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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del Sistema Nervioso Central

Los seres vivos prescntan 1a_caracteristica de respon-
der ante los estimulos del medio ambiente.

Para poder responder correctamente ante estos estimu-
los, los organismos han de desarrollar un sistema que puede
captar la informacién del medio externo, procesarla, alma-
cenarla y responder ante un estimulo determinado. En el
reino animal este mecanismo en su conjunto recibe el nombre
de Sistema Nervioso.

En los vertebrados el Sistema Nervioso ha sido dividido
en Sistema Nervioso Central, que esta formado por el cerebro
y la médula espinal, y Sistema Nervioso Periférico, que a la
vez se divide en 'sistema simpitico y parasimpitico, as{ como
6rgahos sensoriales. El cerebro se relaciona directamente
con el anilisis y la integracién de la informacién del medio
ambiente para la produccion de respuestas ante los estimulos .
recibidos a través de los brganos sensoriales. La médula es-
pinal es un centro de importancia para las respuestas rcfle-
jas y constituye la via orincipal de la conduccién de log im-

pulsos de los nervios periféricos hacia los centros nerviosos



superiores. E1 sistema simpitico y parasimpltico, juntos
mantienen la homeostasis en el drganismo. El sistema sim-
phtico surge de los segmentos tordcico y lumbar de la mé-
dula espinal, el parasimpitico de los nervios craneales y
de la médula espinal sacra. En su conjunto inervan casi
todos los érganos y mlsculos del cuerpo. Presentan accio-
nes antogbnicas sobre las zonas qué inervan, predéminando
la accién de uno de los dos sistemas (1).

En el cerebro, las unidades fundamentales capaces de
recibir informacién, almacenarla y/o analizarla, asi como
dar la respuesta a corto o largo plazo, son lasvneuronas.

Una neurona es una célula nerviosa especializada en
analizar y conducir informacién, esta constituida por un
soma que presenta un aparato bioquimico similara cualquier
otra célula; también presenta una serie de prolongaciones
con funciones especificas para la recepcibn y emisién de
informacidn, que se famifican y establecen céntacto con
otras células. Estas prolongaciones celulares pueden dis-
tinguirse en axones y dendritas, dependiendo de la direc-
cibn en la que se transmita la informaci6n. Las dendritac
son ¢specializaciones receptoras de la neurona, por lo ge
neral son cortas, -gruesas y muy ramificadas. Mientras quc

los axones forman la via de salida de la informacidn de



estas cé}ulas, se caracterizan por ser largos, delgados,
con muy pocas 0 ninguna ramificacién (2).

El tipo de informacibén que manejan estas células es a
través de sefiales eléctricas. Mediante el cambio en la per
meabilidad de la membrana neuronal, principalmente a los
iones Na'*y Kﬁ es como se producc esta seiial eléctrica, 1la-
mada potencial de accion.

La base fundamental del funcionamiento del Sistema Ner-
vioso la constituye la comunicacién que se establece entre
las diferentes células que lo forman. E1 axén de una neuro-
na puede hacer contacto con el soma de otra neurona, con den
dritas o con otros axones. Este contacto se lleva a cabo a
través de estructuras especializadas en la terminal axbnica
y en la membrana de la célula con la que se hace el contacto,
ilamadas sinapsis.

En los sitios de contacto sindptice la parte corrcspon-
diente al ax4n sc considera como presinapsis, sc le denomina
botén sinidptico y es la emisora de informacién, mientras que
la parte receptora de, informacién es a la que se denomina
membrana postsinaptica. |

En la regibn presindptica se encuentran todos los méca-
nismos de transferencia de sefales. Contiene mitocondrias,

vesiculas sindpticas y un engrosamiento de la membrana celular
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que se restringe a la zona de contacto con la membran post-
sinfptica, esta parte de la membrana se especializa en el
manejo de informacibn (3). N

La sinapsis, scgln el tipo de mecanismo que utilize pa-
ra la transferencia de sefiales de la presinapsis a la post-

sinapsis puede ser eléctrica o quimica (4, 5).

1.1.1 Sinapsis Eléctricas.

Estructuralmente, las sinapsis eléctricas se cdracteri-
zan por una zona de acercamiento de 1a§ ﬁeﬁﬁranas plasmiticas
de las neuronas entre las que se establece el contacto, con
una minima especializacién estructural de los elementos sub-
membranales Be ambos lados. Lg distancia que separa la pre-
sinapsis de la membrana postsinéptica es de aproximadamente
20-50"2. En cortes paraleios al plano horizontal de la mem-
brana plasmitica y mediante el empleo de trazadores de espa-
cio intercelular se observa en la superficie de la célula un
patrén hexagonal formado por proteinas, cuya porcibn .central
esta conétituida.por un arreglo de 6 monbmeros protéicos de
26 000 D de peso molecular {conexinas), el heximero recibe

el nombre de conexbén, Los conexones forman poros que comuni-




can el citoplasma de las células en contacto, permitiendo el
paso de sefiales cléctricas y metabolitos que viajan a través
dc la membrana debido a la baja resisténcia quc le confieren:
los poros de la membrana al sitio de la sinapsis (3, 6). La
apertura de estos poros estd regulada por la concentracién
intracelular de Ca++; cuando el ca*® intracelular aumenta,
los poros se cierran. £l paso de sefiales es bidireccional,
esto es, los poros no imponen restriccioneé al paso de sefia-

les mhs qué de tamafio.

1.1.2 Sinapsis Quimicas. o

En el caso‘de las sinapsis quimicas se requiere una serie
de'traaucciones de la informacibn: una sefial eléctrica en la
membrana presinfptica es traducida a una sefial quimica que
consiste en un neurotransmisor, que una vez liberado al espa-
cio sinéptico, interacciona con receptores esvecificos presen-
tes en la membrana postsindptica generéindose una sefial eléc-
trica y/o metabblica en la célula postsiniptica (é). )

En este tipo de sinapsis la distancia entre la membrana

presinéptica y la membrana postsindptica es de aproximadamen-

o]
te 200 A en la mayoria de los casos,



En el Sistema Nervioso Central (SNC) de vertebrados
las sinapsis quimicas son mucho mis abundantes que las si-
napsis eléctricas (6).

En estado de reposo, la membrana plasmitica de la neu-
rona mantiene distintas concentraciones de los ianes Na+,

K+, C1” entre el medio interior y el exterior, dando origen

a un gradiente de concentraciones, el cual se debe a la per-
meabilidad selectiva de la membrana al potasio; las concen-
traciones de estos iones en ¢l interior son 140 mEq/1l de K+,
10 mEq/1 de Na*, 4 mEq/1 de C17, y en el exterior son de

5 mEq/1 de K', 142 mEq/l de Na', 103 mEq/1 de C1~ (5). Este
gradiente se mantienc por la permeabilidad selectiva de la
membrana al potasio, y a la accién del intercambiador (ATPasa)
Na+“K+, el cual intercambia 3 iones Na' del interior por 2 iones K
del exterior celular, mediante el consumo de Adenosin trifos-
fato (ATP). E1 gradiente elecéroquimicé del K" genera el
potencial de reposo de la membruna, el cual se encuentra en-
tre -75 y -90 mv dependiendo de la célula (3).

Al 1llegar un estimulo a la terminal sinfptica, ocurre un
cambio en la polaridad de la membrana, debido é una modifica-
c¢ién de la permeabilidad de la membrana a los iones Na*. Lo
que permite la entrada masiva de este ilon al interior de la

terminal sindptica, produciendo una despolarizacién de la



membrana. Este cambio dc potencial transitorio activa cana-
les de Ca'* sensibles a voltaje, aumentando asi, la permea-

bilidad de la membrana a este ion. Dentro del botén sinép;

tico, los iones Ca++ disparan a través de un mecanismo

ain desconocido, la maquinaria responsable de la liberacién

del neurotransmisor (8).

