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I. INTRODUCCION.

Las epilepsias son trastornos frecuentes, ¥ a menudc devastadores, que
afectan a cerca del 1.0 % de la poblacién mexicana. Se han identificado mas de 40
formas diferentes de epilepsia. Las convulsiones epiléplicas suelen producir alteracién
transitoria del conocimiento, dejan al individuo en riesgo de lesién corporal y a menudo
obstaculizan las actividades de estudic y de trabajo de éste. E} tratamiento es
sintomatico, puesto que, si bien los farmacos disponibles inhiben las convulsiones, no
se cuenta con profilaxia eficaz ni con métodos de curacion. Para el paciente, cumplir
con el régimen prescrito es un problema de primer corden, dada la necesidad de
tralamienlo a largo plazo, que en el caso de muchos de los agentes terapéuticos
conlleva efectos adversos (McNamara, 1996).

Los mecanismos de accién de los farmacos anticonvulsivos encajan en tres
categorias principales. Los medicamentos contra las formas mas frecuentes de cilsis
epilépticas, que son las convulsiones tonicoclénicas generalizadas de manera
secundaria, y que parecen actuar por uno de dos posibles mecanismos. ino consiste
en limitar la activacién repetitiva y sostenida de una neurona, efecto mediade por la
promocién del estado inactivado de los canales del Na* activados por voltaje. El otro
mecanismo parece consistir en un incremento de la inhibicion sinaptica mediada por
&cido gamma-aminobutiico (GABA), efecto al que media la accién presindptica de
algunos farmacos y la postsinaptica de otros. Los farmacos eficaces contra una forma
menos frecuente de trastorno epiléptico, llamada crisis de ausencia, limitan la
activacién de un canal del Ca* voltaje-dependiente de tipo particular: que se denomina
corriente T (McNamara, 1996).

Aunque se cuenta con muchos recursos terapéuticos, hoy se presta gran
atencién a criterios novedosos. Muchos de éstos se ocupan de la dilucidacion de los
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mecanismos celulares y moleculares de la hiperexcitabilidad, aspectos gue parecen

ofrecer objetivos especificos para los nuevos tratamientos (McNamara, 1998).

En fa busqueda de farmacos utiles para el tratamiento de los estados
convulsivos y de la epilepsia se han empleado los més diversos enfoques. Asl, desde
1857, cuando Charles Locock introdujo cont éxito los bromuros, su estudio tuvo una
base supusstamente racional: se crefa que el onanismo era la causa de la epilepsia y
que los bromuros tenian efecto afrodisiaco. Aunque ambas ideas son falsas, los
bromuros si tienen un buen efecto antiepiléptico (Feria et al., 1986).

Hasta 1912, gracias a los estudios basicos realizados por Impens, Lowe y
Juliusburger acerca de los efectos sedantes e hipnéticos del fenobarbital,
Haumptmann infarmé de la superioridad de éste farmaco sobre los bromuros en el

tratamiento de la epitepsia {Feria ef al., 1986).

£] descubrimiento de las 24-oxazolidindionas por Erlenmeyer en 1938,
siguiendo las relaciones del isoterismo con otros compuestos hipnéticos, condujo a
Spielman y sus colaboradores a probar su efecto anticonvulsionante con éxito en el
"pequefio mal" para sintetizar después, en 1944, la tridiona. La presencia constante de
una parte de la estructura, comin a diversos compuestos activos como
anticonvulsionantes, hizo que Richards y Everett descubrieran las succimidas en 1946.
Por razones similares, en 1948, Spielman sintetizé las acilureas como la fenurona y
otros compuestos como carbamatos y amidas alifdticas. En 1952, Bergstone y sus
colaboradores consideraron que los inhibidores de la anhidrasa carbénica podrian
tener efecto anticonvulsionante por ccasionar una acidosis que tendria un efecto
favorable contra la epilepsia, utilizandose asi por primera vez la acetazolamida en 1954
(Feria ef al., 1986).

El importante grupo de las benzodiazepinas de Sternbach que se iniciara con el
clordiacepsxido en 1980, seguido por el diazepam, el clorazepam y el nitrazepam, fue
descubierto en un estudio farmacoldgico orientado hacia la obtencién de compuestos
tranquilizantes. En 1974 se encontré que la carbamazepina, cuyas propiedades para el
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{ratamiento de la neuralgia del frigémino fueron descubiertas en 1960, era eficaz en el
tratamiento de 1a epilepsia (Feria of &l., 1988).

Actualmente es bien sabido que ei GABA esta implicado en clertos trastornos
convulsivos ¥ que una disminucién en los niveles cerebrales de éste aumenta la
susceptibilidad a sufrir convulsiones (Qlsen y Avoil, 1897). Por esta razén desde hace
algunos afios fos investigadores se han dado a la tarea de buscar nuevos farmacos
anticonvulsionantes que, de alguna forma, aumenten la concentracion de GABA en el
cerebro y asi puedan disminuir los ataques convulsivos.

Debido a que los farmacos anticonvulsivos utilizados en fa actualidad fueron
descubiertos hace muchos arfios atrds v dado la gran cantidad de efectos adversos que
éstos presentan en sus consumidores (urticaria, sedacidn, toxicidad en higado, ataxia,
anemia apldstica, erupciones cutaneas, eic.), es importante descubrir nuevos farmacos
anticonvulsionantes que permitan disminuir los efectos adversos y que mejoren la
calidad de vida del paciente (Feria ot al., 1986).

En este sentido en el presente trabajo se evaluaron 10 N-GABA amidas de
origen sintético como agentes anticonvulsionantes.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Definicion de convulsiones y epilepsia.

El término convulsién se refiere a un trastomno transitorio de la conducta,
causado por la activacion desordenada, sincrénica y rifmica de poblaciones enteras de
neuronas cerebrales (McNamara, 1996). Las convulsiones son contracciones
involuntarias del misculo esquelético que a menudo caracterizan las crisis epilépticas,
pudiendo existir o no la pérdida de la conciencia. Una causa frecuente de las
convulsiones es el conjunto de deficiencias neuronales agrupadas bajo el término
epilepsia. Sin embargo, las crisis epiléplicas toman muchas formas y no son
necesariamente convulsivas (McNamara, 1986; William ef al., 1996).

Se denomina epilepsia a un trastorno de la funcién cerebral que se caracteriza
por el surgimiento periédico e impredecible de convulsiones (Heilman y Valenstein,
1993). Las convulsiones pueden ser "no epilépticas”, cuando se evocan en un cerebro
normal mediante recursos como electrochoque o agentes quimicos, o “epilépticas”,
cuando ocurren sin provocacién manifiesta (McNamara, 1996).

2.2. Etiologia de las convulsiones y procesos epilépticos

Hace mas de un siglo, John Hughlings Jackson, gquien revolucionara los
conceptos sobre la epilepsia, postuld que las convuisiones eran causadas por -
"descargas ocasionales, repentinas, excesivas, rapidas y locales de la sustancia gris",
y que sobrevenia una crisis convulsiva generalizada cuando el tejido cerebral normal
se veia invadido por actividad convulsiva iniciada en un foco anormal. Esto demostro
que las diversas formas de esta enfermedad eran ancrmalidades de la excitabilidad
neurcnal. Se considera que las convulsiones se originan en la corteza cerebral, y no en
otras estructuras del sistema nervioso central (SNC) como talamo, tallo encefalico o
cerebelo {McNamara, 1996).
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Los analisis electrofisiologicos de neuronas individuales durante una crisis
convulsiva parcial muestran que las neuronas presentan despolarizacién y potenciales
de accién de activacién a frecuencias altas. Este patron de activacidn neuronal es
caracteristico de las convulsiones, y es poco frecuente durante la actividad neuronal

fisiologica (McNamara, 1996).

La funcién primordial de la sindpsis para mediar la comunicacidén entre las
neurcnas en el cerebro del mamifero sugirié que la funcidn sinaptica defectuosa podria
originar convulsiones, es decir; cabria esperar que la reduccion de la actividad
sinaptica inhibidora y el fomento de la actividad sinéptica excitadora desencadenaran
una crisis convulsiva. Los neurotransmisores que median de manera global la
transmisidn sinaptica en el cerebro del mamifero son: acide y-aminobutirico (GABA),
acetilcolina, noradrenalina, serotonina, dopamina, glutamato, aspartato y glicina, como
principales neurotransmisores inhibidores y excitadores (Bloom, 1996; McNamara,
1996).

Cabe sefialar que a pesar de los grandes adelantos sobre los conocimientos de
epilepsia, las causas de su origen no se saben aun con certeza (Albert y Knoefel,
1984).

2.3, Clasificacién de las convulsiones o estados epilépticos

La crisis epilépticas se han clasificado en convulsiones parciales, que se inician
de manera focal en un sitio cordical, y generalizadas, que abarcan con amplitud varios
hemisferios desde el principio. Las manifestaciones conductuales en las crisis
convulsivas dependen de [as funciones que ejerza normalmente el sitio de la corteza
donde se originan las convulsiones (McNamara, 1996).

Estas crisis epilépticas estén clasificadas con fines de tratamiento, pero la
epilepsia es un sintoma més que una enfermedad especifica, Ef diagndstico se basa
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principalmente en las formas clinicas de la crisis {ver cuadro 1) (Laidlaw et al., 1988;
Wesley ef al., 1990; Velasco et al, 1993; William et al,, 1996}.

