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1. Introduccion

La epilepsia es un trastorno cronico paroxismal que se caracteriza por la presencia de
convulsiones, que pueden ser focales o generalizadas. Debido a que no todas las convulsiones son
debidas a la epilepsia, es dificil definir y diagnosticar este trastorno neuroldgico, el cual se
reconoce que es multifacético y alrededor de éste se presentan diferentes aspectos, desde la
etiologia, las manifestaciones clinicas, el esquema de tratamiento y el prondstico. Uno de los
principales objetivos en el tratamiento de esta enfermedad es evitar las convulsiones sin producir
efectos adversos. Aunque la terapia farmacoldgica ha progresado considerablemente,
aproximadamente el 30% de los pacientes aln experimentan la presencia recurrente de las
convulsiones, esto esta relacionado con resistencia a farmacos, lo que lleva eventualmente a una
condicion médica y socialmente discapacitante.

La busqueda de nuevos tratamientos para esta condicion es continua y los recursos que se
utilizan en la investigacion de sintesis quimica de nuevos productos a la evaluacién quimica y
farmacoldgica de las plantas medicinales son variables, lo que se considera que ha generado
importantes aportaciones en la clinica de la epilepsia.

En México, la biodiversidad en la flora medicinal es extensa y se cuenta con un acervo
cultural importante en este aspecto. Varias especies son utilizadas para tratar problemas médicos
asociados al sistema nervioso central (SNC), entre ellos los “ataques”, una condicion de filiacion
cultural que se reconoce esta asociado a la presencia de convulsiones. Una planta mexicana
ampliamente utilizada para tratar los nervios es el “cedron” o Aloysia triphylla, de la cual se tienen
reportes cientificos que indican su capacidad ansiolitica a través de interactuar con el sistema
GABAérgico; que cabe mencionar, es uno de los principales mecanismos fisiopatoldgicos mas

ampliamente descritos para la generacion de convulsiones.
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Basado en esta informacion, en el presente proyecto se realizO la evaluacion
anticonvulsivante del extracto metandlico del “cedron” y de fracciones quimicamente menos
complejas que se obtuvieron de éste. Se utilizaron quimicos que farmacol6gicamente generan
convulsiones dependiendo de la dosis que se administre en modelos animales, como son el
pentilentetrazol (PTZ) y picrotoxina (PTX), cuyo mecanismo de accion es inhibir la transmision
GABAérgica potenciando la sobreexcitabilidad que lleva a la generacion de convulsiones; y la

estricnina (EST), que es un estimulante del SNC que actla sobre la transmision de glicina (Gli).
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2. Antecedentes
2.1. Epilepsia

La epilepsia es un padecimiento neuronal crénico que se destaca por la presencia de
convulsiones causadas por irregularidades en la homeostasia del encéfalo. Se trata de suspensiones
temporales de la funcion encefalica debidas a una actividad neuronal excesiva y descontrolada,
consecuencia de un desequilibrio en la excitacion e inhibicion nerviosa (Fuertes de Gilbert Rivera
et al., 2006; Hall, 2016).

La presencia de convulsiones no necesariamente es un indicador de la existencia de
epilepsia, ya que una crisis epiléptica puede tratarse de un evento aislado o agudo, es decir, no
relacionado con el padecimiento, mientras que en la epilepsia, dichos eventos son cronicos y
espontaneos (Lopez-Meraz et al., 2009). En un reporte se menciona que para el diagnostico de
epilepsia se requiere de al menos dos crisis epilépticas no provocadas y en un intervalo menor a
24 horas, asi como la probabilidad de nuevas crisis similares dentro de los diez afios siguientes

(San-Juan y Rodriguez-Méndez, 2020).

2.1.1. Clasificacion
Las crisis epilépticas se pueden catalogar en:

e Crisis parciales o focales. Son originadas en un pequefio grupo de neuronas denominado
foco epileptdgeno, frecuentemente poseen manifestaciones clinicas que denotan la funcién
del area encefalica afectada (Hall, 2016). A su vez se dividen en:

o Crisis parciales simples: no existe una alteracion o pérdida de consciencia.
o Crisis parciales complejas: estan acompariadas de una alteracion o pérdida de

consciencia.
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e Crisis generalizadas. Se extienden de forma rapida y simultanea a ambos hemisferios del
encéfalo y pueden ser:
o Convulsivas: presentan movimientos tonicos y/o clénicos.
o No convulsivas: sin el tipo de movimientos mencionados en el punto anterior,
dentro de estas se encuentran las denominadas crisis de ausencia (Kandel et al.,

2001).

2.1.2. Etiologia
De acuerdo con Shorvon (2011), la etiologia de la epilepsia se divide en cuatro categorias:

e Epilepsia idiopatica. Tiene un origen principalmente genético, ya que no hay
irregularidades neuroanatémicas o alguna neuropatologia de gravedad.

e Epilepsia sintomatica. Puede ser adquirida o heredada, se presentan rasgos clinicos. Esta
relacionada con alteraciones neuroanatomicas y patologias graves, se incluyen los
trastornos congeénitos asociados a cambios cerebrales.

e Epilepsia provocada. Es ocasionada por factores ambientales o sistémicos, no presenta
cambios neuroanatdmicos o neuropatoldgicos importantes.

e Epilepsia criptogénica. Tiene una causa desconocida, representa menos del 40% de casos
de epilepsia en adultos.

Existen casos en los que categorizar la epilepsia que se presenta es complicado, actualmente

se han alcanzado avances en cuanto al entendimiento de su mecanismo y sus causas genéticas, ésto
gracias al desarrollo de estudios de bioquimica clinica y molecular, de neuroimagen, asi como de

genética molecular (Shorvon, 2011).
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La causa mas frecuente de la epilepsia presente en personas mayores de 60 afios son las
enfermedades cerebrovasculares, ya que se relaciona con aproximadamente el 50% de la poblacion
de adultos mayores (Lara Lujan et al., 2017).

Se considera que la epilepsia presente durante la infancia tardia y adolescencia es de tipo
idiopatica o debida a un traumatismo encefalico; en adultos de 18 a 50 afios generalmente se debe
a traumatismos o tumores; en adultos mayores de 50 afios es atribuida a enfermedades

cerebrovasculares y neurodegenerativas (Fuertes de Gilbert Rivera et al., 2006).

2.1.3. Epidemiologia

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que existen
cincuenta millones de personas afectadas por este padecimiento en el mundo, de las cuales el 80%
pertenecen a paises de ingresos bajos a medios (Singh y Sander, 2020). En México, alrededor de
diez a veinte personas por cada mil padecen epilepsia, representando el 1.08 a 2% de la poblacion
total (Valdés-Galvan et al., 2019).

La epilepsia afecta a aproximadamente 0.5 a 1% de la poblacion mundial, principalmente
durante la infancia y la vejez, de hecho, se trata del tercer sindrome mas frecuente en personas

mayores de 60 afios (Fuertes de Gilbert Rivera et al., 2006).

2.1.4. Fisiopatologia

En condiciones normales las sefiales eléctricas viajan a lo largo del axén para llevar a cabo
una comunicacion neuronal, alterando la polaridad de la membrana y generando una diferencia de
potencial de accion entre el interior y el exterior de la célula neural (Figura 1), provocando una

entrada de calcio en la célula, lo cual genera la liberacion de neurotransmisores. Los iones de sodio
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y calcio estan encargados de la despolarizacion neuronal, mientras que el potasio y cloro, de la
hiperpolarizacion (Torres Zambrano et al., 2011).

La apertura de canales de calcio, lleva a la despolarizacion de la membrana y los
neurotransmisores son liberados en la hendidura sinaptica, uniéndose a receptores especificos de
la membrana postsinaptica, de forma que el impulso continde siendo transmitido de neurona a
neurona. La accion del glutamato (Glu) al actuar sobre sus receptores AMPA (acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico) y NMDA (N-metil-p-aspartato), es provocar la
despolarizacion de la membrana, debido a que permiten el influjo de Na+ y Ca2+, principalmente.
Mientras que, la activacién de los receptores GABA de tipo ionotropicos como el GABAA, lleva
a la permeabilidad del ion cloruro (CI-) y con el flujo de su carga negativa inhibe a las células

postsinapticas, provocando una hiperpolarizacion (Figura 2) (Purves et al., 2004).

Canal de K+ dependiente

Exterior  canal de Na+ dependiente de voltasie  Canal de Na+ dependiente de voltaje de voltaje
celular Carsito ' Bomba
" Abierto Gorrado Abierto Abieto . Cerrado sodio-potasio
Na* Na . Na* K* K+ Na+ Na+
Na* Na"Na N N e K* Nat  3Na’
Membrana a
plasmitica ++++ () +++ (W) —————— ¢ e
\ N Al
=]
Na*Nat+ + + Y Na* +
Interior Na* N +Na . pa 3 ha Na* Na* &
a’ Na + 2" Na
celular Na* nNat  Nat Na*

Figura 1: Mecanismos de canales de sodio (Na+), potasio (K+) dependientes de voltaje y bomba
de sodio-potasio en la membrana plasmatica. Modificado de:
https://www.pharmacy180.com/article/cell-membrane-potential-3544/
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Figura 2: Potencial de accion. Modificado de: https://www.pharmacy180.com/article/cell-
membrane-potential-3544/

Sin embargo, durante el desarrollo de las crisis epilépticas existe una anormalidad entre la
excitacion y la inhibicion mediadas por el sistema glutamatérgico y GABAérgico,
respectivamente. Estas crisis resultan directa o indirectamente de un desequilibrio entre la
excitabilidad y la inhibicion neuronal, ya sea en neuronas Unicas o en un grupo de éstas (Kandel
et al., 2001) y son originadas en un foco epileptdgeno, entendido como una region cerebral
distinguida por una actividad neuronal intensa, siendo la fuente principal de las descargas
epilépticas (Figura 3). Este puede ser focal; bilateral, ubicando un foco en cada hemisferio cerebral;

multifocal, existiendo mas de tres focos epileptégenos, o difusos (Lopez-Meraz et al., 2009; Torres

Zambrano et al., 2011).


https://www.pharmacy180.com/article/cell-membrane-potential-3544/
https://www.pharmacy180.com/article/cell-membrane-potential-3544/
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Convulsion parcial Convulsién generalizada

Figura 3: A) Foco epileptogeno en una convulsion parcial. B) Focos epileptdgenos en una
convulsion generalizada, ambos hemisferios son afectados. Modificado de:
https://www.health.harvard.edu/diseases-and-conditions/seizure-overview-a-to-z

Los diferentes tipos de epilepsias se diferencian por presentar cambios paroxisticos de
despolarizacion, también Ilamado Desplazamiento Despolarizante Paroxistico (DDP), que se trata
de una despolarizacién repentina intensa y de larga duracién que posteriormente desencadena una
descarga de potenciales de accién. El inicio de esta descarga es atribuida a la activacién de los
canales de sodio, que estan asociados a receptores glutamatérgicos AMPA, ademas de su
propagacion y despolarizacién mantenida, ya que existe una entrada rapida de sodio a la célula

(Armijo et al., 2000; Kandel et al., 2001).

2.1.4.1 Fase De Despolarizacion.

Durante esta fase se presenta una activacion masiva y simultanea de receptores
ionotrépicos mediados por el glutamato, principalmente de tipo NMDA, cuya activacién provoca
una despolarizacién de la membrana con la entrada de calcio y sodio a la neurona. Provocando la

presencia del potencial de accidn, bajo condiciones normales (Kandel, et al., 2001; Hall, 2016).


https://www.health.harvard.edu/diseases-and-conditions/seizure-overview-a-to-z
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Una despolarizacion mantenida en la membrana pertenece a la fase tonica de una crisis
convulsiva, mientras que una despolarizacion ritmica indica la fase clonica (Figura 4) (Barakat et
al., 2000).

