Peso molecular: 286;

Propiedades: Polvo amarillo claro;

[a]o —63.03° (¢ 5.95, metanol);

UV (metanol): Amax (loge) 279 (3.19), 273 (3.21), 219 (3.99), 203 (4.58);

IR (KBr): vmax 3495, 3385, 1620, 1596, 1175, 1076, 1032 cm™;

FAB-MS (-): m/z 285 [(M-1)", 100], 123 [(M-1-glc)", 87];

'H-NMR (CD30OD, 400 MHz) d4: 6.41 (1H, s, H-2), 6.36 (1H, s, H-6), 6.29 (1H, s, H-4), 4.84 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1"),
2.22 (3H, s, H-7);

BC-NMR (CD3s0D,100 MHz) &¢: 160.1 (s, C-1), 111.4(d, C-2), 159.2 (s, C-3), 102.4 (s, C—4), 141.3 (s, C-5), 110.0 (d,
C-6), 21.6(q, C-7), 102.5(d, C-1"), 75.0 (d, C-2"), 78.1 (d, C-3"), 71.6 (d, C-4"), 78.2 (d, C-5"), 62.7 (t, C-6").

Nombre: Orcinol

12

Foérmula molecular: C7HgOo;

Peso molecular: 124;

Propiedades: Polvo blanco—amairillo claro;

UV (metanol): Amax (loge) 281 (3.20), 275 (3.22), 204 (4.59);

IR (KBr): vmax 3313, 1629, 1601, 1512, 1477, 1332, 1208, 1148, 1032, 973 cm™";

EI-MS (70 ev): miz 125 [(M+1)",8], 124 [M", 100], 123 [(M—1), 55], 107[(M+1-18)", 7], 95 (12), 77(8);

'H-NMR (CDsOD, 400 MHz) &4 6.14 (2H, brs, H-2, 6), 6.10 (1H, brs, H-4), 2.16 (3H, s, H-7);
¥C—NMR (CD30D,100 MHz) &.: 159.2 (sx2, C—1, 3),108.7 (dx2, C-2, 6), 108.7 (s, C—4), 141.2 (s, C-5), 21.5 (g, C-7).

Nombre: Orcinol-1-O-[B-D-glucopiranosil-(1—6)]-f—D—glucopiranosido

Foérmula molecular: C1gH2g012;

Peso molecular: 448;

Propiedades: Polvo blanco amorfo;
M.p.:117-119°C;

FAB-MS (=) (m/z): 447 [M-1]", 123 [M—1-2gIc];
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"H NMR (400MHz, CD30D) &y: 6.43 (1H, brs, H-2), 6.40 (1H, brs, H-4), 6.28 (1H, brs, H-6), 4.82 (1H, d, J= 7.30 Hz, H—
1", 4.40 (1H, d, J= 7.73 Hz, H-1"), 2.21 (3H, s, H-7);

BCNMR (125 MHz, CD;0D) 8¢: 160.0 (s, C—1), 102.0 (d, C-2), 159.2 (s, C-3), 111.2 (d, C—4), 141.3 (s, C-5), 109.8 (d,
C-6), 21.7 (s, C-7), 102.1 (d, C-1"), 74.8 (d, C-2"), 77.7 (d, C=3"), 71.3 (s, C—4'), 77.5 (d, C-5), 69.6 (t, C—6"), 104.6 (d,
C-1"), 75.2 (d, C-2"), 77.8 (d, C-3"), 71.5 (d,C—4"), 77.9 (d, C-5"), 62.6(t, C—6").

EJEMPLO 2
Preparacion de 1,3-O-diacetilorcinol

Un matraz de fondo redondo de 100 ml se cargd con piridina (40 ml) y orcinol (1.24 g, 0.01 mol). La mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente y se afiadié anhidrido acético (3 ml) en forma de gotas. Después de agitarse por 24 h a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se vertié en 200 ml de agua helada. La mezcla se extrajo con etil acetato
(3%x50 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron 3 veces con acido clorhidrico al 5%, 3 veces con NaHCO3
saturado ac., y 3 veces con cloruro de sodio saturado, se secaron sobre Na,SOy, se filtraron, y se evaporaron hasta
secarse al vacio. El producto crudo se sometié a cromatografia en gel de silice y se eluyé con éter de petréleo—acetona
(90:10, v/v) para dar 1, 3—O-diacetilorcinol (1.87 g, rendimiento 90%).

Nombre: 1,3—O-Diacetilorcinol

OAc

AcO

Férmula molecular: C11H1204;

Peso molecular: 208;

Propiedades: Aceite incoloro

Datos estructurales de 1, 3—O-Diacetilorcinol:

ESI-MS (+) m/z: 231 [M+Na]";

IR (KBr) vmax: 1769, 1602, 1592, 1466, 1434, 1369, 1292, 1198, 1124, 1036 cm™;

'H NMR (CDCl3) dn: 6.78 (2H, s, J = 1.9 Hz, H-4, 6), 6.71 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-2), 2.30 (3H, s, H-7), 2.19 (s, 6H);
3C NMR (CDCl3) 0¢: 169.0 (s, CH3CO), 169.0 (s, CH3CO), 150.9 (s, C-1), 150.9 (s, C-3), 140.3 (s, C-5), 119.7 (d, C-
4), 119.7 (d, C-6), 112.5 (d, C-2), 21.2 (g, C-7), 20.9 (g, CH3CO), 20.9 (q, CH3CO).

EJEMPLO 3
Preparacion de 3—O-acetil-orcinol-1-0—(2, 3, 4, 6—tetraacetil)-f—D-glucopiranosido

El orcinol (286 mg) se disolvié en piridina (20 ml). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente y se afiadié
anhidrido acético (2.5 g, 25 mmol) en forma de gotas. Después de agitarse por 24 h a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccion se vertié en 50 ml de agua helada. La mezcla se extrajo con etil acetato (3x20 ml). Las capas organicas se
combinaron, se lavaron 3 veces con acido clorhidrico al 5%, 3 veces con NaHCO3 saturado ac., y 3 veces con cloruro
de sodio saturado, se secaron sobre Na>SOQy, se filtraron, y se evaporaron hasta secarse al vacio. El producto crudo se
sometio a cromatografia en gel de silice para dar 3—O-acetil-orcinol-1-0—(2, 3, 4, 6-tetraacetil)-f—D—glucopiranosido
(421 mg, rendimiento 85%).

Nombre: 3—O-acetil-orcinol-1-0-(2, 3, 4, 6 — tetraacetil)-B—D—-glucopiranosido

Foérmula molecular: CozHogO42;
Peso molecular: 496;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2404 819 T3

Propiedades: Polvo blanco amorfo;

ESI-MS (+) m/z: 519 [M+Na]";

IR (KBr) Vmax: 1759, 1625, 1590, 1373, 1241, 1211 cm™;

'H NMR (CDCl3) 84: 6.68 (1H, s, J = 1.9 Hz), 6.63 (1H, s,

J=19Hz), 6.54 (1H, s, J = 1.9 Hz), 5.30-5.22 (m, 2H), 5.14 (t, 1H, J = 9.7 Hz), 5.06 (1H, d, J = 7.5 Hz), 4.28-4.14 (m,
2H), 3.89-3.85 (m, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H);

C NMR (CDCls) 8¢: 170.6 (s, CH3CO), 170.2 (s, CH3CO), 169.4 (s, CHsCO), 169.3 (s, CH3CO), 169.3 (s, CHsCO),
157.2 (s, C=-3), 151.1 (s, C-1), 140.6 (s, C-5), 117.2 (d, C-6), 115.1 (d, C—4), 107.6 (d, C-2), 98.8 (s, C-1"), 72.6 (d, C-
3", 72.0 (d, C-5"), 71.0 (d, C-2'), 68.2 (d, C—4"), 62.0 (t, C-6"), 21.5 (q, C-7), 21.1 (q, CH3CO), 20.6 (g, CH3COx4).

EJEMPLO 4
Preparacion de orcinol-1-tetra—O—acetil-ramnopiranosa

La tetra—O-acetil-ramnopiranosa (36 g) se disolvié en una mezcla (100 ml) de acido bromhidrico y acido acético. La
mezcla de reaccion se agité por 5 h bajo proteccion de la luz. La mezcla de reaccién se vertié en 500 ml de agua helada
y se extrajo con etil acetato (3x500 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron 3 veces con agua, 3 veces con
NaHCOs3; ac. al 5%, y 3 veces con cloruro de sodio saturado, se secaron sobre Na;SO,, se filtraron, y se evaporaron
hasta secarse al vacio para dar bromuro de tetra—O-acetil-ramnopiranosilo.

