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RESUMEN

Mads de 50 millones de personas en el mundo padecen crisis epilépticas y deben
recurrir al uso de medicamentos antiepilépticos, de estas personas un 25-30% padecen crisis
de dificil control. Por lo que es necesario aportar nuevas alternativas para el tratamiento de
las epilepsias. El efecto antiepiléptico de diversas drogas se ha caracterizado a través de
utilizar modelos experimentales de crisis epileptiformes (MECE) y de observar las
equivalencias de inhibicién de crisis epilépticas convulsivas y no convulsivas en personas
con este padecimiento durante las fases preclinica y clinica, utilizando en general
procedimientos que corresponden a estimulos eléctricos y quimicos. Con este estudio se
pretende precisar el efecto anticonvulsionante de la esparteina en crisis epileptiformes
inducidas por inhalacion de éter de petroleo (EP) y por inyeccion de pentametilentetrazol
(PTZsc) en ratas y compararlo con el efecto anticonvulsionante de la carbamacepina (CBZ).

Se formaron tres grupos experimentales: Control, Testigo v Problema; cada uno de
ellos conformados por dos subgrupos, utilizando ratas machos y hembras adultas de la cepa
Swiss-Wistar con 250-350 gramos de peso corporal (PC) que resultaron positivas a
presentar una crisis convulsiva por inhalacioén de EP en un periodo de 7 minutos y por una
inyeccion de PTZsc en un periodo de 60 minutos. Se registraron los tiempos de los periodos
de latencia, reflejo, ortostatismo y deambulacion. Después de la tltima aplicacién de los
anticonvulsionantes Testigo y Problema, se indujeron crisis por inhalacion de EP y por
inyeccion de PTZsc.

No se observo alguna diferencia estadistica significativa entre los dos métodos de
induccion de crisis y entre los sexos utilizados. El porcentaje de inhibicidn de crisis para el
grupo protegido con CBZ fue de 62.5%. Por otro lado, el porcentaje de proteccién para el
grupo protegido con sulfato de esparteina (SE) fue de 77.5%. El SE En una dosis de 40
miligramos/kilogramo mostré un alto efecto anticonvulsionante en los modelos de
induccion de crisis por inhalacion de éter de petroleo (EP) y PTZsc, en ambos sexos. Lo que
hace pensar que este compuesto puede ser una alternativa mas para el control de las crisis

epilépticas.
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INTRODUCCION
LAS EPILEPSIAS

Generalidades

Las epilepsias son consideradas como una afeccién cronica de etiologia diversa,
caracterizadas por descargas anormales, recurrentes, excesivas, paroxisticas,
autosostenidas e hipersincrénicas de un grupo de neuronas de cualquier parte del cerebro
que varian de acuerdo a los circuitos neuronales implicados en su generacién, origen y
patron de propagacion. Su manifestacién clinica varia desde fendmenos de experiencia
subjetiva hasta una elevada actividad convulsiva, haciéndose evidente un conjunto de
manifestaciones del comportamiento, motoras y clinicas, expresadas de manera

espontanea y recurrente, durante la vida de la persona afectada (1).

Incidencia

Tanto la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) consideran a las epilepsias como una afeccién cerebral de gran
importancia mundial, debido a que afectan actualmente a mas de 50 millones de personas
en el mundo. Las epilepsias muestran un patroén bimodal de incidencia dependiente de la
‘edad, con una elevacién maxima durante los primeros afios de vida y otra después de los 60
afios. La incidencia reportada corresponde a 44/100,000 personas/aio, de las cuales un 60%

son clasificadas como crisis parciales (2).
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Prevalencia
La prevalencia promedio de las epilepsias es de 10/1,000, con un rango de 2-
19/1,000 habitantes, lo cual significa una variacién amplia debido a que incluye

poblaciones tanto rurales como urbanas en el mundo (3).

