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Eficacia de la dapsona administrada sola o en combinacion con

diazepam para inhibir el status epilepticus en ratas

Resumen

Introduccidn:La epilepsia constituye uno de los problemas neuroldégicos mas comunes, se
estima que afecta al 2% de la poblacion mundial y se define como una afeccion crénica de
etiologia diversa, caracterizada por crisis recurrentes. El status epilepticus (SE) es una
complicacion grave de la epilepsia. En la actualidad no existe un tratamiento seguro y
eficaz para detener el SE, y solo se cuenta con el diazepam que al ser administrado en altas
dosis, genera efectos adversos importantes, por lo que es necesario realizar estudios de
seguridad e interaccién de farmacos para probar nuevos tratamiento con mayor seguridad y
posible efecto anti-convulsivo como es el caso de la dapsona. Objetivo:Evaluar la
capacidad de la dapsona para inhibir el SE administrada sola o en combinacion con el
diazepam en un modelo acido kainico (AK) en ratas, utilizando video-electroencefalografia
(VEEG). Materiales y Métodos:Se utilizaron ratas Wistar y se registrd la actividad
eléctrica cerebral por medio de VEEG. Fueron divididas en cuatro grupos: AK+vehiculo,
AK+dapsona, AK+diezepam y AK+dapsona+diazepam, los animales recibieron 12mg/kg
de AK y 90 minutos después se les administraron 25mg/kg de dapsona y/o 20mg/kg de
diazepam. Durante este tiempo se observaron las alteraciones conductuales, posteriormente
se realizé andlisis histoldgico para observar neuroproteccion Resultados:La evaluacion de
la actividad eléctrica convulsiva en el VEEG realizada 24h después de la administracién
del AK mostrd una reduccion del 90.04% con el grupo de AK+dapsona+diazepam. El
100% de las ratas tratadas con dapsona sola o en combinacion con el diazepam no
mostraron alteraciones conductuales y fue el mejor tratamiento neuroprotector Discusién y
Conclusiones:Los resultados demuestran que la dapsona administrada sola o en
combinacién con diazepan controla el SE, este es el primer estudio que reporta eficacia

terapéutica para el control del SE por lo que podria ser un tratamiento eficaz en perros.

Palabras clave: epilepsia, status epilepticus, acido kainico, dapsona, diazepam, ratas.
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Efficacy of the dapsone administered alone or in combination

with diazepam for inhibiting status epilepticus in rats

Summary

Introduction: Epilepsy is one of the most common neurological problems, is estimated to
affect 2% of world population and is defined as a chronic condition of diverse etiology,
characterized by recurrent seizures. Status epilepticus (SE) is a serious complication of
epilepsy. At present there is no safe and effective treatment to stop the SE, and only has to
diazepam when given in high doses, produces significant adverse effects, so it is necessary
to assess the safety and interaction of drugs to test further treatment with greater security
and anti-convulsive possible effect as in the case of dapsone. Objective: To evaluate the
ability of dapsone to inhibit SE administered alone or in combination with diazepam in a
kainic acid model (AK) in rats using video-electroencephalography (VEEG). Materials
and Methods: Wistar rats and recorded brain electrical activity via VEEG. They were
divided into four groups: AK+Vehicle, AK+dapsone, AK+diezepam and
AK-+dapsone+diazepam, the animals received 12 mg/kg of AK and 90 minutes later were
given 25mg/kg of dapsone and/or 20mg/kg of diazepam. During this time there were
behavioral disturbances later histological analysis was performed to observe
neuroprotection Results: The evaluation of seizure electrical activity in the VEEG
performed 24 h after administration of AK, showed a reduction of 90.04% with the group
of AK + dapsone + diazepam. A 100% of the rats treated with dapsone alone or in
combination with diazepam showed no behavioral changes showing to be the best treatment
and neuroprotective Discussion and Conclusions: The results demonstrate that dapsone
administered alone or in combination with diazepam, controls the SE. This is the first study
reporting therapeutic efficacy for the control of SE so it could be an effective treatment in
dogs.

Keywords: epilepsy, status epilepticus, kainic acid, dapsone, diazepam, rats.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La epilepsia constituye uno de los problemas neurol6gicos mas comunes que afecta del 1%
al 2% de la poblacion mundial humana. De acuerdo con la Liga Internacional contra la
Epilepsia (ILAE) la epilepsia se define como una afeccion cronica de etiologia diversa,
caracterizada por crisis recurrentes debidas a una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales (Lépez-Hernandez et al., 2005). La convulsion es un problema de la funcion
cerebral con caracteristicas de paroxismo transitorio con tendencia recurrente y terminacion
espontanea. El SE es una serie de convulsiones que duran entre 20 y 30 minutos, que es la
estimacion del tiempo necesario para causar dafio cerebral, también se considera SE a dos o
mas convulsiones discretas sin recuperacion total de la conciencia entre convulsiones (Goiz
et al., 2008).

Al igual que en los humanos, en los perros ocurre algo similar, se considera que la epilepsia
es el problema neuroldgico mas comun (Goiz et al., 2008; Berendt 2004; Chandler 2004).
Las convulsiones se presentan en el 14% de de perros con signos neurolégicos; el 80% de
éstos padecen epilepsia idiopatica (Bollinger y Kline 2000). Se estima que hasta un 5% de
la poblacién canina mundial estd afectada (Patterson 2004). El promedio de vida de un
perro sano es de 12 afos de edad mientras que el de los perros que se sacrifican por
eutanasia 0 mueren por la condicidn epiléptica se reduce a un promedio de 2.3 afios
(Berendt et al., 2007). Esto debido a la alta prevalencia de resistencia al tratamiento o
refractariedad con los farmacos anticonvulsivos de primera eleccién como el fenobarbital y
el bromuro de potasio la cual es del 20 al 30% (Podell y Fenner 1993). El incremento de
dosis de dichos farmacos puede ser efectiva, pero en ocasiones no es posible debido a los
efectos secundarios y toxicidad que pueden causar (Dewey 2006). Aunado a dicha

problematica, la mayoria de los farmacos anticonvulsivos utilizados con éxito en pacientes
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epilépticos humanos, no pueden ser administrados en perros, ya sea por diferencias en la

farmacocinética, o debido a que producen hepatotoxicidad (Podell 1998).

Si bien el promedio de vida en los perros convulsivos es bajo, en un estudio realizado en la
Universidad de Carolina del Norte, EUA se demostrd que el 59% de los perros convulsivos
tienen por lo menos un episodio de SE y el 32% de ellos mueren; ademas de que el
tratamiento temprano anticonvulsivo no disminuye el riesgo de presentar SE (Saito et al.,
2001).

