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INTRODUCCION
-
an el fin de efectuar una comparacién de la dctividad

anticonvulsionante .de los antienilépticos sintetizados nor

-Carvujui (8), sc determiné el esncctro de accifn antiepilép-

tica de la 4-hidroxi, 4-ctil, 4-fenil butiramida (HEPB) ¥
sus homélogos inferiores: 3-hidroxi, é-etil, 3-fenil nro-

pionamida (HEPP) y la 2-hidroxi, 2-etil, 2-fenil acetami-

da (HEPA) los cuuales se comwararon contra una grunoc seclec-

cionade de compuestos convulsionantes, que se eli

gieron de acuerdo al proyecto de los NI, como: 4-AP (ip),'

BIC (sc), TSC (ip), BST (ip) y PIC (sc).

P'ara ello se determinaron lus DESO de cada antiéonvul-
sionante ante los diferentes convulsionantes obteniéndose
los resultados siguientes: para HEPB, HEPP y HEPA ante
4-AP: 29, 19 y 24 mgKg'1 respectivamente; contra BIC: 30, 38
y 29 mgkg” ! en el mismo orden y ante TSC: 73, 43y 47 mgKg']

anfilogsamente.

En tanto que las DE.y de la HEPB y NEPA contra la EST
fueron 106 y 56 mgKg'1; ante PIC estos 2 comnuestos no nro-
tegen con ninguna de las dosis administradas, sin embargo o
la HEPP nrotege limitadamente ante estos dos convulsionan-

tes, contra EST bloquea solo 30% de las convulsiones y an-

te PIC solo protege a 37.5% de los animales.
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Estos resultados muestran que la IEPP presenta un es-

pectro de actividad anticonvulsionante similar vy

tan amplio como el de HEPA.

Lo sobresaliente es que UEPP presenta los mayores In-
dices terap6uticos ante: 4-AP»11,26; BIC:5,63; TSC-4,97;
que cl de st hom6logos VUEPA (4-AP#5.50; BIC#4.55; TSCY
2,80; LST#2.36) y HEPB (4-APE3.82; BIC¥3,70; TSC+1.52;
LEST3-1,04) .

Por otro lado, la HEPP present6 un cfectb de hiperac-

tividad motriz marcada a partir de la dosis de 80 mgKg'1,

si se corrobora que este efecto antagoniza la hipoactivi- *
: -
.
dad producida por algln fdrmaco de uso comdn en el trata-
micnto de la epilepsia, este compuesto serfa el ideal pa-

ra proseguir estudios preclinicos.

Ademds en un estudio posterior se encontr6: que la DLSU
de la HEPP es mds alta que la de HEPB y la de HEPA, sin
embargo una desventaja de HEPP es que su efecﬁo_anticonvul-
sionante dura poco tiempo ya que las curvas de intervalo
.de accibn se revierten a los 60 min, lo que no ocurre con

los otros hom6logos.

Al comparar los compuestos de este estudio con fdrmacos
antiepilépticos de uso clinico se observa claramente que la
HEPB y sus hom6logos tienen ventaja sobre esos compuestos en

cuanto a DEgys, ITs y espectro de accidén.anticonvulsionante,



As{ que al tomar en cuenta todos estos pardmetros como
son: el poder Anticonvulsionunte, el espectro de accién an-
ticonvulsionante y la toxicidad que presentan los 3 com-
puestos en cstudio, el order} de elecci6én para terminar los

estudios preclinicos es: HEPP, HEPA y HEPB,



AENERALIDADSS
DE
EPILEPSTIA

Las. enilepsias son afecciones crénicas de etiologfa di-
versa (9) caracterizadas por crisis recurrentes, debidas a
una descarga exccsiva de las neuronas cerebrales (crisis
epilépticas) asociadas generalmente con diversas manifesta-
ciones clinicas y naraclinicas. Debido a ellio el tratamien-

to y manejo es diferente para cada tino de enilepsia (30).

La clasificaci6én de las epilepsias (33) es important?
nura establecer la terania debido a que la tipificacién a-
i
propiada de las crisis convulsivas es requisito indispen-

sable nara seleccionar el fdrmaco mds anropiado.

Las principales causas que provocan epileﬁsias son:
nroblemas -en el embarazo y en el parto (infecciones, nre-
sién alta o mala atencién obstétrica), infecciénes tales
como meningitis o encefalitis’; algunas parasitosis (cisti-
cercosis), traumas craneanos, ingestién de sustancias t6-
xicas (plomo, mercurio) y consumo de alimentos en mal es-

tado, supresién de alcohol y de algunos medicamentos como

barbitlricos; alteraci6n metab6lica o nutricional (desequi-
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librio de agua y electrdlitos), . Y menos del 3% de los ca-

sos de epilepsia en nifios las producen causas heraditarias,

El problema de la epilepsia en nuestro pafs ha alcan-
zado altas proporciones, se estima que entre 1% y 2% de la
poblacién mexicana padece algln tipo de cpilepsia y que de
e¢ste porcentaje el 75% se presenta en menores de edad. Aun
que ésta se.manifiesta en todas las edades 76.8% se exhibe
antes de la adolescencia, 16.,3% en el adulto joven, 5.2% en

los adultos y el 1% en los anciangs,

En general, las crisis aparecen de manera ocasional o
inica, pero en algunos casos se suceden repctidamente, con
frecuencia variable y con caracterfsticas clfnicas que per-

miten fundamentar su diagnéstico.

Con el diagnéstico adecuado se logra controlar del 70 -
al 75% de los casos de epilepsia, en los restantes la per-
sistencia de la crisis obedece a mGltiples factores que se
deben valorar individualmente (42). E1 tratamiento con-
siste en atacar la causa y eliminar las crisis con la ad-
ministracién selectiva de ffrmacos antiepilépticos. La
efcctiviéad de la terapia depende de 1a identificacidn
temprana de la causa que nroduce crisis epilépticas, de su
severidad, de la respuesta al tratamiento y de que este se

sostenga el tiempo necesario para poder controlar las des-



cargas anormales,

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

Estos suprimen selectivamente las crisis epilépticas
por aumento de la neurotransmisidn inhibitoria o por dis-
minucién de la neurotransmisién excitatoria ( 35). En ge-
ncral al actuar de esta manera, estos compucstos causan
transtornos en las funciones normales del cerebro y ori-
ginan efectos centrales seccundarios como: ataxia, seda-

cién, falta de atenci6n, somnolencia,

Los fdrmacos antiepilépticos que mis se utilizan en
la terapia son diez y pertenccen a los grupos siguientesims
barbitGricos, hidantoinas, carbamazepinas, succinimidas,
oxazolidindionas, benzodiacepinas y otros (valproato de

sodio, clorometiazol).

Obviamente que para tantos tinmos de enilepsia, los
fdrmacos disponibles son insuficientes. Sin embargo, la
investipacién sobre antienilénticos es limitada debido a
su alto costo y a que nocas firmas farmacduticas invierten
en el desarrollo de cstos compuestos. £s por eso que desde

1965 a 1975 solo se introdujeron 3 nuevos férmacos (21 )
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Este problema es vigente, nuesto que con los antieni-
lénticos disponibles se controla el 75% de los casos cli-

nicos y el resto constituye un serio nroblema médico.

AsI, para promover la produccién de nuevos fédrmacos
antiepilépticos se cred el Proyecto de Cernimiento de Fér-
macos Antiepilépticos a cargo dec los Institutos Nacionales
de la Salud de E.U.A (N1UY (41). A 3 afios de haberse inicia-
do el proyecto, 430 de 1780 compuestos probades, mostraron
notencia antiepiléptica en la primera fase de la evaluacién.

De estos, solo 14 tenfan buenas nerspectivas de desarrollo.

En México, esta nroblemdtica es mayor ya que existe N

dificultad nara disponer de antiepilénticos nara la tera

néutica debido a la falta de continuidad en’su .produécidn -
como ha sucedido recientemente con el fenobarbit: e

tosuccinimida.
EVALUACION DE LA POTENCIA ANTICONVULS

E1 programa dcr}651¥;ﬂ

determinar la votencia. anticpiléntica del commuesto en ¢studio.
La primera etapa,.cvalGa la existencia de la actividad
nnticonvulsionante,kpara cllo se administran dosis de 30, .

100 y 300 mgKg'! del:antieniléptico al tiempo cc¢ro, para to-



dos los casos, posteriormente se inducen las convulsicnes
con ESM y PTZ respectivamente a los 30 min y 240 min después
que el anticonvulsionante y se eliminan aquellos ffirmacos

que no presentaron actividad anticonvulsionante (38).

En la ségunda etapa, se cuantifica la actividad anti-
convulsiva y la neurotoxicidad, asf como la selectividad
de acci6n anticonvulsionante. Aquf se utilizan dos mode-
los de enilensia experimental: el electrochoque supramd-
ximo (ESM) y el que se induce subcutfineamente con nenti-
lentetrazol (PTZ). E1 ESM desencadena crisis convulsivas
generalizadas y los fdrmacos que las contrarestan en ge-
neral son efectivos en el tratamiento de epilensia gene;.,_

ralizada (17).

f.a efectividad de los anticpilénticos contrnVPTZ,'iﬁ-
dica que estos nodrian ser Gtiles en el tratamiento-de
las epilepsias generalizadas de tipo ausencia. En la pruéA
ba de ESM y en la de P2 se determina 1a dosis efectiva
media (DEg,). Para evaluar la neurotoxicidad del compuesto
en estudio, se utiliza la prueba de Rotarod. Estu consis-
te en cuantificar la incoordinacitn motora en los animales,
también sirve para detectar la neurotoxicidad mInima y asf

determinar La dosis téxica media (DTSO).



En esta misma etapa, sc determina la potencia anti-
convulsionante y el Indice teranéutico. Para ello, se
seleccicnan aquellos commuestos cuya dosis efectiva me -
dia (DESU) fue menor de 100 mgKg_] en los modelos mencio-
nados anteriormente. Estos fiarmuacos se prueban ante va-
‘rios modelos de convulsionantes, para cllo se utiliza u-
na baterfa secleccionada de fdrmacos convulsionantes con
dife}ente mecanismo de accidn, ;ntre cllos se tiene bi-
cuculina, picrotoxina, estricnina, etc. (tabla I).(36}." Para
determinar el Indice terapfutico ante estos modelos de
convulsiones, se relaciona la dosis efectiva media con 1la
dosis t6xica media calculada con la prueba de rotarod L]

(IT = DTSD/DESO).

Y la tercera etapa evalfia el potencial antiepiléptico
en diferentes especies, ademfis de determinar la dosis le:
tal media (DLSO) y los efectos tfxicos que se nuedan nre-
sentar en un perfodo de administracidén oral de 7 a 14

dfas del compuesto en estudio.

Con la evaluacién de estas 3 etapas, se selecciona
el compuesto mis potente y que nresente las siguientes
caracteristicas: que sea efectivo contra ESM, PTZ o ante
ambas pruebas y cuya dosis efectiva media sea menor de
100 mgKg'1; que la dosis téxica media (DTQO) sea mis del

doble que la DE que presente un espectro de accidn

50°




SISTEMA [E
NEUROT RANSMISION

Inhibitorio: GABA

Glicine

Excitatorie: Acetilco-
lna, ca-
tecolami~
_nas, otros,

. TABLA

CONJULSIONANTES

Bicuculina*

Plcrotoxina®

Antagonistas delte
fosfato de Piride-
xal, Tiosemdcar-
bagida, alilglici-
na, fc, #A-mercap-
topropiénico.

Estricnina y bru-*
cina,

-

A-Aminopiridina.’

Pentilentetrazol

*Datos obtenidos de Curtis, DR et al, 1971;

+ Braestrup, 1980 y Curtis, 1971,

MECANISMO TE ACCION

Antagonista de GABA,

Compite por el recep-
tor y disminuye 1a
daspolarizacion de a-
ferentes primarios.

Tgual al anterior. .