Etiopatogenia

Las manifestaciones de las crisis epilépticas en el hombre han estado asociadas. con
alteraciones cerebrales, provocadas por trastornos durante el desarrollo, lesiones
neoplasicas, vasculares, traumaticas, virales, bacterianas, parasitarias, degenerativas y/o
lesiones andxicas, generalmente acompafiadas de dafio neuronal, gliosis y degeneracion

dendritica (4).

Fisiopatologia

Las crisis epilépticas se desencadenan como consecuencia del desequilibrio en el
sistema nervioso central (SNC) entre los mecanismos sinapticos de excitacion e inhibicion,
en favor de la excitacion. Dichos mecanismos suceden mediante neurotransmisores. entre
los que se considera al &cido y-amino-butiriéo (GABA) como el principal compuesto
inhibidor y, al glutamato como el principal excitador (5-7). Durante la fase de inicio de una
crisis convulsiva se presentan:

1.- Descargas de alta frecuencia de los potenciales de accién

I1.- Hipersincronizacion de los mismos.

(3]
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La cascada de ambos eventos se inicia por la despolarizacion prolongada de la
membrana neuronal, que induce la apertura de los canales de sodio (Na") dependientes de
voltaje. Asi, la entrada masiva de Na' y la generacion de potenciales de accion repetitivos y
sumados, se manifiestan como potenciales de hiperpolarizacion en el electroencefalograma
(8).

Las despolarizaciones neuronales éxcesivas originan descargas de alta frecuencia
(potencial de post-descarga) asi como cambios hiperpolarizantes compensatorios, que tratan
de regular estas descargas. De esta manera, durante la despolarizacion/ hiperpolarizacion se
induce un reclutamiento de la funcién normal de un conglomerado de neuronas,
denominado foco epiléptico. Por lo tanto, se puede decir que la despolarizacion/
hiperpolarizacién y las descargas neuronales excesivas e hipersincronicas constituyen la

esencia de la actividad convulsiva (9).

Clasificacion

De acuerdo a sus manifestaciones clinicas y electroencefglogréﬁcas, las crisis
epilépticas se han dividido en dos grupos principales:

L.- Parciales (foéales)

1L.- Generalizadas.

Las crisis parciales o focales se deben a la activacion de un grupo neuronal limitado
de manera anatdmica y funcional, donde los signos clinicos y eléctricos quedan
circunscritos a una zona restringida del cerebro. Por otro lado, las crisis generalizadas

tienen un inicio localizado y se propagan por toda la superficie cortical (1).

W
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El diagndstico de las epilepsias exige el desarrollo de un proceso clinico y
paraclinico, ordenado y progresivo, en donde se va respondiendo a una serie de
interrogantes que permiten determinar e! tipo de crisis, localizacién topografica y
manifestacion sindrémica, asi como el prondstico de la afeccién y tratamiento adecuado de

la misma (2).

Tratamiento

En la actualidad, el control de las crisis epilépticas es principalmente de tipo
farmacol(')gic0> y, en un 4% de manera quirdrgica. Del total de personas epilépticas del
mundo, 25 a 30% padecen crisis de dificil control y son refractarias a la
monofarmacoterapia, por lo cual, para reducir la frecuencia de crisis, debe recurrirse a la
polifarmacoterapia, sin lograr un control total de sus manifestaciones. La eleccién de un
farmaco anticonvulsionante estd basada, hasta donde es posible, en encontrar un tipo

especifico para cada crisis epiléptica (10, 11).

