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Resumen

La epilepsia es una enfermedad con gran prevalencia y con una baja brecha de
tratamiento en paises en vias de desarrollo. Las personas con epilepsia han recibido
hasta la actualidad gran estigmatizacién y segregacion de parte de la sociedad, ya que
han considerado a la epilepsia como causa de hechos sobrenaturales. La inaccesibilidad
del tratamiento y la negacion del tratamiento proporcionado por la medicina moderna da
gran apertura a la utilizacion de medicina tradicional, entre la cual se encuentra la
medicina herbal. Una especie que ha sido altamente utilizada en distintas civilizaciones
a nivel mundial es la Ruta chalepensis, la cual es empleada en México para distintas
aplicaciones como contra los célicos menstruales, el mal de ojo, vértigo, lombrices
intestinales, intoxicaciones, dolor de cabeza, ansiedad y problemas oculares; también es
usada como antiveneno, abortivo, antiinflamatorio, antipirético, analgésico vy
anticonvulsivo. La efectividad anticonvulsiva de la R. chalepensis ha sido reportado en
dos investigaciones previas, sin embargo, solo se ha utilizado extractos etandlicos y
acuosos; midiendo conductualmente el efecto de los extractos sobre las crisis. Por lo que
el objetivo del presente trabajo fue explorar la efectividad que tiene un extracto de
mediana polaridad de la R. chalepensis sobre dos modelos agudos de crisis
generalizadas y sobre la actividad cerebral en ratones.

Se obtuvo el extracto de mediana polaridad de la R. chalepensis utilizando acetato de
etilo, preparando diferentes disoluciones: 100, 200, 300, 500 y 1,000 mg/kg. Asignando
una dosis diferente a cada grupo experimental (6 ratones por grupo). Por otro lado, el
grupo control se tratd con solucién salina y el grupo vehiculo se traté con tween 80.
Mientras tanto, un grupo se traté con diazepam y otro con pentobarbital, los cuales
sirvieron como farmacos de referencia.

Se emple6 un modelo agudo de pentilentetrazol (PTZ), midiendo la latencia a la primera
crisis cldnica, a la primera crisis tonico-clénica, la incidencia de crisis clonicas, de crisis
tonico-clonicas, la densidad de espigas, el indice de mortalidad y el porcentaje de cambio
de la potencia absoluta. La potencia se midio de los minutos 10 a 15 y de los minutos 20
a 25 después de haber aplicado el tratamiento asignado a cada animal.

Para respaldar los datos obtenidos con el PTZ se utilizé el electrochoque maximo corneal,
midiendo la duracion y el porcentaje de la extension tonica, la duracion de la crisis
generalizada, la latencia a la recuperacion de la pérdida del reflejo de enderezamiento y
la latencia a la exploracion.

En el experimento de crisis agudas con PTZ se obtuvo un descenso en la banda alfa
durante los minutos 20 a 25, con la dosis de 100 mg/kg de la R. chalepensis, se registro
un descenso en la banda alfa y gama del minuto 10 al 15 y en la banda alfa del minuto
15-25 en los animales tratados con 300 mg/kg de la R. chalepensis; mientras que se
obtuvo un descenso en las banda alfa y gama, en los minutos de 10 a 15 con la dosis de
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500 mg/kg de la R. chalepensis, también se obtuvo descenso en las bandas alfa, beta y
gama en las mediciones de 10 a 15y de 20 a 25 en los animales tratados con 500 mg/kg
de la R. chalepensis, se midi6é un descenso en la band alfa en los minutos de 20 a 25 en
los animales tratados con diazepam, mientras que se registrdo descenso en las bandas
delta, teta, alfa, beta y gama en los tiempos de 10 a 15 y de 20 a 25 en los animales
tratados con pentobarbital. Por otro lado, en el efecto sobre las crisis se midi6 un
descenso en la incidencia a las crisis clénicas en los grupos tratados con tween 80, 1,000
mk/kg de la R. chalepensis y el grupo tratado con diazepam. Hubo un descenso en la
incidencia de crisis tonico-clonicas en los grupos tratados con diazepam y con 300, 500
y 1,000 mg/kg de la R. chalepensis. En la latencia a la aparicién de la primera crisis tonico-
clonica se midié aumento en los grupos tratados con 100, 300, 500 y 1000 mg/kg de la
R. chalepensis asi como en el grupo tratado con diazepam. En los grupos tratados con
500, 1000 mg/kg de la R. chalepensis, asi como el grupo tratado con diazepam
presentaron disminucién en la densidad de espigas durante las crisis clénicas.
Finalmente, los grupos que presentaron un aumento en el porcentaje de supervivencia
fueron los tratados con 300, 500 y 1,000 mg/kg de la R. chalepensis asi como el tratado
con diazepam.

En el experimento con electrochoque maximo se obtuvo que los grupos tratados con
diazepam, con las dosis de 100, 300 y 500 mg/kg de la R. chalepensis no presentaron
extension tonica, tuvieron una disminucioén en la latencia a la recuperacién de la pérdida
del reflejo de enderezamiento, una disminucion en la duracion de la crisis generalizada y
una disminucion de la latencia a la exploracion.

Se puede concluir que el extracto de acetato de etilo de la R. chalepensis es una
sustancia anticonvulsiva dosisdependiente que principalmente protege ante la
generacion de crisis ténico-clénicas, crisis que son de mas severidad, mientras que
disminuye la severidad de las crisis clonicas. Sin embargo, este extracto de mediana
polaridad en dosis altas provoca un efecto adverso, ya que se registré letargo en la
actividad motora y deplecion de la actividad cerebral, por lo que estudios de las dosis
seguras en seres humanos son recomendables.

Vi



Marco Teodrico

1.1 Antecedentes historicos de la epilepsia

Intentar abordar la historia de la epilepsia es ahondar en la evolucion de la cultura, la
religion y la propia historia de la medicina. Por mucho tiempo se ha concebido a la
epilepsia como un evento sobrenatural, a tal grado que ha sido conocida como la
enfermedad sagrada (Rocha, 2005).

Desde sus registros mas antiguos, en Babilonia en el siglo Xl a. C., se pensaba que esta
enfermedad era un castigo de los dioses por haber transgredido sus leyes (Figueroa-
Duarte & Campbell-Araujo, 2015). Fue hasta la aparicién de la escuela hipocratica en
Grecia, donde se critico la idea de que la epilepsia fuera una enfermedad sagrada,
proponiendo una causa no sobrenatural. Hipocrates en su tratado “sobre la enfermedad
sagrada”, la definia como una enfermedad hereditaria, la cual era causada por el
desequilibrio entre los humores de una persona, que ademas se podia tratar con dietas
y drogas (Figueroa-Duarte & Campbell-Araujo, 2015; Garcia-Albea, 1998; Rocha, 2005).
Sin embargo, la idea hipocratica en su tiempo no influyé en la mente de las personas,
domind mas la postura religiosa que contemplaba que la epilepsia se trataba de la
posesion de algun demonio, para lo cual se realizaban exorcismos a los enfermos
(Korczyn, Schachter, Amlerova, Bialer, Emde, Brazdil, et al., 2015).

Alrededor de 550 afios después, en Roma, Galeno hipotetiz6 que esta enfermedad se

debia a la interrupcion del flujo del “pneuma psiquico” dentro del sistema ventricular.



Proponia como terapia hacer sangrias, ejercicio moderado y dietas (Devilat, 2014,
Korczyn et al., 2015; Rocha, 2005).

Durante la Edad Media, el estudio cientifico de la epilepsia se mantuvo casi estatico, se
consideraba una enfermedad contagiosa y adquirida por causas sobrenaturales. El
ocultismo en este periodo la hizo una enfermedad muy temida, llena de supersticiones y
practicas extremistas, como castrar y expulsar a los hombres, quemar a las mujeres,
considerandolas brujas y enterrar vivas a las embarazadas. Posteriormente, durante el
Renacimiento, la medicina como ciencia comenz6 a retomar importancia y se logro
postular que todos los tipos de epilepsia eran desérdenes de origen cerebral,
proponiendo como principal causa la irritacion. Aunque también se intensifico la postura
del pensamiento magico. Las figuras eclesiasticas tomaron el papel de dotar de una
explicacion demoniaca a esta enfermedad, basandose en los escritos de la Biblia
(Figueroa-Duarte & Campbell-Araujo, 2015). Aunque aun existia la influencia de la

concepcion divina de la epilepsia, ya estaba en crecimiento el modelo cientifico.

La epilepsia fue reconocida como enfermedad en la América precolombina. Tanto los
mayas, aztecas e incas asociaron este padecimiento con la magia y la religion. Para los
mayas, la epilepsia era considerada como el resultado del ataque al nahual del individuo.
Si el nahual sobrevivia a la lucha contra las fuerzas del mal, la persona dejaria de tener
epilepsia y podria convertirse en brujo (Figueroa-Duarte & Campbell-Araujo, 2015). En la
comunidad maya hasta la actualidad se utiliza una mezcla de dos hierbas (kaxlam tunin
y cheneh pox slib) para tratar la epilepsia (Carod & Vazquez-Cabrera, 1998). Para los

aztecas, la epilepsia podia adquirirse por medio de las diosas Cihuapipiltin; y para el



tratamiento, utilizaban limpias, herbolaria, opoterapia (uso de partes de animales) o
partes de humano (Aranda, Viesca, Sanchez, Sanchez, Ramos, & Sanfilippo, 2003).

En la época Colonial en México, las culturas europeas se mezclaban con las nativas
americanas, cambiando de una ideologia politeista a la religiébn cristiana, mientras
distintos personajes del viejo mundo recolectaban evidencias sobre la vida en el nuevo
continente: en el area de la salud fue encargado un registro de los tratamientos utilizados
para las enfermedades americanas, para lo cual fue preparado un manuscrito elabordo
en nahuatl por el médico indigena Martin de la Cruz en 1552, traducido inmediatamente
al latin por Juan Badiano, quien lo titulé Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis; que
posteriormente seria llamado el Cédice de la Cruz-Badiano. Este trabajo fue realizado
por encargo de Francisco de Mendoza hijo del virrey de Mendoza, con la finalidad de

llevarlo al rey Carlos V y mostrarle la riqueza natural del nuevo continente (Aranda et al.,

Figura 1 2003). El cédice de la Cruz-Badiano es una obra de gran
Planta prehispanica,
Tlatlacotic Importancia en la herbolaria medicinal, muestra la gran variedad

de plantas utilizadas por la medicina azteca en la primera mitad
del siglo XVI. Entre las enfermedades que se describen en el
manuscrito, destaca la epilepsia, distinguiéndose dos tipos de
crisis epilépticas: Huapahuzliztli (alteraciones caracterizadas por
quietud y convulsiones) y Hihixcayotl (alteraciones caracterizadas

por temblor) (Aranda et al., 2003).

llustracién del codice
de la Cruz-Badiano,
representando la
planta llamada
Tlatlacotic.



