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1. INTRODUCCION

La epilepsia es un trastorno caracterizado por la predisposicion a generar crisis convulsivas
las cuales se clasifica en focales, generalizadas y de origen desconocido (Toro-Pérez et
al.,2018; Fisher et al., 2017). Las crisis generalizadas estan divididas en crisis motoras y no
motoras (ausencia), las manifestaciones generalizadas de una crisis convulsiva pueden ser
asimétrica (Fisher et al., 2017). La epilepsia temporal es el tipo de epilepsia focal mas
frecuente en adultos, representado entre el 25 y 35% de los casos generales de epilepsia,
cuya anormalidad anatémica mas habitual es la esclerosis del hipocampo, malformaciones
congénitas, vasculares, metabdlica, lesiones debidas a traumatismo (Araujo et al., 2019). La
epilepsia del I6bulo temporal mesial (ELTm) es una enfermad neurodegenerativa crénica con
alta prevalencia de presentar trastornos interictales comérbidos (Rocha et al., 2015;
Briellmann et al., 2007; Kanner 2011).

Los trastornos del estado de animo son la comorbilidad méas frecuente en pacientes con
epilepsia, con una prevalencia de depresion estimada entre el 11 y el 60% en pacientes con
convulsiones recurrentes (Lothe et al., 2008). Las comorbilidades psiquiatricas en la epilepsia
reflejan una consecuencia o complicacion del trastorno convulsivo, asi mismo, se ha
demostrado una relacién bidireccional entre los trastornos depresivos y la epilepsia, ya que
no solo los pacientes con epilepsia tienen un mayor riesgo de desarrollar un trastorno
depresivo (TD), sino que los pacientes con TD tienen mayor riesgo de desarrollar epilepsia,
debido a la existencia de mecanismos patogénicos comunes que estan presentes en ambas
condiciones (Kanner, 2011). Los datos experimentales y clinicos sugieren un impacto de la
sefalizacion serotoninérgica sobre la susceptibilidad a las convulsiones y las comorbilidades
psiquiatricas asociadas a la epilepsia (Schoénhoff et al., 2021). La funcién serotoninérgica
disminuida presenta un mecanismo patogénico principal subyacente al desarrollo de la

depresion y epilepsia (Hasler et al., 2007).

Los pacientes con ELTm presentan menor union del receptor 5-HT1A en regiones cerebrales
como los ndcleos de rafe del tronco encefalico, hipocampo y la neocorteza temporal (Rocha

et al., 2014). El estado de sefalizacion serotoninérgica en el cerebro epiléptico es de




particular interés teniendo en cuenta que la neurotransmision serotoninérgica puede afectar
los umbrales convulsivos (Schonhoff et al., 2021).

La serotonina 5-HT esté involucrada en la fisiopatologia del trastorno depresivo, en pacientes
con ELTm porque se asocian con una alteracion compleja del sistema serotoninérgico que
podria combinar cambios en la concentracion extracelular de la densidad del receptor 5-HT1A
y 5-HT2A (Lothe et al., 2008). Se ha reportado que la serotonina (5-HT) se puede encontrar
en el organismo a nivel periférico en plaquetas, mastocitos y en el sistema nervioso central
(LOpez-Giménez et al., 2017; Hannon, 2008).

El trasportador de serotonina regula la homeostasis del neurotransmisor a través del reciclaje
de sodio y cloruro dependiente de la serotonina en las neuronas presinépticas (Coleman et
al., 2019). La sintesis de 5-HT tiene lugar en un grupo de neuronas especificas con su soma
ubicado de manera restrictiva en los diferentes nucleos del rafe del tronco encefélico (Lopez
et al.,, 2017). La 5-HT se libera desde las terminales hacia la hendidura sinaptica donde se
libera para interactuar con receptores especificos ubicados en las neuronas postsinépticas,
que a su vez recuperan la 5-HT en las neuronas serotoninérgicas y se almacena para su
futura liberacion (Lépez et al., 2017). Sin embargo, no puede atravesar la barrera
hematoencefalica lo que significa que debe sintetizarse dentro del cerebro a partir del
tripté6fano, un aminoé&cido esencial, que por descarboxilacion se transforma en triptamina, en
su mayoria con actividad biol6gica como neurotransmisores o alucindgenos, el mas conocido

es la serotonina (L6pez, 2017).

El receptor 5-HT2A, es responsable de los efectos neuropsicolégicos de los alucin6genos
(Lopez et al., 2017). El papel del receptor 5-HT2a en el mecanismo de accion de los
alucinégenos (Lopez et al., 2017). La perspectiva farmacoldgica basica, en todos los
alucinégenos se unen con alta afinidad y activan el receptor de serotonina 5-HT2A (Lopez et
al.,, 2017; Marona et al., 2002). Los alucinégenos triptaminicos mas relevantes son
Psilocibina y Psilocina, procedentes de hongo del género Psilocybe, la Psilocibina es
parecida molecularmente a la serotonina (Lopez., 2017). Debido a esto se han hecho
investigaciones cientificas sobre el hongo Psilocybe cubensis, ya que posee propiedades

medicinales que puede ser un tratamiento eficaz para trastornos neuropsiquiatricos como,




depresion, ansiedad, abuso a sustancias nocivas, trastorno obsesivo compulsivo, trastorno
depresivo mayor (TDM) resistente al tratamiento (Madsen et al., 2019; Carhart-Harris et al.,

2016). Existe la preocupacion de que los pacientes no estén recibiendo el tratamiento
adecuado para la depresion y debido a la incertidumbre sobre que antidepresivo o clase

funciona mejor y el riesgo de exacerbar las convulsiones.

Por lo cual es de nuestro interés la evaluacion del efecto anticonvulsivo del extracto etanélico

de Psilocybe cubensis sobre la actividad convulsiva generalizada.
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2. ANTECEDENTES

Un estudio realizado en la Republica Checa en 43 pacientes, los participantes tenian 12 y 49
afos de edad, con epilepsia y depresion. Luego de 4 semanas de tratamiento citalopram a
dosis media diaria de 22, 6 mg +/- 8,3 mg durante 8 semanas, mostraron una modulacién
glutamatérgica, En cada paciente se comparo la frecuencia mensual de las crisis, obteniendo
una disminucion en la puntuacion de la escala de depresion de Hamilton (EDH), la frecuencia
mensual de las convulsiones no cambié significativamente: 2.24 (+/- 0.76) convulsiones
antes del tratamiento, en el segundo mes se obtuvo 2,21 (+/- 1,00) convulsiones, lo que
indica que Citalopram es un antidepresivo seguro y eficaz en el tratamiento de pacientes con

epilepsiay depresion (Hovorka et al., 2000).

En el aflo 2000 un estudio de cohorte prospectivo, realizado en EE. UU. con 100 pacientes.
Los participantes tenian entre 6 y 62 afos, el 95% tenia epilepsia de inicio focal y 49
pacientes eran mujeres, todos los pacientes recibieron sertralina (25 mg a 200 mg/dia, dosis
media de 108 mg +/- 56,9 mg por dia) y fueron seguidos durante 38 meses. Las frecuencias
mensuales de las convulsiones se compararon durante el periodo de referencia retrospectivo
de 3y 12 meses. No se informaron cambios en las puntuaciones de los 100 participantes se

retiraron del estudio (Kanner et al., 2000).

En el aflo 2003 en Alemania con 75 pacientes, los cuales presentaban epilepsia de inicio
focal (I6bulo temporal), los participantes tenian entre 19 y 69 afios, los criterios de inclusion
se definieron como pacientes con depresion mayor con epilepsia, 27 pacientes recibieron
mirtazepina (dosis media diaria de 32.2 mg), 33 pacientes recibieron citalopram (dosis media
diaria de 24,2 mg) y 15 pacientes recibieron reboxetina (dosis media diaria de 6,9 mg). Los
cambios en las puntuaciones de depresion. No se midieron los cambios en la frecuencia de

las convulsiones (Kuhn et al., 2003).

En el ailo 2007 en Brasil 36 pacientes con epilepsia de inicio focal, los pacientes tenian entre
6 y 18 afios, los criterios de inclusion se definieron como pacientes con epilepsia y un

diagnéstico de trastorno depresivo mayor, 28 pacientes recibieron sertralina (50 mg a 200
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mg / dia) y 8 pacientes recibieron fluoxetina (20 mg a 80 mg / dia) durante un periodo de 12
a 78 meses, la depresion se midio durante la fase de tratamiento y se comparé con un periodo
de 6 meses, se observo una exacerbacion de las convulsiones durante la fase de tratamiento
(Thome et al., 2007).

