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Resumen

El pentilentetrazol (PTz) es una sustancia quimica utilizada ampliamente para la induccién de convulsiones
y epilepsia en el modelo animal; altera el equilibrio entre los radicales libres y causa estrés oxidativo en
el cuerpo con un impacto negativo en la memoria y aprendizaje. En este estudio se la planta medicinal
Buxus hyrcana fue empleada para evaluar su efecto sobre el estrés oxidativo y el déficit de memoria
causado por P17 en ratas. Veinticuatro ratas fueron aleatoriamente distribuidas en cuatro grupos: control
negativo bajo tratamiento con P17 (dosis subumbral 35 mg/kg durante un mes), control positivo bajo
tratamiento con fenobarbital (P8-30 mg/kg) y dos grupos P17 en tratamiento con exiracto de B. hyrcana
(BHE-300 y -600 mg/kg). Se ufilizd la prueba estdndar de evitaciéon pasiva para evaluar retencién y
recuerdo (evaluacién de memoria y aprendizaje). Después de la evaluaciéon de comportamiento, las
ratas fueron anestesiadas, y sus cerebros extraidos y homogeneizados; el estrés oxidativo se evalué
usando métodos especificos. La latencia de paso segin la prueba de evitacién pasiva fue mayor en el
grupo receptor de BHE que en el grupo P17 (p<0,001). Ademds, los niveles cerebrales de malondialdehido
(MDA) y dxido nitrico (NO) en el grupo tratado con BHE fueron significativamente menores (p<0,001), y los
niveles de glutatién reducido (GsH) significativamente mayores comparados con el grupo P17 (p<0,001).
Nuestros resultados mostraron que el BHE podria prevenir el déficit de memoria y mejorar el estrés
oxidativo en las ratas inducidas por pTz.

Palabras clave: Buxus hyrcana, epilepsia, estrés oxidativo, prueba de evitacién pasiva, aprendizaje y
memoria.

Introduccién

El estrés oxidativo y los radicales libres se encuentran entre

La convulsién es una afeccién en la que células nerviosas
realizan descargas repentinas y simulténeas, a menudo
acompafadas de cambios en la red y funcién neuronales.
El término epilepsia se define como la presencia de dos
o mds convulsiones, y es una de las enfermedades mds
comunes en el mundo.! Junto con las convulsiones, la
epilepsia también se asocia a ofras comorbilidades,
incluidos los déficits cognitivos, muy comunes en pacientes
con epilepsia.? En la actualidad, la mayoria de los
casos de epilepsia se tratan o controlan con fdrmacos
antiepilépticos (FAE), los cuales, como se ha informado, tienen
limitaciones en cuanto a rendimiento, seguridad y eficacia.®
Aunque hay muchos estudios sobre cémo se desarrollan
las comorbilidades en pacientes con epilepsia, hay poca
informacién sobre cémo las crisis epilépticas provocan un
deterioro de la memoria asociado con el aprendizaje.*

los mecanismos mds importantes que pueden contribuir a
trastornos como las crisis epilépticas.® Las crisis epilépticas
también se han relacionado con el aumento en los niveles
de especies reactivas de oxigeno (Ros) y la produccién de
anién superéxido (O2.-) en el cerebro.® El estrés oxidativo es
lo consecuencia de una desproporcién entre la estructura de
resistencia antioxidante y la formacién de ros,” lo cual dafa las
membranas celulares y el AbN, produciendo deterioro y muerte
celular, asi como enfermedades crénicas como Alzheimer,
céncer, epilepsia, Parkinson y enfermedades cardiacas.®” El
papel del estrés oxidativo en la epilepsia es bien conocido,'°
por lo que mantener niveles bajos de rOs es crucial para una
funcién celular normal. Los aumentos a largo plazo de ros
representan un riesgo inherente de mayor dafio neurolégico,
como se observa en la epilepsia.”’ Ademds, se ha informado
que el éxido nitrico (NO) constituye un potencial neurotransmisor
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o mensajero retrébgrado relacionado con la  plasticidad
sindptica, la regulaciéon de la excitabilidad cerebral, y la
activacién de la actividad convulsiva. Sin embargo, también
ha sido ampliamente implicado en numerosas enfermedades
neuroinflamatorias y neurodegenerativas debido a sus acciones
prooxidantes y antioxidantes.'?