Una vez liberado el neurotransmisor, atraviesa el espa-
cio sindptico e interaciona con una molécula especifica de
naturaleza proteica llamada receptor localizada en la membra-
na postsindptica. La formacién del complejo Neurotransmisor-
receptor, origina una serie de cambios en la membrana post-
siniptica que depende del tipo de efecto inducido por el neu-
rotransmisor sobre el receptor. Es excitador si su interac-
cibén con el receptor poétsinéptico induce 1a~entrada de iones
Na© en la postsindpsis produciendo una despolarizacién;
mientras que si el neurotransmisor liberado es inhibidor pro-
piéia la entrada de iones K'o C17, ocasionando una hiperpo-

" larizacién con lo cual disminuye la probabilidad de disparo
de ponteciales de accidn.

Existen dos mecanismos diferentes responsables de la
remocién del neurotransmisor del espacio sinfptico. Una vez
que ha efectuado su accibn, el neurotransmisor puede sel re-

tomado por la terminal presinéptica o por las células gliales.



Otro mecanismo consiste en la degradacién enzimitica del

neurotransmisor "{m s{fu", convirtiéndolo en metabolitos

que no presentan accion fisiolégica (1).

Algunos de los neurotransmisores identificados en el

Sistema Nervioso de mamiferos se enlistan a continuaciédn:

1.1.2.1

a)

b)

c)
d)

a)

b)
c)
d)

Neurotransmisores.

Acido Asplrtico, excitador del Sistema Nerviosp Cen-
tral.

Acido Glutimico, excitador del Sistema Nervioso Cen-
tral.

Glicina, inhibidor en médula éspinal.

Acido Gama Amino Butirico (GABA), inhibidor del sis-

tema nervioso central.

Aminas Biogénicas.

Noradrenalina, inhibidor en el Sistema Nervioso Cen-
tral.

Adrenalina, inhibidor en el Sistema Nervioso Central.
Dopamina, inhibidor en el Sistema Nervioso Central.

Serotonina, inhibidor en ¢l Sistems Nervioso Central.
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Poliaminas.

a) Acetilcolina, su efecto es mixto v depende del tipo
de accidén sobre el receptor, excitador en los reccep-
tores nicotinicos v excitador e inhibidor en los re-

ceptores muscarinicos (4).

1.2. Convulsiones v Sistema Nervioso Central.

El1 Desarrollo de todos los procesos cerebrales requie-
ren de una correcta comunicacién neuronal. Esta comunica-
cibn se ve frecuentemente modificada en las enfermedades ce-
rebrales. Tal es el caso de la enfermedad de Parkinson, en
la cual, una disminucién de los niveles de dopamina en el
nidclee estriado produce movimientos clbénicos de los miembros
anteriores. La miastenia gravis, enfermedad en la cual cl
mismo organismo produce anticuerpos que atacan a los recep-
tores colinérgicos, en la placa neuromuscular.

En el caso de la epilepsia, .descargas simultinecas y rit-
micas de un gran nﬁmer; de neuronas, provoca pérdida de con~’
ciencia, generalmente con movimientos corporales caractcris-t

ticos o convulsiones.

En 1973 la Liga Internacional contra la Epilepsia y la



Organizacién Mundial de la Salud definieron el término Epilep-
sia como: Afeccibn crénica de etiologia.diversa, caracteriza-
da por crisis recurrentes, debidas a una descarga excesiva de
neuronas cerebrales (crisis epiléptica) asociadas eventualmen-
te con diversas manifestaciones clinicas y‘paraclinicas.

La crisis epiléptica se clasifica de acuerdo al cuadro
clinico y al fegistro encefalogrdfico que presente el paciente
(10, 23, 26), asi tenemos:

Crisis de ausencia: ' Se caracteriza por inconsciencia bre
ve y repetida, con activi&ad clbénica simétrica que varia desde
parpadeo hasta sacudidasen todo el cuerpo y en ocasiones sin
actividad motora.

Crisis convulsivas o no convulsivas, en las qﬁe 1as‘pfimg
ras manifestaciones se generan en ambos hemisferios cerebrales.

‘La pérdida de la consciencia puede ser una manifestacién fnica
o el inicio de la crisis convulsiva inicial. |
A Crisis epilépticas no clasificadas, incluye crisis neona-
tales, por ejemplo, movimientos oculares ritmicos y movimien-
tos de natacibn, masticacién y mioclonos.

Adendum, abarca crisis convulsivas ciclicas relacionadas,
por ejemplo: con ciclos menstruales, ataqueé provocados por
fétiga, alcoholismo, emociones o tensibén nerviosa (10, 23, .24,

25, 26).



Un agente quimico puede inducir la aparicifn de crisis
convulsivas interfiriendo a diferentes niveles los mecanis-
mos de accién de la transmision sinéptica. Esto puede ocu-
rrir bajo las giguientes condiciones:

1. Falta o reduccidn de los niveles de neurotransmiso-

‘res en las terminales sinipticas. Esto se puede de-
ber a la disminucién de la sintesis del neurotrans-
misor, inhibicibn en el almacenamiento y/o degenera-
cibn de la terminal sindptica.

2. Alteracidén de los mecanismos de accién de los neuro-
transmisores en el espacio intersinaptico. Asi el
neurotransmisor no llega a la postsinépsis, ya sea
por un incremento en las enzimas encargadas de la
remocién del transmisor, por aumento en el sistema
de captura de alta afinidad presente en la presinip-
sis y/o por las células gliales.

3. Alteracidn en los reccptores pdstsinépticos. Este
fenbémeno ocurre por la presencia de antagonistas del

“neurotransmisor, por modificaciones en la estructufa
quimica o nGmero de receptores existentes en la post-
sinapsis, interferencia en la actividad de los cana-
les ibnicos o por modificaciones en los sistemas en-

zimaticos asociados con el receptor (11).



Los agentes convulsivantes més empleados en este tipo

de estudios son:

L-GLUTAMATO MONOSODICO.

Respecto al mecanismo de la produccién de las crisis
convulsivas, las evidencias parecen indicar un‘probable de-
sequilibrio entre los sistemas de excitacién ¢ inhibicién.
El L-GLUTAMATO es un neurotransmisor excitador central y el
. sustrato para la sintesis del ACIDO GAMA AMINO BUTIRICO
(GABA), neurotransmisor inhibidor. Se ha observado que el
L-GLUTAMATO produce disminucién en los niveles de Norepine-

frina y Dopamina (12, 13).
BICUCULINA

El mecanismo de accibdn de la BICUCULINA es por medio de
la inhibicién de 1a accibén del GABA. Compite con ¢l GABA pa-
ra ocupar el sitio de unibén de los receptores nostsinépticos.
La dosis convulsiva para el mono éS’de 0.1 a 0.4 mg/Kg por

via subcuténea (12, 15).
ESTRICNINA

Se considera a la ESTRICNINA como antagonista decl recep-
tor al neurotransmisor GLICINA, neurotransmisor inhibidor del
sistema nervioso. lLa dosis de 2 mg/Kg administrada por via
intraperitoneal a ratones produce crisis convulsivas genera-

.lizadas en el 58% de los animales, de los cuales el 589



mueren debido a la convulsibén (12, 13)
4-AMINOPIRIDINA

Incrementa la liberacifén de neurotransmisor como el GABA
tanto "in vivo" como "in vatre". Su accibn puede deberse al
4b16queo de los canales de potasio o a un efecto directo sobre
la cinética de los canales de calcio sensibles a voltaje. La
inyeccidn intraperitoneal de 5 mg/Kg en ratones de 15 dias
de edad, produce convulsiones cn més del 90% de los animales.
Generalmente el 80% de los animales tratados de esta manera

mueren durante la crisis convulsiva (12, 14).
PENICILINA

Se ha postulado que antagoniza la accién inhibidora del
GABA; S$in embargo no son bien conocidos los mecanismos celu-

lares del efecto patbgeno dc la PINICILINA (12).
ALUMINA

Después de la aplicacibén tépica de 1a crema de ALUMINA
en la corteza cerebral de gatos adultos se aprecia una dis—
minucién del nimero de neQronas inhibidoras y una pérdida de
terminales sinfipticas que contienen GABA. Aparentemente
los animales mis susceptibles a desarrollar el fenbmeno epi-

1léptico en este tipo de modelo son los primates (12).