Es importante aclarar que se desconoce el mecanismo preciso de la epileptogénesis. Las
convulsiones son resultado de un aumento en la excitabilidad y sincronizacién neuronal.
Los cambios en la excitabilidad normal de los circuitos neuronales por aumento de
excitacion recurrente, o deficiente inhibicion pueden propiciar actividad epileptiforme
(March 1998). Se ha descubierto que el cerebro epiléptico tiene receptores GABAérgicos
con comportamiento anormal que impiden la transmision inhibitoria. La actividad anormal
genera cambios plasticos en los circuitos corticales estos factores son fundamentales para la
patogenia de la enfermedad. Se reconoce que las convulsiones sin control pueden ocasionar
excitotoxicidad. Esto es que las convulsiones repetidas e intensas dafian a otros grupos
neuronales. Lo anterior se debe, al menos en parte, a la habilidad del glutamato y a
compuestos relacionados con éste para destruir neuronas por transmision sinaptica
excitatoria prolongada (Goiz et al., 2008). EI GABA es el neurotransmisor inhibitorio més
importante en el cerebro y ocasiona PPSI cuando se liga a los receptores GABA. Los
receptores GABAg se encuentran ligados a canales de potasio en las dendritas, también
existen canales para potasio dependientes de calcio en los procesos axonales y dendriticos.
Asimismo, en el soma canales para cloro unidos a receptores GABAA provocan
hiperpolarizacion rapida por entrada de cloro a la célula causando un PPSI (March 1998;
Goiz et al., 2008).

Se ha observado que en la transicién de una convulsion Gnica a SE autosostenido, los

receptores GABAA se mueven de la membrana sinéptica al citoplasma, donde no poseen
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actividad funcional. Esto reduce el nimero de receptores GABAA disponibles para que se
una el GABA o farmacos GABAérgicos y puede explicar la resistencia farmacoldgica a las
benzodiacepinas (Chen et al., 2007). También hay subunidades de receptores AMPA vy
NMDA que se mueven de sitios subsinapticos a la membrana sinadptica, causando mayor
hiperexcitabilidad y posiblemente explican la sensibilidad a bloqueadores de receptores
NMDA que persiste durante el SE (Lépez-Hernandez et al., 2005; Goiz et al., 2008).

La liberacion excesiva y persistente de glutamato inicia una cascada de eventos
intracelulares mediados por calcio que llevan a la excitotoxicidad neuronal, en el
hipocampo, amigdala, neocorteza y talamo. La disfuncion neuronal y muerte celular en
estas areas vulnerables del cerebro son consecuencia comun después de la actividad

convulsiva prolongada (Goiz et al., 2008).

El EEG es el examen mas importante para el diagnostico de epilepsia en humanos y
proporciona evidencia acerca de la naturaleza parcial o generalizada de la convulsion. El
EEG constituye una prueba confirmatoria de epilepsia en perros (Goiz et al., 2008). Se ha
propuesto un sistema de registro encefalografico de 12 electrodos que incorporan
electrodos especiales para obtener trazos de la actividad eléctrica de la region temporal, no
solo de la neocorteza sino también de la paleocorteza (l6bulo piriforme y cuerpo
amigadalino) y de la arquicorteza (hipocampo) (Pellegrino 2003; Goiz et al., 2008). EI EEG
consiste en el registro y la evaluacion de los potenciales eléctricos generados por el cerebro
y obtenidos en la superficie del craneo, el cual refleja la dindmica sinaptica de la corteza
cerebral. La misma esta dada por PPSE y PPSI desarrollados en grandes dendritas y en los
cuerpos neuronales de extensas poblaciones de células piramidales que se orientan en
columnas mas o menos perpendiculares a la superficie cortical. Si bien lo ideal seria
obtener el trazado en las condiciones mas naturales posibles, la falta de colaboracion de los
perros hace necesario algun tipo de restriccién quimica. Por otra parte, los autores que han
trabajado restringiendo a estos animales en forma mecénica, reconocen los problemas que
ocasionan los artificios producidos por los movimientos, que pueden ser malinterpretados

como grafoelementos patologicos (Pellegrino 2003).
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Los fendmenos bioeléctricos cerebrales normales consisten en una actividad de base o de
fondo, a la que se agrega eventualmente una actividad transitoria. La actividad base se
caracteriza por la existencia de ritmos u ondas de forma y duracién similares, con aparicion
regular recurrente. Tales ritmos se definen en base a su frecuencia y amplitud. La
frecuencia es el namero de ciclos u oscilaciones completas de una onda que tienen lugar en
la unidad de tiempo; su unidad es en hertz (Hz) que equivale a un ciclo por segundo. La
amplitud de estas ondas se refiere a la magnitud de los cambios de voltaje, medidos de pico
negativo a pico positivo, y se expresan en microvoltios (V) (Pellegrino 2003). Las ondas
de aparicion regular recurrente que conforman la actividad de base se dividen segin su
composicion frecuencial en las siguientes bandas: Delta: 0.5-3.5 Hz (zona cortical,
estimulos ambientales y organicos, frecuencia lenta y de gran amplitud, suefio profundo),
Theta: 4-7.5 Hz (disminucion del estado de conciencia), Alfa: 8-13.5 Hz (analoga a la
actividad sincronizada de la corteza y el talamo, pacientes despiertos, la actividad eléctrica
cerebral incrementa en frecuencia y disminuye en amplitud), Beta;: 14-21 Hz (corteza
cerebral, condicién de alerta, percibe estimulos sensoriales la frecuencia incrementa ain
mas). Beta,: 22-30 Hz, Sigma: 7-14 Hz (actividad de aparicion espisddica como los husos
de suefio) (Goiz 2007; Pellegrino 2003; Jasper 2002). La actividad anormal del EEG puede
establecerse con dos conclusiones principales: 1) que el trazado refleja una perturbacion
permanente de la funcidn cerebral de tipo focal, multifocal o generalizado, con alteraciones
evidentes de la actividad de base y 2) que en una lesion cortical focal multifocal o
generalizada, el registro se normaliza cuando pasa el periodo agudo, sin afectar la actividad
base (Pellegrino, 2003).

Dentro de los primeros 30 minutos en SE el perro desarrolla hipertension arterial, aumento
en el flujo sanguineo cerebral, hipoxemia, hipercabemia, hiperglucemia y acidosis lactica.
Los cambios posteriores pueden incluir hipotensién arterial, disminucién en el pH arterial,
fiebre, hiperpotasemia, mioglobinuria, e hipoglucemia. La combinacion de un colapso
circulatorio la hipoperfusion de 6rganos, y el agotamiento de energia puede llevar a una

insuficiencia severa, irreversible de los 6rganos (renal, hepatico, cardiaco) (Podell 2009).
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El tratamiento inicial para controlar el SE en perros es la administracion i. v. del DZP que
en esta especie tiene una vida media de 3.2 h a una dosis de 0.5-1.0 mg/kg, (dosis maxima
20 mg). La dosificacion se puede repetir 2 horas después. También puede ser administrado
por via rectal a una dosis de 1 mg/kg alcanzando concentraciones en plasma a los 14
minutos aproximadamente. Los efectos secundarios de esta benzodiacepina son: depresion
respiratoria, hipotensién y alteracion de la conciencia (Platt 2009). A pesar de que dicho
farmaco tiene capacidad de detener el SE, este debe ser administrado en dosis altas,
generando efectos adversos que pueden poner en riesgo la integridad de los perros. Es por
esta razon, que se siguen desarrollando nuevas terapias farmacoldgicas mas eficaces y

seguras. Con base en este planteamiento el presente trabajo propone el uso de la DDS.