Actualmente, fdrmacos antiepilépticos (FAE) como los
barbitiricosy una variedad de sedantes son empleados para
prevenir o tratar la epilepsia. Aunque en los Gltimos afos se
han introducido diversos fdrmacos para el tratamiento de
la epilepsia, estos continGan mostrando efectos adversos
e incluso nocivos que, en la mayoria de los casos, incluso
con dosis adecuadas, no logran evitar efectivamente las
convulsiones. Como consecuencia, estos pueden tener
un gran impacto negativo en la calidad de vida de los
pacientes, tanto psicolégica como conductualmente.’® '
Uno de los enfoques comunes en el descubrimiento y
desarrollo de los FAE —fundamental para la curacién de
personas enfermas con convulsiones y epilepsia— es
el empleo de sustancias naturales con propiedades
medicinales.”® Una de las hierbas que ha demostrado
propiedades medicinales benéficas y ha sido estudiada
en la medicina tradicional es la Buxus hyrcana (familia
Buxaceae), que crece en varias partes del mundo.'¢
La investigacién fitoquimica reciente sobre Buxus hyrcana
Pojark ha dado como resultado el aislamiento de alcaloides
triterpenos, incluidos el hyrcanone, hyrcanol, hyrcatrienine,
N(b)-dimethylcycloxobuxoviricine e hyrcamine, a través
de métodos espectroscoépicos modernos; mientras que
los alcaloides conocidos como buxidin, buxandrine,
buxabenzacinine, buxippine- K, y E-buxenona fueron
identificados y reportados anteriormente.!” Estudios previos
han demostrado las mdltiples propiedades medicinales
de la B. hyrcana, como su actividad antimalérica,
anticancerigena, inmunosupresora —debida o  sus
principios activos— antifdngica y antileishmanial; ademds,
tiene caracteristicas antiinflamatorias y antioxidantes por sus
compuestos triterpenoides y alcaloides.'*?! Adicionalmente,
sus propiedades anticonvulsivas y neuroprotectoras han
sido recientemente documentadas en modelos animales de
experimentacién.??

Dado el trastorno de las manifestaciones conductuales
asociado con la epilepsia y los efectos de la B. hyrcana en
dichos trastornos, se planteé la hipétesis de que el extracto de
B. hyrcana (8HE) tendria un efecto positivo en el aprendizaje
y la memoria en ratas expuestas a pentilentetrazol (pP7z).
El objetivo de este experimento fue evaluar los efectos

de la BHE en los trastornos del comportamiento (es
decir, aprendizaje y memoria) causados por epilepsia y
convulsiones en ratas macho adultas.

Materiales y métodos

Etica animal

Este experimento se realizé6 en la Universidad Shahid
Beheshti (Teherdn, Irdn) en ratas Wistar adultas (200 +
20 g, 8 semanas de edad) obtenidas de la Universidad
de Ciencias Médicas Shahid Beheshti (Teherdn, Irdn).
Los animales se mantuvieron durante una semana en
una habitacién con condiciones constantes (12 h de luz/
oscuridad con iluminacién a partir de las 7 a.m., 22 =
2 °C, 55 = 5% de humedad relativa) en jaulas estdndar
de policarbonato, para que pudieran para adaptarse a un
nuevo entorno. Los animales tuvieron libre acceso a agua
y alimento especial para ratas (Pars Animal Feed, Irdn)
durante todo el experimento. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en grupos experimentales (cada uno
con 6 ratas) después de una semana de adaptaciéon al
entorno del laboratorio. Cada animal se usé solo una
vez durante el ensayo y se hicieron esfuerzos para reducir
el sufrimiento de los animales mientras se obtenian
datos cientificos confiables. Todos los experimentos se
realizaron entre las 09:00 y las 15:00 h. La totalidad
de los experimentos relacionados con derechos
animales y conservacién en este estudio se realizaron
de acuerdo con las pautas éticas estdndar (Directiva
de las Comunidades Europeas 2010/63/UE) y fueron
aprobados por el Comité de Etica Local de la Universidad
Shahid Beheshti (cédigo  ético:  IR.SBU.1397.156).