COBALTO

E1 COBALTO produce severas alteraciones morfolégicas
en el tejido nervioso, después de su anlicacidn se obser-
va una acentuada destruccién celular. La aplicacién de 30
mg de polvo de COBALTO en la corteza motora de la rata,
produce movimientos cldnicos contralaterales a la regibn
de aplicacién. Estos movimientos.duran de 2 a 3 dias, des-

pués de los cuales aparecen las crisis generalizadas (12).

ELECTROCHOOQUES

El procedimiento consiste en aplicar a la corteza ce-
rebral estimulos eléctricos para desencadenar una crisis
convulsiva generalizada. El estimulo consiste en un tren
de pulsos rectangulares de 0.2 mseg de duracién y una fre-

cuencia de 60 a 100 pulsos por segundo (12). -

PICROTOXINA

La PICROTOXINA actfia como bloqueador de 1la accibn del
GABA, especificamente, compite por el receptor postsinép-
tico. En el ratén, ia administracién de 5.9 mg/Kg por via
subcutdnea produce en el 50% de los animales crisis convul-

sivas generalizadas (12, 16).



TIOSEMICARBOZIDA

Compuesto quimico que inhibe el funcionamiento de 1la
enzima glutamato descarboxilasa, enzima encargada de 1la sin-

tesis del GABA (16},

. PENTILENTETRAZOL

A nivel neuronal, el PTZ aumeﬁtd la excitabilidad del
SNC en general, al reducir la inhibicién. Su efecto es so-
bre la membrana neuronal, reduciendo selectivamente la con-
ductancia al Cl°, anién utilizado en la comunicaciéﬁ celu-
lar por neurotransmisores de tipo inhibidor, como el GABA
(40). Aumenta la concentracién extracelular de K' en la
corteza cerebral a través de cambios en la conductancia a'
este i6n, tanto en la membrana neuronal como glial (47).
Esta accién, probablemente se encuentra relacionada con el
efecto reportado por Mc Canless 'y Dworsky, en el que mi-
den la disminucién en la concentracidn cerebral de metabo-
litos de alta energla, como el ATP, por la adﬁinistracién
de dosis convulsiva de PIZ en monos (46}. Por otro lado,
se ha reportado la disminucién en la liberacién de GABA en
rebanadas de corteza cerebral de rata (15). El tipo de
convulsiones que se presentan por la administracibn de

PENTILENTETRAZOL, se caracteriza por movimientos cldnicos



asincrénicos generalizados, seguidos de convulsiones téni-
cas que presentan movimientos de los miembros consistentes

en flexiones seguidas de extensiones (12, 16).

1.2.1. Modelos para el estudio de crisis convulsivas.

Experimentalmente pueden inducirse crisis convulsivas
en animales de laboratorio a través de diferentes tratamien-
tos. Entre ellos se encuentra el choque eléctrico y la ad-
ministracibn de agentes quimicos. La PICROTOXINA, el PEN-
TILENTETRAZOL, la BICUCULINA y la ESTRICNINA estan entre
los agentes convulsivantes mis empleados en inyestigacién
(2, 12, 13, 18).

Existen dos formas de inducir crisi§ convulsivas, de-
pendiendo de la dosis del tratamiento, En forma aguda con
dosis elevadas y en forma crbénica mediante dosis menoreéf
Se pueden administrar dosis elevadas de agentes inductores
de convulsiones (dosis letales), en este caso la convulsidn
se presenta inmediatamente después de la adﬁinistraciéh.

El otro tratamiento consiste en administrar dosis mis bajas
(sub convulsivas) durante un periSdo mds prolongado de tiem-
pa, hasta que el animal presenta crisis convulsivas con una

dosis que originalmente no la producia.



1.3. Kindling.

1.3.1. Kindling Eléctrico.

Goddard en 1966 describe la aparicibén de un cuadro
convulsivo producido mediante la estimulacién eléctrica
subumbral de forma crénica de ciertas regiones cerebrales
(regiones amigdaloideas e hipocampales). A este fen6me~
no Goddard dio el nombre de "Kindling".

El cambioc de excitabilidad observado por Goddard con-
siste en el aumento progresivo en las respuestas neurona-
les y_cambios conductuales que culminan con la aparicién'
de la crisis convulsiva. Lo que Goddard bugcé al inducir
crisis convulsivas mediante esta técnica fue.disminuir la
latencia entre el momento de la estimulacidn y la aparicién
de 1a convulsibn conforme transcurria el tratamiento (um-
bal de convulsiSn) (17). Lé caracteristica fundamental
de este fenbmeno es su aparicién gradual y su cronicidad
una vez establecido.

Las caracteristicas del tratamiento realizado por
Goddard fueron las siguienteé: la estimulacion eléctrica
era de baja intensidad 6 uA y 0.2 mség de duracidn, una es-

timulacidn por dia durante un periodo variable (4 scmanas-



136 dias). Este tipo de estimulacién produjo una convul-
sién ténico-clénica, generando cambios neuronales perma-
nentes en el animal estimulado, aln suspendiendo su trata-
miento durante varias semanas después de generalizadas las
convulsiones, El Kindling se puede inducir en todos los
mamiferos y en algunos anfibios como la rana (20). Es . con-
dicibn necesaria que el animal de experimentacién para el
desarrollo del Kindling sea adulto. A nivel neuronal, se han
observado cambios en la concentracién de neurotransmisores
y neuromoduladores, asi como modificaciones en la cinética
-de unibn de éstos con su receptor, en animales que desa-
rrollan Kindling eléctrico amigdalino. Por ejemplo, se ha
repoftado una disminucién en la liberacién de Dopéminé y
Noradrenalina (42), cambios en la cinética de unibn y‘el
nlmero de receptores muscarinicos (43) y Beta-adrenérgiéos
(44), asi como cambios en la liberacién de encefalinas en
animales que desarrollan Kindling (41).

En 1972, Racine propone una clasificacién de los eé—'

tadios conductuales para la rata sometida a Kindling (19,

20).
ESTADIO I . Movimientos del hocico y la cara.

ESTADIO II Movimientos oscilatorios de la

cabeza.



ESTADIO III sacudida clénica de las patas ante-
riores, |

ESTADIO IV - Ereccién., El animal se yergue y se
sostiene en sus patas posteriores.

ESTADIO V ' Ereccibn y‘caida al suelo, crisis

. generalizada.

Este modelo convulsivo se conoce con el nombre de "Kind-

ling>e1éctrico".
1.3.2. Kindling Quimico.

