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RESUMEN

Antecedentes: La epilepsia se define como un trastorno del cerebro que se

caracteriza por una predisposicion duradera para generar crisis epilépticas, y por
las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas y sociales que
condiciona. ks la enfermedad neuroldgica cronica mas frecuente en el mundo, con
predominic en paises en desarrollo por factores nutricionales, infecciosos,
traumaticos y perinatales, con predisposicién por los extremos de la vida, en la
infancia’ ocupa el segundo lugar de frecuencia entre las enfermedades
neurologicas, solo por debajo del retraso mental. Es considerada como un
problema de salud publica por parte de la Organizacion Mundial de la Salud. En
México afecta aproximadamente a 1.5 millones de habitantes, y se observa una
prevalencia en la pobiacion infantil de 12 hasta 23 casos por cada 1000, lo que la
hace la primera causa de consulta en el servicio deNeuro!ogia de nuestro
Instituto. El tratamiento se basa en farmacos antiepilépticos y un manejo integral
para el paciente y su familia, que contemple el desarrollo de habilidades
cognitivas, deportivas, laborales y emocionales. Sin embargo el 30% de estos
pacientes no respondera con la administracién de multiples farmacos
antiepilépticos, y del 5 al 27% pueden presentar al menos un episodio de estado
epiléptico durante el curso de la enfermedad, con una tasa de secuelas del 4 al
40%, y esto aumenta el riesgo de mortalidad.

Es de suma importancia la busqgueda de nuevos tratamientos alternativos a
los farmacos antiepilépticos para el control adecuado de las crisis convulsivas, lo
gue, derivara a la mejora de calidad de vida tanto de ellos como de su familia, por
fo que el estudio de nuevos agentes de origen natural, basados en el uso de
plantas medicinales en modelos experimentales es una herramienta para abordar
esta problematica.

Obijetivo: El proposito de este trabajo fue evaluar la respuesta conductual de
los extractos metabolico y acetonico de H. inufoides en las crisis convulsivas
inducidas por acido kainico. Con el fin de proponer sustancias de origen natural,

que presenten efectos sobre la modulacion de la neurotransmision, como el arnica



(H. inuloides), una planta muy utilizada en nuestro pais, a la cual se le han
atribuido  multiples  efectos terapéuticos, entre ellas antiinﬂamatorias,
antimicrobianas, analgésicas y antioxidantes. _

Metodologia: Este fue un estudio experimental, prospectivo, analitico y
comparativo. Se administrd via oral, los extractos metanoélico y aceténico de H.
inuloides en diferentes concentraciones (30, 100 y 300 mg/Kg), a grupos aleatorios
de 6 ratas macho, sanos, cepa Wistar 3 dias antes del experimento, el cual
consistio6 en inducir crisis convulsivas por medio de la administracion
intraperitoneal de acido kainico (AK; 10 mg/kg). Se observaron los cambios
conductuales de los sujetos de experimentacién tras la administracion de AK,
durante 4 horas, ¥y se evaluo el tiempo de inicio (latencia) y severidad de las crisis
por medio de la clasificacién conductual para ias crisis epilépticas, descrita en la
escala de Racine, ademas de monitorizar el tiempo de inicio de las crisis
epilépticas inducidas por este agente quimico. Al finalizar el experimento los
sujetos de experimentacion fueron sacrificados, estas actividades se desarrollaron
en las instalaciones del laboratorio de Neurociencias de la Torre de Investigacion
de nuestro Instituto.

Resultados: Posterior a la administracién de los extractos metandlico y
aceténico de H. /nuloides, se observé un aumento en la latencia de las crisis
inducidas con acido kainico, sin embargo no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. En cambio se observa una disminuciéon en la
severidad de las mismas de acuerdo a la escala de Racine, que en el caso del
extracto metandlico fue dependiente de la dosis.

Conclusiones: Los extractos metandlico y acetonico de H. inuloides al
modifican la latencia y la severidad de las crisis convulsivas inducidas por acido
kainico. Es importante mencionar que estos proyectos de investigacion con
agentes naturales con propiedades antioxidantes y neuroprotectoras pueden
ofrecer un tratamiento alternativo, para el 30% de los pacientes con epilepsia que

no logran buen control con farmacos antiepilépticos.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades de la epilepsia

1.1.1. Definicién y conceptos

La palabra epilepsia tiene origen en la raiz griega epilambanein, que
significa ser atacado o ser tomado por sorpresa. (1)

Es una enfermedad del sistema nervioso central caracterizada por la
predisposicion a presentar crisis epilépticas recurrentes, no provocadas por una
lesién neurolégica o sistemica aguda. Son debidas principalmente por un
| incremento y sincronizacion anormal de la actividad elécirica .neuronal, que puede
manifestarse por crisis recurrentes, espontaneas, excesivas e impredecibles,
conocidas como crisis epilepticas. (1-4)

El término crisis epiléptica hace referencia -a un episodio paroxistico,
autolimitado en el tiempo, en el que existe un cambio conductual, alteraciones
motoras, sensocriales, vegetativas con o sin disminucion de la consciencia que son
debidas a sincronias, alteraciones y disparos ritmicos de una poblacion de
neuronas corticales. (1-3) El sindrome epiléptico se refiere al conjunto de sintomas
Yy signbs gue definen un proceso epiléptico no simplemente por el tipo de crisis,
sino también por su historia natural, gue incluyen una o varias causas
reconocidas, la predisposicion hereditaria, anomalias en el electrbencefaiograma
(EEG), aspectos anatémicos, edad, gravedad, cronicidad, respuesta al tratamiento
y prondstico. (1,3,4) '

La definicion conceptual de epilepsia segun_la Liga Internacional contra la
Epilepsia (LICE) es un trastorno del cerebro que se caracteriza por una
predisposicién duradera para generar crisis epilépticas, y por las consecuencias
neurobiologicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales que condiciona. La definicion |
requiere de al menos una crisis epiléptica. La definicion operacional practico-
clinica hace referencia a una enfermedad del cerebro definida por una de las
siguientes condiciones: a) al menos dos crisis convulsivas no provocadas que

ocurran con mas de 24 horas de intervalo; b) una crisis convulsiva no provocada y
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la probabilidad de futuras crisis similares al riesgo general de recurrencia (60%)
despues de 2 crisis no provocadas, que ocurran en {os siguientes 10 afios; y ¢)
diagnéstico de un sindrome epileptico. (4,5)

Es importante diferenciar entre epilepsia y una crisis convulsiva, debido a
que la primera requerira tratamiento cronico, con farmacos antiepilépticos o
terapias alternativas, mientras que el evento Unico requerira de tratamiento
dependiendo de la causa que la haya provocado. (2,3)

Multiples factores contribuyen a la comorbilidad y afectan de forma
individual y conjunta los aspectos de desarrollo, proceso cognitivo, psicosocial y
calidad de vida en los nifios con epilepsia. Los principales son problemas de
conducta, dificultad para el aprendizaje, déficit de atencidon e hiperactividad,
autismo, depresion, ansiedad y otras alteraciones psiquiatricas, dafo cerebral

estructural, retraso mental y espasticidad. (5-7,12,14)