Se sabe que la DDS (4,4’- diamino-difenilsulfona) tiene efecto anticonvulsivo y ha sido
probado en modelos experimentales de kindling en ratas y en gatos siendo efectiva incluso
dias después de haber finalizado el tratamiento (Hamada et al., 1991); también se ha
reportado que la DDS es capaz de inhibir la actividad eléctrica convulsiva inducida por la
administracion del AK y puede controlar la propagacion de la descarga neuronal del sitio
epileptogénico a otras regiones del cerebro en ratas (Altagracia et al., 1994; Rios et al.,
1993). El mecanismo a través del cual actua la DDS aln no se conoce. Sin embargo se ha
propuesto que su capacidad como bloqueador de los receptores de glutamato y el
incremento de la inhibicidén neuronal, posiblemente por neuronas GABAérgicas, asi como

al regular el flujo de calcio en las neuronas (Santamaria et al., 1997).

En la actualidad se cuenta solamente con un estudio sobre la administracion de la DDS para
definir su farmacocinética y biodisponibilidad en perros, los resultados demuestran que la
vida media del farmaco administrada por via intravenosa es de 13.4 h y por via oral fue de
11.5 h a una dosis de 5 mg/kg (Hekman et al., 1989). A pesar de que se ha probado su
eficacia en modelos experimentales de epilepsia, no se sabe si tiene efecto una vez
instalado el SE. Asimismo se desconoce su interaccién con el DZP, por lo que es

importante realizar estudios encaminados a demostrar su eficacia en este padecimiento.
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1.2 Planteamiento del problema

Debido a que en la actualidad no existe un tratamiento seguro y eficaz para detener el SE, y
solo se cuenta con el DZP que al ser administrado en altas dosis, genera efectos adversos
importantes que ponen en riesgo la integridad de los animales, y a pesar de estos riesgos,
es el tratamiento de eleccion para detener el SE en perros, es necesario realizar un estudio
de seguridad e interaccion de farmacos para probar un nuevo tratamiento con mayor
seguridad y posible efecto anti-convulsivo durante el SE de la DDS aplicado en modelos de

ratas para complementar toda la informacién posible antes de ser aplicado en perros.

1.3 Hipétesis

Si la DDS administrada sola o en combinacién con DZP tiene la capacidad para inhibir el
SE en ratas, entonces observaremos una actividad eléctrica cerebral normal en los animales
tratados al ser comparados con el grupo control no tratado.

1.4 Objetivos

Evaluar el posible efecto inhibidor del SE de la DDS administrada sola o en combinacién
con DZP por medio de VEEG en el modelo de SE inducido con AK en ratas.

Evaluar el posible efecto neuroprotector de la DDS administrada sola o en combinacién con
DZP por medio de un analisis histologico con tincion de violeta de cresilo del area CA3 del

hipocampo para determinar la densidad neuronal.
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2. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNN) con la aprobacion del Subcomité
Institucional para el Cuidado y uso de Animales en Experimentacién (SICUAE), ya que
cumplio con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 sobre las Especificaciones

Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio.

2.1 Animales

Se utilizaron 42 ratas Wistar macho con un peso de 250-300 g a los que se les implantaron
electrodos estereotdxicamente en corteza parietal y frontal para registrar la actividad
eléctrica cerebral por medio de VEEG (Altagracia et al., 1994; Vermoesen et al., 2010).

2.2 Implantacion de electrodos

Se utiliz6 como anestesia pentobarbital sddico (Anestesal, laboratorios Pfizer®) a una dosis
de 40 mg/kg i. p. para insertar los electrodos en el craneo fijandolos con acrilico dental, 7
dias antes del experimento. Durante este tiempo los animales se mantuvieron en jaulas
individuales con comida y agua ad libitum (Altagracia et al., 1994; Vermoesen et al., 2010)
en el bioterio del INNN.

2.3 Tratamientos farmacoldgicos

Los animales fueron divididos de manera aleatoria en cuatro grupos citados a continuacion:
Grupo 1 (grupo control) administracién de AK+Veh (solucién NaCl 0.9%) i. p. (n=12);
Grupo 2 se les administr6 AK+DDS25 (SIGMA® laboratories) i. p. (Hamada et al., 1991)
(n=10); Grupo 3 se le administr6 AK+DZP20 (Valium®, laboratorios Roche) i. p.
(Vermoesen et al., 2010) (n=10); Grupo 4 se le administr6 AK+DDS25/DZP20 i. p. (n=10).
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2.4 Andlisis del VEEG

Se inicio el estudio colocando a las ratas en cajas de acrilico individuales para tomar lectura
del VEEG (EBNeuro B.E light, Software database Galileo NT PMS). Después de 10 min
de lectura basal se les inyect6 AK (SIGMA® laboratories) recién disuelto en solucion
salina (NaCl 0.9% Pisa® Farmacéutica Mexicana S.A. de C.V.) a una dosis de 12 mg/kg i.
p. para inducir el modelo de SE de acuerdo con lo reportado (Pitkénen et al., 2006;
Kondratyev 2002; Peterson y Albertson 1998). Los animales recibieron el tratamiento 90
minutos después de la administracién i. p. del AK (Vermoesen et al., 2010; Kondratyev et
al., 2002; Seegers et al., 2002) y se hizo lectura del VEEG durante los 150 min posteriores
para determinar la eficacia de los tratamientos (Choy et al., 2010). Veinticuatro horas
después de la administracion de AK se tomo lectura del VEEG por 30 min (Kondratyev et
al., 2002; Vermoesen et al., 2010).

Para identificar la AEC en el VEEG se tomo en cuenta lo reportado por Kanamori y Ross
(2011), ellos indican que las convulsiones en el VEEG se identifican como un periodo de
cambios consistentes y repetitivos en amplitud y frecuencia de la actividad eléctrica que es
claramente diferente a la actividad interictal que persiste por >10 s Pitké&nen et al., (2005)
comenta que la descarga debe durar al menos 5 sy la amplitud debe ser por lo menos dos
veces mas alta que VEEG basal.

2.5 Anélisis conductual

Para la observacion de las diferentes conductas se utilizd la escala de Racine (1972) la cual
se divide en 5 fases. Fase I: Clonus faciales, Fase Il: Sacudidas de cuerpo (sacudidas de
perro mojado), Fase Ill: Mioclonias de miembros toréacicos, Fase IV: Levantamiento de
miembros toracicos (posicion de canguro) y Fase V: Levantamiento y caida de la rata.
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2.6 Histologia

Una vez terminado el estudio de VEEG se les administré una sobredosis de pentobarbital
sodico (300mg/kg) como eutanasia, para posteriormente perfundirlas utilizando una
solucion Hartman (Pisa® Farmacéutica Mexicana S.A. de C.V) de 500 ml con 1ml de
heparina seguida de formalina 1 It (32.4g de cloruro de sodio, 3600ml de agua desionizada,
400 ml formol necesario para 3 animales), para fijar el tejido cerebral. Se extrajo el cerebro
y se conservo en formalina. Posteriormente se coloco en una matriz sagital de cerebro de
roedor y se disecciond en el sitio localizado entre 3.14 y 4.16 mm posterior a Bregma
(Blondeau, et al., 2002) antes de ser incorporado en cera de parafina (Cock, et al., 2002).
Despueés se cortaron secciones de 12 um con el microtomo (Leica® RM2125RT), y se
recolectaron 10 secciones (escogidas al azar) por rata, 6 ratas de cada grupo y 3 ratas Sham,
para tefiir el tejido con violeta de cresilo y realizar el conteo neuronal en 1 mm lineal en el
area CA3 del hipocampo usando un microscopio optico (Leica® DME) con una ampliacion
de 400X. Las neuronas con cuerpos celulares encogidos o a las que rodeaban espacios
vacios fueron excluidas (Blondeau, et al., 2002).