El orcinol (12.4 g) se disolvid en cloroformo (20 ml). La mezcla de reaccidn se agitd y se afadio solucion de hidréxido de
sodio al 5% (20 ml). Cuando la temperatura se elevo hasta 50°C, la solucién de bromuro de tetra—O-acetil—
ramnopiranosilo (0.12 mol) disuelta en cloroformo se afiadié en forma de gotas. La mezcla de reaccion se agité a 50°C
hasta que la reaccién se completd, después se verti6 en 150 ml de agua helada. El pH se ajusté a 7 con &cido
clorhidrico al 5%. La mezcla se extrajo con acetato de etilo. Las capas organicas se combinaron, se lavaron con cloruro
de sodio saturado, se secaron sobre NaSOys, se filtraron, y se evaporaron hasta secarse al vacio. El producto crudo se
sometié a cromatografia en gel de silice y se eluyé con etil acetato—éter de petroleo (5:1, v/v) para dar orcinol-1-tetra—
O-acetil-ramnopiranosa (1.87g, rendimiento 90%).

EJEMPLO 5
Preparacion de orcinol-1-ramnopiranosa

El metoxido de sodio (0.18 g) se afiadié a una solucién de orcinol-1-tetra—O—acetil-ramnopiranosa (4.14 g) en metanol
(20 ml). Después de agitarse por 2 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se neutralizé con acido clorhidrico
al 5%. El metanol se elimind al vacio después de la adicion de agua destilada (50 ml). La mezcla se extrajo con n—
butanol (3x50 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron con cloruro de sodio saturado, se secaron sobre
Na,SOq, se filtraron, y se evaporaron hasta secarse al vacio. El producto crudo se cristalizé a partir de etanol para dar
orcinol-1-ramnopiranosa.

EJEMPLO 6

El orcinol-1—-O—-D—glucopiranosido preparado de acuerdo al EJEMPLO 1 se disolvid en agua para inyeccion.
Después de la filtracién bacteriana (filtracion 0.2—0.45 um), la soluciéon se sub—envasé en viales, se sell6, y esterilizd
para dar la inyeccién de orcinol-1-O—3—D-glucopiranosido.

EJEMPLO 7

El orcinol-1-O—B—D—glucopiranosido preparado de acuerdo al EJEMPLO 1 se disolvié en agua libre de bacterias para
inyeccion. La solucion se filtrd por filtracién a vacio usando un embudo Buchner, se filtr6 con un filtro de precision
(filtracion 0.2-0.45 ym) bajo condiciones libres de bacterias, se sub—envasd en ampulas, y se sell6 después de la
liofilizacion para dar un polvo liofilizado para inyeccién de orcinol-1-O—3—D-glucopiranosido.

EJEMPLO 8

El orcinol-1-O—f-D—glucopiranosido preparado de acuerdo al EJEMPLO 1 se mezclé con excipientes para dar la
inyeccion en polvo de orcinol-1-O—f—D—glucopiranosido. La relacion en peso de la primera a la segunda fue de 9:1.

EJEMPLO 9
El orcinol-1-O—p-D—glucopiranosido se preparé de acuerdo al EJEMPLO 1. Las tabletas, capsulas, y granulos se

prepararon mezclando el orcinol-1-O—3—D-glucopiranosido con excipientes en relaciones en peso del compuesto y
excipientes entre 1:5y 1:10.
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EJEMPLO 10

El orcinol-1-O—f-D—glucopiranosido se prepard de acuerdo al EJEMPLO 1. Se preparé el liquido oral de orcinol-1-O—
B—D—glucopiranosido de acuerdo con los métodos convencionales.

EJEMPLO 11

El orcinol-1-O—B-D—glucopiranosido se preparé de acuerdo al EJEMPLO 1. Las capsulas y granulos se prepararon
mezclando el orcinol-1-O—p-D—glucopiranosido con excipientes en una relacion en peso de 5:1.

EJEMPLO 12

Se mezclaron el orcinol-1-O—B—-D—glucopiranosido (12.4 g) preparado de acuerdo al EJEMPLO 1, almidén (600 g),
lactosa (200 g), mentol (5 g) y almidén de carboximetil sédico (183 g) y se prepararon posteriormente para ser
comprimidos como alimentos funcionales.

[0049] Para una mejor comprension de la esencia de la invencion, los efectos farmacoldgicos de las composiciones
farmacéuticas que contienen orcinol o sus derivados y portadores o excipientes farmacéuticos fueron estudiados.

Experimento 1
Estudio farmacolégico de ORG y OR

1 Efectos antidepresivos de ORG y OR con la relaciéon dosis—efecto en la prueba de suspensién de cola (TST) y
la prueba de natacion forzada (FST) en ratas y ratones

1.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming y ratas Sprague—Dawley (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003-16) del Instituto de
Animales Experimentales, Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Los ratones tenian 3—4 semanas de edad al
comienzo de los experimentos y pesaban 25-30 g. Las ratas pesaban 250-300g. El nimero de animales en cada grupo
se muestra en las Tablas 1-5. El orcinol (OR), orcinol-1-O——-D—glucopiranosido (ORG), orcinol-1-O-[3-D-
glucopiranosil—-(1—6)]-3—D—glucopiranosido (ORGG), 1,3—O-diacetilorcinol (OR-2Ac), y 3—O-acetil-orcinol-1-0O—(2, 3,
4, 6-tetraacetil)-B—D—glucopiranosido (ORG-5Ac) se prepararon de acuerdo a los EJEMPLOS 1, 2, y 3. Los animales
se dividieron en un grupo experimental con diferentes dosis, un grupo del vehiculo, y dos grupos de control positivo que
contienen un grupo de la imipramina (Sigma, Lote NUm.106k1588) y un grupo de venlafaxina (Wuhan Yuancheng Co.,
Ltd., Lote N0om.200701001).

Farmacos: ORG se disolvié en solucion salina normal. En los controles positivos, se suspendié la imipramina o la
venlafaxina en solucién salina normal que contiene CMC—sodio al 0.5 % por sonicacion. La dosis de imipramina o
venlafaxina fue de 15 mg/kg. El volumen de inyeccion i.g. o i.p. fue 0.1 ml/10 g en ratones y 1 ml/100 g 0 0.1 mI/100 g en
ratas.

FST en ratones: El aparato consistid en un cilindro (24 cm alto x15 cm diametro) lleno de agua hasta 17 cm de
profundidad, a una temperatura de 24+2°C. Todos los medicamentos y vehiculos se administraron 24 h y 5 h antes del
comienzo de la FST. El tiempo de inmovilidad de los ratones durante los Ultimos 4 minutos del periodo total de 6 min se
registr6 manualmente.

FST en ratas: Hubo dos sesiones de natacidon en cada experimento. Primero se realizé una prueba previa sesion de
natacion durante 15 min y el tiempo de inmovilidad durante los primeros periodos de 5 min se registr6 manualmente. Si
el tiempo de inmovilidad fue demasiado largo o demasiado corto, se rechazo la rata. Todos los medicamentos y los
vehiculos se administraron dos veces en 0 y 19 h después de la prueba previa sesidén de natacion. Veinticuatro horas
después de la prueba previa sesidon de natacion, el tiempo de inmovilidad durante la sesion de prueba de 5 min se
registr6 manualmente.

TST en ratones: Todos los medicamentos y los vehiculos se administraron 24 h y 5 h antes del inicio de la TST. Los
ratones se suspendieron por una cinta adhesiva para fijar la cola a los 2 cm de la punta de la cola a una barra horizontal
que se coloca 50 cm por encima del piso de la camara de prueba. El tiempo de inmovilidad durante 6 min se registrd
manualmente.

Analisis de datos: Los resultados se expresan como la media + SEM y se analizaron con el programa SPSS 11. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante analisis unidireccional de varianza (ANOVA) seguido de al menos la
prueba de la diferencia significativa (LSD). El nivel de significacion se fij6 en P <0.05. Los valores EDs se calcularon
usando el programa GraphPad Prism.
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Tabla 1. Relacién tiempo de inmovilidad—dosis de ORG (i.g.) en la FST en ratas

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
NS 1ml/100 g 30 179.50 £ 5.32

ORG 0.0625 10 187.20 + 11.97 0.60
0.125 20 181.50 £ 8.19 0.86

0.1875 20 138.90 + 13.31* 0.006

0.25 20 121.05 + 9.44* <0.001

0.5 20 113.70 £ 6.74* <0.001

1 20 96.87 + 7.40* <0.001

2 20 91.60 + 7.06* <0.001

4 20 84.40 + 9.20* <0.001

8 20 94.30 + 9.86* <0.001

16 20 91.40 + 11.36* <0.001

32 19 107.26 £ 10.74* <0.001

64 20 105.90 £ 19.77* <0.001

128 20 103.00 + 17.42* <0.001

Venlafaxina 15 10 100.80 + 9.84* <0.001
Imipramina 15 29 92.72 £ 7.09* <0.001

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD).

Se evalud la relaciéon dosis—efecto de ORG administrado oralmente en ratas. El ORG disminuy6 el tiempo de inmovilidad
y el efecto fue significativamente dependiente de la dosis (Tabla 1). La dosis de mejor eficacia fue 4 mg/kg, y la EDsg fue
aproximadamente 0.22 mg/kg.