Cuadro 1. Clasificacién de las convulsiones.

l. Convuisiones Parciales o focales.
a) Parciales simples
b) Parciales complejas

¢) Ataque parcial secundario generalizado

Il. Convulsiones Generalizadas.
a) Tonicoclonicas
b) De ausencia
c) Mioclénicas
d) Atbnica
€) Ténica
f) Clénica

I. No clasificados,

2.3.1. Convulsiones parciales o focales.

En el caso de las convulsiones parciales, la causa de la descarga eléctrica
anormal es una anormalidad encefalica focal, aun cuando no pueda encontrarse una
lesion estructural en el estudio clinico completo (William et al., 1996).

Si el foco de la convulsion parcial estd en un area motora, las primeras
manifestaciones seran motoras; si estd cerca de la franja sensitiva del Idbulo parfetal,
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las primeras manifestaciones seran sensitivas. La region mas “epileptoégena” del
encéfalo esta en el lébulo temporal y, por tanto, la forma méas comin de convuisiones

focales se inicia a parlir de ese lugar (William et a/., 1996)

2.3.1.1. Parciales simples.

Se caracterizan por diversas manifestaciones que dependen de la region de la
corteza activada por la crisis convulsiva y que duran aproximadamente 20 a 60 s. Ei
aspecto clave es la conservacién del conocimiento. Los farmacos empleados
usualmente son la carbamazepina (1), fenilhidantoina {2), fenobarbital {3}, primidona
{4), valproato {6}, y mas recientemente la gabapentina {6} y lamotrigina {7) (Ver
estructuras en la tabla 1) (McNamara, 1996).

2.3.1.2. Parciales complejas o psicomotoras,

En las convulsiones parciales complejas existe pérdida de conocimiento que
dura de 30s a 2 min, ¥ en muchos casos va acompafiada por movimientos
propositivos, como chasquear los labios o agitar la mano. Los farmacos que se utilizan
para este tipo de convulsiones son la carbamazepina (1), fenithidantoina (2),
fenobarbital (3) primidona (4), valproato (5), y recientemente la gabapentina (6) vy
Jlamotrigina (7) (McNamara, 1996).

2.3.1.3. Parcial secundariamente generalizado.

La convulsién simple o parcial compleja evoluciona hasta convulsion
tonicoclonica, con pérdida del conocimiento y contracciones sostenidas (tnicas) de los
musculos de todo el cuerpo a los que siguen periodos de contraccién muscular
alternada con pericdos de relajacion {convulsiones clonicas), que en su forma
caracteristica duran de uno a dos minutos. Se emplean para su tratamiento
carbamazepina (1), fenilhidantoina (2), fenobarbital (3), primidona (4), valproato (8},

gabapentina {6} y lamotrigina (7) (McNamara, 1996).



Valoracién de la actividad anliconvulsionante de N-GABA-3-fR-fenil)-2-{E)- propenamidas

2.3.2. Convulsiones generalizadas (ataque bilateral abrupto de ambos

hemisferios).

En el caso de las convuisiones generalizadas, no se encuentra causa
patolégica ni estructural; los ataques parecen deberse a una disminucién inherente def
umbral para las convulsiones determinada geneticamente. La descarga se origina en
un area profunda de fa linea media del cerebro y en la parte superior del tailo
encefalico, y se propaga a ambos hemisferios causando una convulsion stbita sin
advertencia. Puede hacerse que cualquier persona tenga convulsiones en ciertas
circunstancias, pero en los pacientes con las diversas formas de convulsiones
generalizadas, los umbrales estan fijos a un nivel tan bajo que fas convulsiones se
producen espontaneamente (William et af., 1996),

A diferencia de las convulsiones parciales, originadas en regiones circunscritas
de la corteza cerebral, las convulsiones de inicio generalizado se originan en ia
activacién reciproca def tAlamo y de dicha corteza (McNamara, 19986).

2.3.2.1. Convulsién tonicoclonica o gran mal.

En el caso de las convulsiones parciales con convulsiones tonicoclénicas
generalizadas de manera secundaria, salvo que no van precedidas por una convulsion
parcial, hay alteracién de la conciencia. Generalmente se utilizan en su tratamiento
carbamazepina (1), fenilhidantoina (2), fenobarbital (3), primidona (4) y valproato
disédio (5) (Ver tabla 1) (McNamara, 19986).
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Tabla 1. Estructura quimica de farmacos anticonvulsivos.

Numero Estructura Quimica Referencia
CH=CH
{1 Q/\ )@ {(Bowman y Rand 1984)
\
CONH,
H
(2) i {Bowman y Rand 1984)
o1y
o NH
CoHs (Bowman y Rand 1984)
HN]I/NH
o]
H
o. 4 (Bowman y Rand 1984)
CaHs M\I
(4) NH
0
0 O Na*
{5) /\I/\ (Bowman y Rand 1984)
HaC CH,
{6} H,N COOH {Meldrum, 1996)




Valoracién de la aclividad anliconvulsionante de N-GABA-3-(R-fenil)-2-{E)- propenamidas

Tabla 1. Estructura guimica de firmacos anticonvulsives (Continnacién).

Numero Estructura Quimica Referencia
N hiFz (Meldrum, 1996)
ci N
Cl N A
N "NH,
Nz
O K {Bowman y Rand 1984)
{8) OzN N

H
o] [L 0 (Bowman y Rand 1984)
CzHs
CHs {Bowman y Rand 1984)

{(10)

10
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Tabla 1. Estructura quimica de farmacon anticonvalsivos (Continnacidn}.

Numero Estructura Quimica Referencia

C.H (Bowman y Rand 1984)

(11) o) o
HN Tl,NH
o
CH C.H;

12) o o (Bowman y Rand 1984)

CHy— NYNH

0
CaHg

(13) Yo {Bowman y Rand 1984)

(0]
14 CH Bowman y Rand 1984
(14) 3 N—CHa t y )
o)

O
(15) fi—ch, (Bowman y Rand 1984)
0
(16} CHs o\fo {Bowman y Rand 1984)

O
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Tabla 1. Estructura quimica de firmacos anticonvuisivos (Continuacién).

Numero Esfructura Quimica Referencia
o]

(17) CH, O—F (McNamara, 1996)

}\[rN-CHS

CHy
0]

H

(18) ,l, {H_ (Velasco, 1993)
Q +
- 2K
Cl @ —=N coo -
{19) CH;CHCHa\ (Burnham, 1989)
CHCOOH
CHaCH,CH,”
(20} HoN__O (Bowman y Rand 1984)
NH
oY

H

I'I\i {Velasco, 1993)
(21)

12




Valoracion de 1a aclividad anticonvulsionante de N-GABA-3-(R-fenil}-2-(E)- propgnamidas

A diferencia de las convulsiones parciales, originadas en regiones circunscritas
de la corteza cerebral, las convulsiones de inicio generalizado se originan en la
activacién reciproca del tAlamo y de dicha corteza (McNamara, 1996).

2.3.2.2. Crisis de ausencia o pequefic mal.

Se caracteriza por un inicio repentino de pérdida del conocimiento, aunada a
mirada fija e interrupcion de las actividades que se estaban efectuando y que dura de
manera caracteristica menos de 30 segundos y se presenta en la pubertad o la
adolescencia. Para su tratamiento se utilizan los farmacos clonazepam (8),
etosuximida (9), valproato {5) y lamotrigina (7) (Tabla 1) (McNamara, 1996).

2.3.2.3. Convulsién mioclénica.

Existe una contraccidn muscular breve de tipe choque eléctrico, ya sea
circunscrita a parte de una extremidad, o generalizada. Generalmente nada més se
ufiliza el valproato (5) (Tabla 1) para su tratamiento (McNamara, 1886).

2.3.2.4. Convulsiones zténicas.

Las convulsiones aténicas son ataques breves durante los cuales el sujeto
pierde el tono muscular por unos cuantos segundos, y a menudo cae pesadamente al
suelo. Se produce durante la lactancia y la infancia. Para su tratamiento se utilizan
valproato (5), clonazepam (8) y etosuximida {9} (Tabla 1) (William et al., 1996).

13
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2.3.2.5. Convulsiones tonicas.

Se caracterizan por contraccidén continua del musculo y pueden producir fijacién
de tas extremidades y desviacion de la cabeza y los ojos hacia un lado; la interrupcion
que se presenta de los movimientos ventilatorios produce cianosis. Se pierde el
conocimiento y no hay fase clénica. La difenilhidantoina (2), y el fenobarbital (3) son
usados frecuentemente para este tipo de convulsiones, aunque también se puede

utitizar el diazepam (10) {Simens ef al,, 1992).

2.3.2.6. Convulsiones cldnicas.

Se caracterizan por sacudidas clénicas {contraccion y relajacion alternada)
repetidas acompanadas por pérdida de la conciencia. No hay componente tonico
inicial. Se usan valproate {5) y clonazepam {8} para su tratamiento (Simons ef al,
1992).