Algunos factores que pueden influir en la facilitacion de la excitabilidad de las neuronas
pueden ser: la generacion de descargas en rafaga, pues se trata de un mecanismo de amplificacion
de las sefiales eléctricas y como resultado, las neuronas forman maltiples impulsos en respuesta a
un estimulo y tienden a liberar mas neurotransmisores, estas descargas pueden producir una
despolarizacion intensa de espigas en otras neuronas (Lépez-Meraz et al., 2009).

Otro factor es el desequilibrio en los mecanismos de inhibicién sinaptica, como lo es el
bloqueo de la transmision GABAérgica, lo que resulta en un incremento en la excitabilidad,
provocando con ello el desarrollo de la epileptogénesis (Armijo et al., 2000). La glia contribuye a
la homeostasis de potasio y a la captacion de neurotransmisores, puesto que el aumento de potasio

extracelular debido a la actividad eléctrica despolariza a las neuronas (Kandel et al., 2001).

Preictal Ténico Clénico Postictal
t— —r ¢

v
A
A 4

Vm -60mV

.

Figura 4: Potencial de accion durante una crisis epiléptica, desde el periodo preictal,
convulsiones ténicas, clénicas y periodo postictal. Modificado de:
https://www.frontiersin.org/files/Articles/160768/fncel-09-00419-HTML/image_m/fncel-09-
00419-g001.jpg
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2.1.4.2. Propagacion

De acuerdo con Hall (2016), si la actividad del foco epileptdgeno tiene la suficiente
intensidad, esta comienza a propagarse a otras areas cerebrales siguiendo las mismas vias de
actividad neuronal normal, consiguiendo afectar a zonas del mismo hemisferio o al hemisferio
contralateral. En caso de afectar a ambos hemisferios se habla de una crisis secundariamente
generalizada.

Durante la propagacion de la actividad epiléptica puede presentarse pérdida de la
consciencia, ademas de un avance progresivo de contracciones musculares en el lado opuesto a la
ubicacion del foco epileptdgeno, generalmente comenzando desde la cabeza hacia las
extremidades inferiores, a estas manifestaciones se les conoce como “marcha jacksoniana” (Hall,

2016).

2.1.4.3. Fase De Post-hiperpolarizacion

El factor principal que interrumpe las convulsiones es la inhibicion estimulada por
neuronas inhibitorias que se activan durante el inicio de la crisis epiléptica (Hall, 2016), la cual
desencadena una post-hiperpolarizacion que limita la duracion del DDP, haciendo que su
desaparicion sea gradual. Este mecanismo depende de la inhibicién mediada por GABA, a través
de la activacion de los canales de cloro de los receptores de GABAA, asi como de los canales de
potasio asociados a GABAg (Armijo et al., 2000).

Sin embargo, durante una crisis epiléptica el aumento inicial de GABA extracelular
conduce a una carencia de sensibilidad de los receptores GABAA,, afectando el influjo de cloro en
las neuronas postsinapticas (Torres Zambrano et al.,, 2011). Asi mismo, mecanismos

compensatorios son activados para satisfacer las demandas de oxigeno y glucosa en las células
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hiperexcitadas, existiendo la posibilidad de desencadenar una hiperglucemia y si la crisis se
prolonga mas de treinta minutos, estos mecanismos comienzan a fracasar por el desajuste en la

oferta-demanda metabdlica y pueden provocar un dafio cerebral (Barakat et al., 2000).

2.1.4.4. Neurotransmision glicinérgica

La glicina (Gli), el aminoacido estructuralmente mas simple, actGa a traves de receptores
ionotrépicos y sirve como un importante y ampliamente distribuido neurotransmisor que se
expresa de manera prominente en el tallo cerebral, médula espinal y retina de adultos (Aprison y
Werman, 1965). La biosintesis de esta molécula como neurotransmisor esta mediada por la serina
hidroximetil-transferasa, que usa fosfato de piridoxal y tetrahidrofolato como cofactores. En SNC,
la Gli también es sintetizada por la enzima sintasa de glicina (GCS), que cataliza la reaccién
reversible entre el dioxido de carbono, el idn amonio, N5- N10-metileno tetrahidrofolato NADH
y un protdn para producir este aminoacido (Daly y Aprison, 1974).

La accion de la glicina esta mediada por un receptor asociado a un canal de cloruro y que es
sensible a estricnina (GlyR), que pertenece a la superfamilia de canales idnicos activados por
ligando, compuestos de 5 subunidades proteicas que forman pentdmeros homoméricos o
heteroméricos que se ensamblan alrededor de un poro conductor central (Lynch, 2004). Los GlyR
estan anclados postsinapticamente por gefirina, que se une a la subunidad del receptor B y a la
tubulina, lo que da como resultado un “cluster” de receptores.

Durante la transmision glicinérgica se requiere de transportadores especificos de alta afinidad
GlyT1ly GlyT2, para la recaptacion de Gli desde la hendidura sinaptica hacia el interior celular.
Los transportadores de glicina (GlyTs) son transportadores de neurotransmisores dependientes de

Na+/Cl, responsables de la captacion de I-glicina en el sistema nervioso central. Los GlyT son
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miembros de la familia de transportadores de solutos 6 (SLC6) y comprenden el transportador de
glicina tipo 1 (SLC6A9; GlyT1) y el transportador de glicina tipo 2 (SLC6A5; Glyt2). GlyTly
GlyT2 se expresan tanto en astrocitos como en neuronas, pero su patron de expresion en el tejido
cerebral esta principalmente relacionado con la neurotransmision (Eulenburg y Gomeza, 2010).
Ademas de la transmision glicinérgica, GlyT1 puede modular la neurotransmision glutamatérgica
a través de los receptores NMDA, lo que respalda su papel en la funcion cerebral y en diversas
enfermedades.

GlyT2 se expresa notablemente en el tronco encefalico, la médula espinal y el cerebelo, donde es
responsable de la captacion de glicina en las terminales glicinérgicas y GABAérgicas. GlyT1 es
abundante en la neocorteza, el tdlamo y el hipocampo, donde se expresa en los astrocitos y participa
en la neurotransmisién glutamatérgica. En consecuencia, la inhibicién de los transportadores
GlyT1 puede modular la neurotransmisién glutamatérgica a través de los receptores NMDA, lo
gue sugiere una estrategia terapéutica alternativa para trastornos neurodegenerativos que incluyen
la epilepsia (Marques et al., 2020).

Ademas, la Gli modula la actividad neuroexcitatoria del receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) a

través de sitios de unién de glicina insensibles a la estricnina ubicados en el receptor NMDA.

2.1.4.5. Fisiopatologia Asociada a la Genética

Ciertos tipos de epilepsia, Ilamadas “idiopaticas” se han relacionado a canalopatias gracias
a mutaciones que alteran la estructura y funcion de los canales dependientes de voltaje o a los
canales asociados a receptores de neurotransmisores. Se le denomina “gen de epilepsia”, se expresa
en el cerebro y, en caso de presentar alguna alteracion, provoca una predisposicion a descargas

paroxisticas o a diferentes patrones de crisis epilépticas.
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Son numerosos los canales que son codificados por algin gen que presente alguna variante
transcripcional. Por ejemplo, la epilepsia de tipo benigna neonatal es provocada por una mutacién
en el gen KNCQ2, que afecta a un canal de potasio dependiente de voltaje que participa en la
repolarizacion de la membrana (Armijo et al., 2000).

Un defecto en los canales de sodio puede inducir una epilepsia generalizada con
convulsiones febriles, esto debido a dos mutaciones en los cromosomas 2 y 19, que retardan la

inactivacion del canal de sodio e impulsan a una hiperexcitabilidad neuronal (Purves, 2004).
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2.1.5. Diagnostico

Existen diferentes estudios para precisar la existencia de este desorden, ademas de la
presencia de dos convulsiones no provocadas en menos de 24 horas, se utilizan estudios de
neuroimagen como la resonancia magnética, la tomografia por emision de foton o la tomografia
por emision de positrones. También se utilizan algunas técnicas neurofisioldgicas, como la
electroencefalografia, la estimulacién magnética transcraneal y la magneto-encefalografia (San-
Juan y Rodriguez-Méndez, 2020). Algunas de las manifestaciones clinicas reflejan la funcion del
area encefalica afectada, dependiendo de la ubicacion del foco epileptogeno.

Las crisis tonico-clonicas, antes denominadas “gran mal”, se caracterizan por presentar una
pérdida repentina de la consciencia y contracciones musculares tonicas y espasmaodicas alternas,
como: mordedura de lengua; dificultades para respirar, en ocasiones llegando a una cianosis; y
miccion y/o defecaciones involuntarias. Suelen durar desde unos pocos segundos hasta tres a
cuatro minutos.

Las crisis de ausencia, antes conocidas como “pequefio mal”, se identifican por un descenso
de la consciencia de tres a treinta segundos y se observan contracciones musculares, en su mayoria

de los masculos faciales, tales como guifios involuntarios (Hall, 2016).

2.1.6. Tratamiento
2.1.6.1. Tratamiento Farmacologico

La mayor parte de los farmacos anticonvulsivos obstruyen el inicio o extension de las
convulsiones, algunos bloqueando los canales de sodio dependientes de voltaje como la
carbamacepina (Carpin® o Tegretol®) y fenitoina (Epamin®); otros provocan una alteracién en

las corrientes de calcio, como la etosuximida (Zarotin® o Fluozoid®); los fenobarbitales
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(Alepsal®) y benzodiacepinas (Xanax®, Rivotril®), que provocan un aumento en la actividad del
sistema GABAEérgico. El perampanel (Fycompa®) ayuda a inhibir los receptores de glutamato, ya
que es el neurotransmisor excitador mas frecuente; ademas, existen farmacos con maultiples
mecanismos de accion, como el valproato y topiramato (Hall, 2016).

La eficacia de los anticonvulsivos depende del tipo de crisis epiléptica de la que se trate
(Kandel et al., 2001). La eleccién del farmaco a utilizar depende del tipo de epilepsia que se
presente, asi como la edad del paciente, sin embargo, es recomendable corregir la causa subyacente
de las convulsiones.

El uso de farmacos busca obtener un control absoluto de las crisis epilépticas y asegurar
una buena calidad de vida del paciente, sin embargo, muchos de estos medicamentos provocan
efectos adversos, tales como nauseas, somnolencia, insomnio, ataxia, diplopia, temblores y en
algunos casos, osteoporosis (Fuertes de Gilbert Rivera, 2006).

Ademas, debido a que del 50 al 75% de las personas con epilepsia que pertenecen a paises
con ingresos bajos o medios no disponen de un tratamiento, es importante buscar reducir la
mortalidad en estos paises mejorando la atencion médica, asi como lograr un mayor acceso al
tratamiento con costos més accesibles y que reduzcan los efectos secundarios asociados a los

farmacos que se emplean actualmente (Singh y Sander, 2020).

2.1.6.1.1. Resistencia a farmacos anticonvulsivantes
Los farmacos anticonvulsivantes son la primera opcién de tratamiento para la mayor parte de
personas con epilepsia, no obstante, se estima que en el 30% de pacientes no se logra controlar las
crisis epilépticas aun cuando son administrados multiples farmacos simultdneamente, en este caso

se presenta una epilepsia refractaria médicamente o también denominada intratable (Hakami,
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2021). Esta farmacorresistencia hace referencia a la pérdida de eficacia terapéutica gracias a
alteraciones en la estructura y/o funcion de sus blancos, por esta razon, es importante integrar
distintos blancos terapéuticos, principalmente en los canales de sodio dependientes de voltaje y en
los receptores de GABAa, ya que dicho receptor es el principal objetivo para diversos
anticonvulsivantes. Ademas, estudios realizados en animales muestran que el problema esta
asociado con la alteracion de la expresion de las subunidades del receptor GABAA, lo que elimina
la eficacia de las benzodiacepinas y barbitaricos (Fonseca-Barriendos et al., 2022).

