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1. ANTECEDENTES.

Este proyecto de investigacidn tiene como antecedente el trabajo titulado “Evaluacion de
nanoparticulas lipidicas sdlidas de origen natural como promotoras de absorcion de
antiepilépticos a través de la barrera hematoencefdlica” desarrollado en el Laboratorio de
Investigacién y Posgrado en Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan a cargo del Dr. David Quintanar Guerrero asi como en el Laboratorio de
Neurofarmacologia de Productos Naturales del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la

Fuente Muiiiz a cargo de la Dra. Eva Gonzales Trujano por la M. en C. Violeta Toledo Sierra.

En dicho trabajo se optimizé tanto el método de fabricacién, como las concentraciones de los
componentes de nanoparticulas lipidicas sdlidas de acido estedrico y de manteca de cacao,
ademas de evaluar la eficiencia de encapsulaciéon y su capacidad de carga usando fenitoina
como farmaco modelo. También se estudié la influencia del proceso de purificacién y
liofilizacion en la estabilidad fisica de las formulaciones optimizadas y la temperatura de

enfriamiento después de la fabricacidn.

Esas formulaciones fueron administradas en ratones macho albinos suizos para evaluar su
efecto ansiolitico por medio de los modelos de respuesta no condicionada actividad
ambulatoria de campo abierto, tablero con orificios y laberinto elevado en cruz. En esos
experimentos también se evaluo la influencia que tiene la via de administracion en la respuesta

observada usandose la via oral y la via intraperitoneal.

De manera general, los resultados relevantes fueron los siguientes: la fenitoina presenta una
mayor solubilidad en acido estearico que en manteca de cacao por lo tanto las nanoparticulas
de acido estearico tienen una mayor eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga; a mayor
tiempo y velocidad de agitacién, el tamafio de particula e indice de polidispersion (IP) son
menores; la temperatura de enfriamiento no influye en el tamafio de particula final; la variacion
de tamafo e indice de polidispersién es menor cuando se purifican a menores tiempos de

centrifugacién asi como cuando se liofilizan usando mayor concentracién de manitol.
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Con respecto a la evaluacién del efecto ansiolitico, se observd que los animales pasaban mayor
tiempo en el area central en el modelo de la actividad ambulatoria de campo abierto,
exploraban una menor cantidad de huecos en el modelo del tablero con orificios y se
mantenian mas tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz indicando que la
ansiedad se redujo considerablemente. Tal efecto fue observado en mayor proporcién con las

nanoparticulas de acido estedrico y utilizando la via intraperitoneal.

Derivado de la relevancia de los hallazgos encontrados, y para dar continuidad a los resultados
obtenidos en el trabajo antes mencionado, para este proyecto se replicé la formulacion de
nanoparticulas lipidicas soélidas de acido estedrico cargadas con fenitoina para su
administracion intraperitoneal en ratones y se evalud el efecto anticonvulsivo por medio de
electroencefalografia (EEG), una técnica fundamental y ampliamente usada en la investigacion
sobre epilepsia. La implementacién de estudios electroencefalograficos nos permite
correlacionar adecuadamente los cambios electrofisioldgicos que ocurren a nivel neuronal con

los distintos tipos de crisis epilépticas cuando estas se presentan.
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2. MARCO TEORICO.

2.1. Generalidades sobre epilepsia.

2.2.1. Antecedentes historicos.

Tratar el tema de la epilepsia es adentrarnos en una enfermedad que ha sido conocida desde
hace cientos de afos en la que la interpretacion de los signos y sintomas observables, asi como
las implicaciones socioculturales que produce han sido tratados de explicar desde diferentes

puntos de vista dependiendo del periodo histérico desde el cual sea abordada.

Los primeros registros acerca del conocimiento de la epilepsia datan de la época de Babilonia
en el siglo Xl a.C., en donde se creia que la enfermedad era un castigo divino de los dioses como
consecuencia de la desobediencia a sus mandatos (Figueroa & Campbell, 2015) siendo hasta la
apariciéon de la escuela hipocratica en la antigua Grecia donde se pensé que la epilepsia no era
una enfermedad sagrada proponiendo causas no sobrenaturales. Hipdcrates en su tratado
“sobre la enfermedad sagrada” la defini6 como como una enfermedad hereditaria causada por
el desequilibrio entre los cuatro humores de un individuo: sangre, bilis negra, bilis amarilla y
flema (Rocha, 2005). A pesar de las observaciones realizadas por Hipdcrates, la percepcion de
las personas acerca de la enfermedad siguié siendo la misma, dominada por la idea religiosa en
la que se creia que era la consecuencia de la posesién de algin demonio que necesitaba ser
exorcizado (Korczyn et. al., 2015). Afios después, en la época Romana, Galeno formuld la
hipotesis de que éste mal se debia a la interrupcion del flujo del “pneuma psiquico” entre
corazon y cerebro proponiendo como tratamiento la realizacion de sangrias, ejercicio

moderado y dietas especiales (Korczyn et. al., 2015; Rocha, 2005).

Durante el periodo de la Edad Media, las figuras eclesiasticas se encargaron de difundir una
explicacion demoniaca de la enfermedad tomando como referencia los escritos biblicos
considerandola contagiosa y adquirida por causas sobrenaturales. Este periodo de ocultismo la

convirtié en una enfermedad muy temida y era frecuente la toma de medidas extremas tales
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como castrar y expulsar a los hombres, quemar a las mujeres acusandolas de brujeria, asi como

enterrar vivas a las embarazadas. (Figueroa & Campbell, 2015).

Posteriormente durante el Renacimiento, comenzaron a formularse las primeras hipdtesis de
gue la epilepsia se trataba de desbalances a nivel cerebral y a pesar de que aun predominaba su
concepcién divina, ya comenzaba a ser estudiada desde un enfoque cientifico. Afios mas tarde
Thomas Willis (Villanueva, 2011) pionero en investigaciones neuroanatdémicas, ubicé el origen
de la enfermedad en el cerebro. Ya en la época contemporanea, los trabajos de Gustav Fritsch y
Eduard Hitzig (Hagner, 2012) propusieron que la epileptogénesis se relaciona con una excesiva
excitacion motora. Después, John Hughlings Jackson (Covo, 2006) llevé a cabo extensos
estudios clinicos, asi como patoldgicos sobre el diagndstico de la epilepsia ratificando que el
origen se sitUa a nivel cerebral. Las anteriores fueron las primeras contribuciones que marcaron
un antes y un después en el estudio de dicha enfermedad (Hogan & English, 2012; Rocha,

2005).

2.1.2. Definicion de epilepsia.

Crear una definicion para la descripcién de la epilepsia no ha sido una tarea facil, por un lado, a
causa del desconocimiento de su origen y, por el otro, por la variedad de signos y sintomas que
estdn asociados. En afos recientes, la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas
en inglés) ha proporcionado una definicion conceptual en la que la define como un trastorno
cerebral caracterizado por una predisposicion duradera a experimentar crisis epilépticas
teniendo consecuencias neurobioldgicas, cognoscitivas, psicolégicas y sociales (Fisher, et. al.,
2005). Asi mismo, define como una crisis epiléptica a la aparicidn transitoria de signos y/o
sintomas provocados por una actividad neuronal anédmala excesiva o simultanea en el cerebro.
Desde el punto de vista fisioldgico la epilepsia es consecuencia de un desbalance entre los
sistemas excitatorios e inhibitorios de ciertos neurotransmisores dando lugar a descargas

eléctricas excesivas o descontroladas entre las neuronas.
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2.1.3. Tipos de crisis.

Las crisis pueden ser clasificadas de manera general en dos categorias: crisis focales y crisis

generalizadas:

a) Las crisis focales se originan en una regién especifica en la que solo un grupo

usualmente pequefio de neuronas experimentan una activacion inicial.

b) Las crisis generalizadas presentan amplia activacion neuronal en extensas areas de

ambos hemisferios cerebrales.

A partir de esta clasificacidon general se pueden describir varios subtipos de crisis con distintas
manifestaciones clinicas y que involucran regiones cerebrales particulares, por lo cual, un
individuo puede experimentar multiples crisis de varios tipos. De hecho, un evento de crisis
Unica puede involucrar mas de un tipo de crisis; es muy comun que crisis focales evolucionen
hacia crisis generalizadas en donde la activacién neuronal pase de un solo punto focal hasta

alcanzar otras areas cerebrales (Berg et al., 2010).

2.1.3.1. Crisis focales.

Las manifestaciones clinicas de una crisis focal son un reflejo de la region cerebral en la cual

ocurre:
Crisis sensorial. Puede producir experiencias sensoriales extrafias como percibir olores
desagradables o escuchar sonidos inexistentes lo que implica que la crisis se genera en la

corteza sensorial.

Crisis afasica/fonética. Incapacidad repentina de hablar, escribir o leer. El foco de la crisis se

encuentra ya sea en la corteza temporal, inferior frontal o inferior parietal.
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Crisis somato-sensoriales. Causan parestesias a menudo referidas como sensaciones de frio o
calor asi, como sensacion de hormigueo. El foco de la crisis se encuentra en la corteza

somatosensorial.

Crisis adversa. Resulta en movimientos repentinos de cabeza y ojos hacia el hemisferio opuesto

al foco de la crisis situado en la corteza frontal.

Crisis motora focal. Se caracteriza por espasmos cldnicos de los musculos opuestos a la corteza
motora donde se producen las descargas. Los musculos involucrados dependen de la zona
afectada en dicha corteza pudiendo afectar incluso a la totalidad de ellos de solo la mitad del

cuerpo. La actividad motora puede ser moderada o extrema.

Crisis parcial compleja. Se presenta pérdida de conciencia y puede surgir de cualquier area de
la corteza con alto nivel de asociacion reservada a funciones complejas tales como el habla, las
emociones o la memoria. Estas crisis pueden producir gran variedad de efectos incluyendo

alucinaciones visuales o auditivas, sentimientos de familiaridad o extrafieza.

2.1.3.2. Crisis generalizadas.

A pesar de que las crisis focales se pueden propagar a crisis generalizadas, existen muchas
circunstancias en las que la corteza entera puede presentar actividad epiléptica de forma

repentina:

Crisis tonica. Se caracterizan por la extension de las extremidades vy rigidez general del cuerpo,

asi como perdida de la funcidn cognitiva.

Crisis atonica. Se produce una pérdida repentina del tono muscular a veces precedido por un

tirébn miocldnico. Estos ataques generalmente duran solo algunos segundos y no involucran la

pérdida de la conciencia.
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Crisis clonica. Se presentan espasmos musculares repetitivos que pueden durar hasta un

minuto.

Crisis mioclonica. Contracciones musculares rapidas involuntarias. El término mioclénico
implica un solo evento de espasmo mientras que el término cldnico implica varios espasmos

repetitivos.

Crisis tdnico-clénica. Se caracteriza por la pérdida de conciencia inmediata ademds de
secuencias ordenadas de actividad motora. Esta actividad comprende distintas fases tdnicas
(brazos semi-flexionados y piernas extendidas) seguidas por fases cldnicas (espasmos de todo el

cuerpo con periodos de relajacion intermitente).

Crisis de ausencia. Breves lapsos de pérdida de conciencia de alrededor de 10 segundos o

menos sin el componente tdnico o cldnico.

Es importante sefialar que, en todos los tipos de crisis generalizadas, a excepcién de las crisis de
ausencia, el individuo que las experimenta corre un grave peligro de sufrir lesiones como
consecuencia de la pérdida de la postura y la subsecuente caida que pone en riesgo su

integridad.

2.1.4. Principales causantes de epilepsia.

En algunos casos las causas atribuibles a la epilepsia pueden ser las lesiones cerebrales
causadas por traumatismos craneoencefdlicos graves, la presencia de tumores cerebrales,
accidentes cerebrovasculares en los que el paso de oxigeno al cerebro se ve disminuido, dafio
cerebral causado por lesiones prenatales o perinatales, infecciones cerebrales como meningitis,
encefalitis o neurocisticercosis, etc. Los factores hereditarios también juegan un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad encontrandose hasta hace algun tiempo mas de

50 genes humanos mutados que estan relacionados con los sindromes epilépticos (Coorg et. al.,
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2013). Sin embargo, en la mayoria de las veces no se encuentra una causa identificable

aparente; en este caso se le llama epilepsia idiopatica.

2.1.5. Repercusiones emocionales y sociales.

El impacto que representan las enfermedades en las personas se encuentra influenciado por el
contexto, histérico, médico, social, cultural y econédmico. Las creencias que predominan en la
sociedad acerca del origen de la epilepsia han sido determinantes para marginar a los
individuos que la padecen, desarrollando la idea de que sufren de una enfermedad vergonzosa
con todas las represalias sociales que esto conlleva y que impacta finalmente en su calidad de
vida optando incluso por no buscar tratamiento para evitar que se les identifique con la
enfermedad. Tal estigmatizaciéon implica la modificacién de las actividades normales del
individuo tanto en el dmbito educativo, familiar y laboral (Figueroa, 2010). La discriminacién
social que rodea a la epilepsia en algunos lugares muchas veces es mas dificil de vencer que las
propias crisis; la legislacion en algunos paises es reflejo de lo anterior, por ejemplo, en China y
la India la epilepsia es considerada frecuentemente como motivo para prohibir o anular el
matrimonio, en el Reino Unido esta misma ley fue anulada hasta 1971 y en los Estados Unidos
era muy comun en esa misma época que a las personas que la padecian les fuera negada la

entrada a restaurantes, teatros, centros recreativos y demas lugares publicos (OMS, 2019).

2.2. Barrera hematoencefalica.

El sistema microvascular cerebral es una importante red que controla el transporte de
sustancias de diversa naturaleza hacia el sistema nervioso central (SNC) provenientes desde la
circulacién sistémica, la cual, junto con todas las estructuras que lo conforman es lo que se
conoce como barrera hematoencefalica (BHE). Si esta barrera no existiera, la microvasculatura
cerebral podria proveer de una excelente via de acceso hacia el cerebro aprovechando su gran
area superficial de 20 m? y su longitud de 640 km. Este gran sistema le daria al cerebro la
posibilidad de poder ser permeado por distintas moléculas mediante difusién pasiva en menos

de un segundo (Pardridge, 2003). La BHE esta disefiada para proteger al SNC de agentes
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patégenos y toéxicos, pero asi mismo restringe la entrada de diversos farmacos que son

efectivos en el tratamiento de distintos trastornos neuroldgicos (Tosi et. al., 2016).