Basandose en los descubrimientos de Goddard, en los que
la estimulacién crénica en dosis sub-convulsivas, produce a
~ largo ﬁlazc cambios héuronales permanentes que permiten la
‘apariciGn de un cuadro convulsivo a través de un estimulo
.qub -convulsivo, Ito (1977) trata de rcproduc1r el fenbmeno
anterlormente descrito por Goddard, comparando sus 1esu1ta-
dos con los de Goddard a través de el registro encefalogré-
fico téntoidé los animales sometidos a estimulos eléctricos
como los sometidos a estfmulos quimicos como es el PTZ (18).
Los abortes del trabajo de Ito con respecto a los de

Goddard fueron:



El cambio de estimulo, de un estimulo eléctrico a un
estimulo quimico como es la aplicacién del pentilentetra-
zol. Posteriormente se emplearon todes los convulsivantes
conocidos.

La modificacién en la administracidén del estimulo. De
la implantaci6n de electrodos en ciertas regiones cerebra-
les a la administracién del estimulo a través de inyeccibn
por via intraperitoneal. Ito administré crénicamente pen-
‘éilentetrazol a ratas en dosis sub-convulsivas por via in-
traperitoneal durante ocho dias, observando el mismo cuédro
convulsivo que obtuviera Goddard. ‘

En la actualidad la técnica descrita por Goddard se
conoce con el nombre de "Kildling cléptriéo“, mientras que
gl trabajo de Iito recibe el nombre de "Kindling quimico"
(18).

El "Kindling" ahora es generalmente aceptado como un
modelo de epiiepsia y epileptogénesis. Dentro del "Kindling
quimico" el pentilentétrazol es reconocide como un modelo
farmacolbgico que produce un trazo encefalogrifico semejan-
te al presentado en las crisis epilépticas de pequefio mél

'(35) y gran mal (45).



1.4 Anticonvulsivantes.

Se denomina droga anticonvulsiva al férmaco que aumen-
ta la latencia o previene la aparicién de un ataque cpilép-
tico sin producir depresién del sistema nérv1oso. Por ejem
plo: el fentobarbital sédico y el pentobarbital sédico son
utilizados a nivel clinico como anticonvulsivantes, sedan-
tes y anestésicos. El pentobarbital, es un efectivo anti-
convulsivante poco empleado a nivel clinico debido a su
-indeseable actividad'sedante. Por el contrario, el fento-
barbital presenta efecto anticonvdlsivo sin producir accidén
sedante (45). '

Los anticonvulsivantesvaﬁtﬁan de acuerdo a su estruc-
tura, impidiendo la aparicién de las crisis convglsivas. .

Esto puede llevarse a cabo a través de dos mecanismos:

1. Medidnte un proceso antagénico de la accibn del con-
‘vulsivante, produyciendo la reversién del efecto del
convulsivante una vez establecida su accién.

2. Disminuyendo el umbral de excitabilidad de las neu-

. rona$ responsables del proceso convulsivo (38; 39,

Se han realizado inumerables investigaciones con el

fin de encontrar medicamentos que prevengan, controlen o



eliminen las diferentes fuentes generadoras de convulsiones
que se presentan en el hombre. A pesar que en la clinica

se utilizan varios compuestos con propiedades antiepilépti-
cas, solo se conoce el mecanismo de accidén de un nlmero muy
reducido de éstos, puesto que para entender como actian es-

tas substancia se requierc conocer:

1. Como llegan estos férmacos al sistema nervioso y
como se distribuyen en é1.

2. Los cambios bioquimicos que tales compuesfos pro-

'ducen en el sistema nervioso, sobre todo en rela-

cibn con los neurotransmisores.

3. En que regiones del sistema nervioso actdan dichos
compucstos.

4. Coqgﬂmodifican la actividad epiléptica del sistemn

nervioso los cambics bioquimicos producidos (38).

1.4.1 Plantas con propiedades anticonvulsivas.

. i . :
‘La flora mexicana, una de las mhs ricasen el mundo por su
variedad, ha sido utilizada por el hombre como fucnte de re-
cursos para aliviar sus enfermedades v para otros usos.

Entre los valores terapéuticos de las plantas conocidas



se encuentran propiedades anticonvulsivantes. Sin embargo,
existen pocos ejemplos del estudio formal de estas propie-
dades, por ejemplo: De las raices de Heracleum sibinicum

y H verticillatum (Fam. Umbelliferae), se extrajeron furo-
cumarinas, denominadas esponodina, pimpinellina,'isopimpine-
llina, bergapteno, isobergapteno y angicina, las cuales se
probaron en estados convulsivos inducidos por: electrocho-
-ques, pentilentetrazol y estricnina. Los resultados obte-
nidos en este trabajo fuevon: disminucién de 1la intensidad
de las convulsiones inducidas por electrochoques y penti-

lentetrazol de un 35% a 60% (22).

1.5 Ipomoeh stans.

La raiz de Ipomoea stans en 1932 aparece reportada como
anticonvulsivante por Solis R. (28), también se ha utiliza-

do como purgante y sudor{fico (27).

Clasificacién

Reino Vegetal

Divisién Embryophyta Siphonogamia
Subdivisién Angiospermas

Clase Dicotyledoneas



Subclase Metachalaﬁideqe’
Orden Tubiflorae
Familia ’ Convulvulaceae
Genero | ipomoea '
Especie - 1. stans

" Descripcién: Ipomoea stans, comunmenté conocida como
tumbavaqueros, Tlaxcapan, pegajosa, cahibéta,'tolompatl,
"Velichpacli, raiz de Jalpa. Es una hierba ascendente, ra-
mosa mide entre 40.y 80 cm ‘de‘aitura, presenta un rizoma
voluminosd, sus hoias son alternadas cortamente peciola-
das de forma ovélo-lanceolada, con el borde ligeramente
Aascrrado;,su ipice es truncado y su Base subcordada, mide
de 3 a S cm de 1argo, presenta dos bractias, papiraceas api-
cales. Su corola es infundibuliforme dec¢ 5 a 6 cm de largo,
color pﬁrpura. Epoca de floracidn de julio a septiembre.

Sg encuentra en toda la Mesa Central, en especial en el es-
tado de Hidaigo (29, 30). Presenta unﬁ distribucibn geo-
grdfica amplia, sin embargo, las ;oncentracioncs de los di-
ferentes compuéstos péesentes en esta planta varfan de acuer-
do a los diferentes habitats. ‘

En 1930, se probd en pacientes de los hospitales de la

Castafieda y San Hipélito, en México, D. F.



En el laboratofio Quimico Cedtral, el doctor Secundino
Sosa obtuvo un extracto de la rafz de I. sfans y la.admi-
nistrd en diferentes concentraciones y por diferentes vias
en pacientes que presentaban convulsiones ténico-clénicas.
Se observaron efectos secundarios colaterales inmediatamen?
te después de la inyeccibdn, como la elevacién de 1é.tempe-
ratura a 40°, pérdida de apetito y nduseas. Cuéndo ia apli-
cacibn era infraperitoneal o endovenosa y en el caso de la
aplicacién intramuscular, producia hematbmas dolorosos que
‘desaparecian al tercer dia de tratamiento. Los resultados
reportados fueron: en el caso de administracién oral, una
disminucidn en la frecuencia de las convulsiones; cuando 1la
aplicacién era intravenosa se reducia en un 90% el nlmero de
convulsiones (21, 22). Aunque en estos repdrtes no se indi-
can que tipo de extracciones fueron ap];cadés, dué.tipo de
compuestos sc obtuvieron y en qué dosis se administfaron.