La severidad del dafio neuronal también fue semi-cuantificada por la escala de Brandt et al.,
(2007) como sigue: 0= no hay dafio obvio; 1= apariencia normal de la estructura sin
evidencia clara de pérdida neuronal visible; 2= lesiones que involucran 20-50% neuronas;
3= lesiones que involucran >50% de neuronas. Es necesaria una pérdida del 15-20% de
neuronas para que pueda ser detectado por inspeccion visual con una ampliacion de 200X
(Brandt et al., 2007; Brandt et al., 2006; Pitk&nen et al., 2005).
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3. RESULTADOS

3.1 Supervivencia

Para medir la supervivencia de los diferentes tratamientos en estudio se realizd la prueba
estadistica de Kaplan Meier en la cual no se observaron diferencias significativas entre los
grupos 1, 2, 3y 4 (Gréfica 1). Los porcentajes de mortalidad fueron los siguientes: el grupo
control (AK+Veh) obtuvo un 36.84% seguido del grupo tratado con DDS25 con 33.33%
después el grupo tratado con la combinacion de la DDS25/DZP20 con 16.66% y por Gltimo
el grupo tratado con DZP20 a una dosis de 20 mg/kg con solo 9.09%.
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Gréfica 1. Probabilidad estimada de supervivencia después de los tratamientos. Los
animales fueron monitoreados durante 24 h después de la administracion AK y el tiempo en
el que cada uno de los animales fallecié fue registrado. Se realiz6 la prueba de Kaplan

Meier seguida de la prueba de Log Rank y no se observaron diferencias estadisticamente
significativas.
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3.2 Actividad eléctrica convulsiva (AEC)

El tiempo de convulsion eléctrica se calcul6 como el porcentaje del tiempo total de
grabacion en que el animal presentd6 AEC (Altagracia et al., 1994). En la figura 1 se
muestran las imagenes representativas de la AEC post-tratamiento de los diferentes grupos
en estudio. Los resultados del porcentaje de AEC observados durante 2.5 h post-tratamiento
se muestran en el cuadro 1, los valores se expresan como promedios de los 10 a 12
animales por grupo. En este estudio se observo que la AEC fue del 100% en los animales
control a los que solo se les administré solucion salina en el lapso de 2.5 h que duré el
estudio de VEEG post-tratamiento. En los animales tratados con DDS25 se observo un
96.6% de AEC, que representan una disminucion del 3.4%. Los animales tratados con
DZP20 presentaron 11.9% de AEC, que representa una disminucion del 88.1%. Finalmente
en la terapia combinada de DDS25/DZP20 se observo una AEC de 12% que representa una
disminucion del 88% en comparacion con el grupo control. Con estos resultados se puede
observar que todos los tratamientos que se probaron en este estudio tuvieron la capacidad
de disminuir la AEC en comparacion con el grupo control. Todos los datos fueron
analizados con la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (p=0.000) seguida de la prueba
de Mann Whitney (p<0.05). Asimismo, los resultados del porcentaje de AEC observados
durante 30 min 24 h después de la administrar del AK se muestran en el cuadro 1y estan
expresados como valores promedios de las evaluaciones de 10 a 12 animales por grupo. En
este estudio se observé una AEC del 42.2% en los animales control durante 30 min de
VEEG a las 24 h de administrar el AK, los animales tratados con DDS25 mostraron un
10.7% de AEC, que representa una disminucién del 77.33% en comparacion con el grupo
control. El grupo tratado con DZP20 mostré una AEC de 13.3%, que representa una
disminucién del 71.82% vy finalmente el grupo al que se le administré la combinacion de
DDS25/DZP20 mostraron solo un 4.7% de AEC que representa una disminucion del
90.04% en comparacion con el grupo control. Los datos fueron analizados con la prueba de
Kruskal Wallis (p=0.04) seguida de la prueba de Mann Whitney (p=0.04).
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Figura 1. AEC post-tratamiento. A: Imagen representativa de la AEC post-tratamiento de
los diferentes grupos en estudio. B: Diferentes tratamientos en el VEEG. El EEG tiene una
sensibilidad de 200 pV/mm.
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Cuadro 1. Efecto de los tratamientos en la AEC del VEEG.

AEC Post- % de AEC 24 h % de

Tratamiento . < i < Numero de
- tratamiento reduccion despues reduccion

Farmacologico (2.5 h) (Post-tx) (30 min) (24 h) ratas
A 100% 47.2% 12
DDS Op* 0 0 0
(AK+DDS25) 96.6% 3.4% 10.7% 77.33% 10
(DAiFiszzo) 11.9%* 88.1%  13.3%  71.82% 10
raonsizeay 2% 88%  4.7%**  90.04% 10

Los resultados se expresan en porcentajes de la AEC observada en el VEEG durante 2.5h
post-tratamiento y 24 h después de administrar el AK durante 30 min. El porcentaje de
reduccién con respecto al control (% de reduccidon) es la disminucion de la AEC de los
grupos con tratamiento en comparacion con el grupo control. Se encontraron diferencias
significativas de la AEC durante el estudio post-tratamiento (Post-tx) entre el grupo control
y los grupos con tratamiento *p=0.00 Kruskal Wallis, *p<0.05. La AEC 24 h después de la
administracion del AK durante el estudio de 30 min mostro diferencias significativas entre
el grupo control y la combinacion de DDS25/DZP20 Kruskal Wallis **p=0.04 Mann
Whitney **p=0.04.
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3.3 Alteraciones conductuales evaluados con la escala de Racine