1.2.2 Efecto antidepresivo de ORG (i.g.) en la FST en ratones
En el presente estudio, se administré ORG i.g. a las 24 h y 5 h antes del comienzo de la FST. El tiempo de inmovilidad
disminuyd y el efecto fue significativamente dependiente de la dosis (Tabla 2). La dosis de mejor eficacia fue 3 mg/kg, y

la EDso fue aproximadamente 0.22 mg/kg

Tabla 2. Relacién del tiempo de inmovilidad—dosis de ORG (i.g.) en la FST en ratones

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
NS 0.1ml/10 g 108 178.50 + 3.04

0.093 40 169.35 £ 4.32 0.26
0.186 30 155.30 £ 9.19* 0.01

0.3725 30 137.57 £ 6.41* <0.001

0.75 60 139.45 + 7.04* <0.001

ORG 1.5 60 127.23 £ 6.63* <0.001

3 78 114.41 £ 6.23* <0.001

6 70 129.76 + 5.99* <0.001

12 70 122.71 £ 5.56* <0.001

24 70 121.57 £6.13* <0.001

10
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Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media £ SEM) Valor P
48 69 135.36 + 4.60* <0.001

96 50 145.34 + 5.39* <0.001

Venlafaxina 15 78 134.28 + 3.76* <0.001
Imipramina 15 79 131.20 £ 3.91* <0.001

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD).

1.2.3 Efecto antidepresivo de ORG (i.g.) en la TST en ratones

El ORG se administro i.g. a las 24 h y 5 h antes del comienzo de la TST. El tiempo de inmovilidad disminuyé y el efecto
fue significativamente dependiente de la dosis (Tabla 3). La dosis de mejor eficacia fue 12 mg/kg, y la EDsy fue
aproximadamente 0.73 mg/kg.

Tabla 3. Relacién tiempo de inmovilidad—dosis de ORG (i.g.) en la TST en ratones

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
NS 0.1ml/10g 38 161.18 £ 5.47

0.1875 40 161.70 £ 6.89 0.95
0.375 40 155.68 £ 6.77 0.52

0.5 30 125.30 £ 6.93* <0.001

0.75 30 117.33 £ 6.56* <0.001

1.5 30 109.27 £ 6.81* <0.001

ORG 3 30 98.07 + 5.95* <0.001

6 30 89.73 £ 5.02* <0.001

12 30 77.67 £ 5.33* <0.001

24 30 91.03 + 7.44* <0.001

48 20 100.20 £ 10.46* <0.001

96 19 107.68 + 8.85* <0.001

Venlafaxina 15 20 102.85 + 9.34* <0.001

Imipramina 15 40 105.65 +5.71* <0.001

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

1.2.4 Efecto antidepresivo de OR (i.p.) en la FST en ratones

En este estudio, se administré OR i.p. a las 24 h y 5 h antes del comienzo de la FST. El tiempo de inmovilidad disminuyé

(Tabla 4).
Tabla 4. Efecto de OR (i.p.) en el tiempo de inmovilidad en la FST en ratones
Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media £+ SEM) Valor P
NS 0.1ml/10 g 9 156.56 + 19.78
o) 10 10 82.40 + 10.64* 0.005
Imipramina 15 13 96.38 + 12.04 0.15

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

1.2.5 Efecto antidepresivo de los derivados de ORG (i.p.) en la FST en ratones

En este estudio, los derivados de ORG (ORGG, OR-2Ac, y ORG-5Ac) se administraron por inyeccion intraperitoneal
(i.p.) alas 24 h y 5 h antes del comienzo de la FST. Todos los derivados de ORG disminuyeron el tiempo de inmovilidad
de ratones en el modelo FST (Tabla 5).
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Tabla 5 Efecto de los derivados de ORG (i.p.) en el tiempo de inmovilidad en FST en ratones

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P

' NS 0.1ml/10g 10 213.60 £ 3.77
ORGG 10 10 184.20 + 11.29* 0.012
OR-2Ac 10 10 170.10 £ 6.37* <0.001
ORG-5Ac 10 10 178.90 £ 9.61* 0.003
I Imipramina 15 10 146.00 + 6.46* <0.001

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

1.3 indice terapéutico (TI) de actividad antidepresiva de ORG

En el ensayo de toxicidad aguda, cuando los ratones Kunming se administraron con una dosis de 1750 mg/kg de ORG,
concentracion saturada, la investigacion etoldgica e histolégica no encontraron nada anormal. Por tanto la dosis toxica
media (TDso) de ORG fue mayor que 1750 mg/kg.

El indice terapéutico (Tl) de ORG en ratones en la FST = TDsp + EDsg = > 1750 mg/kg = 0.22 mg/kg = >7955.

El indice terapéutico (TI) de ORG en ratones en la TST = EDso + ED50 = >1750 mg/kg = 0.73 mg/kg = >2397.

Experimento 2

Efecto antidepresivo del ORG con el tiempo de evolucién—-dependencia en la prueba de natacion forzada (FST)
en ratones

2.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003—16) del Instituto de Animales Experimentales,
Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo de los experimentos y
pesaban 25-30 g. El numero de animales en cada grupo se muestra en las Tablas 6-8. El ORG se preparé como se
describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos experimentales con diferentes dosis y grupos control del
vehiculo.

2.1.1 Administracién y Disefio Experimental:

El ORG se disolvié en soluciéon salina normal (NS) a diferentes concentraciones. Todos los medicamentos y sus
vehiculos se administraron oralmente en un volumen de 0.1 mi/10 g.

2.1.2 Frecuencia de administracion:

Los animales se trataron con ORG (3 mg/kg) o NS 1 a 5 veces por via oral dentro de 24 h. El tiempo de inmovilidad se
registrd 5 h después del ultimo tratamiento con ORG.

2.1.3 Comparacion de diferentes dosis y frecuencias de administracion:

Los ratones se trataron una vez con 6 mg/kg de ORG o dos veces con 3 mg/kg de ORG dentro de 24 h. El tiempo de
inmovilidad se registré 5 h después del ultimo tratamiento con ORG.

2.1.4 Efecto del ORG en la actividad antidepresiva (hora de inicio y el tiempo de mantenimiento):

Los ratones se trataron con ORG (3 mg/kg). Diecinueve horas después de la administracion, se les dio otra dosis de
ORG (3 mg/kg).

El tiempo de inmovilidad se registr6 a 2.5 h, 5 h, 24 h, 72 h y 2 semanas después de la segunda administracion.
2.1.5 Analisis de datos:

Los resultados se expresan como mediat SEM (%).Los tiempos de inmovilidad de los grupos NS se establecieron
como el 100%, y el efecto antidepresivo de cada grupo se calculé basandose en el grupo NS. Un mejor efecto
antidepresivo se muestra como un valor de porcentaje inferior. Este método de normalizacion permiti6 comparaciones
entre los grupos experimentales. El analisis estadistico fue la ANOVA unidireccional seguida de la prueba LSD. Un valor
de P <0.05 se considerd significativo.
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2.2. Resultados

2.2.1 Efecto antidepresivo del ORG en diferentes frecuencias de administracion dentro de las 24 h en la FST en
ratones.

El ORG (3 mg/kg) se administré 1-5 veces dentro de las 24 h. El tiempo de inmovilidad se redujo significativamente en
los grupos tratados 2 o 3 veces con ORG (Tabla 6). Los resultados muestran que el mejor efecto del medicamento se
obtuvo después de 2 o 3 veces de administracion dentro de las 24 h a intervalos de 10-19 h.

Tabla 6. Frecuencia de administracion y efecto antidepresivo del ORG en la FST en ratones

Grupo Dosis Frecuencia de administracion en Numero de Inmovilidad (%NS) (media Valor
(mg/kg) 24 h animales SEM) P
NS 10 100
3 1 10 83.57 £ 6.66 0.098
3 2 10 64.98 + 5.96* 0.001
ORG 3 3 10 65.65 + 9.67* 0.001
3 4 10 89.81 £ 6.50 0.302
3 5 10 91.26 +5.93 0.375

*P < 0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

2.2.2 Comparacion del efecto antidepresivo entre diferentes frecuencias de administracion con la misma dosis
final dentro de las 24 h

Cuando los ratones se trataron una vez con 6 mg/kg de ORG o dos veces con 3 mg/kg de ORG en 24 h, los tiempos de
inmovilidad disminuyeron en todos los grupos (Tabla 7). Pero un mejor efecto se muestra en los ratones tratados con 3
mg/kg de ORG en 24 h.