MEDICAMENTOS ANTIEPILEPTICOS

Actualmente se dispone de varios farmacos para el tratamiento de las crisis
convulsivas, de primera y segunda generacion. Los farmacos de primera generacion son:
difenilhidantoinato (DFH) fenobarbital (FB) carbamacepina (CBZ) valproato se sodio
(VPA) etosuccimida (ETO) benzodiacepina (BDZ) y primidona (PRM). Por otro lado, los
farmacos de segunda generécién incluyen: vigabatrim (VGM) gabapentina (GPN)

felbamato (FBO) lamotrigina (LTA) oxacarbamacepina (OCBZ) tiagabida (TGB) y
m
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levetirazetam (LZM). El grupo de farmacos de primera generacidn, en su mayoria han sido
identificados por la variacién quimica estructural que presentan en relacion a un compuesto
conocido (12, 13). Dentro de los farmacos de segunda generacion, et VGM y GPN fueron
disefiados a través de estrategias fundamentadas en la hipotesis de participacion del GABA
en la inhibicion de las crisis epilépticas (14, 15).

Con el proposito de identificar, desarrollar y estudiar nuevos medicamentos
anticonvulsionantes, se han utilizado modelos experimentales de crisis epileptiformes,
validados con farmacos de primera generacion (16).

De manera general,. la fase preclinica ha involucrado dos procedimientos iniciales,
que corresponden a la electroestimulacién supramaxima” (MES) y la administracion

subcutanea de pentametilentetrazol (PTZsc) (17).

Toxicidad

La mayoria de los compuestos psicoactivos que son utilizados actualmente en el
tratamiento de las crisis epilépticas presentan algunas desventajas, como ser hipnéticos y/o
adictivos. Cuando los anticonvulsionantes son utilizados por periodos prolongados o
permanentes, provocan efectos colaterales indeseables de severidad variable, que en
muchas ocasiones impiden a los pacientes seguir una vida normal (cuadro 1) (18). El grado
de toxicidad es dependiente de la dosis, metabolismo y duraciéon del periodo de
administracion; sin embargo, en €l caso de extractos o infusiones, asi como de preparados
farmacéuticos a partir de plantas con propiedades medicinales, no se tienen registros de
toxicidad o de las posibles interacciones con la combinacién de un firmaco y el extracto de

una planta medicinal (19). Cuando se realizan estudios con plantas con algiin potencial
N N e R B RRRRRR,
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antiepiléptico, es necesario conocer y esclarecer las reacciones adversas por el uso
terapéutico de las mismas, a fin de poder predecir las posibles interacciones entre productos

derivados de las plantas y los medicamentos convencionales (20).
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Cuadro 1. Antiepilépticos y Reacciones Adversas

1.- Alteraciones neuropsicolgicas: Osteamalacia: DFH y FB.
o Sedacion: FBy BDZ > DFH, CBZ y VPA. 4.- Alteraciones cardiovasculares, respiratorias, renales,

: . metabdlicas, endocrinoldgicas, hematoldgicas e
o Cl}::—acmnes cognoscitivas: FB, DFH y PRM > CBZ y inmunologicas:

Cardi lares:
o Alteraciones de la conducta: FB > CBZ, PRM y VPA > DFH. riiovasculares

- . o Hipertension: DFH jv.
Movimientos involuntarios:

Bradicardia: DFH iv y CBZ.
o Disquinesias: DFH, ETO y CBZ. © Pradicardia vy

v Bloqueo arteriovascular: DFH iv y CBZ.
o Asterixis: DFH, FB, CBZ y VPA. © Podueoatteriovasediar DEHIvVY

Renales:
o Temblor: VPA y DFH. Jenates

Ne tias: Trimetadiona > DFH y CBZ.
Encefalopatia: DFH > CBZ y VPA. ) uropatias: Trimetadiona y

Cristaluria: PRM,
Alteraciones psiquidtricas: FB y DFH > BDZ y ETO > BDZ y o rsiatunia: FR