Inhiben la GAD y por
tanto 1s sintesis de
GABA, “orman comple-
jos con el fosfato de
Piridoxal (hidrazonas)

Antagonista de glicina.
Compite por el receptor.
Tienen ofecto sohre el
comnlejo B2 =GASA,

Aumenta 1a liberacién de
neurotrasmisores, Blo-
quea canales 4de Ca  y X,

Antagoniza GABA selectiva-
mente, mediante inhibleitn

postsinfptica.

TIPO [E OON/ULSTONES,

Miocldnicas constantes
{crisis convulsivas
generalizadas).

Ténico-clbnicas y eri-
sis convulsivas generali-
adas,

Convulsiones ténicas ex-
tensoras (ténlco-cléni.
cas generalizadas)

Ténico-clBnicas con exten-
si6n de las extremidades,
los animales mueren por
paro cardfaco.

Ténico-clénicas.

"Jennez, 1958; **Lundh, 1978 y Pasantes-Morales, 1981;
1974

El sitio de accifn Je los convulsionantes se indica en las fig. 1y 2.



anticonvulsionante amplio o especifico. Ademis, que no
se presehten cfectos téxicos durante la administracién
oral de 7 a 14 dfas. El fdrmaco que manifieste estas
caracterfsticas, serd candidato para realizar con

€1 los estudios clfnicos posteriores y si nasu estos,

finalmente serd considerado como antiepiléptico.
MODELOS DE EPILEPSIA EXPERIMENTAL.

Estos modelos son Gitiles para estudiar 1os mecanis-
mos que desencadenan crisis epilépticas, el probable me-
canismo de accién de los compuestos anticonvulsionantes y
l1a evaluacién de su potencia anticonvulsiva. Ademis,
sirven pura la determinacidn del esnectro de accidn an-
ticonvulsiva de los anticonvulsionantes y permite nre-
decir su utilidad terapdutica en uno o mis tinos de crisis

epilépticas.

Los modelos de epilensia mds estudiados son de dos
tipos: 1. BDBe epilepsia generalizada y 2. de enilepsia

. parcial.

1. Con este tipo de modelo es posible inducir con-
vulsiones ténico-cl6nicas semejantes a las cri-

sis humanas generalizadas. Se induce con esti-



Glutomato

Antagonistas del Piridoxal
T Hidracinas |
Hidracida del dcido Isonicotinico

L~Glutamato - -hidracida
Alilglicina

Picrotuxino
Bicuculina
Penicilina

Pentilentetrazol /
. /&‘;D (o}

FIGURA 1: ESQUEMA DE LA SINAPSIS GABA€rgica EN SNC Y EFECTOS
QUE EJERCEN ALGUNOS CONVULSIONANTES EN ESTE SISTEMA.

b 1. Sintesis enzimdtica;

f Liberaci6n de GABA de la neurona presindptica;

. Interaccién de GABA con su recentor vostsindptico;

4, Captacidén dec GABA por terminales presinfdnticas;
Captaci6n de GABA por cflula glial;

. Canal de cloro-asociado con el receptor postsiniptico.

w N

Esquema tomado de Glaser § Kiffin, 1980




mulacién eléctrica trunscruneana {(electrochoque)
o con la administracidn sistfmica de convulsio-
nantes quimicos tales camo: nentilentetrazol, bi-
cuculina, estrienina, tiosemicarbazida, d-amino-
piridina, picrotoxina v anestésicos lociales como

lignocafna, procafna o cocaina.

2. Con ¢l mérodo llamado Kindling se pueden inducir
cpilepsias parciales semcjantes a la humana (44).
El Kindling consiste en aplicar un estfmulo cléc-
trico subumbral repetido e¢n una zona restringida
del 8NC. Tambidn se producen crisis parciales
por aplicacidn ténica de convulsionantes qufmicos
como penicilina, estricnina, cobalto, crema de
al@mina (16} o &cido tdngstico. Una lesi6n nor
enfriamiento nuede establecer igualmente un foco

epiléptico corticul.

Por lo general estos estudios se realizan en mamife-
ros cone: rata; rat6an, conejo, gato, perro ¥ mono, ya que
en ellos es posible desarrollar crisis epilépticas por los
métodos citados. Por la importancia que estos modelos
tienen en la evaluacidn y la scleccidn de fiarmacos anti-
epilépticos, se resume el posible mecanismo de accibn

de los compuestos mds utilizados y en especial de aquellos



Glucosa

Serina
Glicine
Ac Glioxalico

+,
Ac Glutdmico
@ .

Glicing + @~ cetoglutorate
@/,r?
Glicina

Célula

nlial
Glicing

Brucina
Estricning

FIGURA 23 ESUENMN D LA STHAPSTS -DE ALICIIA EJ MEDULA ESPINAL Y
S EFECTDS DEALAUNOS COJVULSIINANTES BV 13TH STSTHM,

1. statesis snzimitica;
2
PR Interaccién de ‘glicinn-con su regeptor. postsindptico;
1.- Captacién por terminales presindpticas; -
[ '(.‘:gytncirﬁu yof célula glial;
‘4. Catabolismo: : )
7. Canal de cloro-asociado con el receptor pqstsin.‘iptico]

R 3
Ssauema tomado de Nlaser & Kiffin, 19890,
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nue se emnlean cn esta tesis nara la determinacidn del
espectro de acci6n antieniléntica de los farmacos en in-

. . 2 :
vestieacidn T@unsuLtaF‘lu tabla 1 v las fiquras 1 vy 2),.

DISERO DE UN GRUPO DE COMPUESTOS ANTICONVULSIONANTES EN
MEXICO. '

En 1964, el Dr. Carvajal disefi6 y sintetiz6 3 com-
nuestos con canacidad anticonvulsionante (8), cuvas es- ¢
tructuras diferfan de los antic%iléwticos de uso comﬁ:

y se supuso que actuarfan como inhibidores de la transa-
minasa del GABA (GABA-T). Estos elevarfan los nfveles
i

de este neurotransmisor en el SNC, nara eliminar las con-

i
vulsiones (7). 5
. 1

Los compuestos obtenidos primerumente fueron la 4-
hidroxi, 4-metil, 4-fenil butiramida [HMPB}h la 4-hidro-
xi, 4,4-difenil butiramida’ (HPPB) y la 4-hidroxi, 4-etil,
4-fenil butiramida (HEPB). Estos comnuestos se evaluaron
ante vurios modelos de enilevsia exnerimental (7,8).

De ellos, el que mayor efecto anticonvulsionante tuvo fue
la HEPB, mor lo que ha sido objeto de numerosos estudios

subsecuentes (1, 2, 15, 25, 32}.37).



Ademis se observ6 que este comnuesto tiene un efecto
protector sobre la amnesia inducida con dosis convulsio-
nantes dec metrazol, en ratoncs, ante un reflcjo de evi-
taci6n pasiva (29), accién sobre la sintesis de protefl-
nas y no altera el aprendizaje en ratas y en pichones
(26}, se demostré tumbién una accién antihivertensiva

en la hipertensi6n de origen central (10).

IOMOLOGOS INFERIORES DE LA HEPB. Q

En la bGsqueda de nuevos homélogos ccn mayor efecti-
vidad anticonvulsionante y menor toxicidad (6,46), se
procedié a sintetizar 2 compuestos hom6logos de la HEPB,
pero de cadena carbonada mds corta que corresponden a:
3-hidroxi, 3-etil, 3-fenil propionamida (HEPP) y a
2-hidroxi, 2-etil, 2-fenil acetamida (HEPA), los cuales

se muestran en la figura 3.

En la parte correspondiente a la segunda ctapa del
Programa de Evaluacién de Fdrmacos Antiepilépticos de los
NIll, efectuado previamente en este laboratorio (34} se
encontrsé que este grupo de fdArmacos homélogos es efectivo
contra las convulsiones inducidas con PTZ, pero poco po-

tente para prevenir las convulsiones producidas con ESM.
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2-~-Kidroxi, 2—eti1,2-fenil '3—h1droxi,3»et&l,3“?en11 (4-hidroXi, d~etil,4~fenil
acetamida proplonamida ‘butiramida

FIGURA 3.: Estructura y nombre quimico de la HEPB y sus.dos homologos inferiores, sin-

tetizados por el Dr, Carvajal#,’

* Comunicacién del Dr. Carvajal, 1876,



NEURCTOXICIDAD DE LA HEPB Y SUS HOMOLOGOS.

.

En base a estudies preliminares (34) 1la DTSO del com-
puesto de cadena carbonada intermedia (HEPP) es casi el do-
ble que la de sus hom6logos HEPB y IEPA. Ademds en es-
te laboratorio (11) se encontré que la DL50 de la - HEPP es
casi dos veces mis elevada (858 mgKg"1) que la que tie-

nen sus homélogos: HEPB (473.8 mgKg'1) y HEPA (473.8 mgKg").

Aparte de estas variables, la HEPP tiene UQ e fecto
de hiperactividad motriz que se detecté al rcalizar la prue-
ba de rotarod y cuya evaluacién estd en curso para deter-

minar si este efecto es benéfico o no (11).

En general los antiepilépticos inducen depresién del
SNC que se manifiesta por: estupor, somnolencia, hipoacti-
vidad motriz, etc. Estos efectos son indeseables pues mer-
man la actividad motora del naciente epiléptico. Por lo
tanto es conveniente determinar si la hireractividad motora
que induce la HEPP contrarresta el efecto denresor de cier-

tos antienilénticos como Fenobarbital y Difenilhidantofna.

A reserva de caracterizar el efecto de hineractividad
motriz y debido a que la HEPP es 1a menos t6xica, este com-
puesto seria el seleccionado para que se prosigan los estu-

dios de validacién preclinica.



PROBABLE UTILIZACION TERAPEUTICA,

La epilepsia se clasifica en: parcial y generalizada,
€ésta a su vez se subdivide en epilepsia tipo ausencia,

miocl%énica y ténico-cl6nica.

En general se acepta que los fArmacos que tienen una
mayor respuesta contra ESM son eficaces en el tratamiento
de la epilepsia t6nico-clénica, tal es el caso de Dife-
nilhidantofna que es el fdrmaco dé elecci6n en este tipo'
de crisis. Esté antiepiléptico es inefectivo contra PTZ y
aunque posee un espectro de actividad anticonvulsionante am-
plio se considera especifico. En tanto que los compuestos que
blequean efectivamente las convulsiones inducidas con PTZ
se utilizan en el tratamiento de las epilepéiaé generaliza-
das tipo ausenc@a, como ocurre con Etosucci;ida que es la
primera opcién en la terapfutica de este tipo de epilepsias,
ademds de que posee un espectro de accién anticonvulsionan-
te estrecho (27). Previamente Sinchez-Rodriguez (34) encon-
tré que los 3 compuestos de este estudio, eran mds efectivos
contra PTZ que contra ESM lo que indicaba que podrian ser
Gtiles en las epilepsias generalizadas tipo ausencia; en el
mismo estudio también demostré que la HEPP presenta un efec-
to de hiperactividad motora. En esta tesis se determiné el

espectro de actividad anticonvulsionante y se encontr§ que
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estos tres compuestos aunque son mds potentes que Valproa-
to- tienen un espectro de amplitud similar. Respecto al
espectro anticonvulsionante que presenta Etosuccimida,

los fdrmacos de esta investigacién son mejores.
En consecuencia su probable utilizacién terupfutica serfa:

a) en la epilepsia generalizada tipo ausencia porque son”

efectivos ante PTZ, . T IR

b) en varios tipos de epilensiaporquéi:tieneniunespectro-

tan amplio como el de'anprohto“yiadme “son’ mds poten-

tes que este antiepilépticoﬁ'
c) la-lUEPP podria ndministraréé'cﬁ”tqquicdciﬁh coir “anti-

epilépticos que producen'depreﬁiénydg1 SNC'gomo Feno-

barbital o Difenilhidantoina en-las ‘epilepsias ténico-

clénicas.

‘La desvcntaju de Fenobarbital es que es un depresor del
SNC cuyas consecuencias mids evidentes en nifios sc manificstan
en el proécso memoria-aprendizaje. La ventaja principal de
Vuipronto es su amplio espectro de actividad antiepiléptica
probada en la terapia y su desventaja es que produce hepato-
toxicidad, sobre todo cuando se coadministra con Fenobarbi-
tal (49). Por otro lado la Etosuccimida tiene un espectro de
aceidén anticepiléptica mids estrecho y su indicacibn antienilép-

tica es especifica.