Tabla 7. La misma dosis administrada dos veces tuvo un mejor efecto antidepresivo que cuando se administré una vez
dentro de las 24 h

Grupo Dosis Frecuencia de administracion en Nﬂmero de Inmovilidad (%NS) (media + Valor
(mg/kg) 24 h animales SEM) P
NS 31 100
ORG 2 9 64.03 + 7.20* <0.001
ORG 6 1 30 80.70 + 4.64* =0.002

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

2.2.3 Efecto antidepresivo del ORG con rapido inicio y mantenimiento de larga duraciéon en la FST

A los ratones recibieron el ORG por via oral (3 mg/kg). Diecinueve horas mas tarde, se administré otra dosis de ORG (3
mg / kg). El tiempo de inmovilidad se registré a las 2.5 h, 5 h, 24 h, 72 h y 2 semanas después de la segunda
administracion. El efecto antidepresivo de ORG ocurrié rapidamente a las 2.5 h después de la segunda administracion.
El mejor efecto se produjo a las 24 h después de la segunda administracion y el efecto se mantuvo durante al menos 72
h (Tabla 8). Los resultados muestran que el ORG tiene un inicio rapido del efecto antidepresivo que dura por lo menos
72 h.

Tabla 8 Relacién tiempo-respuesta para el ORG en la FST en ratones

Grupo Dosis Tiempo después de la ultima Ndamero de Inmovilidad (%NS) (media £ | Valor
P (mg/kg) administracion (h) animales SEM) P
NS 50 100
6 2.5 20 73.63 +4.21* <0.001
6 5 20 71.92 £ 6.05* 0.001
ORG
6 24 20 62.83 £ 6.59* <0.001
6 72 20 77.33 £6.07* 0.002
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T

Grupo Dosis Tiempo después de la ultima Numero de Inmovilidad (%NS) (media £ | Valor
P (mg/kg) administracion (h) animales SEM) P
6 2 (semanas) 20 99.54 + 5.54 0.954

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

Experimento 3

Efecto antidepresivo del ORG en el modelo de estrés crénico impredecible leve en ratones

El estrés cronico impredecible leve (CMS) es considerado como un modelo de depresién que tiene la misma etiologia de
estrés crénico que exacerba o causa la depresién en los seres humanos. Una variedad de tensiones leves
impredecibles como la restriccion a la bebida o comida, la abstinencia, y la natacién, puede llevar a los animales a la
falta de respuesta a la recompensa (por ejemplo, preferencia por bebidas con azucar).El tiempo de inmovilidad se
incrementa significativamente en la FST y TST después de la exposicion al CMS, lo que indica una depresion mas
severa. Asi, el CMS se usa ampliamente para evaluar los efectos de los antidepresivos en la depresion causada por el

estrés..

3.1. Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003—16) del Instituto de Animales Experimentales,
Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo de los experimentos y
pesaban 25-30 g. El nimero de animales en cada grupo se muestra en las Tablas 9 y 10. El ORG se preparé como se
describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos experimentales con diferentes dosis, un grupo control
del vehiculo, y un grupo de imipramina (Sigma, Lote NUum. 106k1588) como control positivo.

Modelo CMS: El estrés cronico leve al que fueron sometidos los ratones Kunming fue la inversién del ritmo circadiano,
luz continua, frio, ropa de cama humeda, jaulas de inclinacion, restriccion a la comida y agua, y la abstinencia. Sélo se
aplicé uno de estos estreses a cada ratdn al azar dentro de las 24 h, y la misma tension no aparecié dos veces
consecutivas. El periodo de estrés duré 8 semanas. En la Ultima semana, se administré el ORG oralmente una vez al
dia durante 7 dias consecutivos. El ensayo de comportamiento se llevé a cabo 30 min después de la ultima
administracion. El parametro de la prueba fue el tiempo de inmovilidad en la FST y TST en los ratones del modelo del
CMS. Los métodos de la FST y TST vy el analisis de datos fueron los descritos anteriormente.

3.2. Resultados

3.2.1 Efecto antidepresivo del ORG en la FST en ratones del modelo de CMS

El ORG disminuyd significativamente el tiempo de inmovilidad en la FST, y los efectos fueron significativamente
dependientes de la dosis (Tabla 9). La mejor dosis para el efecto antidepresivo fue de 20 mg/kg, y la EDso fue de 0.81

mg/kg.

. Tabla 9. Relacién tiempo de inmovilidad—dosis de ORG en la FST en ratones del modelo CMS

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
. NS 0.1 mli10 g 28 208.00 + 5.57
' 1.25 10 190.90 + 12.94 0.255
I 25 11 177.00 £ 11.78* 0.033
I ORG 5 10 177.50 + 12.39* 0.043
I 10 19 170.84 + 10.48* 0.002
' 20 20 164.95 + 11.36* <0.001
| Imipramina 15 10 166.00 + 13.84* 0.005

*P < 0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

3.2.2 Efecto antidepresivo del ORG en la TST en ratones del modelo de CMS

El ORG disminuyd significativamente el tiempo de inmovilidad en la TST, y los efectos fueron significativamente
dependientes de la dosis (Tabla 10). La mejor dosis para el efecto antidepresivo fue de 20 mg/kg, y la EDsg fue de

aproximadamente 4.22 mg/kg.
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Tabla 10. Relacion tiempo de inmovilidad—dosis de ORG en la TST en ratones del modelo CMS

' Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
. NS 0.1 mi10 g 16 185.25 + 6.66
' 1.25 10 171.20 + 13.02 0.392
' 5 10 146.30 + 11.66 0.018
| ORG

10 16 145.31 £ 12.41* 0.006
' 20 16 140.69 + 14.14* 0.002
| Imipramina 15 9 131.22 £ 10.61* 0.002

I

*P < 0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

3.3 Tide ORG en la TST y FST en ratones del modelo de CMS

En la prueba de toxicidad aguda, cuando a los ratones se les administr6 ORG a una dosis de 1750 mg/kg,
concentracion saturada, la investigacion etoldgica e histolédgica no encontré anomalias. Por tanto la dosis toxica media
(TDso) de ORG fue mayor que 1750 mg/kg.

El indice terapéutico (Tl) de ORG en ratones CMS en FST = >1750 mg/kg + 0.81 mg/kg = >2160.

El indice terapéutico (Tl) de ORG en ratones CMS en TST = TDsp + EDsp = >1750 mg/kg + 4.22 mg/kg = >415.

Experimento 4
Efecto antidepresivo de ORG en el modelo de oscuridad constante (DD) en ratones

El modelo DD es un modelo etiolégico reportado recientemente que se usa para estudiar la depresion asociada con el
trastorno del ritmo circadiano. En este modelo, el ritmo circadiano del animal se cambia en una condicién continua
oscuridad—cria que induce o exacerba la depresion. Por tanto, en este estudio se usé el modelo DD para causar o
exacerbar la depresion y el efecto antidepresivo de ORG fue después probado en la FST y la TST.

4.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003-16) del Instituto de Animales Experimentales,
Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo de los experimentos y
pesaban 25-30 g. El numero de animales en cada grupo se muestra en las Tablas 11 y 12. ORG se preparé como se
describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos experimentales con diferentes dosis, los grupos de
control del vehiculo, y un grupo de imipramina (Sigma, Lote NUm.106k1588) como control positivo.

Modelo DD en ratones: Los ratones se mantuvieron bajo condiciones de 24 h de oscuridad continua. La sustitucién de
relleno, adicién de comida y agua, y otras operaciones se emprendieron en la condicion de que la intensidad de la luz
roja fue menor que 1.0 lux. El periodo de esta condicion durd 28 dias. En la ultima semana, el ORG se administré por
via oral una vez al dia durante 1 semana. La FST y TST se llevaron a cabo 30 min después de la ultima administracion.
Los métodos y analisis de datos se describieron anteriormente.

4.2 Resultados
4.2.1 Efecto antidepresivo del ORG en la FST en ratones del modelo DD
El ORG disminuyd significativamente el tiempo de inmovilidad en la FST, y los efectos fueron significativamente

dependientes de la dosis (Tabla 11). La dosis de mejor eficacia fue 10 mg/kg, y la EDso fue aproximadamente 1.48
mg/kg.
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Tabla 11. Relaciéon tiempo de inmovilidad—dosis del ORG en la FST en ratones en el modelo DD

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
NS 0.1ml/10 g 32 193.13 £5.57

1.25 11 180.27 £ 10.36 0.306

25 11 174.27 £ 11.89 0.134

ORG 5 10 161.70 £ 14.89* 0.016
10 21 151.86 + 8.89* <0.001

40 10 156.60 + 13.86* 0.005

Imipramina 15 11 161.22 + 13.08* 0.019

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

4.2.2 Efecto antidepresivo del ORG en la TST en ratones del modelo DD

El ORG disminuyd significativamente el tiempo de inmovilidad en la TST, y los efectos fueron significativamente
dependiente de la dosis (Tabla12). La dosis de mejor eficacia fue 20 mg/kg, y la EDsp fue aproximadamente 1.75 mg/kg.