2.2.1. Caracteristicas y estructura.

La BHE consiste en paredes formadas por capilares que aislan las estructuras cerebrales del
torrente sanguineo, su baja permeabilidad se debe a su estructura anatémica caracterizada por
uniones estrechas entre las células endoteliales que conforman tales capilares, la presencia de
trasportadores en su superficie y la baja actividad enzimatica que en ésta ocurre por lo que son
estructuralmente diferentes a cualquier otro capilar de otros tipos de tejidos. También se ha
comprobado que existe una alta resistencia eléctrica trans-endotelial a lo largo de las uniones
estrechas del orden de los 1500-2000 Q2cm? nuevamente comparado con los 3-30 Qcm? que
presentan otros capilares (Ribbeco et. al., 2018). Desde el punto de vista anatdmico, la BHE
estd compuesta por cinco unidades estructurales: pericitos, astrocitos, neuronas, membrana
basal y uniones estrechas (Luissint et. al., 2012). Dentro de estos, las zonas terminales de los
astrocitos, la membrana basal y las uniones estrechas entre las células endoteliales son los

constituyentes basicos (figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la barrera hemato-encefélica. Modificada de Zhou et al., 2018.
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Los pericitos son los responsables del flujo sanguineo en los capilares cerebrales a través de la
contraccion y relajacién, los astrocitos son células gliales que conectan los capilares con las
neuronas y se ha demostrado que éstos son esenciales para el mantenimiento de la integridad
de la barrera (Eugenin et. a., 2011). La membrana basal comprende las células endoteliales y los
pericitos y contiene proteoglicanos heparan sulfato, laminina, coldgeno tipo IV y otras proteinas

de matriz extracelular.

La compleja integracion entre células endoteliales se debe a las uniones estrechas y a las
uniones adherentes; estas células se juntan para unirse mediante la seccion apical de la
membrana plasmadtica de células adyacentes. Las uniones se crean por la interaccidon de varias
proteinas transmembrana que se extienden y forman el citoplasma por una proteina asociada a
la actina citoplasmatica formando el enlace entre las células endoteliales. (Loch-Neckel &

Koepp, 2010).

2.2.2 Mecanismos de transporte de sustancias a través de la BHE.

En el pasado la BHE habia sido considerada como una simple membrana estatica impermeable
a sustancias hidrofilicas y sdlo permeable a sustancias lipofilicas, sin embargo, hoy en dia se
sabe que se trata de una interfase dinamica capaz de permitir el paso de sustancias de diversa
naturaleza utilizando diferentes vias de acceso que pueden implicar o no un consumo
energético. Solo ciertos tipos de moléculas pequenas como las del agua, algunos gases y
algunos compuestos liposolubles son capaces de atravesar facilmente la BHE por un mecanismo
de difusion pasiva transcelular mientras que, por otro lado, el transporte de moléculas
relativamente grandes, hidrofilicas, con gran carga eléctrica y polaridad se lleva a cabo
mediante transporte activo. Hablando de las moléculas que pueden ejercer un efecto
terapéutico a nivel del SNC, ademas de las caracteristicas estructurales y funcionales de la BHE
que dificultan el paso de moléculas a través de ella, se encuentran las propiedades
fisicoquimicas de cada farmaco. Las investigaciones actuales han demostrado que existen

algunos requerimientos que se deben cumplir para que los activos farmacoldgicos sean capaces
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de cruzar hacia el SNC entre los que destacan que sean altamente lipofilicos y con una masa

molecular menor a 400 Da (Pardridge, 2001).

De acuerdo a Abbott y colaboradores (2006), el paso de sustancias a través de la BHE se lleva a

cabo mediante 5 diferentes mecanismos, los cuales se esquematizan en la figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de transporte de sustancias a través de la barrera hemato-encefalica. Modificada de
Abbott et al., 2006.

En primera instancia, las vias paracelular y transcelular pueden ser consideradas como
mecanismos de transporte pasivo en los que no hay un gasto energético que cubrir mientras
que las tres vias restantes se consideran mecanismos activos que implican el consumo de

moléculas de ATP para que estos puedan ocurrir (Mikitsh & Chacko, 2014).

Via paracelular. Es un proceso no saturable y no competitivo que se lleva a cabo entre células

el cual se ve limitado por la presencia de las uniones estrechas entre las células endoteliales lo
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gue dificulta el proceso difusivo. Sélo moléculas hidrofilicas pequenas son capaces de difundir a

través de las uniones estrechas cruzando asi la BHE (Stamatovic et al., 2008).

Via transcelular. Toma lugar a través de las células siendo igualmente no saturable y no
competitivo. Para este tipo de transporte, las moléculas deben tener alto grado de lipofilicidad

asi como bajo peso molecular para poder atravesar la BHE (Sandoval & Witt, 2008).

Proteinas transportadoras. El intercambio de nutrientes entre sangre y cerebro se produce
mediante sistemas de transportadores selectivos asociados a membranas. Cuando la sustancia
es reconocida por su trasportador especifico, éste permite su acoplamiento para poder ser
llevado hacia el interior. Han sido identificados diferentes sistemas de transportadores en los
capilares cerebrales en los que su actividad es regulada por las necesidades metabdlicas del
cerebro y por la concentracidn plasmatica de varios sustratos entre los que se encuentran
glucosa, galactosa, aminoacidos, nucledsidos, lactatos, piruvatos, adenina, guanina, colina y

vitaminas (Ricci et al., 2006).

Endocitosis mediada por receptor. Algunas proteinas endégenas y hormonas son capaces de
cruzar la BHE por endocitosis mediada por receptores especificos; han sido identificados para
insulina, factores de crecimiento, angiotensina Il, folatos y transferrinas (Yoshikawa &
Pardridge, 2001). Los lipidos pueden atravesar la barrera también por endocitosis en forma de
lipoproteinas de baja densidad (LBD) las cuales son reconocidas gracias a la expresion de

apolipoproteinas, como la ApoE, en la superficie de las LBD (Blasi et al., 2007).

Endocitosis mediada por adsorcion. Algunas proteinas policatidonicas como albuminas e
inmunoglobulinas pueden cruzar la BHE mediante endocitosis adsortiva sin que estén
involucrados receptores membranales especificos. En este caso la endocitosis se lleva a cabo
mediante la interaccion de las cargas positivas de los policationes con las cargas negativas
asociadas a la membrana plasmatica de las células endoteliales (Smith & Gumbleton, 2006,

Allamm et al., 2010).
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En lo que respecta a sistemas nanoparticulados para la liberacidn de farmacos dentro del SNC,
de manera general estos siguen las mismas vias de acceso que se acaban de describir (figura 3)

exceptuando la via paracelular (Zhou et al., 2018).

Mecanismos de transporte a traves de la BHE utilizados en
sistemas de liberacion de farmacos basados en nanoparticulas
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Figura 3. Clasificacién de los mecanismos de transporte que siguen los sistemas nanoparticulados para cruzar
la barrera hemato-encefdlica. Modificado de Zhou et al., 2018.

2.3. Nanoparticulas como acarreadores de farmacos.

Alcanzar ciertos tejidos y evadir los sistemas de proteccion propios de organismo en contra de
la presencia de agentes extrafios se puede lograr mediante el uso de sistemas coloidales
disefiados para transportar y liberar farmacos. Dichos transportadores coloidales usualmente
tienen tamafios de entre 1 a 1000 nm y consisten en agregados moleculares dentro de los
cuales los agentes terapéuticos se encuentran adsorbidos, entrampados, o enlazados
covalentemente. Las nanoparticulas han resultado ser sistemas importantes para alcanzar tales
propositos en los que el potencial mecanismo para la liberacién de farmacos depende de su

composicion, estructura y propiedades (Barbu et al., 2009).

En este punto también es importante mencionar que el principal factor que limita su

efectividad es la rdpida depuracion de la circulacion general que experimentan por la actividad
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del sistema reticulo-endotelial que depende entre otras cosas del tamafio de particula y de la

carga y propiedades superficiales (Moghini et al., 2001).

2.3.1. Nanotransportadores lipidicos.

Nanotransportadores basados en lipidos han sido frecuentemente utilizados como sistemas de
entrega de farmacos aprovechando las caracteristicas distintivas de estos. Por ejemplo, siendo
el mayor componente de la membrana celular y teniendo un rol importante en la formacion de
bicapas, los fosfolipidos, como una clase de moléculas lipidicas, han sido ampliamente
estudiados en los ultimos afos (Campani et al., 2018), aprovechando su naturaleza anfifilica
pudiendo incorporar tanto moléculas lipofilicas como hidrofilicas, baja toxicidad vy
biocompatibilidad. Ademds, como ya fue mencionado con anterioridad, estos sistemas son
capaces de alcanzar la region cerebral mediante transportadores asociados a membrana como
los receptores de lipoproteinas de baja densidad (Allam et al., 2010). Algunos ejemplos de
nanotransportadores lipidicos son liposomas, micelas, nanoemulsiones tales como sistemas de
liberacion de farmacos nano-autoemulsificables (SNEDDS, por sus siglas en inglés),

nanoparticulas lipidicas sélidas y acarreadores lipidicos nanoestructurados (Mishra et al., 2018).

2.4. Nanoparticulas lipidicas soélidas.

Las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) pueden definirse como nanoesferas de 50 a 1000 nm
de didmetro formadas a partir de una matriz de lipidos sélidos a temperatura ambiente como
por ejemplo glicéridos, triglicéridos, dacidos grasos, alcoholes grasos, ésteres o ceras,
estabilizados por emulsificantes como poloxdameros, ésteres de sorbitan, alcohol polivinilico o
éteres de polioxietileno (figura 4). Todos estos materiales son fisiolégicamente compatibles
ademas de ser generalmente reconocidos como seguros (certificacion GRAS) por la FDA debido

a su baja toxicidad (Battaglia & Gallarate, 2012).
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Figura 4. Representacion esquematica de las nanoparticulas lipidicas sdlidas. Modificada de Bezerra et al., 2018.

Las NLS ofrecen mejoras significativas en cuanto a la liberacion de farmacos entrampados en
comparacidon con los sistemas de liberacién tradicionales contribuyendo a minimizar los
problemas relacionados con su baja solubilidad acuosa, protegiéndolos de sufrir procesos de
degradacion fisicoquimica, proporcionando una plataforma para su liberacion controlada
ademds de ser un eficiente transportador para ser direccionados a un objetivo biolégico

especifico (Gastaldi et al., 2014).

En lo referente a su uso como transportadores para atravesar la BHE hacia el SNC presentan
algunas ventajas como sistemas de liberacién de farmacos; al ser fabricadas a base de
compuestos lipidicos, exhiben buena biocompatibilidad; generalmente tienen buena capacidad
de carga; se puede evitar el uso de disolventes orgdanicos en su preparacién; su fabricacion
puede ser facilmente escalable industrialmente (Miiller et al., 2000); se puede obtener la
liberacion controlada de los activos por varias semanas (Zur Mihlen et al., 1998), el potencial
de direccionamiento a blancos especificos puede ser mejorado al incrustar ciertos tipos de
moléculas en su superficie (Goppert & Miller, 2003); las formulaciones son muy estables por
periodos prolongados de tiempo en comparacién con otros sistemas coloidales (Freitas &

Miiller, 1998).
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2.4.1. Acido estearico.

El 4cido estedrico o acido octadecanoico (figura 5) es un acido graso saturado ampliamente
utilizado en formulaciones farmacéuticas, cosméticas y alimenticias (Monteyne et al., 2016). Se
considera un acido graso de cadena larga al tener 18 atomos de carbono en su estructura
guimica y se encuentra presente en forma natural en carnes, pescados, cereales y lacteos
(Basulto et al., 2009). Se encuentra en el listado de compuestos Generalmente Reconocidos

Como Seguros de la FDA por lo que es no toxico y biocompatible.

O

HOM\/\/\/\/\

Figura 5. Estructura quimica del acido estearico.

2.4.2. Métodos de fabricacion de NLS.

Existen distintos métodos en que las NLS pueden ser preparadas con distintos requerimientos
energéticos y parametros criticos que deben ser tomados en consideracién en la eleccién de

alguno de ellos. A continuacion, se enlistan los mas representativos.

2.4.2.1. Homogenizacién al alto corte.
En este proceso, los liquidos o dispersiones son forzadas a pasar a través de hendiduras que
miden solo algunos micrémetros de espesor al ser sometidos a altas presiones (100-2000 bar).
Las grandes fuerzas de corte y las fuerzas de cavitacidn son las responsables de la reduccion del
tamafio de particula. Este proceso puede ser llevado a cabo en frio o en caliente y ha sido

elegido en gran medida por la factibilidad de poder ser escalado facilmente (Kathe et al., 2015).
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2.4.2.2. Homogenizacién en caliente.
En este caso, los lipidos son fundidos de 5 a 10 °C por arriba de su punto de fusion y las
concentraciones tipicas van desde 1-20 % (m/v), siendo esta fase donde el farmaco se adiciona.
Por otro lado, la fase acuosa que contiene al estabilizante se calienta a la misma temperatura
que los lipidos. La fase lipidica es emulsificada en la fase acuosa con agitacién a altas

velocidades.

2.4.2.3. Homogenizacion en frio.
Esta técnica se emplea generalmente con farmacos sensibles a la temperatura. Primero se
dispersa el farmaco en el lipido fundido para después ser sometidos a un rapido proceso de
enfriamiento y molienda bajo nitrégeno liquido. Posteriormente, esta fase se dispersa en
disolucién de estabilizante y se homogeniza a alta presién a temperatura ambiente para

conseguir la reduccién del tamafio de particula (Naseri et al., 2015).

2.4.2.4. Emulsificacién/Evaporacién de disolvente.
Se basa en la precipitacién de los lipidos en una emulsién o/w. Los lipidos junto con el farmaco
se solubilizan en un disolvente organico inmiscible en agua para después ser emulsificados en la
fase acuosa que contiene el estabilizante. El disolvente organico es desplazado bajo presion
reducida favoreciendo la precipitacion de las nanoparticulas. El principal inconveniente de esta
técnica es el uso de disolventes orgdnicos que a pesar de que durante el proceso son

eliminados, pueden quedar pequefias trazas de estos (Negi et al., 2013).