Recoleccion de material vegetal y preparacién de
extractos

Las hierbas de B. hyrcana se obtuvieron del Instituto de
Plantas Medicinales de la Universidad Shahid Beheshti. El
extracto se prepard de acuerdo con las referencias citadas
y trabajos previos.?? Posteriormente, se prepard alrededor
de 100 g de la parte aérea de la planta, se limpié, se secod
a la sombra y se pulverizé mediante trituradora mecdnica.
Para preparar el extracto hidroalcohélico, el polvo vegetal
se sumergié en un litro de etanol al 80% durante 72 h,
luego la mezcla resultante se filtré y se concentré al vacio
a 45°C utilizando un aparato rotatorio (EYEL A, Japén). El
extracto resultante estaba seco en un 37,8 % y se almacend
en el refrigerador a 4°C hasta el experimento. La dosis
requerida para la inyeccién intraperitoneal (i.p.) se basé
en el peso del animal.
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Medicamentos y tratamientos

Se obtuvo pentilentetrazol de Sigma Company (Ee.UU.),
fenobarbital sédico (P8 por sus siglas en inglés) de la
Compapia Farmacéutica Chemidarou (Irdn), y ketamina vy
xilazina de Alfasan Company (Paises Bajos). El p1z se prepard
como una solucién al 1% v/w en solucién salina. Se utilizé
fenobarbital sédico para establecer una comparacién con
un fdrmaco anticonvulsivo convencional. El fenobarbital
sédico se disolvié en el suero fisiolégico y se administré por
via intraperitoneal en una dosis de 30 mg kg-1 por peso
corporal del animal. El BHE se continué en solucién salina
normal via ip en dosis de 300 y 600 mg kg-1 con P1z durante
el experimento hasta la induccién completa del animal. Los
animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de
seis: 1) grupo de control negativo (CN) que recibié solucién
salina normal (0,3 mL por rata), 2) grupo de control positivo
(cp) que recibié P (30 mg kg-1), grupos 3) y 4) que recibieron
BHE (300 y 600 mg kg-1, respectivamente). Treinta minutos
después de la inyeccién del vehiculo, los animales P8 y BHE
(300 y 600 mg kg-1) fueron expuestos a la dosis subumbral de
P1Z (35 mg kg-1 por peso corporal). Todas las inyecciones se
administraron en forma de soluciones frescas en un volumen
constante de 0,3 mlL por rata durante todo el estudio.??

Prueba de induccién por pentilentetrazol

El estudio se realizé a modo de doble ciego (el experimentador
no sabia qué animal pertenecia a qué grupo). Se inyectd
pentilentetrazol en dosis subumbral de 35 mg kg-1 cada 48 h
durante un mes. Para registrar y valorar el comportamiento de
las convulsiones, los animales se transfirieron individualmente a
cajas de pléstico transparente y se observaron inmediatamente
después de la administracién de Pz durante una hora; de
igual modo fueron grabados por una cdmara conectada a
una computadora. El umbral de convulsiones se midié en una
escala de 6 pasos (Tabla 1). Los animales se consideraron
inducidos si presentaban estadios en las escalas 4 o 5 en
dos ensayos consecutivos. Los animales fueron expuestos
a p1z (70 mg kg-1) 7 dias después del desarrollo de las
convulsiones. Mientras tanto, fueron sometidos a la prueba
de aprendizaje de evitacién pasiva. La tasa de refencién
de la memoria se evalué después de la exposicién a prz.23

Prueba de caja lanzadera

La caja lanzadera (Borj Sanat Azma, Irdn) se utilizdé para probar
la memoria de evitacién pasiva. El entrenamiento se llevd a
cabo en la caja durante la fase de iluminacién, entre las 08:00
y las 14:00 horas. La caja lanzadera consta de dos secciones
oscuras y claras de idénticas dimensiones (27 cm X 14.5 cm X
14 c¢m) que se abren o cierran con una puerta de guillotina.