Tabla 12. Relacion tiempo de inmovilidad—dosis de ORG en la TST en ratones del modelo DD

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media + SEM) Valor P

N.S. 0.1ml/10 g 16 185.25 + 6.66
1.25 10 171.20 £ 13.02 0.392
5 10 146.30 + 11.66* 0.018

ORG

10 16 145.31 £ 12.41* 0.006
20 16 140.69 + 14.138* 0.002
Imipramina 15 9 131.22 + 10.61* 0.002

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

Experimento 5
Efecto antidepresivo del ORG en el modelo de privaciéon del suefio (SD) en ratones

El trastorno del suefio es uno de los sintomas de la depresion. Este puede ser uno de los factores patoldgicos que
conduce a la depresion o la exacerba. EI comportamiento tipo depresioén, tal como la inmovilidad se ve reforzada por la
falta de suefio. A continuacion, se us6 el modelo SD para causar o exacerbar la depresion y el efecto antidepresivo de
ORG fue probado en la FST y la TST en ratones del modelo SD.

5.1 Método experimental

Se usaron ratones Kunming (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003-16) del Instituto de Animales Experimentales,
Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo de los experimentos y
pesaban 25-30 g. El niumero de animales en cada grupo se muestra en la Tabla 13. El ORG se preparé como se
describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos experimentales con diferentes dosis, un grupo control
del vehiculo, y un grupo de imipramina (Sigma, Lote NUm.106k1588) como control positivo.

Modelo SD: Un método modificado con multiples plataformas en un ambiente de agua se us6 para establecer el modelo
SD en ratones. Los ratones en las plataformas fueron libres de comer y beber. Sin embargo, si se quedara dormido, se
caeria en el agua debido a la pérdida de tono muscular. El animal caido subi6 a la plataforma de nuevo a través de un
poste de inclinacién que apuntala las plataformas. Después de 72 horas de privacion del suefo, el ORG se administré
por via oral 24 h y 5 h antes del inicio de la FST. Se registré el tiempo de inmovilidad de los animales. Los métodos y
analisis de datos fueron los descritos anteriormente.

5.2. Resultados

5.2.1 Efecto antidepresivo del ORG en la FST en ratones del modelo SD

En el tercer dia de los tres dias de la privacion del suefio, el ORG se administré dos veces en 24 horas y 5 horas antes
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del inicio de la FST. El ORG redujo significativamente el tiempo de inmovilidad en la FST, y los efectos fueron
significativamente dependientes de la dosis (Tabla 13). La dosis de mejor eficacia fue 10 mg/kg, y la EDso fue
aproximadamente 3.79 mg/kg.

Tabla 13. Relacion tiempo de inmovilidad—dosis del ORG y la TST en ratones del modelo SD

Grupo Dosis (mg/kg) Numero de animales Tiempo(s) de inmovilidad (media £+ SEM) Valor P
I NS 0.1ml/10g 26 189.27 £ 9.67
I ORG 1.25 10 198.00 + 11.43 0.570
l ORG 25 12 177.67 £ 15.95 0.421
l ORG 5 10 160.80 + 11.64 0.064
l ORG 7.5 10 153.00 + 11.83* 0.019
' ORG 10 22 148.23 + 7.80* 0.001
' ORG 20 21 162.67 £ 9.27* 0.029
l Imipramina 7.5 11 150.27 £+ 13.17* 0.009

l*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

5.3. indice terapéutico de ORG en ratones del modelo DD y el modelo SD

[0090] La dosis téxica media (TDsg) de ORG fue mayor que 1750 mg/kg (ver arriba). El indice terapéutico de ORG en
ratones DD en FST = TDsp + EDsp = >1750 mg/kg + 1.48 mg/kg = >1182. El indice terapéutico de ORG en ratones DD
en TST = TDso + EDsp = >1750 mg/kg + 1.75 mg/kg = >1000. El indice terapéutico de ORG en ratones SD en FST =
TDso + EDsp = >1750 mg/kg + 3.79 mg/kg = >462.

Experimento 6
Estudio farmacolégico de los efectos anti-ansiedad de la ORG

La conducta de inmovilidad inducida por estimulo eléctrico en las patas y el estrés por miedo condicionado en los
roedores son ampliamente aceptados como modelos para evaluar el nivel de ansiedad. Los roedores muestran una
conducta de inmovilidad cuando se proporciona la estimulacién aversiva. La inmovilidad, que es una respuesta normal
de los animales a los estimulos inevitables de miedo, se define como la ausencia total de movimientos del cuerpo o el
mantenimiento de una postura en cuclillas. Los ansioliticos reducen la conducta de inmovilidad de los animales.
Ademas, el laberinto elevado en cruz es un modelo ampliamente aceptado para la evaluacion de la ansiedad en
roedores. La evaluacion de la ansiedad se basa en el conflicto entre la tendencia a la exploracién de lo nuevo y el miedo
a las alturas, de manera que el roedor espontdneamente pasa mas tiempo en el brazo cerrado del laberinto elevado en
cruz si tiene miedo. Por lo tanto, la conducta de exploracién de lo nuevo se ve reforzada por los ansioliticos e inhibida
por los ansiogénicos.

6.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003-16) del Instituto de Animales Experimentales,
Hospital del Pueblo de la Provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo del experimento y
pesaban 25-30 g. El numero de animales en cada grupo se muestra en la Tabla 13. El ORG se preparé como se
describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos de administracién de los medicamentos con diferentes
dosis de ORG, un grupo de control del vehiculo, y un grupo de diazepam (Jinyao Ltd. Co., Lote Num.106k1588) como
control positivo.

Conducta de inmovilidad inducida por estimulo eléctrico en las patas: Los animales recibieron una inyeccion ip de
ORG o vehiculo 24 h y 5 h antes de ser colocado en una camara estandar de entrenamiento (Med Associates, Estados
Unidos) durante una sesion de entrenamiento de10 min. Dos, 4, 6, 8, y 10 min después del inicio de la sesion, se
suministré un estimulo eléctrico en las patas (0.8 mA, 2 s) a través del suelo de la rejilla de la camara. Se registré el
tiempo de inmovilidad durante los ultimos 5 minutos. Las ratas se colocaron en la camara de nuevo sin descarga en las
patas 24 h después del primer entrenamiento, y se registré el tiempo de inmovilidad.

Laberinto elevado en cruz (EPM): El EPM tuvo dos brazos abiertos y dos cerrados de igual tamafio (30 cm de largo x
5 cm de ancho). Los dos brazos cerrados estaban conectados por un area central de 5 cm x 5 cm. Todo el laberinto fue
elevado a una altura de 35 cm. El ORG se administré i.p. 24 h y 5 h antes del comienzo de la prueba. Los ratones se
colocaron individualmente en el centro del laberinto frente a un brazo cerrado. Cada animal se puso a prueba durante 5
minutos en una sola sesion. El niumero de entradas en los brazos abiertos, el niumero de entradas en los brazos
cerrados, el tiempo total empleado en los brazos abiertos, y el tiempo total empleado en los brazos cerrados se
registraron, un estandar de entrada se define como todos los miembros que entran en el brazo. El numero de entradas
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en los brazos abiertos y el tiempo pasado en los brazos abiertos fueron los principales indices para evaluar el nivel de
ansiedad de los animales, por mas entradas o tiempo, menos nivel de ansiedad.

Andlisis de los datos: Los resultados de la prueba se expresan como media + SEM. Se usé una

ANOVA

5 unidireccional seguida de la prueba LSD con el programa SPSS 11. El nivel de significacion se fijo en P <0.05.
6.2 Resultados
6.2.1 Efecto anti-ansiedad del ORG en la prueba de la conducta de inmovilidad inducida por estimulo eléctrico
10 plantar en ratas
El tiempo de inmovilidad se redujo significativamente en ratas cuando se administrd por via intraperitoneal el ORG 24 h
y 5 h antes del comienzo de la prueba (Tabla 14).
15 Tabla 14. Relacion dosis—respuesta del ORG en la prueba de conducta de inmovilidad inducida por estimulo eléctrico
plantar en ratas
Grupo |Dosis (mg/kg) Numero de ratas Duracion(es) de la inmovilidad (media + S.E.) Valor P
lNS 0.1 mi/100 g 10 227.90 + 20.70
' 5 10 203.90 + 34.09 0.523
(ORG
20 10 100.70 + 21.78* 0.002
*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)
6.2.2 Efecto anti-ansiedad del ORG en la conducta de inmovilidad inducida por estrés por miedo condicionado
en ratas
20
Las ratas se les dio ORG ip dos veces en 24 h y 5 h antes de recibir el estimulo eléctrico plantar y volver a exponerse al
mismo medio sin estimulo eléctrico plantar 24 h mas tarde. La recuperaciéon de la memoria del miedo inducido por
sefales ambientales conduce a una conducta de inmovilidad inducida por el estrés condicionado por miedo en ratas. El
ORG disminuyd notablemente la conducta de inmovilidad (Tabla 15).
25
Tabla 15. Relacién dosis—respuesta del ORG en la prueba de la conducta de inmovilidad inducida por el estrés
acondicionado por miedo en ratas
Grupo Dosis (mg/kg) Numero de ratas Duracion(es) de inmovilidad (media + SEM) Valor P
' NS 0.1 mi/100 g 10 285.40 £ 47.91
' 5 10 310.30 + 66.19 0.776
| ORG
20 10 95.00 £ 17.73* 0.004
l*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)
6.2.3 Efecto anti-ansiedad del ORG en la prueba del laberinto en cruz elevado en ratones
30