2.4.2.5. Microemulsion.
El método se basa en la dilucién de microemulsiones conteniendo al lipido fundido, surfactante,
co-surfactante y agua. La microemulsidn caliente es dispersada en agua fria bajo agitacién
constante y el exceso de agua es eliminado por ultrafiltracion para finalmente obtener un

concentrado de nanoparticulas (Kathe et al., 2015).
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2.4.2.6. Inyeccidn de disolvente.
En esta técnica se precipitan los lipidos disueltos en un disolvente organico miscible en agua. De
manera general, la disolucion lipidica es inyectada rapidamente en la fase acuosa con el
estabilizante con lo que se evita el uso de equipos de alta presion siendo una técnica que no

requiere de instrumentacién sofisticada para poder realizarse (Shah et al., 2011).

2.4.2.7. Doble emulsion.
Este método es de una variante de la técnica emulsificacion/evaporacion de disolvente
adaptada para farmacos hidrofilicos. El farmaco se solubiliza junto con el estabilizante en la fase
acuosa para después ser emulsificado en la fase organica inmiscible en agua formando una
emulsion w/o, después, la primera emulsion es dispersada en agua formando la doble emulsion

w/o/w. Finalmente el disolvente es eliminado bajo presidn reducida (Mdller et al., 2011).

2.4.2.8. Fluidos supercriticos.
La tecnologia de fluidos supercriticos (FS) ha sido aplicada en el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas y alimenticias resaltando el método de Expansidn Rapida de Disoluciones
Supercriticas (RESS por sus siglas en inglés). De manera muy general, la fabricacién de NLS por
este método se puede resumir en dos pasos: primero, el lipido fundido y el activo son
mezclados junto con el FS a ciertos valores de presidon y temperatura y segundo, cuando la
mezcla es atomizada se produce la expansién del FS conduciendo a la formacion de las

nanoparticulas (Yang & Ciftci, 2016).

2.4.3. Caracterizaciéon de NLS.
La caracterizacion de los sistemas coloidales desarrollados como nanotransportadores se ha
convertido en un parametro importante para lograr que cumplan con los objetivos para los que
fueron disefiados ya que, dependiendo de sus caracteristicas, éstos seran capaces de alcanzar
su sitio de accidn y liberar los activos de manera efectiva permaneciendo estables durante este

proceso (Kupetz & Bunjes, 2014). Las técnicas mas empleadas son las siguientes:
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2.4.3.1. Tamafo de particula y potencial Z.
Dispersion de luz dinamica y difraccion laser son los métodos mas utilizados en el analisis del
tamano de particula mientras que la microelectroforesis de laser Doppler mide adecuadamente
la carga superficial. El fendmeno de dispersion de luz dindmica permite medir particulas desde
un nandmetro hasta 3 micrémetros de didmetro mientras que el de difraccién laser, permite
medir particulas por arriba de 100 nandmetros hasta 3 milimetros y ambos se basan en la
deteccion de los efectos de dispersion de luz los cuales son correlacionados con el tamafio de la

particula (Foerter-Barth & Teipel, 2000).

2.4.3.2. Microscopia electrénica.
La evaluacion de la morfologia de las particulas, asi como la textura de su superficie, se puede
llevar a cabo mediante microscopia electronica de barrido, asi como por microscopia
electrdnica de transmisidn, siendo ademas técnicas que permiten evidenciar la formacidn de las
nanoparticulas y en cierta medida su tamafio. Una técnica de mas reciente desarrollo que las
anteriores es la microscopia de fuerza atémica por medio de la cual es posible obtener con gran
precision y detalle un escaneo tridimensional de la superficie de la muestra por medio de una
sonda o punta de tamafio submicrénico que recorre su superficie estando en contacto con ella

o situandose muy cerca (Habibullah, 2020).

2.4.3.3. Eficiencia de encapsulacién o entrampamiento.
Es importante determinar la cantidad de farmaco que queda entrampado en las nanoparticulas,
es decir, la eficiencia de entrampamiento para entre otras cosas, saber a qué dosis seran
administradas. La eficiencia de entrampamiento en gran medida queda definida por la cantidad
de farmaco que el lipido es capaz de solubilizar. Por lo tanto, es necesario centrifugar las
muestras para separar las nanoparticulas del resto de los componentes y cuantificar el analito
siendo la cromatografia de liquidos y la espectrofotometria los métodos mas utilizados (Kupetz

& Bunges, 2014).
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2.4.3.4. Forma polimorfica y grado de cristalinidad.
Uno de los métodos mds empleados para tales fines es la calorimetria diferencial de barrido
gue nos permite comparar cambios en los puntos de fusidn, asi como temperaturas de
transicion vitreas de los diferentes componentes de la formulacion con sus respectivos valores
de entalpias asociados. Se ha comprobado que el grado de cristalinidad y la forma polimérfica
pueden modificar la cinética de liberacién y por lo tanto influir en la biodisponibilidad de los

activos (Jog & Burgess, 2017).

2.5. FArmacos anticonvulsivos.

A través de los aiios, diversas sustancias han sido utilizadas con el fin de combatir la epilepsia,
incluso muchas de ellas fueron descubiertas por casualidad al tratar aliviar otras enfermedades
cuando se administraron en pacientes epilépticos, ejemplo de lo anterior fue el uso del
bromuro en 1857 y del fenobarbital en 1912 (Sills & Rogawski, 2020). Afios después en 1936 las
pruebas en animales llevaron al descubrimiento de la fenitoina y desde entonces se han
encontrado mas de 30 diferentes moléculas como resultado de las investigaciones basadas en

este enfoque.

Los farmacos anticonvulsivos (FAC) son el tratamiento terapéutico de primera eleccién contra la
epilepsia de la que alrededor del 60 % de los pacientes que la padecen logran controlar
efectivamente las convulsiones que la caracterizan al prevenir que estas ocurran, por lo tanto,
los FAC se definen como compuestos que son capaces de evitar la aparicidn de crisis
convulsivas (Sills & Rogawski, 2020). Las personas epilépticas deben de estar sujetas a un
régimen de administracién crdénica de anticonvulsivos ya que se ha demostrado que estos
practicamente tienen un efecto nulo sobre las bases celulares y moleculares que la originan
siendo en la gran mayoria de los casos aun desconocidos. Lo anterior significa que no existe una
cura para la enfermedad, en lugar de eso, lo que se busca es contrarrestar las manifestaciones

clinicas que los pacientes experimentan (Wang & Chen, 2019).
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2.5.1. Mecanismo de accidn.

De manera general, los FAC fundamentalmente influyen sobre los mecanismos excitatorios e
inhibitorios de los circuitos cerebrales al suprimir la hiperexcitabilidad anormal y la actividad
hipersincrénica neuronal siendo estos los fendmenos responsables de las crisis convulsivas
perdiéndose de esta forma el balance normal entre ellos (Rogawski & Loscher, 2004). Basado
en el concepto anterior, los FAC actuales ya sea atenuan los mecanismos excitatorios o

aumentan los inhibitorios (Bialer & White, 2010).

Generalmente, la excitabilidad neuronal se relaciona con dos factores, el primero es la
capacidad intrinseca de activacién de la neurona la cual es principalmente determinada por la
variedad de canales idnicos dependientes de voltaje localizados en diferentes compartimentos
de la membrana celular. Estos canales pueden disminuir el umbral de activacidn eléctrica por
debajo de lo normal contribuyendo a la generacion de las descargas propias de una crisis.
Mutaciones en los genes relacionados a estos canales, incluyendo los de Na*, Ca?* y K*, estdn
ampliamente relacionadas con la fisiopatologia de las crisis epilépticas (Oyrer et al., 2018). El
segundo factor es la entrada extrinseca de sefiales neuronales determinada por la transmision
sinaptica excitatoria e inhibitoria. La activacién neuronal pre-sindptica contribuye a la liberacién
de neurotransmisores y juega un papel importante en el comportamiento de la activacién
neuronal post-sindptica conduciendo a la propagacidn de descargas epilépticas tanto en
regiones cercanas como distantes. Basado en lo anterior, es posible clasificar el mecanismo de
accién de los FAC actualmente disponibles en inhibidores de la excitacion sinaptica,
moduladores de canales idnicos dependientes de voltaje y potenciadores de la inhibicidon

sinaptica (figura 6).
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Figura 6. Principales mecanismos de accidon de los farmacos anticonvulsivos. (A) Inhibidores de la excitacion
sindptica. (B) Moduladores de canales idnicos dependientes de voltaje. (C) Potenciadores de la inhibicidn

sindptica. Modificada de Wang & Chen, 2019.
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2.5.1.1. Inhibicion de la excitacidn sinaptica.

El principal neurotransmisor excitatorio en el SNC es el glutamato que al momento de ser
liberado en las terminales neuronales pre-sindpticas puede unirse a tres subtipos de receptores
ionotrdpicos especificos para glutamato e inducir un rapido efecto excitatorio los cuales son
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), kainato y N-metil-D-aspartato
(NMDA). Estos receptores estan localizados en las membranas neuronales post-sinapticas y
funcionan como mediadores de la neurotransmisién excitatoria. De manera general, los FAC
gue son capaces de inhibir la excitacion sindptica actian sobre alguno de estos tres receptores.
Algunos ejemplos son los siguientes: perampanel, un antagonista selectivo no competitivo, se
acopla a los receptores AMPA (French et al., 2012), topiramato ejerce su efecto anticonvulsivo
via receptores AMPA vy kainato (Gryder & Rogawski, 2003) y felbamato que actua sobre los
receptores NMDA (Rho et al., 1994).

2.5.1.2. Modulacion de canales idnicos dependientes de voltaje.

Los canales idnicos de sodio dependientes de voltaje juegan un papel importante en la
iniciacion y propagacion de los potenciales de accién en las neuronas (Mantegazza et al., 2010).
Los bloqueadores de sodio son el tipo de FAC mas empleado para el tratamiento de la epilepsia.
Farmacos como la fenitoina, carbamacepina y el valproato se unen a los canales que se
encuentran en estado activo y reducen los potenciales de accidén de alta frecuencia durante la
crisis, algunos otros como la oxcarbazepina, lamotrigina y zonisamida actuan facilitando la

inactivacion rapida de los canales.

En cuanto a los canales idnicos de potasio dependientes de voltaje se ha observado que limitan
la excitabilidad neuronal por medio de un mecanismo particular. La apertura de los canales
conduce al potencial de membrana hacia la hiperpolarizacién con lo cual causa una reduccidn
generalizada en la excitabilidad (Kohling & Wolfart, 2016). La retigabina actua sobre ciertas
subunidades de los canales de potasio las cuales influencian la corriente de potasio tipo M que
a su vez tiene una estrecha relacion con la aparicidn de las crisis (Schenzer et al., 2005), aunque
cabe sefialar que esta fue retirada del mercado en el afio 2017 por causar alteraciones

indeseadas en piel y vision (Hackethal, 2017).
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Por ultimo, los canales de calcio dependientes de voltaje, especialmente los de tipo-T, regulan
la excitacion neuronal de activacidn rapida caracteristica especialmente en las crisis de
ausencia. El farmaco que actua sobre estos canales que ha sido mayormente estudiado y que

mejor efecto tiene sobre tales crisis es la etosuximida (Coulter et al., 1989).

2.5.1.3. Potenciacién de la inhibicién sinaptica.

Uno de los principales y mas importantes neurotransmisores inhibitorios en el SNC es el acido
y-aminobutirico (GABA) y la potenciacién de la neurotransmisién inhibitoria mediada por su
efecto es un mecanismo clave en la actividad de los FAC. Se ha demostrado que cuando existen
ciertas alteraciones en alguna de las etapas del llamado ciclo GABAérgico, estas guardan amplia
relacidon con la aparicién de crisis convulsivas (Loup et al., 2000). De manera general, el ciclo
GABAérgico puede resumirse de la siguiente manera: GABA se sintetiza a partir de glutamato
por la enzima glutamato descarboxilasa y después se libera para reducir la excitabilidad
neuronal uniéndose a los receptores ionotropicos GABAA y a los receptores metabotrdpicos
acoplados a proteinas G GABAg, ambos localizados tanto en las neuronas pre-sindpticas como
en las post-sinapticas. Después, GABA puede unirse a proteinas transportadoras altamente
selectivas al neurotransmisor para después ser metabolizado por la enzima GABA transaminasa

concluyendo de esta manera el ciclo de transmisién GABAérgica.

Actualmente, muchos de los FAC disponibles impulsan rapidamente la inhibicién de la actividad
excitatoria mediada por receptores GABAa acoplandose directamente con los estos receptores.
Como el receptor también se encuentra asociado a canales idnicos, estos pueden modificar
tanto el tiempo como la frecuencia de apertura del canal como en el caso de la accion de los
barbituricos y las benzodiacepinas (Bai et al., 2001). Algunos otros farmacos actldan
modificando la actividad de las enzimas que se encargan del transporte o metabolismo de

GABA para producir el efecto anticonvulsivo como lo hacen la tiagabina y la vigabatrina.
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2.5.2. Fenitoina.

La 5,5-difenilhidantoina-2,4-diona o fenitoina (PHT) (figura 7) es un farmaco anticonvulsivo que
ha estado bajo investigacidén clinica por alrededor de ocho décadas (Patocka et al., 2020)
utilizado ampliamente para el tratamiento de crisis cldnicas, asi como ténico-cldnicas. Posee un
gran efecto inhibitorio selectivo hacia la corteza motora teniendo su sitio de accidn en los
canales de sodio dependientes del voltaje, aunque también se piensa que tiene cierto efecto
estabilizador sobre las membranas neuronales incrementando los niveles de GABA (Keppel &
Kopsky, 2017). Es a través de este mecanismo que ejerce su efecto anticonvulsivo, evitando el
esparcimiento de las descargas anormales entre las neuronas de la corteza cerebral.
Quimicamente pertenece al grupo de las hidantoinas con un valor de pka de 8.33, un
coeficiente de particién octanol/agua de 2.47 y un bajo valor de solubilidad acuosa de 32 mg/L
perteneciente al grupo Il del sistema de clasificacién biofarmacéutica (baja solubilidad, alta

permeabilidad).
H O
1

O NH

Figura 7. Estructura quimica del farmaco anticonvulsivo fenitoina.
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2.6. Modelos animales usados en investigacion sobre epilepsia.

