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RESUMEN

En Meéxico, la ansiedad y la epilepsia ocupan los primeros lugares, 143 y 3.7 %
respectivamente, en incidencia como padecimientos del sistema nervioso central (SNC).
Algunos tratamientos a pesar de ser efectivos producen efectos colaterales tales como
sedacidn, tolerancia y dependencia. Por ello, surge la necesidad del uso de nuevas
alternativas terapéuticas. De las plantas medicinales mas utilizadas a nivel mundial
destacan precisamente aquellas con potencial terapéutico para las enfermedades del SNC.
Recientemente, se demostrd que M. officinalis contiene un importante principio activo
llamado honokiol, responsable de sus propiedades ansioliticas, efecto que se ha
comprobado en estudios clinicos. En otros estudios se reportaron los efectos
anticonvulsivos de M. grandiflora en ratas. En México se cuenta con especies como la M.
dealbata Zucc., entre otras, de las que se presume producen efectos en el SNC, sin
embargo hasta el momento no se han comprobado farmacolégicamente dichos efectos. En
el presente estudio se describe la evaluacidn del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de un
extracto etandlico de M. dealbata Zucc. utilizando diferentes modelos experimentales.
Para ello se utilizaron ratones Taconic de 25 a 30g de peso corporal. El extracto se
resuspendié con el vehiculo (polietilenglicol 200 al 0.2% en solucién salina) para
administrar las dosis de 30, 100 y 300 mg/Kg, via esofagica (p.o.). Los experimentos se
iniciaron con la evaluacion del efecto del extracto de M. dealbata Zucc. sobre la
potenciaciéon de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico. Seguida de la valoracion
del efecto ansiolitico en los modelos de exploracién en cilindro, tablero con orificios y
cruz elevada. Mientras que para el efecto anticonvulsivo se utilizé el modelo de crisis
clénico-ténicas inducidas con pentilentetrazol (80 mg/Kg, via intraperitoneal (i.p.)). Los
resultados muestran un aumento significativo en la duracién de la hipnosis a partir de la
dosis de 100 mg/Kg. Por otro lado, el extracto de hojas de M. dealbata Zucc. produjo un
efecto ansiolitico de manera dosis-dependiente siendo significativo a partir de la dosis de
100 mg/Kg. Ademas, el extracto retard6 la presencia de mioclonias y crisis clonico-
toénicas (crisis generalizadas) e inhibi6 las crisis tonicas en las dosis de 100 y 300 mg/Kg.

Estos resultados demuestran que M. dealbata Zucc. produce efectos depresores en el SNC.
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1. Antecedentes

1.1 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

El sistema nervioso humano se compone de dos subsistemas principales: sistema
nervioso central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). EI SNC esta formado
por el encéfalo y médula espinal los cuales integran y correlacionan diversos tipos de
informacion sensorial, ademas es la fuente de pensamientos, emociones y recuerdos

(Figura 1).

Encéfalo

Figura 1. Sistema Nervioso Central'

El SNC es una estructura extraordinariamente compleja que recoge millones
de estimulos por segundo que procesa y memoriza continuamente, adaptando las
respuestas del cuerpo a los estimulos internos o externos. Atiende y satisface las
necesidades vitales.

El cerebro constituye la masa principal del encéfalo y es el lugar donde llegan
las sefiales procedentes de los 6rganos de los sentidos, de las terminaciones nerviosas
nociceptivas y propioceptivas. Se desarrolla a partir del telencéfalo. El cerebro
procesa toda la informacion procedente del exterior y del interior del cuerpo y las
almacena como recuerdos. Dentro de sus principales funciones estén las de controlar
y regular el funcionamiento de los demds centros nerviosos, también en €l se reciben
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las sensaciones y se elaboran las respuestas conscientes a dichas situaciones. Es el
137

organo de las facultades intelectuales: atencién, memoria, etc.

Aunque el cerebro s6lo supone un 2% del peso del cuerpo, su actividad
metabdlica es tan elevada que consume el 20% del oxigeno. La superficie cerebral es
unas 30 veces mayor que la superficie del craneo. Se divide en dos hemisferios
cerebrales, separados por una profunda fisura, pero unidos por su parte inferior por
un haz de fibras nerviosas de unos 10 centimetros (cm) llamado cuerpo calloso que
permite la comunicacién entre ambos. Los hemisferios suponen cerca del 85% del
peso cerebral y su gran superficie y su complejo desarrollo justifican el nivel superior
de inteligencia del hombre si se compara con el de otros animales”™'”’.

1.1.1 Células nerviosas

Se sabe que el tejido nervioso esta conformado por dos clases de células, las
neuronas y la células gliales (Figura 2). Las neuronas son las unidades funcionales
del SNC y participan en funciones como el pensar, el sentir, el movimiento y demas
funciones especiales, mientras que las células gliales son las responsables de

proporcionar sostén, nutricion y proteccion a las neuronas'”’.

Figura 2. Células del SNC"
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Las neuronas estdn implicadas en la transmision de sehales. Tienen la
propiedad de ser excitables mediante impulsos eléctricos, de generar potenciales de
accion en respuesta a dichos estimulos y los potenciales generados de propagarse por
la membrana plasmitica debido a la presencia de canales i6nicos". Existen
diferentes tipos de neuronas y la mayoria presentan tres partes principales, 1)
cuerpo celular, 2) ax6n y 3) dendritas. El cuerpo celular es la parte de la neurona que
contiene el nicleo y organelos tipicos tales como: mitocondrias, aparato de Golgi y
cuerpos de Nissl, que sintetizan proteinas para el crecimiento neuronal o reparacion
de axones dafiados en el SNP. El ax6n es una prolongacién cilindrica delgada, que
conduce el impulso eléctrico hasta otras neuronas, Este cuenta con una zona de
activacion pegada al cuerpo neuronal y varias terminales axénicas. Las dendritas son
prolongaciones neuronales encargadas de recibir los impulsos, son cortas ahusadas y
muy ramificadas, generalmente son amielinicas y también contienen algunos

organelos®'*” (Figura 3)

\ s ' . Ranvier
%, Nucleo

D«T]ilmas Nodo de

Mielina 7
7

-.‘_;') y
Sinapsis
—~ 7
Cuerpo
celular

Figura 3. Partes de la neurona'”
Las neuronas se clasifican funcionalmente en tres tipos'":

1. Neuronas sensoriales. Transmiten informacién recogida de estimulos
externos (por ejemplo: sonido, luz, presion, sefiales quimicas,...) o responde a
estimulos internos del cuerpo (por ejemplo: posicion de una articulacion,
orientacion de la cabeza,...).

2. Neuronas motoras. Conducen sefiales a los oOrganos efectores, causando

contraccién de masculos o secrecion de células glandulares.
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3. Interneuronas. Conectan otras neuronas con el SNC.

Aproximadamente el 90 % de las neuronas del cuerpo son interneuronas. Existen
muchos tipos de neuronas, a las cuales se les denomina con el apellido del histélogo

que las describié, como por ejemplo las células de Purkinje presentes en el
cerebelo®.

1.1,1.1 Tipos de neuronas

Las caracteristicas estructurales de las neuronas van de acuerdo a las funcién de
éstas, por lo que podemos encontrar una gran diversidad de ellas. Por ejemplo, el
cuerpo celular puede tener un tamafio que varie entre Sum hasta 135um. Sus
ramificaciones varian de acuerdo a las distintas partes del sistema nervioso al que
pertenecen. Algunas carecen de axén, otras poseen axones muy cortos y algunas
pueden poseer axones de hasta 1 m de longitud®.

De acuerdo a su estructura las neuronas se pueden clasificar en multipolares,
bipolares, unipolares y seudounipolares. Las neuronas multipolares poseen varias
dendritas y un axén y estdn presentes principalmente en el encéfalo y médula espinal.
Las neuronas bipolares poseen una dendrita principal y un axén, y se localizan en la
retina, en oido interno y érea olfatoria del cerebro. Las neuronas unipolares son
sensoriales, su axén y dendritas se fusionan durante su desarrollo, en una sola
prolongacién que a su vez se divide en dos ramas (axénicas), una distal con ramas
dendriticas amielinicas y otra que se dirige al SNC llegando hasta los l6bulos
terminales. Las neuronas seudounipolares, en las que nace s6lo una prolongacion que
se bifurca y se comporta funcionalmente como un axén salvo en sus extremos
ramificados en que la rama periférica reciben sefiales y funcionan como dendritas y

transmiten el impulso sin que éste pase por el soma neuronal; es el caso de las
neuronas sensitivas espinales”” (Figura 4).
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Figura 4. Tipos de neuronas”

1.1.2 Sinapsis

Es bien sabido que la informacion en el SNC es transmitida principalmente bajo la
forma de potenciales nerviosos (impulsos nerviosos) que pasan uno tras otro por una
serie de neuronas, sin embargo, cada impulso puede ademds de ser bloqueado al
transmitirse desde una neurona a la siguiente, cambiar y en vez de ser dnico
convertirse en impulsos repetidos o integrarse con los impulsos de otras neuronas
para dar lugar a modelos muy complejos de impulsos en las neuronas sucesoras.

Todas estas funciones se consideran funciones sindpticas de las neuronas®®.

La sinapsis es un sitio de interaccion entre dos células especializadas para la
transmisioén del impulso nervioso generalmente una neurona o su prolongacion y otra
neurona o efector (por ejemplo, fibra muscular). La sinapsis es el proceso esencial en
la comunicacién neuronal y constituye el lenguaje basico del sistema nervioso. Estd
constituida por tres elementos: el terminal presindptico; el cual conduce el impulso
nervioso, la célula postsinaptica; la cual recibe el impulso nervioso y un espacio o
hendidura sindptica, que es el espacio que separa las estructuras pre y postsinaptica;
esta hendidura tiene un espesor de 20 nanometros (nm). Dentro de la estructura
sindptica se encuentran sitios especificos de contacto funcional, llamados zonas

activas™.
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1.1.2.1 Clases de sinapsis

Las sinapsis se clasifican en dos grupos: eléctricas y quimicas. Casi todas las sinapsis

que se utilizan para transmitir sefiales en el SNC del ser humano son sinapsis

quimicas®®.

1.1.2.1.1 Sinapsis eléctrica

En las sinapsis eléctricas la hendidura sindptica es pequefia (3.5 nm) y la
corriente generada por el potencial de accion en la neurona presinaptica fluye
directamente a la neurona postsindptica a través de canales que en su conjunto
constituyen uniones comunicantes o en hendidura (gap junctions) sin que medien
mensajeros quimicos. La corriente puede fluir en ambos sentidos y practicamente no
hay retardo sindptico. Sin embargo, los canales no siempre estan abiertos y pueden
ser modulados por variaciones en el potencial de hidrégeno (pH) intracelular, por el
i6n calcio (Ca®") citoplasmético o del voltaje y por fosforilaciones dependientes de

cinasas evocadas por segundos mensajeros” .

Los canales idnicos estdn formados por un par de cilindros denominados
conexones. Cada conexén tiene 1.5-2.0 nm de didmetro y estd formado por
subunidades proteicas, las conexinas, asi, un conex6n atraviesa la membrana
plasmdtica presindptica y otro la postsinaptica. Ambos se hallan en contacto entre si
por lo que permiten el libre flujo de iones desde el citoplasma del terminal
presinaptico hacia el citoplasma del terminal postsindptico. A través de este

mecanismo las células se comunican entre si, entonces, mediante corrientes iGnicas®
(Figura 5).

Las sinapsis eléctricas tienen 3 ventajas evidentes:

e La comunicacién es mas rapida dado que el potencial de accién se conduce
directamente a través de las uniones de abertura.
e También hacen posible que se sincronice la actividad de un grupo de

neuronas o fibras musculares.
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e En las sinapsis eléctricas es posible la transmision bidireccional de los
potenciales de acciébn mientras que en las quimicas solo es posible la

transmisi6n unidireccional®®'Y’.

Membrana Espacio

Interior de
la célula 1 la célula 2

Figura S. Sinapsis eléctrica”
1.1.2.1.2 Sinapsis quimica

En la sinapsis quimica no hay continuidad estructural entre la membrana
presindptica y postsindptica, la hendidura siniptica es més ancha (20-50 nm). Los
impulsos nerviosos no pueden propagarse a través de la hendidura sindptica, por lo
que es necesario que exista una forma alterna de comunicacién en dicho espacio. El
terminal presindptico se caracteriza por poseer en abundancia mitocondrias y
vesiculas sindpticas con miles de moléculas de neurotransmisor”™.

Al llegar el impulso nervioso al terminal presindptico se induce la apertura de
los canales de Ca’ sensibles a voltaje, el potencial de membrana provoca la
liberacion del contenido de las vesiculas sindpticas en el espacio sindptico en
respuesta al aumento de Ca®' intracelular que tiene lugar con la llegada de cada
potencial de accion axénico. El neurotransmisor se une a receptores de la membrana
plasmidtica postsindptica y regula directa o indirectamente la apertura de canales
i6nicos activados por ligandos induciendo cambios de permeabilidad en la membrana
que pueden inducir la despolarizacion de la membrana postsindptica: sinapsis
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excitadoras; o hiperpolarizar a la membrana postsindptica: sinapsis inhibidoras,
seghn el tipo de receptor (Figura 6). El tiempo necesario para estos procesos se
denomina demora sindptica y es de una duracion de 0.5 milisegundos (ms), a ello se
debe que las sinapsis quimicas transmitan los impulsos con mayor lentitud que las
eléctricas®™.

2. Vesicula fusionada
————Dendrita con la membrana
Axon (exocitosis)
1. Vesicula con

neurotransmisores /
Ve \B
- 9
T { o \
Canal de s .
calcio Ca*t . .
__~Sinapsis e
~ 4.El newotansmisor Espacio | '4. El neurotransmisor
difunde a través de sinaptico es liberado dentro
. la sinapsis y se une de la sinapsis
1 con el receptor en
la dendrita & o i
Dendrita £ / ' ]
Canal iénico y
Axén Dendrita

Figura 6. Sinapsis quimica'

En la neurona postsindptica pueden ocasionarse dos tipos distintos de

potenciales al llegar a sus receptores el neurotransmisor liberado'**:

= PEPS: Potencial excitador postsindptico, que consiste en una disminucion de
la negatividad del potencial.

e PIPS: Potencial inhibidor postsindptico, que consiste en un aumento de la
negatividad del potencial eléctrico de la neurona, producido por la entrada de

iones cloruro (CI') en su interior.



1. Antecedentes

En una sinapsis clasica, el terminal presinaptico es el boton axdnico, que
contacta una porcion de la membrana en una célula postsinaptica. Esta porcion suele
ubicarse en una dendrita, por lo que estos contactos se describen como
axodendriticos™"’.

Se han descrito varias formas de sinapsis segin las estructuras implicadas™ (Figura
7:

e Axosomatica: Sinapsis entre un axon y un soma.

e Axodendritica: Sinapsis ocurrida entre un axén y una dendrita.

e Axoespinodendritica: Sinapsis entre un axon y una espina dendritica.

® Axoaxoénica: Sinapsis entre dos axones, por ejemplo en la inhibicion
presinaptica

¢ Dendrodendritica: Sinapsis ocurrida entre dos dendritas.

= Somatosomdtica: Sinapsis entre dos somas.

® Dendrosomatica: Sinapsis entre un soma y una dendrita.

Figura 7. Formas de sinapsis"’
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1.1.3 Neurotransmisores

En los Gltimos afios se ha podido demostrar que los transmisores sindpticos pueden
diferenciarse no solamente por sus acciones, sino también por las caracteristicas de
las respuestas que provocan (rdpidas o lentas, estimulantes o inhibidoras), por las
distintas estructuras quimicas que tienen (simples o complejas) (Figura 8), por su
peso molecular (alto o bajo), por su naturaleza quimica, por la preponderancia de las

OH o On
HO
CH,— COOH, — CH,—N(CH,), @\/\
NH, %
OH

Acetilcolina .
Dopamina
Norepinefrina CH,— CHy;—NH
HO 2
| —CH,——CH;— NF,
(I‘ J i
-
N
! "
) Histamina
Serotonina
uooc—rin-t — CH,—CH,—COOH H,N—CH,— CH,— CH,—COOH
NH, GABA
Acido glutdmico
CH
HO ?"
H
N e
LS ™ on, _ Glicina
Epinefrina

Figura 8. Estructura de algunos neurotransmisores®’

respuestas quimicas o eléctricas que generan, etcétera. De acuerdo con estas
diferentes particularidades se les ha denominado neurotransmisores (respuestas
rapidas), neuromoduladores (respuestas lentas), neuromediadores (respuestas de tipo

10
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postsinaptico), neuropéptidos (transmisores de alto peso molecular) y neurohormonas
(moduladores de la secrecién de otras hormonas)™.