2.4. Aspectos terapéuticos.

El farmaco anticonvulsivo ideal suprimiria todas las convulsiones, sin generar
efectos adversos de ninguna ctase. Desafortunadamente, los medicamentos de uso
actual logran e! control de la actividad convulsiva en algunos pacientes, no sin causar
en muchos casos, efectos adversos que varian en gravedad desde trastorno minimo
del Sistema Nervioso Ceniral (SNC) hasta fa muerte por anemia aplastica o
insuficiencia hepatica. E! médico que trata pacientes epilépticos afronta, por tanto, i
riesgo de seleccionar al farmaco apropiado o la combinacidn que logre el mejor control
de tas convulsiones en un paciente dado, a mas de un nivet de efectos indeseables.
Por lo general se sosliene que se pueden suprimir per completo las convulsiones hasta

14
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en 50 % de los pacientes, y que esta supresion mejora en grado importante en una
proporcion adicional del 25 %. Se oblienen mejores resultados en los pacientes con
diagnastico reciente, lo cual depende de factores como tipo de actividad convulsiva,
antecedentes familiares y gravedad de las anomalias neuroldgicas concomitantes
{McNamara, 1996).

2.4.1. Clasificacién de farmacos anticonvulsivos,

La mayoria de los farmacos anticonvuisivos tienen una similitud estructural que
les confiere sus propiedades anticonvulsivas. La estructura general corresponde a la
de una acetamida {risustituida (Ver figura 1), en la que los sustituyentes varian dentro
de limites muy estrechos. Desde el punto de vista astructural es posible clasificar a los
compuestos usados en el tratamiento de las epilepsias como se presenta en el cuadro
2 {(Wesley ef al., 1990).

R4 i
N-— Rj

Figura 1. Estructura comin de la mayorja de los antiepilépticos’, en donde tos
sustituyentes Ry, R;, ¥ R; pueden ser: C¢Hs-, CiHis-, CHy-, H-, Ci-, OH-, CH;-O-CH;-,
C¢Hs-CH;-, CH-CH-CH;-, CHs-CH,-CH;- 6 ninguno.

' Feria et al., 1986.
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Cuadro 2. Clasificacion estructural de las fArmacos anticonvulsivos.

TIPO DE COMPUESTO EJEMPLOS ESTRUCTURA
(Ver tabla 1}
Barbituricos y compuestos Fenobarbital {3)
refacionados Mefobarbital {11)
Metabarbital {12)
Primidona {4)
Hidantoinas Fenithidantoina® 2
Etotolna (13)
Succinamidas Etosuximida {9)
Metsuximida (14)
Fensuximida (15)
Oxazolidindionas Trimetadiona (16)
Parametadiona (17}
Benzodiazepinas Clonazepam (8)
Diazepam (11)
Clorazepato (18)
Carbamazepina {1)
Anticonvulsivos Miscelaneos Acido valproico {19)
. Divaloproex sédico *
Fenacemida (20)
Acetazolamida (21)

2| a fenithidantoina también es conocida como difenilhidantoina

* Et divaloprex sédico es una mezcla de dcido valproico y valproato de sodio

16
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2.4.2. Mecanismo de Accidn.

En principio, se puede suprimir una ¢risis epiléptica mediante la depresion de la
actividad neuronal en el feco de iniciacién o mediante el bioqueo de los mecanismos
de propagacidn. Esto se puede conseguir mediante: a) alteraciéon directa de la
reactividad de !a neurona frente a estimulos, por interaccibn del farmaco con
componenfes de su membrana o del citoplasma; b} modificacicnes del ambiente
ibnico; ¢) facilitacion de la actividad de sistemas neuronales inhibidores, entre los que
destaca el sistema GABA, y d) inhibicién de la actividad de sistemas excitadores, tipo
glutamato (Flérez y Armijo, 1892).

Aunque todavia no es posible efectuar una clasificacidon rigurosa de los
farmacos antiepilépticos de acuerdo con su mecanismo de accién, existen al menos
tres mecanismos celulares gue pueden verse gravemente afectados por dichos
compuestos, allerando de este modo las propiedades de las neuronas y su
comportamiento en la génesis y fa propagacion de una crisis (Okpako, 1971; Laidlaw
et al., 1988; Flérez y Armijo, 1992, Metdrum, 1996; Norhito et af., 1996).

a) Bloqueo del mantenimiento de descargas repetitivas de alta frecuencia.
Este tipo de descargas aparecen en respuestas a fendmenos de
despolarizacidn y estd intimamente asociada al comportamiento de los
canales de Na” . Ciertos antiepilépticos bloquean esta respuesta, blogueo
que es voltaje-dependiente, mayor a medida que avanza la descarga de
potenciales de accién (uso-dependiente) y lento en recuperarse (tiempo-
dependiente). Los farmacos que bloguean este fenémeno biosiéctrico son fa
fenitoina, la carbamazepina y el valproato sé6dico a concentraciones
terapéuticas, mientras que el fenobarbital, la primidona y las
benzodiazepinas lo hacen a concentraciones supraterapéuticas. Se ha
propuesto que la accidn es consecuencia de la fijacién de los farmacos a

17
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algdin sitio del canal de Na' voitaje-dependiente cuando éste se encuenira en
su forma inactiva. De hecho, la fenitoina, la carbamazepina y el fenobarbitat
son capaces de interferir en fa fijacién y las acciones de la batracotoxina en
el canal; elio no ocurre con el valproato sédico, pero es posible que este
farmaco ocupe en el canal un sitio diferente de los demas compuestos
(Flbrez y Armijo, 1992).

b) Incremento de la actividad inhibitoria, inducida por el sistema GABA.
Esto se puede conseguir a un nivel presindptico por incremento de las
sintesis o de ia liberacion de GABA o por inhibicion de su metabolismo o de
su recaptura, y a nivel postsinaptico por facilitacién de la fijacién del GABA a
su receptor. El valproato sédico, la vigabatrina, la progabida (Ver figura 2},
las benzodiazepinas y el fenobarbital, utitizan alguno o algunos de estos
mecanismos (Flérez y Armijo, 1992).

c) Alteracién de los canales de Ca®. La fenitoina y los barbitiricos y las
benzodiazepinas son capaces de interferir la entrada del Ca® en las
terminaciones sindplicas, y bloguear asi la liberacién de! neurotransmisor,
pero sélo consiguen esta accion a concentraciones supraterapéuticas. En
cambio la etosuximida y la dimetadiona inhiben la corriente T de Ca** a

conceniraciones terapéuticas (Flérez y Armijo, 1982).

adad
NH,

Cl

_NJq(c)

Figura 2, Estructura quimica de la Progahida.
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La informacion obtenida acerca de los mecanismos de las convulsiones sugiere
que el incremento de la inhibicion sindptica mediada por el GABA reducird la
excitabilidad neuronal y elevaria el umbral convulsivo. Se supone que diversos
farmacos bloquean las convulsiones al regular la inhibicidn sinaptica mediada por
GABA a través de una actividad en sitios distintos de la sindpsis. El principal receptor
postsindptico del GABA descargado a nivel de las sinapsis se denomina receptor
GABA,,. La activacion de éste; inhibe a la célula postsinaptica, al incrementar el flujo de
iones de CF hacia el interior de la célula, lo cual tiende a hiperpolarizar a la neurona. El
v-vinil-GABA (Ver figura 3), anticonvulsivo que seguramente quedard a la disposicién
clinica en Estados Unidos en el futuro préximo, parece ejercer su accidn anticonvulsiva
al inhibir con caracter irreversible a una enzima gue degrada al GABA, llamada GABA
transaminasa; esto parece producir cantidades incrementadas de GABA disponibles
para la descarga sindptica (Halonen et al.,, 1881; Reynolds et al, 1991; Meldrum, 1996;
Mauguiere et al, 1997). Un tercer mecanismo de intensificacién de la inhibicién
sinaptica mediada por el GABA parece ser subyacente al mecanismo anticonvulsivo de
la gabapentina (6); en algunas condiciones, esta sustancia puede incrementar mas del
triple la descarga de GABA desde las terminaciones presinapticas (Laidlaw et af,
1088; Sivenuis, 1991; Gale, 1992; Albert y Knoefel, 1994; McNamara, 1996; Meldrum,
1996; Walker y Patsalos, 1996).

NH, -

Figura 3. Estructura quimica de la y-vinil-GABA
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2.4.3. Farmacos o compuestos excluidos del cerebro.

La primera propiedad que rige la penetracion en el cerebro a partir de la
circulacion es el peso molecular Las sustancias de alto peso molecular no pasaran
facilmente de la sangre al cerebro. Existen dos factores fisicoquimicos que tienen
importancia para permitir la penetracién de un farmaco en el SNC. En primer lugar,
para compuestos que en su mayor parte no estan ishizados al pH plasmatico (pka 7.4
o mayor) parece ser una determinante irftportante la solubilidad de farmacos en lipidos.
La liposolublidad suele expresarse como el cociente de reparto entre grasa y agua. Un
agente méas liposoluble tiene un coeficiente de reparto grasa-agua mayor y puede
penelrar mas facilmente a través de membranas lipidicas como las existentes en el
SNC. El otro factor importante parece ser la proporcidn de fdrmaco no ionizado. Sin
embargo, estas dos propiedades no pueden separarse completamente, pues los
farmacos no onizados suelen ser méas liposolubles que los farmacos ionizados. Un
tercer factor es la fijacidn a proteinas la cual debe ser baja (Craig y Stitzel, 1984).