Para facilitar el estudio de la epilepsia de la forma mas completa posible, desde las causas hasta
las consecuencias, se han desarrollado modelos experimentales que se basan principalmente
en replicar las crisis epilépticas observadas en los humanos. Para que un modelo experimental
sea valido, reproducible y se asemeje al proceso que se desea investigar debe cumplir con
ciertas condiciones. Estos criterios de validez pueden resumirse de la siguiente manera (van der

Staay et a., 2009):

a) Validez de constructo. Es el grado de similitud entre el mecanismo por el cual se desarrolla

el modelo experimental y el mecanismo por el cual se desarrolla en hecho investigado.

b) Validez aparente. Es el grado de similitud descriptiva entre el modelo experimental y el
hecho real que se desea emular. Una forma adecuada de identificar nuevos modelos
experimentales mediante la validez aparente es comparando los sintomas presentados en

el hecho que se desea investigar.

c) Validez de prediccion. Es la medida en la que se puede extrapolar un resultado medido
mediante un modelo experimental, en un hecho real investigado. En psicofarmacologia,
esta validez se refiere a la capacidad de un modelo experimental para identificar

adecuadamente la eficacia terapéutica de ciertos farmacos.

En el caso de modelos experimentales que emulen crisis epilépticas se deben cumplir los

siguientes criterios (Sarkisian, 2001):

a) El modelo animal debe mostrar correlaciones o patrones electrofisioldgicos similares a los

observados en la condicion humana.
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b) Las etiologias deben ser similares, es decir, las condiciones humanas derivadas de una
predisposicion genética subyacente, lesién, trastornos de migracidn neuronal, etc., deben

de presentarse en los modelos experimentales.

c) Si la condicién humana se caracteriza por la aparicion del trastorno en una cierta edad, el

modelo animal debe reflejar una edad similar.

d) Si la condicion humana se caracteriza por cambios patoldgicos especificos como lesiones

focales o displasia cortical, el modelo experimental debe de presentar patologias similares.

e) La condicidon que se estd modelando debe de responder a los farmacos anticonvulsivos y

tratamientos existentes para la correlacion en humanos.

f) Las caracteristicas de comportamiento, incluidas sus manifestaciones inducidas por las

convulsiones a corto y largo plazo deben ser similares a las exhibidas en los seres humanos.

2.6.1. Clasificacion.

De manera general, existen 3 formas en que pueden ser clasificados los modelos
experimentales para epilepsia. La primera es considerando la duracién del protocolo, es decir,
el tiempo necesario para inducir las crisis y se divide en agudos y crénicos. La segunda es
considerando la causa de la actividad epiléptica pudiendo ser por el uso de sustancias quimicas,
aplicando estimulos fisicos o induciendo alteraciones metabdlicas o mutaciones genéticas. La
ultima clasificacién es por el tipo de la actividad epiléptica que se genera; focal o generalizada,
cortical o limbica, clénica o tdnica, etc., (Zavala & Lopez, 2011). Es importante mencionar que
en la mayoria de los casos la categorizacién de los modelos resulta ser una combinacion de las

clasificaciones antes mencionadas (tabla 1).
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Tabla 1. Modelos experimentales de epilepsia. Modificado de Zavala & Lépez, 2011.

Tipo agente Agente causante Tipo de actividad Tipo de Edad de los
pro-epiléptico epiléptica generada protocolo roedores
(duracion)
Crisis parciales complejas
- .. secundariamente Agudo Adultos y en
Acido kainico . Y
generalizadas, estatus Crdnico desarrollo
epilépticus
Crisis parciales complejas
. . secundariamente Agudo Adultos y en
Pilocarpina . L
generalizadas, estatus Cronico desarrollo
epilépticus
Crisis tonico-cldnicas Adultos y en
. Agudo
L generalizadas desarrollo
Quimico — - - -
. Crisis parciales complejas Crénico
Pentilentetrazol . -
secundariamente (kindling Adultos
generalizadas guimico)
Crisis de ausencia Agudo Adultos
Ly Crisis tonico-cldnicas Agudo
Glutamato monosddico . g, . En desarrollo
generalizadas Crdnico
. Crisis tonico-cldnicas
Fluoroetil . Agudo En desarrollo
generalizadas
. - Crisis secundariamente . Adultos y en
Toxina tetanica . Cronico
generalizadas desarrollo
Crisis parciales complejas
. A P . piel . Adultos y en
Kindling eléctrico secundariamente Crodnico
. desarrollo
generalizadas
Generacion de Crisis parciales complejas o
. . p' . L'l Agudo En desarrollo
postdescargas corticales | crisis mioclénicas
Fisico Crisis miocldnicas Adultos y en
Electrochoques . L Agudo y
Crisis tonico-cldnicas desarrollo
Crisis parciales complejas
. . P ) piel Agudo
Hipertemia secundariamente - En desarrollo
. Cronico
generalizadas
Hipoxia Crisis tonico-cldnicas Agudo En desarrollo
Ratas genéticamente
. Descargas
propensas a crisis de - .
. electrogriéficas | Jovenes (1 mes
ausencia GAERS .. . . .
o Crisis de ausencia tipo espiga de edad) y
Ratas genéticamente
‘s . de ondas adultas
Genético propensas a crisis de espontaneas
ausencia WAG/Rij P
Ratas genéticamente Crisis convulsivas primaria
propensas a epilepsia o secundariamente Sonido Adultos

GEPR

generalizadas
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En los modelos agudos, las crisis epilépticas se inducen solo una vez y de manera rdpida en un
animal normal por lo regular en una sola sesién utilizando ya sea medios fisicos o quimicos. Este
tipo de modelos son bastante Utiles para estudiar los mecanismos de induccion y detencién de
la actividad epiléptica, asi como las alteraciones surgidas una vez finalizada la crisis. Por otro
lado, los modelos crénicos requieren de una manipulacidén repetida que permita la generacién
de crisis espontaneas o actividad epiléptica persistente (Fisher, 1989). Estos modelos facilitan el
estudio de los procesos de epileptogénesis asi como las consecuencias observadas entre una

crisis y otra y cuando estas terminan en el sujeto que las padece.

Los modelos quimicos, como dice su nombre, consisten en la induccién de actividad epiléptica
como resultado de la administracion de sustancias quimicas que producen un efecto
excitatorio, generalmente analogos glutamatérgicos, o sustancias que disminuyen o bloquean
la neurotransmision inhibidora, por lo regular antagonistas GABAérgicos. También es posible
generar las crisis epilépticas mediante la aplicacidon de estimulos fisicos en los que se modifica la
fisiologia celular ya sea por medio de la induccién de corriente eléctrica, generando un
aumento de la temperatura corporal (hipertemia) o disminuyendo la disponibilidad de oxigeno
(hipoxia). De esta manera, y a diferencia de los modelos quimicos, no se administra ninguna
sustancia para estimular la actividad epiléptica, sino que se modifica el microambiente cerebral

para obtener dicho efecto.

Los modelos genéticos de epilepsia incluyen distintas especies animales (ratén, rata, perro o
mandril) que presentan actividad epiléptica espontanea o que exhiban un umbral bajo a las
crisis generadas por distintos métodos (fisicos o quimicos) o que experimenten crisis epilépticas
inducidas por estimulos sensoriales como la luz o el sonido (Grone & Baraban, 2015). En el caso
de la rata, existen dos cepas que presentan descargas espiga-onda similares a las observadas en
las crisis de ausencia las cuales son las Ratas Genéticamente Propensas a Crisis de Ausencia de
Estrasburgo o GAERS, (siglas para Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg) y las Ratas
Wistar Albino Glaxo o WAG/Rij (siglas para Wistar Albino Glaxo Rat from Rijswijk).

Adicionalmente, existe otra cepa de ratas denominada Ratas Genéticamente Propensas a la
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Epilepsia o GEPR (siglas para Genetically Epilepsy-Prone Rats) que presentan crisis clénicas o

ténico-cldnicas inducidas por sonidos o hipertemia.

2.6.2. Pentilentetrazol.

El farmaco convulsivante pentilentetrazol (PTZ) (figura 8) es un antagonista no competitivo de
los receptores GABAa con los que interacciona mediante el sitio de union a la picrotoxina
bloqueando el canal de calcio (Ramos et al., 2012). Las manifestaciones conductuales causadas
por el efecto del PTZ lo convierten en un modelo de crisis generalizadas en el que si es
administrado a dosis bajas (20-30 mg/kg) se producen crisis de ausencia y a dosis altas (>50

mg/kg) se producen crisis clonicas o tonico-cldnicas.
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Figura 8. Estructura quimica del farmaco convulsivante pentilentetrazol.

2.7. Generalidades sobre electroencefalografia.

Una herramienta que ha resultado muy util para el diagndstico de la epilepsia ha sido el
desarrollo de la electroencefalografia. Un electroencefalograma (EEG) es el registro de los
cambios temporales de los potenciales eléctricos generados por la actividad neuronal que
puede ser medido en distintas areas cerebrales, es decir, la sefial que se registra en el EEG es el

voltaje que cambia constantemente en amplitud, frecuencia y fase (Biasiucci et al., 2019).
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El bidlogo inglés Richard Caton en el afio de 1875 fue el primero en reportar la existencia de
pequeiias fluctuaciones espontaneas en los potenciales eléctricos sobre la superficie cortical de
un conejo indicando que los cambios en el voltaje que ocurrieron en el cerebro variaron segln
el lugar de registro y segun el estimulo periférico especifico aplicado observando ademas que
los potenciales eran afectados por anoxia y desaparecian con la muerte del animal. Sin
embargo, la era del EEG comenzd con el psiquiatra aleman Hans Berger quien en 1929
demostré que era posible registrar los ritmos cerebrales a través del craneo y publico la
primera descripcion del EEG en humanos. Reportd la presencia del ritmo alfa con frecuencia de
10 Hz y encontrd que este desaparecia al abrir los ojos y con esfuerzo mental, por ejemplo,
haciendo aritmética mentalmente, ademas que se bloqueaba con estimulos dolorosos y con
ruido fuerte. También obtuvo registros en suefio y describid las descargas epilépticas (Marosi,

2012).

2.7.1. Principios de funcionamiento.

El éxito de un registro de EEG depende en gran medida de la preparacion de la zona craneal y
de la colocacién de los electrodos. En principio, cualquier metal que hace contacto con la
corteza cerebral puede funcionar como un electrodo, sin embargo, los que son fabricados a

base de acero inoxidable, son los mas usados y confiables.

La senal del EEG que es transmitida por los electrodos es muy pequefia (entre 10 y 200 uV) por
lo que debe ser amplificada. Los amplificadores utilizados tienen dos entradas y una salida y
muestran la diferencia de voltaje entre dos puntos. Si dos areas cerebrales conectadas bajo los
dos electrodos de un canal tienen una actividad parecida, el registro en el canal de salida sera
muy bajo ya que la diferencia en la actividad captada entre estas dos areas serd minima. Lo
anterior significa que en el EEG no se ve la actividad real del drea de la corteza bajo un
electrodo, en lugar de esto, se observa la diferencia de actividades de dos areas

multineuronales subyacentes a los dos electrodos.
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La sefal es amplificada selectivamente, es decir, se conservan ciertas porciones definidas de
esta y las demas se filtran. Lo anterior es importante ya que las seiiales no deseadas pueden
contaminar el trazo de interés conociéndose este fendmeno como artefactos. Los artefactos
son senales que aparecen en el EEG pero no tienen su origen en el cerebro sino en potenciales
musculares o del corazén por lo que es de suma importancia la diferenciacién entre las sefiales

cerebrales y las que no lo son.

2.7.2. Frecuencias y ritmos cerebrales.

Como ya se ha mencionado, la actividad eléctrica se registra en la superficie de la corteza
cerebral como cambios constantes en el voltaje durante un lapso de tiempo, por lo tanto, el
rasgo mas caracteristico del EEG es la frecuencia de sus ondas. Las frecuencias registradas en la
superficie de la corteza suelen abarcar desde 1 a 30 Hz y a su vez, estas se pueden dividir en
distintos ritmos cerebrales a los cuales se les han atribuido distintos estados fisioldgicos (Lopes

da Silva, 2013).

Ritmo delta. De 0.5 a 3.5 Hz.
Las ondas delta pueden aparecer en cualquier parte de la cabeza y en personas sanas se

relacionan con fases lentas del suefio teniendo tanto amplitud como de forma variable.

Ritmo theta. De 3.5a 7.5 Hz.

Es el ritmo normal de los nifios pequefios y del suefio lento. El ritmo theta de bajo voltaje
puede aparecer en el EEG sobre los I6bulos temporales segln la edad y el estado de alerta del
sujeto. Suele estar relacionado con experiencias de meditacién, procesamiento de tareas o con

emociones negativas como la frustracién.

Ritmo alfa. De 7.5 a 13 Hz.

Recibié esta denominacion ya que fue la frecuencia que primero describié Berger. Se define no

solo por su frecuencia, sino también por su amplitud, su distribucidn espacial y por su
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comportamiento. Aparece con mayor amplitud en las regiones posteriores, aunque se pueden

encontrar con individuos con ritmo alfa en casi toda la cabeza.

Ritmo beta. De 13-30 Hz.

El ritmo beta reside preferentemente en la regidn frontal pudiendo también ser posterior o
localizado. Es el ritmo de vigilia atenta (alerta) y se relaciona con activaciéon cognoscitiva o
emocional. Se considera que es el ritmo que ocupa el lugar del alfa cuando el sujeto abre los

0jos.

2.7.3. Morfologia de las ondas.

Otro elemento importante para la interpretacidon del registro electroencefalografico es la forma
de sus ondas. Cuando existe un cambio brusco en la amplitud o frecuencia del trazado, se le
llama paroxismo. Los paroxismos mas frecuentes que aparecen en los EEG anormales son los

siguientes (Marosi, 2012):

Espigas. Son descargas breves, con voltaje variable y corresponden a una irritacion cortical

fuerte generalmente relacionada a focos epilépticos.

Poliespigas. Es una sucesién mas o menos prologada de espigas agrupadas. Aparecen durante

la fase tonica de crisis tonico-cldnica.

Complejo espiga-onda lenta. Se trata de la aparicién de una espiga y seguida de manera
inmediata de una onda lenta. Su forma puede variar, pero siempre sefiala actividad anormal

epileptogénica de tipo complejo.

Ondas agudas. Tienen cierto parecido a las espigas, pero son de mayor duracién. Se relacionan

con focos epilépticos.

Brotes de ondas lentas. Son ondas delta hipersincronicas y de voltaje elevado.
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3. JUSTIFICACION.