ETO > CBZ. Metabolicas:
Neuropatias: DFH > FB, PRM y CBZ. o Hiperglucemia: DFH.
2.- Alteraciones digestivas, hepaticas y pancreaticas: o Hiponatremia e intoxicacion acuosa: CBZ.
o Anorexia: VPA > DFH> CBZ, FB y PRM. o Hiperamonemia: VPA. -
o Aumento de peso: CBZ y VPA. o Poliuria y enuresis VPA.
o Aumento de apetito: CBZy VPA. Endocrinologicas:
o Nauseas y vomito: VPA>CBZ y PRM. o Mayor secrecion de FSH y LH: DFH,
o Estrenimiento: FB y CBZ. o Mayor secrecion de prolactina: DFH, CBZ y FB.
o Diarrea: VPA. . o Disminucién del crecimiento en nifios: FB.
o Hepatopatias: VPA y DFH > CBZ > FB. o Alteraciones tiroideas: DFH, CBZ, VPA v PRM.
o Pancreatitis: VPA. o Aumento de HDLolesterol: DFH, FB y CBZ DFH >
3.- Alteraciones de la piel, conectivo y misculo esquelético: VPA.
Hematologicas:

o Piel y fanéras: DFH.

o Déficit del acido folico: DFH, FBy PRM > CBZ y
o Cloasmas: DFH. VPA,

o Alopecia y cambio de textura o color de pelo: VPA. © Macrocitosis: DFH, FBy PRM > CBZ y VPA.
o Anemia megaloblastica: DFH y FB.

o Hipertricosis e hirsutismo: DFH.

o Anemia aplasica: DFH, CBZ > PRM y ETO>VPAy
o Exantema: DFHy FB > ETOy CBZ. BDZ.

o Dermatitis exfoliativa: DFH, FB, PRM y CBZ. © Agranulocitosis: DFH, FB, ETO y CBZ.

o Pseudolinfoma: DFH.
o Sindrome de Stevens Johnson: DFH, FB, PRM y CBZ. .
o Trombocitopenia: VPA.

o Conectivo: Hiperplasia gingival: DFH > PRM. Inmurologicas:

o Facies epilépticas: Politerapia. ’ o Déficit de IgA, IgM e 1gG: DFH.

Contractura de Dupuytren: FB © Lupus eritematoso: DFH, PRM, CBZ y ETO.
o o viren: FB.

5.- Mutaggénesis, carcinogénesis y teratogénesis:
o Hombro congelado: FBy PRM. o
Todos los antiepilépticos.

o Miopatias: DFH.

(Bazil CW, 2003)
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NEUROTOXICIDAD

Las funciones del SNC estin dadas principalmente por las propiedades de
excitabilidad eléctrica de las células nerviosas (neuronas) (21). Las células nerviosas son la
unidad funcional del sistema nervioso, son de origen ectodérmico y estan constituidas por
un cuerpo celular (soma) con miltiples ramificaciones cortas, denominadas dendritas; una
ramificacion alargada, conocida como axo6n (neurita) y un espacio citoplasmatico alrededor
del ntcleo, en el cual se distingue un nucléolo prominente, donde se sintetiza el acido
ribonucleico (ARN) (22). Las células gliales, no son excitables y realizan numerosas
funciones de gran importancia para ¢l mantenimiento de la homeostasis intracerebral (23).
Cuando el SNC responde con una crisis de dificil control o esta sometido al efecto de dosis
que superan el rango terapéutico de antiepilépticos, se puede presentar:

A.- Reaccidn axonica

B.- Lesion celular aguda

C.- Atrofia y/o degeneracidn neuronal

D.- Depositos intraneuronales (24).

Por otra parte, ademas de las funciones de sostén mecénico, los astrocitos
intervienen activamente respondiendo ante una lesion cerebral, traumatica, bacteriana, viral
o farmacolégica, con cambios bioquimicos y morfologicos caracteristicos (23). U;s
astrocitos participan circunscribiendo la zona de lesion, generando una barrera fisica entre
el sitio dafiado y el resto del paénquima nervioso. Ademas, contribuyen en el
mantenimiento de la barrera hematoencefalica y la restauracion de las funciones neuronales

(26).