En el afio 1960, la psilocibina fue producida y distribuida por laboratorio Sandoz para ser
probada en psicoterapia, con el nombre farmacéutico Indocybin®. Fue utilizada como
herramienta farmacol6gica para estudiar procesos cognitivos (Lépez, 2014). En el 2016, los
efectos de la psilocibina se estudiaron en 51 pacientes con cancer con diagndsticos graves
y sintomas de depresion y ansiedad, el ensayo aleatorio investigd los efectos de una dosis
muy baja 1 — 3 mg / 70kg frente a una dosis alta 22 — 33 mg/ kg, las dosis altas de psilocibina
produjeron grandes disminuciones en el estado de animo depresivo y ansiedad junto con

aumento en la calidad de vida (Griffiths et al., 2016).

En el 2018 en Londres, recibié la aprobacion de la Administracion de Drogas y Alimentos de
los EE.UU. (FDA), para un tratamiento innovador con psilocibina para la depresion resistente
al tratamiento. En el 2020 en la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla se llevé a cabo
una investigacion sobre el efecto del extracto metandlico de Psilocybe cubensis en un modelo
de depresion generado por estrés temprano en rata, teniendo el siguiente resultado, la
administracion aguda del extracto, tiene accién rapida y con mayor prevalencia en un
tratamiento con sertralina, en la disminuciéon de los episodios de inmovilidad en un modelo

de depresion causado por estrés temprano (Ramirez 2020).
Un estudio realizado por Grandjean y sus colegas investigé los efectos de la psilocibina en

la conectividad funcional en toda la regidn del cerebro en ratones, un posible mecanismo de

accion por el cual la psilocibina produce efectos antidepresivos (Grandjean et al., 2021).
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3. MARCO TEORICO

Los pacientes de epilepsia del I6bulo temporal mesial (ELTm) a menudo experimentan una
amplia gama de problemas cognitivos, psiquiatricos (Englot et al., 2020). Generalmente los
pacientes tienen antecedentes de convulsiones febriles en la infancia, asfixia prenatal e
historia familiar de epilepsia (Araujo et al., 2019). La ELTm es la mas frecuente en los adultos
entre el 25% y 35% de los casos generales de epilepsia, cuya anormalidad anatomica mas
habitual es la esclerosis del hipocampo (Araujo et al., 2019; McHugh et al., 2008). Mas del
80% de los pacientes con ELTm presentan auras que en la mayoria de las veces se
manifiestan como ansiedad o miedo asociadas con sintomas viscerales, como nauseas
(Araujo et al., 2019; Sloviter 2008).

3.1. Crisis convulsivas

Una crisis convulsiva se define como a la alteracion temporal de la funcion cerebral, producto
de descargas excesivas, anormales y paroxismales que generan un desequilibrio entre la
neurotransmision excitatoria e inhibitoria, se pueden expresar alteraciones en estado de
alerta y funcién motora (Fisher et al., 2014). Las manifestaciones clinicas son muy variables,
dependiendo del area cortical involucrada, pueden ser reactivas cuando son consecuencia
de una respuesta cerebral a un estrés transitorio como traumatismo craneo — encefalico,
fiebre, desequilibrios metabdlicos, abuso de sustancias nocivas o lesiones permanentes
cerebrales; son debidas a que estan involucrados el hipotdlamo, diencéfalo e incluso el

tronco cerebral (Yusta 2005).
3.2. Clasificacion

La ILAE, divide las manifestaciones clinicas en crisis parciales, estas comienzan en un area
hemisférica especifica y las crisis generalizadas, comienzan en los dos hemisferios
simultaneamente.

+ Crisis generalizadas: Son aquellas que se inician en algun punto de una red neuronal

que rapidamente involucra a redes distribuidas bilateralmente. pueden pertenecer a

estructuras corticales o subcorticales.
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« Crisis focales: Son aquellas que se originan en redes neuronales limitadas a un

hemisferio.

+ Crisis desconocida: Este término se usa en el caso de crisis que no es claro el inicio.

Las descargas neuronales anormales focales pueden propagarse después de un tiempo
desde su inicio y dar lugar a que la crisis parcial evolucione a una crisis parcial compleja o a
una crisis generalizada, denominandose crisis parcial secundariamente generalizada. Una
crisis parcial no produce alteracion de la conciencia, se denomina crisis parcial simple y si la

conciencia esta alterada se va a llamar crisis parcial compleja (Yusta 2005).

Tabla 1. Clasificacion de crisis.
Clasificacion de crisis Caracteristicas

Focal Crisis focales con pérdida de conciencia
Crisis focales motoras y no motoras

Crisis bilaterales ténico - clénicas

Generalizada Crisis de ausencia, mioclénicas, atonicas

Crisis tonico-clonicas

Desconocida Se desconoce el tipo de crisis.

Yusta 2005.

1.- Crisis de ausencia consiste de segundos de duracion, se observan movimientos simples
como parpadeo o muecas faciales.

2.- Crisis mioclonicas son sacudidas musculares bilaterales y simétricas, breves y sin
alteracion de a conciencia.

3.- Crisis tdnicas son breves contracciones musculares mas prolongadas, simétricas, con o
sin empeoramiento de la conciencia y causan perdida de postura.

4.- Crisis atOnicas consisten en una peérdida del tono bilateral con o sin empeoramiento del

nivel de conciencia y muy frecuentemente causan caidas.

Las que tienen mas relevancia son clénica — tonica, pues aparecen con mas frecuencia,

clasificandose en 5 fases:
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« Fase 1.- Fase premonitoria, vaga sensacion de una crisis eminente con irritabilidad
previa a una crisis.

% Fase 2.- Sacudidas mioclonias.

% Fase 3.- Contraccion ténica de los musculos, principalmente de la axial, los masculos
respiratorios provocando cianosis y vocalizaciones al inicio de la crisis.

s Fase 4.- Aparicion de las sacudidas clonicas, las cuales aumentan progresivamente
de amplitud.

% Fase 5.- Fase post ictal, presentando hipotonia muscular generalizada, somnolencia

y ausencia.

Las crisis generalizadas son debidas a que estan involucrados el hipotdlamo, diencéfalo y el
tronco cerebral; las crisis cerebrales recurrentes van a ser secundarias a alteraciones en las
interconexiones neuronales y del funcionamiento de los neurotransmisores excitadores e

inhibidores como el glutamato y el GABA (Yusta, 2005).

La epilepsia es un trastorno cerebral que se caracteriza por una predisposicién continua a la
aparicion de crisis epilépticas, producto de una actividad neuronal anormal, excesiva y
sincronica (Fisher et al., 2014). La liga internacional de lucha contra la epilepsia (ILAE), define
como una crisis convulsiva a la alteracién temporal de la funcion cerebral, producto de
descargas excesivas y anormales, que generan un desequilibrio entre la neurotransmision
excitatoria e inhibitoria, se pueden expresar alteraciones en estado de alerta y funcién motora
(Fisher et al., 2014). Las crisis generalizadas se presentan en ambos hemisferios y por

alteracion de la conciencia (Pérez 2015).

La epilepsia del |obulo temporal mesial (ELTm) es una enfermedad neurodegenerativa
cronica con alta prevalencia de trastornos psiquiatricos (Rocha et al.,, 2015). Las
comorbilidades cognitivas en la ELTm pueden ser significativas (Gourmaud et al., 2019;
Zenteno et al., 2012). La ELTm es el tipo de epilepsia focal mas frecuente en adultos, se
caracteriza por tener el foco epileptogénico localizado en los |6bulos temporales, con signos
y sintomas caracteristicos que orientan el diagnostico, y una fisiopatologia cada vez mas

conocida que permite un adecuado control de las crisis (Araujo et al., 2019).
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3.3. Comorbilidades en la epilepsia de I6bulo temporal mesial.

La depresion y la ansiedad, son comorbilidades psiquiatricas mas comun en pacientes con
ELTm (Maguire et al., 2014). La depresion es el trastorno psiquiatrico que se ha asociado
con el l6bulo temporal mesial, especialmente en pacientes con atrofia del hipocampo
izquierdo (Borges et al., 2018). Estas condiciones pueden ocurrir como agudas, paroxisticas,
eventos autolimitados que pueden pasar desapercibidos. Las convulsiones en si mismas, se
originan de un foco limbico, los tipos de depresion que pueden presentarse antes o durante
son las siguientes. Depresion preictal puede presentarse horas antes de las crisis y suelen
desaparecer después de las crisis, la depresion ictal, es la mas comdn en pacientes con

epilepsia del I6bulo temporal mesial, es breve y desaparece posterior a las crisis.

Por otra parte, la depresion post ictal, se asocia a pacientes con epilepsia parcial refractaria
al tratamiento y epilepsia de l6bulo temporal mesial (Josephson et al., 2017; Krauskopf et al.,
2013). Se ha reportado que la asociacion entre epilepsia y los trastornos psiquiatricos
generan problemas psicosociales e incrementan la vulnerabilidad para padecer trastornos

psiquiatricos (Maguire et al., 2014).