Los resultados correspondientes a la conducta valorada por la escala de Racine (1972) post-
tratamiento durante 2.5h y 24h después de administrar el AK durante 30 min de estudio se
muestran en la grafica 2. Los valores estan expresados en medias + error estandar (E.E.) de
los 10 a 12 animales por grupo. En este estudio se observo que los animales control
(AK+Veh) desarrollaron una media de 4.08 + 0.22 conductual que corresponde a el
levantamiento de miembros anteriores (posicion de canguro) por efecto del AK durante las
2.5 h de estudio. Mientras que los animales tratados con DDS25 obtuvieron una media de
3.8 £ 0.32 conductual que corresponde también a el levantamiento de miembros posteriores
(posicion de canguro) y representan una reduccion del 6.86% en comparacion con el grupo
control. Los animales tratados con DZP20 obtuvieron una media de 1.7 £ 0.42 conductual
que corresponde a las SPM constituye una reduccion del 58.33% y finalmente la terapia
combinada de DDS25/DZP20 obtuvieron una media de 1.3 £ 0.39 conductual que
corresponde a mioclonias faciales segun la escala de Racine y representa una reduccién del
68.13% en comparacion con el grupo control. Estos resultados demuestran que la
combinaciéon de DDS25/DZP20 es la mas eficiente para controlar las alteraciones
conductuales inducidas por AK en comparacion con el grupo control (ANOVA, seguida de
Tukey; n=10-12 experimentos independientes). Las conductas observadas a las 24 h de
administrar el AK durante 30 min se muestran en la grafica 2. Los valores estan expresados
como medias de los 10 a 12 animales por grupo. El grupo control mostrd una media de 1.17
conductual que corresponde a las SPM en la escala conductual. Los animales tratados con
DDS25 no presentaron ninguna alteracion de la conducta. El grupo tratado con DZP20
obtuvieron una media de 0.5 conductual que corresponde al punto intermedio entre ninguna
alteraciéon de la conducta y las mioclonias faciales. Finalmente el grupo tratado con la
combinacion de DDS25/DZP20 no presentaron ninguna alteracién de la conducta. Los
datos fueron analizados por la prueba de Kruskal Wallis (P=0.00) seguido de la prueba de
Mann Whitney (P<0.03). Los resultados obtenidos demuestran que la DDS25 inhibe la
respuesta conductual inducida por el AK de acuerdo a la escala de Racine.
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Gréfica 2. Alteraciones conductuales evaluados con la escala de Racine durante 2.5 h post-
tratamiento y 24 h después de administrar AK. Resultados se expresan en medias * el error
estandar. Las conductas observadas post-tratamiento durante el estudio de 2.5h mostraron
diferencias significativas entre grupos con la prueba de ANOVA (*p=0.00) seguida de
Tukey (*p=0.00) mostrando diferencias significativas en los grupos tratados con DZP20 y
DDS25/DZP20 comparados con el grupo AK+Veh. Las conductas observadas 24 horas
después de la administracion del AK durante 30 min mostraron diferencias significativas
entre grupos con la prueba de Kruskal Wallis (**p=0.00) y seguida de Mann Whitney
mostrando diferencias significativas (**p<0.03) entre el grupo AK+Veh (n=12) y los
grupos con tratamiento anticonvulsivo (n=10).
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3.4 Efecto neuroprotector de la DDS administrada sola o en combinacion con el DZP
evaluado con base en la cantidad de células piramidales del CA3 del hipocampo
viables.

La gréafica 3 presenta los resultados del conteo de neuronas piramidales en 1 mm lineal del
area CA3 del hipocampo, tefiidas con violeta de cresilo en los hemisferios cerebrales. Los
valores estan presentados en medias £ E.E. de los 3 a 9 animales en estudio. El grupo Sham
(control) obtuvo una media de 212.77 = 1.49 neuronas piramidales, el grupo al que se le
administré solucion salina obtuvo una media de 124.33 + 17.72 neuronas piramidales
hipocampales que equivale a una disminucion del 41.56% en comparacién con el grupo
control. El grupo tratado con DDS25 obtuvo una media de 165.11 + 17.93 neuronas
piramidales que equivale a una disminucién del 22.39%. El grupo tratado con DZP20
obtuvo una media de 157.72 £ 31.12 neuronas piramidales que equivale a una disminucion
del 25.87%. Finalmente el grupo tratado con la combinacion de DDS25/DZP20 una media
de 195.77 £ 10.24 neuronas piramidales que equivale a una disminucion del 7.98% en
comparaciéon con el grupo control. Como se puede apreciar el grupo tratado con la
combinacion de DDS25/DZP20 obtuvo los mejores resultados en cuanto a neuroproteccion.
Se realiz6 ANOVA (p<0.05) seguida de Dunnett (p=0.04).

Se realizé un analisis semi-cuantitativo para observar la severidad del dafio neuronal (ver
grafica 4) utilizando un sistema de clasificacion realizado por Brandt et al. (2007). Los
resultados se expresan en medias de las 2 secciones del hipocampo observando la
severidad del dafio neuronal del area CA3 con un foco de 200X (ver figura 2). EIl grupo
Sham (control) obtuvo calificacién de cero ya que no se observé dafio obvio. El grupo
AK+Veh obtuvo una media de 2.3 de calificacion que corresponde a lesiones que
envuelven del 20-50% de las neuronas del area CA3. EIl grupo tratado con DDS25 obtuvo
una media de 1.9 de calificacién que corresponde al mismo dafio neuronal observado en el
grupo sin tratamiento anticonvulsivo. El grupo tratado con DZP20 obtuvo una media de 1.8
de calificacion que corresponde a las mismas observaciones que el grupo AK+Veh vy el
grupo tratado con DDS25. Mientras que el grupo tratado con la combinacion de
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DDS25/DZP20 obtuvo una media de 0.5 de calificaciébn que corresponde entre una
apariencia sin dafio obvio, a una apariencia anormal sin evidencia clara de pérdida neuronal
visible. Se realiz6 la prueba de Kruskal Wallis (p=0.00) mostrando diferencias
significativas entre grupos seguido de la prueba de Mann Whitney (p=0.00) encontrando
diferencias significativas entre el grupo AK+Veh y el grupo tratado con la combinacién de
DDS25/DZP20. Nuevamente la combinacion de la DDS25/DZP20 obtuvo el menor dafio
neuronal comportandose de igual manera que el grupo Sham en comparacion con los otros

grupos en estudio.
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Figura 2. Imagenes representativas del area CA3 del hipocampo. Imagenes en las que se
muestran las células piramidales de la capa CA3 del hipocampo, 24 h después de la
administracion de AK a una dosis de 12 mg/kg. Panel A: Ratas Sham ampliacion 40X.,
Panel B y C) ampliacion 200X y 400X respectivamente. Panel D) ratas con AK+Veh
ampliacion 40X, Panel E y F) ampliacién 200X y 400X respectivamente. Panel G) ratas
con AK vy tratados con DDS25. Panel H) 200X, Panel I) ampliacion 400X. Panel J, Ky L)
ratas con AK y tratadas con DZP25 amplificacion de 40X, 200X y 400X respectivamente.
Panel M, N y N) ratas con AK vy tratadas con la combinacion de DDS25/DZP20 con
ampliacion de 40X, 200X y 400X respectivamente. Técnica histoldgica con violeta de

cresilo. Las flechas blancas sefialan las neuronas picnoticas.
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Gréfica 3. Densidad neuronal del area CA3 del hipocampo. La gréafica muestra las medias
+ E.E. de la densidad neuronal total evaluada en las 2 secciones de hipocampo del &rea
CA3, en los diferentes grupos experimentales a 400X. Sham (n=3), AK+Veh (n=9),
AK+DDS25 (n=6), AK+DZP20 (n=6), y AK+DDS25/DZP20 (n=6). Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo AK+Veh y los deméas grupos en estudio. ANOVA
seguida de la prueba de Dunnett (*p=0.04).
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Gréfica 4. Severidad del dafio neuronal evaluado con la escala semi-cuantitativa de Brandt.
Los resultados estan expresados en medias £ E.E. El grupo Sham (control) (n=3) obtuvo
cero ya que no se observo dafio obvio de acuerdo con la escala de Brandt. Al grupo
AK+Veh (2.3 de calificacion) (n=9); El grupo DDS25 (1.9 de calificacion) (n=6) y el grupo
tratado con DZP20 (1.8 de calificacion) (n=6) les corresponden las lesiones que envuelven
del 20-50% de las neuronas del &rea CA3. El grupo DDS25/DZP20 (0.5 de calificacion)
(n=6) le corresponde entre una apariencia sin dafio obvio a una apariencia anormal sin
evidencia clara de pérdida neuronal visible. Kruskal Wallis (*p=0.00) seguido de Mann

Whitney (*p=0.00) encontrando diferencias significativas entre el grupo AK+Veh vy el
grupo DDS25/DZP20.
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4. DISCUSION

En la presente investigacion se evaluo la eficacia de la DDS sola o en combinacién con el
DZP para inhibir el SE inducido por la administracion de AK. ElI AK es un agonista de los
receptores de glutamato tipo kainato (familia de los receptores ionotrdpicos), tras su union
al receptor el AK induce una serie de eventos celulares (1) entrada de calcio y sodio a la
célula (2) produccién de especies reactivas del oxigeno (3) disfuncion mitocondrial que
conduce a la apoptosis y necrosis neuronal (Contractor et al., 2011; Xiang-Yu et al., 2011).