R R —
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Los astrocitos activados realizan importantes funciones en la reparacién del tejido

nervioso, ya que ellos expresan nuevas moléculas y sutren transformaciones mortologicas
(incremento en la concentracion de factores mitogenos v de crecimiento) que normalmente

no son detectados en estado de reposo (27).

ALCALOIDES .

Fuente

Los alcaloides forman parte del grupo de metabolitos secundarios de diversas
‘plantas, algunos insectos, invertebrados marinos y microorganismos. Tienen un tipo de

estructura quimica, ruta de biosintesis y actividades farmacoldgicas especiales (28).

Durante miles de afios han sido aislados y aprovechados de una gran cantidad de
organismos terrestres y marinos, como fuente de medicamentos y, en algunos casos como

drogas psicotrdpicas, debido a sus efectos alucindgenos (29).

Importancia histérica

El descubrimiento y uso de los alcaloides por el hombre data de hace mas de 4
siglos, durante los cuales han sido utilizados como drogas, medicamentos, tés, pociones y
venenos. Algunos alcaloides fueron preparados a partir de k-estrofantina y utilizados en
Africa y Sudamérica para envenenar flechas y con esto provocar insuficiencia cardiaca
aguda a las victimas. Otros alcaloides como la fisostigmina fueron utilizados en el

tratamiento del glaucoma y miastenia grave (30). Por otra parte, a la d-tubocurarina se le
m
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describieron propiedades miorrelajantes y anestésicas; asi mismo, se encuentra reportada la
reserpina con un caracter terapéutico, como un antihipertensivo eficaz y como droga
psicotropica, o bien, la ajmalina con propiedades terapéuticas utiles en el tratamiemé de
trastornos del ritmo cardiaco (28, 29).

Al parecer, la primer droga investigada de manera quimica fue el litex seco de la
goma del opio (Rapaver somniferum) la cual hasta nuestros dias se sigue utilizando como
droga, por sus efectos analgésicos y narcoticos (28). En el afio de 1803, se aislé un
alcaloide semipuro de esta planta caracterizado como morfina, Entre los afios de 1817 a
1820, en el laboratorio de Pelletier y Caventou de la facultad de farmacologfa de Paris,
tueron aislados y caracterizados la estricnina, emetina, brucina, piperina, cafeina, quinina,
cinconina y colchicina. Para el afio de 1939, el numero de alcaloides aislados e
identificados estructuralmente ascendié a mas de 200 y en el afio de 1989, el Diccionario

de Alcaloides ya incluia informacion detallada de 10,000 sustancias (30).

Clasificacion

Los alcaloides son compuestos - nitrogenados  heterociclicos, existentes
principalmente en plantas, asi como en sus sales mas comunes de acidos: carboxilico,
citrico, lactico, oxalico, malico, tartarico, fumarico, benzoico, aconitico y acido veratrico.
Su cardcter amino produce una solucidn alcalina en el agua; dé ahi el origen de su nombre,

alcaloide (30).

Las propiedades quimicas determinadas por el atomo de nitrogeno de los alcaloides

condicionan las siguientes variaciones:
et —————————— e e e e s
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a) Aminas secundarias y terciarias. Cuando son regularmente protonados y por lo tanto
hidrofilicos a un pH < 7.0, o lo méds comun; cuando son lipofilicos y no protonados a un pH

< 8.0 (alcaloide comun).

b)  Los compuestos amino cuaternarios. Cuando son altamente polares, estan
completamente cargados a altos valores de pH, generalmente pueden aislarse, tal como

sucede con la berberina y la sanguinarina.

¢)  Compuestos aminos neutrales. Incluyen alcaloides como la colchicina, capsaicina v

lactamas.

d)  N-oxidos. Altamente solubles en agua y frecuentemente encontrados en alcaloides

“pirrolizidinicos (30).