El ORG administrado dos veces a las 24 h y 5 h antes de la prueba del laberinto elevado aumenté significativamente el
nimero de entradas en los brazos abiertos y el tiempo total empleado en los brazos abiertos (Tablas16 y17). Este
resultado indic un efecto anti—-ansiedad significativo de ORG.
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Tabla 16. EI ORG (i.p.) incrementé el tiempo total invertido en los brazos abiertos en ratones

' Grupo Dosis Numero de Tiempo(s) total(es) invertido(s) en los brazos abiertos (media + | Valor
(mg/kg) ratones SEM) P

| NS 0.1 mi10 g 10 32.50 + 8.93

! 5 10 50.00 + 8.99 0.151

I ORG 20 10 16.50 + 3.60 0.188

I 100 10 70.60 + 11.56* 0.003

'Diazepam 2 10 46.90 £ 7.19 0.236

l*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

Tabla 17. EI ORG (i.p.) incrementé las entradas en los brazos abiertos en ratones

I Grupo Dosis (mg/kg) | Numero de ratones | Numero de entradas en los brazos abiertos (media + SEM) | Valor P
I NS 0.1ml10g 10 3.50 £ 0.87
I 5 10 4.50 £ 0.58 0.279
| ORG

20 10 1.80+0.79 0.069
| 100 10 5.90 + 0.57* 0.012
' Diazepam 2 10 4.80=+0.77 0.161

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

Experimento 7
Estudio farmacolégico del efecto anti-estrés del ORG

El estrés se define en los sistemas bioldgicos como cualquier condicion que perturba seriamente la homeostasis
fisiologica o psicoldgica de un organismo. El estrés se cree que es uno de los principales factores que exacerba o que
conduce a muchas enfermedades. El hipocampo es una formaciéon del cerebro importante en el aprendizaje y la
memoria, asi como en la regulacion de las respuestas al estrés. El estrés puede conducir al deterioro de la plasticidad
sinaptica del hipocampo, el aprendizaje y la memoria. La concentracion de corticosterona en suero es una de las
indicaciones mas frecuentes para evaluar los niveles de estrés.

7.1 Métodos experimentales

Se usaron ratas con un peso de 250-300 g, del Instituto de Animales Experimentales, Hospital del Pueblo de la
Provincia de Sichuan. El ORG se prepard como se describe en el Ejemplo 1. La fluoxetina fue de Wuhan Yuancheng
Technology Co. (Wuhan, China; Num. Lote Num.: 1004-0801002).

Medicién de corticosterona sérica : Se usé radioinmunoensayo (RIA; DSL 80100; Texas) para determinar el efecto
del ORG en la concentracion de corticosterona sérica. En el grupo no estresado, la sangre se recogié por puncion
cardiaca bajo anestesia con éter en 1 h después de la inyeccion de ORG. En el grupo estresado, 1 h después de la
inyeccion de ORG, las ratas fueron sometidas a estrés por plataforma elevada durante 30 min, y después se tomaron
muestras de la misma manera. Las muestras de sangre se mantuvieron por 4 h a temperatura ambiente y después se
centrifugaron por 15 min (3000 rpm). El sobrenadante (suero) se recogié y se almacené a —20°C.

Método de la potenciacion a largo plazo (LTP) registrado en el hipocampo: Se registraron potenciales
postsinapticos excitatorios (EPSP) en el hipocampo para determinar el efecto anti—estrés de ORG. El estrés afecta la
LTP en el area CA1 del hipocampo, y esto puede ser rescatado por los medicamentos anti-estrés. Las ratas se
estresaron por estimulo eléctrico en las patas de la siguiente manera: 1 mA, 2s, 5 veces a intervalos de 2 min. Se
prepararon porciones delgadas de hipocampo, se incubaron durante 34-36°C, y se mantuvieron a temperatura
ambiente. EI ORG se aplicé en una soluciéon del bafio. Los EPSP mediados por los receptores NMDA y AMPA en la
region CA1 se registraron hasta que la linea de base fue estable durante 20 min. Después se usé la estimulacion de alta
frecuencia (HFS, 100 Hz, 100 pulsos, intervalo de 20 s) para inducir LTP. Los EPSP se registraron durante 1 h después
de la HFS.

Anadlisis de los datos: Los datos se expresan como media + SEM y LTP se expresa como el porcentaje de la amplitud
promedio de los ultimos 10 min en relacion con la linea de base. Se usé ANOVA unidireccional seguida de la prueba
LSD con el programa SPSS 11. El nivel de significacion se fijé en P <0.05.
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7.2.1 Efecto anti-estrés del ORG (ip) en la elevacion inducida por el estrés agudo del nivel de corticosterona

sérica.

La sangre se recogio por puncién cardiaca 1 h después de la inyeccion ip de ORG en los controles o después de 30 min
de la experiencia del estrés. EI ORG disminuyd significativamente el nivel de corticosterona en suero de una manera

dependiente de la dosis (Tabla 18).

Tabla 18. Relacion dosis— nivel de corticosterona del ORG (i.p.)

Grupos Dosis Ndmero de Concentracion de corticosterona sérica (ng/ml) (media | Valor
P (mg/kg) animales + SEM) P
Sin estrés + NS 0.1 ml/100 g 16 116.06 + 27.84
0.875 8 209.02 £ 52.77 0.197
3.5 8 166.06 + 41.90 0.649
Sin estrés + ORG
14 16 70.04 +14.75 0.084
28 8 63.13 + 22.21 0.122
Sin estrés + 15 16 167.20 £ 31.35 0.559
Fluoxetina 30 8 178.14 + 38.77 0.490
Estrés + NS 0.1 ml/100 g 16 324.30 £ 48.81
0.875 8 349.85 £ 61.75 0.706
3.5 8 263.63 £49.14 0.372
Estrés + ORG
14 16 237.63 £ 32.45 0.120
28 8 137.41 + 26.84* 0.007
15 16 331.35 + 46.43 0.899
Estrés + Fluoxetina
30 8 324.58 £ 58.63 0.997

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)

7.2.2 Restauracion del efecto de ORG sobre la LTP del hipocampo deteriorado por el estrés

Se prepararon porciones delgadas de hipocampo de ratas después de la exposicion al estrés por estimulo eléctrico en
las patas, que es un protocolo bien aceptado para deteriorar la LTP del hipocampo. Se registraron los EPSPS en linea
de base durante 20 min, en porciones delgadas incubadas con ORG durante 1 h. El ORG restauré la LTP deteriorada
por el estrés e incluso aumenté significativamente a la dosis de 5 uM/l, lo que muestra el efecto dependiente de la dosis

(Tabla 19).

Los resultados anteriores muestran que el ORG tiene un significativo efecto anti-estrés y tiene un valor clinico

importante en el tratamiento de la depresion con una etiologia de estrés.

Tabla 19. Relacion dosis—efecto en porciones delgadas de hipocampo incubadas con el ORG en la restauracion de la

LTP deteriorada por el estrés
Grupos Dosis Numero de porciones delgadas | Promedio de los ultimos 10 min (media + SEM) | Valor P
Control 9 134.52 +10.71
Control + ORG uM 11 122.93 £ 3.75 0.453
FS + NS 0.1ml/10g 11 113.22 £6.77 0.234
FS + ORG 50 nM 9 128.99 + 7.30 0.732
FS + ORG Y 8 189.56 + 23.6* 0.002

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)
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Experimento 8
Estudio farmacolégico de ORG y la mejora del aprendizaje y la memoria

El laberinto de agua de Morris (MWM) es ampliamente usado en los estudios de aprendizaje dependientes del
hipocampo y la memoria y sus mecanismos celulares y moleculares. Es bien aceptado que el MWM es un método
efectivo de evaluacion farmacolégica del aprendizaje y la memoria. Se realizd un seguimiento automaticamente y se
analizaron la latencia de escape, la estrategia, y la trayectoria de los animales para investigar su aprendizaje espacial y
la memoria. Después de que los animales aprenden a escapar, se retira la plataforma oculta para poner a prueba la
retencion en el cuadrante objetivo. Un mayor tiempo pasado en el cuadrante derecho indica una mejor memoria.

8.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Numero de Certificado: A4CXK (Chuan) 2003-16) del Instituto de animales de
experimentacion, Hospital Popular de la provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo del
experimento y pesaban 25-30 g. El numero de animales en cada grupo se muestra en las Tablas 20 y 21. ORG se
prepar6 como se describe en el Ejemplo 1. Los animales se dividieron en grupos de administraciéon de los
medicamentos con fluoxetina o diferentes dosis de ORG y un grupo de control de vehiculo. Los grupos de
administracion del medicamento recibieron 1.75 mg/kg o 3.5 mg/kg de ORG o 15 mg/kg de fluoxetina. Los animales
recibieron una sola inyeccién ip del medicamento o vehiculo 30 min ya sea después del entrenamiento de todos los dias
o0 30 minutos antes de la prueba de retencién en el dia 8.