1.1.2. Epidemiologia

La epilepsia es la enfermedad neurolégica cronica mas frecuente en el
mundo, afecta aproximadamente al 1% de la poblacion total y cerca de 10.5
miflones son pacientes de edad pediatrica. Es |a tercera causa de trastorno
neurologico, superada por retraso mental y paralisis cerebral; a pesar de ser la
Unica tratable, es la primera causa neurolégica de defuncion. (1,8-10,13,15,16)
Una sola crisis convulsiva no significa epilepsia, pues alrededor del 10% de la
poblacion puede presentarla en algin momento de su vida, y solo del 1 al 3%
desarrollaran la enfermedad. (1,8)

Afecta entre 50 y 70 millones de personas en el mundo, el 25% son nifios. -
Segun estudios, aproximadamente 40 de cada 100,000 habitantes de paises
industrializados desarrollaran algun tipo de epilepsia de nuevo inicio cada afio,
esta cifra se duplica en paises subdesarrollados, probablemente por la ausencia
de programas de salud efectivos que garanticen condiciones de higiene,
prevencibn de factores de riesgo perinatales como enfermedad hipoxico-
isguémica, infecciosos por bacterias y parasitos, nutricionales y traumaticos

principalmente craneo-encefalicos. (1,5,8-10,12,13,16,17).
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_ Es considerada como un problema de salud publica, debido a que es una
enfermedad frecuente, crdnica, que puede llegar a ser incapacitante, y que per se,
conlleva consecuencias neurobiologicas, cognitivas, psicoldgicas y sociales, las
cuales derivan en un impacto social y econdmico. En México se calcula una
prevalencia infantil para esta enfermedad de 12 a 44 casos por cada 1000
habitantes, y en el Instituto Nacional de Pediatria es la primera causa de consulta
neurolégica. (5,12,13,16,17) )

La epilepsia se puede tratar con farmacos especificos, un 70% tendra éxito
en el control de la enfermedad y aproximadamente el 20-30% presenta
refractariedad a pesar del tratamiento, lo gue trae como consecuencia darfio fisico.
en el paciente y disfuncién psicosocial. Esto a pesar de que en las dltimas dos
décadas se han aprobado mas de doce farmacos antiepilépticos, por o que ia
farmacoresistencia es una prioridad terapeutica. (1,5,8-11)

Las personas con epilepsia tienen un riesgo de morir considerablemente
mayor que al de la poblacion general. La tasa de mortalidad anual es de 1 a 8
muertes pof cada 100,000 habitantes, esto depende de cada pais. De los
pacientes con diagnostico establecido, el 5 al 27% presentaran estado epiléptico
en algun momento de su vida, con una tasa de secuelas del 4 al 40%, y una tasa

de mortalidad para esta complicacion del 3% en pacientes pediatricos. (12,18-20)

1.1.3. Etiologia ‘

La epilepsia no es contagiosa, es de etiologia multifactorial, dada por el
umbral, la anormalidad epileptogénica, y los factores desencadenantes. La causa
mas frecuente es la idiopatica, en un 60-80% de los casos, pues no se identifican
antecedentes o factores de riesgo. El otro 20% restante tienen causa conocida y
se denomina secundaria o sintomatica, la mayoria son causadas por dafio
cerebral como lesiones prenatales o perinatales, malformaciones congenitas o
alteraciones genéticas con malformaciones cerebrales asociadas; asi como por
traumatismo craneoencefalico; accidente cerebrovascular que limita la llegada de
oxigeno al cerebro; infecciones cerebrales como meningitis, encefalitis o

cisticercosis; algunos sindromes genéticos o tumoraciones cerebrales. (1,5,8,12)
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1.1.4. Fisiopatologia

Se ha descrito que las crisis convuisivas se desencadenan debido a
multiples causas, en general son consecuencia de un desequilibrio de la
inhibicion-excitacidbn en el Sistema Nervioso Central. Especificamente cambios
paroxisticos de despolarizacion (electrofisiologicas);, anormalidades anatomicas,
histologicas, ultraestructurales (morfoldgicas); alteracion en la re_Qulacién de
neurotransmisores y receptores (neuroguimicos); alteracion en la concentraciéon de
sodio y potasio, de la actividad de la bomba sodio/potasio o de otros tipos de
corrientes idnicas; alteraciones metabdlicas o endocrinolégicas. (47)-

Aungue existen otros factores importantes que favorecen la
hiperexcitabilidad neuronal, estos son el volumen de espacio intracelular y las
propiedades intrinsecas de una neurona, 1as corrientes idnicas. Por ejemplo los
iones de Na* y Ca?* son responsables de la despolarizacién neuronal, y los iones
de K* y CI- tienen tendencia a la hiperpolarizacién. (46, 48)

Los potenciales de accion que viajan a través del axon y en la terminal
presinaptica producen entrada de Calcio en la célula, esto desencadena ta
liveracion de neurotransmisores que se acoplaran a su receptor de membrana
postsinaptico produciendo ya sea potenciales postsinapticos excitadores o
inhibidores. La suma de estos potenciales da lugar a la actividad eléctrica que se
registra en el electroencefalograma y que en epilepsia es alterada en favor de la
respuesta excitadora. (46, 48) '

Los principales neurotransmisores excitadores del Sistema Nervioso Central
son Glutamato (agonista de los receptores ionotrépicos AMPA-Kainato, Delta; y
NMDA, con actividad sinaptica rapida, asi como de los metabotropicos mGlut al
mGlu8, los cuales median la actividad sinaptica lenta pero prolongad'a) y
Aspartato, mientras que el Acido Gamma-Aminobutirico (GABA) es el principal
neurotransmisor inhibitorio (con receptores ionotrépicos y metabotropicos), otros
ejemplos de este mismo grupo son la glicinay la taurina. (46, 48)

En condiciones normailes, la hiperexcitabilidad de la neurona se evita por la

presencia de una cantidad normal de hiperpolarizaciones y la presencia de
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neuronas inhibidoras. Actualmente se propone que en el inicio de la propagacién
de la descarga paroxistica intervienen la capacidad de un grupo de neuronas para
generar la descarga; la capacidad del sistema excitador glutamatérgico (iniciando
activacion de los receptores de AMPA, sin embargo a medida que el ataque
epiléptico se intensifica, se produce mayor participacion de los receptores NMDA),
para amplificar la sefial generandola y propagandola, mediante la generacion de
potenciales post-sinapticos excitadores (PPSE); la capacidad del sistema inhibidor
GABAérgico para regular ia activacion de los receptores NMDA e impedir la
génesis de la descarga y controlar su propagacién intracerebral, mediante la
generacion de potenciales bost—sinépticos inhibidores. (46-48) _

Se sugiere que la actividad de tipo epiléptico depende de la interaccion de
los receptores AMPA y NMDA, pues los antagonistas del receptor NMDA parecen
reducir significativamente la intensidad y la duracion del atague, mientras que los

antagonistas del receptor AMPA previenen su inicio. (46-48)

1.1.5. Clasificacién _

De acuerdo a la Clasificacion operacional de las crisis convulsivas del 20186,
por Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE por sus sigias en ingles) se
ciasifican en base al tipo de crisis en: (21)

> Focales:
a) Motoras: tbnicas, atdnicas, mioclonicas, clénicas, espasmos epilépticos,
hipermotoras. ' '
k) No motoras: sensoriales, cognitivas, emocionales, autcnomicas.
¢) Con estado de alerta: consciente, alteracion de la conciencia, pérdida del
estado de alerta. ‘
d) Ténico-clénicas bilaterales.