Para que una sustancia cruce la barrera penetrando en el liquido extraceluiar
del cerebro, Ia Unica via disponible que no sea transporte activo, seria por paso directo
a través de la membrana lipida de la pared capilar. Por lo tanto, se favorece la difusion
de un compuesto no ionizado liposcluble (Krogsgaarde-Larsen et al,, 1984).

2.5. Acido »aminobutirico (GABA).

El acido y-aminobutirico (Ver figura 4) fue sintetizado en 1883 y se conocié
durante muchos afios como un producto del metabolismo de las bacterias y de las
plantas. (Cooper et al,, 1977). El GABA se identificé como constituyente quimico Unico
del cerebro en 1950, pero no se reconocié de inmediato su potencia como depresor del
SNC. En 1963 se demostro que el GABA era el tnico aminodcido inhibidor que se
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encontraba exclusivamente en los nervios inhibidores del tangostino y que la potencia
inhibidora de los extractos de estos medios se debia a su contenido de GABA. La
descarga de GABA se correlaciond a continuacion, con 1a frecuencia de la estimulacion
nerviosa. Los registros intracelulares del musculo indicaron que la estimulacion del
nervio inhibidor y la administracién de GABA producian incrementos idénticos de la

conductancia del CI' en el musculo (Bloom, 1996).

OH

HZN\_/—<
O

Figura 4. Estructura quimica del 4cido y-aminobutirico (GABA).

Se cuenta con gran nimero de datos a favor de que el GABA media las
acciones inhibidoras de las interneuronas focales en el cerebro, ¥y que puede mediar
también la inhibicién presinaptica dentro de la médula espinal. Se han demostrado
sinapsis inhibidoras GABAérgicas presinapticas con mayor claridad entre las neuronas
cerebelosas de Purkinje y sus blancos en el ndcleo de Deiter; también entre las
interneuronas pequefias y las células mayores emisoras de impulsos de la corteza
cerebelosa, ef bulbo offatorio, el niicleo cuneiforme, el hipocampo y el nicleo septal
lateral: por Ultimo, entre el nticleo vestibular y tas motoneuronas trocleares. El GABA
media también Ia inhibicién dentro de la corteza cerebral y entre el ndcleo caudado y 12
sustancia nigra (Olsen y Avoli, 1997).
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El 4cido y-amincbutirico es reconocido como el principal neurotransmisor
inhibidor en ef Sistema Nervioso Central (SNC) en los mamiferos. Se ha estimado que
aproximadamente el 40 % de las sindpsis en el SNC son GABAérgicas. La atenuacion
de la neurotransmision GABAérgica se ha postulade que estd involucrada en la
patofisiologia de los desordenes severos en el SNC de los seres humanos, como el

dolor y la epilepsia (Andersen ef al., 1993).

La farmacologia de la neurotransmisién GABAg&rgica es de gran importancia
puesto que algunos ansioliticos, hipnéticos, anticonvulsivos, anestésicos, relajantes
musculares, etc., producen su efecto modificando la neurotransmisién GABA&rgica
(Krogsgaard-Larsen et al, 1984).

2.5.1. Metabolismo de GABA.

El GABA se sintetiza por descarboxilacion del &cido glutdmico mediante una
enzima cileplasmica muy especlfica y caracteristica de las neuronas GABAérgicas, la
glutamato descarboxilasa (GAD). El GABA se almacena en pozas en las terminaciones
presinapticas y se libera mediante un proceso dependiente del Ca®. Tras ia interaccion
con sus receptores, el GABA liberado es recapturado tanto por las terminaciones
nerviosas como por celulas gliales mediante sistemas de fransporle de alta afinidad
dependientes de Na' y ofros sistemas de baja afinidad. (Krogsgaard-Larsen, 1981;
Laidlaw et al., 1988; Florez, 1992, Strange, 1995).

El GABA es metabolizado (Ver figura 5) por la enzima mitocondrial GABA-
transaminasa o GABA-T que origina semialdehido succinico y regenera el glutamico a
partir de dcido a-cetoglutérico; el semialdehido succinico es répidamente oxidado a
acido succinico por la enzima mitocondrial semialdehido succinico deshidrogenasa
{SSADH} que entra en el ciclo de Krebs y se vuelve a formar o-cetoglutérico, ¢ se
convierte en acido y-hidroxibutirico. La presencia de GAD constituye un importante
marcador para identificar a las neuronas GABA (Laidlaw et af, 1988; Flérez, 1992,
Strange, 1995).
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Acido glutdmico
GAD
GD i\ co,

Acide gama-aminobutirico
{GABA)

Acido
alfa-oxoglutirico

GABA-T
Semialdehide
succinico
NADH
NADH fS/SADH &
acido

succfnico gama~hidroxibutirico

Figura 5. Metabolismo del GABA.

2.5.2. Receptores del GABA.

Se han identificado dos tipos principales de receptores para el GABA, el
receptor GABA, acoplado a un canal idnico de CI' y forma parfe de un magno
complejo que permite la accion alostérica de numerosos farmacos, mientras que el
GABAs esthd asocciado a proteinas G reguladoras de los canales de Ca?* y K.
Desafortunadamente los receptores GABAp, estdn menos caracterizados que los
receplores GABA,, pero o que si se sabe es que los perfiles farmacoldgicos de los
receptores GABA son completamente diferentes. Lo que tentativamente se supone del
GABAg, es que puede estar relacionado con el control del tono muscular y con el arco
reflgjo. El receptor GABA4 es una proteina heterooligométrica compuesta por cuatro
subunidades polipépficas: «, B, v ¥ 8, cuyo peso molecular oscila entre 50 y 60 kd.
Existen numerosos sublipos de cada subunidad, habiéndose clonado hasta ahora seis
subtipos dela g, fresde la B, dosdelayy uno de la 6. Todas las subunidades se
ensambtan en conjunto alrededor de un pore iénico central y no pueden ser parte de
un solo complejo receptor GABA,, (Ver tabla 2) (Burnham, 1989; Range y Dale, 1992;
Flérez, 1992; Smith y Reynard, 19983; Valeyev ef al,, 1993; Bioom, 1996; Olsen y Avoli,
1997).
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Tabla 2. Caracteristicas de los receptores GABA®.

Receptor GABA, GABAg GABA.
Agonistas GABA GABA GABA
Agonistas Muscimol L-Baclofen acido cis-
selectivos aminocroténico
Antagonistas Bicuculina Saclofen _
moduiadores

Canales de CI Modificacién del

Transduccion

AMPC. e
indirectamente
aumento de Ia
permeabilidad a K’
y disminucién de
Ca®.

Funciones

Inhibiciones en todo
el SNC.

Inhibiciones en e}
SNC, muchas de
ellas presindpticas.

? Flarez, 1992; Krogsgaard-Larsen ef al., 1994
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Recientemente se ha propuesto, por exciusién, un tercer tipo de receptor
denominado GABA., al cual no se fijan los antagonistas del GABA, (bicuculina) ni los
agonistas selectivos del GABAp (baclofen), su agonista selectivo es el acido cis-
aminocroténico (ACAC). Las inhibiciones mediadas por GABA que han sido bien
caracterizadas utilizan receptores GABA,, y, sblo mas recientemente, se describen
algunas mediadas por GABAc. Muchas de las inhibiciones se ejercen
presinapticamente impidiendo [a liberacidn de otros neurotransmisores, pero también
parecen existir inhibiciones postsinapticas mediadas por receptores GABAp La
distribucién de los receptores GABA4 y GABAg en el SNC es bastante coincidente,
aunque en la mayor parte de las regiones cerebrales predomina ei GABA,. Son
extraordinariamente abundantes en la corteza cerebral, en particular en las capas
granular y molecular. Estan ampliamente representados en el talamo, el hipocampo, la
corleza cerebral, los nicleos de la base, los niicleos del fronco y la médula espinal en
sus diversas capas (Burmham, 1989; Range y Dale, 1992; Fibrez, 1992, Smith y
Reynard, 1993; Valeyev ef al,, 1993; Bloom, 1996; Olsen y Avoli, 1997).

2.6. Modelos Experimentales de Epilepsia

La limitacion natural que existe al intentar estudiar Ia epilepsia en seres
humanos, mediante técnicas invasivas o ensayos farmacologicos, han creado la
necesidad de buscar modelos experimentales de epilepsia que asemejen a la epilepsia
humana (Feria et al., 1986).

Para desarrollar un modelo experimental, generalmente se eligen mamiferos
que presentan manifestaciones eléclricas y conductuales similares a lag de la epilepsia
humana. Los modelos experimentales de epilepsia (MEE) se pueden clasificar al
considerar ires criterios principales: a) el procedimiento de induccion, b} los
mecanismos neuronales implicados en su produccidon y ¢} las manifestaciones
conduciuales (Feria et al., 1988).
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Los MEE pueden clasificarse como inducidos por agentes fisicos o por agentes
quimicos. En la primera categoria, los agentes fisicos pueden afectar receptores
sensoriales (como en la epilepsia refleja) o afectar directamente dreas encefélicas
{como el electrochoque). A su vez, la categoria de MEE inducidos por agentes
quimicos incluyen a los provacados por ia aplicacion tépica (penicilina, crema de
alimina, etc.) o por ia administracién intraventricular (potasic, ouabalna, etc.) o
sistémica (pentilentetrazol, bicuculina, etc.) o bien a los inducidos por supresion de ta
administracion de un agente guimico (barbiliricos, etanol, etc) o por carencia
metabdlica de otros (piridoxina, calcio, etc.) (Feria ef a/., 1586).