En 1982, Lépez Laiseca obtuvo dos diferentes extrac-
tos (liofilizado total y extracto butanblico) de la rafz de
I. stans, los cuales fueron probados en un modelo cbnvul-
sivo de dosis letal contra diferentes fArmacos (PICROTOXINA,
TIOSEMICARBAZIDA Y PENTILENTETRAZOL), no encontréndo efecto
protector contra las convulsiones producidas por PICROTOXINA

Y TIOSEMICARBAZIDA. Sin embargo, para el caso de PENTILEN-



TETRAZOL el liofilizado total produjo un pequeiio aumento
en la latencia de la aparicibn de la primera convulsidn.

A pesar de esto el efecto no fue muy claro. Concluye su
trabajo diciendo "Es necesario para probar los difercntes
compuestos de la raiz de Ipomoea stans, un modelo convul-
sivo en el cual el paramctro de nlmero de convulsiones y
periodo de latencia de la convulsién puedan ser conocidos"
(31).

Los estudios sobre la actividad anticonvulsiva de los
extractos de la rafz de 1. 4fans realizados con un modelo
agudo de convulsiones (31) no permitieron evaluar el posi-
ble efecto anticonvulsivo adecuadamente, por lo que decidi-
mos implementar el modelo crénico de convulsiones en rato-
neé, conocido como "Kindling quimico™, esto nos permitid
estudiar més a -fondo la actividad anticonvulsivante de los
extractos de la rafz de I, stans y evaluar su efecto anti-

-convulsivo en los diferentes estadios del "Kindling"“.



2. OBJETIVO

El objetivo de 2ste trabajo es el de determinar el po-
sible efecto aﬁticonvulsivante de los extractos obtenidos a
partir de la rafz de Ipomoea 4stans. Para esto, desarrolla-
mos un modelo experimental de epilepsia en el cual el pari-
metro de nGmero de convulsiones y pericdo de latencia de la

convulsién pueden ser conocidos ("Kindling Quimico").




3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Extractos obtenidos de la raiz de Ipomoea stans.

Péra la obtencién de los diferentes extractos sc emplea-
ron raices de I. stans colcéfadas en el kilbmetro 100 de la
carretera Paqhuca-Hidalgo; '

Las extracciopes fueron realizadas en el laboratorio del
Dr. Federico Garcifa del Instituto de Ouimica de 1la U.N.A.M;
El sistema de extraccion. de los difereﬁtes compuestos a gran-
des rasgos es el siguiente:

La raiz de la planta de I. stans fue secada y molida ob-
teniéndose un kiiogramo de polvo, ef polvo ohtenido de este
tratamiento se sometib a cbullicién en agua durante 3 horas;
la infusidén obtenida en un volumen de 15 1. se liofilizo, ob-
teniéndose un residuo de 150 ér. el cual fue sometido a una
exéraccién con hexano, dando como resultado 2.8 gr. de un
aceite, en el cual mediante cromatografia de capa fina (hexa-
no-acetato de etilo 2:1, v/v) se identificd sitosterol (7 mg)
ademis de aceites.

-El polvo remanente después del tratamiento con hexano se

extrajo con cloroformo y al evaporar el disolvente, se obtu-



vieron 117 mg de 4cido 3-hidroxi, 4-metoxi cinémico.

El residuo remanente después de la extraccién con cloro-
formo se tratd con acetato de etilo y ai evaporar el disolven
te se obtuvieron 199 mg de un compuesto identificado como
hidroxi, 6-metoxi cumarina. Posteriormente se realizé una
extracccibén continua con acetona, del residuo tratado con
acetato de etilo, obteniéndose 2.5 gr de un compuesto que
al separarse por cromatografié en placa fina (cloroformo-
metanol-hidréxido de amonio 4:4:1, v/v) se identificé la pre-
sencia de arabinosa y manosa; asi como'escopoletina.

El producto de la extraccidn con aﬁetona se sometid a
extraccién continuamente con metanol, obteniéndose 5.2 gr
de‘un compuesfo con aspecto de jarabe, el cual presentd 5
manchas en cromatografia en capa fina, eluvendo con butanol-
acético-agua 5:1:4 v/v., La franja correspondiente al Rf
0.15 dio prueba positiva para alcaloides (reactivo de Dra-
gendorff). Del producto anteriormente obtenido se hidro-
lizaron 2 gr con HCL 3 N-en frio y se¢ sometibé a reflujo dﬁw
ranté 24 horas, se extrajé con cloroformo, obteniéndose 2 mg
de -7-hydroxi, 6-metoxi cumarina. La fase acuosa se neutra-
1iz6 con NaHCO03 y se extrajé con acetato de etilo; al evapo-
rar se obtuvieron 1.2 gr de fcido 3-hidroxi, 4-metoxi sina-

mico.



Finalmente, el residuo remanente después. de la extrac-
¢ién con los diferentes solventes, se éxtrajo con ‘butanol,
obteniéndose 430 mg de un compuesto identificado como aceta-
mida (ver resumen en la tabla 1).

Los compuestos probados fucron:

¢~Liofilizado total , : 200 mg/Kg veso
7-hidroxi 6-metoxi cumarina 200 mg/Kg peso
Escopoletina : 200 mg/Kg peso
Exfracto metandlico ' 200 mg/Kg peso
Acetamida , ' ion mg/Kg veso

Las concentraciones fueron tomadas del trabajo de lLope:z L.

(31), en base a una curva de concentracidn vs respucsta.

3.2 Desarrollo del Kindling Quimico on ratonces,

»Se emplearon ratonés machoé de 25-30 gr de peso de la cé-
pa-local‘del I.F.C., U.N.AM.

El Pentilentetrazol (Sigma) se disolvid en soluciéﬁ.sali-
na (0.8%), administraéo por via intraperitoneal (i.p.), emplean
do jeringas de tuberéalina,(Plastipak).

Para producir el Kindling Quimico en ratones se inicid por

buscar la dosis ideal de Pentilentetrazol (PTZ) que cﬁmpliera



con las caracteristicas siguientes: la dosis empleada deberia
ser lo suficientemente baja para ho producir la muerte del a-
nimal, pero suficientemente alta para producir gradualmente
convulsiones ténico-clénicas (estado V descrito por Racine
(19). Esto se logré realizando tres curvas dosis vs respues-
ta:

La primera de las curvas, dosis de PTZ vs % de animales

que presentan convulsibn (gréfica 1).



PROCESO . SE OBTUVO

Raiz secada y molida -----rmmocesonn Polvo de la raiz

El polvo se coloca en agua s gy E
en ebullicibn durante 3 -=~-=-==--=- Liofilizado total
Hs., después de las cuales

se liofiliza

El polvo del liofilizado to-
tal es sometido a extraccidn
con diferentes solventes pa-
ra identificar los compuestos

presentes,
Hexano ---------- 'j ------ ~~- Aceites
Cloroformo ------ RS Acido 3-hidroxi-4
metoxi sinfmico-
Acetato de. BEtilo --=----=sn=mn-- 7-hidroxi-6 metoxi
cumarina
Acetona --------~-~- - Escopoletina
- Metanol s-asessmeeeeesomooon Extracto Metandlico
BUtanol ~e--eemsseseeemonenan Acetamida

Tabla.I. Resumen de los extractos obtenidos de la faiz de

1. stans y los solventes empleadoé durante este
proceso,
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La segupda curva, dosis de PTZ vs % de animales muer-
tos pof la convulsién (grafica 2).

Finalmente, la tercera curva, dosis de PTZ vs latencia
en la aparicidén de la primera convulsibén (grafica 3).