» Ceneralizadas
a} Motoras: tonico-clénicas, ténicas, atonicas, mioclonicas, mioclonicas-atonicas,
clonicas, clénico-tonicas-clonicas, espasmos epilépticos.
k) Ausencia: tipicas, atipicas, miocldnicas, mioclonicas del parpado.

> Ixnicio desconocido
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a) Motoras: tonico-clonicas, tonicas, atonicas, espasmos epilépticos.

No motoras

b) Con estado de alerta: consciente, alteracion de la conciencia, pérdida del
estado de alerta.

¢) No Clasificadas.

1.1.6. Epilepsia del l6bulo temporal

Definida por la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) en 1985 como
un trastorno caracterizado por crisis focales simples, complejas con o sin
generalizacion secundaria, originadas en la porcion medial o lateral del 16bulo
temporal. (22) Es de gran importancia debido a que es una de las causas mas
prevalentes y complejas. Corresponde al 40% de los casos de epilepsia, tiene una
alta incidencia en la edad pediatrica de 33 a 82 casos por cada 100,000 nifios al
gfio, y aproximadamente 50 a 60% de estos se presentan inicialmente con crisis
fucales. (22,23) |

Las causas mas frecuentes en nifios con este tipo de epilepsia son:
esclerosis mesial temporal, tumores de bajo grado, displasia cortical,
malformaciones vasculares, isquemia o gliosis secundarias a hipoxia, traumatismo
¢ infecciones. (22, 23)

La semiologia de las crisis varia con la edad del paciente, los lactantes
presentan crisis generalizadas, manifestaciones motoras bilaterales simétricas,
aunque su origen sea unilateral, lo que hace mas dificil su diagnostico. En nifios
preescolares predominan posturas distdnicas, lateralizacidn de la cabeza,
c¢=sviacion de la mirada y de la comisura labial, ademas de automatismos oro-
amentarios. Nifics mayores y adolescentes presentan ademas de automatismo,
prodromos o aura, sintomas  viscerales y manifestaciones autonomicas.
Dependiendo de las caracteristicas de inicio de la crisis y su evolucion es como se
[::ocde determinar donde se origina el foco epileptogeno. (22, 23)

El electroencefalograma presenta frecuentemente actividad epileptica
interictal, la mas cescrita se caraclteriza por puntas u ondas agudas temporales y

asiividad delta ritmica intermitente. La resonancia magnética ha demostrado ser
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aljamente sensible en la deteccién de esclerosis hipocampal, ademas de su
utilidad para detectar tumores y atrofia estructural. (23)

Aunque hay una amplia gama de farmacos antiepilépticos, ninguno ha
demostrado mayor eficacia en el control de las crisis convulsivas focales. Muchos
pacientes contindan presentando crisis aun con el tratamiento adecuado. El 40%
de los pacientes con epilepsia focal seran eventualmente refractarios a tratamiento
farmacoldgico, factores de riesgo para esto son la presencia de una lesién
conocida, alta frecuencia de las crisis, anormalidades neurolégicas, edad
temprana, crisis febriles, estado epiléptico, hallazgos multifocales en el

electroencefalograma. (22,23)

1.1.7. Tratamiento _

El tratamiento de la epilepsia se basa en el uso de farmacos antiepilépticos
(FAEs) principalmente, ademas de un manejo integral para o-btener mejores
resultados. Por ejemplo, promover habitos higiénico-dietéticos (realizar gjercicio,
hidratarse, consumir una alimentaciéon balanceada, mejorar patréon de suefio,
realizar actividades relajantes) y tratar de evitar factores desencadenantes (no
consumir bebidas alcohdlicas, ni drogas, evitar foto-estimulacion por medio de
televisidon o videojuegos). Todo esto con el fin de controlar las crisis, mejorar la
calidad de vida del paciente y su familia, asi como promover el desarrollo de
habilidades cognitivas, deportivas, laborales y emocionales. (24)

Para seleccionar el farmaco antiepiléptico adecuado, se requiere
individualizar cada caso. Después hacer el diagnostico de epilepsia, clasificar el
tipo de crisis que presenta y definir si'requiere tratamiento 'farmacol_()gico, asi como
valorar los siguientes factores: a) propios de la epilepsia: tipo, frecuencia,
etiologia, sindromes epilépticos, factores precipitantes, potencial curso refractario
de la epilepsia; b) propios del paciente: edad de inicio, sexo, aspectos genéticos,
patologia médica asociada, estado neuroldgico actual, cumplimiento del
tratamiento, estigmatizacion; c) factores psicosociales: duracion prevista del
tratamiento, repercusion psicosocial de la enfermedad, aspectos econdmicos y

socio-sanitarios; y d) propios del medicamento: capaz de eliminar las crisis sin
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producir efectos adversos importantes, farmacocinética y farmacodinamia, mayor
beneficio que riesgo, costo, disponibilidad en el mercado. (25)

Ya seleccionado el farmaco, el confrol adecuado de la epilepsia depende de
una amplia gama de factores, aunque durante el tratamiento se pueden presentar
tres situaciones: 1) en el 60-70% de los casos, las crisis epilépticas se controlan
adecuadamente con el tratamiento; 2) en el 30%, los pacientes presentan
resistencia al tratamiento; y 3) en casos raros las crisis desaparecen por si solas.
(8,26)

Los farmacos antiepilépticos se pueden clasificar en tres generaciones, en
consideraciéon de la fecha en que se iniciaron a usar, cabe mencionar que el
registro de uso de FAEs inicia desde finales del siglo XIX hasta la actualidad
(Figura 1). (27,28)
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Figura 1. Representacion cronoldgica de la introduccion de los FAEs y su relacion
con la generacion a la que corresponden. {Tomado del libro Tratamiento

Farmacoldgico de las Epilepsias, 1era edicion, Pagina 51).
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El uso comercial de los FAEs de primera generacion inicia entre 1857 hasta
1958, el mas caracteristico es el fenobarbital, sin embargo debido a sus efectos
adversos, se limita su uso a crisis convulsivas neonatales, crisis convulsivas
ténico-clonicas generalizadas, y en menor grado a crisis focales complejas. Dentro
de este grupo también se encuentran varios farmacos derivados de la estructura
de los barbituricos como la difenilhidantoina; ademas de la etosuximida, para crisis
de ausencia. (27-28)

Entre 1960 y 1975 aparecen los de FAEs de segunda generacidén donde se
incluyen la carbamacepina, el acido valpréico y las benzodiacepiﬁas. Estos ultimos
Utiles para el Sindrome de Lennox-Gastaut y como variante en [as crisis de
ausencia y mioclonicas. (27-28) Después de 1980, se incorporan los de tercera
generacion como lacosamida, vigabatrina, lamotrigina, oxcarbazepina, topiramato,
levetiracetam, pregabalina, los cuales tienen la finalidad de ser mas especificos
para cada tipo de epilepsia y con la menor cantidad de efectos secundarios. (27-
28) De acuerdo con la literatura ia eficacia y los mecanismos de accion y la
tolerabilidad son similares entre los FAEs de 1ra, 2da y 3ra generacion, sin
embargo los novedosos como levetiracetam, gabapentina, vigabairina presentan
menos interacciones y mejor perfil farmacocinético que los anteriores, por lo que
se favorece el efecto terapéutico de estos farmacos. (29)

Actualmente se considera adecuado iniciar el tratamiento con monoterapia,
sin embargo aproximadamente el 30% de los pacientes epilépticos no responden
a una o varias monoterapias y en ellos se recurre al uso de dos o mas FAEs. (30)

A continuacion se enlistan los principales farmacos antiepilépticos, sus
caracteristicas farmacologicas y el tipo de crisis en las cuales estan indicadas.
(28,29)
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- P.