Podemos definir a un neurotransmisor como una sustancia que es liberada en
una sinapsis por una neurona y que afecta a otra célula, neurona u 6rgano efector de
manera especifica’’. Ademas, los neurotransmisores se caracterizan por estar
presentes en el SNC y por tener mecanismos propios de sintesis, almacenamiento,
degradacion, recaptacién e inactivacién; ademds, deben poseer receptores
especificos. Los mensajeros quimicos deben reunir cuatro criterios para ser
considerados como neurotransmisores:

1) ser sintetizados en la neurona;

2) estar presentes en la terminal presindptica y ser liberados para ejercer una
accién definida sobre la neurona postsindptica o el 6rgano efector;

3) cuando son administrados exdgenamente, producen la accién del
neurotransmisor liberado endégenamente (activa los mismos canales y/o

segundos mensajeros);
4) debe existir un mecanismo especifico de remocién de su sitio de accién
El sistema nervioso hace uso de dos clases principales de sustancias

quimicas: a) neurotransmisores de bajo peso molecular y b) péptidos neuroactivos o
neuropéptidos (pequefias cadenas de amino4cidos)*® (Tabla 1).

11
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Tabla 1. Principales neurotransmisores’”

Transmisores de bajo peso molecular

Aminas biogénicas
Noradrenalina
Adrenalina
Dopamina
Histamina
Serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT)
Acetilcolina

Aminodcidos
Acido gamma-aminobutirico (GABA)
Glutamato
Aspartato
G licina

Neuropéptidos

Opioides
Metencefalina
Leuencefalina
Dinorfina A/dinorfina B
p-endorfina

Péptidos neurohipofisiarios
Vasopresina u hormona antidiurética
Oxitocina
(Neurofisinas)

Taquicininas
Sustancia P
Kassinina (sustancia K)
Eledoisina
Fisalaemina

Secretinas
Secretina
Glucagdn
Polipéptido intestinal vasoactivo
Polipéptido gdastrico inhibidor
Hormona liberadora de som atotrofina

Somatostatinas
Somatostatina
Polipéptido pancredtico
Neuropéptido Y

G astrinas
Gastrina
Colecistocinina

12
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1.1.3.1 Transmisores de bajo peso molecular

1.1.3.1.1 Aminodcidos

Los aminodcidos son las estructuras bésicas de las proteinas. Los neurotransmisores
aminodcidos se clasifican en dos categorias: los aminoacidos neutros: glicina y cido
gamma-aminobutirico (GABA) y los aminodcidos dcidos: glutamato y aspartato.
Todos estas moléculas se encuentran en altas concentraciones en el SNC, y son
modificadores en extremo potentes de la excitabilidad neuronal’”®,

Los aminodcidos neutros son inhibidores y aumentan la permeabilidad de la
membrana a los iones cloruro, simulando asi los PIPS, mientras que los aminoécidos
acidos son excitadores, esta excitacion es causada por la activacion de receptores

ionotrépicos y metabotrépicos”.
1.1.3.1.1.1 Acido gamma-aminobutirico (GABA)

El dcido gamma-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibidor derivado
del acido glutdmico. Es posiblemente el neurotransmisor inhibidor mds importante y
se encuentra en la corteza cerebral, el hipocampo, la medula espinal, en las células de
Purkinge y en el cesto del cerebelo, en la células grano del bulbo olfatorio y en las
células amadrinas y horizontales de la retina®”. EI GABA se forma a partir del
glutamato por accién de la glutdmico descarboxilasa (GAD). El GABA se destruye
tras una reaccion de transaminacién e incorporarse al ciclo de Krebs, en la cual el
grupo amino es transferido al 4cido a-oxiglutdrico (para dar lugar al glutamato) con
la produccién de aldehido succinico, y después de acido succinico. Esta reaccion es
catalizada por la GABA transaminasa (GABA-T), una enzima localizada en las
mitocondrias. Las neuronas GABAérgicas poseen un sistema activo de recaptura de
GABA y es éste, en lugar de la GABA-T, el que elimina el GABA después de su
liberacién (Figura 9)'%'1%112,
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Glutamato descarboxilasa (GAD)
COOH COOH
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piridoxal
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GABA transaminasa
(GABAL)

coon COOH

SEMIALDEHIDO SUCCINICO
Deshidrogenasa del
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ACIDO a-CETOGLUTAMICO
COOH

COOH
Acmo succiNico

Figura 9. Metabolismo del GABAY"

El GABA tiene la funcién como neurotransmisor inhibidor por diferentes vias

en el SNC y cuya aplicacion iontoforética causa hiperpolarizacién neuronal y por lo
tanto un efecto inhibidor sobre las neuronas™'"7,

1.1.3.1.1.1.1 Receptores de GABA

Los receptores de GABA se dividen en tres tipos: GABA,, GABAg y GABA(. Los
receptores GABA, (Figura 10) abren los conductos de cloruro y son antagonizados
por la picrotoxina y la bicuculina, las cuales producen convulsiones generalizadas,
este receptor forma parte de un magno complejo que permite la accion alostérica de
numerosos farmacos, mientras que los receptores GABAg, los cuales pueden ser
activados de manera selectiva por baclofen, se acoplan a proteinas G, que producen
ya sea inhibicién de los conductos de calcio (inhibidor presindptico) o activacion de
los conductos de potasio (inhibidor postsindptico). En la tabla 2 se indica el perfil

farmacol6gico de ambos tipos de receptores’™',
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Barbitirico Benzodiazepinas
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cr
Figura 10. Receptores del GABA™

Tabla 2. Perfil farmacolégico de los receptores de GABA'™*™

GABA GABAg
Agonistas
GABA Potentes Potente
Muscimol Potentes Débil
Baclofeno Débil Potente
Antagonistas
Bucuculina (competitiva) Potente Inactiva
Picrotoxina (no competitiva) Potente Inactiva
Penicilina Baja potencia
Potenciadores
Benzodiazepinas Potente
Pentobarbital Potencia moderada
Fenitoina Muy débil
Reguladores
BDZs
Neuroesteroides
Barbitiiricos
Anestésicos
Alcohol

La distribucion de los receptores GABA, y GABAy en el SNC es bastante
coincidente, aunque en la mayor parte de las regiones cerebrales predomina el
GABA . Los dos receptores son abundantes en la corteza cerebelosa, en particular en
las capas granular y molecular. Estdn ampliamente expresados en el tilamo, el
hipocampo, la corteza cerebral, los nicleos basales, los niacleos del tronco y la
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médula espinal en sus diversas capas. Algunos autores mencionan un tercer grupo de
receptores para el GABA, los GABAc que, lo mismo que los receptores GABA,,
consisten de un canal para los iones cloruro, que se encuentra controlado por el

ligando y que aumenta la hiperpolarizacién de la membrana.

Ademads de estos tres elementos constitutivos (canal del ién CI” y sitios de
interaccién del GABA y de las benzodiazepinas (BZDs), el complejo molecular
receptor GABA, posee otros sitios que fijan moléculas de tipo picrotoxina,
moléculas de tipo barbitirico, esteroides y anestésicos generales. Cada uno de estos
elementos interactiian alostéricamente con uno o mas de los restantes, modificando
en forma facilitadora o inhibidora la abertura del canal del CI” en respuesta al GABA
y modificando la afinidad de los restantes elementos por sus sitios respectivos de
fijacion. Ahora bien, la accién farmacolégica de algunos de estos compuestos, como
es el caso de los barbitiricos, puede rebasar la estricta interaccién con su sitio
especifico de accién y actuar sobre otros sitios del complejo o, incluso, sobre otros
canales. Mientras que las BDZs aumentan solo la frecuencia de abertura del canal en
respuesta al GABA, los barbitiricos actiian en funcién de su concentracién: a
concentraciones bajas prolongan el tiempo que el canal permanece abierto bajo la
accioén del GABA, mientras que a dosis altas abren directamente el canal, en tanto
que, las BDZs, al contrario que los barbitiiricos, no promueven una activacion del
receptor superior a la que podria ser evocada por el propio GABA; tampoco
potencian la accién del GABA en aquellas sinapsis en las que la concentracion de
GABA es suficiente para promover la abertura de todos los canales existentes.
Ademds, a dosis altas, los barbitiricos pueden interferir en la actividad de otros
canales, por ejemplo, los de Ca®*. Todo esto explica por qué las BDZs tienen un

indice terapéutico mucho més favorable que los barbitiiricos’'?.
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1.1.3.2 Aminas biogénicas

Este grupo incluye a las catecolaminas (dopamina y noradrenalina), histamina,
5-hidroxitriptamina o serotonina (5-HT) y acetilcolina. Aunque estas moléculas se

encuentran en muy pequefias cantidades en el SNC’®.

1.1.3.2.1 Serotonina (5-HT)

La serotonina (5-HT) es un neurotransmisor derivado del aminoécido tript6fano. La
5-HT se encuentra distribuida en el SNC a lo largo del tronco encefélico
preferentemente en la linea media, en los denominados niicleos del Rafé. Las
neuronas serotoninérgicas proyectan sus axones a la corteza, el hipocampo, el
hipotdlamo, el cerebelo y la médula espinal. La 5-HT participa en la regulacion del
suefio, la funcidén cognoscitiva, percepcién sensorial, la actividad motora, la
regulacién de la temperatura, el humor, el apetito, la conducta sexual, el dolor y la
secrecién hormonal®,

La 5-HT se sintetiza a partir del aminodcido L-triptéfano que se hidroliza
por la triptéfano hidroxilasa (enzima limitante) en presencia de oxigeno molecular y
factor de pteridina reducido, para formar L-5-hidroxitriptéfano que se convierte en
serotonina por la accién de la descarboxilasa de L-aminodcidos aromaticos. La
degradacion de la serotonina se lleva a cabo mediante la enzima monoaminooxidasa
(MAO) que forma el acetaldehido del 5-hidroxiindol que se convierte en 4cido 5-
hidroxiindolacético por la accién de la aldehido deshidrogenasa. Una via alternativa
de la degradacion de la serotonina es la formacién de un alcohol llamado 5-
hidroxitriptofol que se forma a partir de la reduccién del acetaldehido del 5-
hidroxiindol realizada por la acetaldehido reductasa. Finalmente, el 5-HIAA se
excreta en la orina junto con pequeiias cantidades de 5-hidroxitriptofol (Figura 11).

17
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Figura 11. Metabolismo de la serotonina*"

Las funciones de la 5-HT estdn reguladas por diferentes tipos de receptores
que se agrupan en siete familias que son 5-HT), 5-HT,, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTg
y 5-HT;**%. El receptor 5-HT, comprende 5 diferentes subtipos el 5-HT), 5-HTg,
5-HTp, 5-HTig y 5-HT\f acoplados a proteinas Gy, para inhibir la formacion de
AMPc'”,

En casi todas las areas del SNC, la serotonina tiene una fuerte accién

inhibidora. Esta accién es mediada por los receptores 5-HT), y se relaciona con la
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hiperpolarizacion de la membrana en las neuronas del hipocampo causada por un
incremento en la conductancia de potasio. Se ha encontrado que los receptores 5-
HT;a y los receptores para GABAj comparten los mismos conductos de potasio;
estos receptores y los conductos de potasio se acoplan utilizando una proteina de
unién a GTP (Figura 12)7°,
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Figura 12. Receptor de serotonina (5-HT,)"™
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1.2 ENFERMEDADES DEL SNC
1.2.1 Aspectos generales y terapéutica

Entre los primeros firmacos descubiertos por los seres humanos primitivos se
encuentran los que actian en el SNC, los cuales actualmente siguen siendo el grupo
farmacolégico més ampliamente utilizado. Los fairmacos que actiian a nivel del SNC
son de gran interés cientifico puesto que aparte de tener importancia clinica y
terapéutica también suelen tomarse sin prescripcion médica, por ejemplo alcohol,
cafeina, nicotina, algunas drogas de abuso, etc. Asociado a esto tenemos que el SNC
es funcionalmente mds complejo que cualquier otro sistema del organismo y esto
dificulta bastante la comprensién de los efectos farmacoldgicos. Es decir, que es més
complicado encontrar las relaciones entre la accién de los farmacos y la respuesta
directa en el cerebro que en otros sistemas del cuerpo, en los que existe una
comprension detallada de cémo el farmaco afecta un conjunto de células, esto
proporciona una idea bastante clara del efecto que producird en cierto érgano como
en el caso del sistema respiratorio o el digestivo'?*,

En los tltimos afios la investigacion de los efectos celulares y bioquimicos
producidos por los farmacos que actian a nivel del SNC ha progresado rdpidamente,
pero el abismo entre la descripcion de la accion farmacolégica a nivel funcional y de
comportamiento es, para la mayor parte, muy gmndem. La preocupacién por
encontrar nuevos farmacos que puedan emplearse en el tratamiento de enfermedades
neurolégicas, especialmente de tipo degenerativo, obedece al reflejo que guarda la
medicina de los paises industrializados, donde los actuales problemas de salud se
relacionan con el alargamiento promedio del periodo de la vejez y el consecuente
predominio de enfermedades crénico-degenerativas entre la poblacién. De las
enfermedades del SNC son: la ansiedad, la depresion, la epilepsia y el dolor las que
mads aquejan a la poblaci6n.
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1.3 EPILEPSIA

1.3.1 Historia

Desde la més remota antigiiedad, la epilepsia se ha considerado como un azote de la
humanidad. El interés en esta patologia, es a través de la biisqueda de sus causas o
de tratamientos eficaces para su control y estos estudios datan probablemente de
épocas prehistoricas. El hallazgo de créneos trepanados en Africa, Europa y en Pert
de miles de afios de antigiiedad indica que el hombre ha tratado de intervenir en la
expresion de funciones cerebrales desde hace mucho tiempo. Sin embargo, el origen

cerebral de las epilepsias no se conoci6 sino relativamente hasta més tarde™.

En el texto de Medicina Babil6nica, llamado Sakikk que significa: todas las
enfermedades, se incluian 40 tablas, dentro de las cuales en la niimero 26 se describe
con gran acuciosidad con las caracteristicas clinicas del Antashubba, que en sumerio
significa enfermedad de las caidas (epilepsia). En esta tabla se hace una descripcion
detallada de lo que ahora llamamos: crisis epilépticas tonico-clénicas, crisis
generalizadas de tipo de ausencia, e inclusive las crisis epilépticas gelasticas (crisis
de risa incontrolables), asi como fenémenos prodrémicos y posictales. También, se
describen factores desencadenantes de los ataques epilépticos como son las
emociones, la falta de suefio, etc.'”'. Esta descripcion clinica antecede por lo menos
600 a 700 afios, los primeros escritos hipocriticos sobre la enfermedad sagrada.
Hipocrates (afio 400 a.C.) fue el primero en describir la enfermedad como una
anormalidad cerebral. Por lo tanto a partir de entonces se empezé a estudiar en
formas muy distintas la epilepsia, lo que llevo a una total confusién no sélo en el
émbito cientifico, sino también, en la comunidad médica®®. En el desarrollo histérico
de la medicina, pocas enfermedades han acumulado tantas creencias erréneas,
basadas en la supersticién, prejuicio o ignorancia, como la epilepsia. En varios
periodos de la historia, la epilepsia ha sido vista como signo de castigo o motivo de
persecucién, de hechizo, de posesién del demonio o como una enfermedad
contagiosa. En Africa se cree que un espiritu ancestral se posesiona del individuo, o
que el epiléptico esta bajo el influjo de la luna. En otros sitios se cree que el

padecimiento se debe a algiin alimento que la madre ingirié durante el periodo de la
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gestacion. Posteriormente, John Hunglings Jackson en 1870, la describié como una
“descarga eléctrica anormal en forma ocasional, sibita, intensa, rdpida y repetida en
la materia gris”. Asi mismo, Hans Berger en el afio de 1929 desarrollé la
electroencefalografia (EEG) que resulté una excelente ayuda para el diagnostico y
localizacién de la “descarga cerebral anormal”. Finalmente, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicé un diccionario en 1973 en el cual se define a la
epilepsia.

1.3.2 Definicion

Etimol6gicamente la palabra epilepsia deriva del griego epilambanein que significa
“ser estremecido bruscamente™. La epilepsia es una enfermedad neurol6gica crénica
que se caracteriza por las convulsiones recurrentes espontaneas. Una convulsién es la
aparicién repentina de sintomas y manifestaciones clinicas producidas por estallidos
anormales repentinos de actividad cerebral eléctrica que interrumpen las funciones
cerebrales. Las convulsiones epilépticas pueden surgir en diversas regiones del
cerebroy pueden provocar actividad motriz an6mala, alteraciones sensoriales,
cambios del estado de 4nimo y pérdida de conciencia®'. La caracteristica clinica mas
importante de la epilepsia es la variabilidad de las manifestaciones de los diferentes
tipos de crisis segiin el sitio de descarga, y por otro lado, lo impredecible de su

presentacion y reaparicién, con periodos asintométicos que pueden durar minutos,

dias, meses o afios™.
1.3.3 Epidemiologia

De varios estudios alrededor del mundo se estima que la prevalencia de la epilepsia
es de 8.2 por 1000 de la poblacion general, y cada afio se presentan 50 nuevos casos
por cada 100, 000 habitantes™. Pero se sugiere que en los paises en vias de
desarrollo, esta cifra incrementa al doble, ya que en estos paises la poblacién esta
mas expuesta a factores de riesgo como lo son: meningitis, malaria,

neurocisticercosis, complicaciones pre y perinatales.
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Se estima que un 3.7 % de la poblacién urbana adulta padece epilepsia en
nuestro pais®. La epilepsia se manifiesta en todas las edades; en 76.8% de los casos

se presenta antes de la adolescencia, 16.3% aparece en el adulto joven y 1.7% en los

ancianos.