Como se ha mencionado, la depresién es la condicion psiquiatrica mas comun asociada a la
epilepsia ya que pueden compartir mecanismos patogénicos comunes que facilitan la
aparicion de uno en presencia del otro (Kanner, 2002). Donde se ha reportado que, durante
la condicién depresiva, ocurre un desequilibrio en la neurotransmision monoaminérgica. Las
monoaminas son moléculas derivadas de amino&cidos, entre ellos estan los
neurotransmisores o neuromoduladores (Pérez, 2018). Un neurotransmisor es una sustancia
liberada por una neurona en la sinapsis quimica esto para que se lleve a cabo la

comunicacién de neurona a neurona a través de canales ionotropicos (Pérez, 2018).

Los neurotransmisores monoaminérgicos como la 5-HT y la noradrenalina interactiian con
los metabolitos glutamatérgicos, lo que provoca alteraciones de los circuitos neuronales, lo
gue genera que la hiperexcitabilidad neuronal se exprese como emociones deterioradas o
como actividad convulsiva (Kondziella et al.,, 2007). En ELTm, la hiperexcitabilidad y la

pérdida de células neuronales en el hipocampo pueden evocar alteraciones del estado de
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animo, atrofia neuronal y disminucion el umbral convulsivo, estos mecanismos

fisiopatoldgicos estan obviamente fuertemente entrelazados (Kondziella et al., 2007).

3.4. Farmacos antiepilépticos

El uso de farmacos antiepilépticos (FA) en el tratamiento de la epilepsia es comun y
generalizado (Lapenna et al., 2017). Los antiepilépticos son farmacos para prevenir o
disminuir la frecuencia y la severidad de las crisis epilépticas (Sabatier 2020). Los farmacos
antiepilépticos deprimen la activad del SNC, mediante la inhibicion de las descargas

eléctricas anormales (Pérez, 2018).
3.4.1. Mecanismo de accién

Los efectos antiepilépticos mas importantes sobre la causa y la propagacion de las crisis son:
¢ Inhibicion de los canales de sodio
+ Inhibicion de los canales de calcio
%+ Promover la inhibicion GABA

¢ Inhibir la excitacién glutamatérgica

Los antiepilépticos ejercen accion en la desviacion de la despolarizacion paroxismal (DPS).
La DPS provoca que el potencial de reposo de una neurona se incremente por encima de un
potencial de accion normal, el DPS inicia con la apertura de los canales Na+ con la entrada
de este i6n se produce una despolarizacion sostenida y la descarga de alta frecuencia se
deben a la estimulacion de receptores glutamatérgicos, o que ocasiona una lenta entrada
de calcio (Ca*?). Posteriormente de que se introduce, se lleva a cabo una hiperpolarizacion
por activacion de los canales a Cl-, de los receptores GABAA (Pérez, 2018).

La clasificacion de los medicamentos antiepilépticos puede hacerse segun la cronologia de

su desarrollo:

% Primera generacion: Fenobarbital, Fenitoina, Etosuximida.
% segunda generacion: Carbamazepina, valproato y benzodiacepinas.

¢ tercera generacion: gabapentina, lamotrigina, vigabatrina.
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Los antiepilépticos tienen amplia gama de acciones y actian directa o indirectamente sobre
el origen o propagacién de las crisis (Gonzélez 2016). A pesar de que se han desarrollado
nuevos farmacos de tercera generacion, el 30% de los pacientes afectados por epilepsia
contintan siendo refractarios a los FAE (Vidaurre et al., 2019). La mayor parte de los
medicamentos antiepilépticos tienen poco efecto sobre el foco epileptogenico, puesto que su
efecto consiste en evitar la propagacion de la descarga a estructuras vecinas normales, la
modulacion del metabolismo de GABA Yy la inhibicion de la recaptacion de GABA en a la
terminal sinaptica, disminucion de la excitacion sinaptica mediada por receptores

ionotropicos de glutamato (Laurence et al.,2019).

Existen los antidepresivos triciclicos que pueden disminuir las descargas epilépticas y facilita
la transmisién de los impulsos a zonas sinapticamente alejadas y se consideran un
mecanismo de propagacion a estimulo (Ramirez, 2020). Se clasifican de acuerdo a su

funcién, son de nuestro interés la clase A, que son moduladores monoaminérgicos:

Al, inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO).

A1A, irreversible no selectivo (tranilcipromina, fenelzina, isocarboxazida)

A2, inhibidores de la recaptacion neuronal.

A2A, relativamente selectivo serotoninérgico ISRS, por ejemplo, fluvoxamina,

sertralina, citalopram, paroxetina, escitalopram y fluoxetina.

3.5. Farmacos antidepresivos y ELTm

Los farmacos antidepresivos, en particular los ISRS se han convertido en la primera linea de
tratamiento de la depresion y los trastornos de ansiedad en pacientes con epilepsia, el
principal objetivo farmacodinamico de los ISRS es aumentar la concentracion sinaptica de
monoaminas, en particular la 5HT; El papel patogénico de 5-HT en modelos animales de

experimentacion con epilepsia focal han demostrado una disminucién de la concentracion y
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recambio de 5-HT del hipocampo en respuesta a la estimulacion del nucleo del rafe (Kanner
2016). Sin embargo, los ISRS en el tratamiento de la depresion en pacientes epilépticos han
sido algo contradictorio, esto debido a que algunos casos clinicos no controlados han
informado un aumento de la frecuencia de las convulsiones después de la administracion de
ISRS (Kondziella et al., 2007).

Por otra parte, se ha reportado, el efecto antiepiléptico de los receptores 5-HT1A, asociado a
una respuesta de hiperpolarizacion de membrana con un aumento de la conductancia de
potasio, la estimulacién de los receptores 5-HT1A en las neuronas de relevo del tAlamo da
como resultado un aumento de la liberaciéon de GABA vy, en consecuencia, una disminucion
de la actividad excitadora necesaria para las descargas de pico-onda en modelos de crisis
de ausencia (Kanner, 2016). Estudios recientes, han reportado a la fluvoxamina para el
tratamiento como antidepresivo que actia bloqueando la recaptacion de serotonina en las
hendiduras sinapticas del SNC, aumentando los niveles de serotonina en el cerebro. La
fluvoxamina fue aprobada en 1994 (Dell’Osso et al.,2005; Hierros., 2005). La fluvoxamina
bloguea la recaptacién de serotonina en la bomba de recaptacién de serotonina de la
membrana neuronal, lo que mejora las acciones de la serotonina en los autorreceptores
5HT1A, también se ha demostrado que la fluvoxamina practicamente no tiene afinidad por
adrenérgico, B-adrenérgico, muscarinico, dopamina, histamina, GABA-benzodiazepina,
opiaceos, 5-HT1 0 5-HT2, receptores, a pesar de tener afinidad por unirse a los receptores
o1 (Dell'Osso et al.,, 2005; Hierros, 2005). Sin embargo, la actividad intrinseca de los
antidepresivos para reducir el umbral convulsivo a través de la alteracion de la excitabilidad
neuronal, los antidepresivos triciclicos, como la fluvoxamina parecen ser los antidepresivos
de menor riesgo, ya que produce efecto sobre la 5-HT a través de la estimulacion de
receptores 5-HT1A en cuatro vias basicas que parten de los nucleos del rafe (Heerlein, 2002).

3.5.1. Serotonina

La serotonina (5- hidroxitriptéfano) 5-HT estad presente en todos los seres vivos, donde
participa en numerosas funciones fisiolégicas actuando como hormona 0 como
neurotransmisor (LOpez et al., 2018). Las anomalias de la serotonina tienen implicaciones

para la depresion y el ELTm, se ha reportado una disminucién de la union a los receptores
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5-HT1A en la amigdala, el hipocampo, la corteza temporal, la insula, el cingulo anterior y el
nacleo del rafe. por lo tanto, la baja actividad de 5-TH puede provocar hiperexcitabilidad
neuronal subsecuente en el sistema limbico, A diferencia de los receptores 5-HTia, el
potencial de union de los receptores 5-HT2A en la corteza suele aumentar en la depresion,
este aumento puede revertirse mediante un tratamiento antidepresivo con inhibidores

selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) (Lothe et al., 2008).

La serotonina se sintetiza tanto en el nicleo como en las terminaciones, una vez sintetizada
en el nucleo es transportada hacia las terminales sinapticos, donde la amina es liberada a
través de Ca?+, una vez liberada, actia sobre receptores, parte difunde al espacio
extracelular y parte es receptada por la propia terminacion nerviosa mediante un sistema
transportador Na+ / K+ ATP-asa dependiente, siendo este ultimo el principal mecanismo de
regulacion de su concentracion extracelular y su disponibilidad para activar receptores
(Casado, 2009).