Laberinto de agua de Morris: El MWM se realizé en una piscina circular (100 cm de diametro y 36 cm de profundidad)
con una plataforma oculta (10 cm x 10 cm) que fue de aproximadamente 1 cm por debajo de la superficie del agua. La
piscina estaba rodeada de cortinas amarillas con diferentes marcadores en forma de colgantes en cada cuadrante. El
tiempo empleado para encontrar la plataforma oculta y la trayectoria del raton se registraron por ordenador. Desde los
dias 1 al 7, los ratones fueron colocados en la piscina para encontrar la plataforma escondida fijada. En el dia 8, la
plataforma se retiré y el tiempo que pasé el ratdén en el cuadrante objetivo se contdé en 1 min de natacion libre.

Andlisis de los datos: Los resultados de la prueba se expresan como la media + SEM. Se us6é la ANOVA
unidireccional seguida por la prueba LSD con el software SPSS 11. El nivel de significacion se fijé en P <0.05.

8.2. Resultados

8.2.1 Efecto de ORG (ip) inmediatamente después del entrenamiento en la prueba MWM

Cuando el ORG se proporciona después del entrenamiento diario, la recuperaciéon de la memoria espacial (el tiempo
que los animales pasaban en el cuadrante objetivo) fue significativamente mayor al influir en la consolidacion de la

memoria (Tabla 20).

Tabla 20. La memoria espacial se reforzé en ratones con la administracion diaria del ORG después del entrenamiento

Grupo (nlagzg) N?Q;);césde Tiempo(s) empleado(s) eréEIMc)uadrante derecho (mediat Valor P
. NS 0.1 mi/10g 10 2710+ 2.79
| ORG 1.75 10 28.18 £1.70 0.74
| ORG 3.5 10 34.24 £ 2.01* 0.03
Fluoxetina 15 9 32.61+2.20 0.1

*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida de LSD)
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8.2.2 Efecto de ORG (ip) antes de la recuperacién en la prueba MWM

El entrenamiento finalizé después de 7 dias. La prueba de recuperacion se llevé a cabo en el dia 8. Cuando el ORG se
administré 30 min antes de la recuperacion, la recuperacion de la memoria espacial se mejoré significativamente (Tabla
21).

Tabla 21. La memoria espacial se reforz6 en ratones con ORG administrado 30 min antes de la recuperacion

Grupo (nlzg}sliz) Nf;r:gr:c;:e Tiempo(s) empleado(s) ens%\c/:lL)Jadrante derecho (media * Valor P
NS 0.1ml/10g 10 27.95+2.19
ORG 1.75 10 29.38 +£2.16 0.65
ORG 3.5 10 35.52 + 2.43* 0.02
Fluoxetina 15 9 29.44 +2.14 0.65

l*P <0.05 (ANOVA unidireccional seguida deLSD)

Experimento 9

Prueba de toxicidad de ORG

9.1 Ensayo de toxicidad aguda de ORG en ratones
9.1.1 Métodos experimentales

Se usaron ratones Kunming (Numero de Certificado: A4CXK (Chuan) 2003-16) del Instituto de los animales de
experimentacion, Hospital Popular de la provincia de Sichuan. Estos tenian 3—4 semanas de edad al comienzo del
experimento y pesaban 25-30 g. El ORG se prepar6é como se describe en el Ejemplo 1. EI ORG (1750 mg) se disolvié
en 10 ml de NS para dar una concentracion de 175 mg/ml. Los ratones se dividieron en dos grupos, el grupo de ORG
para la evaluacién se le suministr6 ORG y un grupo fue tratado con NS para el control de vehiculo. Se administraron
ORG y NS a cada grupo por via oral a un volumen de 0.1 mi/10 g.

9.1.2. Resultados

Cuando se administré6 el ORG en 1750 mg/kg a los ratones en un ensayo de toxicidad aguda, la apariencia, el
comportamiento, el estado mental, el apetito, el pelo, el color, y la respiracion de los animales se observaron durante 14
dias y no se encontré nada anormal. Todos los ratones sobrevivieron al experimento y el aumento de peso fue normal.
No hubo una diferencia significativa entre los dos grupos. Todos los ratones fueron sacrificados en el dia 14, y el
corazon, higado, bazo, pulmén, rifiidn, pancreas, ovario, testiculo, intestino delgado, y otros érganos viscerales se
investigaron por seccion patolégica y tampoco tuvieron alteraciones evidentes.

9.2 Ensayo de toxicidad subaguda de ORG en ratas
9.2.1 Métodos experimentales

Se usaron ratas (Certificado Numero: A4CXK(Chuan)2003-16) del Instituto de Animales Experimentales, Hospital del
Pueblo de la Provincia de Sichuan. Su peso fue de 250-300 g. EI ORG se prepar6 como se describe en el Ejemplo 1.

9.2.2 Resultados

El ORG (1750 mg/kg), que es 7955 veces la EDsgen la FST de ratén y 2397 veces la EDsp en la TST de raton, se
administrd por via oral una vez al dia durante 14 dias consecutivos. La apariencia, el comportamiento, el estado mental,
el apetito, el pelo, el color y la respiracion de los animales se observaron durante 14 dias y no se encontré nada
anormal. Todas las ratas sobrevivieron al experimento y el aumento de peso fue normal. No hubo una diferencia
significativa entre los dos grupos. Todas las ratas se sacrificaron en el dia 14, y el corazon, higado, bazo, pulmén, rifién,
pancreas, ovario, testiculo, intestino delgado, y otros 6rganos viscerales se investigaron por seccion patoldgica y las
imagenes de las secciones de tejido no mostraron alteraciones evidentes..

Resumen farmacologico del 5-metil-1,3-bencenodiol y sus derivados

La dosis—efecto y tiempo de evolucion-respuesta de los efectos antidepresivos de ORG y sus derivados fueron
estudiados usando los modelos FST, TST, DD, SD y CMS. Los resultados indican que el OR, el ORG y sus derivados
presentan actividades utiles para tratar y prevenir la depresion y los sintomas indicativos de depresion: los trastornos del
ritmo circadiano, trastornos del suefio y el estrés cronico. Los estudios del mecanismo antidepresivo mostraron que el
OR, el ORG vy sus derivados reparan el deterioro de la LTP del hipocampo, mejoran el aprendizaje dependiente del
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hipocampo y la memoria, y tratan y previenen los factores relacionados con la depresién, tales como la ansiedad y el
estrés agudo. El mecanismo de la LTP del hipocampo esta relacionado principalmente con receptores de NMDA y
AMPA vy sus vias moleculares y celulares. En conclusion, el OR, el ORG y sus derivados pueden ajustar estos objetivos
como reguladores y producir los efectos de prevenir y tratar la depresion a través de la restauracion de la LTP del
hipocampo.

Dado que las neuronas se comunican principalmente a través de las sinapsis quimicas, y se cree que los recuerdos son
almacenados dentro de estas sinapsis, se considera que la LTP es uno de los principales mecanismos celulares que
subyacen al aprendizaje y la memoria. Por lo tanto, el OR, el ORG y sus derivados pueden también ser aplicados para
tratar y prevenir otros trastornos tales como la enfermedad de Alzheimer, ADHD en la infancia, el autismo, y la
esquizofrenia. Puesto que mas del 90% de todas las enfermedades se pueden inducir o exacerbar por el estrés y las
funciones del hipocampo de regulacion del estrés implican la plasticidad sinaptica, el OR, el ORG y sus derivados
pueden ser beneficiosos en el tratamiento, la prevencion, y la rehabilitacion de muchas enfermedades en la clinica, por
ejemplo, los drogadictos que experimentan estrés extremo durante el tiempo de abstinencia, y pacientes con cancer o
enfermedades cardiovasculares que se someten a estrés o ansiedad excesivos.

En combinacién con los resultados de los experimentos preliminares sobre la toxicidad, el OR, el ORG y sus derivados
tienen nuevas aplicaciones en el tratamiento y la prevencion de la depresién y las causas etiologicas de la depresion
con caracteristicas de alta eficacia y baja toxicidad. Otros usos del OR, del ORG y sus derivados son aplicaciones en el
tratamiento y prevencién de los sintomas indicativos de depresion, tales como el estrés y la ansiedad aguda. Los
mecanismos implicados en el efecto antidepresivo de OR, ORG y sus derivados son la regulaciéon de los
corticosteroides en suero, la plasticidad sinaptica del hipocampo incluyendo los receptores de NMDA y AMPA y sus vias
de sefalizacion intracelular, y el aprendizaje y la memoria.