La supervivencia observada en este estudio no fue significativamente diferente entre los
grupos con tratamiento anticonvulsivo y el grupo control, lo que sugiere que la
supervivencia esta sujeta al modelo de SE, y no al tratamiento administrado. La mortalidad
obtenida en el grupo tratado con DZP a una dosis de 20 mg/kg fue de 9.09% este resultado
difiere de con la mortalidad reportada por Hasson et al. (2008) y Vermoesen et al., (2010)

que fue del cero por ciento.

En cuanto al mecanismo exacto por el cual la DDS es capaz de atenuar la excitotoxicidad,
se ha planteado que tal como la zonisamida inactiva los canales de calcio voltaje
dependientes, lo que podria deberse a su similitud estructural (Suzuki et al., 1992).
Entonces la DDS inhibe los efectos excitotdxicos tanto en Ila liberacion excesiva del
glutamato, como en la sobreproduccion de radicales libres derivados de procesos
inflamatorios. Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que todos los
grupos a los que se les administré tratamiento anticonvulsivo inhibieron la AEC en
comparacion al grupo control y se observé que la DDS25 es capaz de inhibir la AEC post-
tratamiento durante 2.5 h de forma parcial (3.4%) en comparacion con los grupos tratados
con DZP20 (88.1%) y la combinacion de DDS25/DZP20 (88%) estos dos ultimos
resultados se observa el efecto del DZP20 sobre la AEC. ElI DZP es una benzodiacepina
agonista de los receptores GABAA, es de rapida accion (s6lo unos minutos) y efectivo en la
terapia inmediata para detener el SE en ratas (Hasson et al., 2008). Recientemente Hasson
et al. (2008) comprobé que la terapia con DZP a 20 mg/kg administrado 45 min después de
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que se presenta el SE es inefectiva. Las altas concentraciones de DZP pueden causar una
excesiva activacion de los receptores GABAA esto puede provocar una desensibilizacion de
los mismos receptores causando despolarizacion y dafio neuronal (Ricci et al, 2007). Los
resultados obtenidos en este estudio sobre la AEC reproducen los obtenidos por Altagracia
et al., (1994) con la administracién de la DDS sola a una dosis de 9.735 y 12.5 mg/kg 30
min antes de administrar el AK (una dosis de 10 mg/kg), obteniendo una disminucién del
52 % y 80% en la AEC inducida por AK. Lo que demuestra el efecto dosis dependiente de
la DDS. La DDS por si sola no pudo inhibir la AEC administrdndola después del dafio
causado por el SE a una dosis de 25 mg/kg utilizada en este estudio, ya que solo presentd
una disminucion del 3.4% de la AEC en comparacion con el grupo control, se tendria que
probar una dosis mas alta para ver si la DDS es capaz de inhibir la AEC en el SE como
inhibe la AEC en el modelo de epilepsia inducida por AK (Altagracia et al., 1994). La AEC
observada en este estudio 24 horas después de la administracion del AK solo tuvo efecto
terapéutico la combinacion de DDS25/DZP20 con una disminucion del 99.57% en
comparacion con el grupo control. Este es un dato interesante ya que la DDS25 y el DZP20
por separado no fueron capaces de inhibir la AEC a las 24 h durante 30 min ya que solo la

redujeron en un 22.66% y 28.17% respectivamente en comparacion con el grupo control.

En cuanto a los resultados obtenidos de las alteraciones conductuales post-tratamiento
durante 2.5 h, se observa el efecto inhibitorio del DZP20 solo y en combinacién con la
DDS25 sobre las mismas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Vermoesen et
al., (2010) el cual sefiala que la administracion de DZP a una dosis de 10 mg/kg es
suficiente para terminar con el SE a nivel de comportamiento pero no a nivel
electroencefalografico en el modelo de pilocarpina (modelo animal de epilepsia de I6bulo
temporal). Las alteraciones conductuales a las 24 h de administrar el AK durante 30 min
fueron diferentes entre el grupo AK+Veh y los grupos con tratamiento, destacandose los
grupos tratados con DDS25 solo y en combinacién DDS25/DZP20 ya que ninguna rata
presentd alteraciones conductuales, en cambio algunos animales tratados con DZP20
presentaron mioclonias faciales, lo que concuerda con lo descrito por Vermoesen et al.,

(2010) ya que observd mioclonias faciales y movimientos limbicos aislados en las ratas

24


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

tratadas con DZP a una dosis de 20 mg/kg monitoreadas 24 h después de administrar el
AK.

El mecanismo de accion de la DDS aln no se conoce. Sin embargo varios estudios han
sugerido que la DDS tiene efectos antioxidantes a través de la inhibicion directa e
irreversible de la mieloperoxidasa (Rios et al., 2004) y la hidrogeno peroxidasa actuando
como atrapador de especies reactivas del oxigeno (Rodriguez et al., 1999). También se ha
documentado que la DDS bloquea la peroxidacion lipidica. Este efecto probablemente
refleja una disminucion de la muerte celular mediada por radicales libres (Diaz-Ruiz et al.,
2011). Las acciones antiinflamatorias de la DDS son: (1) interferencia con la migracion
quimiotéctica de neutrofilos (2) supresion del reclutamiento de neutrofilos (3) inhibicion de
la actividad de peroxidasa eosinofila (4) inhibicion de los productos generados por la 5-
lipooxigenasa. Todas estas acciones de la DDS parecen proteger a las células del dafio
mediado por neutréfilos y eosinéfilos relacionada con la inhibicién directa de la generacion
de radicales libres derivados del oxigeno neurotdxicos. En este estudio se observd una
neuroproteccion significativa de todos los tratamientos en comparacion con el grupo sin
tratamiento anticonvulsivo, destacandose la neuroproteccion obtenida por la combinacion
de la DDS25/DZP20 que fue del 92.02% en comparacién con el grupo sin tratamiento,
obteniendo los mismos resultados que los reportados por Rios et al. (2004) con la
administracion de la DDS a una dosis de 9.375 y 12.5 mg/kg que fue del 93 y 92%
respectivamente, en comparacion con el grupo control. Los resultados obtenidos con la
escala semi-cuantitativa de Brandt para ver el dafio neuronal indican que el dnico
tratamiento neuroprotector fue la combinacion de DDS25/DZP20 en comparacion con los

demas tratamientos en estudio.