A partir de los datos obtenidos anteriormente (reunidos
en la grifica 4) se decidié utilizar la dosis de 27 mg/Kg pe-
so de PTZ. Dicha dosis se administrd diariamente entre las
8:00 y 10:00 horas, hasta producir un cuadro convulsivo gene- -
ralizado en la mayoria de los animales. Dec estos se selec-
cionaron a los animales que prescentaban el mayor nlmerc de
convulsiones durante todo el tratamiento. A los animales se-
lecciouados sc les suspendié ¢l tratamiento durante 5 dias,
al cabo de los cuales sc reanudd dicho tratamiento, durante
5 d{as mds. Los ratones que al final de los 5 dias de tra-
tumiento postexicr a la interrupcién del mismo, presenta-
rou 5 convulsiones (ﬁna por dia) fueron “selcccionados' pa-
'a ) cxperimento. Para determinar los probables cfectos
protectores de los extractos de la raiz de 1. 4&ans contra
las convulsiones, estos se.ap]icaron a los ratones "selec-
cionados!', entre 30 y 45 minutos antes de la inyeccién dia-
ria de PTZ. Los controles para el experimento fucron, ra-

tones que también desarrollaron Kindling, a los cuales se



les administré solucién salina 0.8%. Las dosis de los ex-
tractos fueron las mismas empleadas en el modelo agudo de
canvulsiones (31).

Los parimetros observados durante el experimento fue-

ron les siguicntes:

a) Convulsiones.- Nimero de animales invectados que pre-
sentaron convulsiones, estado V' Racine (19),.

b) Latencia.- Intervalo entre ¢l momento de la inyeccién
de PTZ y la presencia de la primera convulsibn (minu-
tos}. ' ‘

c) Nﬁmgro de'convulsioneé.- Namero total de convulsiones.
ténico-cldnicas presentadas por cada ratén durante cl
experimento.

d) Mortalidad.- Nlmero de animales muertos por la convul-

$i6n a lo large del cxperimento (60 minutos).
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Esta gré4fica reune los datos presentados por separa-
do en las graficas 1, 2 y 3. En la gr4fica se obser
va como a una dosis de 27 mg/Kg de peso no se mani-—

fiestan crisis convulsivas y por consiguiente no pre
sentando latencia en la apar1c16n de la misma., Por~

lo tanto se considera a esta dosis como subconvulsi-
va 0 umbral, pues a partir de esta se empiezan a pre
sentar crisis convulsivas, por lo cual esta dosis se
considera idecal para desarrollar el Kindling,



4. RESULTADOS

4.1 Extractos obtenidos dec la raiz de Ipomoca stans,

En la tabla I de la seccidn de MATERIAL Y METODOS, fuc
presentada la secucncia seguida para la obtencién de los di-
ferentes extractos, a partir de la rafz de 1. stans. Breve-
mente se presenta a continuacién la secuencia seguida para la
obtencién de los diferentes extractos probados en este traba-
jo.

El liofilizado total obtenido de la ebullicién durante
5 horas dcl polvo de la raiz, fu¢ disuelto en hexano para se-
parar los uaceites preéentcs dc los demas componentes., El ex-
cedente de la extraccién con hexano fue disuclto cn acetato
de etilo, el cual scpard las cumarinas presentes. Ll siguien-
te paso en 1la cxtraccion sc realizé con acetona ohteniéndose
escopoletinas. Después de la obtencién de la escopoletina,
los residuos fueron sowetidos a extraccidén con metanol presen-
tindose en este extracto una gran variedad de compuestos. Fi-
nalmente, los residuos de la extraccibén con metanol se disol-

vieron en butanol obteniéndose acetamida.



4.2. Desarrrollo del Kindling Quimico en ratones.

La dosis subconvulsiva de PTZ obtenida de la grifica
1 para el desarrollo del Kindling Quimico fue de 27 mg/Kg
peso. Como se observd en dicha gréfica dosis menores de 27
mg/Kg al ser administradas en una sola ocasién no produje-
ron convulsiones, sin embargo dosis por arriba de la ante-
riormente mencionada como es el caso de 28 mg/Kg peso pro-
dujeron crisis convulsivas en cl 20% de los animales inyec-
tados. Se puede apreciar también un aumento gradﬁal'en'el
% de animales que convulsionaron debido al incremento-de Ia
dosis inyectada de PT%; asi tenemns que con una dosis de 50
mg/Kg peso de PTZ un 40% de animales presentaron crisis con-
vulsivas, con una dosis de 35 mg/Kg peso se observd el 60%
vy con dosis de 40 mg/Kg peso en adelante produjeron en el
100% de los animales crisis convulsivas.

Con los dgtos anteriores se pudo afirmar que 27 hg/Kg
peso de PTZ es la dosis_“umbral" en la aparicién de crisis
convulsivas por la administracién Gnica de PTZ.

Con respectola 15 latencia en la aparicién de la pri-
mera convulsién (gréfiéa 3) se observd que a dosis de 28
mg/Kg de PTZ, el tiempo transcurrido entre la inyeccién y

los primeros sintomas de la convulsibén fuc de 4 minutos.



La misma latencia se hizo presente a dosis de 30 mg/Kg de
PTZ. Se observéd también que conforme se incementdé la do-
sis, la latencia disminﬁyé hasta presentarse en un minuto
la crisis convulsiva, a una dosis de 75 mg/Kg de PTZ, la
cual se considerd como dosis letisl (18).

Por otro lado la grifica 2 muestra el % de animales
mucrtos durante el tratamiento. A partir de la administra-
cion de una dosis de 40 mg/Kg de PTZ se produjeron las pri-
meras muertes en los ratones (20%). Conforme se incrementd
‘la cantida de PTZ administrado el % de animales muertos tam-
bién aumentd hasta obtenerse un 100% en la mortalidad dc los
animales & una concentracibn de 75 mg/Kg de PTZ (dosis letal).

Cabe mencionar que las crisis convulsivas presentadas
en los ratones durante la bGsqueda de la dosis "umbral" fue-
ron de tipo ténico-clénicas. Se iniciaba la crisis cn forma
clénica (estado III) vy posteriormente pasaba a un cstado té-
Anico en la parte final de la convulsidén (estado IV.) (Racine
19). En ocasiones un estado tonico pralongado durante la
crisis convulsiva era,el responsable de la muerte de los ani-
males, cuando ésta se presentaba.

En la grifica 4 se sobreponen las gréaficas 1, 2, y 3
para hacer mas evidente lo expresado anteriormente.

Una vez obtenida la dosis subconvulsiva de PTZ, esta



se administré,a lotes de 20 ratones (ver material y métodos).
Los datos obtenidos durante este tratamiento se muestran en
la grafica 5. En esta gréfica se muestra como conforme se
increment6 el nbmero de inyecciones reéibidas por los rato-
nes durante el tratamiento, se incrementd el § de anima}es
que convulsionaron. De esta forma, la administracibén de una
dosis que originalmente no producia convulsiones, ql ser ad-
ministrada crénicamcnte produjo dafio progresivo y permaﬁente

en el sistema nervioso de los animales tratados.
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GRAFICA 5. Desarrollo del kindling quimico en ratones por inyec-
cibén diaria de PTZ durante 30 dias. En la grifica se
observa como el porcentaje en el nimero de animales
que convulsionan se incrementa conforme el tratamien-
to se desarrolla, n=20.
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GRAFICA 6. Desarrollo del kindling quimico en ratones por
la administracién diaria de PTZ. En la gréafi-
ca se observa como el porcentaje en ¢l nlmero
de animales que convulsionan se incrementa con-
forme se ‘desarrolla el tratamiento de los ani-
males por un lapso de 30 dias, al cabo de los
cuales el tratamiento se suspendié por espacio
de 30 dias, después del cual se reanudb. Se
puede apreciar que pese a la interrupcién del
tratamiento ¢l dafio producido por la administra-
cién de PTZ ¢s permanente., E1 nlmero de anima-
les para este experimento fuc de 140. Cada
punto es el promedio de 7 experimentos a lo
largo del afio.