‘Pregabalina = Se une a'una proteina auxiliar del canal de Ca®* ~ Crisis focales con o sin-
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este i6n y la disminucion de la Ilberacmn de ca® . adyuvante de Crisis mioclénicas,

de la reserva intraneuronal. o ~ Crisis t6nico-clonicas
: generalizadas

Con los farmacos disponibles, hasta dos tercios de personas con epilepsia
logran ausencia de crisis. Esto traduce en una mejor calidad de vida y reduce el
riesgo de lesiones asociadas a convulsiones y muerte. Sin embargo un tercio de
las personas con epilepsia no tienen control adecuado de convulsiones con los
medicamentos actuales. Para ellos el panorama terapéutico es alentador con la

inclusion de nuevas opciones terapéuticas. (26,27,29)

1.1.8. Epilepsia Refractaria

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) generd una definicion de
consenso formal en el 2010, donde se considera refractario a tratamiento médico a
todo paciente en el que se hayan utilizado dos medicamentos antiepilépticos bien
tolerados, indicado para el tipo de crisis y utilizados a dosis adecuada, en régimen
de monoterapia o politerapia para lograr ausencia de crisis convulsivas sostenidas
durante un periodo mayor a 12 meses. (11,26,31)

En base a esta clasificacion, diversos estudios reportan que existe una
prevalencia entre el 284% vy el 37% de pacientes epilépticos con
farmacoresistencia. (32,34) La naturaleza de los mecanismos que subyacen a la
farmacoresistencia pueden ser descritos, como una interaccién compleja entre la
etiologia (estructural o disfuncion de canales idnicos), la genética por medio del
gen-1-P-Glicoproteina (MDR1), y sobreexposicién de una variedad de proteinas

asociadas con la multiresistencia (MRP1 y MRP2). Estos son factores relevantes
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que explican la respuesta terapéutica variable en distintos pacientes con el mismo
tipo de lesion, y que derivan a la farmacoresistencia en el tratamiento de la
epilepsia. (34,35)

La importancia de diagnosticar adecuadamente los pacientes con epilepsia
refractaria es la posibilidad de ofrecerle opciones de fratamiento especificas,
terapias blanco, tratamientos no farmacologicos como dieta cetogénica, cirugia,

estimuladores y tratamientos en investigacion. (33)

1.1.9. Estado Epiléptico

La definicion conceptual del estado epiléptico por la Liga Internacional
contra la Epilepsia (ILAE) la refiere como una condicion resultante de la falla de los
mecanismos responsables de la terminacién de la crisis epiléptica o de la
iniciacién de los mecanismos los cuales derivan anormalmente a crisis convulsivas
prolongadas (mayores a 5 minutos). Esta es una condicion que puede tener
consecuencias a largo plazo (después de 30 minutos de duracién), incluyendo
muerte neuronal, lesion neuronal, y a!teracién de conexiones neuronales,
dependiendo del tipo y duracién de ias crisis. La definicién operacional la refiere
como uha convulsién prolongada por 30 minutos o convulsiones recurrentes sin
repercusion de conciencia entre ellas, que dura mas de 30 minutos. (36}

Se denomina estado epiléptico refractario a aquel que se mantiene entre 60
a 120 minutos a pesar del tratamiento de 1ra y 2da linea, requiere anestesia
general. Si tras 24 horas de anestésicos, el estado epiléptico continua o recurre,
inclljyendo recaidas durante la reduccidn o retiro de anestésicos se le denomina
Estado epiléptico stuper refractario. (37)

Es la emergencia neurologica mas comun en nifios, la cual requiere una
atencién inmediata para disminuir riesgo de complicaciones y muerte. Tiene una
incidencia de 17 a 23 casos por cada 100,000 nifios por afio, la mayoria en
menores de 5 afios. En la literatura se reporta que del 8 al 15% de los pacientes
epilépticos tendran un evento de estado epiléptico, y el 20% lo presentaran en los

primeros 5 afios del diagnéstico de epilebsia. El 12% de los pacientes con

-
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epilepsia debutaran con estado epiléptico, y del 10 al 25% tendran mas de un
episodio. (38) .

La etiologia del estado’epiléptico es variable, 33% presentan antecedente
de epilepsia sintomatica, 26% por crisis secundarias agudas secundarias a
meningoencefalitis, alteracion  hidroelectrolitica,  sepsis, hipoxia, trauma,
intoxicacion; 22% febril, 15% criptogénico, 3% encefalopatia progresiva. (37) |

Se clasifica en convulsivo (con actividad motora clinica) focal o
generalizado; o no convulsivd (con alteracion de la conciencia) focal o
generalizado. En la edad pediatrica se reporta hasta 29% de estado epiléptico
focal (de estos el 35% se generalizan) y 36% son estado epiléptico generalizado.
(37)

El diagnostico es clinico, la Tomografia Axial Craneal (TAC) o la
Resonancia Magnética (RM) pueden ayudar a localizar lesiones cerebrales, a_si
como la resonancia en fase aguda es UOtil para la localizacion de la zona
epileptogena. Ademas de un registro electroencefalografico digital para
monitorizacién continda o intermitente, debido a que se ha observado actividad
eléctrica epiléptica subclinica hasta en un 48% de los pacientes. (39)

El tratamiento tiene como objetiva principal estabilizar las funciones vitales
del paciente y controlar la crisis epiléptica de forma inmediata. (37)

El tratamiento hospitalario de primera linea se baéa en:

-Benzodiacepinas, se usa por su facil administracion y rapido inicio de accion.
-Fenitoina, es considerada como de eleccion por lograr control inmediato y evitar
recurrencias.

-Fenobarbital, este presenta efectividad demostrada, sin embargo se encuentra en
desuso por sus efectos secundarios.

Los farmacos de segunda linea son:

-Acido Valproico, este es efectivo-en estado epiléptico resistente a farmacos
anteriores, presenta mejor control de las crisis y mejor perfil de seguridad.
-Levetiracetam, se le considera de amplio espectro de accién y de buen perfil

farmacocinético.
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Para el tratamiento de estado epiléptico refractario en adulios, se utilizan
anestésicos (midazolam, propofol, tiopental principalmente) y farmacos
antiepilépticos como primera linea. Seguido de Hipotermia, magnesio, piridoxina,
inmunoterapia, dieta cetogénica, cirugia de emergencia. De tercera linea se
encuentra la terapia electroconvulsiva, estimulacibn magnética transcraneal,
estimulador de nervio vago, drenaje de liquido cefalorraquideo. (37)

La tasa de mortalidad a corto plazo se reporta del 2.7 hasta el 8% en
Unidad de cuidados intensivos pediatricos. El pronéstico depende de la causa, la
presentacion clinica, la edad del paciente y la duracién del estado epiléptico. Solo
el 2% es causado per se por el estado, el resto es por causas sintomaticas
agudas. Esta condicibn puede ademas producir secuelas neuropsicologicas,

motoras, cognitivas y de memoria. (39)

1.1.10. Modelos experimentales

El uso de modelos experimentales para el estudio de la epilepsia, permiten
al investigador comprender varios aspectos de la enfermedad como su causa,
consecuencias, evolucién, diagnostico y proponer asi diferentes terapias
farmacologicas para tratar de controlar las crisis. (40)

Se han desarrollado modelos experimentales basados principalmente en

simular las crisis epilépticas observadas en el humano. Estos se clasifican

considerando:

1. Duracién del protocolo para inducir las crisis epilépticas ya sea agudo o crénico.

2. Causa de la actividad epiléptica por sustancias:

a) Quimicas: Acido kainico, Pilocarpina, Pentilenetetrazol, Glutamato monosddico,

Fluoroetil, Toxina tetanica, Antibidticos.

b) Estimulos fisicos: Kindling eléctrico, generacidbn de poscargas corticales,

electrochoques, hipertermia, hipoxia.