En la actualidad el estudio controlado y sistematizado de los MEE ha tenido tres

aplicaciones fundamentales:

a) En el ensayo de farmacos anticonvulsionantes que pudieran tener una
aplicacion efectiva en la terapéutica de la epilepsia en los seres humanos.

b) En el estudio de los mecanismos neuronales bésicos implicados en la
generacion y autosupresion de las erisis epilépticas.

c) En el estudio de los mecanismos neuronales que en condiciones normales
se relacionan con la regulacién de la excitabitidad en el SNC y de la actividad
motora (Feria ef al., 1986).

La administracion de sustancias convulsionantes por via sistémica es un
procedimiento frecuentemente empleado en los estudios experimentales de epilepsia
({Feria ef al., 1986).

El proceso que se sigue para producir fas crisis convulsivas en estos modelos,
consiste en administrar el agente convuigivo por via intraperitoneal, intravenosa o
subcutdnea a una dosis convulsionante méxima o a una dosis efectiva media, segun
sea el objetivo det estudio (Feria ef al., 1986).
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La administracién de fa sustancia convulsionante por via sistémica permite su
distribucion homogénea en la red de capilares sanguineos cerebrales, por lo gue su
acceso al parénquima cerebral queda condicionado por las caracteristicas regionales
de 1a permeabilidad capilar al agente quimico en estudio (Feria et al., 1986).

En el estudio de nuevos farmacos anticonvulsionantes, es imprescindible el
registro y analisis de las manifestaciones electrofisiologicas y conductuales. Dentro de
éstas Gllimas, generalmente se considera la incidencia del efecto convulsivo, la
duracién de [a latencia para el efecto convulsivo, la duracidn del periodo convulsivo, el
tipo de crisis convulsivas, y la duracion frecuente de las mismas (Feria et al., 1986}.

2.6.1. Sustancias convulsivas.

Se admite que los farmacos producen estimulacién del SNC en dos formas
fundamentales. El cerebro incluye ingresos finamente equilibrados excitadores e
inhibidores, con  neurofransmisores  inhibidores y excitadores liberandose
continuamente por las neuronas. Estd probado que algunos estimulantes actlan
antagonizando algunos sistemas inhibidores, mientras que otros lo hacen facilitando la
neurotransmision excitadora. En general, los estimulantes del SNC (también conocidos
como analépticos o convulsionantes) no se utilizan mucho en la practica médica,
aunque tienen cierta utilidad clinica. Los estimulantes del SNC no son antagonistas
farmacolbgicamente especificos de los depresores (Taylor, 1990).

Los farmacos de la categoria de estimulantes convuisivos producen
convulsiones como efecto farmacolégico primario. De ordinario no se observa ninguna
otra accién antes de iniciarse la crisis. La distribucién, el metabolismo y la eliminacién
en el hombre no han sido plenamente estudiados. Estos agentes son principalmente
de uso experimental, en la actualidad su empleo clinico es muy limitado (Taylor, 1990).
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La induccién def proceso epiléptico se puede dar de las siguientes maneras:

1) Por administracién sistémica de sustancias convulsionantes
a) Pentilentetrazol
bj Estricnina
¢) Bemegride
d) Fluorotil
e) L-glutamato monosédico
f) Bicuculina
@) 4-Amincpiridina
h) a-Sansheo! (Navarrete y Hong, 1996)
i) Disolventes orgénicos
Benceno
Tolueno
i) Rojo de rutenio

2) Por aplicacién topica de sustancias irritantes
a) Penicilina
b) Crema de alimina
c) Cobalte
d) Picrotoxina
e) Acido kainico

3) Mediante estimulacion eléctrica
a) Electrochoque )
b) Kindling (estimulacion eléctrica subliminal)

4) Ulilizacion de cepas mutantes de algunas especies de animales como modelos
naturales de epilepsia.

a) Fotosensibilidad en el babuino papio-papio

b} Crisis convulsivas en el gerbil

¢) Sensibilidad acustica de ratones (Feria ef al,, 1886}.
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2.6.1.1. Mecanismo de accién de los convuisivos.

Desde el punto de vista teérico, la accién de un convulsionante podra ejercer a
diferentes niveles de la fisiologia sinaptica, entre las cuales se tienen las siguientes:

1. Reduccion de los niveles de neurotransmisién en fas terminales sinapticas.
Reducir el transmisor en la sindpsis llevaria a inhibir la transmisién sinaptica
{Feria et al., 1986).

2. Interferencia con los mecanismos de liberacién del transmisor. Cualquier
situacién que condujera a disminuir fa liberacion del trasmisor produciria un
bloqueo de la transmisidn nerviosa en esa sinapsis (Feria ef al., 1986).

3. Interferencia con los mecanismos de accién del transmisor. Modificar la
interaccién del fransmisor con el receptor postsindptico originaria una
decodificacién falsa en la neurona postsinaptica (Feria et al., 1986).

4. Interferencia con los mecanismos de remocién del transmisor. Tanto
aumentar como disminuir ja velocidad de inactivacién del trasmisor produciria
una falsa actividad sindptica (Feria ef al., 1986).

2.6.1.2, Pentilentetrazol.

El pentilentetrazol (Ver figura 6) se ha empleado por via intraperitoneal,
subcutanea o intravenosa en diferentes dosis, en animales integros o con una lesién
epiléptica previa. El pentilentetrazol actia en todo €l SNC, pero es particularmente
activo en regiones sensitivo-motoras de la corteza cerebral del mamifero. En 1960, se
encontrd que el pentilentetrazol era un convulsionante con un sitio de accién en el nivel
de las sindpsis y particularmente en sindpsis excitatorias, en confraste con ofras
sustancias, como fa estricnina que acila en el nivel de sinépsis inhibitorias.
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Recientemente se ha descubierto que el PTZ interactua con el ionofore de cloro y con
los receptores GABA (Taylor, 1990).

Figura 6. Estructura quimica del Pentilenfetrazol.

Es importante sefalar que el pentilentetrazel es una de las sustancias que se
utilizan sistematicamente en |la primera fase de la valoracidn de compuestos con

posible efecto anticonvulsionante (Feria ef af,, 19886).

2.7. Profarmacos GABA.

Se conocia que en algunos estados convulsivos se hallaba alterada la
biosintesis de! 4cide y-aminabutirico y que la administracién de dosis altas del mismo
tenia una clara actividad anticonvulsionante. La razdn para administrar dosis altas del
aminoacido se atribuye a la baja permeabilidad de la barrera hematoencefélica para el
GABA (Worms ef al, 1981; Laidlaw ef al, 1988; Andersen et al., 1893). El andlogo
ciclico del GABA (la 2-pirrolidona) presenta una actividad anticonvulsionante mayor
que la del GABA -aparentemente porque penetra mejor la barrera hematoencefalica- y
es hidrolizado in situ a &cido y-aminobutirico (GABA) (Feria et al., 1986).

También se sabe que la principal via catabélica del GABA es la transaminacion
con el 4cido alfa cetoglutarico y que la inhibicién de esta reaccién con Ja hidroxilamina
o al acido aminooxiacético produce un aumento en los niveles del GABA y contrarresta
el efecto convulsionante de varios agentes, aunque fa maxima accion
anticonvulsionante no coincide con el nivel de GABA cerebrai mas alto (Feria ef &/,

1986).
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Con base en lo anterior, cabe pensar que seria posible obtener un efecto
anticonvulsionante si se inhibiera la transaminasa del GABA. En la actualidad se ha
planesdo la preparacién de compuestos andlogos del aminoacido con sustituyentes en
la posicién gamma, que al incapacitar a la transaminasa de la indispensable expulsion
de un proton del atomo de carbono vecine al grupo amino evitaria la transaminacion.
Asi, se proyectd sintetizar los compuestos con sustituyentes hidrofébicos etilo y fenilo
en el carbono gamma, para que permitieran la formacién de uniones hidrofobicas y
también para disminuir la excesiva polaridad del GABA que limita su penetracién a
través de la barrera hematoencefdlica por libre difusion (Ver figura 7). (Krogsgaard-
Larsen ef al., 1984; Ali et al,, 1985; Feria et al., 1986).

2.

= Ol &
CoHg NHs CH4 NH3

co
NH;"

Figura 7. Acidos y-aminobutiricos y-disustituidos.

Dado que los amincdcidos tienen los grupos polares, se pensd disminuir dicha
polaridad con la formacion de la lactama, considerando que asi como se decia que fa 2
pirrotidona se hidrolizaba en el encéfalo, lo mismo podria suceder con los analogos
ciclios del GABA ideados (Feria ef al., 1986).