Se ha comenzado una vasta investigacion para generar mejores farmacos para el
tratamiento de la epilepsia y ciertos medicamentos de segunda generacién mostraron ventajas en
cuanto a su tolerabilidad, sin embargo, no se ha demostrado que sean mas eficaces que los de
primera generacion; indicando la necesidad de encontrar estrategias nuevas en el desarrollo de

farmacos anticonvulsivantes (Hakami, 2021).

2.1.6.2. Plantas medicinales en el tratamiento de la epilepsia

Se ha demostrado que una gran parte de las plantas medicinales son potenciales
tratamientos contra la epilepsia, sin embargo, en su mayoria es Unicamente de forma tradicional
tanto por sus efectos sedantes como antiepilépticos. Sin embargo, aun se requieren evidencias
consistentes de la eficiencia de estas plantas, es por esta razon que se necesita realizar mas informes
experimentales controlados acerca de estos usos curativos (Liu et al., 2017; Manchishi, 2018).

En la literatura existen diferentes reportes en los que se mencionan plantas que pueden ser

atiles en el tratamiento de la epilepsia. En el cuadro 1 se presentan algunos ejemplos de éstas.
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Cuadro 1. Plantas medicinales que han sido evaluadas en diferentes ensayos y modelos de

epilepsia.
PARTE
ESPECIE UTILIZADA MODELO EVALUADO REFERENCIA
Redujo significativamente la puntuacion de
gravedad de las convulsiones, presentando
efectos similares al diazepam.
Passiflora ) _ - o Miroddi et al., 2013
. Raices y flores | Extracto hidro-alcohdlico en modelo in vivo
incarnata L.

(ratones y ratas), en colvusiones inducidas por
pentilentetrazol por vias intraperitoneal e
intracerebroventricular.

Manchishi et al., 2018

Aumento el tiempo de latencia en un modelo
de convulsiones inducidas por pentilentetrazol,

Kienle y Kiene, 2010

Viscum album Hojas en ratones albinos suizos ratas albinas
] y Manchishi et al., 2018
Wister.
Allium sativum Bulbos Extracto alcohdlico en convulsiones inducidas Sharma et al., 2013

por leptazol (pentilentetrazol) en ratones.

Artemisia
dracunculus

Toda la planta

Aceite esencial en convulsiones inducidas por
pentilentetrazol y  estimulacion por
electroshock en ratones.

Sayyah et al., 2004

Bacopa .
pa Hojas
monnieri
Curcuma longa Raices

Extracto poliherbal en convulsiones inducidas
por estimulacién por electroshock en ratas
albinas.

Balamurugan et al.,
2009




30

Mejor6 la actividad anticonvulsiva de la
etosuximida, fenobarbital y el valproato en un

Oyemitan et al., 2017

Cannabis spp. Hojas modelo de convulsiones clonicas inducidas por
. POT Manchishi et al., 2018
pentilentetrazol en ratones.
El extracto hidroalcoholico potencid el efecto
anticonvulsivo de otros farmacos en un modelo Kar et al., 2014
Mussaenda . q Isi inducid mulacis
hilippica Hojas e convulsiones inducidas por estimulacion o
P por electroshock, picrotoxina, pentilentetrazol | Manchishi et al., 2018

y estricnina en ratones albinos y ratas Wistar.

2.1.6.3. Tratamiento dietético

Los farmacos anticonvulsivantes alivian las convulsiones en la mayoria de los casos reportados,
sin embargo, cerca de una tercera parte de estos pacientes pueden presentar una epilepsia
refractaria, es decir, médicamente intratable. En aquellos casos en que existe farmacorresistencia
o un fracaso en la eficacia de estos medicamentos, es posible optar por una cirugia en la que es
extirpado el foco epileptdgeno; asi como terapia de neuroestimulacion y terapia dietética como la
dieta cetogénica (Won et al., 2014; Ruiz Herrero et al., 2021).

Las terapias basadas en las dietas cetogénicas, consisten en sostener una alimentacion con
un alto porcentaje de grasas y baja en carbohidratos, son disefiadas para simular los efectos
bioquimicos del ayuno y al contar con lipidos como fuente principal de energia, se induce un estado
de cetosis (Rebollo et al., 2020). Estas dietas son clasificadas como: dieta cetogénica clasica,
cetogénica con triglicéridos de cadena media, cetogénica Atkins modificada y cetogénica con bajo
indice glicémico. EI mecanismo de accion de estas dietas continla en investigacion, no obstante,
la teoria principal a la que se le atribuye su éxito como tratamiento ante la epilepsia es debido a

que durante la cetosis existe una mayor eliminacion del glutamato, asi como una reduccién de su
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transporte vesicular y un incremento en su conversion al neurotransmisor GABA (Vasquez-Builes
etal., 2019).

Este tratamiento ha reportado la disminucion de al menos un 50% del numero de crisis
epilépticas en la mitad de los pacientes, una reduccion de mas del 90% de las convulsiones en una
tercera parte de estos (Rebollo G. et al., 2020); asi como un efecto neuroprotector en varios
modelos animales con dafio neuronal adquirido. Pese a esto, existe un aporte deficiente de
micronutrientes y es indispensable una suplementacién de vitaminas, minerales y elementos traza.
Asimismo, se ha observado que este tratamiento puede ocasionar problemas digestivos, hepaticos
y renales, ademas de dislipidemia, déficit nutricional y alteraciones en el crecimiento (Garcia-

Pefias, 2018; Ruiz Herrero et al., 2021).

2.1.7. Modelos experimentales en animales
Debido a la importante carga mundial de la epilepsia, es necesario utilizar modelos experimentales
en animales para conseguir un mayor conocimiento de los procesos fisiopatoldgicos, asi como
evaluar la eficacia y toxicidad de posibles nuevos tratamientos. Estos modelos son simples y
proporcionan resultados que pueden ser repetidos, entre estos se encuentran: el test de electroshock
maximo, el test subcutaneo de pentilentetrazol y el modelo de kindling eléctrico (Garcia Garcia et
al., 2009).

Los modelos de tipo agudo involucran una administracion de sustancias quimicas para
incitar una alteracion idnica y asi provocar una actividad epiléptica en animales sanos (Ramos-

Morales et al., 2012).
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2.1.7.1. Farmacos utilizados para inducir convulsiones

2.1.7.1.1. Pentilentetrazol (PTZ).

El pentilentetrazol (PTZ), metrazol o a-B-ciclopentametilentetrazol, se trata de un farmaco
antagonista no competitivo de los receptores GABAA,, pues bloquea el canal del i6n cloruro al
interactuar con el sitio de union a picrotoxina en dicho receptor. Es un modelo sencillo de manejar
y muy utilizado para evaluar convulsiones tonico-clonicas, asi como el efecto anticonvulsivante
de nuevas moléculas o tratamientos, con el fin de que éstos funcionen como antagonistas del PTZ

(Ramos-Morales et al., 2012).

Figura 5: Estructura quimica de Pentilentetrazol

2.1.7.1.2. Estricnina (EST).
La estricnina (EST) es un alcaloide que actia como un fuerte convulsivante, es utilizado
frecuentemente en preparaciones veterinarias y rodenticidas, también como un estimulante del
sistema nervioso central. Es un antagonista competitivo de la glicina, el cual es un neurotransmisor
con funcién inhibitoria; la estricnina bloguea el incremento postsinaptico de la glicina en los
receptores de las neuronas motoras y ocasiona una disminucion de la inhibicion normal en estos
grupos musculares, resultando en una actividad excesiva (Diez et al., 2004; Makarovsky et al.,
2008). La EST se obtiene de Strychnos nuxvomica o Strychnos ignatti, esta sustancia toxica es un
potente convulsivante debido a que interfiere con la inhibicidn postsinaptica causada por la Gli,

gue como se menciona es un inhibidor de la transmision hacia las neuronas motoras e interneuronas
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de la médula espinal. La EST actlia como un antagonista competitivo para bloquear los efectos de
Gli sobre su receptor, un canal de cloruro activado por ligando, pero en diferentes sitios. Existe
ademas evidencia de que esta sustancia provoca un incremento en los niveles cerebrales de
glutamato, que incrementa la contraccion muscular, por lo que el resultado final es la

hiperexcitabilidad del musculo esquéletico y la presencia de convulsiones (Ramesh et al., 2014).

Figura 6: Estructura quimica de Estricnina.

2.1.7.1.3. Picrotoxina (PTX).
La picrotoxina es una sustancia tdxica convulsiva de origen vegetal, es obtenida de Anamirta
cocculus, se trata de un alcaloide aprovechado para estimular el sistema nervioso central y como
un antidoto para el envenenamiento por barbitlricos. Como antagonista no competitivo de
GABAA, la picrotoxina se encarga de bloquear el canal del ion cloruro que es activado por GABA,
disminuyendo su conductancia (Joo Kim y Hibbs, 2021; NCBI-PubChem, 2022).
0O
o L2

0
CHs,

oH ©

Figura 7: Estructura quimica de Picrotoxina
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2.1.7.1.4. Diazepam (DZP)

El diazepam es un farmaco del grupo de las benzodiazepinas, el cual es utilizado para tratar la
ansiedad, espasmos de mdasculos esqueléticos y trastornos convulsivos. Este farmaco es un
modulador alostérico positivo del receptor GABAA,, su interaccion con este sitio incrementa la
entrada de cloruro en la union de GABA, consiguiendo hiperpolarizar a las membranas
postsinapticas, mostrando una accion calmante del sistema nervioso central. Usualmente es
empleado como control en modelos de laboratorio en roedores en cuanto a la ansiedad y sedacion
se refiere, consiguiendo una validez del ensayo y resultados que pueden reproducirse (Calcaterra

y Barrow, 2014).
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Figura 8: Estructura quimica de Diazepam
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2.2. Aloysia triphylla.

Desde hace algunos afios el estudio de las plantas medicinales y sus compuestos ha tomado
importancia en la investigacion cientifica, ya que muchas de ellas son utiles en el tratamiento de
diversos trastornos. El presente trabajo de investigacion propone la evaluacion farmacologica de

la especie Aloysia triphylla para identificar su actividad anticonvulsivante.

2.2.1. Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Aloysia
Especie: Aloysia triphylla (L’ Herit.) Br

(Recuperado de Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/apmtm/termino.php?I=3&t=aloysia-

triphylla)

2.2.2. Descripcion boténica
Aloysia triphylla, también conocido bajo el nombre de “cedron”, “té cedron”, “hierbaluisa”,
“cidron” o “hierba de la princesa”, segun el pais y region, se trata de un arbusto perenne aromatico

originario de la region montafiosa del norte de Argentina, pertenece a la familia Verbenaceae que

puede medir hasta tres metros de altura (Ramos Tejada, 2013).


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/apmtm/termino.php?l=3&t=aloysia-triphylla
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/apmtm/termino.php?l=3&t=aloysia-triphylla
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Sus tallos son lefiosos con una tonalidad rojiza y lineas longitudinales; las hojas son simples
y presentan glandulas responsables de liberar una esencia con aroma similar al olor del limén,
lanceoladas, poseen un limbo entero, son ligeramente pecioladas y reunidas en grupos de tres,
gracias a esta caracteristica obtiene el nombre “triphylla”. Sus flores son pequeias y de color
blanco en la parte exterior, mientras que al interior adquieren una tonalidad violacea; y su fruto
consta de una drupa con dos semillas (Dellacassa y Bandoni, 2003; Monroy-Ortiz y Castillo-

Espafia, 2007).

Figura 9: Aloysia triphylla. Recuperado de Ramos Tejada, 2013.