-¢) Alteraciones metabdlicas.

d) Mutaciones genéticas: Ratas geneticamente propensas a crisis de ausencia o
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propensas a epilepsia.

3. Tipo de actividad eléctrica que se desea generar:

a) Focaleslgenéralizadas,

b Corticales/limbicos,

c) Clénicas/tonicas,

d) Estado epiléptico.

En nuestro caso para tratar de reproducir la epilepsia del 16bulo temporal,

se buscan modelos experimentales que representen estado epiléptico

generalizado o crisis limbicas recurrentes, estos se pueden lograr con la
administracion de acido kainico, pentilenetetrazo! 6 con pilocarpina (41, 49-51).

En particular, el uso del acido kainico en la induccion de crisis epilépticas
parciales secundariamente generalizadas (analogo del acido glutamico), actia
como agonista de los receptores glutamatérgicos inotrépicos del mismo nombre,
los cuales son particularmente abundantes en el hipocampo, que al administrarse
via parenteral, induce crisis limbicas con dafio neuronal, semejando los cambios
neuropatologicos observados en el sistema limbico de pacientes con Epilepsia del

Lébulo Temporal. (41)

1.2. Generalidades de Heterotheca inuloides

Heterotheca inuloides, también conocida como arnica de campo o de
monte, cuateteco, hornilla y tabaco de las montafias. En el Estado de México le
llaman "reemn” o "riemn" en lengua mazahua. En Guerrero es conocida como
"acahual" o "akawtomitl", en Michoacan arnica por los purépecha. En Morelos le
llaman "acahua" o "acahualli", y por dltimo en Tlaxcala, los Nahuatl la llaman
"xochihuepal”. (42,43)

En referencia a su historia, se menciona que a finales del siglo XVIII, se
creia por algunos autores que curaba el vértigo, taquicardia y otras enfermedades
procedentes de la debilidad, mientras que otros creian que era venenosa.

Concluyendo el sigio XIX el Instituto Médico Nacional refiere su uso para
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contusiones, diurético, vulnerario y emetocatartico. Es hasta el siglo XX donde Ia
Sociedad Farmacéutica de México la consigha como diaforético, estornutatorio y
antiinflamatorio en contusiones. (42)

En la medicina tradicional Heterotheca inuloides adquirid gran popularidad
porgue en ella se enco_ntrardn propiedades medicinales muy utiles, 'ademés de que
es de facil adquisicion y bajo costo. Se utiliza toda la planta, y existen diferentes
métodos de preparacion y presentacion para beber o aplicar. Para su uso interno
se preparan en forma de elixir, comprimidos, soluciones inyectables, gotas,
ampolletas bebibles como remedio homeopatico. Para su uso externo se elaboran
cataplasmas, colutorios, cremas tépicas, "sprays”, gargarismos, geles, parches,
pomadas, ungiientos. La planta seca se emplea como infusidn, tintura, Ioc'i()n,

entre otras. (44)

1.2.1. Usos

El uso medicinal del arnica proviene de su caracteristica como astringente,
antiséptica, antimicrobiana, util en infecciones bacterianas y fungicas. Entre ellas
faringoamigdalitis, resfriado comun, influenza, tosferina, bronquitis, curacién de .
heridaé (abrasiones, ampollas, eczema), diarrea, cdélico renal, UOlceras orales,
malaria, periodontitis, vulvovaginitis, anticaspa. Ademas se utiliza como
antiinflamatorio, para tratar contusiones y hematomas, artritis, artralgia, desgarro o
dolor muscular, neuralgia, disfonia. Se le ha atribuido como estimulante del corazén
y de la circulacion sanguinea, como auxiliar en el tratamiento de ateroesclerosis,
trombosis, varices, hemorroides, equimosis, hematomas, trastormos vasculares y
vehosos, sincope, anemia, caquexia, hipo o hipertension arterial, ademas de su
efecto diurético. (42-44)

Se considera estimulante del sistema inmunolégico y se recomienda como
afrodisiaco, antiespasmaodico, para el tratamiento contra la pérdida de cabello,
dispepsia, asma, tumores, ictericia, enuresis, aseo ocular, ansiolitico, entre otros.
(42-44)
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1.2.2. Clasificacién Taxonomica

Heterotheca inuloides comiunmente lamada arnica, pertenece a la familia
Astereceae (Compositae), Reino Plantae, Subreino Traqueobionta, Superdivision
Spermatophyta, Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Subclase
Asteridae, Orden Asterales. El género Heterotheca involucra siete especies

norteamericanas y consta de 28 a 32 especies. (43,44)

1.2.3. Caracteristicas de la planta

Se caracteriza por medir entre 50 cm hasta 1.5 metros de alto, con un tallo
piloso erecto, no muy ramificado debajo de la inflorescencia, estriado, con
pubescencia piloso-hispida, ademas de otros pelos como los glandulosos. Las
hojas superiores son sésiles, las inferiores sobre peciolos de base ancha, limbo
lanceolado. La inflorescencia esta bien desarrollada en conjuntos corimbiformes.
Presenta cabezuelas sobre pedinculos hasta 8 cm de largo, provisto de
numerosos pelos glandulosos; involucro anchamente campanulado a hemisférico,
sus bracteas aproximadamente 80, lineares con pubescencia. Hasta 40 flores
liguladas, con laminas oblongas, hasta 150 flores de disco con corolas de 7mm de
largo. De frutos y semillas presenta aguenios de las flores liguladas triquetos,
vilano ausente o en forma de corona; aquenios de las flores del disco
oblanceolados, sericeos, con cerdas interiores del vilano blanguecinas o rojizas, y

cerdas o escamas exteriores. Para finalizar, presenta una raiz pivotante. (42,43)

- Frutos de flores Diametrg de 1a flor ) A
sentrales pi S, ¢ abieita: 253 an; Hojas basales con  {Hojas superiores

apro ferdas : peciole, perp seésiles

.8 m.n'\' capilares.de 3 - B ensanchado en ia

tambien con
peios
glandulosos

liguladas sin pelos iargos

cerdas, un poca (Caberuelas sin
mas cortos que los paleas {(bricteas),
centrales recepracuio plana

/ ‘/1 Planta pilosay
Frutes de flores \ ' graduad : . generalmente

Figura 2. Caracteristicas de Heterotheca inuloides, Fotografia por Pedro Tenorio

Lezama, de Malezas de México, 2009,
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1.2.4. Ubicacion geografica

Es una planta nativa de México, la cual crece en climas calido, semicalido,
semiseco y templado, su habitat natural es ruderal y arvense, pastizales
perturbados, claros en bosques. Se distribuye longitudinalmente desde el nivel del
mar hasta 2400 metros dentro, y altitudinalmente desde el nivel del mar hasta
3100 metros arriba. (43)