La epilepsia aumenta de forma progresiva con la edad. Las crisis
generalizadas mantienen su incidencia y prevalencia desde el nacimiento hasta los 70
afios; a partir de esta edad experimentan un incremento muy importante. Las crisis
parciales mantienen sus cifras desde el nacimiento y sufren un importante incremento
en la tercera década de la vida. El 30-40% de las crisis epilépticas son
generalizadas. Las crisis parciales varia entre el 45 y 65 %. Entre un 8 y un 30% de
los casos son inclasificables.

Desde el punto de vista sindrémico, los sindromes generalizados son el 12%
de los casos; entre el 60 y 70% son epilepsias parciales; el 15% son epilepsias

indeterminadas y el 25 son sindromes especiales.

1.3.4 Clasificacion

La clasificacion desarrollada por la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) y
la Federacion Mundial de Neurologia, esta orientada a identificar las manifestaciones
clinicas de las crisis epilépticas de los enfermos en correlacién con las alteraciones
electroencefalogréficas de dichas crisis. Esto basado en que hasta la fecha, éste es el
criterio que se utiliza para seleccionar el medicamento apropiado para cada una de
las diferentes crisis epilépticas. Este criterio no es dtil para obtener datos
epidemiol6gicos, ya que los factores etiolégicos no se toman en cuenta. Es por ello
que la misma ILAE ha desarrollado una clasificacion de epilepsias, para poder
integrar sindromes que afectan a subgrupos especificos y asi poder clasificar en

varios grupos, a las personas que sufren epilepsia®.
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La clasificacion de las crisis epilépticas sigue basada en un concepto
primario, que es establecer diferencia entre crisis generalizadas desde un principio y
aquellas focales o parciales, en que el fendmeno eléctrico se inicia en un grupo
neuronal determinado, en alguna parte de la corteza cerebral y que puede expresarse
de una manera simple, sin alteracion de la conciencia. Lo sobresaliente de la
clasificacion de 1969 de la ILAE es la distincién entre crisis generalizada desde el
inicio y aquellas que son parciales o focales al inicio y que se wvuelven
secundariamente generalizadas. Tal clasificacién de las crisis epilépticas tiene varias
desventajas incluyendo la casi infinita variedad de crisis en diferentes sujetos y en

algunos casos, aiin en el mismo sujeto, durante la evolucién del padecimiento®’.

La nueva clasificacién de las crisis epilépticas sélo tiene en cuenta las
manifestaciones clinicas, asi como los trastornos electroencefalograficos ictales e

interictales™®.

En virtud de que hasta la fecha no se conoce con exactitud el sustrato
anatoémico y la misma etiologia de la epilepsia, la ILAE no considerd estos dos

factores y es en 1981 cuando se aprueba una nueva clasificacion de crisis epilépticas
(Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacién de las crisis epilépticas*

CRiSIS PARCIALES

Crisis parciales simples
Con sintomas motores
Focales sin progresién
Jacksonianas
Posturales
Fonatorias
Con sintomas sensoriales
Somatosensoriales
Visuales
Auditivas
Olfatorias
Gustativas
Vértigo
Con signos o sintomas vegetativos
Con sintomas psiquicos
Fenomenos “deja”
Miedo
Crisis parciales complejas
Con inicio parcial simple
Con trastorno inicial de la conciencia
Crisis parciales con generalizacién secundaria
Inicio como crisis parcial simple
Inicio como crisis parcial compleja

CRISIS GENERALIZADA

Crisis de ausencia
Tipicas
Simple con trastorno de la conciencia
Con automatismos
Con componente mioclénico
Con componente ténico
Con componente aténico
Con componente vegetativo
Atipicas
Crisis mioclénicas
Crisis tonicas
Crisis tonico-clonicas
Crisis atonicas
Espasmos infantiles
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1.3.5 Tipos de crisis

1. Crisis parciales (focales, locales) son aquellas en las que el primer evento
clinico y EEG sefiala una activacién de un grupo neuronal (“foco epiléptico™) en uno
o en ambos hemisferios y si hay o no alteraciéon de la conciencia. Cuando la
conciencia no se altera, la crisis se denomina parcial simple; cuando se altera, la
crisis es parcial compleja. El trastorno de la conciencia puede ser el primer sintoma o
una crisis parcial simple puede transformarse en una compleja. En pacientes con
trastornos de la conciencia se pueden presentar alteraciones de conducta como
automatismos. Igualmente, una crisis parcial simple puede progresar a una crisis
generalizada. La alteracion de la conciencia se define, para fines de esta
clasificacion, como la incapacidad para responder normalmente a estimulos externos,
por alteracién de la vigilancia o de la capacidad de respuesta. Hay evidencia de que
las crisis parciales simples generalmente se inician en un hemisferio (unilateral); en
cambio las crisis parciales complejas suelen tener representacién hemisférica
bilateral*® (Figura 13).

2. Crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas). Las crisis
genera!iiadas son aquellas en las que la primera manifestacion sefiala inclusion de
ambos hemisferios. La conciencia puede alterarse y ser la manifestacién inicial. Las
manifestaciones motoras son bilaterales. El patrén electroencefalogréfico ictal es
bilateral al inicio y presumiblemente refleja descarga neuronal, que comienza en
ambos hemisferios* (Figura 14).

3. Crisis epilépticas no clasificadas. Incluyen todas las crisis que no pueden
clasificarse debido a datos incompletos o inadecuados y algunas de las cuales no
pueden incluirse en las categorias hasta ahora descritas. Estas incluyen crisis
neonatales, por ejemplo: movimientos oculares ritmicos, movimientos de natacién y

masticatorios®.
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4. Adendum: Las crisis epilépticas repetidas ocurren en diversas circunslancias:
Como ataques fortuitos, que llegan inesperadamente y sin alguna provocacion
evidente. Como ataques ciclicos, mis o menos a intervalos regulares (por ejemplo, en
relacién con el ciclo menstrual o con el ciclo de suefio-vigilia). Como ataques
provocados por: i) factores no sensoriales (fatiga, alcoholismo, emocibn, etc.), o ii)
factores sensoriales, referidas como crisis refleja. Las crisis prolongadas o repetitivas
son denominadas status epilepticus (status implica un estado fijo y persistente). El
status epilepticus puede clasificarse en parcial (por ejemplo, jacksoniano) o
generalizado (por ejemplo, status de ausencia o status tonico-clonico). Cuando se

presenta un episodio motor muy localizado, se denomina epilepsia parcial continua®’.

Figura 13. Crisis parcial'™ Figura 14. Crisis generalizada™
1.3.6 Etiologia

La epilepsia se considera como un sindrome de origen multifactorial. Es un
fendbmeno paroxistico del SNC, que es recurrente, con manifestaciones
estereotipadas, como resultado de una descarga neuronal excesiva, que es
hipersincronica y autolimitada. Las causas de la epilepsia varian con la edad.
Algunas pueden producir crisis en una etapa determinada de la vida y, con el tiempo,
cesan; oftras producen crisis durante toda la vida. En cualquier caso, no debe
olvidarse que la asociaciébn de acontecimientos en el tiempo no siempre es una

evidencia de relacién causa-efecto™*,
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En general, el fenémeno es-el resultado de una alteracion del equilibrio que
debe existir entre los estimulos inhibidores y los excitadores que determinan la
descarga neuronal normal. Este complejo sintomético es secundario a muchos
factores etiologicos, como pueden ser los de origen genético, metabélico, o bien
factores asociados como el postraumdtico, ya sea secundario a dafio perinatal o
traumatismo crianeo-encefilico. Aln cuando los factores neuroquimicos estin
involucrados a nivel de la membrana neuronal y de la sinapsis, el fenémeno
epiléptico se ha descrito en términos de una descarga electrofisiolégica anormal, que
abarca una poblacion méds o menos grande de neuronas. Esta descarga se va a
sincronizar de acuerdo con la etiologia del fenémeno y su intensidad, lo que da como
resultado, alteraciones electroencefalogréficas y manifestaciones clinicas que pueden
ser focales o generalizadas, simples o complejas®.

1.3.7 Diagnéstico

El diagnostico de la epilepsia es eminentemente clinico, las pruebas complementarias
pueden ayudarnos a confirmar la sospecha clinica o a identificar una causa
responsable del cuadro*’. Las pruebas complementarias, comprenden técnicas
neurofisiolégicas: electroencefalograma (EEG) y técnicas de neuroimagen
(tomografia computarizada craneal (TAC), resonancia magnética craneal (RM),
tomografia por emision de positrones (PET) y tomografia computarizada por emision
de fot6n simple (SPECT))*.

Electroencefalograma. El EEG sirve como diagnéstico cuando las
alteraciones eléctricas encontradas en €l se corresponden con la crisis epiléptica
observada clinicamente. Un EEG convencional suele mostrar alteraciones
epileptiformes en el 50% de los epilépticos, aunque no debemos olvidar que un 10-
15% de la poblacién normal puede tener alguna anomalia electroencefalogréfica, por

lo que un paciente con un EEG anormal sin sintomas nunca debe ser tratado®.

El EEG convencional generalmente se corresponde con un registro en periodo
intercritico, con el paciente asintomético. En estas circunstancias se utilizan diversas

técnicas de activacion de la actividad eléctrica cerebral para intentar desencadenar
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e e
una actividad similar a la de las posibles crisis: la hiperventilacién, la estimulacion
luminosa, el suefio o la privacién de éste son algunas de estas técnicas de inducci6n.
Fuera del registro convencional se puede utilizar otra serie de registros especiales
para aquellos casos que plantean una duda sobre el diagnéstico o en los que se piensa
en la posibilidad quiriirgica como tratamiento del cuadro. Estas técnicas especiales
son el video-EEG, Holter-EEG, EEG por telemetria, EEG con electrodos
supernumerarios, EEG con electrodos en localizaciones especiales (foramen oval,
convexidad cerebral, subdurales e intracerebrales profundos) y la cartografia
cerebral™.

Neuroimagen. La tomografia computarizada craneal (TAC) y la resonancia
magnética (RM) son las técnicas de eleccion para detectar lesiones estructurales del
SNC e identificar numerosas causas responsables de la crisis. La RM es mds sensible
y especifica, por lo que es la técnica de eleccion dada su mayor calidad de
reproduccién y definicién de la imagen anatémica permitiendo demostrar lesiones
estructurales invisibles para la TAC. La RM funcional o la RM en tres dimensiones
serén futuras aportaciones para el estudio de lesiones estructurales responsables de la
epilepsia. La PET y el SPECT permiten realizar andlisis funcionales de la actividad
cerebral durante la crisis y en el periodo intercritico. Durante la crisis PET y SPECT
demuestran un drea de hipermetabolismo e hiperperfusion, respectivamente, drea
que se convierte en hipoactiva en los periodos intercriticos. Dado su elevado costo
todavia son técnicas que se reservan para casos muy concretos y no puede
generalizarse su uso. Técnicas adicionales incluidas en el estudio del foco
epileptogeno comprenden el doppler transcraneal funcional, estimulacién magnética
transcraneal, magnetoencefalografia interictal e ictal, espectroscopia por resonancia
magnética y el test de Wada®.

1.3.8 Tratamiento farmacologico

El tratamiento con farmacos antiepilépticos (FAE) por via oral puede reducir el
niimero de convulsiones futuras. La respuesta es individual y los medicamentos y las
dosis utilizadas pueden requerir ajustes periédicamente. El tipo de medicamento que
se utiliza depende del tipo de convulsién ya que algunos tipos de convulsiones
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responden bien a un medicamento y pueden responder muy poco (e incluso
empeorarse) con otros'>. En la figura 15 se muestran las estructuras quimicas de
algunos de los mas utilizados FAEs.

Los FAEs tienen un estrecho rango terapéutico y los niveles plasmaticos
deben encontrarse por encima de la concentracién minima terapéutica y por debajo
de la concentracién méaxima tolerable, por lo que en muchos casos serd preciso
monitorizar los niveles de los FAE con controles periddicos, generalmente en caso de

falta de respuesta o ante la presencia de sintomas o signos de intoxicacién.
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Figura 15. Estructura quimica de algunos FAE'*

A pesar de que el mecanismo de accién intimo de los FAE se desconoce en la
mayorfa de los casos, los principales mecanismos de accién con los que tienen
relacién son los conductos dependientes de voltaje y la funcién sindptica inhibidora y
excitadora’®, con base en datos clinicos y de experimentacién podemos distinguir

varios gruposn‘“'“ I,IN,IZI:
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Los que tienen la capacidad de bloquear las descargas repetitivas mantenidas
de alta frecuencia, mediante la inactivacion de los canales de sodio
dependientes de voltaje, tales como fenitoina y carbamacepina. Estos
farmacos son activos en las crisis tonico-clénicas generalizadas y en algunas
formas de crisis parciales.

Aquellos con capacidad de bloquear las descargas repetitivas de alta
frecuencia y aumentar la transmisién sindptica gabaérgica, como son las
BDZs, fenobarbital y d4cido valproico, actuando los dos primeros
directamente sobre el receptor de GABA . Estos fairmacos son activos sobre
las crisis mioclénicas.

Los que bloquean la corriente de calcio por los canales T, como es el caso de
la etosuximida, que es efectiva en el tratamiento de las crisis de ausencia.

Los que blogquean los mecanismos excitadors (receptores NMDA/AMPA
para glutamato y aspartato), como la lamotrigina, o el aumento del tono
gabaérgico mediante la inactivacién "suicida" e irreversible del enzima que
metaboliza el GABA, la GABA-transaminasa, como es el caso de la

vigabatrina.

En el tratamiento de la epilepsia debe utilizarse un solo farmaco. La

monoterapia obtiene mejores resultados que la combinacién de varios firmacos' ‘%, El
uso de un solo medicamento reduce el riesgo de efectos adversos y de interacciones
entre firmacos. Otro aspecto importante es la eleccién del farmaco, éste debe
elegirse en funcién del tipo de crisis epiléptica que sufra el paciente (Tabla 4).
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Tabla 4. Farmacos antiepilépticos de elecci6n en cada tipo de crisis*™'**

. Ofr |
Carbamacepina
Fenobarbital
Acido Valproico Lamotrigina Fenitoina
Clonazepan
Clobazam
Topiramato
Acido Valproico
Topiramato Clobazam
Carbamazepina Lamotrigina Fenitoina
Vigabatrina Fenobarbital
Gabapentina Primidona
| Tiagabi
Acido Valproico  Clonazepan Clobazam
Primidona
Fenobarbital
Etosuximida Clonazepan Lamotrigina

. Acido Valproico

1.3.9 Tratamiento quirdrgico

Otra modalidad terapéutica de la epilepsia es la cirugia. Su principal indicacion son
las epilepsias focales refractarias, donde puede ser curativa®. Basicamente existen
tres tipos de técnicas quirtrgicas:

1. La extirpacion del drea epileptégena. Se realizara en aquellos casos en los
que se ha identificado un foco tnico con presencia o no de lesién estructural. Esta
técnica es la utilizada con mayor frecuencia; es la indicacién tipica de los casos de
epilepsia temporal con esclerosis mesial del hipocampo. Estas técnicas incluyen: a)
reseccion del l6bulo temporal (lobectomia temporal anteromesial y
amigdalohipocampectomia), b) reseccién neocortical (lesional y no lesional), y c)
reseccion multilobular, hemisferectomia (indicada en nifios con un hemisferio
lesionado, déficits neurolégicos severos secundarios y miiltiples focos epileptégenos
en ese mismo hemisferio)**.
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2. La desconexién del drea epileptégena: a) Callosotomia: actualmente se
realiza de forma parcial limitada a los 2/3 anteriores del cuerpo calloso. Indicada en
aquellos casos de focos multiples con crisis incontrolables. Se intenta evitar la

propagacion interhemisférica de las descargas epileptogénicas. b) Hemisferotomia.

¢) Transeccién subpial miltiple®.

3. Otros procedimientos: Estimulacién del nervio Vago y Radiocirugia
estereotaxica®.

1.3.10 Modelos experimentales

Para el desarrollo de modelos experimentales de epilepsia generalmente se eligen

mamiferos que presentan manifestaciones eléctricas y conductas similares a la
epilepsia humana®,

En los modelos experimentales para inducir crisis se pueden considerar 3
aspectos principales: a) el procedimiento de induccién , b) los mecanismos

neuronales implicados y c) las manifestaciones conductuales*'*'.