La epilepsia, como ha ocurrido con muchas otras enfermedades descritas en la historia de la
humanidad, ha sido una de las mas estigmatizadas e incomprendidas por el hombre teniendo
consecuencias no solo a nivel fisico sino también a nivel emocional en los individuos que la
padecen (Figueroa & Campbell, 2004). Se estima que alrededor del mundo mas de 50
millones de personas la padecen, lo que la convierte en uno de los trastornos neurolégicos

mas comunes (Kawan et al., 2010).

En México, datos estimados de la prevalencia de esta enfermedad indican que existen de 10
a 20 casos por cada 1000 habitantes lo que implica que del 1 al 2 % de la poblacidn mexicana

total la padecen, es decir de 1 300 000 a 2 600 000 personas (Valdés et al., 2019).

De aqui la importancia de realizar mayor investigacion en el desarrollo de nuevos sistemas
terapéuticos que permitan mejorar los resultados obtenidos con los tratamientos
actualmente existentes, en los que generalmente se utilizan formas farmacéuticas
convencionales. Dentro de esta categoria, los nanotrasportadores de tipo lipidico han
demostrado tener una serie de ventajas tanto desde el punto de vista tecnolégico brindando
soporte y estabilidad a las moléculas de activo incorporado (Soares et al., 2013), como del

bioldgico siendo biocompatibles (Silva et al., 2011) asi como biodegradables (Yu et al., 2012).

Aunado a lo anterior, la fenitoina (PHT) ha sido utilizada como uno de los farmacos de
primera eleccion en el tratamiento de las crisis convulsivas. No obstante, presenta una serie
de limitaciones que condicionan su efectividad como lo son baja solubilidad acuosa y alto
porcentaje de unidn a proteinas plasmaticas (Treiman & Woodbury, 1995) lo que convierte
en un excelente candidato a poder ser formulado en un nanotrasportador lipidico con todas

las ventajas que estos ofrecen.
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4. HIPOTESIS.

Al administrar Fenitoina en forma de Nanoparticulas Lipidicas Sélidas en un modelo “in vivo”
se podra mejorar el efecto anticonvulsivo obtenido comparado con la administraciéon de
Fenitoina en un sistema de liberacién tradicional lo que pondria en evidencia su utilidad

como nanotransportadores que hacen mas eficiente el paso de farmacos a través de la

barrera hematoencefalica.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto anticonvulsivo de nanoparticulas lipidicas sélidas de acido estearico sobre
crisis epilépticas inducidas en ratones mediante el analisis de la actividad eléctrica cerebral por

electroencefalografia para demostrar su eficacia como nanotransportadores.

5.2. Objetivos particulares.

a) Practicar la cirugia estereotaxica utilizando ratones como modelo bioldgico para la

implantacidn de los electrodos de registro usados en electroencefalografia.

b) Estudiar las sefales observadas en la actividad electroencefalografica en los animales de
experimentacion analizando sus caracteristicas para establecer las diferencias entre éstas
en estado basal, cuando se administran las nanoparticulas y cuando se inducen las crisis

convulsivas.

c) Analizar las diferencias que existen en cuanto a la latencia y duracién de las crisis

administrando los diferentes tratamientos para poder caracterizar su efecto.
d) Determinar si las nanoparticulas ejercen algin cambio en la tasa de mortalidad de los

animales de experimentacién analizando la incidencia del evento para establecer si existe

asociacion entre su administracién y la presencia del mismo.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

6.1.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
8)
h)
i)
j)
k)
1)

m

~

6.2.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
8)
h)
i)
j)
k)
1)

Reactivos.

Acido estearico USP (Drogueria Cosmopdlita, México)

Alcohol Polivinilico (Mowiol® 4-88, PM ~ 31 000, Sigma-Aldrich, E.U.A.)
Agua ultrapura Tipo | (Simplicity® Merck Millipore, E.U.A.)
Fenitoina (Sigma-Aldrich, E.U.A.)

Agua HPLC (Fermont, México)

Metanol HPLC (Fermont, México)

Alcohol etilico absoluto (HYCEL Reactivos Quimicos, México)
Cloruro de Benzalconio (Farmacéuticos Altamirano, México)
Clorhidrato de Xilazina (PiSA Agropecuaria, México)

Ketamina (PiSA Agropecuaria, México)

Solucién Salina 0.9 % (PiSA, México)

Polvo acrilico dental autocurable Nic Tone® (MDC Dental, México)
Pentilentetrazol (Sigma-Aldrich, E.U.A.)

Equipos e instrumentos.

Balanza Analitica (Boeco BBC 32, Alemania)

Parrilla eléctrica con agitacién magnética (Thermo Scientific, E.U.A.)
Agitador de alta velocidad Ultra-Turrax® T-18 Basic (IKA, Alemania)
Nanosizer (N4 Plus, Coulter Corporation, E.U.A.)

Zetasizer Nano ZS (ZEN3600, Malvern Instruments Limited, Reino Unido)
Ultracentrifuga (Optima™ LE-80K, Beckman, E.U.A.)

Sistema de Liofilizacién de sobremesa (Labconco, E.U.A.)

Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (Varian ProStar, E.U.A.)
Aparato estereotaxico (Stoelting Co. E.U.A.)

Micromotor (Foredom 21b, E.U.A.)

Estacion para soldar (Weller EC1002, Alemania)

Poligrafo 78E con amplificadores 7PK511 (GRASS Instruments Co. E.U.A.)

m) Sistema de adquisicion ADQCHS8: Convertidor de sefial analdgica-digital y software de

registro de sefales digitales (desarrollados en el LNFCR, INPRFM)

n) Videocamara digital (Samsung SC-D383/XAX, C.S.)
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6.3. Fabricacion de las nanoparticulas.

Se prepararon lotes de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) por medio del método de
emulsificacion en caliente previamente optimizado en el trabajo de Toledo-Sierra, (2018). En un
contenedor adecuado se pesé la cantidad correspondiente a una concentraciéon del 6 % (m/v)
de acido estedrico (AE) y se calenté a 10 °C por encima de su temperatura de fusién (fase
oleosa). En otro contenedor se prepard una disolucién acuosa de alcohol polivinilico (PVA)
correspondiente a una concentracién del 5 % (m/v) y se calenté a la misma temperatura que la
fase oleosa (fase acuosa). Una vez que ambas fases se encontraron a la misma temperatura, la
fase oleosa se adicioné lentamente a la fase acuosa y la mezcla se homogenizd con un agitador
de alta velocidad de tipo rotor-estator Ultra-Turrax® T-18 Basic (IKA, Alemania) durante dos
ciclos de 5 minutos cada uno a una velocidad de 16 000 rpm. Una representacion esquematica
de este proceso se muestra en la figura 9. Una vez transcurrido el tiempo de agitacién, la
dispersidn se dejo enfriar a temperatura ambiente. En el caso de los lotes con fenitoina, ésta se

solubilizé previamente en la fase oleosa. Tanto los lotes de NLS con farmaco y sin farmaco

 aok
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Figura 9. Proceso de fabricacidon de las NLS por el método de emulsificacion en caliente. (A)
Fase oleosa. (B) Fase acuosa. (C) NLS.

fueron preparados por triplicado.
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6.4. Caracterizacion fisica.

Una parte importante en el desarrollo de sistemas nanoparticulados es su caracterizacién ya
gue los pardmetros medidos tienen impacto en la reproducibilidad, estabilidad y por lo tanto

efectividad de una formulacién.

6.4.1. Tamafio de particula e Indice de polidispersién.

El tamano de particula promedio e indice de polidispersion se midid por triplicado para cada
uno de los lotes por medio de dispersién de luz dinamica utilizando el equipo Nanosizer N4 Plus
(Coulter Corporation, E.U.A.). Las determinaciones se realizaron a 25 °C a un angulo de

dispersién de 90° siendo las muestras diluidas con agua ultrapura.

6.4.2. Potencial Z.
La medicion del potencial Z se realizd mediante microelectroforesis de laser Doppler con el
equipo Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments Limited, Reino Unido). Todas las

mediciones se realizaron por triplicado a 25 °C siendo las muestras diluidas con agua ultrapura.

6.4.3. Cuantificacion del farmaco encapsulado.

Una vez que los lotes de nanoparticulas alcanzaron la temperatura ambiente después del
proceso de fabricacién éstos se sometieron a un proceso de purificacion para eliminar el
excedente de estabilizante y de fdrmaco. Para lo anterior se centrifugaron durante 60 minutos
a 40 000 rpm a una temperatura de 15 °C utilizando la ultracentrifuga Optima LE-80K
(Beckman, E.U.A.) usando el rotor 50.2 Ti., se separaron los pellets obtenidos del sobrenadante
y se lavaron por lo menos tres veces con agua ultrapura. Cada uno de los pellets se resuspendio
en disolucién de manitol al 7 % (m/v) usada como crioprotector, se congelaron durante 36 h. y
se liofilizaron durante 48 h. (Labconco, E.U.A.). Se pesd una cantidad conocida del polvo
liofilizado y se solubilizd en metanol, se llevaron a cabo las diluciones necesarias y se realizd la
cuantificacién del farmaco por cromatografia liquida de alta resolucién (Varian ProStar, E.U.A.)

con una columna de fase inversa de 4.6 mm x 25 cm x 5um. Como fase mévil se usé una mezcla
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metanol/agua en proporcion 55:45 a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min., el volumen de
inyeccion fue de 20 pulL y la deteccién del analito se realizé a una longitud de onda de 220 nm.
Se determind la capacidad de carga (CC) de las nanoparticulas y la eficiencia de encapsulacién

del farmaco (EE) por medio de las siguientes ecuaciones:

EE (%) = Cantidad de PHT encapsulada ¥ 100
(%) = Cantidad de PHT adicionada Ec. 1

cC (%) = Cantidad de PHT en NLS %100
(%) = Cantidad de NLS Ec. 2

6.5. Cirugia estereotaxica.

Para la medicion de la actividad eléctrica cerebral en los animales de experimentacidn
primeramente fue necesaria la implantacion de electrodos de registro a través del craneo hasta
alcanzar la superficie de la corteza cerebral, los cuales consistieron en tornillos de acero
inoxidable de 1.2 mm de didmetro y de 2.8 mm de largo a los que se les soldé un segmento de

alambre de acero inoxidable.

6.5.1. Animales.

Se utilizaron ratones macho de la cepa Swiss Webster de entre 30 a 34 gramos de peso y de 5
semanas de edad aproximadamente proporcionados por el bioterio del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muiiiz. En total se utilizaron 30 ratones realizdndose los
esfuerzos necesarios para optimizar el nimero de animales usados en los experimentos
cumpliéndose también con las disposiciones indicadas en la NOM-062-Z00-1999 por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacidn en materia de
produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio. Los animales se mantuvieron a una
temperatura de 20 °C y en ciclos de luz/obscuridad de 12 h./12 h. dotdndolos de alimento y

agua ad-libitum.
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6.5.2. Colocacion de electrodos.

Para la implantacién de los electrodos, los animales fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilazina a una dosis de 100 mg/kg y de 13.3 mg/kg respectivamente, la cual fue
aplicada intraperitonealmente. La profundidad de la anestesia fue verificada cualitativamente
evaluando diferentes signos como la pérdida del reflejo de enderezamiento, pérdida de reflejo
palpebral, asi como la frecuencia y profundidad de la respiracion del animal. Una vez alcanzado
el grado de anestesia quirdrgica, el animal fue inmovilizado en el aparato estereotdxico
(Stoelting Co., E.U.A.), se rasurd y se limpid la zona craneal con solucién de yodo y con la ayuda
de un bisturi se realizd un corte en sentido anteroposterior de aproximadamente 15 mm de
longitud, se retiré el periostio con agua oxigenada para finalmente dejar expuesto en craneo.
Todo el material quirdrgico empleado, asi como el material implantado fue previamente

esterilizado en disolucidon de cloruro de benzalconio.

De acuerdo, al atlas de Paxinos y Franklin (2001), se realizaron 4 trépanos con el micromotor
(Foredom 21b, E.U.A.) sobre el crdaneo de animal; uno sobre cada corteza frontal con
coordenadas estereotaxicas +2 mm. anteroposterior y £1 mm. mediolateral de bregma y uno
sobre cada corteza parietal con coordenadas estereotdxicas —3 mm. anteroposterior y £ 2.5
mm mediolaterial de bregma (figura 10). Un electrodo mas fue colocado sobre el cerebelo con

la finalidad de ser la referencia para cada uno de los electrodos implantados.

Figura 10. Localizacion de los electrodos implantados en los animales de experimentacion.
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Los electrodos se soldaron a un header (figura 11) y fueron recubiertos con acrilico dental
cuidando que la zona craneal expuesta quedara completamente cubierta, asi como evitando
gue quedaran burbujas de aire dentro del implante. Posterior a la cirugia, los animales tuvieron
un periodo de recuperacion de 7 dias antes de la realizacion de los experimentos siendo

colocados en cajas individuales con agua y alimento ad-libitum.

-

Figura 11. Tablilla de conexidn o header utilizado como conector entre los implantes y el sistema de registro EEG.

6.6. Medicion de la actividad eléctrica cerebral

6.6.1. Grupos de experimentacion.

Los animales fueron separados en 5 grupos (n=6) como se indica en la tabla 2, aplicandose los

tratamientos por via intraperitoneal a la dosis indicada:

Tabla 2. Grupos de experimentacion para la evaluacion del efecto anticonvulsivo.

Grupo 1 2 3 4 5
. Solucién Mezcla fisica
Tratamiento Salina (PHT + AE) NLS NLS/PHT PHT
Dosis 10 ml/kg 100 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg

La mezcla fisica fue preparada en funcién de la relacidn de las proporciones utilizadas de ambos

componentes en la fabricacién de las nanoparticulas con fenitoina.
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6.6.2. Registro de los electroencefalogramas e induccién de crisis convulsivas.

El animal se colocé dentro de la cdmara de registro (30 mm x 25 mm x 18 mm) y tuvo un
periodo de habituacién al entorno de por lo menos 30 minutos para posteriormente ser
conectado al poligrafo con amplificadores 7PK511 (GRASS Instruments Co.) con las siguientes
configuraciones: filtro pasa banda 3-300 Hz, sensibilidad de 50 uV y filtro de 60 Hz activado. La
sefal analdgica fue digitalizada y registrada por computadora por medio del sistema de
adquisicion ADQCH8 (desarrollado en el Laboratorio de Neurofisiologia del Control y la
Regulacion de Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiiz) muestreando a una

frecuencia de 1000 Hz.

