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I ANTECEDENTES

Desde tiempos inmemorables la humanidad ha sufrido diversos tipos de
padecimientos, en el siglo V A.C., Hipocrates ya definia a la Epilepsia como un
trastomo cerebral; pero fue hasta 1930 cuando se establecié la correlacion entre las
crisis epilépticas y las descargas eléctricas excesivas a nivel neuronal (1).

Al inicio del tratamiento de este trastorno, aproximadamente en el 80% de los
casos de epilepsia la etiologia era desconocida, lo que se sabia estaba en funcién de los
sintomas de los pacientes con registros electroencefalograficos. Al paso del tiempo la
experimentacién farmacoloégica ha permitido obtener distintos medicamentos
antiepilépticos.

Actualmente la epilepsia se define como una afeccién crénica de etiologia diversa
caracterizada por crisis recurrentes debidas a descargas eléctricas excesivas ocasionando
un desorden en la neuronas cerebrales (2.3), en donde e! cuerpo capta sefiales erréneas
en su funcionamiento y por lo tanto se producen los ataques {crisis epilépticas) que se
caracterizan por los subitos cambios en las ondas eléctricas cerebrales, provocando a
veces que ¢l paciente mire fijamente “crisis de ausencia” o “pequefio mal” (pérdida de
la conciencia); se puede presentar la caida de la persona, rigidez, temblor del cuerpo y
sacudidas involuntarias de las extremidades (mioclonus) “gran mal” o “tonico
clonico”, el cual aparentemente es mas frecuente en hombres que en mujeres (4).

Las crisis convulsivas se dividen en parciales y en generalizadas, cuando estan
relacionadas con una localizacidon anatémica cerebral se denominan parciales:
(idiopaticas, sintomaticas, criptogénicas), v cuando no se tiene Jocalizado el foco

epileptogeno se denominan crisis convulsivas generalizadas de acuerdo con la

Clasificacién Internacional de Crisis Epilépticas de 1981: (2,4).
o crisis parciales (comienzo focal)
*  crisis parciales simples .
* crisis parciales complejas.
» crisis parciales que evolucionan a generalizadas tonico-clénicas.
°  crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas):
e crisis de ausencia tipica.
e ausencias tipicas.
« crisis mioclonicas.
s crisis clénicas.
®  crisis ténicas.
« crisis tonico-clonicas.
s crisis atonicas.
© crisis no clasificadas

[La naturaleza y la duracion de ios crisis convulsivas varian seguin el tipo de epilepsia
(5.6,7).



La Etiologia de la epilepsia es diversa (en la actualidad las causas son conocidas en
un 85 %) (4) y se podria deber entre otras causas a un fuerte golpe en la cabeza
(traumatismo craneo encefélico), infecciones (inflamacién de las meninges), tumores,
arterioesclerosis, enfermedades parasitarias (cisticercosis), problemas durante el
nacimiento (cianosis, hipoxia cerebral), enfermedades congénitas, abuso de alcohol.
Existen diversos factores que pueden desencadenar una crisis epiléptica: como son las
luces intensas que se encienden y apagan, cansancio excesivo, alteraciones metabdlicas,
traumatismos, un sonido muy intenso, la falta o suspensidn de la terapéutica
medicamentosa, etc. (3,4).

En México, los datos epidemioldgicos consultados acerca de esta neuropatologia
son incompletos 0 en ocasiones poco concordantes, ya que no se le ha dado el debido
seguimiento por parte de nuestras autoridades sanitarias; esta revision indica que en
nuestro pais se reconoce un alto indice de prevalencia (nimero total de casos en una
poblacién en riesgo) de trastornos epilépticos tanto en nifios como en adultos de todas
las clases sociales (6.8). Se detecta con mas frecuencia en nifios y jévenes, tiende a
disminuir en los adultos y aparentemente no hay diferencia de género. Se han realizado
algunos estudios epidemioldgicos en areas urbanas, suburbanas y rurales en diversas
partes de la Republica Mexicana, dando como resultado que en la actualidad mas de un
millén de mexicanos (1% de nuestra poblacién) padecen alguna forma de epilepsia y
de ellos solamente 1-2 % estén bajo supervisién médica continua, por lo tanto se puede
decir que este padecimiento neurologico es un problema de salud publica, aunque su
tasa de mortalidad es baja (5,6,7,52).

Existen reportes que indican que muchos de estos pacientes son resistentes a los
tratamientos médicos convencionales (mono y politerapia), ya que padecen epilepsia
refractaria (resistente al tratamiento) y esto conlleva a que se presenten algunos efectos
adversos como: alteraciones cognitivas o de desarrollo personal, ocasionados por el uso
de los antiepilépticos tipicos, convirtiéndose asi en candidatos a cirugia. Pueden
también modificarse los niveles hormonales de las mujeres que padecen epilepsia y
presentar cuadros de amenorrea, hiperprolactinemia funcional, ovarios poliquisticos,
existen factores bioldgicos y genéticos, etc. (6,72).

Por lo tanto, es relevante abordar el estudio de nuevos compuestos eficaces en la
terapéutica del control de las crisis convulsivas, que ofrezcan ventajas en comparacion
con los que actualmente se encuentran en el mercado.

Entre los farmacos depresores del SNC relativamente nuevos se encuentran los
fitoterapéuticos, entre ellos los obtenidos del género Valeriana del cual se han
identificado mas de 350 especies como son la Valeriana officinalis (variedad europea) y
la Valeriana edulis subespecie procera, Valeriana tolucana D.C., Valeriana vaginata
H.B.K., Valeriana scorpioides (especies mexicanas) (i9).

De algunas de ellas se conoce su eficacia farmacolégica ya que se han planteado
estudios experimentales preclinicos en modelos antiespasmédicos, ansioliticos, de
motilidad, de agresividad, de privacion de suefio, etc. (119,160).



Los modelos fisiolbégicos experimentales constituyen una aproximacién a la
problematica de la extrapolacién farmacocinética entre un modelo animal y el ser
humano, estos modelos se basan en datos anatémicos y fisioldgicos que permiten una
prediccion de los niveles que alcanzara el fArmaco y/o los principios bioactivos en los
principales organos y tejidos del organismo humano sano y enfermo, por lo tanto los
estudios clinicos se disefian a largo plazo y con doble ciego, para demostrar en el ser
humano  su actividad biolégica de tipo ansiolitica, tranquilizante, hipndtica,
hipotensora, antiespasmddica, etc. (9,12).

Como ya se ha reportado un punto importante en el desarrollo de un farmaco y/o
fitofarmaco antiepiléptico, es elegir el modelo animal idéneo para los estudios
preclinicos, principalmente se seleccionan mamiferos que presenten manifestaciones
eléctricas y conductuales semejantes a las humanas (12), lo que permite estudiar los
mecanismos neuronales relacionados con la regulacidn de la excitabilidad de! Sistema
Nervioso Central (SNC) (13).



Justificacion

Debido a que la epilepsia es un problema de salud publica muy importante en
Meéxico y presenta multiples situaciones de complejidad e interés, es importante
realizar estudios para evaluar la actividad antiepiléptica de productos etnobotanicos,
que sirvan como tratamientos terapéuticos alternativos.

En el presente proyecto se estudia el efecto anticonvulsivo de la Valeriana
edulis ssp. procera, especie silvestre ampliamente utilizada en nuestra medicina
tradicional, para determinar su posible aplicacién en casos leves o iniciales de algin
tipo de epilepsia (crisis de ausencia).

La diversidad vegetal de México se considera como una de las més variadas
dcl mundo, debido a su privilegiada ubicacion geografica y condiciones ambientales,
como: clima, suelo y topografia (14,149). La produccién de plantas medicinales ha sido
una de las actividades agricolas menos desarrolladas a pesar de la gran tradicién
etnobotanica de los jardines botdnicos prehispanicos ya que nuestro pais cuenta con
una gran riqueza y tradicién herbolaria, heredada de nuestros ancestros (curanderos,
verberos, chamanes etc.) (13,16,17), los cuales identificaban, recolectaban y empleaban
una gran diversidad de productos de origen vegetal (94), tal como es el caso de la
Valeriana edulis: usada en casos de histeria, insomnio, cefaleas intensas, neurosis,
palpitaciones cardiacas, migrafia, espasmos musculares, dismenorrea, menopausia e
hipocondriasis; se le han atribuido efectos sedantes, hipnéticos, antiespasmdédicos,
ansioliticos, y antiepilépticos (14). Dicha especie no ha sido tan estudiada de manera
sistematica como la Valeriana officinalis (18), siendo aqui donde radica la importancia
y la aportacién del presente estudio.

Con el paso del tiempo y los avances cientificos se han podido identificar de
manera sistemética los productos naturales con propiedades medicinales (19). Gracias
a estos logros se han podido analizar, identificar y caracterizar un sin niimero de
principios bioactivos contenidos en las plantas. Los productos de origen natural han
sido utilizados ancestralmente de manera empirica, siendo necesario establecer
registros de la terapéutica tradicional popular. En la actualidad las plantas medicinales
son utilizadas de manera rutinaria para la preparacion de tinturas, elixires, extractos y
concentrados medicamentosos con actividad ansiolitica. A pesar de ello el interés de
las compaiiias farmacéuticas ha sido limitado (20).



II MARCO TEORICO

Fitofarmacos

Un fitofdrmaco (fito = planta o vegetal, fArmaco = sustancia con fines terapéuticos)
{150) se define como: sustancia activa con propiedades terapéuticas contenida en las
plantas medicinales (20,21). Fitofirmaco también esta definido como: hierba utilizada
con fines medicinales (151).

Los reportes de las posibilidades de empleo de los fitofarmacos en la medicina
hospitalaria son limitadas por falta de informacién dentro del 4mbito cientifico, debido
en primera instancia, al tipo de enfermedades (agudas) que requieren de un tratamiento
intensivo. Los fitofdrmacos no se consideran como medicamentos para tratamiento en
trastornos agudos o de urgencias (20,21). Sin embargo en los ultimos afos los
fitofarmacos han crecido dentro del marco de la terapia medicamentosa y tienen cada
dia mayor relevancia (22,23,24); el naturismo se basa en el supuesto de que es posible
por medios naturales ayudar al organismo a recuperar el equilibrio perdido que le ha
conducido a alguna enfermedad, ya sea por causas externas o por alteraciones
producidas en el propic cuerpe (25).

Se siguen realizando investigaciones de plantas que proporcionen efectos
curativos sobre determinadas patologias, que no produzcan en el individuo tantos y
tan acentuados efectos adversos como las prescripciones al6patas, y sean de gran
eficacia terapéutica (26,27).

Se ha venido dando un repunte en los ultimos afios acerca del empleo de los
productos de origen natural en la terapéutica medicamentosa especialmente en Norte
América en donde en 1991 el 3% de la poblacion recurrio a estos tratamientos y en
1998 lo hizo un 37% de la poblacién y el mercado de estos productos alcanzo
aproximadamente 3 billones de délares al afio (157), lo que le da un nuevo enfoque e
interés a la fitoquimica (aislamiento, identificacion de metabolitos secundarios de los
extractos activos por medio de ensayos biodirigidos) (21,94).

En busqueda de la seguridad y eficacia de fitofarmacos, se ha venido
evaluando y estableciendo el perfil farmacologico de especies reconocidas en la
tradicion herbolaria con la que contamos en el pais, desde muy diversos puntos de
vista como son el costo-beneficio, riesgo-beneficio, efectividad terapéutica,
idiosincrasia, tradicién cultural, etc. (21).

Algunas de las principales indicaciones de empleo racional de Jos fitofdrmacos
son: enfermedades respiratorias, circulatorias periféricas, digestivas, urogenitales,
cutaneas, psicovegetativas, y trastornos del funcionamiento cerebral (Epilepsia).

Como ejemplos de fitofarmacos con efectos anticonvulsivos se han reportado:
Albizzia lebbeck, Hibiscus rosa sinesis, Butea monosperma, Lavandula stoechas L,
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Afronosia laxifolia, Gastrodia eleta BI, Magnolia grandifolia, Valeriana officinalis,
Valliarifolia, Psidium guayanensis, Passiflora incarbata, etc. (10,28,29,30,31,32,33).

Los fitofdrmacos se pueden preparar a partir de:

a) Las partes vegetales cortadas y pulverizadas.

b) Los jugos de las plantas.

c) Las tinturas, las maceraciones en aceite y los productos destilados.

d) Los extractos obtenidos con solventes de las diferentes partes de las plantas.
(21,27).

Los fitofdrmacos como terapia alternativa son mas baratos que los medicamentos
sintéticos; se esta regulando su uso para garantizar su valor terapéutico, la seguridad,
su eficacia y el grado de toxicidad (34,35).

Epilepsia

Existen diversos reportes médicos que describen a la epilepsia como un
desorden neuroldgico el cual en 1973 fue definido por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como: una afeccion cronica de etiologia diversa, caracterizada por crisis
recurrentes, debidas a una descarga excesiva de las neuronas cerebrales (crisis
epilépticas), asociadas a manifestaciones clinicas y paraclinicas (36).

La epilepsia es uno de los padecimientos mas antiguos de la humanidad, y se le
consideraba un mal de origen divino, ya que los enfermos manifestaban cambios de
estado de animo repentinos (ataques de llanto o risa). Desde los inicios de la
humanidad ha tenido un permanente conflicto entre la ciencia y la supersticion, ya que
en diferentes épocas de la histona de la humanidad se le daban connotaciones méagico-
religiosas, atribuciones a posesiones demoniacas, etc. Hipderates 400 afios A.C. ya
hacia mencién de ella (37), incluso en nuestros dias persisten algunas de estas creencias
debido a la falta de informacidn, existen ideas y conceptos erréneos con [o que se
scfiala al paciente y a su familia, se le menosprecia, se le trata mal, se les restringen
sus posibilidades laborales, se les rechaza socialmente, se considera como un
padecimiento fisico y psico-social, que se pretende resolver a veces encerrando y
alejando al paciente de la sociedad (7).