DATOS ADICIONALES.

Pérez de la Mora (32) encontré que en ratones, la '{EPB
era incfectiva ante EST, ademds de que este anticonvulsio-
nante fucilitaba la presentacidn de convulsiones y en conse-
cuencia sebrevenfa méas ridpido la muerte, En el estudio
presente no se comprobd ésta observacidén., Esta discrepancia
se debe a diferencias metodolégicas y a que en esta tesis

el estudio fué mis estricto y se determiné: la DE del con-

97
. . . Py . : s 0

vulsionante, el tiempo de accién 6ptima del anticonvulsie-

nante y la Dusn de este compuesto lo que no se realizé en

el trabajo mencionado (fig 17, 18, 19 y 20).

Meza (28) encontré que la 'MEPP era inefectiva ante TSC
lo que discrepa de los resultados de esta tesis, esto se de-
be probablemente a que en tal estudio tampoco se administré
el compuesto ecn el tiempo de accién G6ptima porque no se reca-
1liz6 una curva para determinarle. Ademfs no se realizaron
éurvus dosis’-respuesta para establecer la NCg, ni la DEcq

del anticonvulsionante 1o que podrfa explicar las discrepancias.

Los datos de la literatura indican que las convulsiones
inducidas con EST son muy enérgicas de tal manera que los a-

nimales que convulsionan mueren por paro cardiaco (36) lo

o



que afortunadamente no acontece al administrar da IEPP, que
aunque no bloquea totalmente las convulsiones inducidas con
EST logra proteger mejor contra la muerte a los animales

que convulsionan (fig 19).

En base a estos hechos, lo que nrocedfa ecra determinar
el esnectro de actividad anticonvulsionante de los 3 com-
nuestos y compararlos con Valprouto y Etosuccimida. Simul-
tineamente a esta tesis otros grupos de investigacién rea-
lizan los estudios toxicelégicos, tcrntolégicos,fﬁisiclﬁ~
gicos y los efectos conductuales de la HEPB y sus homdlo-
gos, para decidir con cual de ellos sc debe proseguir la

investigaci6n clinica correspondiente.
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Determinar el espectro de acci6n anticonvulsionante
de la IEPB y sus dos homélogos inferiores (HEPP y
HEPAY, :mt;e varios modelos de epilepsia experimental
y con mecanismos de accién diferente, Y en base a su
" potencia anticonvulsionante predecir su utilidad en
el tratamiento de las crisis epilépticas y decidir
cual de los tres compuestos pucde trascender esta

etapa experimental, .



APARATOS, SOLUCIONES Y REACTIVOS.

Reactivos:

E1 1IC! fue adquirido de Baker. El polietilenglicol
(PLG-400) sc obtuvo de Fisher Scientific Co. La bicucu-
lina, 12 estricnina, la Jd-aminopiridina, la tiosemicar-
bazida y la picrotoxina se adquirieron de Sigma Chemi -

cals Co.

La HEPB," 1a-1IEPP *y 12~ 1EPA" Fucron sintetizadas por

el grupo del Dr. Guille mb”édrvqjﬁl de 1a ENCB - IPN,

Soluciones: -

NuCl al 0.9 4.@} amortiguador de ci-

trato-fosfato de H‘d(D;fTiismuJHCI M

pll 7.4.; 1C1 0.
Aparatos:.

Bifio de ultras

Palmer. - -
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METODOLOGIA

Se utilizan ratones macho de la cepa NMR-1 y. peso de
30 £ 2 g que se mantienen en condiciones controladas

de temperatura y humedad y con agua y comida ad Libitum,

En la primera parte de este proyecto, los sujetos ex-
perimentuales se colocan en cajas de plexipglids vy se ob-
servan individualmente por un periodo de tiempo dcfbf~
minado. Se evalta ecl tiempo de lutencia’pnra la pre-

. . :
sentacién de convulsiones, - tipo de convulsiones y du-
racién de las mismas, as{ se determina el ntmero de
animales que convulsionan y los que mueren por-convui-
sidn. ' :
Los cdnvulsionantcs‘utilizﬁdos'en éste estudioréc di- ;'
sUelVen'ch una solucidén salina amortiguada con Tris-
HCL 15 mM pil’ 7.4 (excepto 1la BIC, que'se solubiliza
en HC1 0.025 N y el pH se ajusta a 4 adicionando a-
mortiguador de citrato-fosfato-0.15 M pH 4.0). Losi
anticonvulsionantes (HEPB, HEPP y YEPA) se -disuelven
en una solucién de PEG 400 al 10% en solucién salina

pd 7.4 con ayuda de un bafio de ultrasonido y se admi-
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‘vulsionuntes. Para ello, se administra la dosis con-

-. 23 -

o

nistran por via intraperitoneal (ip); los convulsionan-
pcsr4iéminopiridina, tiosemicarbazida y estriénina se

admidistran intraperitoncalmente, en tanto que la hi-

cuculina y la picrotoxinua se inyectan subcutdneamente.

Para encontrar la dosis convulsiva 97 de cada convul-

sionuante se determina una curva dosis-respuesta para

lo cuul se¢ prueban: 4-aminopiridina de 6 a 15 mgKg'1;

bicuculina de 2.9 a 3.4 mgKg'1; picrotoxina de 4 a 7

make™ Vs tiosemicarbazida de § a 25 mgKgfl

de 0.5 a 2 mgKg'].

y estricnina

También se determina el intervale 6ptimo para encon-
trar ¢l mejor efecto antlconvuisionantc de HEPB, HEPP -

y #EPA ante una baterfa selcecionada de ffdrmacos con-
[Tg
vulsiva 97 (DCy4) del convulsionante cn estudio a los:
0, 10, 15, 20, 30 y 60 min. después de inyectar el

anticonvulsionante a dosis de 80 mgKg'1

|
IFinalmente la curva dosis-respucsta se realiza con la
DC97 del convulsionante correspondiente, Lés compues -
tos ilEPB, HEPP y UEPA - se administran en el inter-
valo de accién 6ntima a dosis de 10, 20, 40, 60, 80 y
100 mgKg'1. De los resultados obtenidos se determina

la dosis efectiva mediu.

e



Para cada punto de las diferentes curvas se utilizan

de 7 2 15 animales.

1 nnﬁ]isis estadistico de todas las curvas dosis-
resnuesta y la comparacidn del paralelismo entre las
mismas, asi como el cilculo de la potencia relativa
de cuda anticonvulsionante se realiza de acuerdo al

método de Lichfield § Wilcoxon (23).



RESULTADOS

Con el propésito de determinar el espectro de accién
unticonvulsionante, los fdrmacos: HEPB, IEPP y LEPA, se
evaldan ante una bateria seleccionada decompuestos con-
vulsionantes con diferente mecanismo de accién. Para
ello, se utilizan criterios va establecidos (41) como
son: la determinacién del tiempo de latencia, el ndmero
de convulsiones ténicas por animal, la duraci6n de los
ataques convulsivos, el norcentaje de animales convul-

sionados y la mortalidad de los mismos.

4- AMINOPIRIDINA
Deteaminacibn de £a dosds convulsiva 97 (0Cy,)

Ln.grﬁfica'de la figura 4 se obtiene de la curva do-
sis-respuestn, con la cual se determina la UCq, de la 4-

AP, La ecuacién de la recta ajustada es:

y = 2.356 x - 0:.681 " (R = 0.872)"

donde: v = probit de ratones convulsionados.

—x logaritmo natural de la dosis de 4-AP,

R = coeficiente de correlacién de la recta.



PROBIT DE RATONES CONVULS[ONADOS.

0 ' L | ! { l |
0.5 1.0 1.5 2.0 25 2.8

In DE LA DOSIS DE 4-AP

FIAURN 4 0 DETERMISACION  1E 1A l)L197l)l£ 4-AP 1 INTONES,

Se administig -AP a ratones por via in, se evalud el norcentaje de animales
que presentiron convulsiones tdnico-clénicus. Se orobaron 9 dosis entre 6 y
15 meRkg 'I. L. DC97 caleulada fud 15 nu;n‘g'] (1los datos originales se encuen- .

tran en la ndgina i del anéndice}. : ‘3




El valor calculado para la DCSU fue de 11.14 mgKg-l
con 1fmites fiduciales al 95%-de confianza de 9,71 mgKg L

{inferior) y 12,78 mgKg-l (superior).

En el esquema 5 se aprecia la evaluacién del cuadro
convulsivo inducido por 1la 4-AP; en la parte A se nota un
aumento del porcentaje de ratones wmuertos conforme se
incrementa la dosis del convulsionante, la cual es inefec-
tiva a dosis inferiores a 7 mgKg'l.

En B, el porcentaje de ratones convulsionados se co-
rrelaciona con la dosis administrada de 4-AP y la forma

. \
de la curva es similar a la anterior (parte A). Bl pro-
medio de convulsiones ténicas que presenta éuda ratén es

de 1.5 como se nota en la parte C.

En cuanto al periodo de latencia se advierte una re-
laci6én inversa entre &ste y la dosis de 4-AP, que a
14 mgxg'll es de 522 seg (parte D). As{ que para evaluar
la proteccibén que ejercen la HEPB, la H{EPP y 1la HEPA contra
las convulsi&nes inducidas con este compucsto y tomando
.en consideracién las 4 variables anteriores, se adminis-
traron 1§ mgKg'l para producir convulsiones en el 97% de

los animales en experimentacién.
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FLGURA 5 ¢ CUATTELICACION DI 1S NIEEREVTES PARMETRIS B4 LA DETERMINACION
It LA l)(.‘g7 DE LA 4-AP,

Al adninistrar la 4-AP wor via in a diferentes dJosis se cumtifica el nor-

centaje de animales muertos v convulsionados, asi tambidn el nﬁn{.x;o de con-

vulsiones t6nicas nromedio por mnimal y la latencia aromedio:

de las w»rimeras convulsiones ( ver exnlicacidn de la wrdfica

en la ndginn 24},



Deteaminaedidn del intervalo Sptimo de -proteceidn que ejea-

cen La HEPB, La HEPP y La HEPA conzra La 4-AP.

Las curvas para determinar los intervalos de adminis-
tracién correspendientes a la HEPB, 1a [EPP y 1la [IEPA con-

tra la 4-AP se muestran en la figura §

En A, se muestra que la !IEPB produce una disminucién
considerable en la presentacién de muertes a 10 min. (80%)
y en el intervalo de 20 a 30 hay una proteccién del 87%
que. persiste hasta los 60 min y el mayor b]oququse
obtiene a los 30 min. En lo referente a la !EPP, él por-
centaje de mortalidad se reduce a los 10 min , el cual
se revierte a los 30 miﬁ v se mantiene hasta los 60 min
donde se tiene un 46% de mortalidad. En cuanto a HEPA,
se observa un gran descenso del porcentaje de muerte en
el ‘intervalo de 15 a 60 min y la mayor cfectividad tam-

bién se logra a los 30.

8i ;e analiza el porcentaje de animales que convul-
sionan (parte B) la HEPB los protege adecuadamente cn ¢l
intervalo de 20 a 30 min , ya que bloquea un 88% de las
convulsiones, este efecto se revierte y a los 60 win
solo se tiene un 72% de pfoteccidn. La curva de inhibi-

cién éptima contra la presentacién de convulsiones de la
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DETEIAACLOE DEL THTERVALO DE TIEMPQ ODTINMO ENTRE
LA ADMIIISTRACION DE HEPB, fEPP Y HEDA COVTRA 4-AP
PARA OJTEALER EL MAXIMO EFECTO AJTICOIVULSTOJANTE.