Existe una gran variedad de modelos experimentales de epilepsia, estos
modelos de induccién de crisis epilépticas son usados para la bisqueda de nuevos

antiepilépticos o bien para caracterizar los mecanismos de accién de nuevos
farmacos (Tabla 5)*.
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Tabla 5. Clasificacién de los modelos experimentales de epilepsia®™

A.Modelos de actividad epileptogena generalizada

1. Modelos genéticos: gallina, ratén (cepas DBA/2, tottering, etc ) ciertas ratas Wistar y Fisher,
gerbil, pemo beagle, mandril senegalés (Papio papio)

2. Crisis inducidas por estimulacién eléctrica: electrochoque, kindling

3. Modelos fatmacol égicos:

3.1 Agonistas de la excitacién

31.1  Efectos directos: glutamato, aspartato, homocisteinato, NMDA,, kainat

31.2 Efectos combinados: pentil entetrazol, anticolenesterasicos, fluorotil

3.2 Agonistas de la mhibicién

321  Efectos sobre ¢l receptor GABA: THP, muscimol

322 Efectos combinados: gamma-hidroxi-butirato

3.3 Antagonistas de la inhibicién GABAérgica

331 Bloqueadores de la sintesis: aliglicina, bosemicarbazida, icido-3-mercaptopropiénico

33.2 Bloqueadores del receptor bicuculina, picrotoxina, penicilina, beta-carbolinas,
barbitiricos, convulsivantes
34 Convulsivantes metabélicos: tionina, sulfoximi écido monofluoroacético,
deoxiglucosa
3.5 Inhalantes: fluorotil, tolueno, benceno
3.6 Cnsis inducidas por privacién: barbitin cos, benzodiazepinas, alcohol, bromuros

B. Modelos de actividad epileptogena localizada

Metal es convulsivantes; cobalto, tungsteno, fierro, crema de aluminio
Congelacién
Estimulacién eléctrica focal: kindling
Farmacos: antagonistas del GABA (bicuculina, picrotoxina, penicilina), baclofén, ouabaina,
estricnina, kainato, toxina teténica, estrégenos conjugados, acetilcarnitina
5. Sindrome de abstinencia al GABA (SAG)
C. Modelos de status epilepficus

Eo

1. Electrochoque

Administracién sistémica de agonistas del glutamato: kainato, NMDA

Administracién sistémica de antagonistas del GABA y de la glicina: bicuculina, estricnina
Colinomiméticos: pilocarpina (+litio)

Sindrome de abstinencia al GABA (SAG)

wos W

D. Modelosin vitro

1. Tejido epiléptico
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1.4 ANSIEDAD
1.4.1 Definicién

La ansiedad se define como una sensacién displacentera de aprehension o
nerviosismo, asociada con frecuencia a signos auton6micos como taquicardia,
palpitaciones, diaforesis, palidez o dolor abdominal’'*, Representa una respuesta
habitual ante circunstancias amenazantes, situaciones de estrés, o también como una
reaccion ante frustraciones o presiones internas de orden psicol6gico. Puede
considerarse, por tanto, como un mecanismo adaptativo que permite sobreponerse a
las dificultades de la vida diaria®.

Biologicamente se puede definir como una respuesta adaptativa de un sistema
de alarma que prepara a un organismo a contender contra un peligro potencial. No
obstante, algunas personas experimentan sensaciones similares con gran frecuencia y
sin razén aparente. En tales casos, el fenémeno adquiere un caricter anormal y
produce disfunciones evidentes en el campo laboral, familiar y social (Tabla 6). Asi
la ansiedad es uno de los sintomas principales, de muchos desérdenes psiquidtricos y

es un componente casi inevitable de muchas condiciones médicas o quirtirgicas’' .

Tabla 6. Diferencias entre ansiedad normal y patologica®

Ansiedad normal Ansiedad patolbgica
episodios poco frecuentes episodios repetidos
Caracteristicas Generales intensidad leve o media mbevidad alta
duraci6n prolongada
duraci6n limitada
Situacion o estimulo reaccion esperable y comiin. reaccion
te desproporcionada.
Grado de sufrimiento limitado y transitorio. alto y duradero.
Grado de interferencia en la ausente o ligero. Profundo.

vida cotidiana
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1.4.2 Epidemiologia de los trastornos por ansiedad

Resultados de la Encuesta Nacional Epidemiolégica Psiquidtrica en México
describen que el 14.3 % de la poblacién ha presentado trastornos de ansiedad por lo
menos una vez en la vida y se ha documentado una elevada utilizacién de medicina
alternativa™, Los trastornos de ansiedad aparte de ser de magnitud importante,
tienden a la cronicidad y pueden complicarse por el abuso y dependencia del alcohol
y tranquilizantes®, En la tabla 7 se muestran las tasas de prevalencia de los diferentes
trastornos de ansiedad. '

Tabla 7. Tasas de prevalencia®

Tipo de trastorno Porcentaje poblacion

Trastorno de pénico sin agorafobia 08%-1%
Trastorno de panico con agorafobia 1,2%-3,8%
Fobias especificas 4,1%-7,7%

Fobia social 1,7%-2%
Trastorno obsesivo compulsivo (T.0.C.) 1,6 %-2,5%
Trastorno de ansiedad generalizada 6,4%-7,6%

(T.AG)
Trastorno de estrés postraumdtico 1%

1.4.3 Clasificacion

Los problemas de ansiedad configuran un grupo heterogéneo de entidades, que
tienen en comin sensaciones exageradas e injustificadas de angustia. Segin la
Asociacion Americana de Psiquiatria existen varias condiciones psiquidtricas que
pertenecen a este grupo: trastorno de ansiedad generalizado, trastorno de panico,
agorafobia, trastornos fGbicos, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de estrés
postraumdtico y trastorno de estrés agudo.

Con el fin de facilitar la identificacién de pacientes, la misma Asociacion
claboré una seriec de criterios diagnésticos, publicados en la cuarta edicién del
Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-IV, siglas del inglés
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Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), en este manual se describen

12 categorias diagnosticas de la ansiedad™'.

1. Crisis de angustia con agorafobia.

2. Crisis de angustia sin agorafobia.

3. Agorafobia sin crisis de angustia.

4, Fobia social.

5. Fobia especifica.

6. Trastorno obsesivo compulsivo.

7. Trastorno por estrés postraumatico.

8. Trastorno por ansiedad generalizada.

9. Trastorno por estrés agudo.

10. Trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica.
11. Trastorno de ansiedad inducido por sustancias,

12. Trastorno por ansiedad no especificado anteriormente.
1.4.4 Etiologia

Existen diversas hip6tesis que pretenden explicar la génesis del trastorno, las cuales
varian de acuerdo con la escuela psiquidtrica que las propone, ya sea psicoanalitica,
bioldgica o del comportamiento. Entre ellas, las teorias biolégicas se han impuesto
sobre las demds, gracias a los descubrimientos en el campo de la biologia molecular

que han aparecido en las dltimas décadas®®,

La ansiedad es un fenémeno complejo en el que participan multiples factores

que se explican a continuacién®':

Factores predisponentes _ Factores psicolégicos  Factores biolégicos

Genética T. psicodindmica H. GABAérgica
Ansiedad de separacion T. conductistas H. noradrenérgica
Personalidad T. cognitivista H: serotoninérgica
T = Teoria
H = Hiptesis
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1.4.4.1 Factores predisponentes

Genética.- Esto se deduce de los trastornos de péanico ya que la patologia se observa
con una incidencia aproximada de 30-40% de familiares de primer grado de sujetos
afectados frente a un 2-4% de sujetos controles, siendo mayor riesgo si ambos

progenitores padecen el trastorno. En algunos tipos de fobias la incidencia familiar es
del 65%".

Ansiedad de separacidn.- Esto se presenta en algunos nifios por temor a separarse de
sus progenitores (mas en la madre) y puede acompafiarse de preocupaciones
exageradas y constantes referentes a la ausencia fisica, con expectativas catastrficas
y trastornos de conducta (negativa a acostarse, ir al colegio, etc.). Se ha comprobado
que adultos con panico y/o agorafobia es por mayor incidencia de ansiedad durante la
infancia®'.

Personalidad.-Las personas que se describen como preocupadas y nerviosas y que
pierden el suefio ante cualquier contrariedad, aquellas personas con inadecuada
capacidad de afrontamiento y baja asertividad, son las més predispuestas a
desarrollar algunos trastornos de ansiedad™'.

1.4.4.2 Factores psicologicos

Teorta psicodindmica.- El creador es Freud, dijo que la angustia es mas un proceso
biolédgico (fisiologico) insatisfecho (respuesta del organismo ante la sobreexcitacion
derivada del impulso sexual (libido)) para posteriormente llegar a otra interpretaci6n
en donde la angustia seria la sefial peligrosa en situaciones de alarma. Segin esta
teorfa la angustia procede de la lucha del individuo entre el rigor del “super y6" y de
los instintos prohibidos (ello) donde los estimulos instintivos inaceptables para el

sujeto desencadenarian un estado de ansiedad”'.

Teorias conductistas.- El conductismo se basa en que todas las conductas son
aprendidas y en alglin momento de la vida se asocian a estimulos favorables o
desfavorables adoptando asi una connotacién que va a mantenerse posteriormente.

Seglin esta teoria la ansiedad es el resultado de un proceso condicionado de modo
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que los sujetos que la padecen han aprendido errébneamente a asociar estimulos en un
principio neutros, con acontecimientos vividos como traumdticos y por tanto
amenazantes, de manera que cada vez que se produce contacto con dichos estimulos
se desencadena la angustia asociada a la amenaza. La teoria del aprendizaje social
dice que se puede desarrollar ansiedad no solo a través de la experiencia o
informacion directa de acontecimientos traumaticos, sino a través del aprendizaje

observacional de las personas significativas al entorno®.

Teorias cognitivistas.- Considera la ansiedad como resultado de "cogniciones"
patolégicas. Se puede decir que el individuo "etiqueta" mentalmente la situacién y la
afronta con un estilo y conducta determinados. Por ejemplo, cualquiera de nosotros
podemos tener una sensacion fisica molesta en un momento determinado, si bien la
mayoria de nosotros no concedemos ningin significado a esta experiencia. No
obstante existen personas que interpretan ello como una sefial de alarma y una
amenaza para su salud fisica o psiquica lo cual provoca una respuesta
neurofisiolégica desencadenando asi la ansiedad®'.

1.4.4.3 Factores biologicos

La respuesta fisiologica asociada a los trastornos de ansiedad, se debe a un estimulo
en el SNC responsable de llevar a cabo funciones esenciales tales como aquellas del
sistema cardiovascular, gastrointestinal, respiratorio y muscular; segin los datos
experimentales obtenidos hasta el momento, tales condiciones son consecuencia de
un desorden neuroquimico, en el cual participan factores genéticos y ambientales.
Los circuitos sindpticos implicados incluyen los sistemas de neurotransmisores de

noradrenalina, serotonina, dopamina y 4cido gamma- amino butirico (GABA)™'%.

Hipotesis GABAérgica. El GABA es un neurotransmisor de cardcter
inhibidor. Posee un receptor en la membrana neuronal asociado a los canales de
cloro, de modo que al unirse el GABA junto al receptor ingresan los iones cloro
produciendo asi una despolarizacion de la membrana neuronal y por tanto se inhibe
la excitabilidad de la neurona. Esto ha sido demostrado mediante la administracion
de BDZs, agentes farmacolégicos que actiian como agonistas del receptor GABA4.

Asi mismo, la utilizaciéon de flumazenil, un antagonista de los mismos receptores es
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capaz de provocar frecuentes y graves crisis de angustia en pacientes que sufren
algan trastorno de panico pero no en controles sanos (Figura 16)*'.

serofoninérgica

presindptica

Figura 16. Receptor GABA, y ansiedad. Al ser estimulados, los receptores GABA, poseen poros a
través de los cuales penctran los iones de cloro que hiperpolarizan a Ia célula. Dicho mecanismo

puede inhibir a las neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas™.

Hipétesis noradrenérgica.- Los cientificos han establecido una estrecha
relacién entre noradrenalina y la etiopatogenia de los trastornos de ansiedad. Por
ejemplo, la mayor parte de las manifestaciones somaticas durante los episodios
agudos son idénticas a las producidas por una descarga adrenérgica. En modelos
animales han sido reproducidas respuestas de miedo, con manifestaciones
autondmicas prominentes, al estimular el locus coeruleus, niicleo ubicado en el tallo
cerebral y que representa la principal fuente de noradrenalina en el SNC. De igual
manera, la destruccién de dicha estructura suprime por completo los sistemas de

alarma en el animal®'.

La yohimbina (antagonista a, adrenérgico), actia bloqueando la inhibicién
por “feedback” de la actividad de las neuronas noradrenérgicas, aumentando, por
tanto, la actividad noradrenérgica central. Su administracién por via oral provoca
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ataques de pénico en aproximadamente el 50% de los pacientes. Esta excesiva
reactividad podria estar relacionada con una anormal sensibilidad de los receptores
a adrenérgicos centrales, cuya disfuncién ya no permitiria, como ocurre en
individuos sanos, recuperar rapidamente la actividad del sistema noradrenérgico a su
estado inicial después de la estimulacién. Por otra parte, existen estudios que
demuestran que la administracion de clonidina (agonista @, adrenérgico) provoca
respuestas cardiovasculares aplanadas, lo que sugeriria una hiposensibilidad del
receptor o adrenérgico. Hoy en dia se piensa que el problema puede ser debido a
una hiposensibilidad de los receptores (“down regulation™) como resultado de un
exceso de neurotransmisor que actiia sobre €l, en este caso la noradrenalina, o bien
una desregulacién de dichos receptores que daria lugar a un estado de

hipersensibilidad frente a un antagonista y de hiposensibilidad frente a un agonista™".

Otras sustancias como el isoproterenol (agonista f-adrenérgico), administrado
por via intravenosa, provocan la apariciéon de crisis de ansiedad en los individuos
susceptibles. No obstante, la hip6tesis de una posible hipersensibilidad B-adrenérgica
parece poco probable dada la escasa eficacia demostrada de los bloqueadores beta en
el tratamiento del trastorno de panico™.

El uso de clonidina, un agonista del receptor oz, mejora las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. Por tal motivo algunos autores consideran que en tales
sujetos existe una mala regulacion del sistema adrenérgico, el cual se torna
hiperactivo en forma episédica o permanente. Algunos cientificos también han
observado que la actividad noradrenérgica est4 aumentada durante los trastornos de

ansiedad en algunas situaciones experimentales y terapéuticas™.

Hipétesis serotoninérgica.- Los pacientes con ansiedad también exhiben una
disfuncién en el sistema serotoninérgico. El niicleo del Rafé dorsal representa la
principal fuente de serotonina y es una estructura que establece amplias conexiones
con la corteza cerebral, sistema limbico, tilamo, hipotilamo y ganglios basales, a
través de las cuales ejerce una influencia marcada sobre la conducta y los estados de

4nimo. Esto ha sido comprobado mediante el uso de ciertos medicamentos, como
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buspirona e inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina, los cuales actiian

sobre el sistema serotoninérgico y poseen claros efectos ansioliticos®.

Algunos estudios demuestran que la administracion experimental en humanos
de agonistas serotoninérgicos tanto de tipo directo (m-clorofenilpiperacina) como
indirectos (fenfluramina) pueden provocar ansiedad en el 50% de pacientes afectados
por trastornos de este tipo, lo que sugiere, para algunos autores, la existencia de una
hipersensibilidad del receptor serotoninérgico postsindptico. El interés de esto es que
los antidepresivos serotoninérgicos tenian efectos terapéuticos en algunos trastornos
de la ansiedad. Varios modelos han sido propuestos para integrar todas las
alteraciones descritas. Segtin proponen los expertos, los pacientes con trastornos de
ansiedad permanecen en un estado de hipervigilancia y tensién interna, similar a lo
observado en animales sometidos a circunstancias de riesgo. Las estructuras

involucradas en este comportamiento incluyen al locus coeruleus y nticleo del Rafé
dorsal™™*",

1.4.5 Areas cerebrales implicadas en la ansiedad

Se ha mencionado que la ansiedad es la activacion del sistema nervioso,
consecuencia de estimulos externos o resultado de un trastorno endégeno de las
estructuras o de la funcién cerebral. La activacién se traduce como sintomas
periféricos derivados del sistema nervioso vegetativo (aumento del tono simpético) y
del sistema endocrino (hormonas suprarrenales), que dan los sintomas de la ansiedad.
Por otro lado los sintomas en estimulacién del sistema limbico y de la corteza
cerebral se traducirdn en sintomas psicologicos de ansiedad. En una etapa ulterior,
cuando el sujeto ya esta en contacto con el estimulo agresor, es activada la amigdala
cerebral y el hipotdlamo medial. Dicha activacién desencadena una serie de procesos
neuroquimicos, responsables de los sintomas sométicos y los cambios de

comportamiento y en el estado de 4nimo que exhiben tales individuos'2.

Sistema limbico.- Diversos estudios realizados con agentes ansioliticos han
demostrado que éstos ejercen sus efectos terapéuticos en las regiones cerebrales del
sistema limbico (SL)*. El SL comprende al hipotilamo, el érea preGptica, el septum,
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el drea paraollatoria, ¢l epitdlamo, los nicleos anteriores del tdlamo, la porcion de los
ganglios basales, el hipocampo, la amigdala y parte de la corteza cerebral a la que se
denomina corteza limbica. Se emplea el término sistema limbico para referirse a
todos los circuitos neuronales que controlan la conducta emocional y los impulsos
motivacionales. Ademas de su papel en el control de la conducia, estas dreas
controlan muchas condiciones internas del organismo, como la temperatura corporal,
la osmolalidad de los liquidos corporales, y el impulso de comer, beber y controlar el
peso corporal. Estas funciones internas se denominan en conjunto funciones
vegetativas del encéfalo, y su control esta estrechamente relacionado con la conducta
(Figura 17)°%,

- -t':.‘“-\ coerulens EBS:?S_O

Nucleo del
rafé dorsal
iro del cingulo

Figura 17. Anatomia de la ansiedad. Los individuos con ansiedad exhiben un patrdn de hiperactividad
en el locus coeruleus y el nicleo del rafé dorsal, lo cual los mantiene en un estado de alerta y tension
permanentes. Cuando son expuestos a determinados estimulos es activada la amigdala cerebral, que
dirige la respuesta autonémica y del comportamiento caracteristica de las reacciones de miedo™.