2.2.3. Distribucion
Esta planta se extiende desde Chile hasta Uruguay, Bolivia, Paraguay, el sur de Brasil y el centro
y noreste de Argentina. Fue introducida en Europa y el norte de Africa, actualmente es cultivada
en Venezuela, Peru, Estados Unidos y en México (Dellacassa y Bandoni, 2003; Ramos Tejada,
2013).

Distintas entidades de nuestro pais se ven beneficiadas con esta planta, tales como Puebla,

Estado de México, Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Jalisco, Quintana Roo, Ciudad de
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México, Michoacan, Zacatecas, Tlaxcala, Veracruz, Morelos y principalmente Hidalgo (Figura
10), donde se da la produccion de esta especie para su comercializacion en la marca “Caxtle”, a
fin de emplearse en infusiones (Garcia Grijalva, 2018; Alvarez Cortes, 2020; EncicloVida-

CONABIO).

Figura 10: Distribucién de Aloysia triphylla en México.

2.2.4. Usos medicinales

El “cedron” es una de las plantas medicinales mas populares en México. La decoccion o infusion
de sus hojas y tallos se usa preferentemente para el tratamiento de afecciones gastrointestinales
como atonia digestiva, espasmos gastrointestinales, dispepsias, gastritis, vomitos, inapetencias,
dismenorreas, digestiones pesadas y dolores de estomago; como tranquilizante, calmante del
sistema nervioso (ansiedad, insomnio), para favorecer el suefio nocturno y en los resfriados febriles

(Pensiero et al., 2002; Figuereido et al., 2004).
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En Bolivia se utiliza para tratar la hipertension arterial, en Ecuador la fiebre, el dolor de
cabeza y como diurético; y en Asia para disminuir los espasmos gastrointestinales y el resfriado
comun. Es aprovechado también como parte de saborizantes y esencias en la cosmética y
perfumeria, asi como en la preparacion de dulces, bebidas y postres en la reposteria. En Sudamérica
se utiliza para tratar la hipertension arterial, disminuir la fiebre, el dolor de cabeza y se usa como
diurético; en Asia es aprovechada para disminuir los espasmos gastrointestinales y el resfriado

comun.

También es utilizada de forma popular para controlar el vértigo, nauseas, calmar la
congestion nasal y bronquial, reducir dolores estomacales, y es recomendada para tratar
alteraciones nerviosas asociadas con la ansiedad (Rojas, Palacios y Ronceros, 2012; Alvarez-
Rosales et al., 2019).

En el estado de Morelos es comun utilizarla para reducir dolores estomacales, colicos, tratar
el empacho, la diarrea, la disenteria e incluso infecciones por lombrices (Monroy-Ortiz y Castillo-
Espafia, 2007).

La infusion de las hojas de A. triphylla es empleada para tratar el “susto”, nerviosismo,
histerismo, la opresién del corazon y para lidiar con mordeduras de animales venenosos. También
es utilizada de forma popular para controlar el vértigo, nauseas, calmar la congestién nasal y
bronquial y es recomendada para tratar alteraciones nerviosas asociadas con la ansiedad

(Dellacassa y Bandoni, 2003; Ramos Tejada, 2013).
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2.2.5. Aceite esencial

Las hojas y tallos son ricos en aceite esencial, el cual es una mezcla de componentes volatiles
resultantes del metabolismo secundario de las plantas; en el caso de A. triphylla esta compuesto
principalmente por citral, es decir, una mezcla de neral y geranial; limoneno y una variedad de
terpenos.

Sin embargo, su composicidn no es constante y varia de acuerdo con el método de extraccion, su
duracion, la temperatura, el estado y origen de la planta; ademas, la concentracion de este aceite
esencial en las hojas aumenta con un alto nivel de iluminacion solar (Rojas et al., 2010; Rojas,

Palacios y Ronceros, 2012; Ramos Tejada, 2013).

2.2.5.1. Quimica y farmacologia

Los estudios farmacoldgicos reportados en A. triphylla establecen que la infusion hecha con partes
aéreas tiene actividad antipirética, analgésica, antiséptica, diurética y antiinflamatoria. Asimismo,
el extracto de las raices presenta actividad antidepresiva y antiespasmaddica (Bakhshaei, 2017).
Derivado de estudios fitoquimicos, esta especie posee compuestos como ganial, caryofileno,
limoneno, canfor y luteolina, entre otros que han sido reportados con actividad antioxidante
importante (Kim y Lee, 2004). Se ha reportado que esta especie posee actividad antinociceptiva,
la cual fue atribuida principalmente a dos flavonoides identificados (artemitina y hesperidina). El
aceite esencial de A. triphylla indujo un efecto sedante y anestésico a diferentes dosis en peces

tambqui juveniles (Colossoma macropomum) (Qnais et al., 2009; Brandao et al., 2020).

A pesar de que no hay muchos estudios farmacoldgicos de la especie A. triphylla, si existen
reportes en otras especies del mismo género y de sus compuestos, un ejemplo es el terpeno citral,

que posee actividad antimicoética, efecto espasmolitico, anticolinérgico, sedante, analgésica y
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antioxidante (Dellacassa y Bandoni, 2003; Rojas Armas et al., 2015). Asi mismo, se ha establecido
una posible aplicacion del aceite esencial en odontologia, gracias a sus propiedades bactericidas

(Rojas, Palacios y Ronceros, 2012).

2.2.5.2. Efectos adversos
Existen ensayos preliminares para determinar la toxicidad de los extractos de A. triphylla y se
recomienda no utilizar su esencia en perfumes, debido a su efecto irritante sobre la piel (Dellacassa

y Bandoni, 2003; Huerta Leodn et al., 2021).
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3. Justificacion
La epilepsia es un trastorno cerebral crénico que se distingue por la presencia periodica de
descargas abruptas y recurrentes en el cerebro conocidas como convulsiones, generadas por un
incremento en la excitabilidad. Durante las crisis epilépticas existe una actividad neuronal excesiva
y descontrolada, principalmente por una inhibicién de la actividad en el sistema GABAEérgico.

Con los datos que la OMS establece, la epilepsia es un trastorno neurolégico comdn a nivel
mundial, con 50 millones de personas afectadas, de las cuales el 80% pertenecen a paises de
ingresos bajos y medios. En México, alrededor de diez a veinte personas por cada mil padecen
epilepsia, representando del 1.08 a 2% de la poblacion total.

El uso de farmacos busca obtener un control de las crisis epilépticas y asegurar una buena
calidad de vida del paciente, sin embargo, muchos de estos medicamentos provocan efectos
adversos, pero mas alla de ésto, el 30% de los pacientes en el mundo son refractarios a los
tratamientos existentes, lo que hace gue su vida se deteriore en todos los planos al no contar con
una medicacion adecuada; por lo cual es necesaria la investigacion de fuentes terapéuticas que
puedan ser mejores, con menos efectos adversos y contribuir a encontrar un tratamiento que ayude
a pacientes con resistencia a los farmacos anticonvulsivantes.

Las plantas medicinales son productores naturales de multiples compuestos que son
bioldgicamente activos en los organismos animales, por lo que, en la busqueda incesante de nuevas
terapias, la flora de todas las regiones se convierte en objeto de estudio. Aloysia triphylla es una
especie utilizada en la medicina tradicional de México, se le atribuyen una gran variedad de usos,
particularmente el presente proyecto se enfoca en sus propiedades sobre SNC. Se ha identificado
su capacidad ansiolitica, debido a la presencia de una mezcla de acidos grasos y esteroles, que ha

demostrado interaccionar con el sistema GABAEérgico. Estos datos son los antecedentes que
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permiten proponer que la planta pudiera estar ejerciendo un efecto anticonvulsivante en diferentes

modelos biologicos.

4. Pregunta de investigacion.
Los extractos y fracciones quimicamente diferentes obtenidas de Aloysia triphylla,
¢tendrén la capacidad de proteger a los ratones con convulsiones inducidas con pentilentetrazol,

picrotoxina y estricnina?

5. Hipdtesis
Debido a los antecedentes etnomédicos y farmacoldgicos de A. triphylla sobre sistema nervioso
central y particularmente por su participacion sobre el sistema GABAErgico, la administracion oral
de los extractos hexanico (AtHex), metandlico (AtMet) y/o acetato de etilo (AtAcEt) y fracciones
derivadas de éstos, inducen un efecto protector contra convulsiones inducidas con pentilentetrazol

(PTZ), picrotoxina (PTX) y estricnina (EST).
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6. Objetivos
6.1. Objetivo general:
Evaluar la actividad protectora de los extractos hexanico (AtHex), metandlico (AtMet) y acetato
de etilo (AtAcEt) y fracciones derivadas de éstos, provenientes de Aloysia triphylla contra las

convulsiones inducidas por tres diferentes toxicos (PTZ, PTXy EST) sobre ratones de la cepa ICR.

6.2. Objetivos particulares:

e Evaluar la actividad de los extractos hexanico (AtHex), metanolico (AtMet) y acetato de
etilo (AtAcEt) y sus fracciones provenientes de A. triphylla, sobre convulsiones inducidas
con pentilentetrazol (PTZ).

e Determinar la actividad de los extractos hexanico (AtHex), metandélico (AtMet) y acetato
de etilo (AtAcEt) y sus fracciones provenientes de A. triphylla, sobre convulsiones
inducidas con picrotoxina (PTX).

e Medir la actividad de los extractos hexanico (AtHex), metandlico (AtMet) y acetato de
etilo (AtAcEt) y sus fracciones provenientes de A. triphylla, sobre convulsiones inducidas
con estricnina (EST).

e Realizar una caracterizacion quimica de la o las fraccion (es) con mayor actividad
anticonvulsivante en cualquiera de los ensayos (PTZ, PTX, EST) de A. triphylla, utilizando

técnicas cromatograficas.
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7. Metodologia
En el siguiente diagrama se muestra de manera general el procedimiento que se llevo a cabo para
investigar las propiedades anticonvulsivantes de la planta A. triphylla, se marcan dos fases: en
verde, la que tiene que ver con el estudio quimico de la especie, y en amaillo la actividad

farmacoldgica (Diagrama 1).

Negativo

Positivo

Evaluacion
en ratones

Obtencidon de
extractos

Planta seca
y molida

pos

Macerado

Fracciones
) o Separacién en L
O Fitoquimica [ cromatografia en columna Actividad
O Pruebas farmacolégicas
Analisis quimico

Diagrama 1. Procedimiento experimental general para el estudio quimico y farmacolégico de A.
triphylla.

7.1. Colecta del material vegetal

Las partes aéreas de A. triphylla fueron colectadas en el municipio de Ozumba, Estado de
México; colinda al noreste con el municipio de Ayapango de Ramos Millan, al noroeste con
Amecameca de Juarez, al este con Atlautla de Victoria, al oeste con San Esteban Tepetlixpa y al
sur con una angosta franja del estado de Morelos perteneciente al Municipio de Yecapixtlay Tetela
del Volcan. Ozumba se encuentra a 19° 12” latitud norte, 98° 48’ 14”’ longitud oeste del meridiano
de Greenwich y una altura de 2340 msnm. Se preparar6 un ejemplar de herbario para su

identificacion.
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7.2 FITOQUIMICA

7.2.1 Obtencién de extractos

El material vegetal recolectado fue secado en un cuarto oscuro a temperatura ambiente.
Posteriormente, se procesé en un molino marca Pulvex Plaxtic. Una vez en particulas de
aproximadamente 4 mm, el material tuvo un peso de 998.9 g y se coloco en un recipiente de vidrio
con un volumen de 5 litros y se dejo macerar con Hexano (AtHex) durante 3 dias. De la misma
forma, el material restante se dejé macerar con metanol (AtMet) y posteriormente con acetato de
etilo (AtAcEt); el liquido recuperado mediante tres lavados consecutivos se concentrd a presion
reducida en un evaporador rotatorio marca “Heidolph” modelo “Laborota 4000 a 50°C para la
eliminacion del disolvente. Los extractos obtenidos (AtMet, AtHex y AtAcEt) se almacenaron
para posteriormente conseguir mediante cromatografia en columna 'y en capa fina, las fracciones,
de las cuales se obtuvieron 4 para su evaluacion. Todo este material fue almacenado a -4 °C, para

su uso en las pruebas farmacoldgicas.