Agrupamiento Biogenético

Debido a que los alcaloides son un grupo diverso de constituyentes quimicos.
conviene clasificarlos de acuerdo a sus origenes biogenéticos, por ejemplo: los alcaloides
inddlicos, derivados del triptéfano, incluyen a otros dentro de esta categoria como
terpenoides indélicos. Dentro del grupo los alcaloides inddlicos se encuentran numerosos
subgrupog dependientes del modo de ciclizacién tras remover la glucosa por estrictosidina.
Los ocho subgrupos han sido identificados: corianteanos, aspidospermatanos, iboganos,

estricnanos, plumeranos, eburnanos, valesiacotamanos y aparicinos (29).

umerosos alcaloides son derivados de aminodcidos, entre los cuales es posible

TECONOCET CUAtro grupos:

e R R
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1.- Alcaloides derivados de aminoacidos como arginina. lisina. histidina.

fenilananina, tirosina. triptofano, 4cido antranilico y acido nicotinico.
2.- Alcaloides derivados de purinas tales como la xantina y cafeina.
5 . . . . .
3.- Terpenos aminados, como el diterpeno aconitina o el diterpeno solanina.

4.~ Alcaloides poliquétidos, como la coniina y coccinelina.

Estos dos tltimos grupos han ido incrementando conforme se han investigado més
profundamente, a organismos marinos e insectos. Ademas, en estos dos grupos el caracter
del nitrégeno no andlogo puede influenciar o dominar en las propiedades de la sustancia
como se observa cuando se consideran las propiedades semejantes en las saponinas de los
alcaloides esteroides de las solaniceas. La produccion de los alcaloides ha sido muy
estudiada en plantas, en las cuales los experimentos realizados con precursores radioactivos

" han colocado las bases y permitido comprender el proceso de biosintesis de los grupos de

alcaloides de mayor importancia (28, 29).

Derivados Quinolizidinicos

La formacion del nicleo quinolizidinico semeja al de las pirrolizidinas, el cual por
derivar de la lisina origina anillos de seis vértices en lugar de cinco; es decir que les permite
crecer a través de afadir un anillo de piperidina derivado de la lisina para proporcionar
alcaloides como la lupanina (Figura 1) y la matrina (Figura 2) o bien, afiadir dos anillos de

piperidina para dar origen a la piptantina (Figura 3).




Figura 1.- Lupanina Figura 2.- Matrina Figura 3.- Piptantina

(Wink M, 1998)

La familia mas importante en la produccién de alcaloides quinolizidinicos es la
Papilionoideae. Ademds, existen otras familias en las cuales se han reconocido estos

alcaloides: Berberidaceas, Ranunculdceas, Solandceas, Quenopodiaceas y Rubidceas.

Por otra lado, se ha reportado que la presencia de alcaloides quinolizidinicos en
Escrofularidceas, Santalaceas, Lorantdceas y Cuscutaceas. debido a una transferencia de
estas sustancias que van de la planta parasitada (huésped) a las especies hospederas

(parasitas o hemtparasiticas) (28).

ESPARTEINA

La esparteina (Figura 4) generalmente ha sidc :islada de la leguminosa Cytisus
scoparius. Las partes aéreas de esta planta contienen desde 0.8 a un 2% de alcaloides,

siendo la esparteina el mayor componente.




Dentro de sus usos farmacéuticos se encuentran varios medicamentos en el mercado
como: Anxoral™, Ariven™, Cardipax™, Cordi sanol forte™, Depasan™, Diffucord™, Digi-
pulsnorma™, Gelsadon™, Hypolind™, Hypotonin™, Jatamansin™, Kanovenol™, Morfi™.

Normotin™, Palpipax™, Perivar™, Pulsnorma™, RR-plus™, Sedol™, y Tachynerg™ (30).