Conductualmente el término epilepsia abarca una gran gama de crisis (eventos
paroxisticos, autolimitantes y estereotipados de corta duracién que se manifiestan por
alteraciones motoras, sensoriales, autonomicas y psiquicas con posible pérdida de fa
conciencia), ya que existe un gran niomero de variantes en los sintomas de este
padecimiento; por ejemplo puede haber diferentes tipos de crisis mioclonicas
(movimientos musculares espasmddicos y subitos), ataques atdnicos-aquinéticos
(caida violenta), catatonicos (con rigidez) (38). Los avances mds importantes contra
esta patologia comenzaron con los estudios de Hughlings Jackson a partir de 1861
describiendo principalmente a la epilepsia focal o parcial la cual empieza en una zona
determinada del cerebro. En 1929 Hans Berger introduce la electroencefalografia
como una herramienta fundamental para apoyar el diagndstico de este padecimiento
(.
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Las neurociencias son una rama del conocimiento médico que junto con la
electrénica y la informatica, han creado programas como el de cirugia asistida por
computadora (CAC) lo que ha mejorado la practica de la cirugia estereotdxica (1),
permitiendo en la actualidad un gran avance en las lineas de investigacion que se
enfocan hacia los tratamientos farmacologicos y quirirgicos, asi como al andlisis y
descripcién del funcionamiento del SNC. Lo anterior ha permitido el conocimiento de
[a epileptogénesis, en donde los maltiples componentes de la actividad eléctrica
excesiva que se da como resultado de las descargas neuronales anormales y
exageradas, cuya sintomatologia en este grupo de células hiperexcitables se
caracteriza por la generacidén de potenciales de accidn en determinada 4rea del
cerebro, como puede ocurrir en la zona motora, la cual responde con una activacién
neuromuscular. También se afecta el 4rea relativa a la zona visual, en cuyo caso el
paciente podra percibir pequefias luces (39). A nivel molecular se ha reportado que
estas crisis son consecuencia de una rapida despolarizacion repetida de las neuronas,
asociada a la pérdida de potasio intracelular junto con la acumulacion del sodio
intraneuronal, asi como a la participacion de neurotransmisores (NT: sustancia
quimica liberada selectivamente de una terminacion nerviosa por accion de un
principio activo, que interactia con un receptor especifico en una estructura anatomica
advacente y que produce una determinada respuesta fisioldgica) inhibitorios como el
acido gama amino butirico (GABA), o excitatorios como el 4cido glutdmico, el dcido
aspértico y el N-metil-D-aspartato (NMDA) (40,42,152,153), que al ser liberados en el
espacio sinaptico produce efectos excitatorios o inhibitorios sobre las células
postsindpticas, dando como consecuencia, un potencial de accién del tipo de todo o
nada que es retransmitido a todas las terminales axonicas y también debido a las
alteraciones de la glia que regula el medio extracelular en esta fisiopatologia (5,41,42).

Cualquier tipo de crisis epiléptica requiere una evaluacion exhaustiva:

Las crisis parciales simples (sin alteracién de la conciencia) son el resultado de
una lesion cortical limitada, cursan con descarga local contralateral que inicia e] drea
cortical o pueden ser complejas (con alteracién de la conciencia) (6,154).

Cuando la actividad eléctrica inicia en todo el cerebro sin un punto
determinado, el paciente experimenta upa crisis generalizada, y estos ataques
primarios incluyen: ausencias, crisis miocléncias, crisis ténicas, crisis ténico clonicas,
crisis atonicas (1,4,154).

Se ha reportado que el término gran mal 6 erisis tonico clénicas generalizadas
son las crisis que se presentan sin previo aviso, en donde el paciente pierde la
conciencia de manera siibita y cae presentando una fase tonica rigida en la cual puede
cesar la respiracion y se puede llegar a la cianosis, cuando los movimientos se
terminan el cuerpo del paciente queda flicido, éste presenta confusidn, debilidad,
Jaqueca y somnolencia (5,6,7).

Este desorden neurologico (epilepsia) se caracteriza por ciertos datos clinicos
como: edad de inicio, sexo, antecedentes personales y familiares del paciente,
trecuencia ¢ intensidad con la que se presentan las crisis, que pueden poner en peligro
la vida del paciente debido a la posible hipertermia, acidosis metabélica, liberacidn de
catecolaminas, edema pulmonar, dafio cercbral (43).



Existen diversos factores considerados como mecanismos fisiopatologicos
desencadenantes: infecciones y complicaciones durante el embarazo, traumatismo
craneo encefalico (mal uso de férceps durante el parto, accidentes) (44), intoxicaciones
alcoholicas, hipoxia cerebral (cordén umbilical enredado durante el parto, parto muy
largo), hemorragias, malformaciones vasculares, tumores, causas de origen congénito,
alteraciones metabdlicas (45).

En México existen reportes de que |a cisticercosis es ocasionada por consumir
frutas, verduras contaminadas con huevecillos de la Taenia solium, came de cerdo
mal cocida e infestada con cisticercos, este parsito se aloja primeramente en el
intestino (46,155).  Esta neuroinfeccién es una de las principales causas de epilepsia
secundaria en nuestro pais. La sintomatologia mds comiin de la cisticercosis consiste
en dolor de cabeza, confusion mental, trastorno de la sensibilidad y del lenguaje, crisis
convulsivas, alteraciones al caminar, paralisis, etc., pero esto no se presenta en todos
los pacicntes, es considerada en la actualidad como la parasitosis més frecuente del
SNC, representando el 10% de las causas de consultas en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia (INNN) (47).

La etiologia de la epilepsia es muy variada, ya que puede manifestarse debido a
multiples patologias cerebrales, siendo dependientes desde el punto de vista molecular
de un receptor excitatorio especifico denominado NMDA (N-metil D-aspartato), su
mayor concentracién se encuentra en el hipocampo y en la corteza cerebral (91) es
activado por glutamato (GLU) permite ia entrada de calcio (Ca2+) al citoplasma (87),
durante las crisis epilépticas las células nerviosas se despolarizan de manera anormal y
ocurre una liberacién exagerada del GLU, el cual a través de los receptores NMDA,
genera una entrada masiva de Ca®' al interior de la célula generando procesos de
excitotoxicidad (92), lo que produce un dafio irreversible que conduce a la muerte
neuronal por necrosis o apoptosis, lo que explica en parte el daflo neurolégico que
ocurre después de un status epilepticus (85,86,161).

El acido glutdmico y el 4cido gama amino butirico (GABA) son los principales
neurotransmisores (NT, sustancias quimicas que se liberan selectivamente de una
terminacion nerviosa) excitadores e inhibidores respectivamente que participan en el
funcionamiento del SNC desde la etapa prenatal, asi como en los mecanismos de la
memoria, aprendizaje y plasticidad cerebral (84,86). Los subtipos del receptor a GLU
se dividen en ionotrépicos como NMDA, que producen la entrada de Na**, Ca®* al
citoplasma neuronal, ademas de los receptores 2-amino-4-fosfonobutanoato (AP-4),
Kainato (KA) y o-amino-3-hidroxi-5-metilsoxasol (AMPA), y los receptores
metabotrépicos que son permeables al Ca®* (91,93,158) .

Estos receptores excitatorios regulan la produccidn de importantes efectos téxicos
que originan lisis osmética, al promover el flujo de agua y cationes, siendo muy
importantes en los eventos electrofisoldgicos del estatus epiléptico (88,89.90).



Esquema de la Neurotransmision

Hendidura sinaptica

Botén Presinaptico
NT

Cat++

Potencial de accion ' ﬂ \

Cat+ .

-——ﬂwslculas

Figura 1. Esquema de la neurotransmision. L.os potenciales de accidén
abren los canales de calcio. El Ca®* activa la liberacion de los NT desde las
vesiculas de almacenamiento. L.as moléculas de los NT llenan la hendidura
sinaptica, algunas de estas moléculas se unen a los receptores
postsinapticos, iniclando una respuesta. El resto de las moléculas son
recaptadas hacia el interior del axén y almacenadas nuevamente o bien
difunden en los tejidos circundantes.
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Se han reportado algunos trastornos neurologicos y psiquiatricos debidos al aumento
0 a la disminucién de la actividad de diversos NT por la accién de un principio activo,
que 1nteracciona con un receptor especifico en una estructura anatdémica adyacente
para producir una determinada respuesta fisioldgica: tos aminoacidos GLU y aspartato
(ASP) son NT excitatorios del SNC y estan presentes en la corteza cerebral, cerebelo v
médula espinal (93).

Figura 2. Diagrama que 1Ilustra los mecamismos de
excitotoxicidad que producen muerte de neuronas en el sistema
nervioso central, en circunstancias diversas como las crisis de
epilepsia. Es importante apreciar la entrada masiva de calcio a la
mitocondria y la generacion de sefales intracelulares que
culminan con la destruccién de [a célula.

Para diagnosticar con mayor certeza la epilepsia es necesario revisar
adecuadamente la historia clinica del paciente, realizar una exploracién fisica general,
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examen neurologico, la tomografia axial computarizada (TAC) inventada en
1972 por el Dr. Godfrey Hounsfield, la cual es una técnica de eleccion para poder
detectar lesiones estructurales en el SNC en un paciente vivo (5,48,85).

Otra manera de diagnosticar la epilepsia es por medio de los estudios
clectroencefalograficos (EEG) (85), el cual es un registro temporal de las diferencias
del potencial eléctrico (voltaje) entre dos puntos a nivel del cuero cabelludo. El
analisis de este estudio es complejo debido a los paroxismos de las puntas (espigas),
punta-onda lenta, etc., y se basa en una interpretacién visual del registro formado por
el trazado complejo de las ondas electromagnéticas cerebrales (49,162).

En 1950, el fisico norteamericano Félix Bloch descubrié el principio de la
resonancia magnética (RM), el cual se aplico en Ia clinica hasta los 80’s aumentdndose
asi la definicion de las imagenes y permitiendo estudiar con mayor detalle las lesiones
cerebrales (85).

Los registros EEG deben ser interpretados visualmente y se requiere observar
solamente los componentes del trazado que sean importantes, lamentablemente la
confiabilidad en la interpretacion del registro EEG depende directamente de la calidad
de dicha interpretacion y con frecuencia esta es pobre. El problema no seria grave si
no fuera seguido de un diagndstico equivocado de epilepsia y aun peor, medicar con
antiepilépticos a quien no los necesita, ya que diversas sintomatologias eomo la
disrritmia cerebral presenta un EEG anormal e inespecifico. Existen muchas
alteraciones electroencefalograficas inespecificas, a las que Hughes denominé signos
electroencefalograficos blandos (49).

Epilepsiay embarazo

Existen reportes que indican que la epilepsia no estd contraindicada en la
planificacion familiar, bajo vigilancia médica, la mayoria de las pacientes epilépticas
que se embarazan, cursan su gestacion con pocos o ningun evento epiléptico durante
este periodo; al menos el 90% de los hijos nacidos de mujeres epilépticas son
saludables y normales (50).

Existen algunos factores que pueden propiciar un aumento en el nimero de
crisis epilépticas como son: un pobre control de estas antes de quedar embarazada, no
seguir la prescripeidn antiepiléptica, falta de suefio, cambios en el metabolismo de los
medicamentos antiepilépticos debidos al embarazo (ef nivel de su medicacién puede
disminuir conforme progresa el embarazo, hasta llegar a su nivel mds bajo al momento
del parto), estrés emocional, fatiga, bebidas alcohdlicas (51,63).

Es muy conveniente mantener un buen registro de la frecuencia de crisis
cpilépticas v de la medicacion prescrita.

El uso de los medicamentos antiepilépticos se recomienda como monoterapia
(Fenitoina, Fenobarbital, Carbamazepina) ya que algunos de ellos pueden disminuir fa
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eficacia hormonal en los anticonceptivos, debido a que aumentan su metabolismo
{45.50).

Antiepilépticos

Los antiepiléticos son un grupo de medicamentos quimica vy
farmacolégicamente muy diverso y estin disefados para controlar pero no para
prevenir la aparicion de las crisis epilépticas, lo cual refleja la compliejidad de la
patofisiologia de los desérdenes convulsivos (53,54,55).

El primer compuesto quimico para controlar la epilepsia fue el bromuro de
potasio, que actualmente se utiliza en el tratamiento de los pacientes con porfiria, es
relativamente t6xico ya que causa dermatitis y psicosis en algunos pacientes, en 1912
se introdujo uno de los antiepilépticos més conocidos: los barbitaricos (Fenobarbital)
gue son derivados de la condensacién de la urea con el actdo malénico. En 1938 se
introdujo la difenilhidantoina que es muy parecida a los barbitiricos pero con un
efecto sedante menor. En 1945 se introdujeron las succimidas (eficaces contra la
epilepsia del pequefio mal “ausencias™) de las cuales de la etosuximida es la mas
efectiva contra las crisis producidas por pentilentetrazol (PTZ) en animales de
laboratorio (54,56,57). Posteriormente se introdujeron oxalidinodionas (Trimetadiona),
acetilureas (Fenacemida), las cuales se obtuvieron modificando la estructura original
de los barbittricos y las hidantoinas. En 1963 se descubrid la propiedad anticonvulsiva
de la carbamazepina y el 4cido valproico. En 1965 se comenzaron a utilizar las
benzodiacepinas  (Nitrazepam en epilepsia mioclonica, Diazepam en el status
epilepticus).

Maés recientemente el Felbamato, la Gabapentina , la Lamotrigina (LTG) que
presenta una accion similar al de la carbamacepina y fenitoina, reduce la liberacién
excesiva de neurotransmisores excitadores sin afectar su liberacion normal. Esta
accion sobre el glutamato y el aspartato cerebral es dependiente de la dosis y se
atribuye a una estabilizacién de la membrana neuronal presinaptica por el bloqueo de
los canales de sodio (54,58,59). Sus efectos secundarios son: mareos, diplopia,
somnolencia, ataxia, cefalea, astenia, nauseas, vémito, temblor, visidbn borrosa,
depresidn (60).

Actualmente también se utiliza la Vigabatrina (gama-vinil GABA, Sabril) que
fue ¢l primer antiepiléptico comercializado en Espafia, desarrollado en base a su
mecanismo de accion conocido: aumenta el tono gabadrgico, inhibiendo de manera
especitica, irreversible y selectiva a la GABA-transaminasa (GABA-T), que es la
enzima responsable del catabolismo del GABA en su paso a semialdehido succinico
aumentando la concentracion de GABA en la sinapsis. Sus efectos secundarios:
cansancio, somnolencia, mareo, cefalea, diplopia, ataxia, vértigo, visidon borrosa,
nerviosismo, depresidn, agresividad, nduseas, agitacion, aumento de peso (61).