25


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

5. CONCLUSION

La DDS administrada sola a una dosis de 25mg/kg no fue capaz de inhibir la AEC post-
tratamiento durante 2.5 h ni a las 24 h de la administracién de AK. Los grupos tratados con
DDS25 sola o en combinacion DDS25/DZP20 a las 24 h de administrar el AK no
mostraron alteracion conductual. La combinacién de DDS25/DZP20 mostro ser el mejor
farmaco neuroprotector y tratamiento inhibitorio para detener el SE como para inhibir las
alteraciones conductuales post-tratamiento y 24 h después de administrar AK. Se necesitan
mas estudios para comprobar la eficiencia de la DDS sola con una dosis mayor ya que en
estudios anteriores han observado que es un farmaco con una accidn dosis respuesta. La
combinacién de DDS y DZP destacd positivamente en todas la pruebas realizadas, con lo

gue se propone su uso como tratamiento inhibitorio del SE en perros.

26


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

SIGLAS

AEC= actividad eléctrica convulsiva.

AK= &cido kainico.

AK+Veh= acido kainico a una dosis de 15mg/kg y la administracién de solucion salina.
AK+DDS25= 4cido kainico a una dosis de 15 mg/kg y la administracion de dapsona a una
dosis de 25 mg/kg.

AK+DDS25/DZP20= &cido kainico a una dosis de 15 mg/kg y la administracién de
dapsona a una dosis de 25 mg/kg en combinacién con diazepam a una dosis de 20 mg/Kkg.
AK+DZP20= acido kainico a una dosis de 15 mg/kg y la administracion de diazepam a una
dosis de 20 mg/kg.

DDS= dapsona.

DDS25=dapsona a una dosis de 25 mg/kg.

DDS25/DZP20= dapsona a una dosis de 25 mg/kg en combinacién con diazepam a una
dosis de 20 mg/kg.

DZP= diazepam.

DZP20= diazepam a una dosis de 20 mg/kg.

EEG-= electroencefalograma.

VEEG-= video-electroencefalograma.

PPSE= potenciales postsinapticos excitatorios.

PPSI= potenciales postsinapticos inhibitorios.

SE= status epilepticus

SPM-= sacudidas de perro mojado.
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7. ANEXOS

Anexo |. Clasificacion de la epilepsia, causas y pruebas diagndsticas en perros. (Berendt,
2004; Birchard y Sherding, 2006; Garcia, 1998; Kirby, 2007; Oliver et al., 2004)

Clasificacién Causas mas frecuentes Pruebas diagndsticas
Degenerativas Enfermedades de Raza, biopsia
almacenamiento
Anomalias Hidrocefalia EF, TC, EEG, Ventriculografia
Lisecefalia Raza, EF, EEG
Idiopéticas Genética Raza, edad, historia
No se conoce Ausencia de otras causas
Inflamatorias/ Viral: Distemper canino, rabia Historia, EF, analisis LCR
Infecciosas Bacterial: cualquier tipo

Micotica: criptococosis
Protozoarias: toxoplasmosis,
Neosporosis.

Rickettsiosis: fiebre de las
montafias rocosas, erliquiosis,
meningoencefalitis
granulomatosa,
meningoencefalitis inmune,
parésitos aberrantes.

Metabdlicas Electroliticas: hipocalcemia Bioguimica sanguinea,
Carbohidratos: hipoglicemia urianalisis, biopsia hepética,
Falla renal, encefalopatia acidos biliares libres, conteo de
hepética, Falla hepética, células sanguineas completo.

displasia microvascular
Hiperlipidemia, eritrocitosis,
hipoxia, Hiperlipoproteinemia,

Neoplésicas Primarias: gliomas, Examen Neuroldgico, TC, RM
meningiomas
Metéastasis
Nutricionales Deficiencia de tiamina Historia, respuesta al tx
Toxicas Metales pesados: Historia, n. plomo sangre
organofosforados Historia, EN, n. colinesterasa
Hidrocarburos clorhidratados Historia, EN, EF
Metaldehidos
Estricnina,
Tétanos

Sapo venenoso
5-hidroxitriptofano

Traumaticas Agudas: inmediatamente Historia, EF,EN,TC,RM
después de lesion en cabeza,
Crénica: semanas 0 afios Historia, EEG, TC,RM
después de la lesion en cabeza.
Vasculares Arritmias Historia, EN, TC, Auscultacion,
ECG

EF= Examen Fisico, TC= Tomografia Computarizada, EEG= Electroencefalograma, LCR= Liquido cefalorraquideo, RM= Resonancia
Magnética, EN= Examen Neuroldgico, ECG= Electrocardiograma, n. = Nivel
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Anexo Il. Farmacos antiepilépticos utilizados en perros. Modificado de Pellegrino (2003),
Dewey et al (2004), Platt (2005), Podell (2009) y Chandler (2006).

Farmaco

Mecanismo de accién

Fenobarbital

Diazepam
Clonazepam
Clobazam

Benzodiazepinas:

Primidona

Potencian la accién inhibitoria
mediada por GABA,
aumentando la frecuencia de
apertura de los canales de Cl,
hiperpolarizando la membrana

Dosis (via oral)

3-5 mg/kg/diaen2 03
tomas. La dosis se
puede ir incrementado
hasta 18-20 mg/kg
divididoen2 03
tomas.

Comentarios

Es el farmaco de eleccidn en perros.
Requiere un periodo de acumulacion
de 10-15 d. Se debe revisar en sangre

periodicamente.

0.5-1.0 mg/kg c/8h
0.02-0.5 mg/kg c/8h
0.5 mg/kg ¢/12h

Su utilidad a largo plazo esta
significativamente limitada en perros
por la tolerancia que produce. Se
puede combinar con fenobarbital
mientras este se acumula en sangre.

10-15 mg/kg c/8h

Se transforma en el organismo a
fenaobarbital y un metabolito activo
(feniletilmaldnico)

Bromuro de
Potasio

Desconocido
(hiperpolarizacion de la
membrana, manteniéndola
estable contra estimulos
excitatorios?)

22mg/kg c/12h
(monoterapia)
33mg/kg/dia
(politerapia)

No se metaboliza en el higado.
Utilizado a menudo en perros
refractarios al fenobarbital. Requiere
largos periodos (hasta 16 semanas)
para alcanzar niveles séricos
terapéuticos. Contraindicado en
insuficiencia renal.

Felbamato

Antagonista del sitio de
reconocimiento de la glicina
en receptores NMDA

16-65mg/kg en 3
tomas.
20 mg/kg c/8h

Se alcanza una concentracion sérica
constante luego de la cuarta dosis.
Debido a la ocurrencia de casos de

anemia aplastica y toxicidad hepatica
asociada el futuro de este farmaco es
incierto.

Gabapentin

Incierto. Proponen que se une
a la subunidad de los canales
de calcio voltaje dependientes
activados. Podria estar
aumentando la sintesis de
GABA

De 900 mg a 2g /dia
c/12h
10mg/kg c/24
aumentando a 10mg/kg
d/2.

10 mg/kg 3 veces al dia
para empezar

Se excreta por via renal.
No se metaboliza en el higado

Topiramato

Bloguea canales de Na+
Potencia inhibicion mediada
por GABA. Bloquea
liberacion de Glutamato.

200-800mg/dia
(incorporar
50mg/semana)

Tiene un posible efecto inhibitorio
de la anhidrasa carbdnica

Zonisamida

Los posibles mecanismos de
accion incluyen blogueo de
canales de calcio voltaje
dependientes

5-10 mg/kg ¢/12h
8-9 mg/kg ¢/12h
2-4mg/kg ¢/12h

Sedacion, ataxia, vomito y pérdida
del apetito.
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Anexo Il1. Farmacos utilizados para detener el SE en perros. Modificado de Shell (2003),
y Cochrane (2008).