Los antienilénticos se administrayon gor via ip (Sbmgﬂy") a

diferentes tiempos antes de inducir las convulsioncs con 4-Al

(15 mgKg'l), se evalué el norcentaje de animales muertos .y con’

vulsionados, también cl nimero. de convulsionecs tdnicas_por'nui-;

mal y la lutencia nromedio-en la »resentacién de la’ arimers’

convulsion s (ver exnlicacidn de la arificn-un lu.n @i
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HEPP, se comporta de manera similar a lg de mortali-
dad en el intervulo de 10 a 60 min y su mayor efecto con-
tra los ataques convulsivos lo cjerce a los 10 min  (82%).
La REPA produce su mejor efecto contra las convulsiones
a los 20 y 30 min  donde solo las manifiestan el 10% de
los animales, esta curva también coincide con la de la

parte A, : A

La HEPB no modifica significativamente el promedic de
convulsiones ténicas por animal que es de 2 (»warte C}. La
HEPP, también las mantiene constontes {1) en todos los
tiempos estudiados. En los primeros 15 min la HEPA con-
serva casi invariable el ndmero de convulsiones (1.3-1.0),

lus que se mantiene hasta los 60 min (1.0).

En cuanto el perfodo de latencia que se cuantifica
en D, la UEPB lo incrementa paulatinamente en el interva-
lo de 10 a 60 min , pere ¢l mayor retraso del cuadro con-
vulsivo se ejerce a los 10 min (1340 sey ). La NEPP
también lo aumenta en el intervalo de 10 a 30 min , pero
sobre todo a los 10 min (1300 seg.). BEn lo que resnecc-
ta a la HEPA la latencia de los ataques convulsivos se
iﬁcrcmcntu considerablemente de 10 & 30 min y persiste

atin a 60 (1000 secg ).



PROBIT DE RATONES PROTEGIDOS DE LAS

CONVULSIONES
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Ln de la dosis de anticonvulsionante
FLIAURA 7: CURVAS DOSIS-RESPURSTA DE HEP3, HEPDR Y [EPA CONTRA 4-AP
Los anticonvulsionantes se administraron »or via im a 195 30,10
y 30 min resnoctivamente antes aue lu 4-A? (in), Sc evalué el
aorcentaje de animales convulsionados. Se »raharon 5 dosis en-
tre 10 v 100 mgﬁg']. Las DESO fucron 29.7, 18.9 v 23.5 mqﬁq'l
resnectivamente (los datos orininales s¢ nuestran en la nfnina

iv del anéndice).
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En consecuencia, al tomar en cuenta los 4 parfmetros
se concluye que les intervaloes dptimos de administracién
entre la HEPB, la HEPP y la HEPA contra la 4-AP son: 30,

10 y 30 min respectivamente.

Cunvas dosds-nespuesta de La HEPB, La HEPP y fa HEPA con-

tha La 4-AP,

Para la determinacién de la dosis efectiva nmedia
(DESO) de los anticonvulsionantes se realizaron las cur-
vas dosis-respuesta que se¢ muestran en la figura 7,1las

cuales fueron determinadas en el rango de 10 a 100 mgKg-1.

Las ecuaciones de las rectas ajustadas, las dosis
efectivas medias (DESO) con sus limites fiduciales al 95%

de confianza sc muestran en la tabla IIL,

BICUCULINA.

De teaminaeldn de La dosis convulsdiva 97 (00971
De manera similar a la descrita para la 4-AP, se
de termina para la BIC la DC97, cuyda curva se nmuestra en

la figura 8. La ecuacidén de la recta ajustada es:
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FIGURA 8 @ NETERMINACION DE LA Uig4 PARA BIC. -

Se administrd el convulsionante nor via sc en ratones, se e-
valu6 el worcentaje de animales nue nresentarun convulsiones
ténico-cidnicas. Se arebarun 5 dosis entre 2.9 y 3.4 mgl\'g-'.
1

La BCy, experimental fué de 3.3 make” (los datos origina
|

les sc encuentran en la ndaina iii del andndice).



y = 4.622 x, - 0.157 (R = 0,963)

donde: y = probit de ratones convulsionados.
x = logaritmo natural de la dosis de BIC.

R = coeficiente de correlacién de ia recta.

La dosis c¢onvulsiva media (Dcsa) obtenida fué de

1

3.05 mgKg ~ con lfmites fiduciales al 95% de confianza

de 2.78 mgKg'l (inferior) y 3.35 mgxg'l {superior).

La evaluacidn de la curva dosis-respuesta para ob-
tener la DC97 de la BIC se muestra en la figura 9 . Se
nota que la mortalidad que se evalha ep A, s¢ correlacio-
na con la dosis administrada de BIC (2.9 a 3.4 mgKg‘l).
En B, la curva de convulsionados sigue un comportamiento
similar a la de A y este compuesto es ineficaz a dosis

menores a 2.9 mgKg'l.

El nfimero de convulsiones por animal es constante (1},
porque los animales mueren despufs de €stas, como se¢ apre-
cia en C. El tiempo de lateancia mantiene una relacién in-
versa a la dosis administrada de BIC y que a 3.4 m,g:l\’g‘1 es
de 300 seg como se verifica em D. Por tanto, al tomar en
consideraci6én los 4 parimetros determinados, se elige la
dosis de 3.4 mgkg'l con la que el 97\*Je los animales tra-

tados convulsionan
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EN LA DETERMINAUION DE LA llCQTI!E RIC.
Se administré la BIC nor via sc a diferentes dosis, sc cuanti
ficé el sorcentaje de animules micrtos nor convulsién
y el de convulsionados, asf mismo el nfimere de convulsiones
ténicas nor animal y la latencia nromedioen la nresentacidn

de la primera convulsién (ver exnlicacién on la ndg. 32,



Peterminacidn del intenvalo fpiimo para oblenen ef cdea-
to de mdxima proteceidn de fa WEPE, La HEPP y'fa HEPA con-
{ra BIC.

Para obtener el intervalo cn el cual el efecto anti-
convulsivo es dptimo, se administran 80 mgKg'] del anti-
édnvu;sibnnhte yla DCyy de BIC o los tiempos! indicados en

el : ~
la figura:i0.. o ) R

 '?Enj1d<évhih§ci6n de” la mortalidad que se presenta cn

'A;ilﬁzuﬁ B"eié}éé una clara proteceién en el intervalo de
»)bra dehin y‘el efecto 6ptime se logra a los 30 min
(703)

La HEPP inhibe la mortalidad (60%) en el rango de 10
a 15 wmin , pero de 20 a 60 min. este efecto tiende a re-
vertirse y a 60 min es del 10%. En tanto la proteccién
que proporciona la JEPA contya la muerte por convulsidﬁ
es del 60% entre 15 - 30 min y este efecto ﬂisminuyq'a B

los 60 min (35%).

£n la parte B de la grdfica, se cuantifica el por-
centaje de animales que convulsionan con respecto al in-
tervalo de tiempo de administracién, la curva de la HEPB
en esta evasluacibn coincide aceptablemente con la de mor-

talidad y la méxima proteccitn la ejerce a los 30 min
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FIGURA 10 : DETERMINACIO! IEL IVIERVALO OPTIMO PARA OBTENER

L EFECTO DE MAXLMA PROTECCION DK

HEPD Y LA GHIPA COVTRA LA BIC.

La HEPY y sus homéloges se administraron

a diferentes tiempos antes Je

Sc evalué el norcentaie de ratones

tratar ¢non

aor via in

LA GIEPR, LA

(SnmgKﬁdu

BIC (3.4 mudg™ ).

muertos v convulsionados,

también el ndm. de convulsiones wor animal y la latencia nro-

medio de 1a aparicidn de la orimera convulsién {vel exnlica-

cién de

1a

grdfica en la pdsina

34,
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Lo mismo sucede con la lIEPP, pero el mayor efecto sc en-
cuentra entre 10 a 15 min.  (60%)., La curva de convulsio-
nados de la {IEPA también guarda similitud con 1la de mor-
talidad, pero el efecto protector miximo s¢ observa de 15

a 30 min.

E1l promedio de convulsiones pbr ratén se mantiene
constante (1) en todo el intervalo de tiempo wara los 3
anticonvulsionantes como sc muestra en la parte C. "Sin
eﬁbargo, e¢en la latencia de aparicién del cuadro convul-
sivo, la HEPB produce un incremento entre 10 a 30 min ,
el que disminuye a los 60 min. En cuanto a la UEPP, su
perfodo de retardo guarda una proporcidén inversa con cl
tiempo entre 20 a 60 min , donde el mayor retruso se ve
a los 15 min (287 seg ). Tomando como base los 4 paré-
metros cuantificados se demuestra que los tiempos 6pti-
mos de administracifn entre los anticonvulsionantes (lIEGPB,
HEPP y HEPA) y la BIC para obtener el efecto de mayor pro-
téccibn son: 30, 10 y 30 min respectivamentc..

Curvas dos.ls-respucsta de Los antlconvuladionanies contra

£a BIC.

Con los datos de las curvas dosis-respuesta de la

UEPB, HEPP y HEPA se realizaron las curvas de la figura
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FIGURA y1: CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE (EPBR, HEPE Y {HEPA CONTRA 3IC.

stos anticonvulsionantes se udminiatraron noy viu in a los 30,10
y 30 min parva WfEP3, {iEPP y (IEPA resnectivamente ‘antes que la BIC
(sc}. Se evaluaron los animales convulsionades. Se nrobaron 6 de-
sis entre 10 y 100 mgKg". Las DESU fueron: 29.7, 37.9 vy 28.8
mgKg"Aen el mismo orden (los diatos originales sc muestran en 1:
pigina iv del anéndice),



" 11 con las que se determinaron las DESO. Los anticonvule-

sionantes se administraron en dosis de 10 a 100 mgKg'1.

Las dosis cfectivas medias (DESO) con sus limites
de confianza al 95%, asi como las ccuaciones de la recta

ajustadas se encuentran en la tabla ITIL.

TIOSEMICARBAZIDA
Deteaminacidn de La dosis convulsiva 97 [DCy ). :

_En la gridfica que se muestra en la Eigufa,izléc,dc;,
termina la DCg, de la T5C. La ecuacidn de la recta ajus-
tada es: o

y = 2.656 x - 1.466 (R = 0.942)

donde: y = probit de ratones convulsionados.

X

n

logaritmo natural de la dosis de TSC.

R = coeficiente de correlacién de la recta.

La dosis convulsiva media (DCSO)'que se -obtuvo. fue
de 11.41 mgKg" con 1f{mites fiduciales al 95% de confian-

1

za de 9.94 mgKg ' (inferior) y 14.41 mg}(g'1 (superior).

El estudio de la curva de la cual s¢ determina la

DCy, se encuentra en la figura 13 la parte A, muestra que
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FIGURN 12 DETERMINACION DE LA UC(J.'7 DETSC BV RATONES,

Se administrd la TSC u ratones »nor via i, se determing el
norcentije Jde animales  fue nresentidron convulfiones ténicor
clénicas. Se nrobuaron 5 dosis entre § y 25 méxg"]. La DCyqy
experimental fud de 20 mgKg'I {1os dutos originales se en

.
cuentran en la wndgina ¥ del apéndice).



el porcentaje de muerte aumenta en relacién a la dosis y
el mayor efecto se tiene a 25 mgxg_1. La curva de presen-
tﬁcién de convulsiones. tienc un comportamiento similar a
in de mortalidad donde la mixima respuesta se encuentra

! y se nota quc a dosis menores de 5 mgKg'1, es-

a 25 mgKg™
te compuesto c¢s inefectivo {B). E1 nimero dc convulsio-
nes ténicas por animal en las dosis de 15 a 25 mgKg'1 son
de 0.5 a 2 como se anota e C. En tanto que al analizar el
tiempo de latencia se encuentra que hay una relacién in-
versa entre éste y 1a dosis administrada y que a 25 mg}(g'1

presenta una latencia de 3000 seg (D).

Por lo anteriormente expuesto y al analizar las 4 va-
riables, se considera conveniente utilizar la dosis de 20
mgKg'l, que produce convulsicones en 970 de los animales de
experimentacién 'y con ella evaluar la accifn anticonvul-

sionante que ¢jercen la HEPB, 1a UEPP y la {IEPA contra

este compuesto.
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FIGURA  13:CUAITIEICACION BE LOS DITERENTES PARAMETROS EN LA

wn

BETERMINACLION DE LA l)C‘.WI)l:' LA TSC.
La TSC se administra »or via 19 a dosis variables v se deter-
ming el worcentaje Jde animales aue mueren oor convitlsién Y ;1
de convulsionados, el ndmero de convulsiones wor animal v el
tiemno nromedio de Jatencia en el cual se nresentan’las nrime

ras convulsiones (ver exnlicacidn en la pdgina 40).