3.5.2. Receptores serotoninérgicos

Se clasifican en 7 familias, se conocen como receptores serotoninérgicos 5-HT1, 5-HT2, 5-
HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe y 5-HT7, en este trabajo se tiene interés por el receptor 5-HT2A.
Sin embargo, el receptor de interés es 5-HT2a, porque las propiedades bioquimicas y
farmacolégicas de dicho receptor en relacion con su papel en los efectos de las drogas
alucinégenas como el LSD, la mescalina y la psilocibina (Lépez et al., 2018). Los receptores
5-HT2a, se localizan en la misma regién en la que se encuentran los propios receptores, Los
receptores 5-HT2aA son particularmente abundantes en el cortex prefrontal, una diana
preferente de accion de alucindégenos, las alteraciones en la funcion de este receptor pueden
contribuir a la patogenia de alteraciones mentales como esquizofrenia y depresion (Casado,
2009).

Los tratamientos mas comunes para tratar la depresion, son los antidepresivos, estos

farmacos pueden ser moduladores monoaminérgicos, la mayoria de los antidepresivos
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elevan los niveles sinapticos de 5-HT y noradrenalina, la hipotesis de monoamina de la
depresion, postula que la depresion surge de transmision monoaminérgica alterada. La
serotonina modula la excitabilidad neuronal en varias areas del cerebro. En el hipocampo,
los receptores 5-HT1A postsindpticos pueden tener efectos excitadores o inhibidores al
modular | conductancia de K+ y la hiperpolarizacion de la membrana. La 5-HT probablemente

tiene un tono inhibidor sobre la excitabilidad neuronal de la amigdala (Lothe et al., 2008).
3.6. El papel de la serotonina como anticonvulsivo

El sistema serotoninérgico esta implicado intimamente en la regulacién de las funciones
neuroldgicas y psiquiatricas, las perturbaciones de lo que conduce a anomalias fisiolégicas
y funcionales incluyen, psicosis, impulsividad crénica, trastorno obsesivo convulsivo, bulimia
y epilepsia (Potto et al., 2019; Filip et al., 2009; Waters, 2010). El hipocampo consta de
receptores de serotonina tanto presinapticos como postsinapticos que desempefian un papel
en la neurotransmision serotoninérgica (Potto et al., 2019; Nordquist et al., 2010). El receptor
5-HT2 tiene actividad convulsiva, defendiendo la idea que durante el Estado Epiléptico (EE)
una disminucion en la union podria proteger las areas limbicas (Potto et al., 2019; O ‘Dell LE
et al., 2000).

Los pacientes con ELTm, presentan una union disminuida a los receptores 5-HT1a dentro del
rafe, tAlamo, amigdala, neocorteza orbitofrontal, corteza cingulada anterior e hipocampo
(Petrucci et al., 2020). Los estudios en pacientes con epilepsia también han observado
alteraciones inducidas por convulsiones en la expresion de los genes del trasportador de
serotonina (5-HTT), el 5-HTT es responsable de regular la disponibilidad de 5-HT en la
terminal sindptica, los genes de 5-HTT son menos eficientes transcripcionalmente en
pacientes con epilepsia, lo que potencialmente contribuye a reducir la recaptacion de 5-HT
(Petrucci et al., 2020; Esmail et al., 2015). Se observa una reduccion en la actividad de 5-
HTT en la corteza insular en pacientes con ELT deprimidos en comparacién con aquellos sin
depresion (Petrucci et al., 2020; Rochay et al., 2007). La unién de 5-HTT también se reduce
dentro del neocortex de muestras post-mortem de pacientes con ELTm (Petrucci et al., 2020).
Por el contrario, la administracion de farmacos aumenta la 5-HT disponible, como los ISRS,

puede mejorar el control de las convulsiones en pacientes con epilepsia (Petrucci et al.,
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2020). Los Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de Serotonina (ISRS) son un grupo de
farmacos antidepresivos triciclicos, que son utilizados para el trastorno de depresion mayor,
los antidepresivos ISRS mas utilizados son los siguientes: fluoxetina , paroxetina sertralina,
fluvoxamina, citalopram y escitalopram, aunque su mecanismo de accién esencial es la
inhibicion de la recaptura de serotonina, cada uno de los antidepresivos tiene un perfil
ligeramente diferente con actividad clinica y efectos secundarios distintos e interacciones

farmacoldgicas particulares (Leon et al., 2008).
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3.7. Generalidades del género Psilocybe

El género Psilocybe es un grupo de hongos que pertenecen a la familia Strophariacea, En
México se conoce un registro de 52 especies alucinégenas, (Guzman, 2005). Se encuentra

distribuido a través de tres regiones ecoldgicas (Suarez, 2018).

% vegetacion tropical, altitud de 0 a 1000 msnm.

% Bosques mesofilos, en transicion, tropicales y templados

Taxonomia:

Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Strophariacea
Género: Psilocybe
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Figura 1.- Hongo Psilocybe cubensis. A) Psilocibina 4-fosforiloxi-N, N-dimetiltriptamina, férmula molecular:
C12H17N204P, peso molecular: 284.25 g/mol, solubilidad en metanol, etanol y en agua, receptor 5-HT2A. B)
4-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina, férmula molecular C12H16N20, peso molecular: 204.27 g/mol.
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Los hongos psicoactivos pertenecen al género Psilocybe, sus principales alcaloides son
psilocibina y psilocina (Putze, et al., 2013). Es una especie coprofila que fructifica en el
estiércol vacuno de las praderas en zonas tropicales (Villasante et al., 2012). Su reproduccién
es a lo largo del afio dependiendo del grado de humedad, sus caracteristicas morfoldgicas

son las siguientes:

Pileo: hemisférico, conico, convexo o campanulado, de color café, oscuro, blanquecino-
amarillo, la superficie es viscida, lubricada y en pocas ocasiones seca, mide
aproximadamente de 4 — 15 cm x 5-15 cm

Laminas: son de color café, gris violeta, café violaceo y en ocasiones café purpura
Estipite: Es central cilindrico, carnoso puede ser fibrosos, la superficie del estipite es lisa,
blanca, blanquecina, amarilla o de color café.

Basiodiosporas: Las basididosporas son pequefias (4-5 um) o muy grandes (16-22 pum)
Espora: Es de color café violeta oscuro, gris violeta oscuro, café purpura o lila oscuro.
(Ramirez 2020; Suérez, 2018).

Al cortar los cuerpos fructiferos, inmediatamente se tornan de color azul oscuro en el sitio de
la lesién, sin embargo, los especimenes de Psilocybe pueden volverse azules a medida que

envejecen (Lenz et al., 2019).

Los principios activos de Psilocybe sp. son derivados de la triptamina, psilocibina y psilocina
(Campuzano, 2015). Son alcaloides que tienen una fuerte relacidén con la serotonina ya que
se une a los receptores 5-HT y actlia como agonista de los receptores 5-HT2a (Thiago et al.,
2010). Los hongos psicoactivos han sido utilizados por civilizaciones antiguas durante miles
de afos con fines religiosos, culturales y medicinales (Arce et al., 2020). Los aztecas
utilizaban los hongos en ceremonias sagradas de adivinacion de sanacion (Lopez, 2014).

Durante la conquista espafiola del imperio azteca, cuando Tezozémoc describi6 la ingestién
de hongos sagrados durante la coronacién del emperador azteca Moctezuma Il en 1502. Los
espafoles quedaron estupefactos al ver como los nativos adoraban a sus dioses, el
conocimiento fue quedado culto en manos de los chamanes, después de la conquista de
México, hasta que en 1955 el etnomicologo Gordon Wasson conoce a la curandera Maria

Sabina en México, quien lo introdujo a las ceremonias sagradas. En 1958, Heim envio
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muestras de hongos a Hofmann, para poder realizar el analisis quimico; en ese afio Hofmann
descubrid que la psilocibina y la psilocina eran los principios activos de los hongos
alucinégenos (Hofmann, 2000). En 1959 fue comercializada con el nombre de Indocybin ®
(L6pez, 2014).

En diferentes zonas de México, principalmente en Oaxaca, los mazatecos hacen ceremonias
que duran toda la noche y son llevadas a cabo por un chaman, la finalidad de esto es un
ritual de curacién y sanacion, utilizando los hongos como medio de comunicacion con las
energias espirituales (Lopez, 2014; Geiger et al.,, 2018). En 2004, investigadores de la
Universidad de California en los Angeles (UCLA) realizaron ensayos clinicos con psilocibina
para el tratamiento del dolor, la ansiedad y la depresion en pacientes con cancer en estadio
avanzado teniendo resultados favorables (Maguirre, 2014).

3.8. Farmacologia

El principal metabolito secundario es psilocibina (0-fosforil-4-hidroxi-N-dimetiltriptamina), al
ser ingerido es sometido a una desfosforilacion y se transforma en psilocina (4-hidroxi-N-
dimetiltriptamina); también poseen otros compuestos quimicos como la baeocistina o
norbaeocistina. Sin embargo, la psilocina posee un potencial alucinbgeno mayor, ya que

atraviesa las barreras entre los capilares y las neuronas del cerebro. (Arce et al., 2020).