Las plantas que se mencionan en el cddice de la Cruz-Badiano para tratar la epilepsia

(figuras 1 y 2) eran las llamadas quetzalatzonyatl (posiblemente Barkleyanthus

salicifolius), tlatlacotic (posiblemente Baccharis salignus, o una especie del género

Bidens), acocohxihuitl (posiblemente Arracacia atropurpurea, Lagenaria siceraria o la

Bidens pilosa), tetzitzilin (que posiblemente pertenecia a las Cucurbitaceas) (de la Cruz

& Badiano, 1991, Elferink, 1999). A pesar de esa evidencia, dada a la destruccion de

registros antiguos con la llegada de los espafoles, se desconoce si en los registros

Figura 2

La seccion sobre la epilepsia del codice de la
Cruz-Badiano
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Badiano tradujo la enfermedad como
enfermedad comicial (comitialis morbus).
En la parte superior se representan las
plantas llamadas quetzalatzonyatl,
acocohtli y tetzitzilin.

provenientes de cronistas europeos y del
codice de la Cruz-Badiano, se retrata la
concepcion y el tratamiento de la epilepsia y
de otras enfermedades que se tenian en
épocas precolombinas. En el cédice de la
Cruz-Badiano ya se puede observar una
pequefia influencia de la cultura europea en
la utilizacion de algunos tratamientos como
lo es la ingesta de piedras extraidas del
buche del halcén (practica que se realizaba
en Europa como remedio para la melancolia
y la epilepsia) (Elferink, 1999), por lo que las
practicas, creencias y tratamientos que se
relatan en dicho manuscrito, se deben
reducir a las de esa época y no a las

practicas precolombinas.



Otro reconocido texto de un médico mexicano, ademas del ya mencionado Cdédice de la

Cruz-Badiano, es el libro titulado “Informe médico-moral de la penosissima y rigurosa

Figura 3 enfermedad de la epilepsia” (figura 3), escrito por
Portada del Informe médico de
Pedro de Horta Pedro de Horta en 1763, que representa el primer

EREERATEERERIRIEDERBLIL LRLLE tratado americano sobre la epilepsia (Figueroa-Duarte
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& Campbell-Araujo, 2015; Rocha, 2007). En su libro,
Horta recopil6 la informacion que habia hasta su época
acerca de la epilepsia, realiz6 una clasificacion de los

tipos de epilepsia, las describié conductualmente,

menciond sus causas inmediatas y remotas; asi como

el tratamiento. De Horta consider6 como causa

principal, la herencia y recomendd sangrias para el

En Maorio : En l2 Oficina de Domingo Fernandez
de Arrojo , Calle del Csrmen. Ao de 1763,
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tratamiento, dejando en claro su formacion influenciada
El informe médico-moral de la por la teoria hipocratica (Garcia-Albea, 1998).
penosissima y rigurosa

enfermedad de la epilepsia, Retornando el curso de la epilepsia en Europa, segun
escrito en México por Pedro de

Horta e impreso en Madrid en Figueroa-Duarte & Campbell-Araujo (2015) y Rocha

1763. Es considerado el primer

libro de Latino America. (2005) fue hasta terminar la época del Renacimiento,
cuando los trabajos de clasificacion, etiologia y tratamiento de la epilepsia se
intensificaron. Mientras tanto, mas tarde Thomas Willis (1621-1675) ubicé la génesis de
esta enfermedad en el cerebro por una explosion quimica violenta. Fue en la época
contemporanea cuando Fritsch, Hitzing y Luciani expusieron que la epileptogénesis se
encuentra en la excesiva excitacion motora. Posteriormente en 1824, Calmei, quien

ademas de clasificar la epilepsia segun la severidad de las crisis o la localizacion de la

lesion, describid las crisis de ausencia. Mientras tanto en 1870, Hughlings Jackson realizé
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estudios extensos clinico-patolégicos sobre la epilepsia y le atribuyé nuevamente una
causa organica, situando el origen de las crisis en el cerebro. En 1857, Charles Locock,
publicé que el bromuro de potasio fue eficaz como antiepiléptico, marcando el inicio de la
farmacologia moderna de los antiepilépticos. Yurevich Kaufman en 1912, obtuvo por
primera vez de forma experimental registros electroencefalogréaficos de crisis epilépticas.
Una herramienta que ha resultado muy Uutil para el diagndstico de la epilepsia es el
electroencefalograma. Un registro electroencefalografico es el registro del voltaje
(diferencia de potencial) del sistema nervioso central (SNC), el cual esté relacionado a la
actividad sinaptica sincronica, sumada de algunas regiones cerebrales (Fisher, 1989).
Aparte de su gran uso en medicina clinica, su utilidad en la investigacion es de gran
importancia dado su bajo grado de invasividad, menores costos y alta resolucién temporal
a comparacion de otras técnicas de imagenologia. Anteriormente se ha descrito la
actividad electroencefalografica en humanos y en otros animales no humanos; Hans
Berger registré y describié las ondas cerebrales en humanos en distintas condiciones,
tales como en una crisis de ausencia, catalogandolas como paroxismos de 3 hertz (Hz);
registré una crisis tonico-clénica y la depresion post-ictal (Figueroa-Duarte & Campbell-
Araujo, 2015; Rocha, 2005).

El andlisis de la cuantificacion del EEG puede dar datos sobre los distintos efectos que
pueden provocar los farmacos sobre el SNC al ser comparado con el efecto que producen
algunos farmacos ya conocidos (Koopman, Wouters, & Krijzerb, 1996; Schulz, Jobert, &
Hibner, 1998). Para la cuantificacion del EEG es de importancia descomponer el registro,
de tal manera se puede medir la amplitud de las ondas o la frecuencia. Siendo la amplitud
la distancia vertical que hay entre un valle (punto mas bajo de una onda) o una cresta

(punto mas alto de una onda) de una onda y la linea cero. Mientras que la frecuencia,
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gue se mide en Hz, es el nimero de ciclos (una cresta y un valle) por segundo. La
frecuencia se puede dividir en distintos ritmos cerebrales, a los cuales se les han atribuido

estados fisiologicos (Covey & Carter, 2015):

Delta: De 0.5 a 4 Hz en humanos. Tiene mayor predominancia durante el suefio de ondas
lentas.

Teta: De 4 a 9 Hz. Presente en distintas actividades de vigilia, especialmente durante el
suefio de movimientos oculares rapidos.

Alfa: De 9 a 15 Hz. Es predominante durante estado de vigilia, mientras los ojos estan
cerrados o durante un estado de relajacion.

Beta: De 15 a 30 Hz. Predomina en estados de mayor alerta y atencion.

Gamma: De 30 a méas de 200 Hz. Predomina durante la actividad enfocada. Es probable

gue refleje el estado global de alerta.

1.2 Epilepsia
1.2.1 Definicion

La epilepsia es una de las enfermedades mas antiguas y estigmatizadas. Crear su
definicion no ha sido tan sencillo, en parte por desconocer su etiologia o por la variedad
de signos y sintomas que se presentan en los diferentes tipos de epilepsia.

La epilepsia ocurre por un desbalance entre los sistemas de neurotransmisores
excitadores e inhibidores; da lugar a descargas excesivas 0 descontroladas de las
neuronas. La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés

International League Against Epilepsy) proporcioné en el 2005 una definicion conceptual,
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donde se establece que la epilepsia “es un trastorno del cerebro caracterizado por una
predisposicion duradera a generar ataques epilépticos y por las consecuencias
neurobiolégicas, cognoscitivas, psicologicas y sociales de esta afeccion” (Fisher, Boas,
Blume, Elger, Genton, Lee & Engel, 2005). Por otra parte, define a una crisis epiléptica
como la ocurrencia transitoria de signos y/o sintomas debido a una actividad neuronal
anormal o una actividad sincrénica anormal en el cerebro.

Posteriormente la ILAE tras una revision de la definicién de la epilepsia en 2014 reconoce
la necesidad de adaptar una definicion operacional actualizada que permita mejor
aplicabilidad a la préctica clinica y que brindara mayor margen para la deteccién oportuna
y certera de la epilepsia. La cataloga como una enfermedad del cerebro definida por

ciertas condiciones (tabla 1).

Tabla 1

Definicion operacional (practica) de la epilepsia. Modificada de Fisher, Acevedo, Arzimanoglou,
Bogacz, Cross, Elger, et al., (2014)

1. Por lo menos dos crisis no provocadas (o reflejas), presentadas con mas de 24
horas de diferencia.

2. Una crisis no provocada (o refleja) y la probabilidad de presentar futuras crisis
en los proximos 10 afos, similar al riesgo general de recurrencia (por lo menos 60%),
después de dos crisis no provocadas.

3. Diagnéstico de un sindrome epiléptico.

Se considera que la epilepsia ha sido resuelta en personas que tuvieron un sindrome

epiléptico dependiente de la edad, pero que ya ha pasado la edad correspondiente o




que han permanecido libres de convulsiones durante los uUltimos 10 afios y sin haber

estado consumiendo medicamentos durante los ultimos 5 afios.

1.2.2 Clasificacién de las crisis epilépticas

En 2017 la ILAE propuso una clasificacion que se dividen en tres niveles, con tal de que
se ajusten a los distintos entornos clinicos, contemplando la diferencia de recursos
diagnosticos que hay alrededor del mundo. La ILAE propone la clasificacion por tipo de
crisis, por tipos de epilepsia, y por la etiologia de la epilepsia (figura 4). Esta clasificacion
puede servir de guia para saber qué tipo de tratamiento antiepiléptico utilizar (Scheffer,
Berkovic, Capovilla, Connolly, French, Guilhoto, et al., 2017).

Figura 4

Clasificaciones de los tipos de epilepsia
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Generalizada Desconocida
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Figura modificada de Scheffer et al, 2017. *se denota el inicio de las
crisis.



El tipo de crisis es el punto de partida en el marco de clasificacion y se divide por inicio
focal, inicio generalizado o inicio desconocido (figura 5). En algunos casos en los que no
haya acceso a registros electroencefalograficos o estudios de imagen, este nivel puede

ser el maximo posible.

Figura 5.

Clasificacién de los tipos de crisis por la ILAE en el 2017
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Tonico clonica de focal a
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.

Figura modificada de Fisher, Cross, French, Higurashi, Hirsch, Jansen, et al. (2017).

En la clasificacion por el tipo de epilepsia, la ILAE afiade el tipo de epilepsia combinada,
donde el paciente puede presentar ambos tipos de crisis como por ejemplo en el

sindrome de Dravet y el sindrome de Lennox-Gastaut. El tipo de epilepsia desconocida
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se usa para las personas que se determina que tienen epilepsia, pero el médico no puede
determinar si el tipo de crisis que presenta es focal o generalizada.

Un sindrome epiléptico incluye convulsiones, electroencefalograma (EEG) y estudios de
imagen caracteristicos que tienden a presentarse juntos. Suelen ademas presentarse en
una edad determinada y tener un pronéstico de tratamiento asegurado.

- Dentro de las epilepsias generalizadas idiopaticas (o epilepsias genéticas
generalizadas) se encuentra la epilepsia de ausencia infantil, la juvenil y las
convulsiones tonico-clonicas generalizadas.

- Por otro lado, las epilepsias focales autolimitadas suelen comenzar en la infancia.
Algunos sindromes son la epilepsia Rolandica y la epilepsia occipital de la infancia.