El suelo de ambos compartimentos estd formado por
varillas de acero separadas 1 cm entre si. El suelo del
compartimento oscuro puede ser electrificado por un
estimulador. El proceso de prueba utilizado en este estudio
se describié anteriormente.?* En resumen, los animales en la
fase de adquisiciéon se colocaron inicialmente en la cdmara
de luz con la cara alejada de la puerta, y 10 s més tarde
se retir6 la puerta de guillotina. Las ratas tienen un interés
innato en los ambientes oscuros. Cuando el animal entré
por completo en la cdmara oscura, se cerré la puerta de la
guillotina y después de 30 s se sacé al animal de la cémara
oscura y se colocd en su jaula. Este ensayo de habituacién
se repitié 30 minutos mds tarde. Los animales no recibieron
ningUn shock durante estas etapas. Después de la segunda
iteracién, comenzé la primera prueba de adquisicion. Se
midié la latencia de paso de los animales durante la fase de
adquisicién (LPa) cuando entraron en los entornos oscuros
con las cuatro patas. Una vez encerrado completamente el
animal en la cdmara oscura, se cerrd la puerta de la guillotina
y se aplicé al animal una descarga eléctrica moderada (1,5
mA) durante 3 s. Después de 20 s, el animal fue retirado
de la cdmara oscura y trasladado a su jaula. Luego de 5
min, se repitié la prueba. Las ratas recibieron una descarga
cada vez que entraron por completo en el ambiente oscuro.
El entrenamiento finalizé cuando el animal permanecié en
la cdmara de luz durante 120 segundos consecutivos. El
numero de choque (ND) en la prueba de adquisicién se midié
hasta completada la adquisicién. La prueba de recuperacion
de memoria se realizé 24 h después de la adquisicién.
Las ratas se colocaron en la cdmara de luz y la puerta de
guillotina se retiré después de 30 s; la latencia de paso para
ingresar a la cdmara oscura durante la fase de recuperacién
(LPr), asi como el tiempo total pasado en el compartimiento
de luz (1cL), se midieron hasta 300 s. Si las ratas no entraban
en la cdmara oscura durante 300s, la prueba concluia y
se documentaba una puntuaciéon de 300 para las ratas.

Medicién bioquimica

Después de la prueba de la caja lanzadera, las ratas fueron
decapitadas rdpidamente bajo anestesia profunda con
ketamina y xilazina, y sus cerebros fueron extraidos, lavados
con solucién salina helada y mantenidos a -80°C para andlisis
posteriores.

Evaluaciéon del contenido de glutatiéon reducido (GsH) en
el cerebro

Los niveles de GsH se evaluaron mediante el reactivo de Ellamn
(4cido 5,50-ditio-bis-2-nitrobenzoico).?
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Medicién de la actividad del malondialdehido (Mpa) en
el cerebro

Se utilizé el procedimiento de sustancias reactivas al 4cido
tiobarbittrico (18aRs) para evaluar el nivel de Mpa en el cerebro.?

Medicién del nivel de 6xido nitrico (No) en el cerebro

El nivel indirecto de NO (nitritos y nitratos) en los tejidos
cerebrales se calculé segin el método de Griess. En resumen,
los sobrenadantes se colocaron en un kit de 96 pocillos (kit de
ensayo de éxido nitrico (No) Natrix™, Novin Navand Salamat,
Irdn). La absorbancia de las muestras se leyé a 570 nm con
lector Elisa (Biotech, San Jose, California, usa). La concentracién
de NO se evalué mediante una curva estédndar de nitrito.?”

Tabla 1. Adaptacién de lo escalo de Racine para convulsiones
inducidas por pentilentetrazol (PTZ) en ratas.

Etapa Intensidad de las convulsiones
0 Sin fluctuaciones de comportamiento
1 Espasmos faciales y en orejas
2 Cabeceo, clonus cefélico y espasmos mioclénicos
3 Clonus unilateral de miembro anterior con postura lorditica
4 Clonus bilateral de miembro anterior con levantamiento y caida
5 Crisis ténico-clénica generalizada (CTCG) con pérdida de

tono postural

Andlisis estadistico

Todas las evaluaciones estadisticas y gréficos se realizaron con
el software GraphPad Prism (versién 8). Todas las pruebas de
comportamiento y bioquimicas se interpretaron como media
+ error estédndar de la media (sem). La prueba de normalidad
realizada mostré que la distribucién de los datos es normal. Se
realiz6 ANOVA de una via para comparar las medias de las
estadisticas. Se utilizé la prueba post hoc de Tukey cuando los
datos fueron significativos para comparar los grupos por pares.
El nivel de significacion se consideré como P <0,05 para todos
los grupos de estudio. Los tamafos del efecto se estimaron
utilizando la estadistica de eta parcial al cuadrado (np2).