Por otra parte en México la presencia del neurdlogo en el area de salud se debe
a la escisién de la Neuropsiquiatria en Neurologia y Psiquiatria y por disposicion de la
propia Ley General de Salud que pretende un acercamiento hacia el paciente, por parte
de los especialistas, lo cual ha traido como consecuencia una excesiva afluencia de
enfermos neurolégicos no orgéanicos, pese a ello no se cuenta ain con datos
fehacientes acerca de la frecuencia, ritmo y diagndstico de los pacientes que acuden a
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este servicio asistencial hospitalario (7). Lo cual hace indispensable el uso racional y
adecuado de Jos medicamentos antiepilépticos en monoterapia, controlando los
niveles plasmaticos de los mismos, para poder reducir o suprimir las crisis epilépticas
hasta en un 80% de los casos, por lo tanto para el 20% restante de los pacientes es de
primordial importancia que se continie con el desarrollo y estudio de nuevas
posibilidades terapéuticas, ya sea por modificacion de: a) los farmacos clasicos, para
mejorar su relacién eficacia/toxicidad (Valproatos, Carbamacepina), b) actuar sobre el
balance excitacién/inhibicién cuyo origen se debe al tono gabaérgico (Eterobarbital,
Progabide, Gabaculina, Vigabatrina), ¢) por inhibicién del tono glutamatérgico
(Felbamato, Lamofrigina), d) inhibidores de la corriente de sodio (Ralitolina), e)
diversos mecanismos de accién ain no bien esclarecidos (Gabapentina, Topiramato,
Topamax) (62).



Clasificacion de farmacos antiepilépticos

BARBITURICOS Y COMPUESTOS RELACIONADOS: Son derivados del 4cido
barbitirico que tienen dos sustituyentes en posicion 5: Fenobarbital — (Alepsal,
Fennabot), (Solfoton), Gaedenai, Luminal, Luminaletas, Mefobarbital (Mebaral),
Metabarbital Gemonil), Primidona { Mysoline, Myidone).

HIDANTOINAS: Son el resultado de una investigacién planeada en busca de nuevas
sustancias capaces de suprimir las crisis convulsivas causadas por electrochoque en los
animales. Cumatil, Fenitoina (Epamin, Fenotron, Fenidantoin, Dantoinal, Dilantin,
Difenilan), Fenigramon, Mefenotoina (Mesantoina), Etotoina (Peganone).

Se emplean en el manejo de la epilepsia ténico-clonica y parcial.

SUCCINIMIDAS: Surgieron de la blsqueda sistematica de agentes eficaces, pero
menos toxicos que las oxazolidinadionas, para el tratamiento del pequefio mal, crisis
de ausencia tipicas y atipicas. Etosuximida (Zarontin), Metosuximida (Celontin),
Fensuximida (Milontin).

OXAZOLIDINADIONAS: Poseen los substituyentes alquilo en el carbono 5 los
cuales son importantes para su selectividad como antagonistas del Pentilentetrazol en
animales y como agentes clinicamente utiles para tratar el pequefio mal: Trimetadiona
(Tridione), Parametadiona (Paradione).

BENZODIACEPINAS: Clonazepam (Klonopin, Rivotril), Diazepam (Valium),
Clorazepato, Rivotril (Tranxene), Lorazepam.

CARBOXAMIDICOS: Carbamazepina (CBZ) estructuralmente es parecida a los
antidepresivos triciclicos, es absorbida lentamente en el tracto gastrointestinal y se
oxida parcialmente dando como metabolito a un epdxido activo.

Actinerval, Atoxecar, Aurene, Carbagramon, Carbolando, Carbamat Deltateril,
Tegretol, Trileptal .

ANTICONVULSIVOS MISCELANEOS: Acido Valpréico  (Epival, Depakene,
Leptilan), Divalproex sédico (Depakote), Fenacemida (Phennuerone), Azetasolamida
(Diamox), ACTH, Corticoesteroides, Lamictal, Gabapentina (Neurontin).

Algunos de ellos se utilizan para un tipo especifico de epilepsia, por gjemplo
contra el gran mal se usan: Beclamida, Carbamazepina, Fenitoina, Fenobarbital,
Mefenitoina, Primidona, Vigabatrina, para el pequefio mal se usan Clonazepam
(Kenoket, Rivotril), Clorazepato, Etosuximida, Acido Valpréico (Valprosid),
Valpromida (8,54,56,64,68,74).



Interacciones de algunas sustancias con los anticonvulsivos.
Acido Félico

o Fenitoina: E| acido félico contrarresta el efecto de la fenitoina. Si se
administra en forma prolongada la fenitoina, pueden disminuir los
niveles séricos del acido folico.

« Fenobarbital: El dcido félico contrarresta el efecto del fenobarbital.

Acido Nalidixico

» Nitrofurantoina: El efecto antibacteriano del acido nalidixico podria
ser antagonizado por la nitrofurantoina.

Acido Valproéico

e Acido Acetilsalicilico: El uso simultineo de estas sustancias puede
provocar un aumento de los niveles plasmaticos de acido valproéico,
con peligro de intoxicacion.

« Alcohol: El 4cido valprdico puede potenciar la actividad depresora
del alcohol sobre el sistema nervioso central.

»  Antidepresivos Triciclicos: El acido valproico puede potenciar la
accion de los antidepresivos triciclicos.

o Carbamazepina: La administracion conjunta de 4cido valproico y
carbamazepina puede producir una reduccion de los niveles séricos
del acido valproico.

» Clonazepam: Al usarse junto con el acido valproico puede producir
estado de ausencia.

» Fenitoina: E| valproato inhibe el metabolismo de la fenitoina siendo
posible un aumento de la concentracidn de fAirmaco libre.

o Fenobarbital. Si se administra 4cido valproico a pacientes
medicados con fenobarbital puede producir un aumento de los
niveles plasmaticos del fenobarbital con riesgo de intoxicacidn.

s Inhibidores de la MAO: El 4cido valprdico puede potenciar la accidn
de los inhibidores de la monoaminooxidasa.

o Oxcarbazepina: La oxcarbazepina puede aumentar ligeramente la
eliminacién del dcido valpréico.

o Primidona: lLa administracién de acido valpréico a pacientes
tratados con primidona puede ocasionar un incremento de los niveles
plasmaticos de primidona con peligro de intoxicacion.

Alcohol

» Fenitoina: disminuye su efecto, ya que aumenta su metabelismo por
induccién enzimatica microsomal.
o Anticoagulantes orales: aumentan la toxicidad de la fenitoina debido



a su aumento metabolico enzimatico microsomal

Antidepresivos Triciclicos: aumentan la toxicidad de la fenotoina,
aunque este mecanismo de accion no ha side determinado aln.
Cloramfenicol, Dicumarol, Disulfram, Fenotiazinas, Isoniazida:
aumentan la toxicidad de la fenitoina por que disminuye su
metabolismo por inhibicién enzimatica microsomal.

Fenitoina: La ingestion aguda de etanol disminuye su depuracidn,
dado que ambos compiten por el mismo sistema de oxidasas
microsomales hepaticas. En el alcoholismo crénico hay una
induccion enzimatica por el alcohol y un periodo de abstinencia lleva
a una tasa de depuracién aumentado de Fenitoina.

Furosemida: La Fenitoina produce una disminucion en el efecto
diurético de la Furosemida, ya que disminuye su absorcion.

Fenitoina: 1.a Fenitoina puede reducir la unién de los antidepresivos
a la albumina plasmaética, potenciando su efecto.

Barbituricos

Acido Valpréico: Al administrar el acido valprdico a pacientes
medicados con fenobarbital puede aumentar los niveles séricos del
barbitirico.

Fenitoina: El uso simultineo de fenobarbital y fenitoina puede
producir cambios impredecibles en los niveles plasmaticos de la
fenitoina.

Benzodiazepinas

Acido Valpréico: Si se usan simultdneamente estas drogas puede
aumentar el efecto depresor de las benzodiazepinas sobre el SNC.
Barbituricos: La accion de las benzodiazepinas puede ser potenciada
por los barbituricos.

Carbamazepina. Si se administran simultdneamente clonazepam y
carbamazepina se puede perder el control de las crisis epilépticas.
Fenotiazinas: 1.a accion de las benzodiazepinas puede ser potenciada
por las fenotiazinas.

Inhibidores de la MAQ: La accion de las benzodiazepinas puede ser
potenciada por los inhibidores de la MAO.

Isoniazida: El uso simultineo de diazepam e isoniazida puede
potenciar la accion de la benzodiazepina.

Rifampicina: El uso simultaneo de diazepam y rifampicina puede
reducir el efecto de la benzodiazepina.

Tabaguismo: El tabaquismo excesivo puede disminuir la eficacia de
las benzodiazepinas administradas en sus dosis habituales.
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Betametasona

« Fenitoina: El uso conjunto de fenitoina y betametasona puede
aumentar el metabolismo del corticoide disminuyendo su accidn
terapéutica (34,67,69,70,71).
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Estudios preclinicos

Debido a las implicaciones éticas y cientificas que exigen realizar el disefio de un
protocolo, su conduccion y la publicacion formal del estudio clinico, no es siempre
posible trabajar experimentalmente con seres humanos, por lo que se recurre al trabajo
experimental con animales de laboratorio (estudios preclinicos), ya que son de facil
manejo, son menos costosos, permiten obtener de manera rdpida una respuesta
fisiologica, toxicologica permitiendo llevar acabo la evaluacion de la seguridad de su
uso en diversos modelos animales (12,73).

A través de estudios neuroquimicos, neuroanatémicos ultraestructurales e
inmunocitoquimicos ha sido posible demostrar que muchas de las sustancias
empleadas experimentalmente para modificar el funcionamiento del SNC se agrupan
como analépticos sintéticos (estricnina, picrotoxina, bicuculina pentilentetrazol, etc.)
(76,159). Se caracterizan en general por incrementar el estado de alerta, por incrementar
la frecuencia y profundidad respiratoria ya que actian directamente sobre el sistema
reticular cerebral y las vias corticoespinales (77), los cuales tienen una
microorganizacion interneuronal  que contienen interneuronas GABAgrgicas,
calretinina (proteina fijadora de calcio se localiza en las células piramidales) (78).

Los modelos experimentales de epilepsia se clasifican en:

Inducidos por agentes fisicos, que afectan receptores sensoriales o areas
encefdlicas por medio de estimulos eléctricos: electrochoque, kindling
(estimulos eléctricos localizados o aplicaciéon de diferentes dosis de
sustancias en un area especifica del cerebro), actsticos o fotdnicos, que
producen cambios degenerativos y regenerativos (12,79).

Inducidos por agentes quimicos: aplicacion tdpica (penicilina, crema de
alimina, cobalto), por administracién sistémica via intraperitoneal (1.p) de
acido kainico, intravenosa (i.v), subcutinea (s.c), picrotoxina y el
pentilentetrazol, el cual es un agente convulsionante que acttia en el SNC
de los mamiferos, estimulando la corteza cerebral, ya que disminuye el
periodo de tiempo necesario para la recuperacion de la via monosindptica
medular ¢ impide la aparicién de periodos refractarios inhibitorios dando
lugar asi a la aparicidn de convulsiones (7,80,81,82).
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Se han planteado diversos modelos animales para el estudio de las crisis
epilépticas:

Parcial simple, aguda

Agentes convulsivantes topicos: Penicilina, Bicuculina, Picrotoxina, etc.
Estimulacidn eléctrica aguda

Sindrome de abstinencia al GABA

Rebanadas de corteza cerebral

Parcial simple, cronica

Metales aplicados directamente en la corteza: Cobalto, Tungsteno, Zinc
Dafio por congelamiento

[nyecciones de ganglidsidos

Epileptogénesis focal sistémica

Tdnico-clonica generalizada

Genética: mandriles fotosensibles, crisis audiogénicas en ratones, ratas, y perros
epilépticos

Electrochoque

Agentes convulsivantes quimicos: Penicilina, Bicuculina, Pentilentetrazol
Trastornos metabdlicos: hipoxia, hipoglicemia, uremia, temperaturas elevadas,
abstinencia a drogas

Parcial compleja

Acido Kainico

Inyeccion en &rea tempestas
Kindling

Ausencias generalizadas
Estimulacién taldmica
focos corticales bilaterales

Estatus epiléptico
Litio-pilocarpina
Cobalto-Homocisteina {12)
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Terapias alternativas

En los ltimos afios se ha experimentado un aumento notable en la difusién y la
practica de la medicina alternativa {(complementaria) (157), debido a la insatisfaccion de
parte de los pacientes con los ftratamientos convencionales, a una necesidad de
autocontrol, a una congruencia filoséfica. El término naturopatia incluye una gran
variedad de practicas alternativas para la curacién de los pacientes, entre las que se
encuentran el cuidado de la dieta, cambios en el estilo de vida, la homeopatia, la
acupuntura, la aromaterapia, la hidroterapia, hierbas, psicoterapia, ejercicios
terapéuticos, el yoga, la manipulacion de la columna, terapias fisicas que usan corrientes
eléctricas, el ultrasonido, la fototerapia, etc. También la farmacologia es usada en la
medicina naturopatica (113,114).

Los principios basicos en que se basan estas alternativas medicinales son: el
poder curativo de la naturaleza, tratar la causa en vez del efecto y ante todo, no hacer
dafio, tratar a la persona como un ser completo.

Dentro de los factores que se toman en cuenta para determinar el esquema de un
tratamiento, se encuentra la dieta, el estilo de vida y la historia clinica del paciente.

Eil cuidado de la dieta implica ciertas dietas terapéuticas necesarias en el caso de
pacientes con cierto tipo de enfermedades (insuficiencia cardiaca, diabetes, obesidad,
etc) que requieren un cambio en los hdbitos alimenticios, sin que se desnivelen sus
requerimientos nutricionales (113).

Los cambios en el estilo de vida consisten en crear conciencia en el paciente que
debe de convivir méas con la naturaleza, conocer el funcionamiento adecuado de su
propio organismo, evitar situaciones perjudiciales como son las tensiones nerviosas,
sustancias daflinas como el tabaco, el alcohol, etc., cambiar sus habitos alimenticios,
tomar periddicamente un descanso (113,114,115).

El término homeopatia proviene del griego omoios igual y pafhos sentimiento,
fue acufiado por el médico y quimico aleman Samuel Hahnemann, para referirse a la
medicina convencional basada en el uso de medicamentos que contraatacan los
sintomas de cierta patologia generando una respuesta curativa en el paciente (113).