La psilocibina principalmente interacciona con los receptores 5-HT1A, 5-HT2ay 5-HT2c

como agonista, las triptaminas alucinégenas presentan una afinidad relativamente alta por
los receptores 5-HT2A de serotonina. Aungue los receptores 5-HT1A/2c modulan los efectos
de los alucinégenos serotoninérgicos, la activacidon de los receptores de glutamato
frontocorticales secundarios a la liberacién de glutamato relacionada con el receptor 5-HT2a
de serotonina (Martinez, 2019). La estructura molecular de la psilocibina es muy similar a la
serotonina y ejerce la unién de receptores 5-HTi1aA, 5-HT2a, 5-HTic. Las propiedades
psicoactivas de la psilocibina se deben principalmente a que es agonista o agonista parcial

del receptor 5-HT2A, dicho agonismo se asocia con la excitacién neuronal (Bouso, 2013).
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Tabla 2. Dosis de Psilocybe cubensis

Efectos Gramos (g) de hongos secos Miligramos (mg) de
psilocibina

Efecto umbral 0,25¢g 2 mg

Suave 0,25-1g 2—-4mg

Medio 1-25¢ 4-8mg

Fuerte 25-5¢g 8 —20 mg

Muy fuerte 5+¢g 20 + mg

Hurtado, 2009.
3.8.1. Farmacocinética

Los efectos psicométricos observados tras el consumo de esta sustancia derivan de la
estimulacién de los receptores centrales de la serotonina 5-HT2a, 5-HT1A. La psilocibina, de
forma indirecta, a través de los receptores 5-HT, aumenta la liberacion de dopamina un efecto
que se correlaciona con los sintomas de despersonalizacion y euforia (Serés, 2016;
Mackenna, 1992).

En el cuerpo humano, la psilocibina se metaboliza rapidamente en la mucosa intestinal,
mediante desfosforilacion, en el compuesto activo psilocina, que es captada con facilidad por
los tejidos, se absorbe algo mas del 50% de la psilocina consumida y se distribuye de una
forma uniforme por todo el cuerpo, incluido el cerebro. El inicio de la accion de la psilocibina
se produce entre 20 y 40 minutos después de su administracion oral. Alcanza su maximo a
los 60 — 90 minutos y tiene una duracion de 4 a 6 horas. Los efectos desaparecen casi en su
totalidad en 6 — 8 horas y totalmente en 24 horas, su concentracion alcanza el limite de la
deteccion alrededor de las 7 horas. La psilocibina se excreta por la orina intacta del 3 al 10%

y el resto en forma de glucurénico (Serés, 2016; Hasler, 2004).

Los efectos van desde sensaciones suaves de relajacion, vertigo, euforia, realce visual
(colores mas brillantes), trastornos visuales (superficies en movimiento) hasta estimulacion

mental, a esto se le conoce como “buen viaje”, y las distorsiones sensoriales pueden ir

26




acompafnadas de inquietud, falta de coordinacion, falta de nocién del tiempo o la distancia,
sensacion de irrealidad o incluso despersonalizacidon, delirios, percepcion alterada de
eventos reales, imagenes y rostros o alucinaciones reales, a estos efectos se les conoce
como “mal viaje”, los efectos fisioldgicos no son significativos pueden incluir: mareos,
nauseas, dolor muscular, escalofrios, dilatacion de las pupilas, cefalea, aumento leve o
moderado de la frecuencia cardiaca (Martinez, 2019). El perfil de seguridad es relativamente
seguro, los hongos no son fisicamente adictivos ni pueden causar dependencia psicoldgica,
la toxicidad aguda de la psilocibina es baja (Martinez, 2019).

3.8.2. Farmacodinamia

Una vez que la psilocibina se ingiere, se absorbe y sufre un metabolismo hepético de primer
paso donde se desfosforila rapidamente en psilocina psicoactiva. La psilocina ingresa a la
circulacion sistémica y atraviesa el cerebro, donde puede ejercer sus efectos psicoactivos.
La psilocibina se somete a un metabolismo de fase | como de fase Il, el metabolismo de la
fase | implica la oxidacion de psilocina a 4-hidroxiindol -3-acetaldehido y posterior oxidacion
a acido 4-hidroxiindo-3-acético o reduccion a 4-hidroxitriptofol. EI metabolismo de fase I, a
través de UGT1A10 en el intestino delgado y UGT1A9 en el higado, da como resultado la
formacion de psilocina. La vida media de la psilocina debe ser de aproximadamente 3 h +/-
1 h en adultos sanos, segun las caracteristicas individuales y la via de administracién (Brown
etal., 2017; Geiger et al., 2018). La psilocina tiene actividad en histamina -1, receptores alfa-
2Ay 2B, receptores y dopamina-3, también inhibe el transportador de serotonina dependiente
de sodio (TSDS), la desactivacion de TSDS da como resultado concentraciones mas altas
de serotonina que permanecen en la hendidura sinaptica después de la liberacion de
serotonina estimulada, lo que permite la activacion repetida de neuronas posganglionares

serotoninérgicas (Brown et al., 2017).
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Figura 2. Mecanismo de accién de la psilocibina. La psilocibina se une con alta afinidad al receptor 5-HT2A.
Los receptores de serotonina se encuentran densamente ubicados en areas del cerebro que son responsables

de la mediacién de trastornos psiquiatricos, de estado de animo.

3.8.3. Usos terapéuticos reportados

En los dltimos afios, un numero creciente de estudios con voluntarios humanos han
comenzado a explorar los beneficios terapéuticos de la psilocibina y otros alucin6genos para
tratar una serie de trastornos psiquiatricos de elevada complejidad, como la depresién
cronica, el trastorno por estrés postraumatico, ansiedad asociada a enfermedades terminales
y dependencia a alcohol y tabaco (Fernandez, 2019). Un estudio de prueba de concepto
sobre el tratamiento de alcoholismo a través de la psilocibina, la abstinencia aumenté
significativamente después de la administracion de psilocibina y se mantuvo en gran medida
durante el seguimiento hasta las 36 semanas, la intensidad de la primera sesién se
correlaciono fuertemente con el comportamiento en la continuacion del estudio, asi como la
disminucion del deseo y el aumento de la autoeficacia de la abstinencia, el porcentaje de
dias de consumo y consumo excesivo de alcohol disminuy6 durante las semanas 5 — 12 en

relacion con el valor inicial (Geiger, 2018).
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Por otra parte, se ha reportado en pacientes con depresion resistente al tratamiento, no
presento efectos adversos graves o inesperados, dos meses después los cambios positivos
sostenidos en su comportamiento (Griffiths et al.,, 2011). Dos estudios mostraron el uso
prometedor de un psicodélico como la psilocibina para tratar a los pacientes con cancer en
etapa avanzada con depresion y ansiedad, ambos informaron reducciones a largo plazo de
la ansiedad y depresion, la angustia existencial y una mejor calidad de vida después de una

sola de dosis oral de psilocibina (Bogenschutz et al., 2015).

En ratas y ratones después de la administracion oral de extractos de hongos los niveles
plasmaticos maximos se alcanzan después de aproximadamente 90 min. En los ratones,
antes del cerebro la psilocibina se acumula en los riflones y el higado y es excretada en orina
y heces. La dosis letal para ratas y ratones es de 280 — 285 mg/kg (TyIS et al., 2014). En un
estudio de comportamiento de enterrar canicas en ratones que imita la ansiedad y el trastorno
obsesivo-compulsivo (TOC), Matsushima y sus colegas informaron los hallazgos que en
dosis de 0.1 a 1.0 g/kg, de Psilocybe argentipes el extracto de hongo fue mas eficaz que la
psilocibina pura sola para reducir el comportamiento de enterramiento de marmol sin afectar

la locomocién general (Lowe et al., 2021).
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Sintesis de L-Triptofano a psilocibina.

N Descarboxilacion Metilacién |
f§ T — ] N
H2N A / NH2
OH HN N
L- triptfano Triptamina Dimetiltriptamina
c Oxidacién
0" \H
HO- N—
O,/F’/\O A OH
S Fosforilacion ;
N — ) X
N D HN N
H
Psilocibina Psilocina

Figura 3. Sintesis de Tript6fano a psilocibina. El proceso biosintético comienza con L- triptéfano que se
descarboxila A) triptamina a través de la enzima PsiD. se hidroxila para formando norbaeocistina, se metila la
norbaeocistina, B) ocurre una metilacion para formar Dimetiltriptamina, C) ocurre una oxidacion formando

Psilocina. D) mediante una fosforilacién se convierte en psilocibina.