Resultados

El efecto del BHE en las convulsiones en ratas inducidas por p1z
El BHE produjo un aumento significativo en la media de
latencia de los espasmos mioclénicos [F (3,20)= 15,65,
P<0,001, np2=0,75] y una reduccién en la media del
numero de espasmos mioclénicos [F (3,20)=9,57, P<0,001,
np2=0,64] en comparacién con el grupo cN (Tabla 2).
La evaluacién post hoc mostré un aumento significativo
(P=0,002) en la latencia media de los espasmos mioclénicos
en el grupo de tratamiento con BHE en dosis de 600 mg

kg-1 en comparacién con cN. Sin embargo, los grupos
tratados con BHE en dosis de 300 no mostraron cambios
significativos comparados con el grupo cN. Se observd una
disminucién significativa en la media del nGmero de espasmos
mioclénicos en dosis de 300 (P = 0,026) y 600 (P = 0,002)

en los grupos tratados con BHE en contraste con cN (Tabla 2).

El ANOVA unidireccional mostré cambios significativos en la
media de la latencia de las crisis ténico-clénicas generalizadas
(ctce) [F (3,20) = 12,21, P <0,001, np2 = 0,70], asi como
en la duracién de las c1ce [F (3,20) ) = 58.80, P <0.001, np2
= 0.92] entre los grupos experimentales (Tabla 2). Un andlisis
posterior con la prueba de Tukey revelé que hubo un aumento
significativo (P = 0,004) en la latencia media de c1cG en el
grupo BHE en una dosis de 600 en comparacién con el grupo
cN. No obstante, este aumento en la latencia media de ctce
en una dosis de 300 BHE no fue significativo comparado con el
grupo cN (Tabla 2). En cuanto al parémetro de duracién de c1ce,
los grupos que recibieron BHe en dosis de 300 y 600 también
mostraron una diferencia significativa en la disminucién
media en comparacién con el grupo cN (P <0,001, Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de 8HE sobre pardmetros de comportamiento en
convulsiones inducidas por P17z en rafas.

Latencia de NUmero de

Tratamientos espasmos espasmos Lotencia de Duracion de
mioclénicos | mioclénicos cree cree

CN 36.80 +£3.29 1440 +0.51 336.8+532 22.82=0.8]

PC 82.80 = 4.47c 6.20 £ 1.02b  642.0 = 51.34c 8.70 = 1.09¢

BHE 300 51.00 = 8.28d 9.00 + 2.05a 413.4 = 23.46d  14.53 = 0.66¢,d

BHE 600 70.40 £2.62b 7.00 = 0.45b  572.0 = 56.96b 7.87 = 0.97c,e

Los datos representan la media = sim, a: P <0,05, b: P <0,01, c: P <0,001, en
comparacién con el grupo de control negativo (cN); d: P <0,01, en comparacién con
el grupo de control positivo (cp); e: P <0,001, en comparacién con el grupo BHe 300.

Efecto de BHE en la memoria de evitacién pasiva en la
prueba de la caja lanzadera

Como se muestra en las Figuras 1(a,b), y confirmado por
andlisis de varianza, no hubo variaciones significativas entre
los grupos experimentales con respecto a los indices LPa [F
(3,20) = 0.99, P = 0.423, np2 = 0.16] y el ND en la prueba
de adquisicién [F (3, 20) = 1,60, P = 0,229, np2 = 0,23].
En cuanto a los indices LPr [F (3,20) = 17,63, P <0,001,
np2 = 0,77] y nic [F (3,20) = 5,31, P = 0,009, np2 =
0,50], la ANOVA de una via de la etapa de recuperacién
de memoria mostré un cambio significativo entre los grupos
experimentales (Figura 1 (c, d)). La prueba post hoc de Tukey
indicé que el grupo cp produjo un aumento significativo en
la media de los indices LPr (P <0.001) y 1cL (P = 0.018)
en comparacién con el grupo cN (Figura 1 (c, d)). También
hubo un aumento significativo en el grupo que recibié BHE
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en dosis de 300 y 600 comparados con el grupo cN en LPr
(P = 0,005 y P <0,001, respectivamente). En cuanto al
pardmetro 1L, solo la dosis de 600 BHE mostré un aumento
significativo en comparacién con el grupo N (P = 0,015).