En particular, la estimulacion de la region predptica produce miedo y
ansiedad acompafada por una tendencia de escape, mientras que la aplicacion de
estimulos eléctricos débiles en el drea del hipocampo produce ataques epilépticos®.
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Estudios realizados por varios investigadores indican que la actividad en el SNC se
lleva a cabo mediante una interaccién dindmica de excitacién-inhibicién, en donde
las neuronas excitadoras son reguladas por la actividad ténica de las neuronas
inhibidoras, cuando se termina la inhibicion, la actividad ténica de las neuronas
excitadoras se libera. La accién de los agentes ansioliticos sobre el neurotransmisor
GABA, principal inhibidor del SNC, afecta de manera directa a los
neurotransmisores excitadores noradrenalina, dopamina y serotonina'>’. Se ha
reportado que las BDZs ejercen su efecto inhibidor al actuar en el receptor GABA,
el cual produce un aumento en el flujo de los iones cloruro (CI') hacia el interior de la
neurona ocasionando asi la hiperpolarizacién de la célula. La activaci6n del receptor
benzodiazepina/GABA, altera los niveles normales de los neurotransmisores

serotonina y noradrenalina en el espacio sindptico'*.
1.4.6 Tratamiento

Un sedante (ansiolitico) debe ser capaz de reducir la ansiedad y ejercer un efecto
calmante con poco o ningiin efecto en las funciones motoras o mentales. El grado de

depresion del SNC causado por un sedante debe ser el minimo consistente con
eficacia terapéutica®*7®,

Los farmacos ansioliticos son empleados con frecuencia en el tratamiento del
insomnio, ya que los firmacos que alivian la ansiedad provocan cierto grado de
somnolencia y sedacion, hechos que suponen algunos de los inconvenientes
principales del uso de los firmacos ansioliticos. Hasta hace poco tiempo, los sedantes
que se empleaban en la préctica clinica (principalmente barbittricos y compuestos
relacionados con ellos) no eran, desde el punto de vista farmacolégico, distinguibles
de los anestésicos generales. Todos estos farmacos con dosis altas, causan
inconsciencia y, finalmente la muerte como consecuencia de depresion respiratoria y
cardiovascular. El descubrimiento de las BDZs, en 1961, introdujo un nuevo tipo de
ansioliticos, cuya accién diferia fundamentalmente de los anestésicos generales. Las
BDZs reemplazaron rdpidamente a la mayoria de los firmacos ansioliticos e
hipnéticos que se empleaban hasta entonces™'?*. En la tabla 8 se resumen los

tratamientos para los diferentes trastornos de ansiedad.



1. Antecedentes

Tabla 8. Tratamiento de los trastornos de ansiedad™*®,

Tipo de trastorno Tratamiento

Breve con benzodiazepinas
Un antidepresivo triciclico en pacientes con
Trastorno de adaptacién con estado de animo | sintomas de ansiedad mas crénicos o en los

ansioso que estén contraindicadas las
benzodiazepinas
Una benzodiazepina
Trastorno de ansiedad general Un antidepresivo triciclico

Un ansiolitico no benzodiazepinico

Inhibidores de la MAO y antidepresivos
tricilicos cuando la depresién es prominente
Los agentes neurolépticos raramente son
eficaces y deben evitarse
El uso de las benzodiazepinas es ftil a corto
plazo, durante periodos de ansiedad intensa

Trastorno obsesivo compulsivo

Antidepresivos triciclicos, inhibidores de la

MAO y benzodiazepinas en casos agudos o

Trastorno de estrés postraumdtico cronicos

Litio, carbamacepina, betabloqueantes y
clonidina en casos crénicos

Fobia simple Es innecesario salvo en el miedo a volar
Betabloqueantes

Fobia social Inhibidores de la MAO
Benzodiazepinas

1.4.6.1 Clasificacién de los firmacos ansioliticos
Los principales grupos son'?*:

e Benzodiazepinas (BDZs). Es el grupo mas importante en la practica clinica,
se usan para tratar tanto los estados de ansiedad como el insomnio.

o Agonistas de los receptores 5-HT (p. ej., buspirona). Introducidos
recientemente en la clinica, son ansioliticos pero no tienen una actividad
sedante apreciable,

e Barbitiricos. Era el grupo més importante hasta hace 20 afios, pero
actualmente han sido reemplazados por las BDZs. Aunque todavia se
prescriben, han quedado totalmente obsoletos como ansioliticos y sedantes.
En la actualidad, el empleo de barbitiiricos esta practicamente confinado a la

anestesia y al tratamiento de la epilepsia.
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e Agonistas de los adrenoreceptores B (p. €j., propranolol). Se emplean para
tratar algunas formas de ansiedad particularmente en aquellas en que los
sintomas fisicos, tales como sudoracién, temblor o taquicardia, resultan muy
molestos. La efectividad de estos compuestos depende del bloqueo de las
respuesta simpaticas periféricas mas que de cualquier efecto central, aunque
pueden provocar somnolencia.

e Miscelanea de otros farmacos (p. ej., hidrato de cloral, meprobamato y
paraldehido). En la actualidad ya no se recomienda su empleo, sin embargo,

el hidrato de cloral y el paraldehido aun se emplean principalmente en
hospitales.

1.4.6.1.1 Benzodiazepinas (BDZs)

En 1977, dos grupos de investigacion independientes descubrieron sitios ligandos de
alta afinidad para el diazepam (una BDZ) en el SNC. La afinidad de las diferentes
BDZs por estos sitios ligandos se corresponde con su potencia. Las BDZs se unen a
sitios ligandos alostéricos del receptor GABA,4 donde facilitan la transmisién
GABAérgica inhibidora y moduladora. Las BDZs son consideradas sustancias
depresoras del SNC, con propiedades ansioliticas a dosis relativamente bajas y con
efectos sedativos-hipnéticos (inductores del suefio) a dosis altas. Aunque se trata de
farmacos seguros debido a su escasa toxicidad, su utilizacién continua puede
producir dependencia y conlleva el riesgo de aparicién de un fenémeno de rebote
(regreso repentino de los sintomas) al suspender el tratamiento’™'*, La estructura
quimica basica de las BDZs consiste de un anillo bencénico (a) fusionado con un

anillo de diazepina de siete miembros (b) (Figura 18).

C = sustituyente S-aril

Figura 18. Estructura quimica base de las bt’,n:r.odita.ze1:)111::15:.""3
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Diversos sustituyentes en los anillos han modificado la actividad terapéutica
de las BDZs, por lo que existe una gran variedad de ellas, algunas de las cuales
presentan mayor o menor efecto ansiolitico y/o relajacion muscular o alguna otra

combinacion de efectos (Figura 19)%.

Cloradiazepoxido Diazepam Clonazepam Slrmom
Hyf
H
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Alprazolam Lorazepam Oxazepam Triazol
riazolam

Figura 19. Estructura quimica de algunas BDZs'*.

Los efectos mas destacados de las BDZs se ejercen sobre el SNC y son'?*:

e Reduccion de la ansiedad y de la agresividad
e Sedacién e induccién del suefio (hipnosis)
e Reducci6n del tono muscular y de la coordinacion

o Efecto anticonvulsivante

Efectos secundarios

Los principales efectos secundarios son sedacién, somnolencia, ataxia, vértigo,

confusién y disminucién de la capacidad de coordinacién motora, particularmente en

la habilidades manuales, como puede ser el hecho de conducir’®'?*'**,
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Con frecuencia se ha asegurado que estos compuestos interactiian con el
alcohol, por lo que a una concentracién plasmética baja de una BDZ se puede
potenciar el efecto depresor del alcohol. Parece que las BDZs tienen la misma
tendencia que otros hipnéticos, como los barbitiiricos, a producir dependencia,
aunque son farmacos que producen tolerancia con menor probabilidad. La
dependencia es importante cuando se usan dosis elevadas durante periodos
prolongados. Luego de la suspensién brusca pueden aparecer depresion, insomnio
por efecto rebote, nerviosismo, salivacion y diarrea. Se ha descrito el sindrome de
abstinencia (estados confusionales, manifestaciones psicéticas y convulsiones) luego

de la suspension de dosis elevadas y administradas por largo tiempo®®.
1.4.6.1.2 Agonistas de la 5-HT como ansioliticos

Existe un nimero considerable de pruebas acerca del papel de la 5-HT con relacién
al control de la ansiedad y la agresividad . La buspirona, una azaspirodecanodiona, es
un potente ansiolitico (Figura 20). A diferencia de las BDZs, no tiene propiedades

hipnéticas, anticonvulsivantes o relajantes musculares™,

Figura 20. Estructura de la buspirona'*®.

La buspirona tiene una elevada afinidad hacia los receptores 5-HT)a,
abundantes en algunas partes del cerebro (p. €j., la regién septohipocampal), y que
reciben proyecciones de las neuronas 5-HT del Rafé del cerebro medio. La buspirona
también se une a los receptores de dopamina, pero es probable que sus acciones
asociadas con la 5-HT sean importantes en relacién con la supresién de la ansiedad,
dado que compuestos relacionados (p. ej., la ipsapirona, que aiin no se ha introducido
en la clinica) muestran una afinidad elevada y especifica hacia los receptores 5-HTa.

El mecanismo exacto de actuacion de estos firmacos ansioliticos aiin no se conoce.
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Son agonistas en los receptores 5-HT) 4 y por lo tanto se podria pensar que imitan la
hiperactividad de las neuronas 5-HT, mientras que las BDZs conducen a la inhibicién

de estas neuronas’ 2%,

Efectos secundarios

La buspirona y la ipsapirona producen efectos bastante diferentes a los producidos
por las BDZs. No provocan sedacién ni incoordinaciéon motora y no se sabe que
produzcan la aparicion de sintomas cuando finaliza el tratamiento. Los principales
efectos secundarios de estos firmacos son nauseas, vértigo, dolor de cabeza y
desasosiego. Estos efectos secundarios parecen ser menos problemaéticos que los

causados por las BDZs**%,

1.4.7 Modelos experimentales

Para desarrollar formacos ansioliticos nuevos, es imprescindible disponer de modelos
experimentales con animales que permitan identificar, cuantificar y que proporcionen
informacion sobre la toxicidad que el firmaco pueda provocar en el hombre. Por
ejemplo se pueden aprovechar caracteristicas propias de la especie animal que se estd
utilizando, como la naturaleza exploratoria de los roedores, o el miedo a las alturas y
los espacios abiertos. Algunos de los modelos ttiles para evaluar la ansiedad

sonl‘js,gl.ll?.;

- Modelo de campo abierto

- Modelo de cruce castigado

- Modelo de la cruz elevada

- Modelo del tablero con orificios

- Prueba de la escalera

- Modelo de transicion luz-oscuridad
- Modelo de interaccién social

- Modelo de agresividad en el ratén macho inducida por el aislamiento
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1.5 Medicina herbolaria

El conocimiento y la utilizacién de las plantas por las sociedades humanas tiene una
larga e interesante historia, reconociéndose que desde siempre las plantas satisfacen
muy diversas necesidades y una de ellas es la recuperacién y el mantenimiento de la
salud. El uso de productos naturales con propiedades terapéuticas es tan antiguo
como la civilizacién misma y por mucho tiempo productos de origen mineral, animal
y vegetal han sido la mayor fuente de medicamentos'?®, incluso en nuestros dias las

plantas son una de las més importantes fuentes de medicamentos en todo el
59,123

mundo

Después de muchos afios de uso empirico de preparados vegetales, el
aislamiento de alcaloides como la morfina, estricnina y quinina, en los inicios del
siglo XIX, marcaron una nueva era en el uso de las plantas medicinales y en el
principio de la era moderna de la investigacion en Farmacognosia. Posteriormente en
la década de los 80s y 90s el interés en la investigacion de productos naturales se vio
acrecentada, por lo que el consumo de plantas medicinales se duplicé en Europa

oriental durante este periodo®™'%,

Las areas de mayor investigacion que utilizan constituyentes activos de
plantas son: tratamiento del céncer, actividad antimicrobiana, control de
enfermedades tropicales, regulacion de la fertilidad, inflamacién y alergia,

inmunomodulacién, hepatoproteccién y actividad en el SNC*,

Actualmente las plantas medicinales son utilizadas basicamente en dos
maneras: a) como mezclas complejas de diferentes componentes (infusiones, aceites
esenciales, tinturas, y extractos) y b) como principios activos puros y definidos. Los
compuestos puros son generalmente utilizados cuando el principio activo exhibe una
fuerte actividad especifica. Por otro lado, el uso de extractos, tinturas, etc. es
apropiado para plantas que presentan actividades farmacologicas mas débiles o
menos especificas, o si el principio activo de la planta es aiin desconocido. Los

preparados fitofarmacéuticos son muy populares en paises con una fuerte tradicion
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en medicina herbolaria y con disposiciones legales establecidas para el registro de
dichas preparaciones como lo son Alemania, Francia y Suiza™.

Para la obtencién de los principios activos se siguen diferentes estrategias
dentro de las cuales la seleccion adecuada de la planta es fundamental, esta seleccién
puede hacerse tomando en cuenta el uso tradicional de la planta, el contenido
quimico, su toxicidad, seleccion aleatoria, o la combinacién de varios criterios. De
hecho se reconocen al menos tres formas: el randomizado, el quimiotaxonémico y el
etnofarmacoldgico. El método més comiin es la observacion cuidadosa del uso de
recursos naturales en la medicina tradicional de varias culturas'?®. Sin embargo el
proceso que lleva de la planta al componente activo puro es muy largo y requiere la
colaboracién multidisciplinaria de: boténicos, farmac6logos, quimicos y toxicélogos,
y en dicho proceso se involucran los siguientes pasos™:

1. Recoleccidn e identificacién boténica del material vegetal
Preparacién de los diferentes extractos y andlisis preliminar cromatografico.
Estudios biolégicos y farmacolégicos de los extractos .

il ol

Numerosas separaciones cromatogréficas consecutivas, donde cada fraccion
es sometida a bioensayos para determinar la actividad de cada fracci6n .
Verificacion de la pureza de cada compuesto aislado

Elucidacion de la estructura por métodos quimicos y fisicoquimicos .
Sintesis parcial o total

© N W

Preparacién de andlogos para el establecimiento de la relacién estructura-
actividad.

9. Pruebas farmacolégicas y toxicolégicas.
1.5.1 Bioensayos en la Medicina Herbolaria

Los diferentes modelos utilizados para las pruebas biol6gicas, ya sean estudios
farmacolégicos y toxicolégicos, pueden clasificarse en pruebas in vivo, in vitro ¢ in
situ realizadas a nivel molecular, celular, tisular, de sistemas o modelos de la

enfermedad en animales integros con métodos invasivos o no invasivos. Las pruebas
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in vivo, son las menos deseables, desde el punto de vista del experimentador, pero a
través de los afios no se han encontrado sustitutos de dichos modelos en los casos en

los que la observacion del efecto requiere del animal entero™.

1.6 La herbolaria en México

La herbolaria, como se conoce a la préctica terapéutica que utiliza plantas
medicinales, continfia vigente y tiene gran arraigo en nuestro pais. Las plantas
medicinales atlin constituyen el recurso més conocido y accesible para grandes
niicleos de la poblacién mexicana. La Organizacién Mundial de la Salud reconoce el
valor de esta prictica terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas o
sistemas publicos para la salud. La extraordinaria riqueza floristica (26 500 especies
de las cuales aproximadamente 9 500 son endémicas), ubica a México en el cuarto
lugar mundial®®.

La riqueza floristica de México, la abundancia y diversidad de su flora
medicinal, fueron reconocidas desde la época precortesiana. Durante las jornadas
mismas de la conquista, los espafioles se percataron de la presencia y eficacia de la
medicina nativa, y pronto se inici6 esa mirada sesgada que ha privilegiado la
atencion hacia el recurso, colocando en un segundo plano todo el aparato conceptual
que articulaba el uso de los remedios, predominantemente vegetales, en las culturas
mesoamericanas. Las plantas medicinales de México fueron pronto objeto de
comercio hacia Europa, y han motivado desde entonces numerosas investigaciones
en varias de sus facetas. Sin embargo su aplicacién empirica ya llevaba implicita
desde antes de la conquista un profundo saber, resultado de una investigacion
sistemdtica desde la perspectiva de las ciencias aut6ctonas hoy desdibujadas®.