Crece en el estado de Chihuahua, San Luis Potosi, Aguascalientes,
Veracruz, Nayarit, Guanajuato, Nueva Leén, Querétaro, Tlaxcala, Hidalgo, Puebla,
Qaxaca, Ciudad y Estado de México. Es una planta perenné, florece de Julio a
noviembre, se cultiva en huertos familiares, asociada a' bosques tropicales
caducifolio y perennifolio, materral xeréfilo, pradera semiarida, bosques de encino,

de pino y de juniperos, de las partes Altas de México. (42-44)

1.2.5. Propiedades quimicas y famacolégicas

El 6rgano mas estudiado de esta planta es la flor, de la cual se han
obtenido una resina, aceite esencial, grasa, colorante amarillo, ta‘nino, goma,
almodén, acido galico, oxalicom, un principic amargo y un alcaloide. (42)

Acerca del aceite esencial, se han identificado sesquiesterpenos,
calacoreno y epoxido de cariofileno. Ademas de aislar flavonoides, quercetina,
componentes fendlicos, cumarina umbeliferota, ftriterpenos, eterdimetilico,
luteolina, kaemferol, poliacetilenos, cadinanos, alfa-arabinésido, beta glucurdido,
esteroides avenastenol. Se ha observado que los extractos de Heferotheca
inuloides ejercen una fuerte actividad antibidtica sobre Esfafilococo aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.

(42)

1.2.6. Efectos bioldgicos y sus mecanismos a nivel central

En los udltimos afnos se han reportado en diferentes trabajos los resuitados
de las investigaciones sobre la caracterizacion de varios componentes de la flor y
sus efectos bioldgicos. Se ha demostrado un efecto antioxidante in vitro, en

experimentos. Esto se debe por un efecto inhibitorio de COX-1 y COX-2,
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antioxidante, inhibicién de la peroxidacion lipidica e inhibicion de la actividad de

tirocinasa. (51-52)
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alta incidencia de epilepsia en edad pediatrica, aunada al alto porcentaje
de falta de control de las crisis epilépticas por el tratamiento terapéutico actual,
resuita en la necesidad de la busqueda de nuevas opciones terapéuticas
alternativas, que permitan el mejor control de las crisis epilépticas en estos
pacientes, por o que el estudio de nuevos agentes de origen natural, basados en
el uso de plantas medicinales en modelos experimentaies es una herramienta para

abordar esta problematica.
3. JUSTIFICACION

La epilepsia es un trastorno neuroldgico frecuente a nivel mundial, y un
problema de salud publica debido a las consecuencias neurobiologicas, cognitivas,
psicologicas y sociales que conlleva. Con alta incidencia en la edad infantil, y
hasta un 30% de pacientes sin control de las crisis -epilépticas con tratamiento
convencional, donde se favorecen las secuelas y aumenta el riesgo de mortalidad.
Por tal motivo es de suma importancia la busgueda de nuevos tratamientos
alternativos a los farmacos antiepilépticos para el control adecuado de las crisis

convuisivas, mejorando [a calidad de vida tanto de ellos como de su familia.

El propésito de este trabajo es proponer el estudio de sustancias de origen
natural, que presenten efectos sobre la modulacién de la neurotransmision, como
el arnica (Heferotheca inuloides), a la cual se le han atribuido multiples
propiedades, entre ellas antiinflamatorias, antimicrobianas; analgesicas,
antioxidantes y neuroprotectoras. Se propone que sus exiractos metandlico y
acetonico disminuiran la severidad y aumentaran la latencia de las crisis

convuisivas dependiendo de ia dosis administrada.
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4. HIPOTESIS

Los extractos metandlico y acetdnico de Heferotheca inuloides aumentaran la
latencia de inicio de crisis convulsivas, asi como la disminucién de la severidad

inducidas por acido kainico, dependiendo de la dosis administrada.
5. OBJETIVO

5.1. Objetivo General
Evaluar la respuesta conductual de la administracion de los extractos metandlico y
acetonico de la Heterotheca inufoides (arnica mexicana) en las crisis convulsivas

inducidas por acido kainico.

5.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de la administracién del extracto metandlico y aceténico de
Heterotheca inuloides (30, 100, 300 mg/Kg, i.p.), en la latencia de las crisis
convuisivas inducidas por acido kainico. _

2. Determinar el efecto de- la administracidén del extracto metandélico y acetdnico de
Heterotheca inuloides (30, 100, 300 mg/Kg, i.p.), en la severidad de las crisis

convulsivas inducidas por acido kainico.

6. TIPO DE ESTUDIO
Este fue un estudio experimental, prospectivo, analitico y comparativo.

7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Poblacién de estudio
L.a poblacion de estudio correspondié a los extractos metandlico, aceténico

de Heterotheca inuloides mexicana donada por el Dr. Guillermo Ortega, del

Instituto de Quimica, UNAM.
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7.2. Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
Se contemplaron dos aspectos:
1) En animales: Estos fueron sanos, machos y de la cepa Wistar.
2) En tratamientos: Se considero solo a los animales que tuvieron los
tratamientos con los extractos completos.
Criterios de exclusién
1) Aquellos animales que al ser administrados con la dosis de acido kainico,
fallecieron en menos de 30 minutos y no haya sido posible realizar las

evaluaciones conductuales.

7.3. Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratas macho, sanos, de la cepa Wistar (250 gr). Estas se
mantuvieron en cajas individuaies en el bioterio, en condiciones de temperatura y
luz adecuadas, se alimentaron con dieta estandar (Purina, México) y agua natural
ambos a libre demanda.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en los grupos experimentales.
Los cuales se realizaron con un numero de sujetos minima necesafia para realizar
un analisis estadistico (n=6), esto de acuerdo a las NOM (Normas Oficiales
Mexicanas), donde se busca la cantidad minima de uso de animales para

experimentacion, por grupo de tratamiento.

7.4. Ubicacion del estudio

El tratamiento y mantenimiento de los animales tratados con acido kainico
para inducir las crisis epilépticas agudas, se llevaron a cabo en el Bioterio, asi
como la evaluacion conductual y el posterior sacriﬁcio.de fos animales se lievé en

el laboratorio de Neurociencias, en la Torre de Investigacion de nuestro Instituto.
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7.5. Variables de muestra y tamano de estudio

7.5.1. Variables Dependientes
Se describe a continuacioén cada variable, su definicidn, tipo de variable, unidad de

medicion.

Cuantitativa: numero

de sacudidas que

presente el animal

Cuantitativa: namero
total de sacudidas

que - . presente - el

animal.

7.5.2. Variables Independientes
Los extractos metandlico, acetonico de Heterotheca inuloides a las tres dosis de
estudio (30, 100 y 300 mg/Kg).

Para cada grupo de tratamiento, se ocuparon 6 animales, estos se

describen en los cuadros 4 y 5:
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10 mg/kg (6)

30 mgrkg + 10 mgfkg (6)
100 mg/kg + 10 mg/kg (12) :

300mg/kg + 10 mg/kg (6)

10 mglkg 6) -

2 ml + 10 mg/kg (9)
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7.6. Administracion de Heterotheca inuloides

La administraciébn del extracto se inicio tres dias antes de iniciar la
evaluacion conductual. Esta se realizé a través de una sonda para alimentacion
pediatrica introducida por la boca del animal hasta la cdmara gastrica. Los
tratamientos descritos previamente se realizaron bajo las condiciones propias de

cada grupo experimental, siempre a la misma hora.