Efecto de BHE sobre los factores de estrés oxidativo

Efecto de BHE en los niveles de GsH en el cerebro

Se experimentaron diferencias significativas en la media de los
niveles de csH en el cerebro de las ratas entre los diferentes grupos
[F (3,20) = 73,18, P <0,001, np2 = 0,93]. El examen post hoc
sugirié que la media del nivel de GsH aumenté significativamente
en los grupos tratados con BHE en dosis de 600 en comparacién
con el grupo o (P <0,001) (Figura 2 a). Por el contrario,
los grupos tratados con BHE en dosis de 300 no mostraron
cambios significativos comparados con el grupo cN (Figura 2a).

El efecto de BHE en los niveles de MDA en el cerebro

Se observaron diferencias significativas en la media del nivel
de mpa [F (3,20) = 82,65, P <0,001, np2 = 0,94] entre
los grupos experimentales. La investigacién post hoc sugirié
que el nivel de mpa disminuyé significativamente en los grupos
tratados con BHE en dosis de 300 y 600 comparados con el
grupo cN (P <0,001) (Figura 2 b).

El efecto de BHE en los niveles de NO en el cerebro

El andlisis de varianza mostré un cambio significativo en el
nivel medio de NO entre los diferentes grupos [F (3,20) =
89,25, P <0,001, np2 = 0,94]. El nivel de NO en el grupo
BHE en dosis de 300 y 600 (P <0,001) fue significativamente
menor que el del grupo cN (Figura 2 ).

Figura 1. Efecto de 8HE sobre a) latencia de paso en la primera prueba de
adquisicién (LPa), b) nimero de descargas (ND) en lao prueba de adquisicién,
c) latencia de paso en la prueba de retencién (LPr), d) tiempo pasado en el
compartimento de luz en la prueba de retencién (1cl) de la tarea de aprendizaje
de evitacién pasiva (AEP) en convulsiones inducidas por Pz en ratas. Cada
columna y barra representan la media =+ sem, * P <0,05, ** P <0,01, *** P
<0,001, en comparacién con el grupo de control negativo (CN).
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Figura 2. Efecto del BHE sobre a) niveles de GsH, (b) MDA y (c) NO en
convulsiones inducidas por P1z en ratfas. Los datos representan la media
+ sem, *** P <0,001, comparada con el grupo de control negativo (cn);
# P <0,05, ## P <0,01, ### P <0,001, con el grupo de control
positivo (cp); 1 P <0,01, +11 P <0,001, y con el grupo BHe 300.
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Discusién

Este estudio identifica por primera vez el efecto positivo del
BHE en el aprendizaje y la memoria de evitacién pasiva en
el modelo experimental de epilepsia inducida por pP1z. Los
datos mostraron que el pretratamiento con BHE aumenta el
umbral de convulsiones inducidas por prz. Ademds, nuestros
hallazgos revelaron una disminuciéon  significativa en la
manifestacién epiléptica en ratas pretratadas con BHE. El BHE
en dosis de 300 y 600 mg kg-1 elevé significativamente el
umbral de convulsiones y disminuyé la duracién de ctcG en
ratas inducidas en comparacién con el grupo de control.
En linea con este estudio, Azizi et al. (2018) observaron
que la B. hyrcana exhibe caracteristicas neuroprotectoras y
anticonvulsivas en ratas Wistar en el modelo de convulsiones
inducidas por P1z. También han documentado que la
dosis de 600 mg kg-1 del extracto tiene el mayor efecto,
lo que estd en consonancia con nuestros resultados.??

En la investigacién actual, se empled la prueba de la caja
lanzadera para evaluar las propiedades de retencion y
recuperacién de la memoria. El resultado del estudio confirmé
que las dosis de 300 y 600 mg kg-1 de BHE aumentaron
la LPr y la TCL en comparacién con el grupo de control. Si
bien hasta el momento no se han reportado estudios sobre
el efecto de BHE en el deterioro de la memoria por agentes
convulsivos, hay un informe sobre los efectos anticonvulsivos
y neuroprotectores de la B. hyrcana en un modelo de
convulsién aguda inducida por Pz en rata. Este estudio
muestra que la B. hyrcana tiene actividad protectora contra
las convulsiones, lo que coincide con nuestros resultados.??