Para corroborar que el tratamiento crénicb de PTZ pro-v
dujo un dafio permanente en el sistema nervioso de los anima-
les al desarrollar Kindling, se procedid a suspender el tra-
tamiento. A un lote de animales que desarrollaron Kindling
(30 dias de tratamiento) se les suspendid el tratamiento du-
rante 30 dias. Después de 30 dias de '"descanso" se reanudo
el tratamiento a los animales, abréciéndose una respuesta
inmediata (convulsiones) al estimulo (inyeccién de PTZ), pe-
se al lapso transcurrido sin estimular. Esto confirma que
el dafio en el Sistema Nervioso producido por la administra-
cién de PTZ en forma crénica es permanente (grifica 6).

Durante el desarvollo del Kind]iug sv irataron lotes de
ratones con solucién salina como control parz observar la
variacién en el peso de los animales, asi como para tener
la certeza de que las convulsiones se debian al dafio produ-
cido por ¢l PTZ en el Sistema Nervioso y no por 1la tensién
nerviosa producida a los animales por la minipulacién dia-

ria, como, lo sugiere Izquierdo.Gréfica 5 (37).

4.3 Efecto de la administracibén dc los diferentes extractos
de la raiz de Ipomea stans sobre las convulsiones pre-

sentadas en el modelo convulsivo de "Kindling Quimico'.



Se puede apreciar en las grificas 7 v 8 los diferentes
compuestos obtenidos‘a partir-de la rafz de 1. stans que
fueron probados para determinar su posible accién anticon-
vulsivante Lébez L. (31).

La_grﬁfica 7 muestra la latencia en la apuricién de 1a
primera convulsi6én (en minutos). Se puede observar como el
liofilizado total, del cual se extrajeron los difercntes ex-
tractds ensayados en este trabajo, fue el primer compuesto
probado para determinar su accién anticonvulsiva. La dosis
administrada fue de 200 mg/Kg de peso, presentando una laten-
cia promedio en la aparicidn de la primeré‘convulsién de 4
minutos.

La cumarina ddministrada a razdn de 200 mg/Kg de peso
no pro%ujo efecto signifiéativo en el retardo de la aparicién
de la primera convulsién con respecto al control,

La escopoletina obtenida de la extraccibén con acctato de
etilo es un compuesto aitamente‘hidréfobo, por lo que el ve-
hiculo empleado paré.administrarlo (en proporcién de 200 mg/Kg
peso) fue polietilén&licol (Baker). Por el hecho dec emplear
otro vehiculo de administracibén diferente a la solucibén sali-
na al 0.8%, se realiz6é un control del efecto del polietilen-
glicol sobre la latencia en la aparicién de la primera con-

vulsién (gréfica 8). En dicha grAfica sc aprecia como el



poljetilenglicol por si solo producc una latencia en 1la apa-
ricién de la primera convulsién mucho mayor (6 minutés) que
la presentada para solucidén salina (2.7 minutos). ASin embar
go, al probar el efecto de la escopoletina sobre la disminu-
cién de las crisis convulsivas, la latencia.presentéda es .
menor (5.4 minutos), quc la latencia control (6 minutos),
concluyéndose que la escopoletina tampoco present6 propieda-
des anticonvulsivas.

"Por lo que respecta al extracto metandlico de la raiz
de 1. Atang, presentd una latencia promedio de 4.5 minutos
en la aparicién de la primera convulsién, lo cual apuntd
a que el componente activo con propiedades anticonvulsivantes
quc originalmenté e oncontrod presente en el liofiiizado-td-
tal sc encontrd prusento.también en este extracto. '

Para tratar de aislar el principio activo con propieda-
des anticonvulsivantes a partir del extracto metanbélico, és-
te se sometid a extraccibn con butanol obteniéndose acetami-
da, la cual al ensayarse para'conocer su poder anticonvul-
sionanté en una concentracidén de 200 mg/Xg no presentd efec-
tos significativos (gréfica 7).

Por lo que respecta al resultado de los pardmetros, por-

centaje de animales que convulsionan, nfimero de convulsiones

y mortalidad, fueron los siguientes: Al ser preseleccionados



los animales, suspendido y reanudado su tratamiento con PTZ,
. > 2 . .

y de éstos sc selecciond a los animales para el experimento

(ver material v métodos), el pocentaje dJde animales que con-

vulsiond durante el experimento fue Jde 100%. El nlmero de

convulsiones durante el tratamiento fuc de una, por lo que

el ntmero de convulsionecs Jdurante el experimento también

fue de una. No presenténdose mortalidad en los ratones du-

rante el experimento.
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Esta gr4fica presenta la latencia en la apa-
ricién de la primera convulsibén de los dife-
rentes extractos obtenidos de la raiz de

1. stans. Los controles fueron inyectados
con solucién salina. : :
Los niveles de significancia fueron calcula-
dos empleando la prueba estadistica U-Mann
Whitny p <0.01 (*). Cada barra corresponde
a lotes distintos cada uno con n=10, un solo
experimento.
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Esta gldf1c1 muestra la latencia en la
aparicién de In primera convulsién al
probar la actividad anticonvulsivante
de la cscopoletina. [ste compuesto por
ser no poltar se administrd dxquclto en
poletllengllcol Por esta razén se rea
1126 un control con polietilenglicol pa
ra conocer su efecto sobre la latencia
en la aparicibn de la crisis convulsiva.
Los niveles de significancia fuecron cal
culados empleando la prucha U-Mann
Whitny p<0.01 (*), n=10. C(Cada barra
corresponde a lotes distintos, un solo

* experimento.



5. DISCUSION

En experimentos anteriores (31), se estudiaron los ex-
tractos obtenidos a partir de la ralz de Ipomoea stans, para
intentar determinar la presencia de actividad anticonvulsi-
vante como se¢ habia sugerido en estudios clinicoes (22, 27,
28, 29). Inicialmente, los extractos fueron probados en_dn
modelo convulsivo agudo (dosis letal, 75 mg/Kg de PTZ: 28).
Los resultados obtenidos con este modelo convulsivo no fue-
ron éoncluyentes pues‘el tiempo de aparicién de la primera
convﬁlsién en este modelo convulsivo'fue muy variable, no
pudiendo diferenciar el retardo en la aparicidn de 1a‘pri-
“mera convulsién debido al efecto anticonvulsivo de los cx-
tractos, o al tiempo que tarde el convulsivante en hacer
cefecto. Por esta razén se decidid probar los extractos al
igual que el liofilizado total en otro modelo de convulsio-
nes, Esta decisién se tomd en base a la necesidad de contar
con un modelo de convulsién en el cual: 1) el tipo de con-
vulsiones en ratones fuera lo mds semcjante a las producidas
bor un ataque'epiléptico en humanos. 2) el tiempo de apari-
¢i6n de la convulsibn a partir del estimulo desencadenante

de esta, fuera conocido y controlado vy 3) en el cual se



pﬁdiera contar con un ndmero significativo de sujetos de
experimentacién.