La definicion brindada por la ILAE en el 2014, asi como las clasificaciones anteriormente
descritas favorecen no solo a la préactica clinica en la identificacién de los tipos de
epilepsia del paciente, ademas se establece una relacion reciproca con la investigacion
clinica y experimental ya que, con estas y otras herramientas, la investigacion puede

abordar nuevas terapias (Scheffer et al., 2017).

1.2.3 Prevalencia

La prevalencia es uno de los indices que le otorgan a la epilepsia la categoria de
problema de salud publica, se trata de una cifra que indica el nimero de personas que
presentan el padecimiento dividido entre la poblacion en riesgo de padecerlo en un
momento y lugar determinados. La prevalencia de la epilepsia es de 7 personas por cada

mil habitantes (50 millones de personas a nivel mundial). Esta enfermedad tiene mayor

11



prevalencia en edades tempranas de la vida, después de las primeras décadas disminuye
para aumentar de nuevo en personas de la tercera edad (Velasco, 2013).

Esta cifra aumenta si se analiza la prevalencia en paises en desarrollo, siendo de 14 a
57 epilépticos por cada mil habitantes. Estos pacientes residentes de paises en vias de
desarrollo, como lo es México, representan el 80 % de la poblacién mundial, por lo que
la epilepsia representa un problema importante de salud publica, en especial para estos
paises. Es posible que esta mayor prevalencia en los paises en desarrollo se deba a
diferentes hechos, como lo es la insuficiencia de material médico o de personal; que
deriva en malas practicas de parto, de cuidado pre y perinatal; ademas del escaso control
de enfermedades como lo es la neurocisticercosis o la mayor incidencia de traumatismos
craneoencefalicos causados por accidentes automovilisticos (Figueroa-Duarte, 2010;
Organizacion Mundial de la Salud, 2018) que son unas de las principales causas de la
epilepsia, junto con malformaciones o sindromes congénitos y tumores cerebrales

(Organizacién Mundial de la Salud, 2018; Velasco, 2013).

1.2.4 Repercusiones emocionales cognoscitivas y sociales

El impacto que tienen algunas enfermedades sobre las personas esta modificado por el
contexto médico, econémico, social e histérico. La concepcion que se ha tenido de la
epilepsia ha sido determinante para marginar a los enfermos a lo largo de la historia; ya
sea por creer que hicieron enojar a los dioses, que habian sido poseidos por demonios o
hasta creyendo que tal enfermedad era contagiosa, rechazando a los enfermos y a las

familias. Por tales razones historicas, la epilepsia ha representado una enfermedad
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vergonzosa, causando temor no solo por sus consecuencias meédicas, sino también por
las represalias sociales que conlleva padecer la enfermedad.

En la actualidad, la epilepsia en las culturas indigenas de México aun es concebida como
un hecho espiritual, por tanto, los tratamientos usados son en su mayoria pertenecientes
a la medicina tradicional, ya sea por medio del chamanismo o de la medicina herbal. Para
algunas de estas poblaciones la epilepsia se contagia por medio de la saliva, para otras
significa haber sido victima de hechiceria, por lo que el aislamiento social es comun. Esta
estigmatizacion, en algunas de estas poblaciones, conlleva la modificaciéon de las
actividades normales del individuo desde el ambiente educativo, la convivencia social, el
matrimonio o el empleo (Figueroa-Duarte, 2010; Figueroa-Duarte & Campell Araujo,
2004; Organizacion Mundial de la Salud, 2018); por ejemplo, en China e india la epilepsia
es un motivo para anular el matrimonio, en el Reino Unido se anulaba el matrimonio hasta
el afio 1971 y en Estados Unidos aun hasta la década de los 80s se les podia negar el
acceso a restaurantes, teatros u otros servicios. En general esta enfermedad presenta
complicaciones sociales, en parte debido a que algunos tipos de crisis epilépticas son
muy llamativas; la verglienza y temor a sufrir la proxima crisis esta presente en la vida

cotidiana de los enfermos (Carod & Vazquez-Cabrera, 1998; Figueroa-Duarte, 2010).

1.3 Modelos experimentales de epilepsia

Para facilitar el estudio de la epilepsia, desde las causas hasta sus consecuencias, se
han desarrollado modelos experimentales basados principalmente en mimetizar las crisis

epilépticas observadas en el humano.
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Un modelo experimental debe cumplir con ciertas condiciones para que pueda ser

reproducible, para que tenga validez y se asemeje al proceso que quiere investigar. Los

criterios de validez con los que debe de cumplir un modelo experimental para determinar

gue dicho modelo mide lo que desea medir son (van der Staay, Arndt, & Nordquist, 2009):

Validez de constructo: es el grado de similitud entre el mecanismo por el cual se
desarrolla el modelo experimental y el mecanismo por el cual se desarrolla el
hecho investigado.

Validez aparente: es el grado de similitud descriptiva entre el modelo experimental
y el hecho real al que se desea emular. Una buena forma de identificar nuevos
modelos experimentales mediante la validez aparente es comparando los
sintomas presentados en el hecho que se desea investigar.

Validez de prediccion: es la medida en la que se puede extrapolar un resultado
medido mediante un modelo experimental, en hecho real investigado. En
psicofarmacologia esta validez se refiere a la capacidad de un modelo
experimental para identificar adecuadamente la eficacia terapéutica de ciertos

farmacos.

En el caso de modelos experimentales que emulen condiciones de crisis 0 epilepsia se

deben cumplir los siguientes criterios (Sarkisian, 2001):

1- El modelo animal debe de mostrar correlaciones o patrones electrofisiol6gicos

similares a los observados en la condicién humana.

2- Las etiologias deben de ser similares. Es decir, las condiciones humanas

derivadas de una predisposicion genética subyacente, lesion, trastornos de

migracion neuronal, etc., deben de presentarse en los modelos experimentales.
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3- Si la condicibn humana se caracteriza por la aparicion en una cierta edad, el
modelo animal debe reflejar una edad similar en humanos.

4- Si la condicion humana se caracteriza por cambios patoldgicos especificos, como
lesiones focales o displasia cortical, el modelo experimental debe de presentar
patologias similares.

5- La condicion que se estd modelando debe de responder a los farmacos
antiepilépticos y tratamientos existentes para el correlato en humanos.

6- Las caracteristicas de comportamiento, incluidas las manifestaciones de
comportamiento inducidas por las convulsiones, asi como los déficits de
comportamiento a corto y largo plazo debe de ser similares a las exhibidas por los
seres humanos.

Zavala-Tecuapetla & Lépez-Meraz (2011), proponen gue los modelos experimentales se
pueden clasificar por medio de tres formas. Por la duracion del protocolo para producir
las crisis (agudos o cronicos), por la causa de la actividad epiléptica (quimica, estimulos
fisicos, alteraciones metabdlicas o mutaciones genéticas) o por el tipo de actividad
epiléptica que se genera (focal o generalizada; cortical o limbica; clénica o tonico-clonica)
(tabla 2). La existencia de una gran variedad de modelos experimentales se debe a que
ningin modelo imita completamente a la epilepsia y a que muchos de los grandes
descubrimientos en la investigacion requieren de la validacion de varios modelos
experimentales (Fisher, 1989).

Las crisis agudas pueden ser inducidas por medio de la aplicacion de un quimico, o por
medios fisicos. Estos modelos son de gran importancia para la deteccion de nuevos
compuestos con propiedades anticonvulsivas (Fisher, 1989; Ramos-Morales, Correa-

Basurto, Saavedra-Vélez, Acosta-Hernandez, Gasca-Pérez, Pérez-Palacios, Trujillo-
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Ferrara, 2012), ya que se pueden estudiar los mecanismos de la generacién de crisis 0

los mecanismos de accidon de algunos tratamientos anticonvulsivos, asi como las

alteraciones de la actividad postictal (Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011).

Tabla 2
Tipos de crisis segun el modelo experimental utilizado (Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz,
2011)
Tipo de Agente Tlpq de_: actividad Tipo de Edad de las
agente pro- epiléptica protocolo
N causante g ratas
epiléptico generada (duracion)
Crisis parciales
complejas
Acido kainico secundariamente Agudo, crénico Adultas y en
: desarrollo
generalizadas,
status epilepticus
Crisis parciales
. . compleja$ - Adultas y en
Pilocarpina secundariamente Agudo, cronico
; desarrollo
generalizadas,
status epilepticus
risis tonico-
~ SIS tonico . Adultas y en
clonicas Agudo
i desarrollo
generalizadas
A Crisis parciales -
. . roni
Quimico Pentilentetrazol complejas C.O co
: (kindling Adultas
secundariamente P
; quimico)
generalizadas
Crisis de
ausencia Agudo Adultas
Crisis toénico-
Glutamato L -
o clonicas Agudo, cronico En desarrollo
monosodico .
generalizadas
Crisis tonico-
Fluoroetil clénicas Agudo En desarrollo
generalizadas
: - Crisis : L Adultas y en
Toxina tetanica  secundariamente Cronico
. desarrollo
generalizadas
Crisis parciales
. Kindlin mplej L Adul n
Fisico . d ng compiejas Cronico dultas y
eléctrico secundariamente desarrollo

generalizadas
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., Crisis parciales
Generacion de P

complejas o
postdescargas crisisp J Agudo En desarrollo
corticales SO
mioclénicas
Crisis
mioclénicas, Adultas y en
Electrochoques _.~." .. Agudo* y
crisis tonico- desarrollo
clonicas
Crisis parciales
. . complejas L, .
Hipertermia piejas Agudo, cronico En desarrollo
secundariamente
generalizadas
L Crisis tonico-
Hipoxia L. Agudo En desarrollo
clénicas
Ratas
genéticamente
propensas a
crisis de Descargas
ausencia electro gl’é.fiC&S Jovenes (1
GAERS Crisis de : gl
. tipo espiga mes de edad)
Ratas ausencia
enéticamente onda y adultas
9 espontaneas
propensas a
Genético crisis de
ausencia
WAG/RIj
Crisis
convulsivas
Ratas s :
enéticamente primaria o
9 secundariamente Sonido Adultas

propensas a la

epilepsia GEPR generalizadas

(clénicas/tonico-
clénicas)

GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg.
WAG/RIj: Wistar Absence Glaxo rat.

GEPR: Genetically Epilepsy-Prone Rats.

* Se sefialan los modelos utilizados en el presente trabajo.