Los productos analogos del GABA resultan tener actividad anticonvuisionante y

en muchos de los casos, la potencia anticonvulsiva es mucho mayor para los andlogos
det GABA que para éste mismo, pero en ofros casos no resulia ser asi (Worms et al,,
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1981; Krogsgaard-Larsen et al, 1984, Feria et al, 1988, Wermuth y Biziére, 1986
Wermuth ef af, 1987; Laidlaw et af., 1988; Reynolds et al., 1991; Swinyard ef al,, 1991.
Poter y Rogawski, 1992; Gram, 1995, McNamara, 1996, Meldrum, 1996; Walker y
Patsalos, 1996}.

La razén principal para que se sinteticen sustancias andlogas del GABA, es
para aumentar la liposolubilidad de éstos compuestos y que puedan atravesar de ésta
manera mas facilmente la barrera hematoenceféiica y subsecuentemente suftir una
conversian enzimélica dentro del cerebro para descargar el GABA sdlo 0 como un
analogo (Worms ef al., 1981; Laidlaw et al., 1988).

2.7.1. Sustancias inhibidoras del GABA-T.

La etanolamina-o-sulfato, la vigabatrina y el dcido-y-acetilen-y-aminobitirico son
inhibidores enzimaticos especificos e irreversibles de la enzima GABA-Transaminasa,
y previenen de este modo el agotamiento de! GABA en [as neuronas y las células glia
{Laidlaw ef al., 1988). |

La concentracién de GABA en el cerebro se aumenta después de la
administracién de esfos compuestos a animales de experimentacién, ya que se piensa
que las pozas del GABA estan incrementadas y se encuentra disponible para las
descargas sinapticas de !as terminales nerviosas. Los estudios realizados acerca de
ésto condujo a los investigadores a la Vigabatrina, a la que se le ha demostrado
actividad como un anticonvulsionante en modelos animales de epilepsia. Los estudios
realizados utilizando éste farmaco en pacientes con epilepsia, tienen confirmada su
actividad antiepiléptica y se tiene demostrado que es bien tolerado (Lohr y
Wisniewskul, 1987; Laidlaw of af,, 1988; Halonen ef al, 1991, Gram, 1986; Meldrum,
1996; Mauguiere of al., 1997).
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2.7.2. Inhibidores de la captura del GABA.

El 4cido 4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazolo (4,5-¢)piridin-3-0 nipecético (THPO) (Ver
figura 8) inhibe la recaptura presinaptica del GABA. Los compuestos que inhiben este
recapturamiento, resaltan el efecto inhibidor del GABA. Aquellas sustancias gue son
inhibidoras selectivas de la tecaptura en la célula glia, tienen accién
anticonvulsionante. Muchos de ésios compuestos no cruzan la barrera
hematoencefdlica sin embargo, se ha comprobado que si tienen actividad
anticonvulsionante. Ninguno de los inhibidores de la recaptura del GABA, son
suficientemente prometedores hasta ahora para ser probados en pacientes (Ali et al,,
1985: Laidlaw ef al., 1988).

Figura 8. Estructura molecular del dcido 4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazolo (4,5-¢)piridin-3-ol
nipecético (THPO)

2.7.3. Nuevo farmaco anticonvulsivo.

2.7.3.1. Gabapentina,

La gabapentina es un nuevo medicamento aprobado por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos de Norteamaerica para el tratamiento de las
convulsiones parciales. La eslructura quimica de la gabapentina (6) consiste en una
molécula de GABA ligada de manera covalente a un anillo ciclohexano lipdfilo. La
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gabapentina se disefid para actuar como agonista del GABA de actividad central, y su
aita solubilidad en lipidos tiene como finalidad facilitar su transferencia a través de la
barrera hematoencefalica (McNamara, 1996},

La gabapentina GBFP es efective contra las convulsiones producidas por el
pentilentetrazol e inhibe la extension ténica de los cuartos {fraseros en el modelo de
convulsiones por elecirochoque (Wilimore, 1996). A pesar de su disefioc como agonista
GABA | la gabapentina no imita la accion de éste Uitimo cuando se aplica por medios
iontoforéticos a neuronas en cultiva primario. La gabapentina parece actuar por un
mecanismo nueve; incrementa la descarga promovida de GABA mediante un proceso
no identificado. No se ha observado que reduzca de manera sostenida la activacion
repetitiva sostenida de los potenciales de accion, ni que afecte en grado importante a
la corriente del canal del Ca®*. Se absorbe bien por via oral y no se metaboliza en e!
ser humano. Se excreta sin cambios principaimente por la orina. Su vida media,
cuando se utiliza a manera de monoterapia, es de cinco a nueve horas (Willmore,
1992; Albert y Knoefer, 1994; Gram, 1996; McNamara, 1996; Meldrum, 19986).
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ili. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No todos los ataques o estados convulsivos indican la presencia del sindrome
conocido como epilepsia. Pueden presentarse ataques como manifestacion crénica de
estimulantes del SNC y otras drogas, y a veces se observan en casos de eclampsia,
uremia, hipogiucemia, deficiencia de piridoxina y como parte del sindrome de
abstinencia de individuos fisicamente dependiente de depresores del SNC (Sutherland
y Eadie, 1982; Olsen Y Avoil, 1997). Sin embargo, con mucho, el nimero mayor de
transtornos convulsivos se agrupan bajo el nombre de epilepsia, o mas correctamente,
epilepsias, pues se conocen entidades clinicas netamente diferentes (Craig y Stitzel,
1988).

Las epilepsias son trastornos frecuentes y a menudo devastadores, que afectan
del 0.5 al 1% de la poblacién general en México. Su incidencia es maxima en edades
tempranas, se estabiliza en la edad adulia y vuelve a aumentar en las dltimas décadas
de la vida (Velasco et al. 1993).

El 4cido y-aminobutiico (GABA)  estd reconocido como el principal
neurotransmisor inhibitorio en el SNC de los mamiferos. Se ha estimado gue
aproximadamente el 40 % de las sinapsis en el SNC son GABAérgicas. Se ha
postulado que la atenuacion de la transmisién GABAgrgica esta involucrada en la
patofisiclogfa de severos desordenes en el SNC de los seres humanos como
ansiedad, dolor y epilepsia (Andersen ef al. 1992).

Se sabe que el GABA administrado en grandes cantidades, actia como
anticonvulsionante. Debido a que el GABA no cruza la barrera hematoencefalica, es
necesario contar con compuestos que tengan grupos funcionales que le confieran
mayor liposolublidad a las sustancias, como es el caso de los profarmacos GABA.
Estas sustancias obtienen una mayor liposolubilidad que facllita su penetracion y
subsecuentemente al sufrir una conversidén enzimética denfro del cerebro que
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descargan al GABA sélo ¢ como un andlogo (Gale, 1992; Andersen of af, 1993: Olsen
y Avoli, 1997).

Exisien varios factores que determinan la liposolubilidad de una sustancia para
que puedan penetrar con facilidad la barrera hematoencefalica como son:

- Liposolubilidad
- Cantidad de farmaco no ionizado a pH fisiologico.
- Grado bajo de fijacién proteica (Craig y Sfitzel, 1884).

Las amidas N-GABA-3-{R-fenil)-2-(E)-propenamidas son derivados del GABA,
en Jos cuales se ha aumentado considerablemente su liposolubilidad. Es de esperar
que éstos compuestos pasen la barrera hematoencefalica con mayor facilidad que el
GABA y que una vez dentro del SNC, se hidrolicen liberando el GABA, por tal motivo
se espera que presenten actividad anticonvulsivante; si esto se cumple se contara con
nuevos agenies anticonvulsionantes que seran auxiliares en el tratamiento de
transtornos convulsivos ¥y mejoraran la calidad de vida de las aproximadamente
50 000 000 personas en el mundo que padecen de epilepsia.
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IV. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Valorar la actividad anficonvulsionante de N-GABA-3-(R-fenil}-2-(E)-
propenamidas en ratén albino, utiizando el modelo de epilepsia inducida con

pentilentetrazol.

4.2 PARTICULARES

Realizar la produccién de animales con las caracleristicas de edad, sexo y peso

requeridas para el estudio.

Determinar la solubilidad de las sustancias para su administracién

intraperitoneal.

Valorar la actividad anticonvulsionante de las amidas con la estructura general:

R/@/\)Lml/on

N-GABA-3-(R-Fenil)-2-(E)-propenamidas.
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Especificamente se valoraran {as amidas siguientes:

Clave Nombre Sustituyente (R-)

GA-1  N-GABA-3-fenil-2-(E)-propenamida H-

GA-10  N-GABA-3-(2 4-Dimetoxi fenil)-2-(E)-propenamida 2,4-diMeO-
GA-8 N-GABA-3-(3,4-Dimetoxi fenil)-2-(E}-propenamida 3,4-diMeO
GA-9 N-GABA-3-(3,5-Dimetoxi fenil)-2-(E)-propenamida 3.5-diMeO-

GA-5 N-GABA-3-(3-cloro fenil)-2-(E)-propenamida m-Ci-
GA-6 N-GABA-3-(3-nitro fenil)-2-{E)-propenamida m-NO,-
GA-3  N-GABA-3-(3-metoxi fenil)-2-(E)-propenamida m-MeQO-
GA-4 N-GABA-3-(4-cloro fenil)-2-(E)-propenamida p-Cl-
GA-7 N-GABA-3-(4-nitro fenil)-2-{E)-propenamida p-NO,-
GA-2 N-GABA-3-(4-metoxi fenil)-2-(E)-propenamida p-MeQ-
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V. HIPOTESIS.