La acupuntura es un antiguo sistema Chino de curacion, se remonta a mas de
5.000 afios. Segun la definicion de acupuntura, esta terapia se basa en el equilibrio de
los cinco elementos de la naturaleza: fuego, tierra, metal, agua y madera. Los
practicantes de la acupuntura dicen que cuando estos elementos no se encuentran
balanceados la energia no esta distribuida de manera apropiada o queda atrapada dando
como resultado las enfermedades. Por lo tanto tratan de lograr el balance de la energfa
o chi (gi) de los 5 elementos aplicando agujas en los meridianos que son la estructura
energética del cuerpo. La acupuntura propone ayudar a liberar y hacer fluir

correctamente la energia, inicidndose el proceso de la curacion (113,115).
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La palabra aromaterapia fue acufiada por el médico francés Gattefosse, quién
experimento con diversas plantas y aromas hasta descubrir las reacciones y efectos que
causaban a nivel psicoldégico o espiritual a principios del siglo pasado. La aromaterapia
es el arte y la ciencia (en cada extracto de cada planta, en cada aceite natural o
sustancia de la naturaleza, palpita la esencia de la vida con sus propiedades de curacion,
leyes y efectos fisicos y psicolégicos) de usar mezclas de aceites esenciales, extractos de
plantas, y las mismas plantas, que produzcan energia, para mejorar la calidad de la vida,
brindando bienestar en el mas amplio sentido, a nivel fisico, psiquico y espiritual, sin
embargo este médico francés llegaba con varios milenios de retraso a una sabiduria
popular de inmemoriales raices en varias culturas (115),

La hidroterapia incluye todas aquellas aplicaciones curativas que se le den al
agua, como pueden ser bafios y duchas de agua dulce, bafios de temperatura alterna,
bafios de asiento v cuya finalidad es que el agua no se disperse y actlle en forma mas
directa provocando cambios en la circulacién sanguinea, tratar espasmos vasculares,
también se pueden inducir cambios metabdlicos (113).

Otra terapia alternativa es el Ayurveda, que es un sistema holistico de medicina
que significa "la ciencia de la vida". Se origind en la India y ha sido parte de la vida
diaria en ese pais por mas de 5.000 afios. f.a palabra Ayurveda es un término sanscrito
compuesto por "Ayus” vida y "Veda" conocimiento o ciencia; por lo tanto también se
le conoce como ¢l “conocimiento de la duracion de la vida". En la medicina Ayurvédica
se ha esparcido por todos los rincones del mundo, lo importante es el paciente, de ahi
que se importante establecer un perfil general de la persona, lo que es el punto
fundamental y bésico para identificar el tipo metabolico del paciente. No o es la
enfermedad. Ya que la teoria ayurvédica enuncia que todas las enfermedades comienzan
con un desequilibrio o estrés en la conciencia individual. Una vez ha sido identificado el
tipo de desequilibrio corporal o metabdlico, los médicos ayurvédicos disefian un plan
de tratamientos para retornarle su equilibrio arménico con su entorno (113).

Se reportd que en 1990, 245 millones de personas recurrieron a la medicina
alternativa en los Estados Unidos (114), la Oficina de Medicina Alternativa del Instituto
Nacional de la Salud de los Estados Unidos, explica que "la medicina ayurvédica
plantea un acercamiento integral hacia la prevencion y tratamiento de enfermedades a
través de un cambio en el estilo de vida y terapias naturales”.

Actualmente existe un total de 300,000 médicos ayurvédicos que la practican en la
India. Estos médicos reciben entrenamiento institucionalizado reconocido estatalmente,
paralelo al de sus contrapartes médicas en los sistemas apoyados por el estado de la
India para la biomedicina convencional occidental y la medicina homeopética.
Frecuentemente los médicos ayurvédicos trabajan en conjunto con médicos entrenados
en occidente, médicos convencionales u homedpatas, englobando las diferentes terapias,
los estudios cientificos metddicos son determinantes para la evaluacion y explicacion de
los mecanismos de accién de la medicina naturista y complementaria (115,116,117).
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En las bibliografias médica india y psicoldgica occidental se aprecia un aumento
en las investigaciones respecto a los efectos fisioldgicos de técnicas meditativas y
posturas yogas. Estudios publicados documentan reducciones en factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares (hipertension), colesterol y reaccion al estrés en
individuos que practican métodos ayurvédicos, informa también la Oficina de Medicina
Alternativa del Instituto Nacional de la Salud de los Estados Unidos.

Los practicantes ayurvédicos ensefian a los pacientes a entender las
constituciones de sus cuerpos y mostrarles como usar la dieta, el masaje, las hierbas y
ajustes en el estilo de vida para armonizar el cuerpo, la mente y espiritu (113).

Otra terapia alternativa es la meditacién Yoga, que procede del s&nscrito yuj v
significa unién e implica tener conciencia de nuestra real identidad entre la materia y el
espiritu, el uso apropiado del poder del pensamiento en forma positiva, es decir la
experiencia de las cualidades y virtudes del ser (113,115).

Relevancia de nuevas fito-medicinas en el campo terapéutico

Debido a la importancia en el desarrollo de la terapia medicamentosa con productos
naturales como los vegetales, es necesario que su identificacién y recoleccion se haga
por parte de especialistas, para minimizar el riesgo de confusiones y/o errores al usar
este tipo de productos de gran biodiversidad. Solamente un 2% de los productos
naturistas tanto de origen vegetal como animal han sido evaluados de manera
sisterndtica para poder determinar su valor medicinal (94).

Partes utilizadas de las plantas.

Una vez llevada acabo la identificacion y recoleccion de la especie vegetal deseada,
los especimenes se lavan y posteriormente se desecan a una temperatura de 40 °C, se
pueden a utilizar las raices, talles, hojas, flores, semillas (10).

Los remedios preparados a partir de plantas medicinales (infusiones, extractos,
percolaciones) representan una importante proporcion del total de recursos terapéuticos
en el mercado global de los medicamentos. En 1992 la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) (95) publicd los métodos de control de calidad para materiales de plantas
medicinales con fines curativos v de esta manera poder garantizar ¢l uso de estos
productos, de acuerdo a estas politicas de la OMS, en la tercera edicion de la
Farmacopea Internacional se anexaron especificaciones de calidad de algunas plantas y
de los materiales obtenidos de las mismas (96).

En nuestra Legislacion Sanitaria se estdn efectuando algunas modificaciones
respecto a la comercializacién de los productos herbolarios, utilizados como remedios
naturales en un sentido tradicional “remedios caseros” con fines medicinales
(fitofarmacos), constituyéndose como un gran cambio y reconocimiento de la
Fitoterapia (Herbolaria medicinal), debido a la urgente necesidad de aplicar criterios
para la determinacidn de la calidad de este tipo de productos para el consumo humano,
como una nueva alternativa para el tratamiento de diversas patologias, se han creado y
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se aplican politicas sanitarias incluidas en la Ley Federal de Sanidad Vegetal, asi como
la reglamentacién contenida en la Ley General de Salud en materia de prestacién de
servicios de atencidn médica (arifculos 223, 224 fraccion 111, 310), que establecen normas y
regula su comercializacién, permitiendo a la vez el establecimiento de especificaciones
y la estandarizacién respecto de la formulacion de dichos preparados herbolarios y/
naturales, de modo que exista un registro fitosanitario que garantice la calidad,
seguridad y eficacia de estos productos (96).

Para poder aplicar en una terapia los productos fitofarmacolégicos, se debe
considerar que parte del vegetal serd empleada, v el método de extraccidn
correspondiente, ya que se puede obtener una gran diversidad de diferentes extractos, en
relacion a sus constituyentes. Existen diversos factores que determinan la calidad de un
exfracto vegetal, como son: la especie de la planta {puede variar el contenido de los
ingredientes fitoquimicos), la parte a emplear (raices, tallo, hojas), calidad del material
vegetal, ya que este se adapta a su entorno y puede contener impurezas, También hay
que tomar en cuenta la edad de la planta, tipo de terreno en el que se desarrolla (ya que
generalmente, mediante el tratamiento de plantas cultivadas, se obtienen variaciones del
material vegetal inicial), procedimiento estandarizado de preparacion del extracto en
instalaciones, equipo y material adecuado que garanticen una calidad controlable y la
eficacia del producto a través de estudios clinicos (97).

Existen algunos reportes etnobotanicos de productos que presentan propiedades
anticonvulsivas como es el caso de la Casimora edulis, la cual se estudio en el modelo
de maximo electrochoque y PTZ en ratas (118), hay reportes del empleo combinado de
la Valeriana con Espino blanco, Pasiflora, Marrubio negro para el tratamiento de
distonias neuro-vegetativas e insomnios (11,18).

En general las especies del género Valeriana son conecidas a nivel mundial por
sus efectos hipnoticos, antiespasmodicos, antiepilépticos, se les han atribuidos
propiedades analgésicas y cicatrizantes, se han descrito ampliamente para el tratamiento
de histeria, insomnio, cefaileas, neurosis, palpitaciones cardiacas, espasmos musculares,
dismenorrea, menopausia € hipocondria (14). Existen también reportes acerca de que la
Valeriana officinalis tiene efectos espasmédicos, ansiolitico, tranquilizante y sedantes
(119), casi no existen reportes acerca de los usos de la Valeriana edulis, pero por el alto
contenidos de principios bioactivos como los valepotriatos podria tener actividad
anticonvulsiva (107).

Descripcion etnobotanica del género Valeriana

El género Valeriana ssp se encuentra distribuido ampliamente en Europa
Central {(Alemania, Francia, etc), Inglaterra, Asia, América; la mayoria de sus especies
se encuentran en las zonas montafiosas templadas del hemisferio norte, con una altitud
superior a los 2000 metros sobre el nivel del mar, con abundante luz solar (18), se
encuentra distribuido también en sitios como los Andes de América del sur y México,
en el cual se conocen mas de 42 especies (14).

Familia Valerianacea.
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Esta familia agrupa a 150 especies de hierbas anuales de aproximadamente 1
a 2 metros de altura, habttan a una altura de 2480 a 3500 metros sobre el nivel del mar,
crece de manera espontdnea en las praderas himedas, a orillas de los riachuelos v
arroyos de las montafias, se desarrollan mejor si el terreno es calizo, consta de rizomas
pivotantes, estolones, con tallos fistulosos cilindricos y/o cuadrangulares, hojas
opuestas cruzadas, basales, enteras, lobadas, con margen cerrado, dentadas y de
textura membranacea o firme, de color verde vivo y a veces son aromaticas, con
inflorescencias pequefias en forma de dicasios, tirsos o cimas compuestas, con flores
hermafroditas que se desarrollan entre mayo y junio, presentando el caliz enroscado
durante la floracién; en la fructificacién forma un vilano plumoso que consta de 6 a 20
cerdas unidas en la base por una membrana transparente, corona infundibular
subcampanulada y con tubo giboso o recto (14,18,101).

Diversas especies del género Valeriana.

Existen diversas especies del género Valeriana como: sorbifolia, tolucana,
wallichii, ceratophylla HBK, Clematis HBK, scorptoides DC, paniculata, dondollana,
edulis ssp procera, etc.

La Valeriana officinalis.

Esta crece en toda Europa, por lo general en cualquier tipo de clima y se puede
encontrar en forma silvestre en las margenes de los rios, en los bosques humedos,
también es una planta cultivada. Existe una gran variedad de plantas de esta especie
distinguibles por el color de sus flores, pero todas poseedoras de los mismos efectos;
sus extractos han sido utilizados por los hipocréticos desde los siglos [V y V A.C.
como remedio para las afecciones femeninas {cambios hormonales normales, célicos,
mareos, etc), asi como para controlar la excitacion nerviosa, contra el tnsomnio y las
palpitaciones causadas por la ansiedad, se le confieren también propiedades
tranquilizantes, sedativas (usado en medicina tradicional por centurias} € hipnoticas
{98,99,103), ya que contiene aceites esenciales, acido valerénico y sus derivados, asi
como valepotriatos y cuya concentracion de bioactivos cambia de manera estacional
(160,
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Ejemplar de la Valeriana edulis ssp
procera Herbario UAM-X

Ubicacion taxonomica de la Valeriana edulis ssp. procera

division: Fanerogamae
subdivision:  Anglospermae
subclase: Dicotiledonea
orden: Rubiaceas
famitia: Valerianacea
género: Valeriana
especie: edulis
subespecie: procera

En particular la Valeriana edulis ssp procera (raiz de gato, raiz de oso,
mazatanes, ucares) se distribuye en Chihuahua, Durango, Jalisco, Michoacan, Sierra de
Pachuca, Puebla, Tamaulipas; dentro del Valle de México se encuentra en Cuajimalpa,
Milpa Alta, y de Texcoco a Amecameca se localizan en Jos bosques de encino, pino,
cipreses y oyamel, es una hierba robusta, perene que mide de 70 a 100 cm de altura
tiene una superficie oblonga con hojas largamente espatuladas que midende 10 a 15 ¢m
de largo, ttene flores blanquecinas, hermafrodita, paniculadas de 2 a 3 mm de longitud,
florece de Mayo a Junio, fructificando de Julio hasta Septiembre (14,19,100,136).
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Habitat de la Valeriana edulis

Fitoconstituyentes de la Valeriana edulis

Sus constituyentes fitoquimicos son: almidén trazas de alcaloides, aceites
esenciales (ésteres de borneol y del isocugenol), ésteres terpénicos (isovalerianato,
acetato y formiato de bornilo, isovalerianato de eugenilo), ésteres epoxiridoides
(valepotrnatos, acido isovalénico, acido hidroxivalérico, valerosidato), valtratos,
dihidrovaltrato, 1sovaltrato), acevaltrato, isovaleroxi-hidroxi-didrovaltrato, acido
valproico, como compuesto mayoritaro (11,97,102,103)

Actividad farmacologica

Se ha reportado que la Valeriana debido a su compostcidn bioactiva puede ser
util desde una perspectiva farmacologica por su accion en el SNC como sedante,
antiepiléptico efectivo en las crisis generalizadas, en las cnsis tonico-clonicas, crisis
mioclénicas, crisis de ausencia (104,105) para su identificacton y caractenizacion
correspondientes.

La parte usada de dicha planta es el nizoma despide un caracteristico olor
desagradable muy gustado por los gatos (14). La esencia de Valeriana contiene 20% de
un terpeno que pucde descomponerse en levopincno y levicanfeno, alcanfor dc bormeol
y ésteres formico acético y valendnico, acido valerianico que es un alcaloide soélido,
incristalizable, incoloro, casi insipido, soluble en agua y alcohol (98).
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Rizoma de la Valeriana edulis ssp
procera (Milpa Alta)

Su produccién estd condicionada por la vanedad de la planta silvestre, si se
cultiva depende de la naturaleza del suelo, abonos y clima; las raices son desenterradas
en septiembre, se lavan perfectamente con un cepillo de plastico de cerda semisuave
para quitarle los pequefios pelos radicales, el resto de la raiz se cuelga para secarla; las
que contienen mayor proporcidén de principios activos son aquellas que por lo menos
tienen ya dos afios de edad, desarrollando el olor tipico de la especie cuando ya esta
seca debido a la formacion del acido bomil-isovaleriano (18).

Existen desde 1997 datos acerca de la comercializacion en México de este tipo
de productos; por ejemplo el extracto alcoholico (elixires, tinturas) de la raiz de
Valeriana officinalis en presentacion de 200 ml costaba $39.50 y la presentacion de
500 ml tenia un precio de $ 83.00; la combinacién de vanas plantas y/o raices para
tratar fa ansiedad y que contiene 750 mg de Valeriana edulis, 1000 mg de Fussiflora
incarnata, 750 mg de Scutellaria lateriflora en una presentacion de 200 ml tenia un
precio de $ 39.00 (99).