1.3.1 Pentilentetrazol (PTZ)
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El pentilentetrazol es un farmaco que hasta la actualidad se utiliza en la investigacion

experimental de la epilepsia ya que tiene la capacidad de provocar crisis generalizadas,

Figura 6
Modelo del receptor GABAA y el sitio de unién del PTZ

Canal de

el PTZ o) a,p-
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Sitio de union
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ciclopentametilentetrazol, es

Sitio de union de . .
benzodiazepinas un antagonlsta no competltlvo

Sitio de union ’ Memb ul
de barbituricos » embrana celllal  de |os receptores GABA-a,
que, al unirse al sitio de unién

de la picrotoxina, bloquea el

canal de CI (figura 6) (Fisher,

Imagen modificada de Chagraoui, Skiba, Thuillez y Thibaut 1989: Ramos-Morales et al.
(2016). ’ ’

2012). Aunque el efecto del
PTZ en el cerebro es inespecifico, se sugiere que la expresién de las crisis inducidas por
este farmaco, esté mediada por estructuras cerebrales como la neocorteza, mientras que
la extension ténica se modula en regiones del diencéfalo y el tallo cerebral (Ramos-
Morales et al., 2012). El PTZ es probablemente el convulsivo administrado por via
sistémica mas utilizado en distintos modelos de ictogénesis gracias a que aplicado en
diferentes dosis tiene la capacidad de inducir distintos tipos de crisis. La aplicacion de
dosis bajas (20-30 mg/kg) produce crisis de ausencia, mientras que las dosis intermedias
y altas (>50mg/kg) generan crisis generalizadas tonico-clonicas. Se reporta que la dosis
gue genera crisis generalizadas tonico-clénicas en el 65% de los casos, es de 70 mg/kg

para las ratas y de 85mg/kg para ratones.
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La accion del PTZ genera los primeros paroxismos en menos de 1 minuto y preserva su
accion convulsivante durante aproximadamente 30 minutos después de su
administracion (Luna, 2017).

Conductualmente, el patron generado por este convulsivante es por lo general en orden
cronolégico: movimientos faciales, piloereccién y cola erguida; seguida por espasmos de
los musculos del cuello; después el animal presenta una crisis mioclonica, que consiste
en pérdida de la postura y mioclonias (movimientos involuntarios musculares) de las
extremidades; posteriormente se presenta una crisis tonico-clonica que se caracteriza por
la pérdida de la postura y la hiperextension de las 4 extremidades. Comunmente con una
dosis alta (p.ej. de 85 mg/kg en ratones), después de presentarse la crisis tonico-clénica,

el animal fallece (Ramos-Morales et al., 2012).

1.3.2 Electrochoque méximo

Ademas del modelo de PTZ, otros modelos ampliamente utilizados son los
electrochoques, los cuales son aplicados mediante un medio fisico, estas pruebas son
frecuentemente utilizadas para evaluar la eficacia de nuevos farmacos antiepilépticos
(Lattjohann, Fabene, & Luijtelaar, 2009). El electrochoque maximo (MES, por sus siglas
en inglés, Maximal Electroshock) y el electrochoque minimo (mMES por sus siglas en
inglés, Minimal Electroshock) consisten en aplicar un estimulo eléctrico en las orejas o
en las corneas del animal, lo cual desencadena crisis ténico-clénicas y clonicas
respectivamente. Las crisis clonicas inducidas por el mES se caracterizan por tener un
comienzo subito y movimientos clonicos de las extremidades anteriores y de la cabeza;

estas crisis han mostrado ser generadas en las areas del prosencéfalo. Por otro lado, el
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MES que es aplicado con corriente mas alta, desencadena crisis tonico-clonicas, que se
caracterizan por generar la extension ténica de las cuatro extremidades, seguida por
mioclonias; este tipo de crisis son iniciadas en el tronco encefalico (Eells, Clough,

Browning, & Jobe, 2004; Fisher, 1989).

1.4 Tratamiento de la epilepsia

En la actualidad, el primer tratamiento al que se recurre una vez que la epilepsia es
diagnosticada, es el farmacolégico. El primer farmaco antiepiléptico (FAE) sintetizado fue
el fenobarbital y otros farmacos derivados de los barbitiricos como la fenitoina, un
farmaco que se utiliza en la actualidad como farmaco de emergencia para tratar crisis y
estado epiléptico. Esta primera generacion de FAEs fueron comercializados en un
periodo de 1857 a 1958. La segunda generaciéon de FAE comprende, entre otros, a la
carbamazepina, al valproato y benzodiacepinicos; estos fueron mayormente distribuidos
de 1960 a 1975. La tercera generacion de FAE ejercen menos efectos con otros farmacos
y ocasionan menos efectos adversos. Algunos de estos FAEs son la progabida, la
vigabatrina o la oxcarbazepina. Esta generacion fue puesta en venta desde el afio 1980
(Sucher & Carles, 2015; Targas, Contreras-Caicedo, & Rios-Pohl, 2014). Ahora se esta
aconteciendo el desarrollo de la cuarta generacion de FAEs, basandose en los
mecanismos involucrados en la epilepsia; a comparacion de otras generaciones, esta vez
se busca la reduccion de mecanismos de hiperexcitabilidad mediada por

neurotransmisores excitadores (Targas et al., 2014).

En nuestros dias, el diagnéstico y tratamiento farmacoldgico para la epilepsia es

avanzado, sin embargo, aun hay gran cantidad de pacientes que son resistentes al
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tratamiento farmacoldgico, poblacion que representa del 30 al 40% de los epilépticos
totales, por lo que es necesario recurrir a otros tratamientos. Tales opciones pueden ser:

- Reseccion quirdrgica

- Dietas cetogénicas

- Estimulacion magnética transcraneal

- Estimulacion cerebral profunda

- Estimulacion del nervio vago
A pesar de las alternativas de tratamiento, hay aiin muchos epilépticos que no pueden
ser tratados correctamente (90% de los casos en paises en vias de desarrollo). Hay
varias causas que afectan la brecha de tratamiento (el porcentaje de personas tratadas
con respecto al total de personas con epilepsia) que incluyen factores socioeconémicos
y psicosociales como las creencias culturales, el temor a la estigmatizacién, nivel de
educacion, la lejania con los centros de salud, asi como la disponibilidad de la
instrumentacién y farmacos adecuados en estos (Organizacion Mundial de la Salud,
2004). Ante estas circunstancias, el 80% de la poblacion accede a la medicina tradicional
para cubrir sus necesidades médicas, entre ellas el tratamiento de la epilepsia (Pradhan
& Panchawat, 2018).
La medicina tradicional estd compuesta por una variedad de préacticas, conocimientos,
técnicas y procedimientos basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de
diferentes culturas, sean o no explicables, utilizadas para el mantenimiento de la salud,
asi como para la prevencién y el diagnéstico, mejora o el tratamiento de enfermedades
fisicas y mentales. La medicina tradicional o alternativa, como es llamada indistintamente,
incorpora medicamentos de origen vegetal, animal o mineral, terapias espirituales,

técnicas y ejercicios manuales aplicados por separado o en forma combinada
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(Organizacién Mundial de la Salud, 2002; Rojas, 2008). La preferencia hacia este tipo de
medicina, ademas de por los factores antes mencionados, también esta influida por la
satisfaccion psicoldgica y la seguridad que les genera a las personas de comunidades

indigenas (Carod & Vazquez-Cabrera, 1998; Figueroa-Duarte, 2010).

1.5 Uso de plantas medicinales con fines terapéuticos

El uso de plantas medicinales para curar enfermedades ha existido desde hace mas de
5 milenos. Se ha rastreado su uso en documentos escritos pertenecientes a las culturas
ancestrales de China, India o de Asia occidental (Cechinel-Filho, 2012; Gurib-Fakim,
2006; Hamburger & Hostettmann, 1991).
A finales del siglo pasado, en México se registraron 3,015 plantas medicinales destinadas
para tratar todo tipo de enfermedades. De la mayoria de esas plantas, hasta esa fecha
no se habian realizado estudios quimicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos o clinicos y por
tal razon se habia estado ignorando su uso por el sistema de salud (Déciga-Campos,
Rivero-Cruz, Arriaga-Alba, Castafieda-Corral, Angeles-Lopez, Navarrete & Mata, 2007).
Sin embargo, posteriormente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) regul6 su uso
y publicé una serie de pautas para la practica clinica, la investigacion y la evaluacion de
plantas medicinales (Organizacion Mundial de la Salud, 2002).
Para el estudio de las plantas medicinales, la OMS clasifico a la medicina herbal en
diferentes tipos de productos (Organizacion Mundial de la Salud, 2002):

- Hierbas. Materiales vegetales brutos (hojas, flores, frutos, semillas, tallos, corteza,

etc.).
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- Materiales herbarios. Jugos frescos, gomas, aceites esenciales, resinas, esencias
estabilizadas y polvos secos. Estos productos se pueden elaborar mediante
procedimientos locales, como por tratamiento de vapor, tostado o por medio de
bebidas alcohdlicas.

- Preparaciones herbarias. Son la base para los productos herbarios acabados. Se
componen de materiales herbarios triturados, extractos, tinturas y aceites grasos
de materiales herbarios.

- Productos herbarios acabados. Se realizan a partir de una o varias hierbas.
Pueden tener excipientes y principios activos.

Existen hierbas con accién suave y otras con efectos fuertes. Los de accion suave no
presentan efectos toxicos visibles, por lo que el consumo se puede hacer de manera mas
segura y por un periodo més largo, aunque no significa que sean mas o menos efectivas.
Independientemente si se trate de un ejemplar con efecto suave o fuerte, los
consumidores no consideran los posibles dafios que pueda provocar el uso de productos
herbales en un consumo prolongado o cronico. Sin embargo se ha idealizado a los
productos herbales, se los categoriza automéaticamente como completamente inocuos e
irremediablemente efectivos para lo que se ha dicho que sirven por afios (Fritz, 2001,
Marinoff, Martinez, & Urbina, 2009). Dadas estas laxas reservas que se tiene en su uso,
algunos productos herbales ya manufacturados se ponen en venta en farmacias o tiendas
sin alguna regulacion y son consumidos por automedicacion. Por estas razones varias
disciplinas se han interesado en estudiar algunas de las hierbas mas usadas en la
medicina alternativa. Aunado a que algunas de estas hierbas tradicionales han sido de
gran ayuda para el desarrollo de la farmacologia y el entendimiento de muchas

enfermedades. Por ejemplo, la Atropa belladona L. usada en Roma para dilatar las
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pupilas y resaltar su belleza. El principio activo obtenido de la bella donna, la atropina, se
sigue usando en nuestros dias en oftalmologia para dilatar las pupilas. De la Rauwolfia
serpentina, una planta usada en la medicina tradicional de la India para tratar mordeduras
de serpientes, se extrajo un alcaloide llamado reserpina. Este ha sido uno de los primeros
farmacos para tratar la esquizofrenia por su capacidad de inhibicion de la recaptura de
catecolaminas como la serotonina y norepinefrina en el SNC. Otro ejemplo en el campo
de la medicina es la planta Papaver somniferum L., de la cual se aislé la morfina, un
analgésico largamente utilizado en medicina (Cechinel-Filho, 2012). Ciertos principios
activos de las plantas medicinales son sustancias psicoactivas, farmacos que, al entrar
en el organismo, afectan procesos mentales.
Segun el efecto que estas sustancias psicoactivas produzcan a nivel neuroldgico, se
pueden clasificar en 3 tipos (Chalout, 1971, citado en Cechinel-Filho, 2012):
- Estimulantes. Que incrementan la actividad neuronal, se usan normalmente para
incrementar el estado de alerta y atencion.
- Alucindgenos. Que alteran la actividad mental. Estas alteraciones llevan a la
persona a tener distorsiones perceptivas temporales, espaciales y emocionales.
- Actividad depresiva. Estos farmacos se pueden dividir en hipnéticos/sedantes,

ansioliticos, analgésicos, neurolépticos y anticonvulsivos.