Existe suficiente evidencia que sugiere que la disminucion del GABA puede
causar ataques y estar implicado en algunos tipos de epilepsia. Se ha comprobado
que el aumento en los niveles de GABA reduce o elimina la susceptibilidad a sufrir
ataques. Pero debido a que el é&cido y-aminobutiico no cruza la barrera
hematoencefalica por su baja liposolubilidad, no es posible administrar el GABA como
tal a los pacientes que sufren de algin tipo de convulsién, por tal motivo, varios
compuestos tienen que ser sintetizados como profarmacos del GABA para aumentar
su liposolublidad y tener ast una actividad farmacoldgica al inhibir las convulsiones
{Olsen y Avoli, 1997).

Por ello se espera que las N-GABA-3-(R-fenil}-2-(E}-propenamidas a valorar
con mayor liposolubilidad que el GABA presenten actividad anticonvulsionante.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material.

6.1.1. Material de laboratorio,

¢ Pipetagraduada 1, 5, 10 mL
» Pipeta volumétrica 1, 2 mL

s Vaso de precipitados 100 mL
» Probeta graduada 50 mL

» Matraz aforado 10 mL

» Pipeta Pasteur

+ Jeringas (1 mL)

» Frascos viales

+ Papel glassin

¢ Placade toque

» Espétula

e Agitador con gendarme

6.1.2. Material bioldgico.

¢ Rat6n albino macho de 20-25 g de peso.

6.1.3. Equipo.

Balanza analitica Sauter 123.

Balanza para pesar animales lrosa 4066.

Sonicador Branson 1210.

Crondmetro
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6.1.4. Reactivos.

Dimetilsulfoxido reactivo analitico {Baker).
Pentilentetrazol {54-95-5] (Sigma)

Cloruro de sodio grado técnico

Metanol grado técnico

Tween 80 grado reactivo (Sigma).

Bicarbonato de sodio reactivo analitico (Baker).

- Amidas siguientes:

Clave

Nombre

GA-1
GA-10
GA-8
GA-9
GA-5
GA-&
GA-3
GA+4
GA-7

GA-2

N-GABA-3-fenil-2-(E}-propenamida
N-GABA-3-(2,4-Dimetoxi fenif)-2-(E)-propenamida
N-GABA-3-(3 4-Dimetoxi fenit)-2-(E)-propenamida
N-GABA-3-(3,5-Dimetoxi fenil)-2-{E)-propenamida
N-GABA-3-(3-clore fenil)-2-(E)-propenamida
N-GABA-3-(3-nifro fenil)-2-(E)-propenamida
N-GARA-3-(3-metoxi fenil)-2-(E)-propenamida
N-GABA-3-(4-cloro fenil)-2-(E)-propenamida
N-GABA-3-(4-nifro fenil}-2-(E)-propenamida

N-GABA-3-(4-metoxi fenil)-2-(E}-propenamida
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6.2. Metodologia

6.2.1. Produccién de animales.

Para la produccién de los animales que se necesitaron para este trabajo, se
colocaron en cruza un 1 mache por cada 2 hembras de la cepa CD1 durante § dias y
cumplidos éstos se separon los machos de las hembras a las cuales se les colocé
individuaimente en cajas de acrilico con tapa de acero. A parlir del primer dia en que
se colocaron en cruza, se contaron 21 dias para tener la fecha de nacimiento de las
crias. Una vez nacidas las crias se contaron nuevamente 21 dias, fecha a la cual se
destetaron los animales separando hembras de machos. Una vez que cumplieron los
dos meses de edad con un peso aproximado de 20 a 25 g, se utilizaron para los

experimentos.

6.2.2. Pruchas de solubilidad,

En una placa de toque se colocd una pequefia cantidad de la sustancia a
analizar con la punta de una microespatula y se le adicions 0.1 mL aproximadamente
de uno de los disolventes a probar { MeOH, NaHCO; al 1%, NaHCO; al 2% y DMSO),
repitiendo esta operacién para todas las sustancias.

6.2.3. Preparacion de soluciones de prueba.

Se pesaron 90 mg de la sustancia a valorar y se adicionaron 0.5 mL de DMSO
y 2.5 mL de solucién salina para tener una concentracién de 30 mg/mL. Se disolvio en
el sonicador. Se tomé una alicuota de 0.5 mL y se aford a 5 mL con solucién salina,
para tener una concentracion de 3 mg/mL. De aqui se tomé una alicuota de 0.5 mL y
se aforaron a2 5 mL con solucién salina para obtener una concentracion de 0.3 mg/mL.

42



Valpracion de la actividad arificonvulsianante de N-GABA-3-[R-fenil)-2-{E)- propenamidas

Se administraron 0.1 mL por cada 10 g de peso, para tener dosis equivatantes a 3, 30
y 300 mg/kg.

6.2.4. Solucidn salina.

Se pesaron 9 g de NaCl y se aforaron en 1L de agua destilada.

6.2.5. Pentilentetrazol.

Se pesaron B0 mg de PTZ y se aforaron a 10 mL con solucién salina al 0.9 %

6.2.6. Medicifn de la actividad farmacolégica.

Se seleccionaron ratones macho de 2 meses de edad aproximadamente, que
pesaran entre 20-25 g. Se organizd a los animales en tres grupos de 6 ratones cada
uno y dos ratones para control en cada experimento. 24 h antes de cada experimento
se les relivé el alimento vy se les permilié el acceso libre al agua. Las sustancias de
prueba se administraron en un volumen de 0.4 mL/0 g de peso. Los animales
conlroles recibieron el vehiculo en el mismo volumen. 30 min. después de la
administracién de los tratamientos se administrd por via intraperitoneal, a todos los

~vanimales, una désis de 80 mg/kg de peso de pentilentetrazal. Se midid el periodo de
latencia de |a aparicion de las convulsiones ténico-clénicas y se registré el nimero y la

intensidad de éstas.
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Vil. RESULTADOS

7.1. Produccién de animales.
Se obtuvieron un total de 268 ratones macho de las 3 producciones realizadas

durante el desarrollo de esta Tesis, de los cuales se utilizaron 245 y los demas fueron
utilizados como pie de cria.

7.2. Pruebas de solubilidad.

L.as pruebas de solubitidad realizadas se presentan en la tabla 3.
0

Tabla 3. Solubilidad de las GABA amidas ante 4 diferentes disolventes,

+++ Faciimente soluble
* No se realiz la solubilidad de éste compuesto por falta de materia prima.
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(R 34- 35- 24-
H- p-MeO- | m-MeQ- p-Cl- m-Cl- m-NOz | p-NOsx | diMeO- | diMeO- | diMeO-
Disolvenle
NaHCOy 1% ++ + + - + + ++ - 4 *
aHCO; 2% + - - - - + + - +++ *
pMeoH +++ 4+ +++4 ++4 44 ++ +++ ++4+ bt *
DMSO +++ 4 +++ i+t +44+ ++4+ +++ ++ +++ *
- Insoluble
+ Poco soluble
++ Soluble
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7.3. Valoracién farmacolégica

La valoracién farmacoldgica realizada a los farmacos derivados del GABA
como agentes anticonvulsionantes, es presentada en las tablas 4, 5 y 6 ; en donde se
muestra el periodo de latencia en segundos, animales convulsicnados, las muertes y la

sobrevivencia en porciento para cada una de las GABA amidas estudiadas.
0

h/\/\",OH
R/@\)\ b o
Perlodo de % de ratones
Sustancia latencia *® que % Muertes ° %
(R-) presentaron Sobrevivencia
convulsiones
Control 122,61 £ 18.12 100 100 ]
H- 63.62+8.33 100 100 0
P-Me-O 145.74 + 30.72 100 16 84
m-MeO- 186.27 + 55.86 100 100 1]
p-Cl- 119.43 £ 20.67 83.3 33.33 66.67
m-Cl- 191.7 £ 46.31 100 80 50
m-NQ; 130.39 £ 15.98 83.3 16.66 83.34
P-NO, 181.14 £ 24.41 60 60 40
3,4-diMeO- 241.69 £ 140.5 66.66 33.33 66.67
3,5-diMeO 98,15+ 22.24 100 83.3 6.7
2.4-diMeO 103 + 18.02 100 83.3 18.7

Tabla 4. Resultades de 1a actividad farmacolégica de las GABA amidas a Ia dosis de 3
mg/kg de peso, en donde también se muestra el porciento de animales que
convulsionaron, el % de muertes existentes y el % de sobrevivientes.