Cuantificacidn del intcrvalo adecuade de administracién
de Los anticonvulsfonantes y La TSC para obtenexr el cfee-

Lo fpitimo.

La determinacién del tiempo a1 cual sc tiene el me-
jor efecto protector de la HEPB, la HEPP y la HEPA con-

tra la TSC, se puede observar en la figura 14,

En la parte A, se muestra que la HEPB dismipuye el
9
: . Y
porcentaiec de mortalidad hasta un 80% a los 30 min y que-
se mantiene hasta los 60 min , pero en el intervale de 10

a 15 min. la protcccién cs 56%.

En lo referente a la JIEPP, 1a mayor proteccién con-
tra Lla mortalidad sc obscrva a los 10 min  (60%), la cual
se¢ revierte a los 60 min. (30%). En cuanto a la IEPA, pro-
duce una inhibicidén del 80% en la mortalidad a los 10 min.

la que se revierte a partir de 20 min. y a 60 es del 50%.

£l porcentaje de animales convulsionados sc observa
en B, La lIEPB los protege en el intervalo de 10 a 60 min ,
pero el miximo efecto se ejerce de 15 a 30 min. (40%). En
tanto la HEPD, mantiene el efecto protector casi invaria-
ble en el intervalo de 10 a 60 min y la mayor proteccidn
se determina entre 10 a 15 min (30%). En lo referente

a BPA, el efecto protector disminuye en el intervalo de
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FIGURA 14 CUAITIFICACION

[NTERVALO OPTIMO DE ADMINIS-
TRACION DE LOS AJTICOWULSTOYAITES Y LA TSC PARA
OBTENER EL MAYOR LFECTO PROTECTOR.

La ke,
-1

La HEPP y la IEPA se administraron vor via in (89

weke ) a tiemmos variables antes de inducir las convulsio-

e . S P,
nes con TS8C nor vin io (20 mane ), se cuantifica c! .mr..-f-.\:g
je de animales nuertos v convulsionados, el ndm de convulsio-

nes nromedio nor anina! v ¢l tiemmo en que anarece la ori-

meTa  convulsidn {ver la exnlicacién de la ardfica en la

Meina 42y,



Curva dosis-nespuesta de La HEPB, La HEPP y La HEPA con-

tha La TSC.

La figura 15 representa las grificas con las cuales
se obtiene la dosis efectiva media de la HEPB, la HEPY y
la MEPA contra la TSC, a dosis de 10 a 100 mgKg" de ca-
da anticonvulsionante., 1 valor obtenido para 1la UESO,
las ecuaciones de las rectas ajustadas y los 1fmites [i-

duciales al 95% se encuentran en lua tabla II

ESTRICNINA
Cdlculo de £a dosis convulsiva 97;(DC9iL11;   B

Para cuantificar la DCy, de la.estricnina los datos
se grafican como lo muesta la figura 16.  La 'ccuacién
de la recta ajustada es:

y = 3.11 x + 4,44 (R =70.,856)

donde: y = ‘probit de ratones convulsionados.

logaritmo natural de la dosis de EST,

"
#

coe ficiente de correlaci6n de la recta,

k=
k

Las grdficas de la figura 17 con las cuales se de-

termina la ch7 de la EST sc¢ analizan a continuacibn.

B
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Ln de la dosis de anticonvulsionante
FIGURA 152 CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE JEP3 Y SUSQHOMOLOGOS coN -
TRA TSC.
La :IEPB v sus homdlogos se administran nor via in al tiemno de
efecto miximo respecto a TSC (in).. Se evalus el norcentaje ‘de
animales convulsionades. Sc nrobaron 6 dosis de 10 a 109 qug”.
Las DE., fueron 72,5, 42,55 y 47.4 wara (IEPE, HEPD v HEDA resaec
tivamente (los datos oricinales sc¢ muestrin 2n La nivina vi del

anéndice).



10-a 30 min (60% a 20%) que se mantiene hasta los 60 min
(30%), pero la mayor proteccién se encuentra a“los 10 min

604%).

En cuanto al nGmero de convulsiones ténicas que se
cuantifiqnn en C, éstas presentan mucha variabilidad con
la HEPB  que van-dé 1.0 a 3.0 lo que no sucede con la HEPP-,'

en tanto que la HBPA las aumenta en ¢l rango de IO a 20 m1n

(1 5.a 2 S), las cuales dlsmlnuvcn de 30 a 60 min (2 U ”;;,‘

aneyy

En lo referente al tiempo de ldtcnc1ﬂ, que se puede
analizar en D, se encuentru que la HLPB lo incrementa de
10 a 30 min (4,500 a 5,000 seg ) y disminuye ligeramente
a los 60 min (3,800 seg ). En tanto que la HEPP lo au-
menta en el intervalo de 10 a 30 min (5,500 a 6,000 seg )
y se manticne casi invariable hasta los 60 min. (6,000 seg ).
Con la IEPA, la latencia se encuentra casi constante en
el rango de 10 a 60 min , pero el mayor tiempo se muestri

a los 10 min (5,350 seg.).

AsI que de acuerdo a las variables estudiadus. ante-
riormente, se clige como tiempo de administracién 30 min.
para la HEPB, 10 min para la HEPP y 10 min  para la I[IEPA,
que se utilizarfin en las curvas dosis-respuesta de e;tos'

compuestas.
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FIGURA I8 @ BETIRIMIINACIONY DE LA DC,,DE LA EST Ei RA-

27
TIIES.

La EST se adntinistré a Yos ratones »or via in, nara

ello se cvalud 21 Horcentaje de animales nue nrescn-

taron lps convolsiones ténico-cldnicas.

3¢ arobaron 5 dosis de 1.0 a 2.0 mgKg“

. La DC97 ex-
aarimental calculada fu€ de 2.0 mg&g" { -los datos

originales se muestran en la 2&aina vii del avéndice).



En la parte A, se representa el porcentaje de morta-
lidad, el cual aumenta en relacidn a la dosis administra-
da de convulsionante. En lo referente al porciento de
animales convulsionados se presenta una reciprocidad con
la dosis. Y el mayor porcentaje se observa cuando se ad-
ministran 2 mgKg—l, pero a dosis menores de 0.5 m‘gl(‘g-1
este compuesto resulta ineficaz (parte B). En tanto el
nimero de convulsiones ténicas por animal se mantiene
constante (1), debido a que cstos wmueren por paro cardfa-
co después de la primera convulsién {(parte C). Sin em-
bargo, el periodo de latencia se encuentra en relacidn
inversa con la dosis y se tiene gue con el tratamiento
de 0.5 a 2 mgKy ! este disminuye de 475 a 250 seg (parte
D).

Peterminacidn del tiempo dptimo de accddn de La HEPB, de

La HEPP u de La HEPA contha La EST.

En la figura 18, se observan las gréficas, para la
determinacién del tiempo en el que se presenta el mejor
cfecto protector de los anticonvulsionantes en estudio,

contra la BEST.

Al analizar los efectos de la HEPB, en 1a parte A

se muestra que la mejor proteccidén contra la* muerte. porvr
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b

LA EST.

20

Al administrar la EST a diferentes Jlosis »er via i) se cuan

tifica el nim. de-animales mustrtos v convulzienados,

las con

vulsiones ténicas que “resenta cada animal v ol tienno nrome

dio en .que aparecen las orimevas convulsiones (ver la cxnli

cacidn de la grifica en la afgina

a8).



convulsibn, este compuesto la cjerce en el incervalo de”
15 a 30 min (40%) la que se revierte a los 60 min (0%).
n tanto que la HEPP disminuye la mortalidad en el intcr;
valo de 15 aFZO min {70-80%) y 6sta aumenta entre-30 a

60 min (60-905). Al examinar la curva de HEPA,ch mues -
tra que la mortalidad merma paulatinamente en el interva-
lo de 10 a 30 min hasta llegar a una proteccién Gprima
del 80% (30 min) efecte que se revierte lontamente y a

los 60 min, aGn salvaguarda a un 40% de - los animales.

En lo referente al ntmerc de sujetos convulsionades,
la curva de !HEPB presenta el mismo comportamiento que cl
paridmetro anterior (parte A) y el efecto protector 6ptimo
se presenta al mismo tiempo que el de mortalidad (409 a
30 min). En la gréifica correspondiente a HEPP, la curva de
sujetos que convulsionan se comporta igual que’la de mor-
talidad, asf que el mejor efecto se observa también en
el intervalo de 10 a 20 min (50-60% de proteccidn). Pa-
ra la MEPA, la curva de animales convulsionados es similar
también a la de mortalidad, asf que el efecto &ptimo se
observa claramente a los 30 win (70%) como sc muestra en

la parte B).

En cuanto al! promedio de convulsiones que prescenta

cada animal, con-los 3 compuestos es 1 y no.hay variabi-
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FIGURA  19: DETERMINACION DEL TIEMPO DE ACCIOL OXTIMA DE LA

Qi !)f:’ HERY C DE BEPA COITRA NSTRICYINA,

Los anticoiddoticos se administraron »or via in a di Foren ©s
tiempos ( 80 l'l,-j,n'_",‘l), antes de inducir las coz_lvu]sioncs con

BT (2 m:-,r(g_'l'), la cual se adpinistra vor via in, se cuanti-
fican: el porcentaje de animales muertos poar convulsidn y. el
de conivulsionados, el nimero de cenvulsiones nor animal y la

latencia promedio en la anaricién de las convulsiones (ver

exnlicacibn de la grafica en la nagina 50},



" lidad en tiempo estudiado, como se observa en C.

Al considerar el periodo de latencia (parte D), cbn
HBEB se presentu incremento en el intervalo de 102 30
" min, pero que se revierte lentamente a 60 min; con HEPP,
la latencia se incrementa 2.5 veces en el intervalo de 10
a 20 min (400 a 1000 seg ) y se revierte bruscamentec en-
tre 30 a 60 min (500 a 350 sep ), en tanto que con la lEPA
la latencia se incrementa paulatinamente de 10 a 30 min
hasta llegar a 620 seg y posteriormente disminuye (400

seg en 60 min ).

En consecuencia al analizar los 4 pardmetros 6sfﬁdia-~
dos se concluye, que el tiempo Optimo para la HEPB, la
HEPP y la [IEPA se tiene a los 30, 15 y 30 min respecti- .
vamente.

%

Curvas dosis-nespuesta de WEPB, HEPP y HEPA conthra EST.

En la figura 19, se aprecia la determinacidén de la

DE de los anticonvulsionantes en investigucién contra

50
la EST.

En la tabla .II, se pueden observar los valores que
se obtienen para lu DEg, con sus 1fmites fiduciales y las

ecuaciones ajustadas para cada anticonvulsionante.
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Ln de la dosis de onticonvulsionante

FIGURA 10 CURVAS DOSIS-RESPUBSTA DE LA JEPB Y SUS 2 110MOLOROS
LIPERIORES (NEPP Y HEPA) CONTRA LA EST.

Los anticonvulsionantes fueron administrados wor via i» a los
30, 15 y 30 min resocctivamente antes que 1a LST (in). Se cva-
luo el “orcentaje de animales con convulsiones ténico-clénicas,
Se Drobﬂrbn 5 dosis entre 20 y 100 mgKg:'l nara HEPP y 6 dosis
entre 10 y 100 nara ilEP3 y iEPA. Las DEgy fucven 106 y 50 nara
HEP3 Y HEPA., nara EPP no se nuede calcular [ datos en el viii

del anéndice),



PICROTOXINA

Cdlculo de La dosis convulsiva 97 {oc ‘

En la figura 20,
determina la DC97 de

de la recta ajustada

y = 3,65

donde: y = probit de ratones convulsionados ™"
x = logaritmo natural de la dosis de PIC.

R-= coeficiente de correlacién de la recta.