Los eventos adversos mas acomunes asociados con la ingestion de hongos son
gastroenteritis, depresion respiratoria, desorientacién, espasmos musculares, midriasis,
nauseas, vomito diarrea, taquicardia, ansiedad, convulsiones, agresividad. “flashbacks” Sin
embargo el proceso de intoxicacion dura aproximadamente mas de una hora y las personas
gue ingieren estos hongos se recuperan por completo, ademas no crean dependencia
(Geiger et al., 2018).
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3.9. Pentilentetrazol

El PTZ es un agente quimico que actia como antagonista en el receptor GABAA (Pérez,
2018). EI modelo de induccion por PTZ es util para evaluar las convulsiones clonico — ténicas
generalizadas, ya que tiene semejanza a las que se presentan en humanos (Ramos et al.,
2012).

El PTZ se administra por via subcutanea sobre animales sanos, en un lapso menor de 30

min después de la aplicacion se presenta una crisis, se pueden observar 5 fases:

% Fase 1.- Piloereccién, movimiento de bigotes, movimiento de cabeza.
% Fase 2.- Sacudidas y Posicién de canguro

% Fase 3.- Clonus de extremidades anteriores

% Fase 4.- Crisis clénica generalizada con pérdida de la postura

% Fase 5.- Crisis tonica generalizada

El modelo de PTZ, permite la evaluacion de sustancias con propiedades anticonvulsivantes
(Ramos et al., 2012).

A

N - N\

N
\N'
B
Administracién s.c. PTZ Induccion a crisis convulsivas
ol » generalizadas
To { 1 } primeros 5 minutos GAB\A

Evaluacion de conducta motora .
durante 30 min. \ ©

\\ K/
y {\1 [LWAN
B e/ Y
Presentando 5 fases X

Figura 4. Pentilentetrazol. A) Modelo de crisis convulsivas generalizadas inducidas por Pentilentetrazol (PTZ):
administracion s.c. de PTZ y evaluacion motora, donde el rombo rojo indica el inicio de fase 5, correspondiente
a las crisis convulsivas generalizadas, el cual se mantuvo durante 30 min. B) Estructura molecular de

Pentilentetrazol. C) Modelo del sitio de unién de PTZ en el receptor GABAA.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La epilepsia es una enfermedad de alta prevalencia caracterizada por convulsiones
espontaneas recurrentes. Los pacientes con epilepsia de I6bulo temporal presentan una
unién disminuida a los receptores 5-HT1A, lo que genera problemas emocionales y
psicopatoldgicos, lo cual forma el desarrollo de comorbilidades como la depresion, ansiedad,
etc. Los trastornos psicopatolégicos parecen ser aun mas evidentes en pacientes con
epilepsia de l6bulo temporal mesial, refractarios al tratamiento farmacologico, especialmente
en aquellos con foco en el hemisferio derecho, esto porque el hemisferio derecho esta
implicado en el procesamiento emocional. Por tal razon, la depresion es més frecuente en
pacientes con ELTm. Los pacientes cuyo foco convulsivo se localiza en el I6bulo temporal
presentan una disminucion en el metabolismo del l6bulo temporal y disfuncion en el
hipocampo por lo cual los pacientes con ELTm son propensos a sufrir lesiones accidentales
leves y graves, poniendo en riesgo a los pacientes con epilepsia en mayor riesgo de
complicaciones médicas (Petrucci et al.,2019). Aproximadamente un tercio de los pacientes
con epilepsia no lograran la ausencia de convulsiones con el tratamiento médico y se

volveran refractarios a los tratamientos convencionales (Petrucci et al.,2019).

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El extracto etandlico de Psilocybe cubensis tendra un efecto anticonvulsivo sobre las crisis

convulsivas generalizadas mediante el incremento del receptor a serotonina 5-HT2A?
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6.JUSTIFICACION

Los pacientes con epilepsia del l6bulo temporal a menudo experimentan problemas
cognitivos, psiquiatricos como depresion (Lothe et al., 2008). Durante la condicion depresiva,
ocurre un desequilibrio en la neurotransmisidn monoaminérgica por ello la serotonina esta
involucrada en la fisiopatologia del trastorno de depresion debido a que los sintomas
depresivos en pacientes con epilepsia del I6bulo mesial se asocian con una alteracién de
receptores 5-HT1A y 5-HT2A (Petrucci et al.,2019).

La 5-HT desempefa un papel importante en la patologia de las convulsiones y la epilepsia,
porque presentan una union disminuida a los receptores 5-HT1a dentro del rafe. Sin embargo,
el aumento de la densidad del recepto 5-HT1A dentro del hipocampo se asocia con una mayor
duracion de la enfermedad con ELTm (Rocha et al., 2007). Por ello hay déficits de 5-HT en
pacientes con ELTm, la administracion de farmacos antiepilépticos utilizados en el
tratamiento puede mejorar el control de las convulsiones generalizadas. Sin embargo, no
siempre pueden tener efectos sistémicos deseables. El empleo de agonistas de la serotonina
tenga posibles propiedades farmacéuticas para tratamientos preventivos futuros contra crisis
convulsivas y que puedan mejorar la calidad de vida en pacientes de alto riesgo y reducir las
comorbilidades asociadas con epilepsia de l6ébulo temporal. Es por ello los alcaloides
triptaminicos como la psilocibina, tenga un posible efecto anticonvulsivo, puesto que es
utilizado para tratar trastornos psiquiatricos como la depresién, debido a su semejante forma
molecular de la serotonina. Ya que se ha reportado que Psilocybe cubensis posee potencial
terapéutico, debido al conocimiento de farmacodinadimania, farmacocinética, perfil de

seguridad y potencial nulo para causar adiccién.

Por lo tanto, fue de nuestro interés evaluar el efecto anticonvulsivo del extracto de Psilocybe
cubensis, cuyo efecto farmacoldgico se ha reportado previamente como antidepresivo y
ansiolitico actuando la expresion del receptor 5-HT1A y 5-HT2A, sobre la actividad convulsiva

generalizada inducida por Pentilentetrazol.
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7.HIPOTESIS

El extracto etandlico de Psilocybe cubensis tendra un efecto anticonvulsivo sobre el modelo

de crisis convulsivas inducidas por Pentilentetrazol en ratones.

8. OBJETIVOS GENERAL

Evaluar el efecto anticonvulsivo del extracto etandlico de Psilocybe cubensis sobre el modelo

de crisis convulsivas generalizadas inducidas por Pentilentetrazol.

8.1. Objetivos particulares

8.1.1. Obtener un extracto etanolico del cuerpo fructifero de Psilocybe cubensis.

8.1.3. Evaluar el efecto anticonvulsivo a diferentes dosis del extracto etandlico de
Psilocybe cubensis en ratones.

8.1.4. Evaluar la expresion del receptor 5SHT2A en tejido de corteza temporal e

hipocampo por medio de la técnica de analisis Western blot.
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9. Materiales y métodos

9.1. Tipo de estudio:

Estudio experimental, comparativo y longitudinal
9.2. Universo de estudio

Se utilizaron ratones macho de la cepa Balb/C
9.3. Criterios de inclusion

Ratones machos, sanos de la cepa Balb/C de 2 a 3 meses de edad, con un peso de
20 a 30 g.

9.4. Criterios de exclusion

Ratones enfermos, que no cumplan el peso requerido al iniciar el experimento o
mueran antes de ser sometidos al experimento.

a. Variables independientes
Pentilentetrazol (PTZ)
Solucion salina

Psilocybe cubensis

Fluvoxamina

b. Variables dependientes

Crisis convulsivas generalizadas

Expresion de receptor 5-HT2A en el hipocampo y corteza temporal.
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10. METODOLOGIA

10.1. Medios y condiciones de cultivo del hongo Psilocybe spp.

El medio de cultivo sdlido utilizado para el crecimiento miceliar es Buffer de Fosfatos Soélido
mas cereal (BFS+C) el cual se prepard de la siguiente manera: extracto de malta al 3 %,
cereal al 2% y agar al 0.17 % disueltos en agua destilada. Posteriormente, se esterilizo en
autoclave durante 25 min. a 120 °C. Una vez estéril, el medio se vacio en cajas petri en la
campana de extraccion, se dejaron 24 horas con temperatura controlada de 27°C, antes de
utilizarse verificando la ausencia de contaminantes para inocularlas con las respectivas
cepas. Se dejaron por un periodo de 20 dias o hasta que el medio de cultivo se observe
colonizado para poder utilizar 3 fragmentos de 0.5 mm de cepa e introducirlos en el medio

liquido.