Examinamos la capacidad antioxidante de BHE, por lo que se
evalué el nivel cerebral total de GsH, MpA y NO. Como muestran
los resultados, el BHE en dosis de 300 y 600 mg kg-1 aumenta
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significativamente el csH y disminuye el nivel de Mpa y NO, en
comparacién con el grupo p1z. El pentilentetrazol también
altera la barrera hematoencefdlica y altera la funcién cerebral
al crear radicales libres.?® El cerebro es muy sensible al dafo
de los radicales libres, ya que contiene una gran cantidad de
4cidos grasos y tiene una alta tasa de metabolismo oxidativo.?
Los roOs estdn involucradas en la patogenia de varios tipos
de enfermedades neurodegenerativas.®® El estrés oxidativo
puede desempefiar un papel importante en la generacién de
dafio neuroldgico debido a convulsiones.®' La administracién
prolongada de P17 induce radicales libres y provoca actividad
convulsiva en animales. El estrés oxidativo inducido por
Pz conduce a crisis tonico-clénicas y posterior muerte
neurolégica.®? La inhibicion de las neuronas cerebrales y la
produccién de radicales libres por P17 es una de las principales
causas de epilepsia en modelos experimentales de epilepsia.
En la epilepsia, la actividad convulsiva siempre se acompana
de niveles amplificados de r0s.%® Los estudios se han centrado
en dilucidar si la actividad convulsiva prolongada en animales
conduce a una mayor produccién de rROs y si el dafio oxidativo
produce o no una lesién cerebral inducida por convulsiones.
Este estudio es consistente con lateoria de que el estrés oxidativo
en animales inducido por Pz es probablemente uno de los
parédmetros implicados en la fisiopatologia de la epilepsia.®
Se considera que el NO juega un papel fundamental en la
produccién y propagacién de la hiperactividad epileptiforme.'?
Diversos estudios proponen que el NO juega un papel clave
en el progreso de la induccién'? y, recientemente, se informé
que el estrés oxidativo y nitrosativo son las principales marcas
patoldgicas de varios trastornos neurodegenerativos, incluida
la epilepsia.''* Investigaciones recientes muestran que la
hiperactivacién de los receptores de N-metil-D-aspartato
(N\MpA), que puede ser causado por la sobreproduccién de
NO, produce estrés oxidativo debido a la generacion de
R0OS.% El superdxido en las mitocondrias a veces se combina
con NO para producir peroxinitrito, que se descompone
liberando radicales hidroxilo, lo cual inicia el desarrollo de la
peroxidacién de lipidos y la descomposicion de la formacién
de ADN que conduce al deterioro de las células neurales.®”

Los flavonoides e isoflavonoides con actividad de captacién
de radicales libres son capaces de luchar contra el estrés
oxidativo en células o tejidos dafiados.®® También hay amplia
evidencia de que los flavonoides estdn involucrados en la
prevencién de la pérdida de células nerviosas causada por
el estrés oxidativo.® Se ha demostrado que en la condicién
epiléptica el nivel de marcadores de estrés oxidativo en las
células neurales aumenta y los niveles de antioxidantes como
GsH disminuyen.*® Estudios sobre los ingredientes activos

de B. hyrcana han confirmado que fiene caracteristicas
para bloquear la glutatién-S-transferasa (cs1), una enzima
que conjuga el GsH con varios complejos. Como se sefald
anteriormente, el BHE tiene numerosos flavonoides, que
ejercen propiedades antioxidantes;*' por lo tanto, al menos
parcialmente, la actividad antiepiléptica y, en Gltima instancia,
la mejora en la memoria observada en este estudio puede
deberse a los flavonoides presentes en el BHE, asi como
el control de los niveles de GsH, MpA y NO en el cerebro.

Conclusién

En general, los resultados de este estudio indican que el
BHE tiene propiedades antiepilépticas en ratas inducidas
con P1z. Ademds, luego de la mejora de los sintomas de las
convulsiones, se observé que la tasa de memoria de las ratas
mejoré. Estos efectos pueden atribuirse a la mejora del estado
de estrés oxidativo, incluido un mayor contenido de GsH y una
disminucién de los niveles de MpA y NO.
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