7.7. Administracion de Acido Kainico
El dia del experimento se administro la ultima dosis del extracto, o del
vehiculo y posteriormente se aplico por medio de una jeringa‘ de insulina 10

mg/kg/dosis intraperitoneal de acido kainico.

7.8. Evaluacion conductual

Una vez concluido la aplicacién de acido kainico, inmediatamente se inicio
el proceso de observacion durante 4 horas. Incluyo [a monitorizacién basal y
posteriormente cada 10 minutos hasta concluir a las 4 horas con el sacrificio del
animal, o en caso de presentar muerte slubita se dio por concluido antes.

Los cambios conductuales a observar corresponde a los descrito de
acuerdo a la clasificacién conductual para las crisis epilépticas de la escala de
Racine, donde se evalla la frecuencia y severidad de estos, cabe mencionar que

para su analisis, estos cambios son agrupados en diferentes grados o fases:

Fase 1. Automatismos faciales: maSticacén, cierre y guifio de ojos, _
babeo. ' '

Fase 2. Crisis focal, mioclonias de la cabeza.

Fase 3. Mioclonias de las patas delanteras.

Fase 4, Crisis generalizadas, aumenta mioclonias, se levanta en dos
patas.

Fase 5. Pérdida de equilibrio seguida por caida, crisis clonicasy -
ténico-clénicas involucrando las 4 extremidades.
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Las observaciones se realizaron por un grupo de investigadores con

experiencia en el tema.

7.9. Analisis Estadistico _
Los datos referentes a latencia se presentaron como la mediaterror
estandar de los animales por grupo (n=6), mientras que la severidad fue evaluada
de acuerdo a la escala de Racine. El efecto de la administracion de la H. inuloides
en las diferentes dosis, sobre la latencia y severidad se analizaron mediante un
analisis de varianza de una via (ANOVA), seguida del andlisis post hoc de
comparacion miltiple Tukey. Las diferencias significativas se asumieron cuando
p<0.05. Todos los datos obtenidos fueron analizados usando el software GraphPad

version 7.
8. RESULTADOS

8.1. Induccion de crisis convulsivas por administracién sistémica de acido

kainico (10 mg/Kg, i.p.).

Los cambios conductualeé observados en los animales tratados en este estudio
fueron equiparables a lo descrito por Loscher y cols., que de acuerdo a la escala
de Racine (1972), observamos cambios conductuales marcados dependiente de la
hiperexcitabilidad neuronal, donde el reclutamiento de estructuras con esta
actividad eléctrica anormal es creciente, donde inicialmente se observan crisis
parciales (mioclonia'de patas anteriores), seguidas a crisis generalizadas (posicion

de canguro}, y que progresivamente derivo al estado epiléptico. (Figura 3)
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Figura 3: Cambios conductuales (A) Crisis focales y (B) Crisis generalizadas

inducidas en ratas Wistar macho, posterior a la administracién i.p. de acido

kainico.

(A)

(B)
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8.2. Efecto de la administracion del extracto metandlico y aceténico de
Heterotheca inuloides (30, 100, 300 mg/Kg, i.p.), en la latencia de las crisis

convulsivas inducidas por acido kainico.

Se calculo el promedio de inicio de crisis convulsiva inducida por acido kainico
en cada grupo experimental, asi como el error estandar.
Los resultados obtenidos de los extractos administrados indican una aumento en
la latencia de crisis inducidas con acido kainico, sin embargo no presentaron
diferencias estadisticamente significativas. En el caso del grupo 5, (extracto
metandlico, 300 mg/Kg), aunque se observé un incremento de la latencia
dependiente de la dosis, llegando hasta una latencia de 40 minutos, estos no
fueron estadisticamente significativos (ver cuadro 7).

Ademas, se observd un aumento en la latencia de las crisis con el extracto

metandlico que con el acetdnico, esto podria deberse a su diferente contenido

fendlico y actividad antioxidante, como se ha demostrado en estudios previos (53).

R n Promedio |

Grupo experimental : S - ee .

, . (min). - o
1. Acido kainico 1333 211
B 2. Aceite de olivo + acido kainico - 10.00 - . 0.00
3. Extracto metandlico 30 mg/kg + acido kainico 15.00 2.1
4. Extracto metandlico 100 mg/kg + acido kainico 1933 347
5. Extracto metandlico 300 mg/kg + acido kainico "40.00 1116

Con respecto al extracto acetdnico, se observa un aumento en la latencia con
los valores promedio, el cual no es dependiente de la dosis administrada, ni es
estadisticamente significativo. Aunque sucede el mismo evento que el presentado
con el extracto metandlico, el grupo 5 (extracto acetonico a 300mg/kg) se duplicd

la latencia del valor basal con acido kainico (Cuadro 8).
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- Grupo experimental | Promedio (min) ee’

i Acido kainico 13.33 2.11

2. Amortiguador de fosfatos + acido kainico 17.22 ' 219
3. Extracto acetdnico 30 mg/kg + acido kainico | 15.00 | 2.11
4. Extracto aceténico 100 mg/kg + acido kainico 19.00 2.46
5. Extracto aceténico 300 mg/kg + acido kainico . 30.D0 7.15

8.3. Efecto de la administracion del extracto metandlico y aceténico de H.
inuloides (30, 100, 300 mg/Kg, i.p.), en la severidad de las crisis convulsivas

inducidas por acido kainico.

Al término del experimento se observé una disminucion estadisticamente
significativa, de la severidad de las crisis inducidas por acido kainico, con ambos

extractos de H. Inuloides. (Grafica 1 y 2)

Los efectos del extracto metandlico indican una disminucién en la severidad de las
crisis convulsivas inducidas por acido kainico, efecto dependiente de la dosis (a
dosis de 300 mg/Kg se observa una disminucion del 80%), cabe mencionar que el
aceite de oliva (vehiculo en este extracto) per se induce una disminucioén en la
severidad de las crisis sin ser estadisticamente diferente del grupo donde se

administr¢ el acido kainico (Grafica 1).

Por otro lado, los efectos del extracto aceténico de H. inuloides indican una
disminucion de la severidad de las crisis convulsivas inducidas por acido kainico
en aproximadamente un 40%, datos estadisticamente significativo en todas las
dosis estudiadas (p<0.05), sin embargo el efecto observado no fue dependiente de

la dosis administrada.
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Grafica 1. Efectos de los tratamientos del extracto metandlico a diferentes dosis

sobre las crisis convulsivas inducidas por acido kainico.

EFECTOS DEL EXTRACTO METANOLICO DE H. inuloides

8-

Extracto metanédlicode drnica

Escalade Fisher: Fase
observada (media £ ee)

mg/Kg  mg/Kg mg/Kg

*p<0.05 AK vs Grupos extractos metanolicos 30 y 100 mg/Kg.

**p<0.001 AK vs Grupo extracto metanélico 300 mg/Kg.
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Grafico 2. Efectos de los tratamientos del extracto acetdnico a diferentes dosis

sobre las crisis convulsivas inducidas por acido kainico.