7.2.2. Obtencion de fracciones de AtMet

La separacion de los componentes del extracto metanolico se realizé a través de cromatografia
utilizando una columna de vidrio de 26 cm de largo y 10 cm de diametro sobre 130 g de silica gel
60 de fase normal, utilizando un sistema de elusion de diclorometano (CH.Cl;) y metanol
(CH30H), recolectando fracciones de 300 ml cada una. Se obtuvieron 25 fracciones, las cuales se
agruparon en cuatro reuniones de acuerdo con la similitud de sus compuestos observados en placas

de cromatografia en capa fina.
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7.2.2.1 Separacion de la fraccion numero 22 de AtMet.

Con base en los resultados de las pruebas farmacologicas, se realizd una separacion de los
componentes de la fraccion nimero 22 (F22) por medio de cromatografia, utilizando una columna
de vidrio de 51.5 cm de largo y 3 cm de didmetro, empacando 4.325 g de extracto sobre 17 g de
silica gel 60 de fase normal, empleando un sistema de elusion de diclorometano (CH2Cl2) y

metanol (CH3OH), recolectando fracciones de 50 ml cada una. Se obtuvieron 36 fracciones.

7.2.3. Obtencion de fracciones de AtHex.

La separacion de los componentes del extracto hexanico se realizo a través de cromatografia
empleando una columna de vidrio de 33 cm de largo y 4 cm de diametro, empacando 20 g de
extracto sobre 59 g de silica gel 60 de fase normal, utilizando un sistema de elusion de hexano
(CeHu4) y acetato de etilo (C4HgO2), recolectando 4 fracciones por sistema, de 100 ml cada una.
Se obtuvieron 32 fracciones, las cuales se agruparon en 12 reuniones y posteriormente 4
subreuniones de acuerdo con la similitud de sus compuestos observados en placas de cromatografia

en capa fina.

7.2.4. Caracterizacion quimica

7.2.4.1. Cromatografia de Gases-Masas

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas farmacolégicas, la composicion quimica
de la fraccibn mas activa del extracto hexanico de Aloysia triphylla se determind en un
cromatografo de gases (GC, Agilent Technology 6890 masses coupled 5973N, Santa Clara, CA,
EE. UU.) equipado con un detector de masas cuadrupolo en modo impacto de electrones a 70 eV.

Los compuestos se resolvieron en una columna capilar HP 5MS (25 m de longitud, 0,2 mm de
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diametro interior, 0,3 um de espesor de pelicula). La temperatura del horno se fijo a 40°C durante
2 min, luego se aumentd de 40 a 260 °C a razén de 10 °C/min y se mantuvo a 260°C durante 20
min. La temperatura de la interfaz del detector de masas se ajust6 a 200°C y el rango de adquisicion
de masas fue de 20 a 550. Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 250 y 280°C,

respectivamente. Se utilizo helio como gas portador, con un caudal de 1 mL/min.

7.2.4.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El analisis por HPLC de los extractos y fracciones de Aloysia triphylla se llevé a cabo en un
cromatografo liquido Waters 2695 equipado con un detector de matriz de fotodiodos de Waters
2996. La separacion se realizé utilizando una columna RP C-18 Superspher (MERK) (120 x 4 mm;

5 um).

7.2.4.3. Cromatografia acoplada a Masas

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas farmacoldgicas, se realizé un analisis por
cromatografia acoplada a masas de la subfraccion denominada MF28, resultante del
fraccionamiento de AtMetF4-2 (Fraccion 22 del extracto metandlico). Los pesos moleculares de
los compuestos aislados fueron identificados usando un Acquity UPLC (Waters, Milford MA, EE.
UU.). Este sistema de separacion incluia una bomba cuaternaria, un horno de columna con
muestreador automatico y un detector de matriz de fotodiodos acoplado a un espectrometro de
masas triple cuadruple “Xevo” (Waters) equipado con una fuente de ionizacion por
electroaspersion (ESI) (Waters) calentada a 150 °C. La temperatura de desolvatacidon 220 se ajusto
a 500°C y el flujo de gas de desolvatacion fue de 700 | / h de nitrégeno. Se utilizé argdbn como gas

de colision a un caudal de 0,10 ml / min., utilizando una columna RESTEK ultra C8, 3 um de 50
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x 2.1 mm a 25 grados centigrados con un sistema de gradientes, fase mdvil donde A comienza con
100% agua 0.05% &cido férmico y B acetonitrilo con 0% a los 15 min y 8100-0%de 17 a 20min

con un flujo de 0.3 ml/min a 15 grados centigrados durante todo el analisis.

7.3 PRUEBAS FARMACOLOGICAS

7.3.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR con un rango de peso de 35 a 40 g, se formaron grupos
de 7 animales y se mantuvieron en condiciones de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad, con
alimento y agua a libre demanda. Los animales fueron tratados de acuerdo con las especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

7.3.2. Reactivos y tratamientos experimentales

Los reactivos empleados pertenecen a la marca (Sigma-Aldrich, EUA): Pentilentetrazol (PTZ, 90
mg/kg), Estricnina (EST, 2.0 mg/kg), Picrotoxina (PTX, 15 mg/kg) y Diazepam (DZP, 1.0 mg/kg)
como control anticonvulsivante. Estas sustancias se administraron por via intraperitoneal (i.p.).
Los tratamientos experimentales provenientes de A. triphylla fueron el extracto metandlico
(AtMet), hexanico (AtHex), el extracto de acetato de etilo (AtAcEt) y diferentes fracciones que se
obtuvieron en el desarrollo de la parte quimica: a partir de AtMet y AtHex se consiguieron 4
fracciones por extracto, denominadas AtMetFl, AtMetF2, AtMetF3, AtMetF4; AtHexF1,

AtHexF2, AtHexF3 y AtHexF4, respectivamente.
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7.3.3. Convulsiones inducidas con Picrotoxina (PTX), Pentilentetrazol (PTZ) y Estricnina
(EST).

Las convulsiones se produjeron en un mismo esquema general utilizando 3 tdxicos diferentes
(Figura 11). Los tratamientos fueron administrados a diferentes grupos de ratones 1 hora antes de
recibir el inductor de convulsiones correspondiente; PTX a 15 mg/kg, PTZ a 90 mg/kg y EST a
2.0 mg/kg via intraperitoneal (ip) y enseguida los animales se colocaron por separado en cajas de
acrilico transparente (25 x 15 x 10 cm). Durante 30 minutos, los animales fueron observados y
con la ayuda de un crondémetro se registrd la latencia (tiempo en que se presenta la primera
convulsion), el nimero de convulsiones tonicas, clonicas y espasmos, ademas del tiempo de

muerte (Si es que se presentd), y en su caso, el tiempo de sobrevida en los 30 minutos primeros o

a las 24 hrs.
Tratamientos .
- =1
Athet 1 hr. después Acent Activar cronémetro o
AtHex V.0. gente . . .
pro-convulsivante Latencia convulsion
AtACE PTZ #C. Tonicas
DzP  1p. Ef; # C. clonicas
# Espasmos
30 min Tiempo muerte (si hubiese)

Figura 11. Esquema general de montaje de la prueba de convulsiones inducidas por quimicos

(PTZ, PTX y EST).
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Cada uno de los grupos que se sefialan abajo (cuadro 2), tuvieron una n=7, aplicable para cada

agente pro-convulsivante (PTZ, PTX, EST).

Cuadro 2. Tratamientos evaluados, dosis y vias de administracion.

Grupo Tratamiento Dosis yl.a de .
administracion

VEH Tween 20 al 1%, que es el vehiculo

1 | (Control negativo o en el cual se disolvieron todos los - Oral
de dafo) tratamientos.

DZP . .
2 (Control positivo) Diazepam 1.0 mg/kg Intraperitoneal
3
4 AtMet Extracto metandlico de A. triphylla.
5
6
7 AtHex Extracto hexanico de A. triphylla. 500 mg/kg
8 Oral
9
10

Extracto de acetato de etilo de A.

11 AtACEt triphylla.
12

13

125 mg/kg




o1

14 125 mg/kg
15
AtACEt Extracto de acetato de etilo de A.
16 triphylla 750 mg/kg
17
18 AtMetF1
19 AtMetF2 ) -
Fracciones del extracto metanélico
de A. triphylla.
20 AtMetF3
21 AtMetF4
100 mg/kg Oral
22 AtHexF1
23 AtHexF2 ] o
Fracciones del extracto hexanico de
A. triphylla.
24 AtHexF3
25 AtHexF4
26 AtMetF4-1
27 AtMetF4-2
Subfracciones del extracto
28 AtMetF4-3 metandlico de A. triphylla. 50 mg/kg
29 AtMetF4-4
30 AtMetF4-5
31 CGA Acido clorogénico 25,10y 20 Oral

mg/kg




7.3.5. Andlisis de datos

Los datos se analizaron con el programa estadistico IBM SPSS statistics 20, mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de una sola via con una post prueba de Dunnet, estableciendo una diferencia

estadistica en comparacion con el grupo VEH (n=7, *p <0.05).

8.1 FITOQUIMICA

8.1.1 Rendimiento de extraccion.

El material vegetal colectado seco y molido tuvo un peso total de 998.9 g (Cuadro 3), con

8. Resultados

diferentes rendimientos para cada extracto.

Cuadro 3. Rendimiento (g) obtenido durante el proceso de maceracion y concentracion de los

diferentes extractos de A. triphylla por cada 100g de planta seca y molida.

Material vegetal

Extracto (g)

Rendimiento (%)

998.9 g de planta seca y
molida (Aloysia triphylla)

AtMet (4.42) 0.442
AtHex (1.081) 0.1082
AACEt (1.631) 0.1632

Extracto metandlico (AtMet), hexanico (AtHex) y de acetato de etilo (AtAcEt) de Aloysia

triphylla.
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8.1.2. Fracciones obtenidas de AtMet

Debido a que el extracto metanolico indujo actividad protectora sobre las convulsiones inducidas
con EST, se eligio éste para realizar un fraccionamiento del mismo, para lo cual se empled
cromatografia en columna y en capa fina, esta Gltima para monitorear las fracciones obtenidas.
Como se puede observar en el cuadro 4, con un sistema de elucién de diclorometano y metanol
(CH2CI2/CH30H) se colectaron 25 fracciones y aquellas que fueron quimicamente semejantes,
fueron reunidas y se les asigné una clave. Finalmente, se obtuvieron 4 fracciones, las cuales fueron

evaluadas farmacoldgicamente en la prueba de convulsiones inducidas con EST.

Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento quimico del extracto metanolico (AtMet).

Sistema de elucién
Fracciones Reuniones Clave
CH2ClI> CH3:0H
100% - F1-F4 F1-F6 AtMetF1
95% 5% F5-F9
F7-F15 AtMetF2
90% 10% F10-F13
85% 15% F14-F17
F16-F20 AtMetF3
70% 30% F18-F21
50% 50% F22-F25
F21-F25 AtMetF4
- 100% F26




8.1.3. Fracciones obtenidas de AtHex.
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En el modelo de convulsiones inducidas con PTZ se observo que el extracto hexanico fue capaz

de proteger a los ratones y, debido a esto, se decidio realizar un fraccionamiento del mismo a través

de cromatografia en columna utilizando un sistema de elucion de hexano y acetato de etilo

(CsH14/CsHg0>).