1.5.2 Plantas medicinales con actividad anticonvulsiva

Alrededor del mundo se han utilizado distintas hierbas para tratar la epilepsia, algunas de

ellas son:
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La Valeriana officinalis L. que se ha usado en Roma y Grecia y posteriormente extendido
a Europa y Asia por sus efectos sedantes y anticonvulsivos. Esta planta puede operar
por medio de la accion del acido valérico, que tiene un mecanismo similar al de la
benzodiacepina, actuando en el sitio de unién de los receptores GABA-a. Se ha
encontrado que otros compuestos de esta planta tiene efectos sobre diferentes subtipos
de receptores serotoninérgicos (Cechinel-Filho, 2012).

La Moringa oleifera, originaria de la india, aunque también se encuentra en las islas del
caribe. Se utiliza como antibidtico, anti-espasmaédicos, anti-Ulceras, anti-inflamatorios,
para la hipertensiéon y dentro de algunos desoérdenes neuronales como cefalea y
epilepsia. Se hipotetiza que esta planta actla sobre receptores GABA-a (Gonzalez-
Trujano, Martinez-Gonzalez, Flores-Carrillo, Luna-Nophal, Contreras-murillo &
Magdaleno-Madrigal, 2018).

La Casimiroa edulis, comunmente conocida como zapote blanco, es distribuido en
México. Se ha probado su efecto antiepiléptico. Estudios experimentales con un extracto
acuoso de esta planta mostré efectos antiepilépticos. Se hipotetiza que unos de los
compuestos presentes en esta planta sea la fenitoina y el fenobarbital (Pradhan &
Panchawat, 2018).

Se ha encontrado que la Magnolia grandiflora L., un arbol oriundo de Estados Unidos y
del norte de México, tiene efectos medicinales en distintos padecimientos como la presion

arterial alta, espasmos musculares y la epilepsia (Pradhan & Panchawat, 2018).

1.5.2.1 La Ruta chalepensis
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La R. chalepensis L. (Rutaceae) también

_ Figura 7
conocida como ruda y tema de

R. chalepensis

investigacion del presente trabajo, es un
arbusto perene que despide un olor fuerte,
que tiene tallos frondosos, hojas bi o
tripinnadas, sus foliolos son glaucas y

oblongas de 6 mm de ancho. Sus

inflorescencias son glabras, con pétalos
oblongos, ciliados y de color amarillo, su fruto es una capsula globosa de 6 a 9 mm de
diametro (figura 7) (Lamnauer, 2005). Esta planta es originaria de la region del
mediterraneo y el medio oriente y fue distribuida alrededor del mundo hacia las zonas
templadas y tropicales. Fue traida a América con la llegada de los espafioles (Gonzalez-
Trujano, Carrera, Ventura-Martinez, Cedillo-Portugal, & Navarrete, 2006; Mejri,
Abderrabba, & Mejri, 2010; Shehadeh, Afifi, & Abu-Hamdah, 2007).

En reportes etnobotanicos de las plantas mexicanas usadas en la medicina tradicional
para tartar desérdenes del SNC, la R. chalepensis ha sido una de las especies mas
mencionadas con efecto anticonvulsivo (Tortoriello & Romero, 1992). Se ha reportado
gue en Argentina se emplea de infusiones de las hojas para tratar la epilepsia (Arenas &
Galafassi, 1994; Saggese, 1959), mientras que en Arabia Saudita, se empleaba una
infusién de las hojas en vinagre para tratar a niflos que presentaban convulsiones (Al-
Said, Tarig, Al-Yahya, Rafatullah, Ginnawi & Ageel, 1990).

Estudios farmacolégicos han revelado efectos antimicoticos (Alotaibi, Saleem, & Al-
Humaidi, 2018), antinflamatorios (Kacem, Kacem, Simon, Ben, Chaabouni, Elfeki, &

Bouaziz, 2015), hipoglucémicos (Loizzo, Falco, Bonesi, Sicari, Tundis & Bruno, 2018),
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abortivo (Zeichen, Rey, Argan, & Bindstein, 2000) y anticonvulsivos (Aguilar-Santamaria
& Tortoriello, 1996; Gonzalez-Trujano et al., 2006).

En México y en muchos otros paises, las hojas de la ruda se preparan en una infusion
para tratar la menstruacion con dolor, edema y cefaleas, toda la planta en infusion para
tratar resfriados y parasitos intestinales. Se puede utilizar como repelente de insectos. Si
se hierven las hojas y semillas en aceite de oliva se utiliza para dolores reumaticos,
inflamaciones, contra mordeduras de serpientes y picaduras de alacran. También se
recurre a esta planta como abortivo, contra la ansiedad, intoxicaciones y para la epilepsia
(El Sayed, Al-Said, El-Feraly, & Ross, 2000; Gonzéalez-Trujano et al., 2006; Guinaydin &
Savci, 2005; Lamnauer, 2005; Mejri et al., 2010; Shehadeh et al., 2007). Ademas, en
medicina sobrenatural se utiliza contra el mal de ojo, el empacho y limpias espirituales
(Arenas & Galafassi, 1994; Gonzalez-Trujano et al., 2006).

Estudios fitoquimicos han demostrado que esta especie tiene diferentes aminoéacidos,
alcaloides, cumarinas, furocumarinas, flavonoides y fenoles. Algunos de los compuestos

gue se han reportado se pueden observar en la tabla 3.

Tabla 3
Distintos compuestos reportados de la R. Chalepensis L. ACOEt= Acetato de etilo

Compuesto Parte Solvente Referencia

Kokusagina Parte aérea - (Ulubelen, Terem, Tuzlaci,

Cheng, & Kong, 1986)

Skimmianina Parte aérea - (Ulubelen et al., 1986)
Bergapten Parte aérea, Etandlico (Glunaydin & Savci, 2005;
fruta Ulubelen et al., 1986)
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Chalepina

Chalepensina

Rutina

Graveolina
Maculosina
Arborinina
Clausindina
Kokusaginina
Moscachan C
Dehidromoscachan C
Taifina

Isotaifina

8-metoxitaifina

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

AcOEt,

Cloroformo

Etandlico,
AcOEt,
Cloroformo
Etandlico
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
AcOEt
Diclorometano
Diclorometano
Eter de petréleo
Eter de petréleo

Eter de petréleo

(Glunaydin & Savci, 2005;
Kacem et al., 2015;
Ulubelen et al., 1986)
(Gunaydin & Savci, 2005;
Kacem et al., 2015;
Ulubelen et al., 1986)
(Kacem et al., 2015)
(Kacem et al., 2015)
(Kacem et al., 2015)
(Kacem et al., 2015)
(Kacem et al., 2015)
(Kacem et al., 2015)
(Gunaydin & Savci, 2005)
(Gunaydin & Savci, 2005)
(Gunaydin & Savci, 2005)
(Gunaydin & Savci, 2005)

(Gunaydin & Savci, 2005)

La fraccion de acetato de etilo como extracto polar aprético, ha sido considerado mas
bioactivo en contraste con extractos no polares y polares, por ejemplo, empleado como
antimicético o antioxidante (Alotaibi et al., 2018). En adicion, en un estudio (Kacem et al.,
2015) se analiz6 del poder antioxidante de la R. chalepensis, asi como la cantidad
fendlica, la cantidad de flavonoides, de flavonoles y de taninos gue tienen extractos con

solventes de distinta polaridad. De los especimenes de la ruda recolectados en Chebba,
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Tunez, se obtuvo que los diferentes extractos de la R. chalepensis tienen poder
antioxidante. El extracto etandlico es el que contiene mayor cantidad fendlica, seguido
del extracto metandlico y posteriormente por el extracto de acetato de etilo (AcOEt). El
extracto etandlico también mostr6 mas cantidad de flavonoides, seguido por el AcOEt. El
extracto AcCOEt mostré tener mas cantidad de taninos, seguido por el extracto metandlico.
La capacidad antioxidante de la R. chalepensis es atribuida a la cantidad de todas estas
sustancias que, en su capacidad de barrido, podrian disminuir el dafio causado por los
radicales libres que se forman en gran cantidad en una crisis epiléptica y en otras
enfermedades (Lorigados, Morales, Orozco-suarez, Gallardo, Diaz-Hung, Gonzalez,

et al., 2016; Torres, Barbosa, Pontes, Cavalcante, Camelo, Cardoso, et al., 2012).

Efecto anticonvulsivo de la R. chalepensis

El efecto anticonvulsivo de la R. chalepensis ha sido evaluado en dos trabajos
experimentales realizados en México. Aguilar-Santamaria & Tortoriello, (1996) utilizaron
un extracto metandlico (dividido en dosis de 150, 450 y 850 mg/kg) y un extracto acuoso
de la parte aérea de la R. chalepensis (850 mg/kg). El efecto antiepiléptico se analiz6 en
un modelo agudo de PTZ (95 mg/kg s.c.). El convulsivante fue aplicado 30 min después
los tratamientos en ratas hembras de la cepa Wistar. Se reporté un aumento en la latencia
a la aparicion de las crisis tonico-clonicas con el extracto metandlico de 450 y 850 mg/kg;
mientras que el extracto acuoso no mostro diferencias. Las dosis del extracto metandlico
de la R. chalepensis también redujo el porcentaje de mortalidad, disminuyendo un 20%

con las dosis de 450 y 850 mg/kg, en comparacion con el grupo control.
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Otro trabajo analizo el efecto antiepiléptico de la R. chalepensis, (Gonzalez-Trujano et al.,
2006), para lo cual se utilizé un extracto etandlico de la R. chalepensis (analizando las
dosis de 10, 30, 100, 300 y 1000 mg/kg v.0.), analizando conductualmente su efecto con
un modelo de PTZ (85 mg/kg i.p) en ratones Swiss albino macho (aplicado 60 min
después de haber aplicado el tratamiento). Las dosis de 300 y 1000 mg/kg del extracto
de R. chalepensis provocaron aumento en la latencia a la primera crisis clénica; mientras
gue las dosis de 100 y 1000 mg/kg aumentaron la latencia a la extension ténica producida
por el PTZ.

En ambos experimentos se calculé la dosis letal (DL) del extracto de R. chalepensis,
siendo la DL mayor a 5000 mg/kg (v.0.) para el extracto etandlico y mayor a 2500 mg/kg
(i.p.) para extracto metandlico (las cuales fueron las dosis mas altas aplicadas en la

prueba de toxicidad en cada experimento).
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2. Planteamiento del problema

Justificacion

Los datos generales de la epidemiologia de la epilepsia dejan ver la problematica de
salud publica que representa la epilepsia, pues 7 personas por cada mil habitantes es
una cifra por la cual el area profesional de la salud se debe de ocupar.