El medio de cultivo liquido utilizado es el Buffer de Fosfatos Liquido + Cereal (BFL+C) el cual
se prepara de la siguiente manera: extracto de malta al 3% y cereal al 2%, disueltos en agua
destilada. posteriormente, se esterilizo en autoclave durante 25 minutos a 120°C. Una vez
estéril, se llevaron los matraces Erlenmeyer en la campana de extraccion para inocularlos
con tres fragmentos de 0.5 mm de cada cepa utilizada. Los cultivos se mantuvieron en
agitacion constante a 150 (rpm) revoluciones por minutos, con temperatura controlada de
27°C, y se mantuvieron por un periodo de tiempo de 20 dias o hasta que el medio de cultivo
se observe t-totalmente colonizado. Posterior al cultivo en agitacion, los matraces se dejaron

en reposo durante 10 dias para estimular la produccion de metabolitos de origen inddlico.

10.2. Animales de experimentacion

Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico, a temperatura ambiente regulada de 23°C
manteniendo un ciclo de luz / oscuridad de 12 h con agua y comida, en el bioterio de estancia
de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neuroldgicas del Centro Médico
Nacional Siglo XXI. Todos Los procedimientos de uso, manejo y cuidado de los animales
fueron aplicados bajo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).
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10.3. Induccién y manejo del modelo de crisis convulsivas inducidas por
Pentilentetrazol.

El modelo experimental se realiz6 con ratones machos de la cepa Balb/C, que fueron
seleccionados de acuerdo al peso, distribuidos al promedio de peso en 3 lotes de 12 ratones.
Se evalud las dosis del extracto etandlico de Psilocybe cubensis: 2.72 mg/kg, 3.48 mg/kg,
4.24 mg/kg, 5 mg/kg, 5.76 mg/kg i.p., Las dosis se calcularon de acuerdo a la dosis
entedgena es de 2 — 5 mg, esta reportada en la literatura, diluido en solucién salina, como
farmaco control se empleé la Fluvoxamina 20 mg/kg i.p. Los tratamientos control y
experimental se administré 30 minutos antes del PTZ 35 mg/kg, s.c., Se registraron las
latencias de inicio y la severidad de la actividad convulsiva por medio de la evaluacién de la

conducta motora posterior a la administracion de PTZ.

PTZ 35 mg/k
20-30g Administracion 30 min. s’cr.ng 9

Crisis moderadas
Crisis severas

¢

Evaluacién de la conducta motora

< 5 min.

» ’ - - »

2.72mg/kg 3.48 mg/kg 4.24 mg/kg 5 mg/kg 5.76 mg/kg 30 min; “evsseces >{

Psilocibina i.p.

Figura 5. Disefio experimental. Evaluacién del efecto anticonvulsivo del extracto etandlico de Psilocybe
cubensis A) Modelo del efecto anticonvulsivo con el extracto etanélico de Psilocybe cubensis en diferentes
dosis B) Administracidn de Pentilentetrazol (PTZ) via s.c. 35mg/kg, para evaluar la conducta motora y crisis

moderadas y crisis severas. Posterior a los 30 min. Se sacrificaran a los ratones.
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Tabla 3. Escala de Racine para la evaluacion de crisis convulsivas inducidas en el modelo
PTZ en raton.

Escala Descripcion
0 Sin respuesta
1 Inmovilizacion, movimientos faciales
2 Sacudidas mioclonicas cortas y clonus de miembros anteriores
3 Posicion de canguro, crisis clonica generalizada
4 Caida con pérdida de postura
5 Extension ténica — muerte

Enrique, 2016.

10.4. Técnica de analisis.

10.4.1. Western blot

e Obtencion de tejido y extraccion de proteinas:

Cada grupo experimental fue sacrificado por decapitacién a los 30 min. Se obtuvo el cerebro
y se disecciono la region del hipocampo y la corteza cerebral, el tejido fue clasificado segun
el grupo correspondiente y almacenado a -79°C hasta su procesamiento. Posteriormente se
realiz6 una extraccion de proteinas empelando buffer de lisis. Las muestras se centrifugaron
durante 30 min a 12.500rpm a -4°C (DUAB DM0412).

Posteriormente se obtuvo el sobrenadante de cada muestra y se realizé la cuantificacion de
proteinas correspondiente, la lectura de las muestras se realizé por espectrofotometria a una
longitud de onda de 590nm. Obteniendo los datos de absorbancia para cada muestra.

Se realizo la electroforesis de 60 ug de proteina de cada muestra, para identificar por peso
molecular el receptor 5-HT2a en un SDS al 12% (Bis-acrilamida al 30%, TRIS base 1.5M pH
8.8, SDS 10%, H20 destilada), con una porcion de la parte concentradora al 4% (Bis-
acrilamida al 30%, TRIS base 0.5 M pH 6.8, SDS 10%). La electroforesis se realiz6 durante
2h /30 min aproximadamente, con una intensidad de corriente de 70 ven buffer de corrida
(BioRad Laboratories, USA). Posterior al tiempo de la electroforesis, se realizo la
transferencia semi-seca de las proteinas separadas por peso molecular (Trans-Blot ® SD
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Cell BioRad) en membranas de nitrocelulosa de 45 pg (BioRad Laboratories, USA), utilizando
buffer de transferencia, durante 1 h, con una intensidad de corriente 20 v. Posterior al tiempo
de transferencia, se realizaron 3 lavados de 5 min. a cada membrana con PBS, se
bloguearon sitios inespecificos con la leche Svelty® diluida en PBS-Tween al 10%
previamente filtrada durante 1 h, después del tiempo de bloqueo, cada membrana se incubo
en anticuerpo (ac) primario: 5-HT (sc — 28962 anti rabbit polyclonal, Santa Cruz Biotecnology)
a una dilucién de 1 pL:1000 pL, durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion de ac
primario, se realizaron 3 lavados de 5 min. cada uno, con PBS-Tween y se coloco el
anticuerpo secundario correspondiente durante 1h/30min. Posterior al tiempo de incubacién
se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con PBS-Tween y 2 con PBS, Finalmente, cada
membrana fue revelada por quimioluminiscencia, utilizando una foto documentador (Fusion
FX). Como proteina control B-Actina (sc-47778 anti mouse monoclonal Santa Cruz

Biotecnology).
10.5. Andlisis Estadistico

Para el andlisis de las latencias de la actividad convulsiva y el nimero de crisis severas y
moderadas registrados en los grupos control y experimental se empleé un ANOVA de una
via seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey con un criterio de significancia
de p< 0.05. Los datos obtenidos se presentan como el promedio + error estandar (EE). Los
cambios en los valores de la sobrevivencia en los grupos control y experimental, se

reportaron en porcentaje.
Para el analisis de la expresion del receptor 5-HT2A en tejido de hipocampo y corteza cerebral

temporal, se empleé un ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacién multiple

de Bonferroni’s, con un criterio de significancia de p< 0.05.
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11. Resultados

Obteniendo favorablemente la produccion de biomasa en menor tiempo que en cultivo sélido,
ademas de facilitar la dispersion del hongo y reducir los vectores contaminantes. Un cultivo
de esta indole es la opcidn mas viable si se quiere escalar procesos fermentativos en caso
de metabolitos inddlicos con propiedades farmacoldgicas. Por otro lado, el uso de cultivo
sumergido puede beneficiar la produccion de metabolitos secundarios.

11.1. Extracto de Psilocybe cubensis

Se activo la cepa 40 del laboratorio de micologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas
de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM) se procedio a realizar micelio
para posteriormente inocular unidades de produccion, en un tiempo trascurrido de 35 dias,
donde se obtuvo la primera cosecha, siendo la ultima en un total de 50 dias; los carp6foros
fueron secados a temperatura ambiente. Se utilizaron 140 gramos en peso secos de
Psilocybe cubensis, se macero durante 48 horas en un volumen de 400 mililitros de etanol,
se uso este solvente por su alta polaridad. Posterior a esto se dej6é evaporar por completo a

temperatura ambiente durante 5 dias. (Ramirez, 2020).
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11.3. Evaluacion el efecto anticonvulsivo a diferentes dosis del extracto etandlico de
Psilocybe cubensis en ratones.

Durante la evaluacion del efecto anticonvulsivo del extracto etandlico de Psilocybe cubensis,
se observé un incremento en las latencias de las dosis bajas de 2.72 mg/kg y 3.48 mg/kg
con una diferencia significativa de **P < 0.001 y ***P < 0.0001 respectivamente, en
comparacion con el grupo control PTZ. De igual forma, el grupo 3.48 mg/kg mostro un
incremento de las latencias en comparacion con los grupos de dosis altas 4.24 mg/kg, 5
mg/kg y 5.76 mg/kg con una diferencia significativa *P < 0.01 y **P < 0.001 (Gréfica 1).

Por otra parte, durante la evaluacién de la severidad de la actividad convulsiva se observo
que el grupo 2.72 mg/kg mostro un menor numero de crisis convulsivas , mostrando menor
namero de crisis moderadas con una diferencia significativa **P < 0.001 y *P < 0.01 en
comparacion con los grupos PTZ y Fluvoxamina, con porcentaje de sobrevivencia del 91.6%
en comparacién con los grupos control PTZ y control farmaco Fluvoxamina los cuales
mostraron un porcentaje de sobrevivencia del 58.3 y 50% respectivamente (Grafica 2).