Farmaco

Diazepam

Dosis
0.25-1mg/kg IV
Perro chico hasta 5mg/kg
Perro mediano hasta 10-
20mg IV
Razas grandes y gigantes
hasta 30-40mg 1V
La dosis puede repetirse a
intervalos de 5-20min
hasta 4 veces sino
responde se considera que
el caso es refractario al
diazepam.

0.5-2mg/kg intrarrectal

Comentarios

Es muy liposoluble y penetra en el cerebro de segundos a
minutos después de su administracion IV. La vida %2 es de 2-
4h,

Potencian la inhibicién presinaptica y postsinaptica mediada
por GABA por su unidn a receptores GABAA También puede
ser administrada via intrarrectal, se acopla una jeringa a una
canula mamaria plastica de 1 pulgada y se introduce
suavemente unos 2 cm dentro del recto. El pico de
concentracion en plasma es de 15 min y puede ser mantenida
por 1h.

Diazepam en
goteo continuo

0.5-2 mg/kg/h

Diluir el diazepam en dextrosa al 5% o en solucion salina
0.9%. Preparar dosis horarias junto con el volumen estimado.

Pentobarbital

3-15 mg/kg IV lento

Adm. sélo hasta lograr el efecto. Puede deprimir patrones
respiratorios, especialmente junto con inyeccion de
diazepam. Puede necesitar la colocacion de un tubo

endotraqueal. La recuperacion puede estar acompafiada de

sacudidas y gemidos.

Fenobarbital

3-16 mg/h IV

Preparar dosis horarias junto con el volumen estimado de
glucosa al 5% o salina al 0.9%. La accion anticonvulsivante
ocurre a los 15-20 min. Puede causar depresion respiratoria.

Lorazepam

0.05 mg/kg 1V lento

Accién prolongada, puede suprimir las convulsiones por
horas. Mayor costo por dosis que el diazepam.

Lidocaina

2 mg/kg IV

Tiene efecto anticonvulsivante de corta duracién. No exceder
nunca los 5 mg/kg en una sola dosis porque esa posologia
puede inducir convulsiones.

Fenitoina

2-5mg/kg IV lento o
1-3mg/kg/h

El efecto anticonvulsivo ocurre en aproximadamente 20 min.

Clonazepam

0.05-0.2 mg/kg IV lento

Benzodiacepina de accion prolongada. Atraviesa la BHE con
rapidez similar al diazepam.

Propofol

2-8 mg/kg IV

Aplicar dosis calculada cada 30 seg hasta lograr el efecto
deseado. No administrar rapidamente porque puede provocar
cianosis. En perros normales se han reportado convulsiones y

sacudidas musculares durante la recuperacion.
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Anexo 1V. Caracteristicas fisico-quimicas y propiedades terapéuticas de la Dapsona.
Caracteristicas fisico-quimicas generales (Baudauri, 1984; Florey 1976)

Foérmula molecular C12H12N»0,S
Caracteristicas fisicas

Solubilidad
Caracteristicas
Propiedades terapéuticas y mecanismos de accion (Referencias 58-66)

Propiedades
terapéuticas

Casi insoluble en agua, ligeramente soluble en etanol y muy soluble en acetona.

Uso terapéutico Las sulfonas tienen actividad bacteriostética, pero no bactericida contra
antimicrobiano Mycobacterium Leprae.
Mecanismo de accién

antimicrobiano

Uso terapéutico en dapsona es un farmaco (til en el tratamiento de enfermedades dermatoldgicas que
dermatologia cursan con la infiltracion de neutrdfilos en la piel. Algunas de las enfermedades
dermatoldgicas tratadas actualmente con dapsona incluyen al acné, el pénfigo, la
dermatitis herpetiforme y la epidermolisis bulosa.

Mecanismo de accion
antiinflamatorio

Uso en infecciones en pacientes HIV-positivos, la dapsona ha recobrado importancia como un
oportunistas antibiético oral, cuya combinacién con trimetroprim, es aconsejada para el

tratamiento de la neumonia por Pneumocystis carinii, y su mezcla con
pirimetamina en la prevencion de toxoplasmosis, tuberculosis y neumonia por
Pneumocystis.
Distribucion Las sulfonas se distribuyen en el agua corporal total y estan presentes casi en
todos los tejidos. Tienden a ser retenidas en piel y masculo y, sobretodo en

higado y rifiones; en dichos érganos, se detectan huellas de los farmacos incluso
tres semanas después de interrumpir su consumo.

Excrecion
Efectos adversos Anemia hemolitica y metahemoglobinemia.
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Anexo V. Modelos estandarizados con acido kainico en ratas. Tomado de Peterson y
Albertson 1998; Xiang-Yu et al., 2011y Sperk, 1985.

MODELOS ACIDO KAINICO

Modelo Dosis Dafio neuronal
Epielpsia 8 a <10mg/kg No
Status epilepticus | >10mg/kg hasta 12 Hipocampo y
mg/kg amigdala

Administracion sistémica del AK

Tiempo post- Sx. Clinicos
inyeccion del AK
15-30 min Movimientos masticatorios, mioclonias
faciales y sacudidas de cabeza
30 min-1 h SPM (7-8 por min), la actividad

epileptiforme (circuito epileptiforme)
surge de la corteza entorrinal, y es
propagado al sector CA3 del hipocampo,
y al complejo amigdaloide

1lh Mioclonias de miembros anteriores,
progresan a convulsiones motoras
recurrentes convirtiéndose a promimentes
y generalizadas

1-2h Desarrollan el SE
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Anexo VI. Niveles basales en el VEEG. La foto muestra los niveles basales de la prueba
de VEEG obtenidos antes de administrar el AK (acido kainico a una dosis de 12 mg/Kg)
para inducir el modelo de SE. EI EEG tiene una sensibilidad de 140 pV/mm.
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Anexo VII. Comienzo de la actividad eléctrica convulsiva (AEC). Primeras convulsiones
sostenidas antes de entrar en SE. Las conductas segun la escala de Racine se marcan en el
VEEG para hacer para tener un control de las conductas observadas. Mioclonias de
miembros anteriores (MA, Fase I11); Mioclonias faciales (MF, Fase I). Este registro EEG
tiene una sensibilidad de 200 pVv/mm.
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Anexo VIII. VEEG del status epilepticus (SE). VEEG cuando la rata esta en SE. Las MA
(mioclonias de miembros anteriores) se marcan en el VEEG para cuantificar las conductas

observadas segun la escala de Racine (1972) durante el estudio. La sensibilidad del EEG se
encuentra en 140 pV/mm.
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Anexo IX. Estructura quimica de la Dapsona y la Zonisamida.

DAPSONA

ZONISAMIDA

HHN‘QSOS‘Q‘NHS

Y
=
| | o P

Estructura quimica de la dapsona (4,4’-

diaminodifenilsulfona)(Hamada et al.,1991)

Estructura quimica de la Zonisamida (1,2-
benzoxasol-3-metanilsulfomamida)
metanilsulfonamida. (Yang y Perry, 2009)
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