A pesar de todos los avances que se han hecho sobre la etiologia de la epilepsia, asi
como el grado de tratamiento farmacoldgico existente, las repercusiones psicosociales
siguen siendo bastante significativas para los pacientes. Este efecto sobre la esfera
psicoldgica de la persona, asi como su contexto cultural y econdmico son algunas de las
razones por las cuales, en paises en desarrollo como lo es México, la brecha de
tratamiento sea mas baja, recurriendo a alternativas de tratamiento como lo es la
medicina herbal. Sin embargo, los posibles efectos tdéxicos que puedan causar los
medicamentos herbales no son considerados por sus consumidores.

Ademas es destacable que mediante la fitofarmacologia se pueden obtener nuevos
farmacos a partir del principio activo de las plantas. Estos nuevos farmacos podrian ser
una alternativa para los pacientes epilépticos que han mostrado farmacorresistencia con
las opciones farmacoldgicas existentes hasta la actualidad.

En varios paises, asi como en México, recurriendo a la medicina herbal, la R. chalepensis
es usada para tratar las crisis epilépticas, por lo que se ha prestado atencién para realizar
estudios experimentales. Se ha investigado su capacidad anticonvulsiva en modelos

experimentales de crisis agudas inducidas con PTZ, utilizando tres extractos polares
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(etandlico, metandlico y acuoso) de la planta y midiendo la severidad de las crisis de
manera conductual, sin embargo, no se ha analizado el efecto de la planta utilizando una
herramienta que sea capaz de registrar la actividad cerebral, como lo es el EEG y que
pueda mostrar cuantitativamente el efecto que provoca el extracto de la R. chalepensis.
Tampoco se ha analizado la capacidad anticonvulsiva de un extracto de mediana

polaridad de la R. chalepensis.

Pregunta de investigacion

¢De qué manera el extracto de acetato de etilo de la R. chalepensis modifica la actividad
electroencefalografica del sistema nervioso central y cual es el efecto protector ante las

crisis inducidas con pentilentetrazol y electrochoque maximo en ratones?

Variables independientes

Tratamiento. Ya sea solucién salina, vehiculo (tween 80 al 5%), extracto de R.
chalepensis (100, 300, 500 y 1000 mg/kg, i.p. y diazepam (1 mg/kg, i.p. y pentobarbital

sédico (84 mg/kg, i.p.).

Variables dependientes:

Crisis inducidas con pentilentetrazol

Crisis inducidas con electrochoque méaximo corneal
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Hipotesis
- Elextracto de acetato de etilo de la Ruta chalepensis tiene un efecto anticonvulsivo
en un modelo agudo de crisis inducidas por pentilentetrazol o electrochoque
méaximo corneal.
- El extracto de acetato de etilo de la Ruta chalepensis afecta la actividad

electroencefalogréafica bajando la potencia de las bandas altas y aumentando la

potencia de las bandas bajas.

Objetivo general

Analizar los efectos sobre la actividad electroencefalografica y conductuales del extracto

de acetato de etilo de la Ruta chalepensis en ratones.

Objetivos especificos

- Analizar el efecto del extracto de acetato de etilo de la Ruta chalepensis sobre la
actividad electroencefalografica.
- Analizar el efecto del extracto de acetato de etilo de la Ruta chalepensis sobre un

modelo agudo de crisis inducidas con electrochoque maximo corneal.
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3. Método

3.1 Animales

Se utilizaron ratones Swiss albino macho de entre 27 a 30 g de peso, proporcionados por
el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz (INPRFM).
Fueron utilizados 48 ratones para el experimento de crisis inducias con PTZ y otros 30
animales para el experimento de electrochogue maximo. Se realizaron los esfuerzos
necesarios para optimizar el numero de animales de laboratorio utilizados, cumpliendo
con las disposiciones propuestas por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion en la NOM-062-Z0O0-1999 en materia de produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio. Los animales se mantuvieron a una
temperatura de 20° C y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h, dotandolos de comida y

agua ad-libitum.

3.2 Materiales

- Balanza, OHAUS, serie 700

- Hojas de bisturi desechable N° 15, Hergom, H15
- Material para cirugia

- Headers hembra de doble fila recta de 2mm

- Headers macho de doble hilera de 2mm

- Alambre de acero inoxidable

- Cable plano flexible
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Alambre de estafio/plomo para soldar, Steren, SOL60-100
Tornillos de acero inoxidable de 1.2 a 1.6 mm de diametro y 3.6 a 4.5 mm de largo.
Alicatas, Steren, Pro’s Kit

Cronémetro/temporizador, Traceable, 5004

Aparatos

Estacion para soldar Weller, EC1002

Estacion para soldar Steren, CAU-250

Aparato estereotaxico con adaptador para raton Stoelting

Micromotor FOREDOM, modelo 21b

Poligrafo 78E, con amplificadores 7PK511, GRASS Instruments Co.
Sistema de adquisicion ADQCHS8: Convertidor de sefial analdgica-digital y
software de registro de sefiales digitales (desarrollados en el laboratorio)
Rasuradora eléctrica

Balanza analitica, Boeco, BAS 32 plus

Computadoras

Videocamara digital, Samsung, SC-D383/XAX

Estimulador S88, GRASS Instrument Co.

Unidades de aislamiento PSIU6, GRASS Instrument Co.

Sustancias

Clorhidrato de Xilacina, PiSA agropecuaria 20 mg/ml (133 mg/kg)
Ketamina, PiSA agropecuaria 100 mg/ml (100 mg/kQ)
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- Acrilico dental autocurable, Nic-Tone

- Antiséptico de uso externo Antibenzil, Farmacéuticos Altamirano
- Pentilenotetrazol, Sigma

- Diazepam, 1 mg/kg

- Pentobarbital sédico

- Tween 80 0.2% en solucién salina

- Etanol 75% en agua destilada

- Solucién salina, Cloruro de sodio al 0.9%, PiSA

- Agua destilada

- Tetracaina (ponti ofteno, 5 mg/ml, Laboratorios Sophia)

3.3 Procedimiento

Se realizaron dos experimentos. A continuacion, se exponen los grupos y el
procedimiento que se siguid en los dos experimentos que se realizaron para cumplir con

los objetivos del trabajo: a) PTZ y b) electrochoque méaximo.

3.3.1 Crisis inducidas con PTZ

Implante

Los ratones (27-30 gramos) fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina (100mg/kg
i.p.) y Xilacina (6 mg/kg i.p.). La profundidad de anestesia se verific6 evaluando
cualitativamente diferentes signos como la pérdida del reflejo de enderezamiento, la
pérdida del reflejo de parpadeo palpebral, la frecuencia y profundidad de la respiracion

del animal. Una vez anestesiado el animal, se inmovilizé en el aparato estereotaxico con
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adaptador para raton Stoelting, donde se realizd el implante de dos electrodos (cada
electrodo constituido por un tornillo de acero inoxidable soldado a un segmento de
alambre de acero inoxidable) realizando trépanos en el craneo de los animales colocando

Figura 8 un electrodo en ambas cortezas parietales (-3 mm

Preparacion del implante de
electrodos anteroposterior y + 2.5 mm mediolateral de bregma) y un
electrodo sobre el cerebelo (figura 8). Posteriormente los

electrodos se soldaron a un header y se fijaron al craneo

con acrilico dental.

Posterior al implante, los animales tuvieron un periodo de

El electrodo implantado sobre
el cerebelo sirvié como

recuperacion de siete dias, antes de realizar el

referencia de cada uno de los 2 )
tornillos parietales. experimento.

Grupos de experimentacion del experimento con PTZ

Para el experimento de crisis con PTZ, se formaron 8 grupos (n= 6). 48 animales en total.

Control: tratados con solucién salina.

Vehiculo: tratados con Tween 80 al 0.2 %.

- 100 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis L. (Rutaceae), con una
concentracion de 100 mg/kg.
- 300 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis, con una concentracién de 300

mg/kg.
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- 500 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis, con una concentracién de 500
mg/kg.

- 1,000 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis, con una concentracion de
1,000 mg/kg.

- Control positivo 1: tratados con diazepam, con una concentracién de 1 mg/kg.

Todos los tratamientos fueron aplicados por via intraperitoneal (i.p.).

Procedimiento

Se colocé al animal en una camara de registro (30 x 25 x 18 cm), dejando que se
habituara durante 10 min, posteriormente se conecté al sistema de amplificadores y se
empezo a registrar la linea base durante 10 min; se aplico el tratamiento correspondiente
dependiendo del grupo al que habia sido asignado tal animal y se registr6 la actividad
EEG durante 30 min; se aplicé el PTZ i.p. y se registro la actividad convulsiva por medio
del EEG y de la actividad conductual durante otros 30 minutos (tabla 4) (figura 9). Al final

de los experimentos, los animales fueron eutanizados.

Figura 9
Procedimiento del experimento de crisis inducidas con PTZ.
Tratamiento PTZ (85 mg/kg, i.p.)
| LB I Post-tratamiento I Crisis |
0’ 10° 40° 70°
I Registro EEG >

Del registro EEG obtenido después de la aplicacién del PTZ se contabilizé el tiempo
transcurrido de la aplicacion del PTZ (latencia) a la primera crisis fase 4, asi como su

38



duracién, se conto la latencia y duracion de la primera crisis fase 5; se cont6 el nimero

total de crisis fase 4 presentadas (incidencia de crisis clénicas) asi como la incidencia de

crisis fase 5. Se analiz6 la densidad de espigas, que representa al nUmero de espigas

por segundo de las crisis clénicas o de las crisis tonicas. Se tomo en cuenta la muerte del

animal para obtener el porcentaje de supervivencia.

Tabla 4

Clasificacién conductual en crisis. Tomada de Chen, Tan, Qu, Wu, Wang, Urade y Hang (2011)

Fase Nombre Descripcién

0 Sin respuesta conductual El PTZ no genera modificaciones
conductuales

1 Espasmos faciales y de la oreja Movimientos anormales de las
vibrisas y de las orejas.

2 Tir6bn mioclénico Espasmos musculares abruptos del
torso y de las extremidades del
animal.

3 Convulsiones clénicas del miembro anterior Espasmos musculares abruptos de
ambas extremidades anteriores.

4 Crisis generalizada clénica, con pérdida de Mioclonias de las extremidades

la postura anteriores mientras el animal esta en
posicién de lado.

5 Crisis generalizada tonico-clénica o muerte Extension tdnica de las extremidades

dentro de 30 min.

anteriores y posteriores, con pérdida
de la postura.

Estas crisis pueden ser acompafadas
de brincos salvajes y suelen estar
seguidas de la muerte del animal con
una dosis de PTZ de 85 mg/kg

Registro EEG
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El animal se conecto al poligrafo con amplificadores 7P511K (GRASS Instrument Co.)
con las siguientes configuraciones: filtro pasa banda 3-300 Hz, sensibilidad 50 pV vy filtro
de 60 Hz activado. Esta sefial analdgica fue digitalizada y registrada en la computadora
por medio del sistema de adquisicion ADQCHS8 (desarrollado en el Laboratorio de
Neurofisiologia del Control y la Regulacion del INPRFM), muestreando a una frecuencia

de 1,000 Hz.