Se comenzd a registrar la actividad electroencefalografica (EEG) en estado basal durante 10
minutos y una vez transcurridos, se aplicé en tratamiento correspondiente segun el grupo de
experimentacion y se registré la actividad EEG durante 30 minutos, después, se aplicé el
pentilentetrazol (PTZ) a una dosis de 85 mg/kg via i.p. y se registrd la actividad convulsiva EEG y

la actividad conductual durante 30 minutos mas (figura 12).

Tratamiento PTZ (85 mg/kg, i.p.)
| 1B | Posttratamiento | Crisis |
0’ 10° 40° 70°
|= Registro EEG -]

Figura 12. Diagrama de la linea temporal del registro de la actividad EEG.

Todos los experimentos fueron videograbados con la finalidad de poder correlacionar la
actividad eléctrica registrada con la actividad conductual observada y tener mayor precisién en
la identificacion de todos los estados conductuales caracteristicos de las crisis convulsivas

inducidas por la actividad del PTZ.
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Es importante mencionar que con la dosis de PTZ utilizada es posible alcanzar en los animales
de experimentacidn las crisis convulsivas mas severas y asi poder comparar el efecto que tienen

sobre éstas los diferentes tipos de tratamientos aplicados.

De los registros EEG obtenidos se contabilizaron los tiempos de latencia transcurridos desde la
aplicacion del PTZ hasta la aparicion de los neck jerks, la primera crisis clonica y la primera crisis
ténico-cldnica asi como la duracidn de éstas dos ultimas. También se registré la incidencia tanto

de las crisis cldnicas, las crisis ténico-cldnicas y la incidencia de la muerte.

6.7. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron recopilados y ordenados en una hoja de cédlculo de Microsoft
Excel® y posteriormente analizados mediante los softwares estadisticos STATGRAPHICS
Centurion XV® (versién 15.2.05) y GraphPad PRISM® (versién 6.01). Se aplicaron pruebas
paramétricas en caso de que los datos tuvieran una distribucion normal de lo contrario se
aplicaron pruebas no paramétricas. Los tiempos de latencia a los neck jerks, la primera crisis
clénica y la primera crisis ténico-clonica asi como su duracién fueron analizados mediante
ANOVA de una via con tratamiento post hoc de Bonferroni. En el caso de las incidencias a las
crisis cldnicas, crisis tonico-cldnicas y la incidencia a la muerte se analizaron mediante la prueba

chi cuadrada de Pearson. Se establecié la significancia estadistica con valores P <0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Fabricacion y caracterizacion de las NLS.
En la tabla 3 se muestran los resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas

por el método de emulsificaciéon en caliente usando acido estedrico como matriz lipidica y

fenitoina como farmaco modelo.

Tabla 3. Resultados de la caracterizacién fisica de las NLS.

Tamaiio de particula (nm) 388.6 +3.5
indice de polidispersion 0.107 + 0.031
Potencial Z (mV) -33.4+1.2
Capacidad de carga (%) 23.4
Eficiencia de entrampamiento (%) 2.3

Uno de los principales factores que tienen influencia en la efectividad de los
nanotransportadores como sistemas de liberaciéon de activos es la distribuciéon del tamano de
particula y la carga superficial de la misma. Estos parametros estan relacionados directamente
tanto con la naturaleza quimica y las concentraciones de los componentes utilizados en la
formulacion, asi como con los aspectos tecnoldgicos del proceso de fabricacidon. Diversos
estudios han demostrado la relaciéon que guarda el incremento en la fraccion volumétrica de la
fase lipidica y el aumento observado en el tamafio de particula (Blasi et al., 2013; Lippacher et
al., 2003) en los que el método de fabricacién involucra un proceso de emulsificaciéon. Se piensa
gue una de las posibles explicaciones para este comportamiento se debe al hecho de que un
aumento en la proporcién de fase interna, siendo esta la fase lipidica, conlleva a un aumento de
la viscosidad del sistema modificando sus propiedades reoldgicas por lo que también se veria
modificado el proceso de homogenizacién. El resultado de lo anterior es que incrementando la

proporcién de fase lipidica se obtienen tamafios de particula mayores y viceversa.
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Otro de los aspectos relevantes relacionado al tamafio de particula de los sistemas utilizados es
en lo referente a los procesos de depuracidén de agentes extranos de la circulacién sistema por
parte del sistema reticulo endotelial (SRE) del organismo. Este proceso de depuraciéon depende
principalmente del tamafio de particula y de la carga superficial en el que las particulas con
distintos grados de hidrofobicidad pueden ser opsonizadas o fagocitadas en poco tiempo por
diversos componentes plasmaticos del SER (Moghimi et al., 2001). Una forma de evitar este
proceso es disminuyendo el tamano de particula para aumentar la probabilidad que los
acarreadores puedan alcanzar su sitio de accion (Moghimi et al., 1991). Como puede verse en
la tabla 3, se obtuvieron nanoparticulas con un didmetro promedio de 384 nm. El potencial Z es
un indicativo de la carga superficial de las nanoparticulas el cual estd relacionado con la
estabilidad fisica del sistema. Mediciones de potencial Z altos en valor absoluto (positivos o
negativos) indican que las particulas tendrdan menores posibilidades de experimentar los
fendmenos de inestabilidad propios de los sistemas dispersos como la floculacidn, coalescencia,
etc., (Fredrick et al., 2010) lo que les permitirda mantener su tamafio original y asi lograr obtener

el resultado deseado.

En cuanto a los pardmetros del proceso de fabricacién, por lo regular, el aumento en el tiempo
de agitacién, asi como en la velocidad de agitacién producen tamanos de particula menores ya
gue el sistema estaria sometido durante mayor tiempo a las grandes fuerzas de corte que se
generan durante el proceso de homogenizacién a alta velocidad donde el fendmeno de
cavitacion juega un papel importante en la reduccion del tamafio de particula. Es importante
resaltar que este comportamiento también puede ser dependiente de las caracteristicas
propias de cada formulacién ya que también se ha observado que se puede alcanzar un punto
en el que el incremento tanto del tiempo como de la velocidad ya no producen cambios
significativos en el tamafno de particula obtenido (Soni et al., 2020). La capacidad de carga y la
eficiencia de entrampamiento se relacionan con el grado de interaccidn existente entre el lipido
y el farmaco siendo importante el grado de cristalinidad y la forma polimérfica que exhiben los
componentes que a su vez guarda relacidon con la hidrofilicidad/lipofilicidad de los mismos. La

solubilidad del farmaco en el lipido es uno de los factores limitantes que influenciaran la
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cantidad de farmaco que podra ser retenido por la matriz lipidica y por lo tanto su capacidad de

carga.

7.2. Obtencidn de los registros EEG.
7.2.1. Estado basal.

Una vez que el animal se conectd al poligrafo comenzé a registrarse la actividad cerebral en
estado basal. En la figura 13 se puede visualizar parte del trazo obtenido en esta etapa del

registro.
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Figura 13. Registro EEG en estado basal.

La actividad basal tiene como componentes caracteristicos principales ondas de baja frecuencia
y de bajo voltaje lo que representa que son de baja amplitud mientras en animal se encuentra
en reposo sin ningln estimulo externo de importancia que modifique su comportamiento tanto
conductual como electrofisiolégico. El registro de la actividad basal tiene como objetivo que las

sefales observadas en el EEG no se vean influenciadas por cualquier otro tipo de actividad
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inducida intencional o inconsciente como consecuencia de la manipulacién que pueda
perturbar la respuesta observada al administrar los tratamientos de interés. Este
comportamiento de actividad basal se observé en todos los grupos de estudio ya que aln no se

aplicaba ningun tratamiento.

7.2.2. Tratamientos.

Después de registrada la actividad basal se administré la mezcla fisica/NLS/NLS-PHT/PHT
dependiendo del grupo de experimentacion. La mezcla fisica se utilizd6 como tratamiento con el
objetivo de estudiar si la talla nanométrica de los sistemas utilizados era lo que condicionaba el
efecto observado o si la mezcla fdrmaco-lipido mostraba un efecto en si considerando que la
fenitoina por si misma tiene propiedades anticonvulsivantes. En la figura 14 se muestra un

trazo representativo del registro EEG después de aplicar la mezcla fisica.
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Figura 14. Registro EEG después de administrar la mezcla fisica.
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Como se puede observar en la figura 14, la mezcla fisica genera un cambio en la senal del
registro EEG con respecto a la actividad basal notandose que, en ciertas zonas como la sefialada
mediante la flecha roja, las ondas presentan menor amplitud, es decir, menor voltaje ademas
de disminuir su frecuencia. Este tipo de sefial es lo que se conoce como suefio de ondas lentas,
una de las etapas tipicas del suefio, aunque lo particular en este caso es que el animal se
encontraba despierto, pero con cierto grado de quietud por algunos momentos. Lo anterior es
indicativo de que la mezcla fisica induce un estado de relajacidén o cierto efecto ansiolitico que

tiene sentido por el hecho de que se encuentra presente la fenitoina.

En la figura 15 se muestra el registro obtenido al administrar las NLS sin farmaco. Esta
formulacion se aplicé para verificar si era capaz por si sola de inducir algun efecto
anticonvulsivo tomando en consideracién su naturaleza lipidica similar a la de la membrana

celular, asi como su tamafio submicrénico.
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Figura 15. Registro EEG después de administrar NLS.
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En este caso, disminuye la frecuencia, pero aumenta un poco la amplitud, en relacién a, lo

obtenido en el registro del estado basal, ademas de observarse nuevamente las senales

caracteristicas del suefio de ondas lentas (indicado con la flecha roja) aunque con mayor

frecuencia si se compara con estas mismas sefiales del EEG de la mezcla fisica. Lo particular en

este registro es que se trata de las nanoparticulas sin fdrmaco por lo que se evidencia que al

menos electrofisiolégicamente, existe cierto grado de efecto ansiolitico inducido Unicamente

por el lipido en forma de nanoparticulas.

En la figura 16 podemos observar las sefales registradas como resultado de la administracidn

de las nanoparticulas con fenitoina.
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Figura 16. Registro EEG después de administrar NLS/PHT.

Nuevamente se observa la presencia de suefio de ondas lentas, aunque esta vez con mucho

mayor amplitud y de frecuencia similar a las obtenidas con las nanoparticulas sin farmaco.
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También es posible observar una mayor densidad de estas a lo largo del registro combinadas

con lapsos de senales similares a las de la medicion basal.

Por ultimo, en los trazos de la figura 17, se muestra el registro correspondiente después de

administrar solamente la fenitoina. Se puede observar que en este caso no se presentan las

sefales correspondientes al suefo de ondas lentas, pero a diferencia del registro EEG en estado

basal, disminuye la frecuencia de las ondas aumentando un poco su amplitud.
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Figura 17. Registro EEG después de administrar PHT.

7.2.3. Pentilentetrazol.

Una vez transcurrido el tiempo de registro tanto de la linea base como de los tratamientos, se

realizé la administracion del PTZ. Una de las ventajas de los modelos agudos es que es posible

observar de manera inmediata distintas etapas de las crisis convulsivas y que por medio de la

obtencién de los registros EEG podemos caracterizar los componentes electrograficos

asociados a ellas. Uno de los primeros fendmenos observados tanto conductual como en el
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registro (figura 18) es la aparicion de los neck jerks, en la figura sefialado con la flecha roja, en
los que el animal experimenta fuertes contracciones en los musculos del cuello sin perder la
postura y electrograficamente se observan espigas de alto voltaje (gran amplitud) pero de corta

duracion.
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Figura 18. Registro EEG después de administrar PTZ. Etapa neck jerks.

Las otras etapas de las crisis epilépticas estudiadas en este proyecto fueron la clénica y la
ténico-clonica. Conductualmente las crisis cldnicas se caracterizan por la presencia de rapidos
espasmos musculares que recorren el cuerpo del animal experimentando fuertes sacudidas que
incluso pueden provocar pérdida de la postura. Electrograficamente se observan descargas de
alto voltaje con un aumento rapido en la frecuencia entre una y otra (poliespigas), como se
muestra en la figura 19, con varios segundos de duracién seguidas de lapsos de sefales de baja

amplitud entre una crisis y otra.
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Figura 19. Registro EEG después de administrar PTZ. Etapa crisis clénica.

En las crisis tdnico-cldnicas, el animal pierde por completo la postura presentando extension

ténica de las extremidades siendo también una caracteristica de esta etapa la aparicién de

brincos salvajes. En el registro EEG se observan descargas de alto voltaje y alta frecuencia que

cubren por completo el trazo (figura 20).

Analizando todos los cambios electrograficos que se acaban de describir, fue posible llevar a

cabo la medicién de los tiempos de latencia de aparicion de los neck jerks, las crisis clonicas y

las crisis tonico-clénicas asi como las incidencias de tales eventos ademas de cuantificar el

tiempo de duracidn tanto de las crisis clénicas como de las ténico clénicas. En la figura 21, se

muestra un diagrama temporal de la sucesién de estos eventos y los cambios electrograficos

observados durante su registro.
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Figura 20. Registro EEG después de administra PTZ. Etapa crisis ténico-cldnica.
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Figura 21. Representacion esquematica de la sucesion de los eventos evaluados mediante el registro EEG.

66



7.3. Evaluacion de la actividad anticonvulsiva.

7.3.1. Neck Jerks.

En las figuras 22 y 23 se muestran los resultados de incidencia y tiempos de latencia

respectivamente de aparicidén de los neck jerks de cada uno de los tratamientos aplicados.

Incidencia Neck Jerks
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Figura 22. Incidencia de Neck Jerks de cada grupo experimental.
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Figura 23. Tiempo de latencia a Neck Jerks de cada grupo experimental.
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Una vez que el PTZ es administrado, este empieza a ejercer su efecto de manera casi inmediata
y como se menciond con anterioridad, uno de los primeros eventos asociados a crisis
convulsivas que se pueden apreciar son los neck jerks. Como se puede observar en la figura 22,
en todos los animales de cada grupo experimental se presenté este fendmeno, por lo que
ninguno de los tratamientos aplicados es capaz de bloquear estas descargas de alto voltaje y en
la figura 23 se observa que el tiempo de latencia es muy cercano a los 60 segundos para todos
los casos excepto en el grupo NLS/PHT en el que se aproxima mas a los 120 segundos, es decir,
casi el doble de tiempo. Para saber si existen diferencias significativas con respecto al tiempo
de latencia de este evento que se puedan asociar a la efectividad de algun tratamiento en esta
etapa de las crisis se realizo el andlisis de varianza de una via arrojando que tales diferencias no
existen con un 95 % de confianza (tabla 4 y 5) ya que el valor P es mayor a 0.05, aunque el
tiempo de latencia mostrada por las NLS/PHT fue mayor con respecto a los demas grupos, es
decir, los neck jerks tardan mas en presentarse cuando se administra este tratamiento adn

comparado con la PHT por si sola.