Por lo tanto, los usos terapéuticos y los efectos beneficiosos de la presente invencién de OR, ORG y sus derivados son
los siguientes: (1) efecto terapéutico sobre la depresion; (2) efectos terapéuticos sobre las causas de la depresion; (3)
efectos terapéuticos en los sintomas de la depresion. Los compuestos revelados pueden también ser Utiles para otras
enfermedades que involucran el estrés, la ansiedad, y el deterioro cognitivo funcional.
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REIVINDICACIONES

Uso de 5-metil-1,3-bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula | o preparaciones
farmacéuticas que contienen 5—metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula | para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de la depresion

Me
OR!
R20

en donde:

R' es hidrégeno, —D—glucopiranosil, f—D-glucopiranosil —(1—6)—-p—-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—
acetil-B—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo o bencilo;

R? es hidrégeno,3 —D—glucopiranosilo, —D-glucopiranosil—-(1—6)-B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—
acetil-B—D—glucopiranosilo manosilo, alosilo, galactosilo, ramnosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Uso de 5-metil-1,3-bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula Il o preparaciones
farmacéuticas que contienen 5—metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula |l para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencién de la depresion

Me
OR!

HO
IT

en donde:

R' es hidrégeno,3 —D—glucopiranosilo, —D-glucopiranosil—-(1—6)-B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—
acetil-B—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Uso de 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula Il de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde R' es hidrégend3  —D—glucopiranosilo, B-D-glucopiranosil-(1—6)—-D—
glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo,
fucosilo, xilosilo, o arabinosilo.

Uso de 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula |l de acuerdo con la

reivindicacion 3, en donde R' es hidrégend3  —D—glucopiranosilo, B-D-glucopiranosil—(1—6)—-3—-D—
glucopiranosilo.

Uso de derivados de 5-metil-1,3—bencenodiol representados por la Férmula lll o preparaciones farmacéuticas
que los contienen para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de la depresion.

Me

OGlc
R%0
1)

en donde:

R? es B—D—glucopiranosilo, B—D-glucopiranosil-(1—6)—3—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O-acetil-f—D—
glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo,
benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo propilo, butilo, o bencilo.
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Uso de derivados de 5-metil-1,3—bencenodiol representados por la Férmula I[ll de acuerdo con la
reivindicacion 5, en donde R? es B—D—glucopiranosilo, B—D—glucopiranosil-(1—6)—B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4,
6—tetra—O-acetil-B—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, o
arabinosilo.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde R? es B—D-glucopiranosilo, —D—glucopiranosil-(1—6)—3—-D—
glucopiranosilo, o ramnopiranosilo.

Uso de derivados de 5—-metil-1,3—-bencenodiol representados por la Formula IV o preparaciones farmacéuticas
que los contienen para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de la depresion

Me,

OAc

v

en donde:

R? es —D-glucopiranosilo, B—D- glucopiranosil-(1—6)—-3-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-3—D—
glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo,
benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde R? es B—D-glucopiranosilo, f—D—glucopiranosil-(1—6)—-3-D—
glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-f—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo,
fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo, benzoilo, cinamoilo, o succinilo.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde R%es 2,3, 4, 6-tetra—O-acetil-B—D—glucopiranosilo, o acetilo:
1, 3—O—diacetilorcinol, o 3—O-acetil-orcinol-1-0—(2, 3, 4, 6-tetraacetil)-3—D—glucopiranosido.

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, de 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados
representados por las Formulas I, I, Ill o IV o preparaciones farmacéuticas que contienen 5-metil-1,3—
bencenodiol o sus derivados representados por las Formulas I, Il, Ill o IV en excipientes farmacéuticamente
aceptables o suplementos dietéticamente aceptable para el tratamiento o prevencion de la depresion, para
regular directamente la LTP del hipocampo y para regular los corticosteroides séricos.

Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el término "depresion” incluye los
siguientes subtipos:

(1) depresion y trastornos del estado de animo, como la depresion, depresion maniaca, depresién mixta, y
trastorno maniaco, o hipomania, o (2) trastornos depresivos, como el trastorno depresivo y distimia, o (3)
otros trastornos afectivos, como trastornos afectivos causados por trastornos mentales o de diferentes
subtipos que muestran caracteristicas de los trastornos depresivos y trastornos afectivos causados por
sustancias (por ejemplo, los farmacos adictivos) o la terapia (tales como cirugia, radioterapia, o
quimioterapia), o (4) trastorno bipolar o trastorno afectivo bipolar que contiene dos o mas episodios de
depresién e hipomania, y alternancia de episodios de mania y depresion.

Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde los sintomas de la depresiéon o
sintomas indicativos de depresion se refieren a trastornos del ritmo circadiano, trastornos del suefio, estrés
cronico, ansiedad, o trastornos de deterioro agudo inducido por el estrés, o deterioro cognitivo funcional.

Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde los alimentos funcionales incluyen
alimentos diarios, bebidas, o bebidas en las que el 5-metil-1,3-bencenodiol o sus derivados o las
preparaciones farmacéuticas que contienen 5-metil-1,3—-bencenodiol o su derivados se aplican para tratar y
prevenir los sintomas anteriormente mencionados de la depresion o sintomas indicativos de depresion.

Un medicamento que comprende el 5—-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula | o
composiciones farmacéuticas que contienen los componentes activos (5-metil-1,3—bencenodiol o sus
derivados) en los portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables:
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Me
OR’
R20

en donde:

R' es hidrégeno, —D-glucopiranosilo, —D-glucopiranosil—(1-6)—p—-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—
acetil-B—D-glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo; R? es hidrégeno,8 -D—
glucopiranosilo, —D-glucopiranosil-(1-6)——D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6—tetra—O—acetil-f—D—glucopiranosilo,
manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo, benzoilo,
cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo para su uso en tratar o prevenir la depresion.

Un medicamento que comprende el 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Féormula I,
0 composiciones farmacéuticas que contienen los componentes activos (5-metil-1 ,3—bencenodiol o sus
derivados) en los portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables:

Me
OR!'

HO
1

en donde:

R1 es hidrogeno, —D—glucopiranosilo, B—D—glucopiranosil-(1—6)—B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—
acetil-B—D-glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetil,
propionilo, benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo para su uso en tratar o prevenir
la depresion.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde R' es hidrégenof3 —-D-
glucopiranosilo,  B—D-glucopiranosil-(1—6)—3—-D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O-acetil-f—D—
glucopiranosilo, mannosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, o arabinosilo.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde R' es hidrégenof3 —-D-
glucopiranosilo o B—D—glucopiranosil—(1-6)—p—D—glucopiranosilo.

Un medicamento que comprende el 5—metil-1,3—-bencenodiol o sus derivados representados por la Férmula lll
0 composiciones farmacéuticas que contienen los componentes activos (5-metil-1,3—bencenodiol o sus
derivados) en los portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables:

Me

0OGIc
R%0
I

en donde:
R? es B—D—glucopiranosilo, B—D-glucopiranosil—-(1—6)—3—D—glucopirancsilo, 2, 3, 4, 6—tetra—O-acetil-f—D—
glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo,
benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo, o bencilo para su uso en tratar o prevenir la
depresion.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde R? es B—D-glucopiranosilo, f—-D-

glucopiranosil-(1—6)-B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O-acetil-B—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo,
galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, o arabinosilo.
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Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde R? es B—D—glucopiranosilo, B—D—
glucopiranosil-(1—6)—B—D—glucopiranosilo, o ramnopiranosilo.

Un medicamento que comprende el 5-metil-1,3—bencenodiol o sus derivados representados por la Féormula IV
o composiciones farmacéuticas que contienen los componentes activos (5-metil-1 ,3-bencenodiol o sus
derivados) en los portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables:

Me

OAc

R%O
v

en donde:

R? es B—D—glucopiranosilo, B—D-glucopiranosil-(1—6)-B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O-acetil-f—D—
glucopiranosilo, manosilo, alosilo, galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo,
benzoilo, cinamoilo, succinilo, metilo, etilo, propilo, butilo o bencilo para su uso en tratar o prevenir la depresion.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde R? es B—D—glucopiranosilo, B—D—
glucopiranosil-(1—6)-B—D—glucopiranosilo, 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-B—D—glucopiranosilo, manosilo, alosilo,
galactosilo, ramnopiranosilo, fucosilo, xilosilo, arabinosilo, acetilo, propionilo, benzoilo, cinamoilo, o succinilo.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde R? es 2, 3, 4, 6-tetra—O—acetil-—D—
glucopiranosilo, o acetilo: 1, 3—O-diacetilorcinol, o 3-O-acetil-orcinol-1-O—(2, 3, 4, 6-tetraacetil)-—D—
glucopiranosido.

Un medicamento para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 24, la dosis efectiva de
los componentes activos (5—metil-1,3—bencenodiol o derivados) para tratar o prevenir la depresion esta entre
0.1 mg/adulto/ dia y 12 g/adulto/dia, y la dosis éptima es de 50-200 mg/adulto/dia.

Un medicamento para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 25, la dosis efectiva de los componentes activos

(5—metil-1,3—bencenodiol o derivados representados por las Férmulas |, Il, lll, o IV) para tratar o prevenir la
depresion es 50—200 mg/adulto/dia.
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