Como puede observarse en el cuadro 5, se obtuvieron 32 fracciones, de las cuales se

realizaron 12 reuniones de estas de acuerdo con la similitud de sus componentes. Por ultimo, se

agruparon una vez mas, consiguiendo un total de 4 sub-reuniones para ser evaluadas en la prueba

de convulsiones inducidas con PTZ (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento quimico del extracto hexanico (AtHex)

Sistema de elucién

Fracciones Reuniones Clave Subreuniones Clave
CeHia CsHs0O2
100% - F1-F4 F1 HR1
F2-F6 HR2 F7-F8 AtHexF1
95% 5% F5-F8 F7-F8 HR3
F9-F10 HR4
F11-F12
90% 10% F9-F12 F11-F12 HR5 AtHexF2
F13-F14 HR6
80% 20% F13-F16
F15-F17 HR7 F15-F17 AtHexF3
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70% 30% F17-F20 F18-F22 HR8
60% 40% F21-F24 F23-F24 HR9
F27-F29 AtHexF4
F25-F26 HR10
50% 50% F25-F28
F27-F29 HR11
30% 70% F29-F32 F30-32 HR12 - -
- 100% F33 - - - -

8.1.4. Analisis de cromatografia de Gases-Masas de AtHex

Al mostrar significativa actividad bioldgica sobre las convulsiones inducidas con PTZ y debido a

la polaridad baja de la fraccién AtHexF3, se realiz6 un andlisis de cromatografia de Gases-Masas.

En el cuadro 6 se muestran los compuestos identificados en mayor porcentaje tras el

analisis de cromatografia de Gases-Masas y algunos datos farmacoldgicos reportados en la

literatura de éstos.
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Cuadro 6. Analisis quimico por la técnica de Gases-Masas de la fraccion AtHexF3, derivada del
extracto AtHex.

Tiempo de
retencion
(min)

Porcentaje
del total
(%)

Nombre
del
compuesto

Estructura

Datos farmacoldgicos

35.841

31.251

[-Sitosterol

Se han  reportado  efectos
ansioliticos, antiinflamatorios,
sedantes, y analgésicos, ademas de
presentar actividad bactericida,
hepatoprotectora, cicatrizante,
antioxidante e  hipolipemiante
(Babu y Jayaraman, 2020).

20.766

10.532

Acido
linoleico

En modelos experimentales in vitro
e in vivo, se han observado efectos
anticarcinégenos,  antidiabéticos,
antiarterioescleroticos 'y como
modulador del sistema inmune,
ademas de favorecer la
mineralizacion 6sea y disminuir la
grasa corporal (Gomez-Cortés et
al., 2019)

32.780

5.293

Vitamina E

Inhibe la neuroinflamacion y la
activacion de las células gliales,
contando con actividad
antioxidante y neuroprotectora en
modelos de epilepsia inducida con
pentilentetrazol (Upaganlawar et
al., 2021).

20.313

3.558

Fitol

H, CHs

H, CHy M

o
CHa
CH

3

Presenta actividad anticonvulsiva,
ansiolitica, antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana y
antinociceptiva (Islam et al., 2018).
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14.913 2.513

Espatulenol

Se ha reportado que tiene actividad
antinociceptiva, antiinflamatoria,
ademas de efectos ansioliticos y
antidepresivos (Dos Santos et al.,
2020).

8.1.5. Analisis cromatogréafico de AtMetF4-2 (F22)

Con base en los resultados obtenidos en las pruebas farmacoldgicas y, al mostrar la subfraccion

AtMetF4-2 actividad biol6gica significativa, se realizo un analisis cromatografico por medio de

HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) y por cromatografia acoplada a masas. En el

cuadro 7 se muestran los compuestos identificados a través del analisis cromatografico, asi como

algunos antecedentes farmacoldgicos reportados de éstos.

Cuadro 7. Analisis quimico por HPLC y cromatografia acoplada a Masas de AtMetF4-2, derivada

del extracto AtMet.

Nombre del
compuesto

Estructura

Datos farmacoldgicos

Acido clorogénico

Presenta actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral,
hipoglucemiante e inmunomoduladora.
Se ha reportado su actividad
anticonvulsivante en  pruebas con
Pentilentetrazol (Miao y Xiang, 2020;
Hossain et al, 2021).

Verbascosido

Se han reportado efectos antioxidantes,
neuroprotectores, antiinflamartorios 'y
cardioprotectores (Zhu et al., 2022).




58

Iso-Verbascosido oo
o | D/ on Existen reportes en los que se menciona
. o 8 que presenta actividad antioxidante (Chen
* Ir ™ |etal., 2002)

8.2 PRUEBAS FARMACOLOGICAS
8.2.1. Efecto de los extractos metanolico, hexanico y de acetato de etilo de Aloysia triphylla
sobre convulsiones inducidas con los diferentes toxicos

8.2.1.1 Convulsiones inducidas con Pentilentetrazol (PTZ)

En la Figura 12A se muestran los datos de latencia (s), es decir, el tiempo desde que se administra
el farmaco convulsivante (pentilentetrazol i.p., 90 mg/kg) y aparece la primera convulsion. Se
aprecia que la administracion por via intraperitoneal de DZP a una dosis de 1.0 mg/kg produjo un
aumento significativo del tiempo de latencia con respecto al grupo control negativo (Veh) (*p
<0.05), lo cual indica la confiabilidad de las pruebas realizadas. Sin embargo, con la
administracion por via oral de los extractos metandlico, hexanico y de acetato de etilo a una dosis
de 500 mg/kg no se indujo un efecto significativo en el tiempo de latencia tras la administracion
de PTZ con respecto al grupo de control positivo que fue administrado con DZP (#p <0.05).

El nimero total de convulsiones hace referencia a la suma de tdnicas y clonicas, las cuales
se pueden observar en la figura 12B, donde los tres tratamientos de A. triphylla evaluados
consiguieron una diferencia significativa con respecto al grupo administrado con DZP (#p <0.05).
Sin embargo, el extracto metandlico (AtMet, 500 mg/kg) consiguié una diferencia con respecto al
grupo Veh, lo cual indica su efecto anticonvulsivo. En relacién con el tiempo de sobrevida (s),
solo el extracto hexanico (AtHex, 500 mg/kg) logro ser significativamente diferente al Veh (*p

<0.05), consiguiendo que este tiempo se incremente (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto del extracto metandlico (AtMet), hexanico (AtHex) y de acetato de etilo
(AtACEt) de A. triphylla a una dosis de 500 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de
convulsiones inducidas con PTZ. A) Latencia. B) Numero total de convulsiones. C) Tiempo de
sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al
compararse con el grupo Veh; y #p <0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.2.1.2 Convulsiones inducidas con estricnina (EST)

La latencia (S) después de la administracion de EST (2.0 mg/kg) se muestran en la figura 13Ay es
estadisticamente menor que aquella observada en el grupo DZP, un efecto similar se puede
distinguir cuando se administra el tratamiento AtAcOEt a los animales, ya que ambos grupos
fueron significativamente diferentes respecto al grupo Veh (*p <0.05), esto demuestra que dicho
extracto incremento el tiempo en que se presentaron las convulsiones.

En la figura 13B se observa que el grupo VVeh que recibio via oral Tween 20, tiene un mayor
numero de convulsiones que el grupo con DZP (*p <0.05). El tratamiento con el extracto
metanolico y el hexanico de A. triphylla redujeron significativamente el nimero de convulsiones
totales en comparacién con el Veh (*p <0.05).

Finalmente, en cuanto al tiempo de sobrevida (figura 13C), sélo AtMet a 500mg/kg induce

un aumento de dicho parametro con relacion al grupo de control negativo (Veh)(*p <0.05).
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Figura 13. Efecto del extracto metandlico (AtMet), hexanico (AtHex) y de acetato de etilo
(AtACEt) de A. triphylla a una dosis de 500 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de
convulsiones inducidas con EST. A) Latencia. B) Numero total de convulsiones. C) Tiempo de
sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al
compararse con el grupo Veh; y #p <0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.2.1.3. Efecto de A. triphylla sobre convulsiones inducidas con picrotoxina (PTX)
La figura 14A muestra la latencia (s) obtenida durante las pruebas de convulsiones con la
administracion de picrotoxina (PTX i.p., 1.5 mg/kg), la cual se vio incrementada de forma
significativa por los extractos metanolico y hexanico A. triphylla con respecto al grupo de control
negativo (Veh)(*p <0.05), fue administrado tinicamente con el fArmaco convulsivante PTX; sin
embargo, los tres tratamientos provenientes de A. triphylla evaluados presentaron ademas,
diferencia significativa con el grupo de control positivo al cual se le administré DZP (#p <0.05).

En cuanto al nimero total de convulsiones (figura 14B), no se present6 diferencia
significativa en los tratamientos de A. triphylla evaluados a una dosis de 500 mg/kg, con respecto
a los grupos Veh y DZP, por lo que no se observo un efecto anticonvulsivo.

Del mismo modo, en la figura 14C se observa que no hubo diferencia entre los tratamientos
evaluados y el grupo Veh (*p <0.05); no obstante, los tres extractos (AtMet, AtHex, AtAcEt)

mostraron diferencias al ser comparadas con el grupo DZP (#p <0.05).
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Figura 14. Efecto del extracto metandlico (AtMet), hexanico (AtHex) y de acetato de etilo
(AtACEt) de A. triphylla a una dosis de 500 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de
convulsiones inducidas con PTX. A) Latencia. B) Numero total de convulsiones. C) Tiempo de
sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al
compararse con el grupo Veh; y #p <0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.2.2. Efecto del extracto de acetato de etilo de Aloysia triphylla (AtAcEt) a 250 y 750 mg/kg
sobre convulsiones inducidas con los diferentes toxicos

8.2.2.1. Convulsiones inducidas con Pentilentetrazol (PTZ)

Con base en los resultados anteriores, el extracto de acetato de etilo no mostro una actividad
significativa a una dosis de 500 mg/kg, por lo que dicho extracto fue evaluado nuevamente a una
dosis menor (250 mg/kg) y mayor (750 mg/kg). En la figura 15 A se aprecian los datos de latencia
obtenidos en las pruebas con pentilentetrazol (90 mg/kg i.p.), donde ambos tratamientos no
consiguieron una diferencia significativa con respecto al grupo de control negativo (Veh)
(*p<0.05).

El namero de convulsiones se puede observar en la figura 15B, donde se aprecia que la
administracion oral de AtAcEt a 750 mg/kg redujo dicho valor, siendo estadisticamente diferente
al grupo Veh (*p <0.05); es interesante mencionar que este tratamiento obtenido de A. triphylla,
también mostro diferencias estadisticas cuando se comparé con el grupo DZP (#p <0.05), por lo
que, si bien logré reducir el nimero de convulsiones, este no consiguié un efecto similar al farmaco
de referencia DZP. Con respecto al tiempo de sobrevida (s), ambas dosis evaluadas consiguieron
incrementarlo con respecto al grupo Veh (*p <0.05), no obstante, estos grupos también mostraron

una diferencia estadistica con el grupo de control positivo, DZP (#p <0.05) (Figura 15C).
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Figura 15. Efecto del extracto de acetato de etilo (AtAcEt) de A. triphylla a una dosis de 250 y
750 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con PTZ. A)
Latencia. B) NUmero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-
prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con el grupo Veh; y #p
<0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.2.2.2. Convulsiones inducidas con estricnina (EST)

La latencia (s) presentada tras la administracion de estricnina se indica en la figura 16A: el grupo
administrado con el extracto de acetato de etilo a 250 mg/kg consiguid incrementar el tiempo en
que se presentaron las convulsiones con respecto al grupo Veh, sin embargo, ambas dosis

obtuvieron valores estadisticamente diferentes a los del farmaco DZP (*p<0.05).