Tabla 4. ANOVA para latencia a Neck Jerks por condicidn.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos 12173,20 4 3043,30 2,13 0,11
Intra grupos 35724,70 25 ([1428,99

Total (Corr.) 47897,90 29

Tabla 5. Prueba de Multiples Rangos para latencia a Neck Jerks por condicién. (Método: 95.0 % Bonferroni).

Condicion Casos |Media Grupos Homogéneos
Control 6 45,83 X
NLS 6 54,83 X
Mezcla fisica 6 59,67 X
PHT 6 65,17 X
NLS/PHT 6 104,20 X
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La importancia de caracterizar el comportamiento de los neck jerks radica en el hecho de que se
trata del primer evento paroxistico inducido por la actividad de PTZ sobre los sujetos de

experimentacion.

7.3.2. Crisis cldnica.

En primer lugar, se analizd la incidencia de las crisis clonicas por medio de la aplicacion de la
prueba chi cuadrada de Pearson cuando se construyen tablas de frecuencias (también
conocidas como tablas de contingencia) en donde se evalla si existe alguna relacion
estadisticamente significativa entre la presencia o ausencia de algun evento, en este caso las
crisis clénicas, con un tratamiento que pudiera inducir que tal evento se produzca o no. En la
figura 24 se puede observar que las crisis clénicas se presentan en todos los animales de los
grupos control, mezcla fisica y NLS mientras que en el grupo NLS/PHT solo 5 las presentan y en

grupo PHT solo 4.
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Figura 24. Incidencia de crisis clénica de cada grupo experimental.
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En las tablas 6 a 19 se puede observar los resultados de tales pruebas. El hecho que en el grupo
NLS/PHT un animal no haya experimentado crisis cldnicas y en grupo PHT en dos animales no
hayan sucedido no significa que esto sea resultado del efecto de los tratamientos por lo que el
evento es independiente de la actividad de estos con un 95.0 % de confianza ya que los valores
de P son mayores a 0.05. En otras palabras, ni las NLS/PHT ni la PHT son capaces de reducir la

incidencia de aparicién de crisis cldnicas.

Tabla 6. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis clonica. Control vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
NLS/PHT 1 5 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 7. Prueba de independencia. Control vs NLS/PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

1,091

0,296

Tabla 8. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis cldnica. Control vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |2 10 12

Tabla 9. Prueba de independencia. Control vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

2,400

0,121

Tabla 10. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis cldnica. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 0 6 6
NLS/PHT 1 5 6
Total por Columna |1 11 12




Tabla 11. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

Gl |Valor-P

0,296

Estadistico
1,091

Prueba
Chi-Cuadrada

Tabla 12. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis clénica. Mezcla fisica vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 0 6 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |2 10 12

Tabla 13. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs PHT.

Tabla 14. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis clonica. NLS vs NLS/PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

2,400

0,121

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/PHT 1 5 6
NLS 0 6 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 15. Prueba de independencia. NLS vs NLS/PHT.

Tabla 16. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis clénica. NLS vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

1,091

0,296

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS 0 6 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |2 10 12

Tabla 17. Prueba de independencia. NLS vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl |Valor-P

Chi-Cuadrada

2,400

0,121




Tabla 18. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis cldnica. NLS/PHT vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/PHT 1 5 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |3 9 12

Tabla 19. Prueba de independencia. NLS/PHT vs PHT.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |0,444 1 0,505

Para que este tipo de analisis pueda llevarse a cabo, el método requiere que en al menos uno
de los grupos de estudio haya tanto individuos que presenten el evento como individuos que
no lo presenten, de lo contrario, este no se puede realizar. Es por lo anterior que si entre los
pares de grupos que se analizan todos los sujetos presentan el evento, no se muestran esas

tablas de resultados.

En cuanto a los tiempos de latencia de las crisis clonicas los resultados se muestran en la figura

25.
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Figura 25. Tiempo de latencia a crisis clonica de cada grupo experimental.
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En los grupos NLS/PHT y PHT se observa que el tiempo de latencia es mucho mayor (por lo
menos 7 veces mas) con respecto a los grupos control, mezcla fisica y NLS siendo mayor el
tiempo que tardan en presentarse las crisis cldnicas aunque después de realizar el andlisis de
varianza correspondiente se encontré que tales diferencias no son estadisticamente
significativas con 95.0 % de confianza ya que el valor de P es mayor a 0.05 (tablas 20y 21). En el
caso de la mezcla fisica y las NLS los tiempos de latencia son similares a los obtenidos en el

grupo control no siendo capaces de retardar el tiempo de aparicidn de las crisis clonicas.

Tabla 20. ANOVA para latencia a crisis clénica por condicidn.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |2,03E6 4 507622,00 2,09 0,11
Intra grupos |6,07E6 25 |242952,00

Total (Corr.) |8,10E6 29

Tabla 21. Prueba de Multiples Rangos para latencia a crisis clénica por condicion (Método: 95.0 % Bonferroni).

Condicion Casos |Media |Grupos Homogéneos
NLS 6 75,0 X
Control 6 75,83 X
Mezcla fisica 6 85,67 X
NLS/PHT 6 557,33 X
PHT 6 654,83 |X

En el caso de la mezcla fisica, aunque estd presente la PHT esta no puede ejercer su efecto ya
gue se encuentra presente también el acido estearico. Dejando un poco de lado la significancia
estadistica arrojada en el analisis de varianza, se observa que las NLS/PHT retrasan poco menos
de 8 veces la aparicidon de las crisis cldnicas con respecto al grupo control mientras que la PHT
lo hace casi 9 veces también con respecto al grupo control. Si se hace la comparacion entre
estos dos grupos, existe una diferencia de casi 100 segundos entre uno y otro siendo aun mayor

el tiempo de latencia para la PHT.
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Analizando los resultados de la duracidn de las crisis cldnicas mostrados en la figura 26, se
observa que el mayor tiempo lo presenta el grupo control con una media de 20.33 segundos.
En los demds grupos se obtienen tiempos menores, aunque estos no son significativamente
diferentes, de acuerdo con el analisis de varianza mostrados en las tablas 22 y 23 aplicado
sobre estos datos, es decir, ninguno de los tratamientos tiene efecto sobre la duracién de este
tipo de crisis. Una vez que estas llegan a presentarse, independientemente del tiempo que

tardan en aparecer, practicamente tienen la misma duracion en todos los casos.
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Figura 26. Tiempo de duracion de crisis clénicas de cada grupo experimental.

Tabla 22. ANOVA para duracidn de crisis clénica por condicion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos (177,667 4 44,42 0,50 0,74
Intra grupos [2228,50 25 (89,14

Total (Corr.) |2406,17 29

Tabla 23. Prueba de Multiples Rangos para duracién de crisis clénica por condicion. (Método: 95.0 % Bonferroni).

Condicion Casos |Media |Grupos Homogéneos
PHT 6 13,17 X
NLS 6 16,00 X
NLS/PHT 6 17,83 X
Mezcla fisica 6 18,50 X
Control 6 20,33 X
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7.3.3. Crisis tonico-cldnica.

En lo que respecta a la incidencia del ultimo tipo de crisis evaluado en este estudio (figura 27),

la cual es la tonico-cldnica, se encontraron resultados importantes.

Incidencia de crisis ténico-clénica
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Figura 27. Incidencia de crisis ténico-clénica de cada grupo experimental.

Como se muestra en la figura 27, sélo un animal del grupo NLS/PHT presentd la crisis tonico-
clénica mientras que en el grupo NLS 5 animales la presentaron, por otro lado, en los grupos
control, mezcla fisica y PHT, la totalidad de los animales las experimentaron. Llevando a cabo la
prueba chi cuadrada de Pearson para las tablas de contingencia (tablas 24 a 37) se encontrd
qgue existen diferencias estadisticamente significativas con un 95.0 % de confianza, entre las

incidencias del grupo NLS/PHT con respecto a los demas grupos.

Tabla 24. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis ténico-cldnica. Control vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |1 11 12
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Tabla 25. Prueba de independencia. Control vs NLS.

Prueba
Chi-Cuadrada

Estadistico |Gl

1,091

Valor-P
0,296

Tabla 26. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis ténico-cldnica. Control vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
NLS/PHT 5 1 6
Total por Columna |5 7 12

Tabla 27. Prueba de independencia. Control vs NLS/PHT.

Prueba
Chi-Cuadrada

Estadistico |Gl
8,571 1

Valor-P
0,003

Tabla 28. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis tdnico-cldnica. Mezcla fisica vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 0 6 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 29. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs NLS.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

1,091

1

0,296

Tabla 30. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis tonico-cldnica. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 0 6 6
NLS/PHT 5 1 6
Total por Columna |5 7 12

Tabla 31. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

8,571

1

0,003




Tabla 32. Frecuencias para Condicién/Incidencia crisis tonico-clonica. NLS/PHT vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/PHT 5 1 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |6 6 12

Tabla 33. Prueba de independencia. NLS/PHT vs NLS.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

5,333

1 0,021

Tabla 34. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis tonico-clonica. NLS vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS 1 5 6
PHT 0 6 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 35. Prueba de independencia. NLS vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

1,091

0,296

Tabla 36. Frecuencias para Condicidn/Incidencia crisis tonico-clénica. NLS/PHT vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/PHT 5 1 6
PHT 0 6 6
Total por Columna |5 7 12

Tabla 37. Prueba de independencia. NLS/PHT vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl |Valor-P

Chi-Cuadrada

8,571

1 0,003
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Lo anterior implica que la incidencia de las crisis ténico-clénicas si estd asociada al efecto
producido por las NLS/PHT, es decir existe un marcado efecto anticonvulsivo sobre las crisis al
emplear esta formulacién. En tales casos, los valores de P fueron menores a 0.05. La incidencia
de las crisis ténico-clénicas se redujo en mas de la mitad con respecto a los demas grupos
cuando se administraron las NLS/PHT y si se compara este resultado con el de la PHT sola se

observa una mejor efectividad.

Los resultados del tiempo de latencia a este tipo de crisis se muestran en la figura 28. Se puede
observar que las NLS/PHT tuvieron el mayor tiempo de latencia, con un valor de 1645.0
segundos y si se compara con el tiempo obtenido en el grupo control se observa que es cerca
de mas de 3 veces mayor. Sorpresivamente el grupo PHT fue quien mostré el menor tiempo
con 274.3 segundos, incluso casi 4 veces menos que el tiempo de latencia para el grupo NLS.
Después de realizar el correspondiente analisis de varianza (tablas 38 y 39) se encontré que
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos PHT vs NLS, PHT vs NLS/PHT,
NLS vs NLS/PHT, MF vs NLS/PHT y finalmente entre grupo control vs NLS/PHT con un 95.0 % de

confianza. En los casos antes mencionados los valores de P fueron menores a 0.05.
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Figura 28. Tiempo de latencia de crisis ténico-cldnica de cada grupo experimental.
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Tabla 38. ANOVA para latencia a crisis tdnico-cldnica por condicion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |7,14E6 4 1,79E6 17,94 0,00
Intra grupos |2,49E6 25 [99494,60

Total (Corr.) [9,63E6 29

Tabla 39. Prueba de Multiples Rangos para latencia a crisis ténico-cldnica por condicion. (Metodo: 95.9 % Bonferroni).

Condicion Casos |Media |Grupos Homogéneos
PHT 6 274,33 |X

Control 6 476,67 |XX

Mezcla fisica 6 597,00 (XX

NLS 6 1033,17 | X

NLS/PHT 6 1644,67 X

Es importante resaltar que en este caso también la formulacién de NLS por si sola fue capaz de
retrasar la aparicion de las crisis clonicas significativamente con respecto a la PHT mostrando
un efecto anticonvulsivo aunque no se encuentre el farmaco presente. Si comparamos la
latencia de las NLS/PHT con respecto a la PHT se observa que es practicamente 6 veces mayor.
Lo anteriormente expuesto implica que tanto las NLS/PHT como las NLS muestran un efecto
anticonvulsivo estadisticamente significativo con respecto al tiempo en que se presentan las
crisis ténico-clonicas. Esto cobra relevancia porque se trata del tipo de crisis de mayor
severidad dentro de las crisis convulsivas caracteristicas de la epilepsia superando incluso al

efecto producido cuando se administra sélo la PHT.

En cuanto al tiempo que duran las crisis ténico-clénicas (figura 29), en el grupo NLS/PHT se

observé la menor duracién con 2.83 segundos.
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Figura 29. Tiempo de duracidn de crisis ténico-clénica de cada grupo experimental.
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El andlisis de varianza efectuado para este caso mostrado en las tablas 40 y 41, arrojé que no

existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de experimentaciéon con un

95 % de confianza en la duracién, en el que el tiempo del grupo NLS/PHT se redujo en poco mas

de 5 veces con respecto al tiempo del grupo PHT y en poco mas de 7 veces si se compara contra

el tiempo obtenido en el grupo NLS que fue quien mostré la mayor duracion con 20.33

segundos.

Tabla 40. ANOVA para duracidn de crisis tonico-clénica por condicién.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos (1180,33 4 295,08 2,67 0,06
Intra grupos |2767,83 25 (110,71

Total (Corr.) |3948,17 29

Tabla 41. Prueba de Multiples Rangos para duracién de crisis tonico-clénica por condicién. (Método: 95.0 % Bonferroni).

Condicion Casos |Media |Grupos Homogéneos
NLS/PHT 6 2,83 X
Control 6 12,83 X
PHT 6 15,50 X
Mezcla fisica 6 19,33 X
NLS 6 20,33 X
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Una vez mas dejando un poco de lado la significancia estadistica, ya que el valor de P fue de
0.06, las NLS/PHT redujeron la duracidon de las crisis clénicas con respecto a los demas grupos

de estudio en las proporciones antes mencionadas.

7.3.4. Muerte.

A la dosis que el PTZ fue utilizado es muy probable que los animales mueran como
consecuencia de la severidad de las crisis que estos experimentan causada por la potente
actividad convulsivante de este farmaco. En la mayoria de los casos, el fendmeno se presentd
casi inmediatamente después de terminadas las crisis tonico-clénicas, lo cual también se

verifico electrograficamente. La incidencia del evento se muestra en la figura 30.
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Figura 30. Incidencia de muerte de cada grupo experimental.