Dosis recomendadas

Cuando se usa para casos de nerviosismo, ansiedad, insomnio, dolores de
cabeza, célicos intestinales, problemas menstruales, como sedante, antiespasmadico en:
a) infusi6n: una cucharadita por taza, infundir 15 minutos, y tomar tres tazas al dia.

b) producto macerado: colocar 100 g de producto en |1 litro de agua tibia, dejar macerar
por 12 horas y se toman 2 ¢ 3 tazas al dia.

¢) tintura: 20-60 gotas, de 2 a 4 veces al dia (18).

d) suspension obtenida de planta fresca integra 2.5 ml tres veces al dia.
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¢) extracto seco nebulizado 0.3 a 2 g/dia (1g de extracto equivale a 4 g de planta
seca).
i) polvo de raiz 1-4 g/dia (104,106,107).

Algunas de las formas galénicas de la valeriana son: tabletas de 500 mg de
Valeriana edulis tenia un precio de $ 23.00, existen incluso algunas marcas comerciales
como el Navizil comprimidos en cuya formulacion se incluyen 50 mg de valepotriatos,
cuya posologia es tres veces al dia y tenia un precio de $ 11.75 es elaborada por los
laboratorios Gador (107), Plantival grageas cuya formulacién contiene 160 mg de
Valeriana officinalis, 80 mg de Melissa officinalis elaborada por laboratorios Farma
Schwabe (99).

La Food and Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos no ha emitido
una evaluacién acerca de estos productos de los cuales aparece informacién en
Sequential Healing Health Services, por lo que es recomendable que se tenga un buen
diagndstico para poder tratar alguno de los padecimientos que con este tipo de
productos se afirma se pueden obtener buenos resultados de salud (102,120,121).

Efectos adversos de Valeriana edufis

Se ha reportado que el consumo excesivo de Vaferiana puede producir nduseas,
pérdida transitoria del cabello, sedacidn, temblor, ganancia de peso, psicosis (104), y en
algunos pacientes puede elevar los niveles de transaminasas séricas, produciendo
diferentes manifestaciones clinicas como hepatopatia fatal a los 6 meses de iniciada la
terapia (pérdida del control de las crisis), malestar generalizado, mareo, hiperactividad,
debilidad, letargia, anorexia, vomito; ademds puede causar defectos en el tubo neural
durante el embarazo, puede inhibir también el metabolismo del fenobarbital y altera la
concentracion plasmatica de fenitoina (PHT), por un mecanismo de competencia en la
fijacién a proteinas (68,74).



Acido Valpréico

( acido di-n-propilacético, acido 2-propilvalérico)
Férmula estructural:

CH; —CH;—CH
~ CH— COOH
CH;—CH;—-CH/ Peso molecular: 144g/mol

Al acido valproico también se le conoce como dcido valerénico y es uno de los
componentes de los extractos de Valeriana.

Propiedades Fisicoquimicas

Es un liquido claro, incoloro de olor y sabor penetrante, cuyo punto de ebullicién
a temperatura ambiente es 128 a 130 °C, indice de refraccion (20°C) 1,4081°, presion
de vapor 0.08 mm (20°C), punto de congelacién -34°C, punto de inflamacién es de
96°C, ligeramente soluble en agua, soluble en alcohol y éter; sufre las reacciones tipicas
de los acidos orgénicos monobasicos normales.

Se obtiene por destilacion de los rizomas de la Valeriana, por oxidacion del
alcohol n-amilico y de numerosos aceites esenciales (18,160).

Forma parte de una serie de 4cidos carboxilicos que tienen actividad
antiepiléptica, principalmente contra las crisis tdnico clonicas generalizadas (de
ausencia y mioclénicas), actia bloqueando las descargas neurcnales repetitivas de alta
frecuencia, su efectividad como antiepiléptico en las crisis parciales se debe a su efecto
inhibitorio sobre las corrientes del i6n sodio (Na¥), v al incremento cerebral de GABA
posiblemente por la inhibicién de la GABA-transaminasa (GABA-T) y sobre la
facilitacion de la Acido glutamico descarboxilasa (GAD) (74).

Farmacocinética

Su absorcion gastrointestinal es répida después de una administracién oral, la
biodisponibilidad es mayor al 80%, concentracion plasmatica maxima (Cpméax) se
alcanza a las 2 hr. Tiene un pKa de 4.7, por lo tanto es completamente ionizado al pH
fisiologico, se fija en un 90% a las proteinas plasméiticas y su distribucién se limita al
liquido extracelular (0.15 L/Kg), se metaboliza por B-oxidacién dando lugar a productos
conjugados que posteriormente seran eliminados, su depuracidn es lenta ya que presenta
un tiempo de vida media (t;) de 9 a 18 horas (74).
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Usos

Es utilizado en productos aromaticos intermedios de perfumeria, como
lubricante, plastificante, estabilizante vinilico y en la industria farmacéutica (Divalproex
sodico: 125 a 250 mg de principio activo) (54,64).

Efectos adversos

Su uso esta limitado por su potencial irritante y tdxico debido a la formacion de
radicales libres, transformandolo en un producto hepatotdxico, ataxia, sedacién,
naliseas, vomito, molestias gastrointestinales (agruras), mareos, temblor, alopecia
transitoria (caida de cabello), aumento de peso, pancreatitis, hepatotoxicidad, anemia
apléstica, leucopenia (64,66,74,109).
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Alcohol etilico

Etanol su féormula es: C,H;OH, peso molecular 46g/mol.

Cuando estd en fonma pura tiene un punto de ebullicién de 78°C y una presion
de vapor de 44 mm Hg a 20°C, se utiliza como solvente (se utilizé como vehiculo para
el extracto hidroetanolico), antiséptico, reactivo quimico, como bebida (etanol potable).
Es una sustancia muy hidrofilica, que se absorbe rdpidamente en el sistema digestivo y a
través de los alvéolos, distribuyéndose al resto del organismo por la sangre, la
legislacion establece los requisitos sanitarios para el proceso y uso del alcohol etilico a
través de la Norma Oficial Mexicana (NOM-076-SSA1-1993) (110).

L.os reportes farmacocinéticos indican que su volumen de distribucién (Vd) es de
0.6 I/Kg, se metaboliza por medio de reacciones de oxidacion que dan lugar al
acetaldehido, didxido de carbono y agua a una velocidad de 100-110mg/Kg/hr.

El etanol deprime el SNC lo cual es la maxima manifestacion de intoxicacion,
provoca cambios conductuales (112), puede causar cambios degenerativos en el higado
(cirrosis hepdtica), sistema digestivo (gastritis atrofica), rifiones y cerebro (111).

En los animales experimentales se debe establecer cual es el efecto producido
por la administracién de aicohol (sedacién, disminucién de la actividad locomotriz,
aumento en el ritmo respiratorio, etc.) sobre todo cuando se emplea como vehiculo para
administrar el principio activo (112).
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Pentilentetrazol (metrazol}

Formula estructural:

N

N----- N Peso molecular: 138g/mol

El pentilentetrazol(PTZ), quimicamente es el pentametilenotetrazol, es un
derivado de! tetrazol.

Es un compuesto que al ser administrado parenteralmente a las diferentes
especies de animales vertebrados, induce convulsiones, por un mecanismo estimulante
del eje cerebro medular induce sacudidas mioclénicas, y subsecuentemente crisis
tonico-clénicas generalizadas, con la administracion intravenosa (i.v.) de una solucién
al 1% 6 50mg/Kg produce crisis clonicas y a 90 mg/Kg produce crisis ténico-clonicas;
por via subcutinea (s.c.) se logran similares efectos con 85 mg/Kg. A nivel molecular
se ha demostrado que modifica (cierra) los canales celulares, ya que actia en ¢l sitio de
union a los receptores GABA 4 y a las Benzodiacepinas. Su tiempo de tin es de 3.8 hrs.

Pequefias concentraciones de PTZ producen despolarizaciones paroxisticas y
alteran la conductancia del ion clorure de los invertebrado; experimentalmente se ha
demostrado que inhibe la conductancia del i6n cloruro en cultivo de neuronas de médula
espinal de ratdén, produce descargas en la regidon CAj3 del hipocampo
(9.12,122,123,124,125).

Mecanismo de accion

Su mecanismo de accién aparentemente es la disminucién en el tiempo de
recuperacion de las neuronas dando lugar a descargas eléctricas rapidas y repetitivas
produciendo un aumento del consumo de Oz cerebral y flujo sanguineo, que puede
modificar el ritmo respiratorio y afectar al cerebro por la falta de oxigeno (125).

Se absorbe y distribuye rapidamente en todos los tejidos corporales y se
metaboliza a nivel hepatico (109).

Existen estudios que indican el establecimiento del kindling (fenémeno de
epileptogénesis usado como modelo experimental de epilepsia del 16bulo temporal)
involucra en ratones al N-metil D-aspartato (NMDA) y con la aplicacidon de PTZ
permite el establecimiento del kindling, al utilizar aplicaciones repetidas de dosis
subconvulsivas (37.5 a 48 mg/Kg) de PTZ, lo que también produce marcados cambios
en la excitabilidad hipocampal (126,127).
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Otros estudios hacen responsables a las neuronas gabaérgicas de producir
cambios mutagénicos en hamsters a los que se les administra una dosis subconvulsiva
(25mg/Kg 1.p.} o aplicacion sistémica de PTZ (126,127); un modelo animal experimental
fue desarrollado en ratas de 28 dias de edad, a las cuales se les administrardn 30mg/Kg
de PTZ por via intraperitoneal, una vez al dia durante 28 dias consecutivos, se les dejo
descansar durante una semana y se retrataron con la misma dosis de PTZ para inducir ¢l
kindling guimico, desarrollandose Kindling en el 74% de los casos, presentando crisis
conductuales y descargas EEG sincronizadas (128),

Al tratar las crisis convulsivas generalizadas inducidas con PTZ con Fenitoina y
Carbamacepina no se obtienen buenos resultados; en cambio se obtienen resultados
adecuados al tratar estas crisis con Valproato de sodio, Diazepam, Clonazepam,
Trimetadiona, v Fenobarbital (i29,130).
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Generalidades de la evaluacion preclinica y clinica en estudios de
toxicidad

Los ensayos tarmacologicos y toxicologicos requieren de animales de
laboratorio de muy buena calidad y debidamente cuidados, proporcionados por un
bioterio (cajas de contencion de acuerdo a la especie y nimero de animales que se
alojen, esterilizacion de lechos “viruta”, temperatura, humedad controlada 55 + 15%,
renovacion de aire, iluminacion) (131), controlando su micro y macroambiente para
asegurar su buen estado de salud y alimentacion adecuada (132,133).

La especie animal a utilizar varia de acuerdo al objetivo de experumentacion
entre los ammales mas comunes para experimentacion se encuentran: raton (BALB C,
NIH, Cs7 BLACK, CFW), rata, congjo, cobayo, gato, perro, mono, etc.

area de roedores dentro del bioterio.

Los estudios pueden ser agudos (corta duracion) o cronicos (larga duracion); la
mayoria de los estudios estan disefiados para poder determinar la dosis efectiva media
(DEsy), la dosis letal media (DLsy) de una sustancia, cuya precision se mejora
aumentando el nimero de animales de prueba (n) y se considera como una expresion
derivada estadisticamente de la dosis unica de una sustancia que se espera que produzca
el 50% de cierto efecto bioldgico en los animales del estudio, ademés de que nos pueden
indicar el probable 6rgano blanco, de preferencia se seleccionan roedores debido a su
economia, facil adquisicidon y manejo (73,134).

La via de administracion, se elige de acuerdo a la que se utilizard en humanos.
La via oral es la mas usual.

El medio de disolucién de la muestra por si mismo no debe de tener ningun
efecto toxico y no debe de reaccionar, el mas comun es agua destilada, en ocasiones se
puede utilizar también solucion salina (suero fisiolégico).
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Antes de que la FDA o las autoridades sanitarias correspondientes (148),
aprueben la utilizacién clinica de las sustancias experimentales y/o firmacos, la
legislacion vigente requiere Ja presentacién de datos preclinicos y clinicos que sean una
muestra evidente de seguridad y eficacia (102,120,121).

Investigacion preclinica (estudios controlados en animales)

Cada vez hay mas atenctén en la utilizacion de animales de laboratorio como
objetos de experimentacién y ensefianza de una manera ética y apegada a las buenas
practicas de laboratorio, para hacer sufrir lo menos posible a los animales (83,135); pese a
que este es el mecanismo que ha permitido continuar con los avances médicos,

Los estudios de toxicidad en animales deben preceder a la exposicién humana al
farmaco. Aunque la FDA no ha propuestc orientaciones especificas para realizar los
estudios de toxicidad en animales, existen algunas reglas (las buenas practicas de
laboratorio) que rigen el modo de realizacién y documentacién de este tipo de estudios.

En todos los ensayos con animales destacan dos principios basicos: 1) los
efectos de las sustancias bioactivas en los animales de laboratorio, con las debidas
consideraciones son aplicables al hombre, 2) el empleo de dosis altas en los animales es
un método necesario y valido para descubrir la posible toxicidad en el hombre. Puesto
que el nimero de animales utilizados en los estudios de toxicidad es relativamente
pequeiio y el interés se centra en delectar respuestas tdxicas de baja incidencia, deben
administrarse dosis superiores con el fin de validar la extrapolacion al hombre (83,135).