La herbolaria indigena mexicana se considera una de las mds ricas del mundo.
En la época en la que en Europa se conocian solo 200 especies medicinales y 365 en
China, en México se tenia ya un acervo de 1 500 plantas conocidas con actividad
medicinal, las cuales se encuentran registradas en el Codice de la Cruz-Badiano
(Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, de 1552), que fue dictado en ndhuatl por
el médico indigena Martin de la Cruz, traducido al latin por Juan Badiano e ilustrado
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con dibujos de las plantas en un estilo tipicamente indigena, y en los escritos del
protomédico Francisco Hernandez, quien fue enviado por el Rey de Espafia para
estudiar la eficacia de la herbolaria medica de la Nueva-Espafia’*'®. Dentro de
dichos documentos se encuentran varias plantas que ya cuentan con una clasificacion
botdnica y oftras tantas que ain no han sido clasificadas. Estos conocimientos
empiricos han sido transmitidos durante siglos por los indigenas, que integran 56
grupos étnicos y que continan siendo los depositarios de este legado. El rescate y la
validacion de estos conocimientos y recursos biol6gicos son recientes, pues datan
apenas de hace 25 afios, este rescate cientifico de la flora médica nacional se retoma
con vigor en 1889 cuando se crea el Instituto Médico Nacional el cual era una
institucion multidisciplinaria dedicada al estudio de plantas, medicinales y

psicoactivas™.

Actualmente se han registrado en México alrededor de 4 000 especies con
atributos medicinales (15% de la flora total). Este niimero coincide con lo informado
en varias regiones del mundo por especialistas en la materia, quienes consideran que
una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se calcula
que en México, y en todo el mundo, la validacién quimica farmacolégica y
biomédica s6lo se ha llevado a cabo en 5% de estas especies.

1.6.1 Familia Magnoliaceae

Las plantas que corresponden a la familia Magnoliaceae son arboles y arbustos
caducifolios o perennifolios (siempre verdes) de 8 a 15 metros de altura, de tallo
poco agrietado con vistoso follaje, poseen hojas alternas o a veces agrupadas en
falsos verticilos, simples, enteras, con estipulas anchas que al caer dejan una cicatriz
que rodea los nudos. Florece de mayo a junio, sus flores, generalmente grandes y
vistosas, son solitarias, terminales o axiales, hermafroditas, pedunculadas; su fruto
tiene forma de pifia®™.

En esta familia se agrupan 12 géneros y alrededor de 200 especies originarias
en su mayoria de las regiones templadas del Hemisferio Norte, extendiéndose hasta
las zonas tropicales de Asia y América, alcanzando el este de Brasil™. Algunas

53



1. Antecedentes

especies producen maderas valiosas, otras tienen propiedades medicinales y muchas
otras se cultivan con fines ornamentales por la belleza de sus flores’**”., Diferentes
géneros de la familia Magnoliaceae han sido ampliamente utilizados en la medicina
tradicional para el tratamiento de diferentes padecimientos; especificamente, el
género Magnolia se ha empleado en el tratamiento de dolores de corazén, como
analgésico, antibacteriano y para el tratamiento de los “nervios”. Las partes usadas
en la medicina tradicional son las hojas, semillas, flores y corteza’”. En México,
varias especies del género Magnolia y Talauma son originarias de los estados de
Michoacdn, Puebla, Tlaxcala y Veracruz; entre estas especies se encuentran

Magnolia dealbata, Magnolia grandiflora, Magnolia schiedeana y Talauma
mexicana’®.

1.6.1.1 Magnolia dealbata Zucc.

Es una especie que estaba considerada en peligro de extincion debido a la alteracion
de su habitat por la apertura de caminos para el ganado y la agricultura hasta su
redescubrimiento’’. Es endémica de México y su distribucién estd limitada a seis
poblados boscosos, esencialmente en el centro y sur del pais considerando 1400 y
2000 m.s.n.m.%® Cada poblado consta de seis a diez 4rboles aislados con excepcién
de Veracruz el cual posee cerca de 80 érboles adultos individuales®. M. dealbata
Zucc. es apreciada por su uso ornamental pero su corteza y especialmente las flores
son usadas en la medicina tradicional .

1.6.1.1.1 Usos medicinales
En la medicina tradicional se ha empleado principalmente el extracto de las flores

para el tratamiento de la ansiedad y el nerviosismo, también han sido empleadas para

aliviar palpitaciones cardiacas y otras manifestaciones cardiovasculares®’.
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1.6.1.1.2 Descripcion botanica

Magnolia dealbata Zucc. es un drbol de hojas caducifolias que mide 25 m de alto,

con grandes flores blancas con un diametro de 20 hasta 80 cm largo™.

1.6.1.1.3 Fitoquimica

La mayoria de los estudios fitoquimicos reportados en torno al genero Magnolia, han
sido realizados en torno a la especie Magnolia officinalis. M. officinalis es rica en
dos compuestos bifenélicos: magnolol y honokiol (isobmeros), de los cuales se ha
reportado en diferentes estudios que son los compuestos responsables del efecto
ansiolitico del extracto de la planta. El contenido de magnolol en Magnolia
officinalis se encuentra generalmente en un rango de 2-10%, mientras que el

i 125,138
honokiol se encuentra en 1-5 % ]

N
L



1. Antecedentes

(3°5-di-2-propenil-1-1"-bifenil-2,4’-diol) (5,5"-di-2-propenil-1,1’-bifenil-2,2"-diol)

Honokiol Magnolol

Magnolia officinalis también contiene en bajo porcentaje (alrededor del 1%)
un aceite esencial llamado eudesmol, el cual es clasificado como un triterpeno, el
cual proporciona beneficios como antioxidante. Los compuestos bifenélicos y el
eudesmol son los principales constituyentes activos, responsables de los efectos
farmacolégicos del extracto. Las flores contienen principalmente monoterpenos y

sesquiterpenos aromaticos a los cuales se atribuyen efectos descongestionantes'>*'**,

Magnolia officinalis también contiene pequefias cantidades de alcaloides,
como: magnoflorina, magnocurarina y salicifolina, también contiene
bencilisoquinolinas. Los alcaloides pueden conferir algunos efectos
antiespasmodicos, ya que las decocciones de esta planta en altas dosis alivian los
espasmos bronquiales e intestinales. La magnocurarina es un potente relajante

muscular.

Honokiol

En diferentes estudios realizados se ha observado que el honokiol produce diferentes

efectos biol6gicos entre los cuales se encuentran®S'1%%14%;

e Actividad antimicrobiana y antifiingica
e Analgésico

e Ansiolitico
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e Antiarritmico

e Antineopldsico

e Antioxidante

e Inductor de la apoptosis

o Inhibicion de la peroxidacion de lipidos en la mitocondrias
o Inhibicion de la sintesis de leucotrienos

» Protector contra crisis epilépticas

Magnolol

En los estudios realizados se ha observado que el magnolol produce efectos

bio!égicos comoiﬁ!.lm.l”.ll-l],“l,

e Actividad antifiingica y antiviral

e Antialérgico

e Antiasmético

e Antiespasmédico

e Antiinflamatorio

e Ansiolitico

e Inductor de la apoptosis en células cancerigenas
e [nhibidor de la proliferacion de células tumorales
* Neuroprotector
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2. Planteamiento del Problema

En los ultimos afios la investigacién de los efectos celulares y bioquimicos producidos
por los farmacos que actiian a nivel del SNC ha progresado radpidamente, pero el abismo
entre la descripcién de la accién farmacolégica a nivel funcional y de comportamiento
es, para la mayor parte, muy grande. De acuerdo a los datos difundidos por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las plantas medicinales siguen siendo la
principal fuente de medicacion para el cuidado general de la salud de la mayoria de la
poblacién mundial (el 80%). Este fenémeno se refleja también en la medicina modema
actual, en la que se utilizan cerca de 121 entidades quimicas de origen natural, derivadas
todas de 95 plantas diferentes y de las cuales, aproximadamente el 60% son de origen
tradicional latinoamericano. Del conjunto de plantas que estan siendo mas utilizadas a
nivel mundial, sobresalen aquellas cuyas propiedades curativas se aplican a
enfermedades neurolégicas, especialmente de tipo degenerativo, reconociéndose a la

ansiedad, la depresion, la epilepsia y el dolor como las que mas aquejan a la poblacion .

De 1930 a 1970 se produjo una drastica disminucién en el uso de sustancias
naturales con propiedades medicinales. Esto. fue provocado por la produccién, a gran
escala, de productos sintéticos con caracteristicas similares o aparentemente de mayor
eficacia curativa. Sin embargo, al presentarse un resurgimiento de enfermedades que se
creian erradicadas (malaria, parasitosis diversas, tuberculosis, etc.), asi como la creciente
incidencia de cancer y la aparicién del mortal SIDA, se ha considerado necesario y
urgente intensificar la bisqueda de nuevas sustancias particularmente en las plantas de
las que se tienen pruebas de sus virtudes medicinales. Los compuestos puros son
generalmente utilizados cuando el principio activo exhibe una fuerte actividad
farmacolégica especifica. Sin embargo, el uso de extractos, tinturas, infusiones,
decocciones, etc. es considerado apropiado para plantas que presentan actividades
farmacolégicas, algunas veces menos especificas, pero que manifiestan gran eficacia y
poco riesgo de toxicidad y que son altamente aceptadas no solo por la poblacion de bajos

recursos econémicos y poca posibilidad de acceso a centros de salud, sino por la
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poblacién en general. Sin embargo, pocos son los estudios farmacoldgicos que avalen
que efectivamente el uso que se les da a algunas plantas es el adecuado y no representa
riesgos para la salud del usuario. De tal manera que resulta imperante e] ejercicio de la
investigacion basica en la busqueda de comprobar la efectividad del uso de las plantas
medicinales, su posible toxicidad y de ser posible el aislamiento de principios activos

que refuercen al arsenal farmacoldgico actual.

En México, existen diferentes especies de la familia Magnoliaceae, una de ellas
es la especie Magnolia dealbata Zucc. La informacidn etnofarmacolégica en torno a
esta familia de plantas refiere diferentes usos en la medicina tradicional tales como
antimicrobiano, antiinflamatorio, analgésico, antioxidante, ansiolitico y anticonvulsivo.
Sin embargo, en el caso de la especie Mag}zolia dealbata Zucc. no se han realizado
estudios que le comprueben ninguna actividad farmacolégica. En la revision
bibliografica realizada sobre plantas medicinales, se localizaron varios trabajos en los
que se describe, que los extractos de Magnolia officinalis y Magnolia grandiflora, entre

otras, presentaron efectos ansiolitico y anticonvulsivo respectivamente.

En el presente trabajo de tesis se propone comprobar que Magnolia dealbata
Zucc. como miembro de la misma familia botdnica, presenta actividad farmacolégica
sobre el SNC, de manera que se compruebe que el uso que se le da en la medicina
tradicional es adecuado, caracterizando sus propiedades neurofarmacolégicas y las dosis
a las cuales se presenta dicha actividad en modelos experimentales, asi como aquéllas,
que de existir, produzcan efecto letal (DLsp) para que de esta manera se establezca el

margen de seguridad en su uso.
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3. HIPOTESIS

Si el extracto etanolico de las hojas de Magnolia dealbata Zucc. posee propiedades

como depresor del Sistema Nervioso Central entonces produce efecto ansiolitico y/o

anticonvulsivo
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4.1 OBJETIVO GENERAL

Evidenciar los efectos farmacologicos del extracto etandlico de las hojas de Magnolia
dealbata Zucc. en el SNC utilizando modelos experimentales de potenciaciéon de la
hipnosis inducida con un barbitdrico, ansiedad e induccion de crisis conwvulsivas con

pentilentetrazol.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar el efecto del extracto de Magnolia dealbata Zucc. en un modelo de
potenciacion de la sedaci6n e hipnosis.

e Determinar el efecto del extracto de Magnolia dealbata Zucc. en tres modelos
experimentales de ansiedad (modelo de exploracién en el cilindro, modelo del
tablero con orificios y cruz elevada). '

o Analizar el efecto del extracto de Magnolia dealbata Zucc. en las crisis convulsivas
inducidas con pentilentetrazol.

e Evaluacién y comparacién de los efectos ansioliticos y anticonvulsivos de los
respectivos farmacos de referencia: buspirona, diazepam, carbamacepina, honokiol
y magnolol.

e Determinar la dosis letal (DLsg) producida por la administracién via intraperitoneal

y esofagica del extracto de Magnolia dealbata Zucc.
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5.1 MATERIAL
5.1.1 Equipo

e Evaporador rotatorio (Biichi RE 111)

o Balanza analitica (Sartorius BL 2105)

e Balanza para el pesado de animales (Ohaus triple beam 700 / 800 series)

o Cronémetros (Diagger)

o Cajas de acrilico (20 x 30 x 15 cm)

o Cajas de acrilico (22 x 40 x 20 cm)

o Cilindros de vidrio (20 x 13 x 0.5 cm)

e Cruzelevada (brazos de 30 x 5 x 15 ¢m, elevados a 50 cm del suelo)

e Tablero con orificios (24.5 x 12 x 30 cm, con 72 orificios de 1.4 cm de diametro)
o Jeringas y agujas de diferentes calibres (Terumo)

e Sondas metalicas

5.1.2 Reactivos

e Extracto etandlico de las hojas de Magnolia dealbata Zucc.
e Pentobarbital sédico 42 mg/Kg (Sedal Vet®)
e Diazepam (Valium® Roche)

o Carbamacepina (Sigma)

e Buspirona (Sigma)

o Pentilentetrazol 80 mg/Kg (Sigma)

o Cloruro de sodio (Merck)

o Polietilenglicol 200 (Merck)

e Honokiol (Nakalai Tesque, Inc. Kyoto, Japon)
e Magnolol (Nakalai Tesque, Inc. Kyoto, Japén)
o Etanol (J.T. Baker)
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5.1.3 Material biolégico
5.1.3.1 Animales

Ratones machos de la cepa Taconic (SW) (25-30 g de peso corporal) mantenidos a
temperatura controlada de 25° + 2° C con ciclo de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso
a alimento y agua (ad [ibitum). Los experimentos se realizaron siguiendo las
especificaciones emitidas por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria

Ramoén de la Fuente para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

5.1.4 Material vegetal

Las hojas de Magnolia dealbata Zucc. se colectaron en Jalapa, Veracruz a finales de
abril de 2004, debido a que es la época de floracion de la planta, requisito necesario para
su completa identificacion botanica. La identificacién de la planta fue realizada por el
Dr. Martin Mata y un espécimen fue depositado en el Jardin Botanico Francisco Javier

Clavyjero en Veracruz con el niimero de registro 12520 para futuras referencias.
5.2 METODOS
5.2.1 Obtencién del extracto

Las hojas de Magnolia dealbata Zucc. fueron desecadas al aire libre y se cortaron en
fragmentos pequeiios. Para obtener el extracto se colocaron 200 g de las hojas desecadas
a reflujo con 500 mL de etanol absoluto durante 6 horas. El extracto fue concentrado en

un evaporador rotatorio a presién reducida hasta sequedad obteniendo un rendimiento de
20.8 % (41.6 g).
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5.2.2 Preparacion del extracto y los fairmacos

El extracto crudo libre del disolvente se resuspendié con propilenglicol al 0.2% en
solucién salina (s.s. al 0.9 %). Los farmacos de prueba y/o referencia tales como:
pentilentetrazol (PTZ, 80 mg/Kg, i.p.); pentobarbital sédico (PS, 42 mg/Kg, i.p.),
diazepam, buspirona y carbamacepina se diluyeron con solucién salina 0.9% para
obtener las concentraciones adecuadas. Los preparados se utilizaron de reciente
elaboracion. El vehiculo consistié de polietilenglicol al 0.2% en solucidn salina (s.s.)
Los tratamientos con extracto se administraron por via esofagica (p.o.) y los fadrmacos de

referencia por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 0.1 mL/10 g de peso corporal.
5.2.3 Grupos experimentales

Los ratones se manipularon por al menos tres dias antes de realizar las evaluaciones
neurofarmacoldgicas. Los animales se colocaron en grupos al azar sin reemplazo con
una n > 6 ratones. Treinta minutos después de la administracién del extracto etandlico en
dosis de 30, 100 y 300 mg/Kg se evaludé su efecto en las pruebas de actividad
exploratoria y actividad ansiolitica, potenciacion de la hipnosis producida por PS y en
las convulsiones inducidas con PTZ. La administracién de los formacos de referencia
diazepam, buspirona y carbamacepina se realizd6 30 minutos antes de las pruebas
correspondientes®’. Mientras que en el caso del magnolol y el honokiol la administracién
se realizo 3 horas antes de realizar las pruebas correspondientes, debido a que es el
tiempo en el cual se han observado sus efectos®. En el caso-del tratamiento subcrénico
con el extracto de M. dealbata Zucc. los ratones fueron administrados con las mismas

dosis durante un periodo de 7 dias, de acuerdo a lo reportado en otro estudio'™.
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5.2.4 Actividad ambulatoria

La prueba consistié en colocar individualmente a los ratones en una caja de acrilico
con 12 divisiones (cuadros de 10 x 10 cm) y registrar el nimero de cuadros explorados

por cada raton durante 2 min,
5.2.5 Potenciacion de la hipnosis

Los ratones recibieron una dosis de 42 mg/Kg de PS y enseguida se observaron para
registrar la latencia a la incoordinacion motora (fase de sedacion) y a la pérdida del
reflejo de enderezamiento (fase de hipnosis), asi como el tiempo en que recuperaron el
reflejo de enderezamiento para determinar la duracién de la hipnosis, de acuerdo a lo

descrito por Gonzalez-Trujano et al., en 19987,

5.2.6 Efecto ansiolitico
Para evaluar el efecto ansiolitico se utilizaron tres modelos experimentales.

1. El modelo de exploracién en cilindro descrito por Hiller y Zetler en 1996°,
consistio en colocar a cada raton individualmente dentro de un cilindro de vidrio (20
cm de altura x 13 cm de didmetro x 5 mm de grosor) e inmediatamente contar las
incorporaciones de los ratones realizadas sobre sus extremidades posteriores apoyando

firmemente las extremidades anteriores en la pared del cilindro durante 5 min,
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2. El modelo plus-maze (cruz elevada) descrito por Lister en 1987%, es usado
como modelo de ansiedad en ratones y combina la exploracion con la aversion a
permanecer en espacios abiertos. Consiste en someter al ratéon a una cruz elevada con
dos brazos abiertos de 30 centimetros de largo x 5 centimetros de ancho y dos brazos
cerrados de 30 centimetros de largo x 5 centimetros de ancho x 15 centimetros de altura,
elevados a 50 centimetros del suelo, los brazos se extienden a partir de una plataforma
central de 5 x 5 centimetros. En estado de ansiedad los ratones prefieren permanecer
durante mayor tiempo en lugares ocultos. Se evalia el tiempo que los ratones

permanecen explorando los brazos abiertos durante 5 minutos.