Se decidié desarrollar el Kindling‘Quimico por ser un
modelo convulsivo crénico. El desarrollo crénico del fend-
meno lo equipara a la forma en la que sé desarrolla la epi-
lepsia. Otras de las ventajas en favor de cste modelo con-
vulsivo es que el Kindling Quimico presenta un cuadro con-
vulsivo muy semejante al presentado durante un ataque epi-
léptico (32).

Se ha logrado producir Kindling Ouimico en diferentes
especies, ratas, gatos, monos, perros, conejos, cuvos Y ra-
nas. A pesér de esto, el nlmero de animales disoonibles
para experimentacibn es en océsioncs de cuatro (35).

Se decidié emplear ratones para el desarrollb de Kindling,
debido a que su mantenimiento, manejo y su facilidad para la
‘observacibén durante el tratamiento permite determinar con ma-
vor precisibén si existe actividad anticonvulsivante en los
extractos de la rafz de 1. stans asi como sus efectos colate-
rales. .

Por el resultado del trabajo de Lépez L. (31j probando
estos extractos en modelos convulsivos agudos, en los que
se empled ademis de Pentilentetra:ol, Picrotoxina y Tiosemi-

carbazida se sugiere que el mecanismo de azccién del probable



anticonvulsivante no involucra al receptor postsindptico de
GABA asi como la sintesis de este neurotransmisor, pues no
se observbé ninguna variacibn en los tiempos de la latencia
ni en el nlmero de convulsiones producidas por estas drogas
(28).

Johnson y Mitchell reportaron la disminucién en la 1li-
beracién de GABA en rebanadas de corteza cerebrai de rata
inducida por PTZ. Este es posiblemente uno de los mecanis-
mos de éccién de PTZ por el cual producévcrisis convﬁlsivas,
~a través de la disminucidén en la liberacién de GABA. Ctro
de los efectos producidos por PTZ es el aumento en la excita-
bilidad neuronal, independienﬁemente del efecto del GABA.
Cabe mencionar que el mecanismd deAaccién mediante el cual
el PTZ produce crisis Eouvulsivas alin no es conocide.

Se considera que la forma dec actuar de los anticonvui-
sivantes es mediante la accibén antagonista o bloqueando el
efecto convulsivo, de manera qde una vez realizada esta ac-
ciéﬁ, tenga la capacidad de révertir este efecto. Es proba-
ble que las causas de las crisis convulsivas en este modelo
se deban al dafio producido por PTZ sobre el sistema gabaér-
gico, por lo que el mecanismo de accidn de la o las substan-
cias presentes en el o los extractos deber&n actuar sobre

este sistema,



No se descarta la posibilidad de que la accidn anti-
convulsiva de estos exfractos se deba a que interfieren en
la velocidad normal de la absorcidén del PTZ. Ya sea, del
peritonco al torrente sanguinco o del torrente sanguineo
hacia el tejido nervioso, siendo este el motivo por el cual
se incrementa la latencia en la aparicidédn de la convulsién.

Al probar los diferentes compuestos a partir de la raiz
de I. &tans sblo sc observé un incremento en la latencia de
la aparicibén de la primera convulsibén cn dos de los extrac-
tos, graficas 7 y 8. Estos compuestos fueron el liofilizado

“total grafica 7, el cual en si mismo contiene a todos los
demés compucstos, y el extracto metandlico grdfica 8.

Cuando se 1llevd a cabo la administracidédn de PTZ para
determinar la actividad anticonvulsivante del liofilizado
total Sc observd un aumento cn la latencia de la aparicién
de la primera convulsién dc 4 minutos, minuto y medio de la-
tencia mas con respecto al control. Los datos de la ]ifera-
tura secfialan como agentes anticonvulsivantes a los que lle-
gan a aumentar de un 10 a 80% la latencia de la aparicién
de la primera convulsion (22, 32). Dado que el liofiliza-
do total aumentb un 60% la latencia en la aparicidén de la
primera convulsién, sugiere efecto anticonvulsivo, contra

la administracidén de PTZ.



Al probar el ‘extractc metanflico este presentd una laten-
cia de 4.5 minutbs, dos minutos de latencia més con respecto
al control, lo que equivale a un aumento dc 80% en la latencia
de la aparicibén de la primera convulsién, por lo que también
presentd efecto anticonvulsivante,

El cxtracto metandlico fue sometido a cromatografia de
capa fina, eluyendo con butanol-&cido acético-agua (5:1:4,
v/v) obteniéndose 5 manchas. La mancha correspondiente al
Rf 0.15 dio prueba positiva paré alcaloides. Este alcaloide
fue identificado como 7-hidroxi, 6-metoxi, cumarina, por lo
que se pensd que este era el componente que proporcionaba
la actividad anticonvulsiva al extracto metan6lico. Al pro-
bar la actividad anticonvulsiva dec este compuesto en los ra-
tones, prescentd una latencia en la aparicién de la primera
convulsion igualia ia presentada por el grupe control (2.5
minutos).

Al separar los compuestos presentes. en el extracto me-
tanblico se obtuvo acetamida (empleando Hexano como disol-
vente). Al probar este compuesto no preéénté efecto anti-
convulsivante. Esto nos indica que el componente activo
presente en él liofilizado total vy presente también en el
extracto metandlico no era la Acetamida. Cabe mencionar que

el uso de Polietilenglicol por si1 mismo produce una latencia



mayor enla aparicién de la primera convulsién, sin embargo
la latencia presentada por la Acetamida no es estadfstica-
mente significativa,

La presencia de §-metoxi, 7-hidroxi cumarina en el eXx-
tracto total es de importancia si consideramos que prescnta
una estructura semejante a la de las furocumarinas que han
sido reportadas con propiedades anticonvulsivas (22, 27, 28,
31). Si consideramos que tanto la acetamida como la cumari-
na no presentaron un incremento significativo en la latencia
de la aparicidn en la crisis convulsiva, es prbbable que Cs-
tos compuestos no actuan individualmente. Envbase a los re-
sultados obtenidos probablemente estoé compuestos presentan
efectos anticonvulsivos en combinacién cén uno o mds compucs-
tos que aln no han sido identificados, vero presentes tanto en
el liofilizado total como cn el extracto metandlico.

Aun no se puede identificar cual es el o los componentes
activos involucrados en la accién anticonvulsiva dc.I. stens.
Por lo que sc deheria scguir bhuscando este o cstos compucstos
partiendo de la base de que dicho componente se encuentra
presente en el extracto metanbflico v no es la acetamida o 1a
cumarina ya que individualmente no presentan oféctos signifi-
cativos.

Con estos experimentos, no podemos delimitar la actividad



anticonvulsivante de los extractos de la raiz de 1. stans por
lo que se requieran estudios subsecuentes, tales como: Medir
la conéentracién de PTZ en el cerebro antes y después de la
aplicacién de los compuestos anticonvulsivos. Con lo anterior
se descartaria la posible accibn de estos compuestos sobre la
velocidad de absorcibén de PTZ en el organismo. Aislar todos
los componentes presentes en ¢l extracto metandlico y probar
su actividad anticonvulsivante “4n vive", tanto individualmen-
te como combinados.

Por otro lado Jhonson y Col. (15) Teportﬁron que la apli-
cacidén de PTZ produce uvna disminucibn en la_liberacién de GABA
en rebandadas de corteza cerebral de rata. Esto nos brinda
otro modelo para probar el extracto metandlico ast como‘lbs
diferentes componcntes de este "4n vefne". L1 ¢ los coﬁponen~
tes con gropiedades anticonvulsivantes deberdn serv capaces de
revertir ¢l efecto producido por PTZ y probablemente favorez-

can la libevacidén de GABA disminuida por PTZ.
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