El nimero de convulsiones (figura 16B) fue reducido tras la administracion de AtAcEt a
750 mg/kg, pues se mostrd una diferencia significativa con el grupo de control negativo (Veh) (*p
<0.05). Con respecto al tiempo en que sobrevivieron los animales durante las pruebas (figura 16C),
ninguno de los dos tratamientos lograron incrementar este parametro con respecto al grupo Veh

(#p <0.05).
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Figura 16. Efecto del extracto de acetato de etilo (AtAcEt) de A. triphylla a una dosis de 250 y
750 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con EST. A)
Latencia. B) Numero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-
prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con el grupo Veh; y #p
<0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.2.2.3. Convulsiones inducidas con picrotoxina (PTX)

En la figura 17A se muestra la latencia (s) presentada en las pruebas de convulsiones tras la

administracion de picrotoxina, donde ninguna de las dosis evaluadas consiguié incrementar este

parametro respecto al control negativo (Veh) (*p <0.05). En cambio, a una dosis de 750 mg/kg se

observo una reduccion en el nimero de convulsiones (figura 17B) con respecto al Veh (*p <0.05).
Finalmente, en cuanto al tiempo de sobrevida (s), ninguna de las dos dosis evaluadas

consiguio aumentar este valor respecto al Veh (*p <0.05) y ademas, con un efecto

significativamente diferente al farmaco DZP (#p <0.05).
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Figura 17. Efecto del extracto de acetato de etilo (AtAcEt) de A. triphylla a una dosis de 250 y
750 mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con PTX. A)
Latencia. B) NUmero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-
prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con el grupo Veh; y #p
<0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).
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8.3. Porcentaje de sobrevida obtenido en pruebas farmacoldgicas de extractos de Aloysia

triphylla.
PTZ EST PTX
Tratamiento
%
AtMet 0 85.71 0
AtHex 714 0 0
AtACEt 0 14.28 0
AtACEt (250 mg/kg) 0 0 0
AtACEt (750 mg/kg) 0 0 0

8.4. Efecto de las fracciones de AtMet sobre convulsiones inducidas con EST
Debido a los resultados obtenidos tras la evaluacion del extracto metandlico, se decidi6 realizar un
andlisis de las fracciones obtenidas de este tratamiento (v.o., 100 mg/kg); el tiempo de latencia
alcanzado por dichas fracciones (figura 18A) resulto ser diferente a los valores del grupo de control
positivo DZP (#p <0.05), sin embargo, este tiempo fue incrementado de forma significativa por
las fracciones AtMetF1 y AtMetF4 con relacion al grupo Veh (*p <0.05) (EST i.p., 2.0 mg/kg).
En cambio, la figura 18B muestra que la fraccion AtMetF4 consiguio reducir el numero de
convulsiones con respecto al Veh (*p <0.05), evidenciando el efecto anticonvulsivo de dicho
tratamiento. Finalmente, la fraccion AtMetF3 y AtMetF4 mostraron un aumento significativo en

el tiempo de sobrevida (s) con respecto al grupo Veh (*p <0.05)(figura 18C).
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Figura 18. Efecto de las fracciones del extracto metandlico de A. triphylla a una dosis de 100
mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con EST. A) Latencia. B)
Numero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet,
diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con ¢l grupo Veh; y #p <0.05 cuando se
compara con el control positivo (DZP).
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8.4.1. Efecto de las subfracciones de AtMetF4 sobre convulsiones inducidas con EST

Con base en los resultados obtenidos de la evaluacion de AtMetF4 induciendo convulsiones con
estricnina, se evaluaron las subfracciones que componen a este tratamiento y se observo que la
AtMetF4-2 (v.o0., 50 mg/kg) consiguid un incremento significativo del tiempo de latencia (figura
19A) con respecto al grupo Veh (*p <0.05) (EST i.p., 2.0 mg/kg).

En la figura 19B se muestra que no se presento una reduccion significativa sobre el nUmero
total de convulsiones durante las pruebas farmacolodgicas, lo que indica la ausencia de un efecto
anticonvulsivo en estos tratamientos. Sin embargo, al comparar los parametros del tiempo de
sobrevida, se observd que las subfracciones AtMetF4-2, AtMetF4-4 y AtMetF4-5 consiguieron

incrementar de manera significativa dicho valor con respecto al grupo Veh (*p <0.05).



73

N

o

o
L

Latencia (s)

FEGN

o o O

o O O
L L

o

Veh DZP AtMetF4-1

AtMetF4-2 AtMetF4-3 AtMetF4-4  AtMetF4-5
Tratamiento (50 mg/kg)

=
~—

25.00 -

N

o

o

S
Il

15.00 -

10.00 -

5.00 -

Numero de convulsiones

0.00

Veh DZP AtMetF4-1  AtMetF4-2 AtMetF4-3 AtMetF4-4 AtMetF4-5
Tratamiento (50 mg/kg)

O
2500 -

2000 -

(
-
w
o
o

|

Sobrevida (s)
S
o
o

500 - #

Veh DZP  AiMetFd-1  AMMetFd-2  AMetF43  AlMetFd-4  AtMetF4-5
Tratamiento (50 mg/kg)

Figura 19. Efecto de las subfracciones del extracto metandlico de A. triphylla a una dosis de 50

mg/kg sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con EST. A) Latencia. B)

Numero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet,

diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con ¢l grupo Veh; y #p <0.05 cuando se

compara con el control positivo (DZP).
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8.5. Efecto de las fracciones de AtHex sobre convulsiones inducidas con PTZ
Tras observarse la actividad del extracto hexanico de A. triphylla sobre las convulsiones inducidas
con PTZ, las fracciones derivadas de este (v.0., 100 mg/kg) obtuvieron los datos que se muestran
en la figura 20A: el tiempo de latencia no aumento significativamente por dichas fracciones con
respecto al grupo de dafo (Veh) (*p <0.05), sin embargo, si se presentd diferencia respecto al
grupo de control positivo (DZP) (#p <0.05). Del mismo modo, el numero total de convulsiones
que presentd cada uno de los grupos evaluados no se redujo de forma significativa en algin
tratamiento.

En cuanto al tiempo de sobrevida (s), los grupos administrados con los tratamientos
obtenidos de A. triphylla resultaron diferentes con respecto al grupo DZP (#p <0.05); sin embargo,
este valor se vio incrementado significativamente con respecto al grupo Veh (*p <0.05)

administrado con PTZ a 90 mg/kg por via intraperitoneal.
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Figura 20. Efecto de las fracciones del extracto hexanico de A. triphylla a una dosis de 100 mg/kg
sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones inducidas con PTZ. A) Latencia. B)
Numero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida. ANOVA con una post-prueba de Dunnet,
diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse con el grupo Veh; y #p <0.05 cuando se
compara con el control positivo (DZP).
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8.6.Porcentaje de sobrevida de fracciones y subfracciones obtenido en pruebas

farmacoldgicas con PTZ y EST.

Tratamiento

%

PTZ
AtHexF1 0
AtHexF2 0
AtHexF3 50
AtHexF4 0

Fracciones EST
AtMetF1 0
AtMetF2 28.58
AtMetF3 28.58
AtMetF4 87.5

Subfracciones

AtMetF4-1 0

AtMetF4-2 83

AtMetF4-3 0

AtMetF4-4 42.85

AtMetF4-5 42.85
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8.7. Efecto de CGA sobre convulsiones inducidas con EST

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis quimico de AtMetF4-2, en el cual se reporta
la presencia del acido clorogénico (CGA) y que posee efectos anticonvulsivantes. Se procedio a
realizar una evaluacion de este compuesto a dosis de 20, 10, 5y 2.5 mg/kg (v.0.) en la prueba de
convulsiones inducidas con estricnina (2.0 mg/kg, i.p.).

A continuacion, se muestran los datos de latencia (figura 21A), donde se observa que tras
la administracion de CGA a 10 y 5 mg/kg aument6 el tiempo en que se presentaron las
convulsiones con respecto al grupo Veh (*p <0.05), sin embargo, a 5 mg/kg también se obtuvo
una diferencia significativa con el grupo de control administrado con DZP (#p <0.05). El nimero
total de convulsiones (figura 21B) se vié reducido con la dosis a 10 mg/kg con respecto al grupo
Veh (*p <0.05) y, ademas, dicha dosis junto con el grupo administrado a 5 mg/kg aumentaron el
tiempo de sobrevida de los animales, pues presentaron una diferencia estadistica con respecto al

control negativo (*p <0.05) (figura 21C).



78

A) 450 .
400 4 *
350 i *
w300 4
8 250 - [ [
5 [ |
ﬁ 200 4 H i
150 | 1
100 <
50
0 - : . . . .
Veh DZP CGA20 CGA10 CGAS CGA 25
Tratamiento (ma/ka)
B)
14 -
12 | #
@
510+
8
o 6 -
o
e
g 47
S
Z 5 |
0 T
Veh DzP CGA20 CGA10 CGA 5 CGA25
Tratamiento (mg/kg)
O
2500 -
2000 - . *
)
< 1500 -
°
=
o
g 1000 -
)
500 - #
0
Veh DzZP CGA20 CGA10 CGA5 CGA2.5
Tratamiento (mg/kg)

Figura 21. Efecto del acido clorogénico sobre diferentes variables en la prueba de convulsiones
inducidas con EST. A) Latencia. B) Numero total de convulsiones. C) Tiempo de sobrevida.
ANOVA con una post-prueba de Dunnet, diferencia estadistica cuando *p <0.05 al compararse
con el grupo Veh; y #p <0.05 cuando se compara con el control positivo (DZP).



79

9. Discusion

Aloysia triphylla es una especie medicinal ampliamente utilizada en diferentes regiones de México,
su calidad de planta aromatica es una cualidad que hace evidente su contenido quimico en
compuestos de tipo terpeno, como los monoterpenos, que hacen que tenga su atractivo olor. Pero
mas alla de eso, la planta es recurrida para tratar padecimientos del sistema nervioso central, como
tranquilizante; estudios farmacoldgicos muestran que esta hierba posee efecto ansiolitico por
modular, en parte, la neurotransmision GABAérgica y glutamatérgica (Jiménez-Ferrer et al.,
2017). Ambos sistemas neuronales estan involucrados ampliamente en la fisiopatologia de la
epilepsia, asi que la modulacion farmacoldgica de ambos es una herramienta ampliamente utilizada
para descubrir nuevos tratamientos que puedan ser Utiles en la terapia de la enfermedad y para los
pacientes que son refractarios a los medicamentos actuales (Yoo & Panov, 2019).

La continua busqueda de mejores alternativas que ademas mejoren la calidad de vida de
las personas que sufren este padecimiento sigue vigente y las plantas son productoras naturales de
una gran cantidad y variedad de compuestos que puedan ser Utiles. Pero, ademas, no solo aislados,
sino que la mezcla de estos puede incrementar la posibilidad de un tratamiento adecuado que pueda
incidir sobre los varios mecanismos fisiopatolégicos involucrados.

En el presente proyecto de investigacion se tuvo por meta el contar con al menos un
extracto, una fraccion y/o un compuesto con actividad anticonvulsivante a través de utilizar como
inductores de alteracion neuronal al pentilentetrazol, la picrotoxina y la estricnina; todos con
diferente mecanismo de accién. Se observé que el mejor modelo para evidenciar el efecto protector
de A. triphylla fue la estricnina, la cual tiene la capacidad de modular el sistema de glicina, aunque
es pertinente sefialar que la planta tiene constituyentes poco polares que también disminuyen el
efecto pro-convulsivante del pentilentetrazol. Mientras que el dafio inducido con picrotoxina no
fue bloqueado por ninguno de los tratamientos de esta especie.