3. El modelo del tablero con orificios (hole board). Se utilizd un modelo
modificado de aquel descrito por Clark en 1997°C, el cual consiste en una caja con un
piso en el cual se encuentran orificios distribuidos uniformemente. En este modelo la
ansiedad en los ratones se induce al someterlos al aislamiento dentro de dicha caja cuyo
piso perforado incita a los ratones a averiguar la posibilidad de entrar por alguno de los
orificios introduciendo profundamente su cabeza en el interior de los mismos. Se evalia
el nimero de veces que los ratones introducen su cabeza en los orificios durante 3

minutos.
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5.2.7 Efecto anticonvulsivo

Las crisis convulsivas se indujeron con PTZ, un antagonista GABAérgico no
especifico. La prueba consistio en inyectar el PTZ e inmediatamente registrar la
latencia a la primer crisis mioclonica (mioclonus), considerada como el primer
movimiento aislado de la cabeza ¢ extremidades anteriores; la latencia a la primer
crisis clonico-tonica (clonus) caracterizada por el primer movimiento de las cuatro
extremidades con perdida de la postura, y la latencia a la presencia de crisis tonica
evaluada como la contraccion sostenida de todo el cuerpo; asi como el porcentaje (%)
de muerte. Estos parametros se registraron durante 30 min después de la

administracion del PTZ.
5.2.8 Evaluacién de la Toxicidad Agnda (DLsg)

La dosis letal 50 (DLsg) se determind utilizando las vias intraperitoneal y esofagica
siguiendo el método descrito por Lorke™. Este método consisti6 en administrar dosis
crecientes del extracto etanolico de las hojas de M. dealbata Zucc. hasta encontrar la
dosis a la cual se produce muerte en los ratones (toxicidad aguda). El método consta de
dos etapas: en la etapa inicial se administraron dosis de 10, 100 y 1000 mg/Kg para
determinar el rango de dosis en el cual se produce toxicidad aguda. La tabla 9 muestra
las dosis a utilizar para la determinacion de la DLso. Si en este primer rango de dosis no

se observa toxicidad se continiia con la segunda etapa en la que se utilizé un rango de
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dosis mayor (1600 a 5000 mg/Kg). En cada nivel de dosis se utilizaron 3 animales y la
determinacion se realizé durante 14 dias en los que se registr6 el peso de cada ratén y al
final se efectud una revisién macroscépica de los d6rganos internos previa dislocacion
cervical, La DL;sg se determiné calculando la media aritmética de las dosis en las cuales
se produce el 0% y 100% de mortalidad. La DLs, para los resultados que no coincidieron
con los sefialados en la tabla se calculé utilizando la media geométrica de las dosis de

acuerdo a lo sugerido por Lorke®.

TABLA 9. Determinacién de la dosis letal 50 (DLsp)®

Dosis evaluadas en la primera etapa (mg/Kg) Dosis evaluadas en la segunda etapa (mg/Kg)
10 100 1000
0/3* 0/3 0/3 1600 2900 5000
0/3 0/3 1/3 600 1000** 1600 2900
03 073 23 200 400 800 1600
0/3 0/3 33 ‘ 140 225 370 600
073 1/3 3/3 50 400** 200 400
03 2/3 33 20 40 80 160
0/3 3/3 33 15 25 40 60
173 3/3 33 5 10** 20 40
2/3 33 3/3 2 4 8 16
33 313 313 1 2 4 8 J

* Nuamero de animales que murieron/ Nimero de animales usados.

** Resultados de la primera etapa tomados sobre estas dosis.

5.3 Analisis estadistico

El anlisis estadistico se realizé mediante analisis de varianza (ANADEVA) seguido de
la prueba t de Dunnett en la comparaciéon contra el control para un nivel de
significancia P<0.05 o Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunn para un nivel de

significancia P<0.05, utilizando el programa de computo Sigma Stat'®.
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6. RESULTADOS
6.1 Potenciacion de la hipnosis inducida por pentobarbital sédico

El extracto de M. dealbata Zucc. no indujo por si mismo hipnosis o sedacién, sin
embargo si potencié de manera significativa y dosis dependiente la duracion del efecto

hipnético inducido con el sedante-hipnético pentobarbital sédico (figura 21).

6.2 Efecto ansiolitico

En la figura 22 se observa que el tratamiento agudo con el extracto de M. dealbata Zucc.
redujo de manera dosis-dependiente la ansiedad de los ratones inducida en los tres
modelos experimentales utilizados, siendo significativa en las dosis de 100 mg/Kg y 300
mg/Kg. Este efecto se comparé con la actividad ansiolitica de los farmacos de referencia
buspirona y diazepam, los cuales redujeron la conducta ansiosa de los ratones en forma
dosis-dependiente y significativa, aunque de manera diferencial en los distintos modelos
experimentales (figura 23 y 24). Como se observa en las dosis evaluadas, el extracto fue

menos potente que los fArmacos de referencia para inducir el efecto ansiolitico.

En la evaluacion del efecto ansiolitico después del tratamiento subcrénico (figura
25) con el extracto de M. dealbata Zucc., se observa una disminucion dosis-dependiente
de la ansiedad inducida con los tres modelos experimentales descritos. En el modelo del
tablero con orificios la disminucién en el nimero de exploraciones del raton fue

significativa a partir de la dosis de 100 mg/Kg (figura 25-B).

En la figura 26 se observa el efecto ansiolitico producido por el tratamiento con
magnolol y honokiol, ambos compuestos disminuyen de manera significativa y dosis-
dependiente de la ansiedad de los ratones inducida con los tres modelos experimentales

descritos.
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6.3 Efecto anticonvulsivo

En la figura 27 se muestra el retardo significativo y dosis-dependiente inducido por la
dosis aguda de 300 mg/Kg del extracto en la presencia del mioclonus y crisis
generalizadas inducidas con PTZ en comparacion con el control. Ademas, el extracto
inhibié la manifestacion de las crisis tonicas y redujo la mortalidad inducidas por el
agente convulsivante en contraste con el grupo control en el que se present6 el 100% de

mortalidad.

Para contrastar el efecto anticonvulsivo producido por el extracto de M. dealbata
Zucc. se emplearon los farmacos de referencia diazepam y carbamacepina. La
administracién de diazepam retardé e inhibi6 de manera significativa y dosis-
dependiente la manifestacion de mioclonus, crisis generalizadas y crisis tonicas de
manera total en la dosis de | mg/Kg, reduciendo la mortalidad en comparacién con el
grupo control (figura 28). Por otro lado, la administracién de la carbamacepina retardo

de manera significativa la manifestacion de crisis generalizadas y crisis ténicas (figura
29).

En el tratamiento subcronico con el extracto de M. dealbata Zucc. (figura 30) se
observé el retardo significativo inducido por la dosis de 100 mg/Kg del extracto en la
presencia del mioclonus inducido con PTZ en comparacion con el control. Ademés, el
extracto retardd de manera significativa y dosis dependiente la manifestacion de las
crisis tonicas y redujo la mortalidad inducida por el agente convulsivante en contraste

con el grupo control.

En la figura 31 se muestra el efecto anticonvulsivo inducido por el tratamiento
agudo con magnolol y honokiol, se observa que ambos compuestos retardaron

significativamente la manifestacion de crisis tonicas en comparacién con el control.
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6.4 Evaluacién de la toxicidad aguda (DLsg)

En el estudio de toxicidad aguda se observé que a dosis mayores a 1000 mg/Kg
empleando la via de administracion i.p. se produce un déficit neuroldgico (por ejemplo
reduccion de la actividad motora). Adicionalmente, a pesar de ello, no se observd ningin
dafio macroscdpico o pérdida de peso después de 14 dias de la administracion aguda del
extracto de M. dealbata Zucc., se observé el 100% de mortalidad a la dosis de 1000
mg/Kg administrada por via i.p. y por encima de 2900 mg/Kg por via p.o. La DLsg
estimada por el método de Lorke fueron de 770 mg/Kg i.p. y 2150 mg/Kg p.o. (Tabla 34
y 35)
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Figura 21. Evaluacion del efecto sedante-hipnatico del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion aguda, en la latencia a la sedacion (A), a la hipnosis (B) y en la duracion
de la hipnosis (C) inducidas con pentobarbital sodico (42 mg/Kg, i.p.) en ratones. Las
barras representan el promedio 4 E. E. M. para unan = 6. *p<0.05, ANADEVA seguida
de la prueba t de Dunnett.
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Tabla 10. ANADEVA para el efecto del extracto de M. dealbata Zucc. sobre la duracion
de la hipnosis inducida con PS.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio Fea Fib
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 3 30950.153 10316.718
Residual 20 8109.198 405.460 25444 3.10
Total 23 39059.351
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Figura 22, Evaluacion del efecto ansiolitico del extracto de M. dealhatu Zucc.,
administracion aguda, en el modelo de cruz elevada (A), en el modelo del tablero con
orificios (B) y en el modelo del cilindro (C) en ratones, Las barras representan el
promedio + E. E. M. para una n 2 6. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prucba t de

Dunnett.
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Tabla 11. ANADEVA para el efecto ansiolitico del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracién aguda, en el modelo de cruz elevada.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Fca Fub
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 3 94845.458 31615.153
Residual 20 18108.167 905.408 34918 3.10
Total 23 112953.625

Tabla 12. ANADEVA para el efecto ansiolitico del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion aguda, en el modelo del tablero con orificios.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio Fea Fiab
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 3 5927.804 1975.935
Residual 22 1804.042 82.002 24.096  3.05
Total 25 7731.846

Tabla 13. ANADEVA para el efecto ansiolitico del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion aguda, en el modelo del cilindro

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio Fea Fiap
variacién libertad cuadrados
Entre grupos 3 2285.066 761.689
Residual 30 379.317 60.242 12.644 292
Total 33 2664.382
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Figura 23, Evaluacion del efecto ansiolitico de la buspirona en el modelo de cruz
elevada (A), en el modelo del tablero con orificios (B) y en el modelo del cilindro (C) en
ratones. Las barras representan el promedio + E. E. M. para una n = 6. * p<0.05,
ANADEVA seguida de la prueba t de Dunnett.
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Tabla 14. ANADEVA para el efecto ansiolitico de la buspirona en el modelo del tablero
con orificios.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Feal Fuab
variacion libertad cuadrados medios
Entre grupos 5 13055.881 2611.176
Residual 45 2471.452 54.921 47.544 245
Total 50 15527.333

Tabla 15. ANADEVA para el efecto ansiolitico de la buspirona en el modelo del
cilindro.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Fea Fuab
variacion libertad cuadrados medios
Entre grupos 5 1600.868 320.174
Residual 33 690.722 20.931 15297 2.53
Total 38 2291.590

77



Aumento de la exploracién en brazos

abiertos con respecto al control (seg)

6. Resultados

A B
60 -
250 1 | o
{5 -
e I
200 ™
* { 30y
o 40
T 9 s
150 . g =
'l' ° 30
* o *
100 ' s
& * I w 20 ¢ I_|
.g 4
T i = H *
50 6 10 '
o - -- oI L
0 001 003 01 03 1 2 0 001 003 01 03 1 2
Dosis (mg/Kg, i.p.) Daosis (mg/Kg, i.p.)

30 C
£ 25
£ I 1
Ln -
& 20
@ 4%
€ 15
@
£
510- &
{ o
(1)
=
[i}]
- 5 H
* *
0 L) L ey —

0 001 003 01 03 1 2
Dosis (mg/Kg, i.p.)

Figura 24. Evaluacion del efecto ansiolitico del diazepam en el modelo plus maze (A),
en el modelo del tablero con orificios (B) y en el modelo del cilindro (C) en ratones. Las
barras representan el promedio + E. E. M. para una n = 6. * p<0.05, ANADEVA seguida
de la prueba t de Dunnett.
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Tabla 16. ANADEVA para el efecto ansiolitico del diazepam en el modelo de cruz
elevada.

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Cuadrado Feal Fub
variacion libertad medio
Entre grupos 6 158521.571 26420.262
Residual 35 33140.833 946.881 27902 242
Total 4] 191662.405

Tabla 17. ANADEVA para el efecto ansiolitico del diazepam en el modelo del tablero
con orificios.

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Cuadrado Fea Frab
variacion libertad medio
Entre grupos 6 12154.846 2025.808
Residual 39 1684.567 43.194 46.900 2.34
Total 45 13839.413

Tabla 18. ANADEVA para el efecto ansiolitico del diazepam en el modelo del cilindro.

Fuente de Grados de  Suma de cuadrados Cuadrado Fea Fiab
variacion libertad medio
Entre grupos 6 3510475 585.079
Residual 4] 653.442 15.938 36.711  2.34
Total 47 4163917
ESTA TESES NO SALE
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Tabla 19. ANADEVA para el efecto ansiolitico del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion subcréonica, en el modelo del tablero con orificios.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Feq Fiap
variacién libertad cuadrados
Entre grupos 2 4608.442 2304.221
Residual 30 2555619 85.187 27.049 332
Total 32 7164.061
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Figura 26. Evaluacion del efecto ansiolitico del magnolol y honokiol en el modelo de
cruz elevada (A), en el modelo del tablero con orificios (B) y en el modelo del cilindro
(C) en ratones. Las barras representan el promedio + E. E. M. para una n < 6. * p<0.05,
ANADEVA seguida de la prueba t de Dunnett. ** p<0.05 para la prueba t de Student.
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Tabla 20. ANADEVA para el efecto ansiolitico del magnolol y honokiol en el modelo
de cruz elevada.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fea  Fub
variacion libertad cuadrados medio
Entre grupos 4 25471.333 6367.833
Residual 10 7072.000 707.200 9.004 348
Total 14 32543.333

Tabla 21. ANADEVA para el efecto ansiolitico del magnolol y honokiol en el modelo
del tablero con orificios.

Fuente de Grados de Sume de cuadrados Cuadrado Fea Fiab
variacion libertad medio
Entre grupos 4 2934.260 733.565
Residual 28 1543.619 55.129 13.306 2.71
Total 32 4477.879

Tabla 22. ANADEVA para el efecto ansiolitico del magnolol y honokiol en el modelo
del cilindro.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fea Feab
variacién libertad cuadrados medio
Entre grupos 4 382.000 95.500
Residual 10 20.000 2.000 47750 348
Total 14 402.000
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Figura 27. Evaluacion del efecto anticonvulsivo del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion aguda, en la latencia al ler mioclonus (A), al ler clonus (B), a la
presencia de crisis tonica (C) y en la mortalidad (D), inducidas con pentilentetrazol (80
mg/Kg) en raitones, Las barras representan el promedio + E. E. M. para una n > 6.
* p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba t de Dunnett y ** p<0.05, Kruskall-Wallis
seguida de la prueba de Dunn.
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Tabla 23. Kruskal-Wallis para el efecto anticonvulsive del extracto de M dealbong
Fuce , adminssiracion aguda, en la latencio o) Ler mioclonus,

Lirupo i) Mediana 25% 5%
Control fi 0825 0,70 (.81
10 mekg [ 0870 0.720 1.250
100 mpEg ] 1030 [ 1120
W malkg 6 1705 1360 3730

H = 10.9%5 con tres grados de libertad (PP = 00012)

labla 24, Kruskal-Wallis para el efecto anticonvulsive del extracto de M dealbaia
Zuco, , administracion aguda, en la latencia ol er clonus,

Grupo N Mediana 25% 75%
Control f 0,915 0.7&0 1.020
WmgKg 6 1,105 0830 1.580
1 mpKg 6 1030 1.000 1.120
00 mgks 6 9.320 2,900 14560

H = 13,134 con 3 grados de libertad (P = 0.004)

Tabla 25. AMADEVA para el cfects anticonvulsivo del exiracto de M dealbare Zucc,
admindstraciom aguds, en lo lalencia g |8 presencin de cosis Wmics,

Fuenie de Grados de Suma de Cupdrado medio  Foa |
variacHin libertad cundrados
Entre prupos 3 1156172 385391
Residun 20 441,556 22.07%8 1745 3.0
Total 23 15977129
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Figura 28 Evaluacion del efecto anticonvulsivo del diazepam en la latencia al ler
mioclonus (A), al ler clonus (B}, a la presencia de crisis tonica (C) y en la mortalidad
(D), inducidas con pentilentetrazo! (80 mg/Kg) en ratones. Las barras representan el
promedio + E. E. M. para una n > 6. * p<0.05, ANADEVA seguida de la prueba t de
Dunnett.
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Tabla 26. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del diazepam en la latencia al fer

mioclonus.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Feq Fus
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 5 4577.693 915539
Residual 30 1018.686 33.956 26.962 253
Total 35 5596.379

Tabla 27. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del diazepam en la latencia al ler.

clonus.
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Fey Fup
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 5 3868.679 773.736
Residual 30 2714.733 90.491 8.550 2.53
Total 35 6583.412

Tabla 28. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del diazepam en la latencia a la

presencia de crisis ténica.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Fy Fiap
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 5 2763.177 552.635
Residual 30 731.499 24.383 22.664  2.53
Total 35 3494 676
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Figura 29. Evaluacion del efecto anticonvulsivo de la carbamacepina en la latencia al
ler miclonus (A), al ler clonus (B), a la presencia de crisis tonica (C) y en la mortalidad
(D), inducidas con pentilentetrazol (80 mg/Kg) en ratones. Las barras representan el
promedio + E. E. M. para una n = 6. * p<0.05 para ANADEVA seguida de la prueba t

de Dunnett.
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6. Resultados

Tabla 29. ANADEV A para el efecto anticonvulsivo de la carbamacepina en la latencia
al ler. clonus.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fea Fiap
variacién Jibertad cuadrados medio
Entre grupos 3 2780.271 926.757
Residual 24 261.268 10.886 85.132 3.01
Total 27 3041.539

Tabla 30. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo de la carbamacepina en la Jatencia a
la presencia de crisis tdnica.