De igual forma, la dosis de 3.48 mg/kg Psilocybe cubensis mostré6 un menor nimero de crisis
convulsivas severas con una diferencia significativa *P < 0.01 en comparacion con el grupo
PTZ y con el grupo de 5 mg/kg Psilocybe cubensis (Gréfica 3).

Los grupos de dosis altas 4.24 mg/kg y 5 mg/kg mostraron un porcentaje de sobrevivencia
menor, de 66.6% y 50% en comparacion con los grupos de dosis bajas, no asi, el grupo de
5.76 mg/kg el cual, a pesar de mostrar una disminucion en las latencias y una tendencia
mayor en el nimero de crisis convulsivas severas con los grupos de dosis bajas, mostré un

100% de sobrevivencia (Grafica 4).
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Gréfica 1. Evaluacién del efecto anticonvulsivo del extracto etandlico de Psilocybe cubensis que muestra el
promedio + desviacion estandar (DE) de las latencias de inicio de la actividad convulsiva, mostrando una
eficacia en las dosis bajas de 3.48mg/kg y 2.72 mg/kg. ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey,

p <0.05.
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Grafica 2. Gréfica que muestran el promedio + desviacion estdndar (DE) del niUmero de crisis convulsivas
moderadas en 30 min. De la evaluacién durante los tratamientos de psilocibina con PTZ, farmaco control.
Obteniendo menos crisis moderadas en el tratamiento de 2.72 mg/kg. ANOVA de una via seguido de una post

prueba Tukey, p < 0.05.
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Grafica 3. muestran el promedio *+ desviacion estandar (DE) de crisis convulsivas severas en 30 min. De la
evaluacion durante los tratamientos de psilocibina con PTZ, farmaco control. Obteniendo menos crisis severas
en el tratamiento de 3.48 mg/kg. ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey, p < 0.05.
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Grafica 4. Gréficas que muestran el promedio + desviacién estandar (DE) de supervivencia en 30 min. De la
evaluacion durante los tratamientos de psilocibina y con PTZ. Obteniendo menos crisis moderadas en el
tratamiento de 2.72 mg/kg. Obteniendo resultados favorables en dosis de 3.48 mg/kg, 2.72 mg/kg y 5.76 mg/kg.
ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey, p < 0.05.
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11.4. Expresién del receptor 5SHT2A en tejido de corteza temporal e hipocampo.

La expresion del receptor 5SHT2A en tejido de corteza cerebral temporal mostré un
incremento en el grupo experimental de 2.72mg/kg de Psilocybe cubensis con una diferencia

significativa ***P < 0.001 en comparacion con el grupo control PTZ (Grafica 5).

Por otra parte, en tejido de hipocampo, el grupo experimental 2.72mg/kg de Psilocybe
cubensis y el grupo control Fluvoxamina mostraron un incremento en la expresion de 5SHT2A
en comparacion con el grupo PTZ con una diferencia significativa *P < 0.01 y ***P < 0.001
respectivamente y con el grupo SHAM mostrando una diferencia significativa ***P < 0.001.
Asi mismo, se mostré6 un incremento en la expresiéon de 5HT2a en grupo control PTZ
mostrando una diferencia significativa *P < 0.01 en comparacion con el grupo SHAM (Gréfica

6).
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Grafica 5. Expresion del receptor 5-HT2A en tejido de corteza cerebral temporal. Muestran el promedio +
desviacion estandar (DE) de la expresion del receptor 5SHT2A en tejido de corteza cerebral temporal, donde el
el grupo experimental de 2.72mg/kg de Psilocybe cubensis con una diferencia significativa ***P < 0.001 en

comparacion con el grupo control PTZ. ANOVA de una via seguido de una post prueba Bonferroni’s, P < 0.05.
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Grafica 6. Expresion del receptor 5-HT2A en tejido Hipocampo.
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El grupo experimental 2.72mg/kg de Psilocybe cubensis y el grupo control Fluvoxamina mostraron un

incremento en la expresién de 5HT2A en comparacion con el grupo PTZ con una diferencia significativa *P <

0.01 y **P < 0.001 respectivamente y con el grupo SHAM mostrando una diferencia significativa ***P < 0.001.

En comparacién con el grupo control PTZ ANOVA de una via seguido de una post prueba Bonferroni’s, P <

0.05.
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12. DISCUSION

La participacion del sistema serotoninérgico en la ELTm y la depresion, se ha vinculado a la
progresion de la epileptogénes en hipocampo y amigdala Richerson (2011), ha descrito una
disminucién del receptor 5-HT1A en tejido de pacientes con ELTm y depresidbn como
comorbilidad, lo cual se estima, es un factor importante para el desarrollo de
farmacorresistencia. Adicionalmente, se ha descrito la capacidad del sistema serotoninérgico
en la modulacion de la actividad convulsiva de tipo focal y generalizada, por medio del
incremento de los niveles extracelulares de 5-HT, por medio de ciertos tipos de farmacos
antidepresivos como la Fluvoxamina. Sin embargo, su mecanismo de accion no es del todo

claro y su uso prolongado puede generar diversos efectos secundarios (Rucker et al.,2022).

Por lo cual, fue de nuestro interés el evaluar la actividad anticonvulsiva del extracto etanolico
del hongo Psilocybe cubensis, obtenido previamente por medio de un cultivo sumergido que
potencialice la biodisponibilidad de compuestos de origen inddlico como la psilocibina,
compuesto previamente descrito como agonista del receptor a serotonina, especialmente
sobre el 5-HT2a, el cual ha sido reportado por su participacion en la modulacion de la

actividad convulsiva aguda.

En la evaluacién del efecto anticonvulsivo del extracto etandlico del hongo Psilocybe
cubensis, observamos un incremento en las latencias de inicio de la actividad convulsiva en
los grupos que recibieron dosis bajas de del extracto etandlico, de igual forma se mostré una
disminucién de la severidad de las crisis convulsivas generalizadas mostrando mayor
porcentaje de sobrevivencia. Adicionalmente, es identificd un incremento en la expresion del
receptor a serotonina 5-HT2A en hipocampo. Estos resultados, concuerdan con lo
anteriormente descrito por Lowe (2021), quien ha reportado a la psilocibina, principal
biocompuesto presente en el hongo Psilocybe cubensis como agonista serotoninérgico, que
promueve la desactivacion o normalizacion de la hiperexcitabilidad neuronal en las regiones
de corteza cerebral, hipocampo y amigdala. Se ha reportado que, los niveles de serotonina
extracelular, como el 5-hidroxitriptofano y los bloqueadores de recaptacién de serotonina,
inhiben las crisis convulsivas focales y generalizadas, asi mismo, la hiperpolarizacion de las

neuronas glutamatérgicas por los receptores 5-HTi1A y 5-HT2A la despolarizacion de las
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neuronas GABAérgicas por los receptores 5-HT2c, disminuyen la excitabilidad en las redes
involucradas en la epilepsia, en pacientes epilépticos y modelos animales, es decir, la
actividad de los receptores serotoninérgicos y los farmacos con propiedades antagonistas
y/o agonistas de la serotonina juegan un papel importante en la patogenia de las
convulsiones (Bagdy et al., 2007). Es importante mencionar que el receptor 5-HT2ay 5-HT1A,
ejercen un papel modulador en la excitabilidad de las neuronas piramidales al tener efectos

reguladores sobre la CPF (Yuen et al., 2008).

Adicionalmente, se ha reportado que han reportado que dosis Unicas de 10 y 25 mg, para el
tratamiento de trastornos psiquiatricos, en la fisiopatologia de varios problemas de salud
mental (Rucker et al.,2022), lo cual nos indica la posibilidad, del uso del extracto etandlico
del hongo Psilocybe cubensis como auxiliar para el tratamiento de la actividad convulsiva y

la depresion como comorbilidad en ELTm.

13.CONCLUSION

El extracto etandlico de Psilocybe cubensis, disminuye la severidad de la actividad convulsiva
generalizada por medio del incremento en la expresion del receptor 5-HT2A. No obstante,
hace falta realizar mas estudios que identifique su mecanismo de accién exacto y sus efectos

secundarios en modelos subcrénico o crénico.

14 PERSPECTIVAS

Evaluar la actividad farmacoldgica del extracto etandlico de Psilocybe cubensis y los efectos

secundarios de su uso subcronico y cronico.
Caracterizacion del extracto etandlico de Psilocybe cubensis por medio de HPLC acoplado

a masas con finalidad de verificar si efectivamente la psilocibina, psilocina u otro compuesto

ayudaron a modular las latencias en las crisis moderadas.
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