Las curvas dosis-respuesta con las que se determinﬁr
1a DGy, de la PIC se grafican en la figura 21: en 1la nar-
te A se.aprccia que la mortalidand se incrementa con res-
pecte a la dosis administrada (4 a7 mgKg-l) y el mayor
efecto se detecta de 6 a 7 mgKg-l (100%) ., La gréafica de
l1a parte B que corresponds a la de animales convulsiona-
dos tiene el mismo comportamiento que la gréifica de 1la
parte Ay el mejor efecto convulsionante de la PIC se

obtiene también con 6 mgKg-l.

El nGmero de convulsiones promedio por sujeto (par-
te C), prescnta una variabilidad poco significativa en_

el tiempo estudiado y lo mismo sucede ‘con el periodo de
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FLGURA 20 @ DETERMINACTON 1 LA Hﬂg BE LA PIC EX

7
RATOJLS,

La PLC se administrd a los ratones mor via sc,

S2 evalué ¢l morcentaje de minales que ﬁr;e-
sentaron convulsiones ténico-clénicas. . ,CD
Se arobaron  § dosis eatre d y 7 mg.(g']. La DCyy X~
servimental fué de 6 nllgl\'g'~l (los datos ‘orininales sc

encueatran en la nfuina Ix del apéndice).



latencia (parte ‘D),

Tiempo dptimo para deleaminar el mpjo Leonuil-

sionante de HEPA, WEPP y WEPS ‘comtra PiC.

Puesto que la. proteccisn miximi:de H

convuisionantes. estudiados preéviamente’s

intervalo ‘de 15 3" 30 wmin, se administran 80

ticonvulsionante a esos ticipos™ antes de inducir las conval =’
siones con PIC para determinar el efecto anticonvulsionan-

te Gptimo contra éste,cdmpuesto.

Sin embargo, bajorcst#s condiciones no s¢ detectd

el efecto protector de la 'EPA ante ‘las c&nvulsiones in-
ducidas con la PIC. Puru"dqperminﬁf\ul intervalo 6ptimo
entre la administracidn de HEPﬁ'y'ﬁIé,:sc inyectaron 80
mgKg—l del anticonvulsionante: s,‘io} i5, 20, 30 v 69 min an-
tcg del tratamiento con PIC, pero no se observé protec-

cién alguna, Por esta razén no se raliz6 una curva do-
sis-respuesta. completa, aln asf se probaron 120 mgKg.l de,
HEPB a 30, 60 y 120 min antes que PIC y bajo ninguna de

estas condiciones se obtuvo un efecto protector.

Puesto que la HEPP tiene mavor efecto a los 15 min

contra otros convulsionantes estudiados anteriormente,
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Se cuantifica la mortalidad de animales, el 9
nimales convulsionados, el niim. de convulsion

animal y el tiempo de latencia, ol admin sors
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se decidif administrar 80 mgKg~I

del anticonvulsyonante

a ese tiempo para determinar el efecto protector miximo
contra la PIC, En contraposicién a sus dos homSlogos, con
YEPP s{ se obtiene una proteccifn del 37,5%. VPor lo que
se~realizd la curva dosis-respuesta a este tiempo y con
tratamiento de 80, 100, 120 y 130 mgKg-l. A pesar de ad-
ministrar estas dosis, el porcentaje de mortalidad y de
animales convulsionados no vario, pues se aantuvo cons-

tante,

N EUSTRPRES

Como no se pude determinar la DEg, de la HEPP, no se
presenta una curva dosis-respuesta contra 1a PIC (pard ma-

yor informacifn consultar la tabla . II).



TABLA II

ANALISIS ESTADISTICD DE LAS CURVAS DOSTS-RESPUESTA DE LOS ANT!CONVULSIONANTES
(HEEPB, HEPP' Y HEPA) AVTE VARIOS MODELOS DE CONVULSIONES.

(ONVULSIONANTES ANTICONVULSIONANTES ECUACION ' R . DE50 LIM. FID. 95°
4-AP HEPB y=0.73 x + 2.54 0.8 29.0 16.0 -51.0
HEPP y=0.66 x + 3.07 0.88 18.91 10.27-35.06
HEPA y=0.67 x + 2.92 0.89 23.51 12.73-43.40
BIC HEPB y=0.93 x + 1.85 0.93 29.76 17.84-49,65
HEPP y=0.57 x + 2.92 0.81 37.95 24.60-88.12
HEPA y=0,71 x + 2.61 0.89 28.84 16.63-50.03
TSC . HEPB y=0.66 x + 2,18 0.99 72.45 39.97-131.32
HEPP y=0.62 x + 2.69 0.98 42.55 22,55-80.28
HEPA y=0.57 x + 2.82 0.98 47,37 24.43-91.76
EST HEPB * ‘ y=0.72 x + 1.65 0.85 106.14 53.65-209,88
HEPP La mixima nroteccién que se obticne es 30%.
HEPA y=0.63 x + 2.46 0.82 56.12 24.71-102.25
PIC HEPB No hay proteccidn. .
HEPP La mixima proteccin que se obtiene es.37%.

HEPA No hay proteccion.
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DISCUSTOON,

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANT[CONVULSTONANTE.

La actividad anticonvulsionante de la HEPB y de sus
_ homblogos inferiores (HEPP y HEPA) se canuGrprcviamente
ante dos modelos prototipos (34) para 1ndugar en que tipo

de epilepsia scrian més Gtiles,.

Los resultados de este trabajo indicaron que estos
compuestos son mis efectivos contra PTZ que ante ESM y que
de acuerdo a Garzdén de la Mora (17) podrian ser eficaces
en la epilepsia generalizada de tipo ausencia. Para com-
pletar esta fase s¢ requeriu determinar cl espectro de ac-

ci6n anticonvulsionante que se realizé en esta tesis.

POTENCIA ANTICONVULSIONANTE: ANALISIS DE LAS DE.,s E ITs.

50
Para facilitar el anfilisis integral del poder anticonvul-
sionante de los 3 compuestos, se utilizé una baterfa de
convulsionantes con diferente mecanismo de accién, los resul-
tados de los espectros anticonvulsionantes se encuentran re-

sumidos en la tabta II].



TABLA 1981

; ‘ POTENCIA ANTICONVULSIONANTE

CONVULS LONANTES ANT [CONVULS TONANTES

{ HEPB HEPP HEPA
OEg, IT DEgy 1T By IT
* Electrochoque 148 0.75 14 1.48 126 1.04
. (30-35 mA/Z00 ms) : ,

x .

_*Pentilente trazol 63 1.76 63 3.3 67 197
C (.72 mgkg )

| 4-Aminopitidina 2 s 19 11.26 28 5.50
- (15 mgkp )

- Bicuculina_, 3 370 38 5.63 23 4.58
3,35 mgkg )

;Tiosemdcggbazida 73 1.52 43 4.97 47 2.8
- (20 mek )

|Estricniga 06 1.0 proteccion 6 2.%
(2 mgKg ) : wixima 303

{Picrotoxina no hay pro- proteccidn no hay pro-
! teccidn mixima 37.5% . teccifn

‘Los fndices terapéuticos IT ('Tsn/nﬁsq] se ¢alcularon con las
“Drg, obtenidas por Sinchez ., 1987 asf como los resultados

correspon@ientes a las pruebas MES y PTZ* .



En lo rgfereﬂtc a las DEcys (expresadas en ngg'l) la
-HEPA, la HEPP iy ;n HEPB son igualmente chctivosyuntc:
P?ﬁ (HEPB y ”EPP-GS;VHEPA-67); 4-AP (MEPB-29; HEPP-19;
HEPA-24) BIC (HEPB-30; HLPP-38; WEPA-?Q). Ln-tanto. que
' prcSeﬁtun diferqncins ante: ESM (HEPB y HFPP Js‘ykldd res-.
pectivamente; UEEA-iﬁa), TS¢ (ULPB 733 urvp y HEPA-43 y 47

'zespect1VJmente}, EST (HLPA 65 'B 106). pIC (P8 y

HEPA no protegcn convnxnguna | fos;: ddmlnxstnndas). L~

HEPP ante EST y PIC

primer modelo a,ln doslaAde 100 mLRg 1 bloqued'solo 308 de

las convulsiénes y ante‘PIC a doqxs de 30 a 130 mghg J'solo

protege h737§§; d : os anlmales

Tl ordcn de efectlvldad de 'EPA es similar al- [jue preaen-
ta da HEPD que txene correspondientemente las Dgos 51Lu1en4
tes: 4-AP (24,19); BIC (29,38); TSC (47,43); EST (56,-);
PTZ (67,63) y ESM (126,144}, La YEPB tiene un ordoﬁ dc efec;
~tividad desiguul, porque sus DESOS-diEicren de 1a de sus hé- B

mélogos ante: TSC-73 y EST-106.

Ademﬁs, una ventaja adicional que presenta la HEHA es
que bloquea uceptablemente las convulsiones indpcidus con
EST, lo que pocos compuestos logran (20, 22, 38 y 39) pero su
efecto anticonvulsionunte es limitado, debido & que al incre-’
mentar su concentracién (de 80 a 100 mgKg'l) la protcccidﬁ se

revierte, Podria pensarse que este compuesto actuarfa com-

.

rotecc10n Timitada, en el .o



pitiendo con EST por los. recepteres postsindpticos a glicina
y en ese caso a mayores concentraciones se esperarfa que

fuese mis -potente, lo cudl ‘inexplicablemente no sucede.

En consecuencia de acuerdo a las DESOS la ~eleccién de

los Firmacos serfa en ¢l orden siguiente: HEPA, MEPP y !EPB.

La HEPP es la que presenta-los 1Ts més elevados en 5 Qe
las 7 prucbas resumidas en la tabla 1V. Y como lo estable-
ce el Prograﬁa de Fdrmacos Antiepilépticos de cllos son acep-
~tables cudtro: 4-AP-11.26; B1C-5.63; TSC-4.97; P1Z-3.39

Tporqué.son superiores a 2,

o lEn, segundo término estd la HEPA que ante 4 ‘de los modelos

'  éStudiudosrprcsdntu ITs aceptables; que.en orden descendente
:‘son:“44AP15.S; BIC-4;5§;'TSC-2.8; BEST-2,36, De acuerdo a

esté‘pnréméird el compuesto menos efectivo es la MEPB que

solo muestra 1Ts apropiudos ante: 4-AP-3,82 y B1C-3,70,

Los ITs de lu lEPP son notoriamente superiores a los de
los otros homélogos, porgue a pesar de que los 3 compuestos
tienen DESOS del mismo orden, este anticonvulsionante tiene
la DTy, mds alta (214 mgkg ') que la MEPB (111 mgkg'') y Lo

-

HEPA (132 mgKg ') (34}, o



ESPLCTRO DE ACCLON ANTICONVULSIONANTE DE LA IEPS
Y SUS 1I0MOLOGOS, COMPARADO CON LA' DL ALGUNOS
FARMACOS ANTLEPILEPTICOS.’ R §
En la tabla V se compara el cspcutro‘defaﬁcién antie-
piléptica de la HEPB y sus homdlogos con. 3 compuestos uti-

lizados en la terapia antiepiléptica.

E1 fdarmaco de eleccidn para el tratamient

tanto que el Fenobarbital se utili:q'e@"
lepsia generalizada ténico-clénica yﬁVdfﬁygatdz
liza contra varios tipos de epilepsia.< Aun€pc bifeni1hi¥
dantofna es un fdrmavo de eleccidn en crisis seneraliza-
das t6nico-clénicas no se incluye en esta comparacién por-
que tiene un efecto selectivo faverable ante ESM y es ine-
fectiva contra PTZ, por lo tanto es difervente a los com-

nuestos de esta investigacién.

El Fenobarbital, al compararlo con los compuestos de es-
te estudio; tienc 1las DESOS mis bajas ante: 1SM-21.8;
PTZ-13 y P1C-28; presenta DESO similar a la UEPB y sus hom6-
logos ante BIC; pero es desfavorable contra TSC pues su DE50
es mayor que la de HEPP y HEPA yante EST es poco efectiva

con respecto a IEPA.