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Cuadrado Feal Fib
variacion libertad medio
Entre grupos 3 1664.980 554.993
Residual 24 1504.534 62.689 8.853  3.01
Total 27 3169.514
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Figura 30. Evaluacion del efecto anticonvulsivo del extracto de hojas de M. dealbaia
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a la presencia de crisis tonica (C) y en la mortalidad (D) mnducidas con pentilentetrazol
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6. Resultados

Tabla 31. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion subcrénica, en la latencia al 1er mioclonus.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio  Fea Fub
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 3 2.032 0.677
Residual 21 2.350 0.112 6.055 3.07
Total 24 4382

Tabla 32. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del extracto de M. dealbata Zucc.,
administracion subcroénica, en la latencia a la presencia de crisis tonica.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio Fea Fuab
variacion libertad cuadrados
Entre grupos 3 2137.699 712.566
Residual 21 1252.446 59.640 11.948  3.07
Total 24 3390.145 ‘
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6. Resultados

Tabla 33. ANADEVA para el efecto anticonvulsivo del magnolol y honokiol en la
latencia a la presencia de crisis tonica.

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado medio  Fa Fub
libertad cuadrados
Entre grupos 2 1077.832 538.916
Residual 9 547.774 60.864 8.854 4.26
Total 11 1625.605
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6. Resultados

Determinacién de la Dosis Letal cincuenta (DLsg)

Tabla 34. Evaluacién de la Dosis Letal Cincuenta (DLso), via intraperitoneal.

la. Etapa
Dosis Namero de animales que DLso
(mg/Kg) murieron/ Numero de (mg/Kg)

animales usados

100 0/3
600 0/6 770
1000 373

Tabla 35. Evaluacién de la Dosis Letal Cincuenta (DLsg), via esofagica.

la. Etapa 2a. Etapa
Dosis Numero de animales que Dosis Nimero de animales que DLso
(mg/Kg) murieron/ Nimero de (mg/Kg) murieron/ Numero de (mg/Kg)
animales usados animales usados
100 0/3 1600 0/3
1000 0/3 2900 3/3 2150
5000 3/3
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6. Resultados

Dosis efectiva cincuenta (DEsp), para el efecto ansiolitico.

Tabla 36. Evaluacion de la Dosis Efectiva Cincuenta (DEsg), para el efecto ansiolitico.

Tratamiento Modelo experimenta

1 DEso (mg/Kg)

Cruz elevada 65.80
M. dealbata Zucc. Tablero con orificios 190.43
Cilindro 94.86
Cruz elevada 1.32
Buspirona TaBlero con orificios 12.18
Cilindro 6.74
Cruz elevada 0.05
Diazepam Tablero con orificios 0.22
Cilindro 0.09
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6. Resultados

Dosis efectiva cincuenta (DEsy), para el efecto anticonvulsivo.

Tabla 37. Evaluacién de la Dosis Efectiva Cincuenta (DEsp), para el efecto

anticonvulsivo.
Tratamiento Tipo de Crisis DE; (mg/Kg)
Mioclonus ND
M dealbata Zucc. Clonus 146.09
Ténica 50.29
Mioclonus 8.27
Diazepam Clonus 231
Ténica 0.09
Mioclonus ND
Carbamacepina Clonus 1.68
Ténica ND

ND = No Determinado debido a que el comportamiento de los datos no fue dosis-
dependiente.
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7. Discusion

7. DISCUSION

En este estudio se evalué la actividad del extracto de Magnolia dealbata Zucc en la
potenciacion de la hipnosis inducida con PS, en los efectos ansiolitico y anticonvulsivo, y
en la toxicidad aguda (DLsp) producida por la administracién via i.p. y p.o.. Los
resultados de esta investigacion demuestran que el extracto de M. dealbata Zucc. produce

efectos depresores sobre el SNC.

M. dealbata Zucc. es una especie endémica de México utilizada en la medicina
tradicional, sin embargo hasta ahora no se habia realizado algin estudio cientifico que
corroborara sus efectos farmacologicos. En todas las dosis probadas en este estudio, el
extracto de M. dealbata Zucc. modifico la latencia de sedacién e hipnosis inducidas con
PS. Sin embargo, la duracién de la hipnosis se prolongé significativamente a partir de la
dosis de 100 mg/Kg. Estos resultados concuerdan con los descritos para la especie M
grandiflora 1. en ratas'’, reforzando asi lo descrito sobre la actividad depresora del

género Magnolia.

En este estudio preliminar, la administracion de 100 y 300 mg/Kg del extracto de
M. dealbata Zucc. via p.o. produce una reduccion significativa y dosis-dependiente de la
ansiedad en los ratones, en tres modelos experimentales de exploracion. Utilizando un

analisis de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) fue posible identificar y

determinar la cantidad de honokiol (0.0é%j presente en el extracto de hojas de M
dealbata Zucc., el cual se detecté como el principal componente del extracto (datos no
mostrados). Cabe sefialar que este efecto ansiolitico ya se habia descrito por primera vez
para el extracto de la corteza en otra especie de Magnolia (M. officinalis) utilizando la
prueba de la cruz elevada (plus-mazc)“’. Por otro lado, mediante estudios fitoquimicos se
ha descrito la presencia de dos neolignanos llamados honokiol y magnolol que al parecer
son los responsables de la actividad farmacolégica del género Magnolia®, siendo el
honokiol substancialmente més efectivo que el magnolol'®. El grupo de Kuribara report6

que el honokiol es responsable de la accion depresora del extracto de M. officinalis sobre

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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7. Discusién

el SNC, el cual en una dosis de 20 mg/Kg via p.o., en administracién aguda produce
efectos ansioliticos sin causar disfuncién motora y sedacion en comparacién con el
diazepam83’86'87. Sin embargo, el honokiol en dosis mayores produce relajacion muscular,
sedacion, induccién del suefio y anestesia en ratones'*®!*!. En muestras de la corteza de
M. officinalis en diversas areas de China, el contenido de honokiol se encontré en un
rango de 0.3-4.6%">!%. Nuestros resultados concuerdan con estos reportes y sugieren
que el honokiol es el principal responsable de la actividad farmacologica del extracto de
M. dealbata Zucc. Ademas, el efecto ansiolitico de la M. dealbata Zucc. se compard con
el producido por diazepam, un conocido ansiolitico de la familia de las benzodiazepinas;
asi como con el propio honokiol y la buspirona, farmacos considerados como ansioliticos

no sedantes, con los cuales demostr una eficacia similar pero en diferente potencia.

El mecanismo por el cual el extracto de M. dealbata Zucc. produce su efecto
ansiolitico no se ha dilucidado, sin embargo se ha reportado que el efecto ansiolitico de
uno de los metabolitos del extracto de corteza de M. officinalis es revertido por el
flumazenil (antagonista especifico del receptor a BDZ en el complejo GABA,), pero no
por la bicuculina (antagonista especifico del sitio a GABA en el complejo GABA)*. En
un futuro, seria interesante explorar el efecto del extracto de las hojas de M. dealbata

Zucc. y sus metabolitos en los sitios de unién a BDZ y GABA del complejo GABAA.

Adicionalmente, el extracto de M. dealbata Zucc. aumentd la latencia del
mioclonus y clonus al probarse una dosis de 300 mg/Kg. Ademas, M. dealbata Zucc. a
partir de una dosis de 30 mg/Kg evit6 la presencia de crisis tonica y redujo la mortalidad
inducida por PTZ, demostrando actividad anticonvulsiva incluso en dosis mas bajas
que las requeridas para los efectos ansioliticos (100 mg/Kg) y de potenciacion de la
hipnosis, sugiriendo la presencia de otras sustancias en su efecto depresor. La actividad
anticonvulsiva fue previamente reportada para la especie M. grandiflora L.'°, otra planta
mexicana usada en la medicina tradicional'®, de la cual los extractos hidroalcohélico y de
éter etilico de las semillas, retrasaron el inicio de la convulsién y redujeron levemente su

duracién a través de la prueba de electrochoque maximo en ratas'®. Al igual que M.
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7. Discusién

officinalis, estudios quimicos realizados a M. grandiflora L. demostraron la presencia de
honokiol**'?. Sin embargo, debido a la presencia de cumarinas y sesquiterpen-lactonas
en M. grandiflora L' se ha sugerido que estos compuestos desempefian un papel
importante en la actividad anticonvulsiva, ya que esta actividad en otras plantas se ha
asociado a la presencia de compuestos de naturaleza terpenoide’”**””. Consecuentemente,
la actividad anticonvulsiva de M. dealbata Zucc. podria estar asociada a otros
componentes quimicos que co-actiien con el efecto del honokiol en el SNC. Ademas, el
efecto anticonvulsivo del extracto se compard con el efecto producido por diazepam y
carbamacepina, farmacos empleados en la clinica como antiepilépticos; con cual se

demostré que M. dealbata Zucc. tiene una eficacia similar pero en menor potencia.

El estudio de toxicidad aguda es el primer paso en la investigacion de una
sustancia desconocida dentro de un enfoque farmacoldgico. El método usado en este
estudio se basa en la suposicién de que la toxicidad del extracto investigado es
completamente desconocida y en el propésito de determinar el indice de toxicidad aguda
(DLso) empleando un nimero minimo de animales experimentales como sea posible®.
Como se muestra en los resultados, el extracto produjo mortalidad a altas dosis,
empleando la via de administracién p.o., mientras que en la via i.p. la mortalidad se
indujo a dosis mas bajas. Ademas, empleando la via de administracién p.o. se mejoré el
efecto ansiolitico y anticonvulsivo. Estos resultados sugieren que esta ruta de
administracion oral es adecuada y segura para producir los efectos neurofarmacolégicos
del extracto de M. dealbata Zucc. En estudios realizados al honokiol y magnolol se ha
reportado la necesidad de un tratamiento subcrénico via p.o. durante 7 dias para observar
el efecto ansiolitico a dosis pequefias (0.2 mg/Kg-2 mg/Kg)®, en otros estudios se ha
sugerido que el efecto ansiolitico se debe al metabolito parcialmente reducido del
honokiol (dihidrohonokiol)®*. Recientemente se ha confirmado que el dihidrohonokiol, es
el metabolito responsable del efecto ansiolitico del honokiol'®®. En consecuencia, se
sugiere que la administracién del extracto de M. dealbata Zucc. por via p.o. es necesaria

para observar sus efectos neurofarmacoldgicos.
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8. Conclusiéon

8. CONCLUSIONES

o Los resultados experimentales obtenidos indican que el extracto de Magnolia
dealbata Zucc. produce efectos depresores en el SNC sefialando

esencialmente su actividad como ansiolitico y anticonvulsivo.

e Los efectos producidos por el extracto crudo de M. dealbata Zucc. son
comparables a los producidos por los correspondientes farmacos ansioliticos
y anticonvulsivos: buspirona, diazepam y carbamacepina, aunque con una

menor potencia.

e De acuerdo al efecto ansiolitico producido por el extracto de Magnolia
dealbata Zucc. y por larelacion filogenética que existe con otras especies del
género Magnolia investigadas; se sugiere que este efecto es atribuido al

honokiol presente en dicho extracto.

e Los resultados farmacolégicos encontrados concuerdan con el uso popular
que se da a esta especie de Magnolia en la medicina tradicional reforzando
que su uso es propio para tratar alteraciones del SNC como la ansiedad y la
epilepsia, asimismo la determinacién de la DLsy permite sugerir que su

administracién es mas segura por via p.o.
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9. Perspectivas

9. PERSPECTIVAS

El presente estudio farmacolégico muestra los efectos del extracto de M. dealbata Zucc.
sobre el SNC; esto permite considerarlo candidato para estudios que conllevan a aislar
fracciones y/o compuestos puros de utilidad terapéutica en las afecciones de este

sistema. Los estudios a proponer son:

1. Fraccionamiento biodirigido del extracto etan6lico de las hojas de M. dealbata

Zucc.
2. Estudio fitoquimico del extracto de las hojas de M. dealbata Zucc.

3. Caracterizaciéon e identificacién de los compuestos activos contenidos en el

extracto de las hojas de M. dealbata Zucc.

4. Busqueda de los mecanismos de accion de los compuestos activos
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DEPRESSANT EFFECTS OF A CRUDE EXTRACT OF THE P : 70

MAGNOLIA DEALBATA LEAVES IN MICE
Eva Gonzalez-ijano“z, Laura Martlnezl‘z, Sandra Orozco’, Marco Chavez' and Fabiola

Dominguez’. I‘Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente”, D.F. “Facuitad de Quimica-
UNAM. D.F *nstituto Mexicano del Seguro Social, Puebla and D F. Mexico.

Chemical studies on Magnolia grandiflora and Aagioflia officinelis have reported the presence of
magnolol and honokiol , which exhibit central nervous system (CNS) effect, Mognolia deaibata is a
native plant in the natural environment and probably origipated from Southern Mexico and it is
considered to have sedative properties in Mexican traditional medicine In the present study we report
the effects of a crude extract of Adugnolia deatbate on the CNS in mice. Male Swiss albino mice (25-
30 g} were grouped in 6 animals. Esophageal way was used to administer 30, 100 and 300 myg/kg of
the extract and pharmacological effects were tested on exploratory activity, anti-anxiety response,
sodium pentobarbital-induced hiypnosis and pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizures iy comparison
to honokiol, magnolol, buspirone and diazepam as reference drugs. The results from the experimental
models tested were as follows: 1) No alteration on the exploratory activity at any doses tested, 2) a
significant dinunution in the head-dipping and exploratory rearing tests at 300 mg/kg: 3) a significant
dose-dependent prolongation in the time of sodium pentobarbital-induced hypnosis from 100 to 300
mg/ka and, 4) a delayed in the latency to the onset of PTZ-induced mioclonus and clonus at 300
my/kg, but also, the presence of tonic seizures was avoided from 30 to 300 mg/kg doses. The sedative-
hypnotic, adolytic and anticonvulsant ettects obtained in these experiments support that AMugriofia
dealbata posseses CNS activity and reinforce the popular use in Mexican traditional medicine. This
study was supported by Miguel Aleman Foundation and IMSS grant.
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Estudio del efecto ansiolitico y anticonvulsivo de
Magnolia dealbata (Magnoliaceae) en raton.

Ana Laura Martinez*®, Fablola Dominguez®, Sandra Orozco®, Marco Chavez'y Ma. Eva Gonzélez-Trujano®,

*Instituto Macional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muditz, *Faculiad de Quimica-UNAM, “Unidad de Investigacion en Enfermedades.
Neuroldgicas, Centro Médico Nacional Siglo 321, IMSS, *Centro de Investigacién Biomédica de Oriente-IMSS, México D.F.
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5. Discusién y conclusidon’
Estos resultados demuest

que el extraclo de Magnolia dealbata Zuc
produce efectos depresores en el SNC, siendo significativos los efects
ansiolitico y anticonvulsivante observados a las dosis de 100 y 300 mg/K
Dichos efectos fueron comparables a los producidos par fa de refy
En este estudio se confirma el use que e le da en la medicina tradicional a es
especia, ya que dlversas preparaciones de las plantas del género Magnolia
han empleado hists te para el iento de los destrdenes 1
ansiedad y epilepsia.
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