Andlisis del poder espectral

Se recurrié a un programa disefiado en el software MATLAB para calcular la potencia
espectral utilizando la Transformada Réapida de Fourier (FFT, por sus siglas en ingles
Fast Fourier Transform). Se analizO la corteza parietal izquierda de cada animal,

considerando un ancho de banda de 1 a 60 Hz, en tres lapsos diferentes:

- Un periodo de 5 minutos de la linea base, en estado de vigilia.
- Del minuto 10 al minuto 15 después de haber aplicado el tratamiento.

- Del minuto 20 al minuto 25 después de haber aplicado el tratamiento.

Se obtuvo el porcentaje de cambio de los 2 lapsos posteriores a la aplicacion del

tratamiento, con respecto a la linea base.

3.3.2 Electrochoque maximo corneal
Para este experimento, los animales se dividieron los siguientes grupos:

- Vehiculo: tratados con Tween 80 al 0.2 %.
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- 100 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis L. (Rutaceae), con una

concentracion de 100 mg/kg.

- 300 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis, con una concentracion de 300

mg/kg.

- 500 mg/kg: tratados con extracto de R. chalepensis, con una concentracion de 500

mg/kg.

- Control positivo 1: tratados con diazepam, con una concentracion de 1 mg/kg.

Todos los tratamientos fueron aplicados por via intraperitoneal (i.p.). El nUmero de

animales es de 6 para cada grupo.

Para este experimento no se requirio el registro EEG, por lo que fue prescindible el
implante de electrodos. Se realizé el método de doble ciego para reducir los errores que
puedan deberse al observador. Esto se logré gracias a que un experimentador no
encargado de la observacion y analisis de la prueba clasifico a los animales en los
distintos grupos y aplicé el tratamiento correspondiente a cada animal, de manera que

los observadores no sabian a qué grupo pertenecia cada raton.

Se aplic6 una gota de tetracaina en cada ojo para reducir la sensacion aversiva
provocado por el electrochoque, 5 minutos después se aplico el electrochoque haciendo
contacto de dos conectores tipo banana macho con ambas corneas del animal, aplicando
un tren de estimulacion de 200 ms de duracién, 50 mA, a 60 Hz, con pulsos de 0.6 ms.
Se utilizdé un estimulador S88 (GRASS Instrument Co.) conectado con 4 unidades de

aislamiento PSIU6 conectadas en paralelo. Este estimulo eléctrico fue aplicado 30
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minutos después de haber aplicado el tratamiento correspondiente a cada animal (figura

10).
Figura 10

Procedimiento del experimento de crisis inducidas con electrochoque maximo corneal.

Tratamiento  Estimulo eléctrico
/ <7 (0.2 5,50 mA; 60 Hz; pulsos 0.6 ms)

i

==

I | Crisis
0 30°
La conducta desencadenada después del estimulo fue registrada y medida en duracién.
Se midi6 la duracién de la crisis ténica y la duracion del componente clénico de la crisis.
La crisis ténica fue definida como la pérdida del reflejo de enderezamiento y la extension
tonica de las cuatro extremidades. Esta fase termina con la recuperacion del reflejo de
enderezamiento. Mientras que la crisis clonica se caracterizO por la presencia de

mioclonias de las extremidades o de la cola sin pérdida de la postura y que termina

cuando el animal comienza a explorar.

3.3.3 Extracto de la R. chalepensis

El extracto fue proporcionado por el Laboratorio de Neurofarmacologia de Productos
Naturales del INPRFM, a cargo de la Dra. Eva Gonzalez Trujano. Se realizd por
maceracion de la parte aérea (tallo y hojas) de la planta, utilizando acetato de etilo
(AcOEt) para extraer compuestos de mediana polaridad. Los extractos a todas las

concentraciones se diluyeron con Tween 80 al 0.2% y agua destilada.
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3.3.4 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron recolectados y ordenados en una base de datos
utilizando el software Microsoft Excel. Los resultados obtenidos en ambos experimentos
fueron analizados usando el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) IBM (V20.0, IBM Corporation, New York, USA).

Los datos que tuvieron distribucion normal fueron analizados mediante pruebas
paramétricas, de lo contrario, se realizaron pruebas no paramétricas. Para el analisis del
poder espectral se realiz6 una ANADEVA de medidas repetidas. La latencia a la primera
crisis clonica y ténico-clonica fue analizada con ANADEVA de una via, con post Hoc de
Dunnett. La incidencia de las crisis clénicas y tonico-clonicas; asi como el porcentaje de
supervivencia fueron analizados con chi cuadrada de Pearson. Para las pruebas del
experimento del electrochoque méaximo se utiliz6 ANADEVA con post Hoc de Kruskal-
Walllis. Los valores estadisticamente significativos fueron determinados con valores P

<0.05.
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4. Resultados

4.1 Crisis inducidas con PTZ

Analisis espectral

Analizando el efecto que provocdé cada tratamiento en la actividad basal EEG, se
observaron cambios significativos en el grupo del extracto de R. chalepensis con las dosis
de 300mg/kg, 500 mg/kg, 1,000 mg/kg, asi como en el grupo tratado con diazepam y en
el grupo con pentobarbital sédico (figura 11).

En el grupo tratado con extracto de R. chalepensis 300 mg/kg se produjo una disminucion
de la potencia en la banda alfa desde el intervalo de 10 a 15 min y hasta el intervalo de
20 a 25 min, asi como en la banda teta en el intervalo de 20 a 25 min. La dosis de 500
mg/kg de la R. chalepensis provoco6 una disminucion de la potencia en las bandas teta y
gamma en el intervalo de 10 a 15 min. Mientras tanto, el diazepam indujo una disminucién
de la potencia de la banda alfa en ambos intervalos.

Se observd un efecto adverso producido por la dosis mas alta del extracto de la R.
chalepensis, ya que la potencia bajo significativamente en las bandas alfa, beta y gamma,
en ambos intervalos analizados. Este descenso en la potencia fue mucho mayor que el
descendido con las otras dosis del extracto, por lo que se esta indicando un efecto
dependiente de la dosis. Un efecto similar (figura 11 y 12) fue provocado por el barbitarico
usado (pentobarbital sddico), ya que decrecieron las bandas delta, teta, alfa, beta y

gamma, en ambos intervalos analizados.
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Figura 11

Porcentaje de cambio respecto a la linea base de la potencia de la corteza parietal izquierda
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1004 100-

0_ 1
-100- + -100- & # &
,00- Ruta chalepensis 500 mg/kg ,00+ RUta chalepensis 1000 mg/kg

1004 1001

-1004 -100-

**k* **k*

2001 Diazepam — Pentobarbital

Potencia absoluta (Porcentaje de cambio)

1004 _ 100-

01

A N7

-100- -100-
* + *#Hkk*k ++* %%

[J] Delta HH Teta Alfa Beta HEM Gamma

Porcentaje de cambio respecto a la linea base de la potencia de la corteza parietal izquierda,
10 a 15y 20 a 25 minutos después de haber aplicado el tratamiento. Bandas de frecuencia
delta (0.5 a 4.5 Hz), teta (4.5 a 8 Hz), alfa (8 a 13 Hz), beta (13 a 30 Hz) y gamma (30 a 60
Hz). ANADEVA de una via de medias repetidas +P< 0.05; #P< 0.01; &P<0.005; *P< 0.001.



Figura 12

Espectrogramas de potencia representativos
l Administracion de la R. chalepensis a 1000 mg/kg l Administracion del Pentobarbital sodico
30 30
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Espectrogramas de potencia representativos de un animal tratado con la dosis de 1000 mg/ kg
de la R. chalepensis (paneles izquierdos) y de un animal tratado con pentobarbital sédico
(paneles derechos). En los paneles superiores se muestra el primer minuto después de haber
aplicado el tratamiento, en los paneles de en medio se muestra un registro de un minuto de
duracién, obtenido tras 10 minutos de haberlo aplicado, mientras que en los paneles inferiores
se muestra un registro de un minuto de duracion, obtenido tras 20 min después de haber
aplicado el tratamiento. Los colores célidos representan mayor potencia, mientras que los
colores frios representan menor potencia. Notese que la actividad del animal con la dosis de la
R. chalepensis se comporta de manera similar al tratado con pentobarbital sédico.

El efecto mas pronunciado, provocado por la dosis mas alta de la R. chalepensis, es mas
bien un efecto adverso producido en la actividad electroencefalogréfica y motora, tal
resultado se puede notar en la figura 13. Esta dosis provoca un descenso abrupto de la
potencia en todo el ancho de frecuencia, desde el minuto 10 y perdurando mas del minuto

20 de registro después de la aplicacion del extracto.
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Figura 13
Cambio producido por la dosis de 1000 mg/kg
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Cambio producido por la dosis de 1000 mg/kg de la R. chalepensis sobre la
actividad EEG basal de los animales. Se muestra la densidad espectral
correspondiente del minuto O al minuto 1, del minuto 10 al 11 y del minuto 20 al
21 después de la aplicacion del tratamiento.

Efecto sobre las crisis

La incidencia de crisis clonicas baj6é con los grupos tratados con Tween 80, con la dosis
de 1000 mg/kg de la R. chalepensis y con diazepam. Mientras que la incidencia de crisis
tonicas logré decrecer con los grupos tratados con las dosis de 300, 500, 1,000 mg/kg de

R. chalepensis; y el grupo con diazepam (figura 14 a y b).
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Figura 14 a

Incidencia de crisis clonicas

(X? (1)=12), *P<0.05, (X? (1)=8,571),**P<0.005, (X2 (1)=8,571)***P<0.001.
Figural1l4 b

Incidencia de crisis ténico-clonicas

(X? (1)=12), *P<0.05, (X2 (1)=8,571),**P<0.005, (X? (1)=8,571)***P<0.001.
Figura l4c

Latencia a la primera crisis clonica

Sin cambios significativos.

Figura 14 d

Latencia a la primera crisis tonico-clénica

(Fe,35=13.706, P<0.001) post hoc Bonferroni +P<0.05, #P<0.001.
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La latencia a la primera crisis no presentd cambios significativos, mientras que la latencia
a la primera crisis tonico-clénica aumenté en el grupo tratado con la dosis de 300, el grupo
con la dosis de 500, el grupo con la dosis de 1,000 mg/kg de la R. chalepensis, y el grupo

con diazepam (figura 14 c y d).

Figura 15

Densidad de espigas en las crisis clénicas
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*P<0.05 (ANADEVA post hoc Bonferroni).

En cuanto a la densidad de espigas en crisis clénicas, se logré disminuir en los grupos
tratados con la dosis de 500, la dosis de 1,000 mg/kg de la R. chalepensis. El grupo
tratado con diazepam también se contempla como un cambio significativo ya que no se
presentaron crisis clonicas, por lo que el numero de espigas por segundo decrece
totalmente. La densidad de espigas en crisis tonicas no presenté cambios significativos

(figura 15).
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El resultado observado en la incidencia y latencia de las crisis tonico-clonicas se ve
reflejado en el porcentaje de supervivencia, ya que los mismos grupos que tuvieron
diferencias en los efectos sobre las crisis tonico-clonicas, también mostraron cambios
sobre el porcentaje de supervivencia. Los grupos tratados con la dosis de 300, la 500,
1,000 de la R. chalepensis asi como el grupo con diazepam, presentan aumento del

porcentaje de supervivencia (figura 16).