Para ello se requiere del establecimiento de los modelos farmacoldgicos
preclinicos, diseflados para establecer los patrones conductuales (locomotrices)
ademas de los registros electrofisiolégicos correspondientes a la posible actividad
anticonvulsiva de los diferentes extractos naturales, obtenidos de los rizomas del
género valeriana, as{ como las valoraciones analiticas de la biodisponibilidad,
concentracién estacionaria y depuracién dc los diferentes compuestos bioactivos
probados de manera experimental y particularmente determinar cual es la dosificacion
adecuada de acuerdo al tratamiento especifico abordando su estudio desde 3
disciplinas diferentes:

o Fitoquimica

¢ Farmacologia

o Toxicologia
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Los estudios en animales empleados para determinar o definir la seguridad de
una sustancia (farmaco) incluyen estudios de toxicidad aguda, subcrénica y crénica en
diversas especies. Los estudios iniciales de toxicidad aguda permiten determinar fa dosis
letal media (DLsg), los sintomas toxicos que aparecen en los amimales y el tiempo que
tardan en aparecer. Habitualmente sc utihizan por lo menos 3 especies de animales, una
de las cuales no es un roedor; la toxicidad aguda se determina por mas de una via de
administracion. En los ultimos afios se ha reducido el nimero de animales utilizados
para determinar las DLsp, 1o que también ha disminuido la precision. Se ha reconocido
que esta precision no es necesaria para la evaluacion globai de la toxicidad en la especie
humana. Los estudios iniciales dan una idea sobre las diferencias entre las especies, la
naturaleza de los efectos toxicos, el tiempo de aparicidn y las dosis necesarias para
observar estos efectos daitinos. Sin embargo, la DLs, tiene poco valor de prediccion si
no va acompafiada de estudios a largo plazo que investiguen otras manifestaciones de la
toxicidad que no sean la muerte, como los cambios conductuales (hiperexcitabilidad),
alteraciones en el desplazamiento locomotriz ambulatornio(73).

raton de laboratorio cepa CFW

Existe interés creciente por la realizacion de estudios in vifre, con una relacion
costo-eficacia, riesgo-beneficio superior que permitan predecir la toxicidad de las
sustancias (farmaco) con mayor rapidez. Aunque los estudios de toxicidad in vitro
todavia no se han reconocido ni se aceptan como sustitutos de 10s experimentos ¢on
animales y a pesar de que solo se utilizan como informacion de apoyo en el proceso
regulador, la industria farmacéutica los emplea para seleccionar compuestos quimicos
especificos para su posterior desarrollo in vive y farmacologico. Estos metodos in vitro
probablemente desempefiaran un papel cada vez mayor en la investigacion
Farmacolégica y Fitofarmacologica (134,135).
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La cromatografia (chromatos “color”, graphein “escritura™ es una de las
tecnicas analiticas mas utilizadas por su gran versatilidad en cuanto a la separacién,
deteccion y cuantificacion de compuestos (organicos e inorgénicos) se basa en la
diferencia en las velocidades de migracion de los compuestos de una mezcla al pasar a
traves de una determinada fase estacionaria FE (soporte sélido) ain cuando son
arrastrados por una determinada fase mévil FM (eluyente). Asi gracias a las diferencias
de polandad, afinidad entre las fases, a los cambios v combinaciones que puede llevar a
cabo la muestra con ambas fases permite la adecuada separacion de muestras complejas
€n una cromatoplaca.

El proceso de adsorcidn consiste:

La muestra aplicada en la capa fina (cromatofolio) es adsorbida en la superficie
del matenial por la accion de fuerzas electrostaticas (fuerzas de Van der Waals, puentes
de Hidrogeno, efectos inductivos, etc). Luego, cuando la capa es expuesta a un flujo por
accion capilar del disolvente contenido en la camara cromatografica, se imicia una
competencia de enlaces entre 1os sitios activos del adsorbente y la sustancia de interés
contenida en la muestra con el disolvente.

Los materiales adsorbentes mas utilizados en la Cromatografia de Capa Fina son:

» Silica gel es un polvo blanco (se utiliza en el 80% de las separaciones, ya que es
un adsorbente regenerable); propiedades fisico-quimicas: densidad relativa 2.10,
sotubilidad en agua < 0.1%.

« Oxido de Aluminio 6 Alumina es un polvo blanco, tamafio de malla 80-200 se
presenta en forma acida pH 4, neutra pH 7 ¢ basica pH 10; empleandose la
mayoria de las veces la alimina neutra para las separaciones no acuosas (141).

« Tierra Silicea 6 Kieselguhr

o Celulosa micro-cristalina

» Poliamidas

Estos adsorbentes como (Al203, SiOz), deben tener las siguientes caracteristicas: un
tamafio de particula adecuado segun el diametro y volumen del poro, area superficial,
homogeneidad y pureza.

En general para la deteccion del corrimiento en la cromatoplaca se utiliza radiacién
ultravioleta (UV), su analisis cualitativo consiste en determinar su valor de Rf, la
comparacion visual del color ¢ intensidad de la mancha, asi como de las propiedades
espectroscopicas de los analitos contenidos en la muestra (65,142,143,144).
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IIT PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Epilepsia es un desorden neurolégico con un gran numero de pacientes con
esta afeccion; diversas instancias como la OMS la reconocen ya como un problema de
salud puablica a nivel mundial ya que se encuentran afectados alrededor de 40 a 50
millones de personas en el mundo (156). La incidencia anual de esta neuropatologia se
estima en 100 000 pacientes a nivel mundial; los datos epidemioldgicos, indican que su
prevalencia es de 1-2%, estos datos en su mayoria corresponden al anélisis de pacientes
que estan bajo supervision médica continua, pero que desgraciadamente sélo incluye a
las personas mas severamente afectadas (7).

No todos los pacientes responden de manera satisfactoria a los tratamientos
médicos convencionales ya que padecen un tipo de Epilepsia refractaria (resistente a los
tratamientos médicos convencionales), por lo que necesitan de otro tipo de alternativas
de tratamiento, como podria ser la fitoframacolégia.

Se ha confirmado a través de diversos estudios fitofarmacolégicos la presencia
de metabolitos bioactivos en las especies del género Valeriana, que pudieran tener
actividad a nivel del SNC (14,18,98,138). Dentro de los textos de herbolaria popular se
encuentran descritos sus usos como sedante, tranquilizante e hipnético, disminuye la
irritabilidad y ayuda en el insomnio, antihipertensivo, antiespasmodico, antidepresivo
(136).

No existen a la fecha suficientes estudios para la Valeriana edulis ssp procera,
por Jo tanto, con el presente proyecto de investigacién se pretende establecer si esta
especie gjerce un efecto bioldgico (anticonvulsivo) en el modelo murino convulsivo con
PTZ.
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IV OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer si la raiz de Valeriana edulis ssp procera presenta actividad como
agente antiepiléptico en el modelo de convulsiones inducidas por el pentilentetrazol
(PTZ) en el modelo experimental /n vivo en ratén.

Objetivos especificos:

¢ Obtener los extractos acuoso (EA) e hidroalcohdlico (EHE) (etanol al 70%,
existen reportes sobre la preparacion de tinturas, elixires) de! rizoma de
Valeriana edulis ssp procera.

s [ncontrar la dosis efectiva media para un tratamiento anticonvulsivo en el
modelo farmacoldgico preclinico para el EA y el EHE.

s Evaluar la actividad anticonvulsiva de los extractos del rizoma de la Valeriana
edulis ssp procera.

s Determinar en cual fraccion de los extractos existe actividad anticonvulsiva; a
través de estudios conductuales en ratones machos de la cepa CFW de 12 a 14
semanas de edad y con un peso aproximado de 25 g, usando el modelo
convulsivo de pentilentetrazol (PTZ).

e Llevar acabo el fraccionamiento parcial del extracto que muestre mayor
actividad en el modelo conductual del raton.

® C[Establecer la actividad toxicoldégica de las fracciones con actividad
anticonvulsiva en el modele de la actividad iocomotriz ambulatoria del raton.
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V METODOLOGIA

Las muestras del rizoma de Valeriana edulis ssp procera en forma de polvo seco
deshidratado y triturado fueron proporcionados por los laboratorios Mixim, los cuales
tienen los protocolos necesarios para el control de calidad de estos productos naturales
ya procesados (18), estas muestras corresponden a la cosecha del mes de mayo de 1999.

a) Preparacion de los extractos

El extracto acuoso (EA) e hidroetandlico fresco (EHEf) y almacenado
(EHEa) (18,98,112); se pesd en cada caso | g de la Valeriana edulis ssp
procera:

EA recién preparado se adicionaron 100 ml de agua destifada macerando
durante 30°(extracto acuoso fresco), filtrar de inmediato desechando el
residuo, el sobrenadante se envasd en un frasco ambar y etiqueto.

No se trabajé extracto acuoso almacenado ya que debia de ser preparado
de inmediato, ya que de lo contrario le salian hongos a la solucidn.
EHES se adicionaron 100 m] de etanol al 70% (137) macerando durante
30’ (extracto hidroetandlico fresco), filtrar de inmediato desechando el
residuo, el sobrenadante se envasé en un frasco ambar y etiqueto.

EHEa se adicionaron 100 mi de etanol al 70% (137) macerando durante
30°, se filtro de inmediato desechando el residuo v se envaséd en un
frasco ambar bien tapado y efiquetado en un lugar seco y fresco durante
2 meses.

Ensayo con PTZ para determinar la actividad anticonvulsiva de los extractos

Se utilizaron ratones macho de la cepa CFW con un peso de 18 a 25 g (10 a 12
semanas de edad), los cuales se distribuyeron de manera aleatoria en diferentes
grupos experimentales de 6 animales cada uno (8.118). Se les administraron.

Solucidn salina fisiologica, via oral (n=6)

Solucién hidroetandlica al 70% (137), via oral (n=0)

EA a diferentes dosis (16.5,33,45,66,100 mg/Kg), via oral (n=6)
EHEf a diferentes dosis (16.5,33,45,66,100 mg/Kg), via oral (n=6).
EHEa a diferentes dosis (16.5,33, 45,606,100 mg/Kg), via oral (n=6).
Treinta minutos después se administré el PTZ (50mg/Kg), via
subcutinea (n=6).

7. Se determind la latencia de la primera crisis generalizada, el nlimero
total de crisis, su duracion, la letalidad, en cada uno de los grupos
experimentales.

Sk L b —



45

Ensayo de desplazamiento de la actividad locomotriz ambulatoria

Para esta prueba se empled otro grupo de ratones de las mismas caracteristicas y
nuevamente se distribuyo ai azar en varios grupos para evaluar las diferentes dosis de
EA y EHE tanto fresco como almacenado , cada uno de los animales se introdujo por
5 minutos al equipo OPTO-VARIMEX MINITOR Columbus Instruments, el cual
consta de haces de rayos infrarrojo a los lados para medir el desplazamiento
horizontal, vertical y ambulatorio de los ratones y un contador automatico ¢
independiente para cada uno de estos movimientos, para que tuyviera un pequefio
periodo de acostumbramiento al nuevo ambiente y posteriormente se procedio a la:

o Administracion oral de la solucién salina fisiologica (n=6).

e  Administracion oral de la solucién hidroetandlica al 70% (137)
(n=6).

e Administracion oral del EA a diferentes dosis: 16.5, 33, 45, 66,
100 mg/Kg. (n=6).

¢ Administracion oral del EHEf a diferentes dosis (16.5, 33, 45, 66,
100 mg/Kg) (n=6).

¢ Administracién oral del EHEa a diferentes dosis (16.5,33, 45, 66,
100 mg/Kg) (n=6).

Se trabaj6 en el mismo horario que la prueba del efecto anticonvulsivo y se
administro la dosis correspondiente de los EA y EHE de Faleriana edulis ssp procera
30 minutos antes de comenzar la prueba, se dej0 un pequeric periodo de
acostumbramiento al nuevo ambiente para el raton (5 min.) y se procedié a realizar el
registro del desplazamiento dentro del aparato por un periodo de tiempo de 5 minutos
para cada uno de los ratones.
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Fraccionamiento parcial

Se llevo a cabo el fraccionamiento parcial de los extractos que presentaron
mayor actividad antiepiléptica, de acuerdo al disefio del experimento de la actividad
anticonvulsiva de los extractos con el PTZ,

Anilisis cromatografico
Se realizo el analisis cromatografico en capa fina para determinar el nimero de
manchas presentes en cada extracto del rizoma de la Valeriana edulis ssp procera.

e Se aplicd en cromatoplacas de SiO;, AlO; muestras de soluciones recién
preparadas de Valeriana edulis en diferentes disolventes como: a) sol. acuosa, b)sol.
hidro-alcohélica al 70% (137), ¢) sol. hidro-alcohdlica al 70% (137) almacenada,
corriendo las placas en los sistemas cromatograficos Hexano: Acetato de Etilo, Hexano
: Metil etil cetona (144,145) a fin de selecctonar el sistema de eluyentes que permitiera
llevar a cabo el fraccionamiento parcial propuesto en los objetivos especificos,
desarrollando una técnica de extraccion selectiva que proporcione:

. Obtencién de la fraccion acuosa
. Obtencién de la fraccidn orgénica
. Obtencion del residuo, los cuales se evaporan hasta sequedad en el

rotavapor a 60°C (102) y se conservan en un lugar fresco y seco hasta el momento de su
resuspension en solucidén salina isoténica antes de ser inyectados a los ratones de la
misma manera en que se hizo el ensayo del efecto anticonvulsivo.

. Prueba de la actividad anticonvulsiva de cada una de las fracciones
anteriores, en otro lote de ratones.

f) Analisis estadistico de los resultados de cada uno de los ensayos
anteriores

Los datos experimentales se cargaron en una base de datos y se analizaron
estadisticamente por medio del paquete SPSS version 8.0 para Windows, aplicandose
diferentes tipos de pruebas para poder comparar entre si todos los grupos
experimentales en cada prueba: realizandose la prueba de homogeneidad de varianzas
(prueba de Levene) para establecer la pertinencia de usar una prueba de ANOVA
paramétrica. Se realizaron también las pruebas de comparaciones miltiples para una
sola via (ANOVA), Tukey y Xi cuadrada de Pearson, valores de p < 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. En todos los casos, el tamafio de muestra
fue suficiente para detectar diferencias significativas.

En el caso de que no hubiera homogeneidad de varianza se aplico la prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prucba de Mann-Whitney para cuantificar las diferencias
estadisticamente significativas.



VI RESULTADOS

Curva dosis efecto de la Valeriana edulis
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Grafica 1. La curva dosis efecto de la Valeriana edulis se determinéd

experimentalmente al probar las dosis de 16.5, 33, 45, 66 y 100 mg/Kg utilizando
los dos tipos de extractos (EA y EHE), en diferentes grupos de ratones macho de la
cepa CWF, en el eje de las "x" tenemos la las diferentes dosis en mg/Kg, mientras
que en el eje de las "y" se tiene latencia a la primera crisis convulsiva (min)
encontrandose el mejor perfil de comportamiento con el EA ya que presenta la curva

sigmoidea tipica.
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Estudio preliminar del posible efecto anticonvulsivo
de los extractos de Valeriana edulis
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Grifiea 2. En un estudio preliminar se obtuvo el efecto anticonvulsivo
al evaluar la dosis de 50 mg/Kg de los diferentes extractos del rizoma
de la Valeriana edulis. Con todos los tratamientos se observo un
aumento del efecto anticonvulsivo a través del incremento en la latencia
a la prnimera crisis convulsiva habiendo diferencias estadisticamente
significativas a través de la prueba de comparaciones multiples para una
sola via (ANOVA), Tukey (*p < 0.05) al compararlos contra el grupo
control.