EFECTOS DEL EXTRACTO ACETONICO DE H. inuloides

Escalade Fisher: Fase
observada {media + ee)

Extracto acetonico de arnica

*

AK Vh+AK

30
mg/Kg

100 300
mg/Kg  mg/Kg

*p<0.05 AK vs Grupos extractos metandiicos 30 y 100 mg/Kg.
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9. DISCUSION

Este estudio es la primera evidencia experimental donde los extractos
metandlico y aceténico de la H. /nufoides inducen una aumento de la latencia y
una disminucion en la severidad de las crisis convulsivas inducidas por acido
kainico, lo que sugiere un efecto anticonvulsivante. | .
Ambos extractos aunque son extraidos de la misma planta presentan diferentes
mecanismos de accion, este supuesto puede atribuirse que si bien no se observo
efecto estadisticamente significativo sobre la latencia, se observa una respuesta
diferente en la disminucion de la severidad, de tal forma que con la administracion
del extracto metandlico, el efecto observado es dependiente de la dosis, mientras
que con el acetonico no lo es. Con respecto, al aumento en la latencia en las dosis
mas altas, referidas a los 300 mg/Kg, esta no es estadisticamente significativa,
esto nos permite establecer dos supuestos: 1) que se requiere aumentar la dosis
para observar el efecto de forma estadisticamente significativa y 2) que el
mecanismo de accion por el cual se disminuye la severidad de la crisis puede ser
independiente de la via glutamatérgica, sin descarta un efecto parcial sobre este
sistema, la cual es activada como efecto de la administracion de AK (Lothman y ‘
Collins, 1981). Ademas, la latencia refleja el reclutamiento de las estructuras
cerebrales, esto implica una propagacion de la actividad hiperexcitabie, el hecho
de que se aumentara la latencia nos indica la participacion de los extractos en este
proceso. Cabe mencionar que los extractos estudiados han sido descritos en
literatura como agentes antioxidantes, con efectos neuro y hepatoprotectores en
un modelo de dafio hepatico y neuronal (Coballase-Urrutia, 2011), .y que estos
efectos son atribuidos a diferentes compuesto denominados metabolitos, los
cuales por su estructura quimica estan dentro del grupo de flavonoides, como lo
es la quercetina (Coballase-Urrutia, 2010). Por todo lo anterior, la quercetina
puede ser un posible candidato en mediar la respuesta anticonvulsivante
observada en las crisis convulsivas inducidas por AK en nuestros sujetos

experimentales, aunque no podemos dejar de considerar que los efectos de los
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extractos es por la sinergia que tienen los diferentes metabolitos en conjunto, ya
gue ademas de los flavonoides existen otros grupos como los sesquipertenos
(Rodriguez-Chavez, 2015).

Por ofro lado, los resultados nos permiten sugerir que el extracto metandlico, que
presenta un efecto dependiente de la dosis, y mayor efecto, que el extracto
acetonico, puede ser afribuido a que este extracto presenta una composicion
quimica diferente en cada extracto. Por otra parte, se han descrito propiedades
antiinflamatorias y antioxidante asi como funciones de inhibicién de tirosinasa y
peroxidacion lipidica al extracto (Kubo [sao, 2000). Sin embargo, el extracto
aceténico, se le han atribuido funciones de inhibicion de COX-1, COX-2 y de la
peroxidacion lipidica, ademas de su efecto antiinflamatorio y antioxidante
(Coballase-Urrutia, 2016).

En este estudio se indujeron crisis convulsivas limbicas mediante la administracién
de acido kainico, con subsecuente dafio neuronal localizado en el sistema limbico
(regiones CA1 y CA3 del hipocampo), y gliosis semejante a los cambios
observados en-pacientes con Epilepsia del |6bulo temporal, siendo la forma mas
frecuente de epilepsia a nivel mundial. Este asociado a hiperexcitacién del sistema
nervioso, en donde se demuestra que el dafio cerebral es causado por el estrés
okidante. Ademas de la respuesta inflamatoria que se genera a través de mRNA
mensajero del B-IL-1 liberada en la regiones del cerebro afectadaé. (Lépez-
Hernandez, 2012).

Por otra parte, estos datos concuerdan a otros reportes, donde se ha observado
un efecto neuroprotector con los extractos metandlico y aceténico de H. /nuloides,
probablemente debido a sus metabolitos IoAs cuales brindan un efecto antioxidante,
el cual esta implicado en la fisiopatologia de la epilepsia (Cardenas-Rodriguez,
2010). Ademas, diversos estudios sugieren que hay una respuesta inflamatoria en
las regiones del cerebro danado por las convulsiones inducidas por acido kainico
(Coballase-Urrutia, 20186). A

Por otro lado, otras caracteristicas que se le ha adjudicado al arnica reside en sus
efecfos ‘como antinociceptivo, citotéxico, antibacteriano y antiinflamatorio (H.l

Rocha-Gonzalez et al., 2010). En particular nuestros datos se sugiere que el
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extracto metandlico presenta mejores efectos, esto se observa al igual en ofros
efectos biolégicos reportados en diferentes estudios, una posible explicacién es
.como previamente se ha mencionado se afribuye a los compuestos quimicos que
lo conforman y estan presentes en cantidades diferentes en cada extracto, ya que
se han reportado, estos efectos por sus metabolitos quercetina y espinasterol. El
extracto acetonico de H. /nulides contiene otros metabolitos como los cadafenos,
coumarina, quercetina, stigmasterol, B-sitosterol a los cuales se les atribuyen
propiedades antiinflamatorias, inhibicién de la COX 1 y 2, antioxidante, inhibicién
de la peroxidacion lipidica (Coballase-Urrutia, 2016), mientras que el exiracto
metanodlico de H. [nuloides contiene quercetina, kaempferoles, epinasterol,
cadalenos donde se ve inhibicion de la actividad de tirosinasa, antioxidante,
inhibicién de la peroxidacién lipidica, antiinflamatorio (Coballase_—Urrutia, 2016).
Ademas cabe mencionar que ofras plantas hermanas han presenta efectos
anticonvulsivantes debido a su capacidad como agentes antioxidantes mas que
moduladores de la neurotransmision clasica derivada de glutamato y GABA
(Cardenas cols, 2015). Mientras que otros extractos de plantas como el tuberculo
Orchis mascula, Te verde, Emblica officinalis, Curcumina (a través de los
polifencles como flavonoides), Panax Gingseg (a través de los gengsenoéidos que
son terpenoides) donde sus extractos metandlicos disminuian las crisis
convuisivas, la lipoperoxidacion causada por el estrés oxidante y la inflamacién a
través del marcador COX-2 (Coballase-Urrutia, 2016).

10. CONCLUSIONES

L.os resultados reportados en nuestro trabajo nos permiten sugerir que los
extractos metandlico y aceténico de H. Inuloides modifican la severidad de las
crisis convulsivas inducias por acido kainico, aunque no es estadisticamente
significativo.

Esto deriva a la necesidad de continuar con otros estudios para investigar los
mecanismos de acciéon por ilos cuales se induce dicho efecto. Es importante

mencionar que estos proyectos de investigacion con agentes naturales con

43



propiedades antioxidantes y neuroprotectoras podrian ofrecer un tratamiento
alternativo para ese 30% de los pacientes con epilepsia que no logran buen
control con férmécos antiepilepticos. Aportando una nueva opcién terapéutica a
esta enfermedad, que a nivel mundial es un problema de salud publica, que tiene
consecuencias catastraficas si no se logra buen control de las crisis, tanto para la

familia como para el paciente.
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