Es posible observar que sélo uno de los animales del grupo NLS/PHT muere y si esto lo
correlacionamos con los resultados de incidencia de crisis tonico clénica para este mismo
grupo, se puede notar que el Unico animal que experimentd este tipo de crisis perdio la vida

una vez que esta termind, lo anterior implica que las NLS/PHT son capaces de brindar cierto
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efecto protector evitando que las descargas epilépticas de alto voltaje se propaguen a través de
la corteza cerebral disminuyendo la incidencia de las crisis ténico clinicas y consecuentemente

la muerte de los animales en este caso.

En las tablas de contingencia correspondientes a este evento (tablas 42 a 61) queda de
manifiesto que, en los casos donde existe significancia estadistica (Control vs NLS/PHT; Mezcla
fisica vs NLS/PHT; NLS vs NLS/PHT), la incidencia de la muerte esta asociada al efecto de las

NLS/PHT con 95.0 % de confianza.

Tabla 42. Frecuencias para Condicidn/Incidencia muerte. Control vs Mezcla fisica.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
Mezcla fisica 1 5 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 43. Prueba de independencia. Control vs Mezcla fisica.

Prueba

Estadistico

Gl |Valor-P

Chi-Cuadrada

1,091

1 10,296

Tabla 44. Frecuencias para Condicién/Incidencia muerte. Control vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |1 11 12

Tabla 45. Prueba de independencia. Control vs NLS.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |1,091 1 0,296
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Tabla 46. Frecuencias para Condicién/Incidencia muerte. Control vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
NLS/PHT 5 1 6
Total por Columna (5 7 12

Tabla 47. Prueba de independencia. Control vs NLS/PHT.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |8,571 1 0,003

Tabla 48. Frecuencias para Condicion/Incidencia muerte. Control vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Control 0 6 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |2 10 12

Tabla 49. Prueba de independencia. Control vs PHT.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |2,400 1 0,121

Tabla 50. Frecuencias para Condicidn/Incidencia muerte. Mezcla fisica vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 1 5 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |2 10 12

Tabla 51. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs NLS.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |0,000 1 1,000

Tabla 52. Frecuencias para Condicién/Incidencia muerte. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 1 5 6

NLS/PHT 5 1 6
Total por Columna |6 6 12




Tabla 53. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs NLS/PHT.

Prueba
Chi-Cuadrada

Gl
1

Valor-P
0,021

Estadistico
5,333

Tabla 54. Frecuencias para Condicion/Incidencia muerte. Mezcla fisica vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
Mezcla fisica 1 5 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |3 9 12

Tabla 55. Prueba de independencia. Mezcla fisica vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

0,444

1

0,505

Tabla 56. Frecuencias para Condicién/Incidencia muerte. NLS/PHT vs NLS.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/ PHT 5 1 6
NLS 1 5 6
Total por Columna |6 6 12

Tabla 57. Prueba de independencia. NLS/PHT vs NLS.

Tabla 58. Frecuencias para Condicion/Incidencia muerte. NLS vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

5,333

0,021

No presenta

Si presenta

Total por Fila

NLS 1 5 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |3 9 12

Tabla 59. Prueba de independencia. NLS vs PHT.

Prueba

Estadistico

Gl

Valor-P

Chi-Cuadrada

0,444

0,505




Tabla 60. Frecuencias para Condicién/Incidencia muerte. NLS/PHT vs PHT.

No presenta |Si presenta | Total por Fila
NLS/PHT 5 1 6
PHT 2 4 6
Total por Columna |7 5 12

Tabla 61. Prueba de independencia. NLS/PHT vs PHT.

Prueba Estadistico |Gl |Valor-P
Chi-Cuadrada |3,086 1 0,079

Se sabe que la fenitoina actua sobre los canales de sodio dependientes de voltaje propiciando
su bloqueo y por lo tanto modifica su funcionamiento como uno de los moduladores que rigen
el comportamiento de los sistemas excitatorios e inhibitorios en la red neuronal que conforma
el sistema nervioso central (Patocka et al., 2020). Se ha demostrado también que el receptor al
cual se une la fenitoina se situa dentro del canal mismo, y a su vez, estos canales se pueden
encontrar en alguno de tres estados posibles; cerrado, abierto e inactivo (Mantegazza et al.,
2010). El estado en que se encuentre dicho canal es el que regula el grado de afinidad que
tendra el receptor por el farmaco siendo el estado inactivo el que mayor afinidad exhibe.
Creemos que la formulacidon presenta un marcado efecto anticonvulsivo sobre las crisis tonico-
clénicas, que como ya se menciond, son el tipo mas severo de crisis epilépticas obtenidas con el
modelo de estudio utilizado, en el que la hiperpolarizaciéon de la membrana celular es mayor,
porque de alguna manera estamos modificando el grado en que la fenitoina se une a su
receptor en el estado inactivo del canal al estar formando parte de un sistema nanoparticulado
con el que evidentemente por lo resultados encontrados, se logra disminuir tanto la incidencia
del evento asi como la latencia del mismo. La disminuciéon de la incidencia de la muerte
también refuerza nuestro argumento sobre este posible mecanismo de accién de la

formulacion en estudio.
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8. Conclusiones.

Se fabricaron nanoparticulas lipidicas sélidas a base de acido estedrico cargadas con el farmaco
anticonvulsivo fenitoina por medio del método de emulsificacion en caliente obteniéndose
tamafios de particula del orden de los 388.6 nm, con un indice de polidispersion de 0.107 y un

potencial Z de -33.4 mV.

Se caracterizé el efecto anticonvulsivo provocado por las nanoparticulas lipidicas sélidas con
farmaco y sin él, en un modelo crénico para epilepsia (PTZ) donde se evaluaron las
modificaciones inducidas en las distintas etapas de las crisis convulsivas propias de la

enfermedad, encontrando diferencias significativas en algunos casos.

Para la evaluacién de efecto anticonvulsivo, se usd la técnica de electroencefalografia,
caracterizando la morfologia de las sefiales que se asocian a los distintos tipos de crisis
epilépticas para la determinacién de los tiempos de latencia y su duracidn evidenciando su gran
utilidad en el estudio de los cambios electrograficos asociados a tales crisis. También se
lograron diferenciar y caracterizar las sefiales EEG de los animales en estado basal, cuando se

administraron los tratamientos y cuando se administré el PTZ.

A pesar de la baja cantidad de farmaco en las nanoparticulas, se encontraron diferencias en
cuanto al efecto producido en las crisis tonico-clénicas en comparacién con la administracion la

fenitoina sin el nanotransportador.

Ninguno de los tratamientos aplicados tuvo efecto sobre la incidencia de los neck jerks ni en el
tiempo de latencia de aparicion de éstos. Tampoco mostraron diferencias significativas en la

incidencia, latencia y duracion de las crisis clénicas.

Las NLS/PHT modificaron la incidencia y la latencia de las crisis tonico-cldnicas provocando que
menos animales las experimentaran y cuando estas se presentaron, se logré retrasar su

aparicién. Asi mismo, no mostraron efecto significativo alguno sobre la duracidn de estas crisis.
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Las NLS sin farmaco, también retrasaron significativamente las crisis tdnico-cldnicas con

respecto a la latencia mostrada cuando se administré sdlo la fenitoina.
La tasa de mortalidad de los animales se redujo como consecuencia de la administracion de las
NLS/PHT por lo que se puede decir que si tienen un efecto protector evitando la incidencia del

fendmeno.

El tamafio nanométrico influye en el efecto de los nanotransportadores ya que la mezcla fisica

por si sola no presenta actividad anticonvulsiva.
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9. Perspectivas.

Realizar pruebas in vitro, y de ser posible in vivo, de la cinética de liberacién de la PHT en los

nanotransportadores formulados.
Utilizar otro tipo de lipidos de origen natural o excipientes basados en lipidos que permitan
incorporar una mayor cantidad de farmaco en los sistemas y evaluar su potencial efecto

anticonvulsivo.

Implementar un estudio que permita evaluar mas a fondo el mecanismo por el cual las NLS sin

farmaco presentan un efecto anticonvulsivo.

Formular los mismos nanotransportadores pero utilizando diferentes tipos de farmacos

utilizados en distintos trastornos neuroldgicos.

Llevar a cabo estudios de toxicidad y estabilidad a largo plazo que ratifiquen la seguridad de su

uso.

Analizar la viabilidad del escalamiento del proceso de fabricacion a nivel industrial con miras a

un posible desarrollo comercial.

Utilizar otro tipo de modelos de epilepsia que complementen los resultados obtenidos en el

presente estudio.
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11. Anexos.

Intervalos de confianza 95 % (Bonferroni)

PHT - NLS/PHT i ® |
PHT - NLS - — 1
NLS/PHT - NLS - i ®
PHT - MF - “® |
NLS/PHT - MF e o
NLS - MF - O' |
PHT - Control= — |
NLS/PHT - Control™ - @
NLS -Control™ O 1
MF - Control- M |
L) L ] L) L] 1
-150 -100 -50 0 50 100 150
Diferencia entre medias de grupos
Media Limite Superior Limite Inferior
MF - Control 13,83333 81,01529 -53,34862
NLS - Control 9,00000 76,18195 -58,18195
NLS/PHT - Control 58,33333 125,51530 -8,848621
PHT - Control 19,33333 86,51529 -47,84862
NLS - MF -4,833333 62,34862 -72,01529
NLS/PHT - MF 44,50000 111,68200 -22,68195
PHT - MF 5,50000 72,68195 -61,68195
NLS/PHT - NLS 49,33333 116,51530 -17,84862
PHT - NLS 10,33333 77,51529 -56,84862
PHT - NLS/PHT -39,00000 28,18195 -106,18200

Intervalos de confianza de las diferencias de medias grupales para latencia a Neck Jerks.
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Intervalos de confianza 95 % (Bonferroni)

PHT - NLS/PHT i

PHT - NLS -

NLS/PHT - NLS A I - &

PHT - MF - i v o |

NLS/PHT - MF I @

NLS - MF A

PHT - Control+ I g J

NLS/PHT - Control b - ®

NLS - Control I

L 4

MF - Control= 1 |
L
0

-1000 -500 500 1000 1500 2000

Diferencia entre medias de grupos

Media Limite superior Limite Inferior
MF - Control 9,833333 885,8231 -866,1564
NLS - Control -0,8333333 875,1564 -876,8231
NLS/PHT - Control 481,500 1357,490 -394,4897
PHT - Control 579,000 1454,990 -296,9897
NLS - MF -10,66667 865,3231 -886,6564
NLS/PHT - MF 471,6667 1347,656 -404,3231
PHT - MF 569,1667 1445,156 -306,8231
NLS/PHT - NLS 482,3333 1358,323 -393,6564
PHT - NLS 579,8333 1455,823 -296,1564
PHT - NLS/PHT 97,500 973,4897 -778,4897

Intervalos de confianza de las diferencias de medias grupales para latencia a crisis clénicas.
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Intervalos de confianza 95 % (Bonferroni)

PHT - NLS/PHT A I @

PHT - NLS A ®

NLS/PHT - NLS A

PHT - MF - b *>— |

NLS/PHT - MF

NLS - MF A

PHT - Control+ k @ |

NLS/PHT - ControlH

NLS - Control-

MF - Control- I o= J
1 L] i 1 1

-30 -20 -10 0 10 20

Diferencia entre medias de grupos

Media Limite Superior Limite Inferior

MF - Control -1,833333 14,94601 -18,61267
NLS - Control -4,333333 12,446 -21,11267
NLS/PHT - Control -2,500 14,27934 -19,27934
PHT - Control -7,166667 9,612673 -23,946

NLS - MF -2,500 14,27934 -19,27934
NLS/PHT - MF -0,6666667 16,11267 -17,446

PHT - MF -5,333333 11,446 -22,11267
NLS/PHT - NLS 1,833333 18,61267 -14,94601
PHT - NLS -2,833333 13,94601 -19,61267
PHT - NLS/PHT -4,666667 12,11267 -21,446

Intervalos de confianza de las diferencias de medias grupales para duracion de crisis cldnicas.
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Intervalos de confianza 95 % (Bonferroni)

PHT - NLS/PHT A —— :
PHT - NLS A —_——
NLS/PHT - NLS - e

PHT - MF - —e—
NLS/PHT - MF - D ——
NLS - MF - ——
PHT - Control= ———]
NLS/PHT - Control : ——
NLS - Control- I—.—l
MF - Control i

-3000 -2000 -1000 0 1000 2000

Diferencia entre medias de grupos

Media Limite superior Limite inferior
MF - Control 120,3333 680,9142 -440,2475
NLS - Control 556,500 1117,081 -4,080872
NLS/PHT - Control 1168,000 1728,581 607,4191
PHT - Control -202,3333 358,2476 -762,9142
NLS - MF 436,1667 996,7476 -124,4142
NLS/PHT - MF 1047,667 1608,248 487,0858
PHT - MF -322,6667 237,9142 -883,2476
NLS/PHT - NLS 611,500 1172,081 50,91913
PHT - NLS -758,8333 -198,2524 -1319,414
PHT - NLS/PHT -1370,333 -809,7525 -1930,914

Intervalos de confianza de las diferencias de medias grupales para latencia a crisis ténico-cldnicas.
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Intervalos de confianza 95 % (Bonferroni)

PHT - NLS/PHT A ®

PHT - NLS -

NLS/PHT - NLS
PHT - MF - i *—

NLS/PHT -MF- | o -
NLS - MF - i >
PHT - Control= I :. 1

NLS/PHT - ControlH

NLS - Control+ E 0 g

MF - Control- E g

-40 -20 0 20 40

Diferencia entre medias de grupos

Media Limite Superior Limite Inferior

MF - Control 6,500 25,19987 -12,19987
NLS - Control 7,500 26,19987 -11,19987
NLS/PHT - Control -10,000 8,699867 -28,69987
PHT - Control 2,666667 21,36653 -16,0332
NLS - MF 1,000 19,69987 -17,69987
NLS/PHT - MF -16,500 2,199867 -35,19987
PHT - MF -3,833333 14,86653 -22,5332
NLS/PHT - NLS -17,500 1,199867 -36,19987
PHT - NLS -4,833333 13,86653 -23,5332
PHT - NLS/PHT 12,66667 31,36654 -6,0332

Intervalos de confianza de las diferencias de medias grupales para duracién de crisis ténico-cldnicas.
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