Actividad anticonvulsiva de los extractos de
Valeriana edulis

En el modelo experimental para estudiar la actividad anticonvulsiva se observo
que al] administrar las diferentes dosis del EA del rizoma de la Valeriana edulis en el
modelo murino de PTZ (50mg/Kg) (n=6). Se presentd una disminucion en el numero
promedio de crisis convulsivas con cada una de las dosis evaluadas: 16.5, 33, 45 mg/Kg
e incluso su desaparicion con las dosis de 66, 100 me/Kg, lo que demuestra la actividad
anticonvulsiva de este producto etnobotanico, sin que se presente diferencia
estadisticamente significativa,

Para la evaluacion de la latencia de la pnmera crisis convulsiva (min) se observo
un aumento dosis dependiente en la cual se presentaron diferencias estadisticamente
stgnificativas para las dosis de 45, 66, 100 mg/Kg. (* p <0.05).
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Durante la evaluacién de la duracion de las crisis convulsivas (min) se observo
una tendencia de disminucion del efecto, con cada una de las dosis estudiadas;
presentandose diferencia estadisticamente significativa para las dosis de 33, 45, 66, 100
mg/Kg.

Para la evaluacion de la letalidad: En el grupo control murieron todos los
ratones (6/6) y al administrar la dosts de 16.5 mg/Kg del nizoma de la Valeriana edulis
por via oral 30 minutos antes de la administracién subcutanea del agente neurotéxico,
murieron (4/6) lo que corresponde al 66.6% de los ratones, y con el resto de las dosis
probadas se presento una sobrevivencia del 100% y hubo diferencias estadisticamente
significativas con respecto del grupo control (** p < 0.01).

Nimmero de crisis convulsivas EA Valeriana edulis
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Grafica 3. Se observd una disminucion en el numero promedio de crisis
convulsivas con cada una de las dosis del EA del rizoma de la Valeriana edulis (Ve)
evaluadas: 16.5, 33, 45 mg/Kg ¢ incluso su desaparicion con las dosis de 66, 100
mg/Kg, lo que nos indica su efecto anticonvulsivo presentando diferencia
estadisticamente significativas (* p < 0.05) al realizar la prueba de comparaciones
multiples para una sola via {ANOVA), Tukey.
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Efecto del EA de Valeriana edulis sobre la

latencia de la primera crisis convulsiva.
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Grafica 4. Al hacer el analisis estadistico de la latencia de [a pnmera crisis
convulsiva del EA del nzoma de la Valeriana edulis (Ve) a sus diferentes dosis, a traves
de las comparaciones multiples para una sola via (ANOVA) y Tukey, se observd un
aumento en la latencia a la primera crisis convulsiva (min) dosis dependiente, teniendo
diferencias estadisticamente significativas para las dosis de 45, 66, 100 mg/Kg con

respecto al grupo control (* p < 0.05), ademas de presentarse un efecto maximo con las
dosis de 66 y 100 mg/Kg.
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Duracidn de las crisis convulsivas EA de Valeriana edulis
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Grafica 5. En la evaluacion de la duracion de las crisis convulsivas con el EA
del rizoma de la Valeriana eduliy se observé una disminucion del efecto, de manera
dosis dependiente, habiendo diferencias estadisticamente significativas para las dosis
de 33, 45, 66 y 100 mg/Kg (*p < 0.05) a través de las comparaciones multiples para
una sola via (ANOVA)y Tukey.



Porcentaje del efecto del EA de Valeriana edulis sobre la letalidad del PTZ
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Grifica 6. Al comparar la letalidad producida al probar cada uno de los
tratamientos experimentales del EA, se encontré que en el grupo control munieron todos
los ratones y al administrar  la dosis d¢ 16.5 mg/Kg del nzoma de la Valeriana edulis
(Ve) murio el 66.6% de los ratones, mientras que para las demds dosis no hubo
letalidad, presentandose diferencias estadisticamente significativas con las dosis de 33,
45, 66 y 100 mg/Kg (** p < 0.01) y con significancia en la Xi cuadrada de Pearson de
(**p < 0.05).



Otra serie de animales se dividieron también de manera aleatoria para probar
el efecto anticonvulsivo del EHEf del rizoma de la Valeriana edulis al 70%; después
de su administraciéon por via oral, los animales mostraron cambios en su
comportamiento tales como: sedacién, disminucién de su actividad locomotriz,
respiracion acelerada, se arrinconaron, lo cual dificulto fa determinacion del efecto
biolégico deseado; una vez transcurrido ¢l periodo de observacion (1 hr.) volvieron a
su comportamiento normal.

En los resultados obtenidos experimentalmente (n=6) al evaluar los EHEf del
rizoma de la Valeriana edulis al 70% a las diferentes dosis en el modelo murino de
PTZ, se determind el numero promedio de crisis convulsivas, su latencia, duracion y
la letalidad. La prueba estadistica aplicada fue comparaciones multiples para una sola
via (ANOVA) y Tukey, (* p < 0.05 ) se consideraron estadisticamente
significativos, para la letalidad se aplic¢ la prueba de Xi cuadrada de Pearson.

Para la evaluacién de la latencia de la primera crisis convuisiva {(min) se
observo un incremento para esta variable con todas las dosis administradas, lo cual se
puede atribuir al efecto enmascarante que tiene el alcohol sobre la determinacién de
las crisis convulsivas.

Para la evaluacion del nimero promedio de crisis convulsivas y su duracion
(min) se observod su desaparicion con las dosis de 16.5, 33, 45, 66 y una disminucion
con la dosis de 100 mg/Kg, lo cual no podemos asegurar que sea el efecto
anticonvulsivo del EHE, por lo ya descrito anteriormente.

En lo que respecta a la determinacion de la letalidad, con el control todos los
ratones murieron {6/6), mientras que con las dosis de 16.5, 33, 45, 66 hubo una
sobrevivencia del 100% (0/6) y con la dosis de 100 mg/Kg hubo una letalidad del
50% (3/6), a través de la Xi cuadrada de Pearson.
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Grafica 7. Se observa que hay un incremento en la latencia a la
primera crisis convulsiva con todas las dosis del EHEf del nzoma de
Valeriana edulis, habiendo diferencias estadisticamente significativas
a través de las comparaciones multiples para una sola via (ANOVA)
y Tukey (*p < 0.05) al compararlas con €l grupo control e incluso para
las dosis que van de 16.5 hasta 66 mg/Kg, esta latencia supero el
periodo de observacién.
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Grafica 8. Al observar el niimero promedio de crisis convulsivas que
se produjeron después de la aplicacion de las diferentes dosis del EHE
de Vuleriana edulis, en el modelo experimental de PTZ, se aprecio
que a partir de la dosis de 16.5 y hasta la dosis de 66 mg/Kg se
suprimi¢ completamente [a aparicion experimental de las crisis,
habiendo diferencias estadisticamente significativas a través de las
comparaciones multiples para una sola via (ANOVA)y Tukey (*p <
0.05), lo que demuestra la eficacia del tratamiento anticonvulsivo;
mientras que con la dosis de 100 mg/Kg el numero promedio de crisis
fue muy pequefio.
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Duracion de las crisis (min) EHE
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Grafica 9. Se observa que al haberse supnmido completamente las
crnisis convulsivas con las dosis de 16.5 hasta 66 mg/Kg, no hay
ninguna duracion del evenio y con la dosis de 100 mg/Kg el promedio
de duracion de las crisis fue muy pequefio (0.17) por lo que el
tratamiento es efectivo, se aplicd la prueba de las comparaciones
multiples para una sola via (ANOVA) y Tukey sin que se presentaran
diferencias estadisticamente sigmficativas.
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Grafica 10. Para el grupo control la letalidad fue del 100% (6/6) y
para los grupos experimentales tratados con el EHE del rizoma de la
Valeriana edulis con las dosis de 16.5 a 66 mg/Kg se logrd suprimir
la letalidad (0/6), lo que nos esta indicando el efecto protector de las
dosis probadas, para la dosis de 100 mg/Kg la letalidad fue del 50%
(3/6) en todos los casos se presentaron diferencias estadisticamente
significativas ya que la Xi cuadrada de Pearson (*p < 0.05).
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Evaluacion de la toxicidad neuro motriz de los EA del rizoma de
Valeriana edulis.

Se encontro el efecto toxico del EA del rizoma de la Vuleriana edulis (n=6),
a las diferentes dosis evaluadas, presentandose una disminucion en el valor promedio
del desplazamiento horizontal de manera dosis dependiente de 16.5 a 66 mg/Kg,
teniendo diferencia estadisticamente significativa con las dosis de 16.5, 33, 100
mg/Kg con respecto del grupo control (*p < 0.05). En la evaluacién dei
desplazamiento vertical hay una disminucion en el valor promedio del efecto de
manera dosis dependiente con todas las dosis excepto la de 100 mg/Kg la cual
también muestra una disminucion en dicho desplazamiento, habiendo diferencias
estadisticamente de todas las dosis con respecto a su control (*p < 0.05) . En la
evaluacion del desplazamiento promedio ambulatorio todas las dosis produjeron una
disminucion en el desplazamiento, sin que haya diferencias estadisticamente
significativas. La prueba estadistica aplicada fue comparaciones multiples para una
sola via (ANOVA) y Tukey, valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.
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Grifica 11. Al llevar a cabo la evaluacion de la actividad locomotriz ambulatoria en
el eje de las "v" al probar las diferentes dosis del EA del rizoma de la Valeriana
equlis en el eje de las "x", sc observd experimentalmente que en el promedio del
desplazamiento horizontal se presentd una disminucion de los valores promedio de
cada dosis al compararlas con el grupo control y hubo diferencias estadisticamente
significativas con las dosis de 16.5, 33 y 100 mg/Kg a través de las comparaciones
multiples para una sola via (ANOVA)y Tukey (* p < 0.05).
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Desplazamiento vertical EA Valeriana edulis
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Grafica 12. Durante la evaluacion de la toxicidad neuro motriz del EA del rizoma
de Valeriana edulis, s¢ encontro que en el valor promedio del desplazamiento
vertical hubo una disminucién para cada una de las dosis estudiadas al ser
comparadas contra el grupo control, teniendo diferencias estadisticamente
significativas con todas las dosis excepto la de 66 mg/Kg a través de las
comparaciones miltiples para una sola via (ANOVA) y Tukey (*p < 0.05).
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Desplazamiento ambulatorio EA Valeriana edulis
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Gréfica 13. Durante la evaluacion del desplazamiento ambulatorio para la prueba de
neuro toxicidad motriz con el EA del rizoma de la Valeriana edulis a las diferentes
dosis estudiadas, todas presentaron una disminucion en el valor promedio para este
movimiento con respecto al grupo control, sin que se hayan presentado diferencias
estadisticamente significativas a través de las comparaciones miltiples para una sola
via (ANOVA) v Tukey.
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Evaluacion de la toxicidad neuro motriz con el EHE del rizoma de
Valeriana edulis.

De acuerdo con los resultados de la evaluacion de la toxicidad al admintstrar el
EHEf del nzoma de Valeriana edulis a las diferentes dosis (n=6).

Se presenté una menor movilidad del lote control que contenia exclusivamente
la solucion hidroetandlica al 70% debido al efecto depresor de esta sustancia sobre ei
SNC y al compararlo con las demas dosis del EHES del rizoma de la Valeriana edulis
se observd un incremento en cada uno de los desplazamientos con respecto del grupo
control. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (*p< 0.05) para la
dosis de 33 mg/Kg en el desplazamiento horizontal y el desplazamiento ambulatorio.
La prueba estadistica aplicada fue comparaciones miltiples para una sola via
(ANOVA) y Tukey, valores de p < 0.05 se considcraron estadisticamente
significativos.

Desplazamiento horizontal EHE Valeriana edulis
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Grifica 14. En la evaluacion de la neuro toxicidad motriz con el EHEf del nzoma de
la Valeriana edulis a sus diferentes dosis, se presentd un incremento con todas las
dosis estudiadas para el desplazamiento horizontal, la dosis de 33 mg/Kg fue la anica
que presento diferencia estadisticamente significativa a través de las comparaciones
multiples para una sola via (ANOVA)} y Tukey (*p < 0.05) al compararlas contra el
grupo control.



Desplazamiento vertical EHE Valeriana edulis
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Grifica 15. Con todas las dosis probadas se presento un incremento
cn el promedio para el desplazamiento vertical con respecto al grupo
control que permanecid inmovil tal vez debido al efecto depresor del
alcohol, sin que haya diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos en estudio a través de las comparaciones multiples para
una sola via (ANOVA) y Tukey.
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Desplazamiento ambulatorio EHE Valeriana edulis
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Grafica 16. En la evaluacion de la toxicidad neuro motriz del EHE
del nzoma de la Valeriana edulis se presento un incremento para el
desplazamiento ambulatorio con todas las dosis estudiadas con
respecto al grupo eontrol, por lo ya explicado anteriormente respecto a
la solucton hidroetanolica sola vy unicamente se presento diferencia
estadisticamente significativa a la dosis de 33 mg/Kg a través de las
comparaciones multiples para una sola via (ANOVA)y Tukey (*p <
0.05).

Analisis cromatografico.

Experimentalmente 1a mejor placa cromatografica es la de Silica (Si102) ya que
permite separar mayor numero de manchas (6 6 7) las cuales tienen un comportamiento
que va de medianamente polar a polar.
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Fraccionamiento parcial del EA del rizoma de la Valeriana edulis v
su evaluacion farmacologica.

En la evaluacion del efecto anticonvulsivo después de realizar el
fraccionamiento parcial del EA recién preparado del rizoma de la Valeriana edulis
(n=6), se observo que la latencia para la primera cnsis convulsiva solamente se
incremento para el residuo al compararlo contra el control sin que esto sea
stgnificativo estadisticamente, mientras que para €l nimero de crisis en los tres casos
hubo una disminucion del valor con respecto al grupo control, la cual tampoco fue
significativa. En cuanto a la evaluacion de la duracion de las cnsis convulsivas hay
una disminucidn del efecto y en donde hay diferencia estadisticamente significativa
(*p < 0.05) entre el grupo control v el grupo tratado con la fase orgénica. Pero el nico
grupo donde no se presento muerte de los ratones fue el de la fase acuosa.

Fraccionamiento parcial: Latencia 12 crisis
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Griafica 17. Después de haber llevado a cabo el fraccionamiento parcial del EA del
rizoma de la Valeriana edulis y al probar su posible efecto anticonvulsivo se encontrd
una disminucion en la latencia a la primera crisis convuisiva con las fases organica vy
acuosa, solamente se observo el incremento para este parametro con el residuo, se
aplico la prueba de las comparaciones multiples para una sola via (ANOVA) v Tukey
sin que se presentara ninguna diferencia estadisticamente significativa en ningin caso.