El extracto AtHex se sometid a un analisis quimico por la técnica de gases-masas acoplada
a HPLC de una fraccion activa en la prueba de PTZ, y se encontr0 que este tratamiento posee
terpenos como [-sitosterol, que posee actividades demostradas sobre SNC como ansiolitico,
sedante y analgésico (Babu y Jayaraman, 2020). Se ha mostrado ademas, que derivados de este
compuesto como el Sit (2-tetrahydrofuroic acid) posee efecto antidepresivo que es blogueado por

la administracion de bicuculina, un antagonista competitivo de los receptores GABAA (Yin et al.,
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2018), lo que indica que este tipo de compuestos interaccionan con este sistema de
neurotransmision. De manera relevante, se ha demostrado que el B-sitosterol es capaz de elevar los
niveles de GABA y Glutamato en el hipotalamo de ratones, también es capaz de regular a la alta
la expresion de la enzima GAD-65 (glutamato descarboxilasa, indicando una modulacion de la
activacion del sistema GABAEérgico) (Liu et al., 2020). Del &cido linoleico, otro compuesto de la
fraccion activa AtHexF3 de A. tryphilla, que fue administrado via endovenosa a 100 nmol/kg
también tiene capacidad anticonvulsivante cuando se prueba aislado en un modelo de convulsiones
con PTZ (60 mg/kg) en ratas Wistar Albino Glaxo (Ekici et al., 2014). Otros constituyentes de
dicha fraccion son la vitamina E, el fitol y el espatulenol. Las vitaminas tienen efectos
antioxidantes, antiinflamatorios e inmunomoduladores que pueden ser beneficiosos para el
tratamiento de la epilepsia. Ciertas epilepsias son dependientes de vitaminas o sensibles a ellas.
Algunos autores sefialan que la medicacion con diferentes tipos de vitaminas deberian considerarse

para terapia de la epilepsia (Yang et al., 2023).

El anélisis quimico de la fraccion AtMetF4-2 con actividad contra convulsiones inducidas
con EST y proveniente del extracto metandlico, muestra que este tratamiento esté constituido por
acido clorogénico, verbascosido e iso-verbascosido. El primero, &cido clorogénico, es ademas de
antioxidante y antiinflamatorio (lo cual es significativo e importante para un efecto antiepiléptico
por el proceso neurodegenerativo asociado), se ha reportado como anticonvulsivante en la prueba
de PTZ (Miao y Xiang, 2020; Hossain et al, 2021). La administracion de 25 mg/kg de este
compuesto reduce el nimero de convulsiones tonicas, aumenta el tiempo de latencia e incrementa
el tiempo de sobrevida de las neuronas de cerebro completo de ratas Wistar (Soleimani et al.,
2021). De algunas plantas arométicas como Lippia citridora, se ha demostrado que un extracto
que lo tiene como uno de sus constituyentes es capaz de inhibir las convulsiones inducidas con
PTZ a 90 mg/kg (Rashidian et al., 2016). A la fecha, no se han hecho estudios con este compuesto
puro sobre la epilepsia en modelos animales, sin embargo, como se puede ver en los resultados la
fraccion AtMetF4-2, esta constituida por solo 3 compuestos de los cuales uno de ellos, el iso-
verbascosido, es un derivado del primero. A este ultimo no se le ha identificado alguna actividad
sobre SNC. Mientras que el verbascésido (25, 50 y 100 mg/kg) se sabe que tiene efecto ansiolitico
y sedante, ambas actividades son bloqueadas por el flumazenil un antagonista de los receptores

GABAérgicos, particularmente sobre el sitio a benzodiacepinas. Asi que de este tratamiento
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aislado de A. triphylla, se tienen dos componentes importantes cuyo mecanismo de accion sobre
SNC es en parte asociado a GABA, lo que ayuda a explicar el efecto anticonvulsivante.

Sin embargo, es necesario resaltar que no hay datos de que esta especie medicinal tenga
efectos a nivel central que estén mediados por el receptor a glicina, tal como se observa cuando es
capaz de antagonizar los efectos de la EST; los compuestos de la fraccion AtMetF4-2 tampoco
tienen reportes sobre su posible capacidad de interaccion con la glicina.

Por lo tanto, este trabajo presenta por primera vez el efecto anticonvulsivante de la planta
y su interaccion con la glicina, ademés de abundar sobre el conocimiento de la constitucion

quimica de A. triphylla.
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10. Conclusiones

La especie medicinal Aloysia triphylla posee actividad anticonvulsivante en dos modelos
de convulsiones-inducidas quimicamente (estricnina y pentilentetrazol).

La fraccion AtHexF3 de Aloysia triphylla, aislada de extracto hexanico es una mezcla de
compuestos de baja polaridad (B-Sitosterol, Acido linoleico, Vitamina E, Fitol y
Espatulenol) que son capaces de disminuir las convulsiones, incrementar la latencia y
mejorar la sobrevida de los animales, al interactuar con el sistema de neurotransmision
GABAérgico, inhibiendo las acciones del pentilentetrazol.

La fraccion AtMetF4-2 de Aloysia triphylla, aislada de extracto metandlico, esta
constituida por una mezcla de s6lo 3 compuestos (acido clorogénico, verbascosido e iso-
verbascésido) y presenta una actividad anticonvulsivante por interaccionar con el sistema

de transmision glicinérgico,esto debido a que bloquea las acciones de estricnina.

Perspectivas
Se propone el aislamiento de los compuestos contenidos en las fracciones para ser
evaluados independientemente en el modelo de estricnina o pentilentetrazol.
Que la evaluacién farmacoldgica incluya un analisis histoldgico que permita evidenciar
que el nivel de proteccion estd a nivel celular, en zonas cerebrales que son focos
epileptogénicos, como hipocampo y corteza prefrontal.
También se proyecta hacer una evaluacion anticonvulsivante con diferentes dosis de los

compuestos que sea posible aislar.
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Anexo 1: Glosario

AMPA: receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico, es un receptor
transmembrana ionotrépico para glutamato que media la transmision sinaptica rapida en el sistema

nervioso central.

Ataxia: término utilizado para describir anormalidades en la coordinacién del movimiento; es un
trastorno caracterizado por errores en la velocidad, rango, direccion, duracion y fuerza de la

actividad motora.

Atonia: Disminucion o falta del tono muscular y de tension de tejidos contractiles, como por
ejemplo “atonia digestiva”; que tiene signos de evacuacion frecuente de heces acuosas,
provocando escasa absorcion de agua y elementos nutrientes. Puede ir o no acompafiada de dolor,

debilidad, nauseas, vémitos, espasmos abdominales, fiebre o pérdida de apetito.

Axdn: protuberancia de la neurona que se extiende desde el soma y transmite informacion del
cuerpo de la célula hacia los botones terminales. A lo largo del axon se transportan compuestos

como los neurotransmisores, y también se propagan los impulsos nerviosos.

Benzodiacepinas: farmacos sintéticos ansioliticos cuyo nucleo comdn es el anillo
benzodiacepinico, ejercen su accion sobre receptores especificos localizados a nivel del SNC.
Incrementan la actividad GABAGérgica, inhiben la actividad cerebral y producen un efecto de

somnolencia y calma.

Cianosis: Coloracion azulada de la piel y de las mucosas debida a la una alteracion que impide la

saturacion de oxigeno a cualquier nivel del cuerpo, indica la presencia de sangre desaturada en
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todo el torrente sanguineo; de alli la coloracion azulada que se acentla donde hay mayor nimero

de capilares.

Crisis tonicas: en este tipo de crisis, después de una pérdida repentina de la consciencia, los
musculos de todo el cuerpo se contraen y sufren una hiperextension brusca. El cuerpo presenta

rigidez.

Crisis tonico-clonicas: la persona cae al suelo y el cuerpo presenta rigidez (fase tonica) y se
producen sacudidas ritmicas de brazos y piernas. Estas crisis también pueden provocar mordedura

de lengua, labios morados, salida de espuma por la boca y relajacion de esfinteres.

Despolarizacion: proceso electrofisiolégico mediante el que se neutraliza la polarizacién de una
célula, habitualmente muscular o nerviosa, que generalmente da lugar a un potencial de accién y

a una excitacion de la célula.

Diplopia: alteracion de la percepcion de las imagenes en forma de vision doble. Puede ser mono

0 hinocular.

Espiga: se produce al alcanzar el potencial de umbral por una despolarizacién rapida en la
membrana de la neurona que emite la espiga. Al finalizar la espiga, el potencial de membrana

vuelve rapidamente a su estado de reposo.

GABA: principal neurotransmisor inhibitorio, se sintetiza casi exclusivamente a partir de

glutamato. Reduce la excitabilidad neuronal por activacion de sus receptores.

Glia: Conjunto de células que acompafian a las neuronas en el sistema nervioso central y

periférico. También son llamadas “neuroglia".
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Glutamato: principal neurotransmisor excitatorio, se sintetiza a partir de glutamina. Su liberacion

excesiva puede producir dafio neuronal.

Hiperpolarizacion: es un cambio en el potencial de membrana, éste se vuelve mas negativo en un

punto particular en la membrana de la neurona.

Homeostasis: Conjunto de fendmenos de autorregulacion, que conducen al mantenimiento de la

constancia en la composicion y propiedades del medio interno de un organismo.

Neurotransmisor: sustancias quimicas que fungen como mensajeros que pueden excitar o inhibir
a la neurona que recibe la informacion a través de la union a receptores especificos. Se encuentran
almacenados en vesiculas del botdn sinaptico de la neurona que libera el contenido al exterior en

respuesta a la estimulacion.

Paroxistico: se refiere a eventos que se presentan de forma brusca o intermitente, con normalidad

0 sin alguna causa aparente. De inicio y final repentino.

Potencial de accion: proceso fisioldgico que se da en la membrana de las neuronas, con el fin de
transmitir informacion y emitir una respuesta a un estimulo. Esta caracterizado por la entrada de

sodio al interior de la célula, y la posterior salida del potasio.

Receptor: complejo proteinico ubicado en distintas regiones de la membrana celular, con la que

se unen los neurotransmisores para iniciar la comunicacion de una sefial entre neuronas.

Repolarizacion: restauracion de la diferencia de carga entre el interior y el exterior de la

membrana celular tras la despolarizacion.
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Anexo 2: Perfil cromatografico de Aloysia triphylla (HPLC).
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Figura 22. Perfil cromatografico del extracto metandlico de Aloysia triphylla (AtMet);
observado a 330 nm.

0.020
0.025
o <
0.0204 = -
= -
0.01:5
0.0104
0.00:54
0.00:01
0,008 ————— —T ———— ———T ——T————7 77— ———T
200 4.00 5.00 B.00 10.00 12.00 14.00  16.00 1800 20000 2200 2400 600 200 30.00
Minutes
25 5&3 Peak 11
9.300 Peak 2 9.850 Peak 3 14.733 Peak § 21.045 Peak 7 25.416 Peak §
Fag 3 0.04
0023993 0.04J197.0 92 3 0,022z .02 EE N
3137, 0.02] 0.02Rp3 43363 }‘\2% 36871255, 5 7 000
0.00 326.7 0.00
r'_“— oo 2 s1055372 200 2
-0.029 -0.02] ) 002 .02 -0.02
_0.081 pgal s - -0.044 300.00 400 0o
B8.866 Peak 1 11.883 Peak 4 15.566 Peak 6 22.349 Peak 8 26.283 Peak 10
soskoie 0.024195. 2 0020502 8 93.5 00323415 Peak 12
: 3448 nozfese .
3315 000 63.6347.0 oo10]Py34 0.06]
N 2 7 3 734700 3232
u.uu—lf‘/p 3 = 000 $908372 2 2 ow F,_/‘Q& 2 004
-0.02]
0.024
-0.010
-0.059 - ' . 002 P R R 308.9
200.00 400.00 200.00 400.00 200.00 400.00
200.00 400.00 0 o oo 200.00 400.00 20000 30000 400.00 40000
nm nm

Figura 23. Perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de Aloysia triphylla (AtAcEt);
observado a 330 nm.
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Anexo 3: Resultados de cromatografia de Gases-Masas.
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Anexo 4: Resultados de cromatografia acoplada a Masas.
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