TABLA W

POTENCIA [E ACTIVIDAD ANTICONVULSIONANTE T LA HEPD, HEPP Y HEPA COMPARADA
‘ * O LA IB ALGUNOS FARMACDS ANTIEPILEPTIOOS.

ANTICONVULSIO- ESM ) B BIC SC EST pIC
NANTES .
: T WD BT WL W R T
Mgy ITgp  DEgy ITyy DBy Mgy 50 115 50 1150 50 g 50 M50
N *
HEPB 148 0.75 63 1.7 2 3.8 3.7 73 152 106 1.04  en 120
HEPP 194 148 - 63 3.3 19 11.26° 38 5.63 43 4,97 proteccion proteccion :
mixima 301 mixima 37.5¢
HEPA 126 108 67 197 24 5.50 29 4.5 47 2.80 56 2.36 o i00
+FENGBARGITAL 21,8 3.20 13 5.2 " 8 1,83 63 1.09 95 0.7 2.5
NETOSUCCIMIDA 1000 0.4 130 3.4 o 459 0.96 7% 0.57  protsccin 243 1.82
. o mixina 62.53
en 250-1000
+VALPROATO 72 1.6 w9 2.9 o %0 118 a 293 145 387 1.10

* Datos obtenidos de Banziger, R. § Hane, D. 1967,
*#% Datos no . disponibles
+ Datos obtenidos de Swinyard, E. A, et al 1986.

++ E1 snticonvulsionante no protege contra ese . compuesto en las dosis indicadas.



En general la HEPB y sus homélogos son mejbres que
Valproato, debido a que sus DEsos son mucho menores que las
de este compuesto ante todas las pruebas efectuadas. La
HEPB, la HEPP y la HEPA en general son mejores que Etosucci-

mida porque sus DESOS son mds bajas,

Si se analizan los ITs, el Fenobarbital es mfis ventajo-
so que los compuestos de este estudio ante las pruebas:
PTZ-5.23 ESM-3.2 y PIC-2.51, sin embarco ante las nruehas
restantes sus ITs no son aceptables norque son mengrcs a 2;
Contrariamente, los homélogos de 'IEPB, presentan I{Z adecua-
dos ante el resto de las prucbas: 4-AP (HEPB-3.82; YHEPP-
11.26; HEPA-5.5); BIC (MEPB-3.7; !EPP-5.63; :lupA-A.ssj; TSC
(MEPP-4.97; UEPA-2.8) y EST (HEPA-2.36).

Retomando los ITs, en orden de efectividad sigue Valproa-
to que solo supera a HEPA y HEPB en la prueba de PTZ y es me-
jor que los 3 comnuestos ante ESM mero sus ITs son inacepta-

bles en las otras pruebas, incluyendo el IT de ESM,

Finalmente Etosuccimida en la prueba de PTZ presenta

IT similar a la HMEPP, por tanto superior a HYEPB y "EPA, pero -—

ante el resto de las pruebas sus ITs son inaceptables.



Puesto que los antiepilépticos son fdrmacos que se ad-
ministran prolongadamente, un criterio de seleccién del
Programa de FﬁrmacosAAntiepilépticos es que las DESDS deben

‘ser menores a 100 mgKg'1 para evitar riesgos de toxicidud re-
nil o hepidtica que se presentarfian con mayor prosabilidad

con los f[lirmacos que son menos potentes. Asf, de acuerdo

a este pardmetro los homélogos de HEPB ticnen ventaja sobre
Valproato y litosuccimida., Sin embargo los compdestos de

este cstudio ejer;en su efecto neurotdxico a dosis menores

que la de los antiepilépticos mencionados.

1 andlisis integral de los resultados demuestran que lu
HEPA tiene un espectro de accién anticonvulsionante mis am-
plio y .de acuerdo a la tabla IVsolo es inefectiva ante PIC

porgque no protege con ninguna de lus dosis administradas.

£1 espectro de accifén anticonvulsionante de la UEPP es
similar a la de la !IEPA excepto que la proteccién que secjo-
gra ante BEST y PIC es‘limitada (30 y 37% respectivamente), &m-
que - convendria realizar una curva dosis-respuesta mds am-
plia ante PIC., En Gltimo término se cencuentra la IEPR que
presenta las DEgs mids altas que la de los otros 2 compuestos
ademis de que no protege contra las convulsiones inducidas

con PIC.



Es importante resaltar gue aunque la HEPB y sus homélo-
gos tienen un esnectro anticonvulsionante de amplitud simi-
lar al del Fenoburbital, el de esto antiepiléptico es di-

fercnte al que presenton los compuestos de este cestudlo.

Aunque Vulproato cs menos potente que estos compuestos
ante la mayorfa de las prucbas realizadus, su espectro de
accidn antiepiléptica es parecido, lu principal  diferen-
cia es que es poco cfectivo ante BIC pero logra nroteger

contra EST y PIC a coricentraciones elevadas.

La HEPP ticnce los mejores ITs v las N7 v DLSU mis al-

S50
.ta pero presenty una desventaja respecto a sus homSlogos

y es que su ticmpo de accién dptimo ¢s corto porque proba-
blemente su cfecto es poco duradero, pues a los 60 min el
poder anticonvulsionante se revierte rdpidamente como suce-
de ante 4-AP, BLC y TSC (fig 7, 1.y 19). Err seguida se
coloca la UHEPA con ITs y DTSG intermedios y cuya DLSD es si-

milar a-la que presenta la IIEPB que tiene ITs bajos y la me-

nor DTSO'



INFLUENCIA DE LA CADENA CARBONADA.

Si se analizan las DESOS de la HLEPB y sus h?mdlogos.
no se ohserva la influencia de la lonuitud de 1% cadena de
carbono sobre la potencia anticonvulsionante, pﬁesto que
ante: 4-AP, BIC y PTZ los tres compuestos son icuales. Ade-
mds ante TSC NEPB es la menos potente que los otros 2 hom-
'logos que presentan potencia similar. Contrariamente ante
EST 1la HEPA es mds cfectiva gque HEPB y la UEPP presenta una

proteccidén limitada.

Adem@s de que los compuestos con longitud de cadena
extrema (MEPB y HEPA) presentaron las DESDS mds parecidas
ante: EST v PIC, tienen las D'l‘50 (111 y 132) v las DLSo
(473.8 nara ambog) similares. Y aln mis, estos Comnpuestos
no manifestaron el efecto de hiperactividad motora detec-
tado con la 'EPP que posce la cadena carbonada de longitud

intermedia.

n relucién a la hiperactividad motora de UEPP, es inte-,
resante recordar a otro firmaco que ‘presenta un efecto simi-
lar, la feneturida (47). Gold-Aubert describié que el ra-

cemato presenta accifén anticonvulsionante, sin embarao



el esteroisdmero D tiene una accibn nsicomotora estimulante,
mientras que ¢l esteroisomero L produce denmresién motora
(una mezcla de 35% del esteroisomero D y 65% del esteroiso-

mero L produce un equilibrio de estos efectos).

Es pertinente tomar en cuenta que la UEPP es una molé-
cula quiral y que en esta investigacién se utilizé la mez-
cla racémica, nor lo que serfa conveniente separar los e-
nantidémeros para investigar si uno de ellos es el rcspdnsu-
ble del ecfecto de hiperactividad motora y sI otro causa el
efecto anticonvulsionante o si ambos cnantidmeros presentan

los dos efectos,

.
Las caracteristicas farmacol6gicas de la HEPR y sus ho-
mélogos inferiores, se complementarfin con los resultados
comparativos de los estudios: fisiol8uicos, neuroquimicos,
toxicol6gicos y teratelégicos que ratificarfan si la cade-

na carbonada no influye en el poder anticonvulsionante.

I\
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MECANISMO DE ACCION.

En general los antiepilépticos actuan aumentando el
efecto inhibitorio del sistema GABAérgico y plicinérgico
o decrementando los sistemas de neurotransmisién excita-

torio para restablecer el equilibrio (35).

Inicialmente se propuso que estos compuestos podfian .
actuar como aniilogos de GABA que al inhibir la GABA-T,
aumentariun la concentracién de GABA (7). Otros mecanis-

_mos propuestos son: incremento de la sfntesis, la libera-

) cién, la recaptacion o modificacién de los receptores post-
sinfipticos (43). Sin embargo estudios sobre ei sistema
GABAérgico demostraron claramente que la HEPB no altera la

concentracién intracerebral de GABA, su liberaci6én, ni los

receptores postsindpticos (40).

También se ha propuesto que estos compuestos actuan

en el sistema GABAérgico a través del multireceptor a GABA-
Benzodiacepinas (43). Por ello, en este laboratorio se pro-
“baron los 3 compuestos en el ‘desplazamiento de I’lunitrazepam~-‘.{3
unido a los receptores benzodiacepinicos de las membranas
cerebrales, por el método de formacidn del complejo ligande-
receptor (binding). Se encontrd que los 3 anticonvulsionan-
tes en concentraciones de 50 a 100 mM desplazan selo 15% del

Flunitrazenam-ll3 ligado al receptor por lo que se consi-



dera que la accién de estos férmacos no ¢s a trQyés del

multireceptor GABA-Benzodiacepinas (11).

£l espectro de accidn anticonvulsionante indica que es-
tos compuestos pueden actuar a través del sistema GABAEr-
gico puesto que son muy efectivos contra BIC, como ya se
habfa demostrado previamente para lIEPB (40), sin cmbarge
son poco efectivos contra el dcido _A .-mercaptopropiénico,
alilglicina (2) y picrotoxina que también alteran el sis-

tema inhibitorio.

Por otro lado, l1lama la atencién que !IEPA es la mds efec-
tiva qé los 3 compuestos ante las convulsiones inducidas con
EST, un antagonista de los receptores del ncurotransmisor
inhibitorio Glicina y por ello en este laboratorio se estd
investigando su efecto sobre los receptores a Glicina utili-

zando el mismo método (binding) con estricnina tritiada (11).

A pesar de los esfuerzos emprendidos para encontrar el
mecanismo de accién molecular de la HEPB y sus homblogos
este permancce desconocido, como sucede con alguneos antiepi-
lépticos como DifenilhidantoIna, aunque ha sido ampliamente

estudiado y utilizado en la terapia,



76

CONCLUSIONES.

1. Respecto a las DESDS las de la {IEPP son similares a las
que presenta la YEPA ante: PTZ, 4-AP, BICy TSC y la
princinal diferencia se encuentra ante EST'y PIC, pues
la HEPA es mis efectiva que sus hom6logos en el primer
modelo, mientras que la HEPP es mejor que !I[EPA y MEPB

contra PIC.

2. Los ITs de IIEPP son mds altos ante: 4-AP, BIC, TSC y P12
que los de HEPB y HEPA, - Sin embargo HEPA tiene ante EST

un 1T superior al de los otros compuestos.

3. lLos resultados de la toxicidad investigada en estudios
complementarios (34) demuestran que la HEPP es la mynos
téxica debido a que la DT v la DLgy son mids elevadas
que las de los otros dos compuestos qué presentan valo-

res similares.

4. El espectro de acci6n anticonvulsionante es amplio y_si-
mitar para los 3 compuestos y las diferencias se presen-
tan ante EST y PIC. La HEPA es dos veces mis eféctiva
que la !IEPB ante EST, pero ambos compuestos son inefec-
tivos ante PIC. Sin embargo la HEPP tiene una protec-

cién limitada ante estos 2 convulsionantes.
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5. Una desventaja de HEPP es que su efecto anticonvulsionan-
te revierte en un tiempo menor que sus homblogos lo que

significa que su efecto es poco duradero.

k6.‘A1 comparar los 3 anticonvulsionantes con antiepilépti-
cos de uso clinico, en lo referente a sus DESOS, estos tie-
nen ventaja sobre Valproatoc y Etosuccimida; pero respec-
to a Fenobarbital estdn en desventaja ante: ESM, PTZ y
PIC. Sin embargo Fenobarbital tiene DE¢ s similares a

estos compuestos ante BIC, TSC y RST.