* £1 perlodo de latencia esté dado en segundos.
* Media t efror estandar de la media.
® E1 % de muertes se registrd durante 1as 24 h siguientes a! experimento.
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Sustancia Periodo de % de ratones % Muerte % .
(R-) latencia que Sobrevivencia
presentaron
convulsiones
Control 12261+ 19.12 106 100 0
H- 67.13£7.97 100 66.66 33.34
P-Me-O 101.51 + 1517 100 33.33 66.67
m-MeO- 405.97 £ 162.07 833 50 50
p-Cl- 94.69 £ 15.53 100 33.33 656.67
m-Cl- 86.01 +17.49 100 83.3 16.7
m-NO, 96.81£ 12.28 100 50 50
P-NO, 461.87+ 145.83 100 33 &7
3, 4-diMeO- 2448+ 94.79 83.3 16.6 83.4
3,5-diMe0 92531 11.76 100 86.66 63.34
2.4-dMeQ 101.4 £ 15.75 833 83.3 16.7

Tabla 5. Resultados de 12 actividad farmacolégica de [as GABA amidas a la dosis de 30
mg/kg de peso, en donde también se muestra el porciento de animales que
convulsionaron, el % de muertes existentes y el % de sobrevivientes.
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0

Sustancia Periodo de % de ratones % Muerte %
(R-) latencia que Sobrevivencia
presentaron
convulsiones
Control 12261+ 1912 100 100 0
H- 108.84 £ 12.22 100 100 0
P-Me-O 703 +61.63 66.66 33.33 66.67
m-MeO- 109 .42 £ 16.37 100 83.3 16.7
p-Cl- 239.43 £ 73.84 80 40 50
m-Cl- 158.48 £ 523 100 60 40
m-NQ; 408.57 + 105.42 100 50 50
P-NO, 212.53 1+ 40.31 100 50 50
3 4-GiMeO- 403.7 % 138.07 83.3 33.33 6667
3,5-diMeO 138.95 £ 36.04 100 50 50
2,4-diMeO 177 £ 28.56 833 66.66 33.34

Tabla 6. Resultados de 1a actividad farmacolégica de las GABA amidas a la dosis de 300
mg/kg de peso, en donde también se muestra el porciento de animales que
convulsionaron, el % de muertes existentes y e] % de sobrevivientes.
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COMPUESTO

2 4-dimetoxi s i : |
3,5-dimetoxi miuing
2 4-dimelox e
pite e e T S I
m-nitro i
m-cloro
P'cl?ro
M-MetoX i1 L
p-meto;d
H e
Control
H—

0 100 200 300 400 500 600 700 800

@ Control M3 mgrkg [ 30 mg/kg B 300 mg/kg

Figura 9, Periodo de latencia de todas las GABA amidas a una dosis de 3, 30 y 300 mg/kg.
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o}
/@d\’v\n/"”
° LS
e et A ‘_7
t 24-dimetox ) o
i
|
3,5-dimetoxi
3 4-dimetox ,
p-nitro '
'9 m-nitro
[72)
o
P2 m-corn
| &
=
8 p-cloro
m-metoxi
p-metoxi
H
Control {
o 20 40 60 80 100 120
% MUERTES
[B Control @3 mgfkg (230 mg/kg E1300 mgrkg |
- —

Figura 10. Porcentaje de muertes para todas las GABA amidas. Se destaca el 100 % de
muertes existentes para el control,
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2,4-dimetoxi

3,5-dimetoxi

3.4-dimetoxi

p-nitro

m-nitro

m-cloro

COMPUESTO

p-cloro

m-metoxi

p-metoxi

Control

0 20 40 60 BO 100

9,
[ | 3 mgikg 30 mg/kg 8300 mglkg

Figura 11. Porcentaje de sobrevivencia para las GABA amidas con respecto al PTZ, en
donde se observa un aumento en la sobrevivencia de casi todos los compuestos a todas
las dosis.
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Vill. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1. Produccién de animales.

Todos los animales obtenidos en las producciones realizadas, se encontraron
bajo las especificaciones asi requeridas en ésta Tesis, excepto en algunos casos el
desarrollo de los animales fue muy rapido y antes de que tuvieran la edad suficiente
para su experimentacién ya tenian el peso adecuado para ello.

8.2. Pruebas de solubilidad.

De las pruebas de solubilidad realizadas a las sustancias se encontré que fodas
son solubles en MeOH y DMSO, no siendo asi en todos los caso para NaHCO;al 1y 2
%. La solubilidad fue uno de los pardmetros mas importantes para poder seieccionar el
vehiculo en el que serian administradas las sustancias y dado los resultados se
considerd que el mas idéneo fue el DMSO, con el cual se realizaron la mayoria de los

experimentos.

8.3. Valoracién farmacolégica.

El aurmento en el periodo de latencia para que se presenten las convulsiones
asi como la disminucién en el numero de animales que mueren por el agente
convulsionante, es un indicativo de actividad anticonvulsionante.

Conforme a los resultados oblenidos en la valoracién farmacolégica de las

GABA amidas como agentes anticonvulsionantes, se observa (figuras 9, 10 y 11) que
el periodo de latencia al cual se presentan las convulsiones tonicas fue mayor y
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estadisticamente significativo con los compuestos cuyos susiituyentes en el anillo
aromético son p-metoxi a 300 mg/kg, m-metoxi @ 30 mg/kg, m-nitro a 300 mglkg, p-
nitro a 30 mgfkg y 3,4-dimetoxi a 300 mafkg (Ver figura 9).

Cabe sedalar que el periodo de latencia también se vio aumentado con
respecto al conirol para otros sustituyentes, tales como m-metoxi a 3 mg/kg. p-cloro a
300 mgfkg, m-clore a 300 mgfkg, p-nitro a 3 y 300 mg/kg, 3.4-dimetoxi a 3 y 30 mg/kg
y 2,4-dimetoxi & 300 mg/kg, aungue en menor grado.

De acuerdo c¢on la figura 9, se ve claramente que los compuestos cuyos
sustituyentes en al anillo aromatico como p-nitro y 3,4-dimetoxi presentaron un
aumento en el periodo de latencia en las 3 dosis, por lo que se deduce que éstos son
los compuestos que presentan una actividad anticonvuisionante més alta con respecto

al control.

Respecto al % de animales que presentaron convulsiones (tablas 4, 5 y 6) se
demuestra que existen algunos compuestos que inhiben las convulsiones ténicas en
por lo menos un animal del grupo evaluado, tal es el caso del p-cloro y el 2,4-dimetoxi
que a dos diferentes dosis, ya que protegieron a unc o dos animales del grupo de
sufrir convulsiones tonicas. Cabe destacar que el 3,4-dimetoxi protegié minimo a un
ratén del grupo en cada una de sus dosis (3, 30y 300 mg/kg), io que le confiere un
interés especial sobre los demas compuestos.

Con excepcion de los animales tratados con compuestos cuyos sustituyentes
son H y m-metoxi a ia dosis de 3 mg/kg, todos los demas animales tratados con los
otros compuestos presentan una mayor sobrevivencia (Ver figuras 10 y 11) adn
cuando presentan las convulsiones tonicas provocadas por el pentilentetrazot, el cual
en el lote control provoct ef 100 % de muerte en los animales. Por lo anterior se
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presurne atin mas que los compuestos derivados de! GABA tienen alglin efecto
protector, ya que los ratones son Menos Propensos a sufrir estados convulsivos

severos que terminen en muerte.

También se puede apreciar que los sustituyentes del anillo argmatico aumentan
la actividad anticonvulsionante, ya que la N-GABA-3-(R-fenil)-2-(E)-propenamida (con
sustituyente H-) fue fa que presentd el menor efecto.

Los datos anteriores confirman los resuitados de otras investigaciones
realizadas con compuestos de la clase de las GABAcianamamidas, donde se presume
la actividad anticonvulsionante potente de varios compuestos con sustituyentes en el
anillo aroméatico (Wang et al., 1986).
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IX. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir [0

siguiente:

+ Fue posibte producir exitosamente los animales requeridos para el estudio bajo las
condiciones asi requeridas de edad, peso y sexo para este trabajo.

s Se determind la solubilidad de las sustancias, con lo que se pudo elegir

satisfactoriamente #! vehiculo para su administracién intraperitoneal.

» En general, las N-GABA-3-(R-fenil)-2-(E)-propenamidas valoradas presentaron
aclividad anticonvulsionante manifestada en e! aumento de la sobrevivencia ton

respecto a! control.

+ De la serie valorada, las GABAamidas con sustituyentes p-metoxi, m-metoxi, m-
nitro, p-nitro y 3,4-dimetoxi destacan por el aumento en el periodo de latencia
quedando en el orden de mayor a menor aclividad como: p-metoxi > p-nitro > m-metoxi
> 3 d-dimetoxi > m-nitro y por la consistencia en el aumento de la sobrevivencia de los
animales tratados con PTZ en mas del 50 % en la mayoria de los casos.
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X. SUGERENCIAS.

‘Las sugerencias que se dan para este trabajo son las sigulentes:

1) Dada la importancia de encontrar nuevos farmacos que inhiban los ataques
convulsivos, es posible sugerir que se continden las investigaciones con las
sustancias que presentaron mayor actividad, es decir que se evallen a otras dosis.

2) Se puede realizar un mayor lote de animales para disminuir la variabilidad bioldgica

entre cada grupo de animales.

3) Evaluar nuevamente los farmacos sin actividad aparente con otros Modelos
Experimentales de Epilepsia.

4) Sintefizar nuevas sustancias derivadas del GABA para continuat con los estudios en
busca de nuevas sustancias anticanvulsionantes.

5) Determinar el coeficiente de particion de las sustancias para aportar mas datos
sobre la liposolubilidad de [as sustancias y su actividad farmacologica.

8) Realizar una valorizacién mds detallada a los GA-5 y GA-B, ya que esta reportado
que esta clase de compuestos con sustituyentes Cl-, presentan una actividad
anticonvulsionante muy importante (Wang et al; 1986).
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