Fraccionamiento parcial:
Numero de crisis

Namero de ¢risis

‘310 sse ]
onpIsay

Q
=
—
=
e

BSONOE 3$8 ]

Grafiea 18. En lo que respecta al namero de crisis convulsivas promedio que se
presentaron durante la evaluacion del fraccionamiento parcial selectivo del EA del
rizoma de la Valeriana edulis, se pudo apreciar una disminucion en el mirmero de crisis
convulsivas con las fases organica y acuosa, pero hubo un incremento de este parametro
con el residuo, encontrandose diferencia estadisticamente significativa entre la fraccion
organica y el control a través de las comparaciones multiples para una sola via

(ANOVA)y Tukey (*p < 0.05),
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Fraccionamiento parcial: Duracion de crisis
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Grafica 19. Durante la evaluacion de la duracion de las crisis convulsivas con los
productos obtenidos del fraccionamiento parcial del EA del rizoma de la Valeriana
edulis se observo una disminucion de la duracidn con las fases organica, acuosa y con el
propio residuo. Sin que haya diferencias estadisticamente significativas a través de las
comparaciones multiples para una sola via (ANOVA) y Tukey.
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Fraccionamiento parcial :
Porcentaje del efecto anticonvulsivo
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Grafica 20. Durante la Evaluacion farmacologica del EA del nizoma de la Valeriana
edulis después de su fraccionamiento parcial selectivo, se pudo observar un efecto
protector anticonvulsivo del 100% con la fase acuosa ya que ninguno de los animales
estudiados murid (n=6), mientras que con el residuo se logrd una proteccion del 83% y
con la fase organica el efecto fue del 67%, en el grupo control el efecto fue del 50%. Sin
que se hayan presentado diferencias estadisticamente significativas con respecto a la Xi

cuadrada de Pearson { p < 0.05).
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VII ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS

Los resultados experimentales fueron cargados en una base de datos y fueron
analizados estadisticamente por medio del paquete SPSS ., aplicandose diferentes tipos
de pruebas como la comparacién de medias para una sola via, andlisis de varianza, y al
comparar dos grupos diferentes de poblacion se llevd a cabo la prueba de Tukey, en el
estudio de la letalidad se aplicé la prueba de Xi cuadrada de Pearson, para determinar si
existe diferencia estadisticamente significativa entre todos los grupos en estudio
(146,147).

Al contar con un grupo testigo “control” no se necesita comparar entre si todos
los porcentajes, sino que se usa este grupo cuyo efecto ya es conocido para contrastar
las porciones de respuesta obtenidos de los grupos tratados, como es el caso de la
preparacién de los extractos del rizoma de la Valeriana edulis, la evaluacién de la
actividad anticonvulsiva (ver graficas 3,4,5,6,7.8,9,10).

En estos métodos estadisticos de comparaciones multiples con el analisis de se
puede llegar a la conclusién de aceptar ¢ rechazar la hipétesis nula de igualdad de las
medidas; en el caso de rechazarla, se sabe que al menos existe una diferencia
estadisticamente significativa entre algun para de medidas, pero no nos indica cual es el
par que es diferente; por lo tanto es necesario hacer otro tipo de pruebas como la 1 de
Student para dos muestras independientes, pero tiene el inconveniente que se ignora la
distribucion de la variable dependiente sobre los demaés grupos, por lo que se
recomienda de otro tipo de prueba como es el método de Tukey en donde se requieren
tamarios de muestras iguales, siendo un método exacto y potente para dicho fin (73,109),
que contiene la comparacién entre el los EHEf y EHEa, asi mismo en el caso de los
cnsayos de la actividad locomotriz (ver graficas 11,12,13,14,15,16}.



69

VIII DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con los resultados experimentales obtenidos en los ensayos
preliminares se aprecia que tanto el EA como los EHEf y EHEa tienen propiedades
anticonvulsivas ya que aumentaron la latencia a la primera crisis convulsiva (ver
graficas 1,2).

El EA del rizoma de la Valeriana edulis aumentd la latencia a la primera crisis
convulsiva (ver grafica 4) y disminuyé el nimero de crisis convulsivas e incluso llegd a
suprimir las crisis convulsivas con las dosis de 66 y 100 mg/Kg (ver grdfica 3}, la
duracion de las crisis convulsivas fue disminuyendo con cada dosis probada
demostrando asi su eficacia anticonvulsiva en el modelo de PTZ en ratén (ver grafica
3), al comparar el efecto de la letalidad para esta prueba se observo que la dosis menos
apropiada fue la de 16.5 mg/Kg ya que presentd una letalidad del 67% (ver grafica 6).

Al evaluar el efecto anticonvulsivo del EHE del rizoma de la Valeriana edulis
se observd un incremento de la latencia al probar todas y cada una de las dosis,
habiendo diferencias estadisticamente significativas (*p < 0.05) al compararlas contra el
grupo control (ver grafica 7), el nimero de crisis, la duracion disminuyé al comparar
contra el grupo control (ver graficas 8,9), lo mismo ocurrié en el caso de la letalidad
(ver grafica 10); lo anterior se le puede atribuir al efecto estimulante y depresor que
presenta el alcohol segin la dosis utilizada, por lo que el uso de este tipo de extractos
dificulto la evaluacidn del efecto anticonvulsivo del rizoma de la Valeriana edulis.

Los dos tipos de extractos probados anteriormente coinciden con las
recomendaciones para diversos tratamientos alternativos a base de productos naturales
extraidos de plantas medicinales (104,105) en donde se usan infusiones, extractos y
diversos preparados a partir de productos naturales de origen vegetal para el tratamiento
de diversas afecciones del SNC con buenos resultados terapéuticos.

Durante la prueba de desplazamiento locomotriz se observaron manifestaciones
de intoxicacion debidas posiblemente a la solucion hidroetandlica con la cual se preparo
¢l EHE ya que los animales se arrinconaron y se mantuvieron inméviles durante la
prueba, lo anterior fue muy evidente en el grupo control, sin que este tipo de
dificultades se presentardn con el EA, lo cual coincidid con diversos estudios
etnobotinicos y farmacologicos en los cuales se utilizan  diversos extractos de
fitotarmacos (33,103,118,160) y ya que el alcohol esta contraindicado en el tratamiento de
la epilepsia se prefirid seguir trabajando experimentalmente con el EA.

De acuerdo a la revision bibliografica realizada en el presente proyecto, se
pudo apreciar la existencia de una permanente preocupacién por lograr tratar de
manera adecuada un problema de salud publica tan importante como €s la epilepsia tal
y como se describe en diversos trabajos (4,5,6,7,8), ademas de que existe una creciente
aceptacion en lo que respecta al uso de productos herbolarios hoy en dia, y que las
autoridades sanitarias correspondientes se estdan dando a la tarea de establecer la
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medidas reglamentarias pertinentes para la realizacion de dicha practica herbolaria a
nivel mundial (18,21,24).

Este hecho se aprecia en muy diferentes publicaciones que tratan de
etnobotdnica, herbolaria, naturismo etc. (14,15,19,94,100), a la presencia de foros
especializados como el XIV Congreso Internacional de Medicina Tradicional 'y
alternativas terapéuticas organizado por la Academia Mexicana de Medicina
Tradicional A.C. en [a UAM-Xochimilco en Noviembre del afio 2000, con la
participacién de especialistas en medicina tradicional e investigadores de diferentes
universidades, etc.

Existen amplios reportes en la literatura sobre la descripcidén y aplicacién
terapéutica de la Valeriana officinalis (18,97,98,160), mientras que para la Valeriana
edulis existen escasos reportes a este respecto (14) de aqui la relevancia del presente
proyecto, por ser uno de los primeros trabajos en que de manera cientifica y
sistemdtica se estan reportando los efectos terapéuticos (anticonvulsivos) de esta
especie del mismo género, aunque no se ha estudiado lo suficiente hasta la fecha.

Para la realizacién del presente proyecto de investigacién se eligi6 el modelo
murino de convulsiones inducidas por PTZ debido a su facil adquisiciéon y manejo
(70,123). Ademas de la adecuada respuesta convulsiva que se presenta en los ratones en
dicho medelo experimental, lo cual esta debidamente documentado y permitié probar el
efecto anticonvulsivo de los diferentes extractos del rizoma de la Valeriana edulis..

El uso del EHE del rizoma de la Valeriana edulis se llevd a cabo para
contrastar los preparados hidroalcohdlicos existentes en el mercado (elixires y tinturas),
se dificulté la evaluacion del efecto anticonvulsivo debido a la disminucién en la
actividad que presentaron los ratones por efecto de la propia selucidn alcohélica al
70%, como se describe en algunos trabajos previos (18,112,137), asi como en |o publicado
en las normativas oficiales nacionales e internacionales.

Es muy importante que este tipo de ensayos se realicen bajo las mismas
condiciones; es decir a la misma hora del dia, grado y tipo de iluminacién, nivel de
ruido, etc., para minimizar el efecto circadiano (circa diem “alrededor del dia”) sobre
los resultados experimentales como aparece en (139), ya que existen caracteristicas y
tendencias conductuales determinadas genéticamente (variacion interindividual),
cambios en la absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién de las sustancias,
cambios en la sensibilidad del sitio de accion, etc. como describe (138).

Por lo tanto hay que tener cuidado de suprimir los periodos de habituacion
(cambios conductuales originados por algln tipo de estimulacion), en los cuales hay
una disminucién de la respuesta, o sensibilizacion por estimulacién repetida
(manipulacion) en el sujeto experimental, lo cual se puede deber a una conducta de
aprendizaje por exposiciones previas.
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Con respecto a la prueba para determinar la actividad toxicolégica de los
extractos con actividad anticonvulsiva por medio del modelo de la actividad locomotriz
ambulatoria en el ratén, se aprecié que ninguno de los extractos a las dosis probadas
tiene un efecto toxico letal, ya que ninguno de los amimales muri6 durante ia prueba,
pero se presentd un efecto depresor del SNC debido al efecto de la solucidn
hidroetandlica al 70%, lo mismo ccurrid con las diferentes dosis del EHE del rizoma de
la Valeriana edulis, que se manifesté durante el periodo de acostumbramiento previo al
conteo de los desplazamientos e incluso durante el desarrollo de la prueba; este mismo
comportamiento llega a ocurrir al usar otros anticonvulsivos, lo cual coincide con los
diversos trabajos de eficacia y seguridad en el uso de los extractos obtenidos a partir de
productos naturales (102,121).

En el analisis cromatografico, se apoyo en trabajos como (141) y de acuerdo a
nuestro planteamiento se¢ aprecia un mayor nimero de manchas en la placa de SiO2
confirméndose asi la presencia de sustancias bioactivas en el extracto estudiado y las
cuales segun el desplazamiento mostrado indican un comportamiento que va de
medianamente polar a polar en el sistema propuesto, lo cual también coincide con los
planteamientos hechos en (144).

Para realizar el fraccionamiento parcial, la metodologia planteada se disefio a
partir de revisién quimica estructural de los diferentes fitoconstituyentes contenidos en
la Faleriana edulis hecha en el Chemical abstract (103,106,107,160), se demostrd que el
mayor efecto anticonvulsivo se presento al probar la fraccidn acuosa del EA ya que es
en donde ya no hubo letalidad y tiene un adecuado perfil anticonvulsivo ya que
incrementa la latencia a la primera crisis convulsiva con respecto al grupo control, asi
como una disminucién en el nimero y la duracién de estas crisis.

De acuerdo a todo lo descrito anteriormente se puede indicar que se
alcanzaron de manera satisfactoria los objetivos planteados para el presente proyecto de
investigacion ya que se prepararon y probaron los diferentes extractos del rizoma de la
Valeriana edulis, evaludndose satisfactoriamente su actividad anticonvulsiva, asf como
su actividad toxicoldgica sin que ninguno de los extractos probados experimentalmente
presentan problemas de letalidad.
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IX CONCLUSIONES

Se alcanzaron todos y cada uno de los objetivos:
Se obtuvieron los EA y EHE del rizoma de Valeriana edulis ssp procera.

Se determind la curva de dosis efecto para el tratamiento anticonvulsivo en el modelo
farmacologico preclinico planteado para el EA y EHE del rizoma de la Valeriana edulis.

Se observé el efecto anticonvulsivo con los extractos recién preparados (EA v EHE) del
rizoma de la Valeriana edulis, siendo mas sencillo de manejar el EA ya que solamente
se trata de una infusion.

El efecto anticonvulsivo se presenté a partir de la dosis de 33 hasta 100 mg/Kg del
extracto acuoso (EA) del rizoma de Valeriana edulis con respecto al grupo control;
observandose que para dosis por debajo de 33 mg/Kg no se produce efecto.

Se observd un similar efecto protector contra las crisis convulsivas con todas las dosis
del EHES del rizoma de Valeriana edulis, encontrandose resultados menos importantes
con la dosis de [00 mg/Kg con respecto al grupo control.

En la prueba de toxicidad: el andlisis de los resultados permite establecer la mayor
eficacia del EA en relacion al EHEf, ya que en este altimo existe un menor
desplazamiento con diferencias estadisticamente significativas en los ratones
estudiados, sin que ninguno de ellos presente problemas de intoxicacién (letalidad), tal
como ocurre en ios tratamientos con los farmacos anticonvulsivos de patente, que
actian como depresores del SNC.

En cuanto al ensayo de la actividad bioldgica del fraccionamiento parcial se considera
que la fase acuosa presentd un mejor efecto anticonvulsivo en el modelo convulsivo de
PTZ en ratones ya que disminuye la latencia para la primera crisis, el nimero de crisis
v su duracién, ademas de que su sobrevivencia fue del 100%.

Se establecido que la raiz de Valeriana edulis ssp procera presenta actividad
anticonvulsiva en el modelo de convulsiones inducidas por el pentilentetrazol (PTZ)
evaluados in vive en el modelo para ratén.
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Por lo tanto se puede concluir que ¢l EA del rizoma de la Valeriana edulis tiene una
adecuada perspectiva para ser usado como fratamiento alternativo en las crisis de
ausencia, ya que experimentalmente muestra un adecuado perfil anticonvulsivo en el
modele planteado; se demostré la seguridad en su aplicacion como tratamiento
alternativo naturista, el cual se pudiera implementar en aquellos pacientes epilépticos
que son resistentes a los tratamientos médicos convencionales, y de esta manera poder
evitar que tengan que llegar a ser candidatos a cirugia.

Sin olvidar que se deben de completar los estudios pertinentes, para poder aplicar esta
alternativa de tipo naturista para el tratamiento de estos pacientes.
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