Figura 16

Porcentaje de supervivencia

Supervivencia (%)
o3 & 383 8 8

Dosis (mg/kg)
(X? (1)= 6) *P<0.05, (X2 (1)= 12) +P<0.001.

4.2 Electrochoque maximo

En este experimento se notaron efectos similares que los obtenidos en el experimento de
crisis inducidas con PTZ en cuanto al efecto sobre las crisis. En este experimento hubo
reduccion significativa del porcentaje de crisis tonicas en el grupo con Diazepam, y los

grupos con las dosis de 100, 300 y 500 mg/kg de la R. chalepensis. Como ningun animal
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de estos grupos presentd extension ténica, también hay declive total de la duracién de
este tipo de crisis. Estos mismos grupos presentaron disminucion de la latencia a la
recuperacion de la pérdida del reflejo de enderezamiento, mientras que la duracion de

las crisis clénicas disminuy6, presentando también reduccion de la latencia a la

Tabla 5

Efecto anticonvulsivo del extracto de R. chalepensis en el electrochoque maximo corneal

Tratamiento Dosis Crisis tonica RPRE Crisis Latencia a la
(mg/kg) n Duracion (s) (%) (s) clonica (s)  exploracion (s)
Vehiculo 10 71 100 37+11 399 8313
Diazepam 8 - 0 4+ 1* S5+1* 10 + 4*
Extractos 100 8 - 0 3+1* 8+ 1* 28 + 5*
300 8 - 0 1+0* 9+1* 21 + 3*
500 8 - 0 1+0* 5+0* 21 + 3*

RPRE = Recuperacion de la Pérdida del Reflejo de Enderezamiento.
*H = 27.09, g.l. 4, P =< 0.001.

exploracion (tabla 5).
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5. Discusioén

El proposito del presente trabajo fue de medir el efecto anticonvulsivo de un extracto de
mediana polaridad de la R. chalepensis utilizando dos modelos agudos de crisis
generalizadas, asi como analizar el efecto del extracto en la actividad
electroencefalogréfica. Los resultados obtenidos ubican al extracto de acetato de la R.
chalepensis efectivo para disminuir las crisis inducidas con PTZ y con MES, confirmando
su efecto anticonvulsivo y mostrando la gran importancia fitofarmacologica de esta planta
ancestral. Con ayuda de la fitofarmacologia se han logrado encontrar productos herbales
utilizados en la medicina tradicional altamente efectivos, e incluso se han podido aislar
las sustancias activas que han servido para el desarrollo de nuevos farmacos que pueden
complementar las deficiencias de los farmacos existentes, al crear medicamentos con
estructuras y modos de accidn novedosos, que puedan presentar menos efectos
adversos (Cortes-Romero, Galindo, Galicia-lsasmendi, & Flores, 2011; Diniz, Silva, de
Lima-saraiva, de Almeida, Marques, Mendes, et al., 2015) como los presentados con los
farmacos antiepilépticos convencionales como puede ser funcién hepatica y renal
anormal; incrementando el riesgo de pensamientos suicidas, la anemia, somnolencia,
lentitud psicomotora, vértigo, alteracion del equilibrio, asi como deterioro cognoscitivo
(Clemens, Ménes, Piros, Bessenyei, Altmann, Jerney, et al., 2006; Dimpfel, Wedekind, &
Dienel, 2015; Gonzalez-Trujano et al., 2018; Ryan, Lim, Yeon, Mi, Ju, Lee, et al., 2012).
Todos estos efectos adversos implicados en el uso de farmacos antiepilépticos interfieren
con larealizacion normal de las actividades diarias. Se ha mostrado que la R. chalepensis

tiene efectos depresores sobre la actividad del sistema nervioso central y que contiene
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una gran variedad de metabolitos; sin embargo, la extraccion de estos en un reto para el
desarrollo fitofarmacoldgico ya que se sabe que el producto de extraccion y su eficiencia
dependen de la naturaleza del solvente utilizado, de su polaridad, asi como de los
compuestos que se quieran aislar (Sultana, Anwar, & Ashraf, 2009). Se ha reportado que
el extracto de acetato de etilo y el extracto de butanol de la R. chalepensis tienen una alta
cantidad de fenoles y flavonoides totales a comparacion de extractos con distinta
polaridad; ademas que poseen una mayor actividad antioxidante (Gali & Bedjou, 2018)
situando al extracto de medina polaridad utilizado en la presente investigacibn como uno
de los extractos que podrian tener mayor actividad anticonvulsiva por su mayor contenido
en fenoles y flavonoides.

Los compuestos fendlicos son de gran interés para distintas enfermedades como la
epilepsia en las que se ha encontrado un importante dafo oxidativo, ya que estos
compuestos tienen la capacidad de neutralizar los efectos de los radicales libres
generados en las crisis epilépticas al donar electrones a las moléculas oxidadas, o son
capaces de parar la reacciébn en cadena del estrés oxidativo (Gali & Bedjou, 2018;
Lorigados et al., 2016) Las propiedades antioxidantes de los fenoles se han relacionado
con su estructura con grupos hidroxilo, con la capacidad de ceder su electron de
hidrégeno (Gali & Bedjou, 2018).

En cuanto al efecto anticonvulsivo de los flavonoides, se ha reportado que ademas de
sus efectos antioxidantes, son ligandos del sitio de unién de benzodiacepinas de los
receptores GABA-a (Choudhary, Reddy, Bijjem, & Kalia, 2011; Diniz et al., 2015; Nassiri-
asl, Shariati-Rad, & Zamansoltani, 2008), funcionando como agonistas, modulando de
manera alostérica el receptor, es decir, modificando su estructura con el resultado de

aumentar la afinidad de GABA, asi como la frecuencia con la que el canal de CI
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permanece abierto (Cortes-Romero et al., 2011), de tal manera que se genera una
hiperpolarizacion neuronal y disminuye la excitacién neuronal provocada por los agentes
convulsivantes.

Igualmente se ha encontrado que el extracto de acetato de etilo de la R. chalepensis
continente cumarinas, de las cuales se ha reportado tener actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa (Ali, Jannat, Jung, Choi, Roy & Choi, 2016; Gali & Bedjou, 2018;
Khadhri, Bouali, Belkhir, Mokded, Smiti, Falé, et al., 2016), dando como resultado el
aumento de la accion del neurotransmisor acetilcolina. Se ha demostrado que la
aplicacion cronica de un inhibidor de la acetilcolinesterasa posterior a la induccion de la
crisis con pilocarpina reduce la muerte neuronal, el dafio oxidativo y la activaciéon de la
microglia (Jeong, Choi, Kho, Lee, Hong, Lee, et al., 2017) conllevando una reduccion de
la progresion de la epileptogénesis.

La cuantificacion del EEG se ha utilizado ampliamente para correlacionar estados
conductuales y de conciencia, asi como para encontrar patrones que sirvan como
biomarcadores de la accion predominante de cierto neurotransmisor, o bien para
comparar la accion de diferentes farmacos entre si (Dimpfel, 2019). Los diferentes tipos
de compuestos psicoactivos ejercen distintos efectos sobre el sistema nerviosos central
y por lo tanto sobre el EEG, por lo que con los métodos de cuantificacion del EEG es
posible clasificar las sustancias psicotropicas y evaluar el efecto que ejercen sobre el
cerebro, la cognicién y la conducta (Roh, Hoo, Hee, Hyun, Young, Lee, et al., 2019; Ryan
et al., 2012). Los datos obtenidos en esta investigacion dan indicios de que el extracto de
acetato de etilo de la R. chalepensis produce un efecto sedante, parecido al que producen
las benzodiacepinas o los barbituricos en bajas dosis (Dimpfel, 2013), ya que estos tipos

de farmacos psicotropicos han mostrado una disminucion del poder absoluto de la banda
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alfa y aumento de la banda beta, o una disminucion del poder total (Dimpfel et al., 2015;
Saletu, Anderer, & Saletu-Zyhlan, 2006). Acorde a la relacién que se ha hecho de la
potencia con los diferentes niveles de sedacion, se tiene que el extracto utilizado indujo
estados hipnaético-sedante con las dosis de 100 a 500 mg/kg dado que provocé la
disminucién del poder espectral de la banda alfa. Mientras que con la dosis mas alta se
indujo un efecto de anestesia mas profundo, marcado por la presencia de un registro
parecido al de salva supresion (Hosseini & Iran, 2018), caracterizado por un registro
isoeléctrico con repentinas salvas de actividad de voltaje alto, evento que se refleja en el
descenso abrupto en casi todo el ancho de banda registrado.

Con respecto a los efectos producidos en las crisis, se confirman los datos obtenidos con
la aplicacion de flavonoides como la chrysina, la rutina o con la aplicacién de la fraccién
de flavonoides de la Anisomeles malabarica como tratamiento antiepiléptico, ya que se
redujo la expresion de las crisis tonico-clonicas, se prolongé la aparicion del primer tirén
mioclénico, de la crisis mioclénica y de la crisis ténico-clénica inducida con PTZ asi como
se redujo la duracion de la extensién tonica inducida con MES (Choudhary et al., 2011;
Nassiri-asl et al., 2008), indicando que el extracto de la R. chalepensis podria ejercer su
efecto anticonvulsivo por medio de los flavonoides y deteniendo la progresion de las
crisis.

Definitivamente los compuestos de mediana polaridad de la R. chalepensis tienen un alto
potencial para el desarrollo de nuevos farmacos antiepilépticos, sin embargo, el efecto
producido en el EEG indica que el extracto de acetato de etilo podria provocar efectos
adversos, marcado por la disminucién del poder de la banda alfa, reportado como un
indicador de neurotoxicidad (Clemens et al., 2006; Ryan et al., 2012), asi como por el

EEG isoeléctrico producido por la dosis mas alta, podria afectar la actividad motriz y
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cognoscitiva. Por tales motivos, se deberian hacer mas estudios para agudizar los
compuestos con la actividad anticonvulsiva de interés y para delimitar de manera mas
puntual la dosis 6ptima y segura. Se hace hincapié en el manejo de la medicina herbal
con precaucion, ya que tales productos no son inocuos y pueden causar efectos

neurotéxicos en dosis incorrectas.
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6. Conclusiones

El extracto de mediana polaridad de la R. chalepensis mostr6 tener propiedades
anticonvulsivas ya que logré detener la progresion de las crisis producidas con PTZ. El
modelo de electrochoque méximo confirmo el efecto anticonvulsivo del extracto utilizado
y mostro al igual detener la progresion de las crisis al no presentar la extension tonica.

El efecto del extracto sobre el EEG fue similar al producido con los farmacos de referencia
indican que los compuestos del extracto pueden actuar por medio del mismo mecanismo,
gue es mediante la modulacion del receptor GABA-a. Sin embargo, el EEG isoeléctrico
parecido a la salva supresion, indica que el extracto de mediana polaridad de la R.
chlepensis provoca efectos neurotoxicos en altas dosis y podria modificar la actividad
motriz y cognitiva, por ende, interferir con las actividades diarias de los consumidores,

por lo que su consumo se deberia hacer con moderacion.
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