7. Los ITs de los 3 compuestos, objeto de este esﬁhdio,,éon
similares v en algunos casos superiores a los dékFénoBdr-
bital, claramente superiores a los de Valproato v Etosuc-
cimida. De los compuestos estudiados .sobresale la HEPP

ante: 4-AP, BIC y TSC.

8. Los tres compuestos de este estudio presentan un espectro
anticonvulsionante tan amnlio como ¢l de Valproato y mejor
que el de Ltosuccimida, sin embargo respecto a Fenobarhi-
tal la amplitud de su espectro es similar pero este antie-
niléptico es mejor en unas pruebas y los compuestos que

nos ocupan son superiores en otras.



9. En base a su espectro anticonvulsionante y su poder an-

ticonvulsive, su probable utilizaci6én terapfutica serfa:

a) en la epilepsia generalizada de tipo ausencia por ser

mis efectivos ante PTZ quc'antc ESM.

b) en varios tipos de epilepsia como lo hace Valproato
por poseer un espectro anticonvulsionante tan amplio . .

como el de este antiepiléptico.

Q)
c) la NEPP podrfa administrarse en comedicacién con antie-
pilépticos que producen depresién del SNC como Fenobar-
bital o Difenilhidantoina en la epilepsia ténico-cléni- -

ca por presentar el efecto de hiperactividad motriz,

10. Tomando en cuenta: el poder anticonvulsionante, el es-
pectro de accién anticonvulsionante y la toxicidad que
presentan los 3 compuestos en estudio, el orden de elec-
cifn para’terminar los estudios preclinicos es: HEPP,

HEPA y MEPB.
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PERSPECTIVAS

tn base a los resultados de esta tesis se propone que-con

la “EPP y como segunda opcién con la lIEPA se continuen-los es-

tudios preclinicos siguientes:

1.

Separacibn de 105 enantxomeros de 1a mezcln racém1c1 pdr1

determinar si alguna de las Eormas es IC\ponSablc del efec-

to nntlconvulslonante o-del efecto téxico preferentemente.

Estudios toxicolbygicos-y teratolfgicos de las meaclas ra-

cémicas y de los enantibmeros.

Toxicologiﬁ conductﬁil; para caracterizar la hiperactividad
motora de la MEPP lo que permitiria determinar si este e-
fecto puede ser bénefico por st mismo o en comedicucidn y
para evaluar el efecto que tienen las mezclas racémicas vy

los enantibmeros sobre el proceso aprendizaje-memoria.

La HEPP y la MEPA al ipual que compuestos anticonvulsionan-
tes en fase experimental tales como: Zonisamida, Felbamato,
lLamotrigina, Nafimidona y ¥lunizamida (48) podrfan pa-

sar a la fase de investipaci6n clinica una vez concluido

el estudio toxicolégico y teratolbgico.



too - APENDICE:

Los datos obtenidos dé las chrvas dbsis}respuesta de los
compuestos convulsidnantes yrde los anticonvulsionantes en
estudio se presentan en esta seccidn. Para efectuar el ané-
lisis estadistico de tales datos se correlaciona el logarit-
mo natural de la dosis administrada contra el probit de ani-
males que convulsionan y de los protegidos de las convulsio-

respectivamente,  En cada tabla se indica a que figura

nes

corresponden los datos descritos,



4-AMINOPIRIDINA:

DOSIS - RESPUESTA
(mgKe-1) C o HICLT)

CONVULSTONADOS
()

0 075 0
6 0/s’ D
7 s | 0
8 G 2/ii 5;'-15 o : 18
o Ty R 25
W SV e
13 i s B Y
12 D C /18 R 61

B Y 77 75
wo 14/15 : 93

TOTAL_>9 DOsIs ANTMALES 98, a

AN)

Natos que se destinan para la determinacién de la dosis con-
vulsiva 97 de la 4-AP (+=nﬁmeru de animales tratados; C = nG
mero de animales convulsionados, % = porcentaje de convulsio
nados) (Figura 4).

NOTA: La dosis 0 corresponde a los animales testigo.



TARLA II

I\.‘JALISiS ESTADISTIO0 DE LAS CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE 'LOS  ANTICONVULSIONANTES
(HEPB, IEPP' Y HEPA) ANTE VARIOS }ODELOS DE CONVULSIONES.

CONVULSIONANTES ANTICONVULSIQNANTES ECUACION R DEso LIM, FIf). 95%
4-AP- HEPB y=0.73 x + 2.54 . 0,89 29.0 i6.0 -51.0
HEPP y=0.66 x + 3.07 0.88 18.91 10,21-35.06
HEPA y=0.67 x + 2.92 0.89 23.51 12.73-43.40
BIC HEPB y=0.93 x + 1.85 0. 29,76 17.84-49,65
HEPP =0.57 x + 2.92 0.81 37.95 24.60-88.12
HEPA y=0.71 x + 2.61 0.89 28.84 16,63-50.03
TSC 'HEPB y=0.66 x + 2,18 0.99 72.45 39,97-131.32
- - HEPP ¥=0.62 x + 2.69 0.98 42,55° 22.55-80.28
HEPA y=0.57 x + 2.82 0.98 47.37 24,43-91,76
EST HEPB y=0.72 x + 1,65 0.85. 106.14 53.65-209.88
HEPP la mixima nrotecci6n quc se obtiene e5 30% )
HEPA y=0.63 x + 2.46 0.82 56.12 79.71-102.25
PIC . HEPB No hay nrotecc16n. a
HEPP La mixima nproteccién que se obtienc @s. 37%.

HEPA No hay protecci6ne
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TABLA 1II :

BICUCULINA

DOS1S RESPUESTA- " CONVULSIONADOS -
(mgkg-1) (c/m) : S ! '
0 ©o/s g 0
2.9 ' SNEY2S R Y S
3.0 [T U I SR 1
3.2 $/10 ... osg
3.3 /30 s T 70
I Lt R L-V5 [ AR 90
s posiss . L 56 ANIMALES

Datos que-se utilizan para la determinacién de 1a dosis con-
vulsiva 97 de ta bicuculina (T = ntmero de animales tratados;
C-= ntimero de animales convulsionados; % = porcentaje de con-

-vulsionados) (Figura 8).



TABLA TV

CURVAS DOSIS~RESPUESTA CONTRA LA BIC,

HEPB ' HEPP HEPA
DosiIs RESPUESTA CONVULSIONADOS RESPLESTA CONVILSIONADOS RESPUESTA CNVULSIONATOS
(kg™ (/D) (%) /1) ) */7) )
g 9/10 a0 : 6/6 100 9/19 0
10 6/8 75 6/7 | 85 7710 70
20 6/8 75 7710 70 6/10 60
40 4/9 4_4 6/10 60 6/10 60
60 3/9 33 310 30 4/10 40
80 1/9 11 2/10 20 2/ 10 20
100 1/8 13 6/10 60 1/10 : 10
6 DOSIS 01 ANIMALES . 63 ANIMALES 70 ANIMALES

litos emleados para la obtencidn de las IEg, paré la HEPE, 1a "EPP vy la “5PA contra las convuliiones
inducidas con BIC (T = nfwero de animales tratados; P = nemre de animales protegides de las convulsio-

nes; $ = por@cntaje de convulsionados). “igura 11.

k7]



"TABLA - V

TIOSEMICARBAZIDA -

DOSIS ' RESPUESTA -~  CONVULSIONADOS
{mgKg-1) /ry (%)
0 0/5 0
5 . /10 0
10 3/10 30
15 , 7/10 .70
20 10/10 ‘ C 100
28 ’ 10/10 © 100
5 DOSIS 55 ANIMALES ,

Para la determinacibn de la dosis convulsiva 97 de la. tiose-
micarbazida se ‘emplean los datos siguientes: (T = nlmero de
animales que convulsionan; % = Porcentaje de los anteriores).

(Pigura 127 .



TABLA VI

" CURVAS DOSIS-RESPLESTA CONTRA LA TSC,

(%)

100
86
70
51
50
40
30

uePn HEPP H4EPA
DoSIS RESPUESTA  CONVULSIONADOS ~ RESPUESTA  COMVLLSIONADGS  RESPUSSTA  CONVILSIONUADOS
O T B ® (/1) %) . /M
0 /10 100 ©10/10 100 10/10
10 9/10 90 6/7 .86 6/7
20 8/10 80 6/10 60 7710
40 7710 70 6/10 60 5/10
60 $/10 50 5/10 50 5/10
80 5/10 50 4710 40 410
100 4/10 a0 2/10 20 : 3/10
6 SIS 70 ANIMALES ' 67 ANIMALES - - 67 ANIMALES

En 1a determinaci6n de las curvas dosis-respuesta de la HEPB, la HEPP y de la “{EPA contra las
inducidas con la TSC se utilizaron los Jdatos anterioves (T = nfmero de animales tratados; P =

: > . . . . C =
nimales protegidos de las convulsiones; % = porcentaje de animales convulsionados} Ver figura

convulsiones
ntiero de a-

15,
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TABLA VII.

»

ESTRICNTINA

DOSIS, RESPUESTA CONVULSIONADOS
(mgKg™") (c/T) : (%) .

1.0 410 T

1.4 . 6/10 - , 60

1.6 2710 - Y

1.8 8/10 80

2.0 -~ 10710 ‘ 100
5 DOSIS 50 ANIMALES

La dosis, convulsiva 97 de la estricnina se calcul6 con los da-
tos siguientes: (T = nfimero de animales tratados con el con-
vulsionante; C = nGmero de animales que convulsionan; % = por

centaje de los animales convulsionados), (Figura 16 ),



TABIA VIII

CURYAS DOSIS-RESPUESTA CONTRA LA EST,

YeeR HEPP YEPA

TOSIS,  RESPLESTA  CONVILSIONADOS  RESPLESTA  CONVULSIONADOS  RESPUESTA  CONVULSIONADOS
(mggg-l) (P/T) (%) (P/T) (%) (p/T) (%)
0 10/10 100 10/10 100 10/10 100
10 s/5 100 9/10 30
20 5/6 83 9/10 90 7/10 70
40 /6 .67 9/10 a0 6/10 60
60 4/6 67 "9/10 99 3/10 30
80 3/5 60 7710 70 3/10 30
w0 ¥s 60 7/10 70 /10 60

6 TOSIS 48 ANIMALES : 60 ANIMALES 70 ANIMALES .. ... -

Mtos para determinar las curvas dosis-respucsta de la YEPB, de la “EPP y de la HEPA contra las comulsio-

nas inducidas con 1a EST (T = nGmero de animales tratados con ambos compuestos; P = nfmero de animales pro-

&

tegidos de’las convulsionss; % = porcentaje de animales que convulsionan) Figura 19.

i
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TABLA IX

PI'CROTOCXTNA

DOSIS RESPUESTA CONVULSIONADOS
(mgkg~ 1) /7 (%)
.0 . _ 0/5 . o
3 S 0/6 L o 0
5 B2 EEEa : ) 43
5.5 -~ aje ‘ : 67
6 AR o wo - ©
7 Syt 100
5 DOSIS : 38 ANIMALES

Con estos valores se determina la dosis convulsiva 97 de la
picrotoxina {T = nfimero de animales tratados con el convul-
sionante; € = nOmero de animales que convulsionan; % porcen-

taje de convulsionados). (Figura 297).



CTABLA X

JHEPP CONTRA  PIC.

DOSIS | ) RESPUESTA coxfhs1ovanos.
{mgkg ) (P/T) (%)
0 B 1)
80 R 77 B S 63
100 g ' 7 T T 1
120 B 3 4 T T T * T
130 Lo sy T 63
4 DOSIS , 39 AVIMALES.

Para realizar las curvas dosis-resnuesta de la HEPB, de la UEPP y
de la HEPA contra las convulsiones inducidas con la PIC se uti-
lizan los datos de esta tabla (T = nimecro de animales tratados con
el convulsionante y el anticonvulsionante; P = ndmero de animales’
protegidos de las convulsiones; ¢ = porcentaje de animales que con-
vulsionan).

Con {lEPA, no se puede calcular la DESO’ nuesto que estos compuestos
no protegen contra las convulsiones inducidas con PIC a las dosis
probadas, ni a varios intervalos de tiempo. Lo ‘migmo <¢curre

con HEPB.
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