(~venm }T}

Figura 4. Esparteina
(Wink M, 1988)

Estos farmacos han sido utilizados en el tratamiento de arritmias cardiacas e
induccién de contracciones uterinas. Sin embargo, aproximadamente un 10% de los
pacientes que la utilizan no pueden metabolizarla, por lo que es necesario esclarecer
quienes son los pacientes incapaces de metabolizar este compuesto, asi como sucede con
otros farmacos (28).

Por otro lado, en la medicina tradicional las plantas que presentan este alcaloide son
utilizadas como diurético, actividad que puede estar relacionada con la accién ionotrépica
positiva de la esparteina, asi como a la presencia de diuréticos flavonoides (29). La
esparteina inhibe los canales de Na', asi como el transporte del mismo a través de las
membranas. Ademas, activa los receptores de acetileolina muscarinicos. Como resultado de
lo anterior, modula la conductividad del misculo cardiaco. En dosis pequedias estimula; el
ganglio autonémico y en dosis elevadas lo paraliza (28, 29).

e e e S —
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Fuente y Toxicidad

Todas las plantas del género Lupinuy de la tamilia Fabaceae contienen alcaloides
quinolizidinicos (28). Diferentes especies de plantas tienen numerosos tipos de alcaloides ¥
dentro de una especie vegetal se encuentran generalmente cuatro o cinco alcaloides
importantes y varios de menor importancia, en cuanto a cantidad y funcién se refiere. El
contenido total y proporcionés de estos varia entre especies, de acuerdo al lugér de
crecimiento d.e la planta y estacion del afio. El rango total de las concentraciones de
alcaloides oscila entre 0,01 y 4%, dependiendo de la especie de la planta y de la parte de la
misma. La sintesis de los precursores de los alcaloides se realiza principalmente en la raiz,
luego estos son transportados por el floema hasta las hojas, que son el lugar de mayor
sintesis de los alcaloides, cuya tasa biosintética guarda relacion con una actividad diurna de
los cloroplastos, que por ende involucra la mayor actividad en las hojas verdes para recibir
y utilizar la luz en las reacciones enzimaticas intracloroplasticas. Una vez que madura la
planta, los alcaloides presentes en las hojas son transferidos a las flores y desaparecen
posteriormente cuando se seca la hoja (30).

Los alcaloides presentan un sabor amargo, se cree que con la finalidad de repeler a
los insectos y mamiferos herbivoros que pretenden alimentarse de las plantas que presentan
estas sustancias. La intoxicacion causada por los alcaloides quinolizidinicos de los lupinos
es referida como un envenenamiento de tipo agudo (29).

Por otra parte, la actividad farmacoldgica de los alcaloides quinolizidinicos subyace
en l» reduccién de la amplitud de la contraccién del musculo cardiaco y fibrilaciones.
aunque a dosis elevadas provoca depresidn respiratoria, hipotension, bloqueo

neuromuscular y cianosis. Estos signos y sintomas de intoxicacién inician con ndusea,

e —
e —————
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alteracion visual y respiratoria, ataxia, debilidad progresiva y coma (30).

Los alcaloides sintetizados de los lupinos son de seis a ocho veces mas toxicos si
son administrados por via intraperitoneal (ip) en animales de experimentacién que pér la
via oral. La esparteina y lupanina son los dos alcaloides mas abundantes en los lupinos y a
los que se les refiere mayor toxicidad. En base a estudios previos se sabe que la dosis letal
media (LDsp) de la esparteina en raton, por via intraperitoneal es de 353-67
miligrémos/kilogramo de peso corporal (pc); en cambio, por via oral es de 350-510
miligramos/kilogramo de pc. Por otra parte, la LDsg de la lupanina por via intraperitoneal

en ratdn es de 80 miligramos/kilogramo de pc(28).

MODELOS EXPERIMENTALES DE CRISIS EPILEPTIFORMES
(MECE)

Los modelos experimentales de crisis epileptiformes (MECE) son aceptados por la
ILAE, entre los se encuentra la electroestimulacion supraméaxima (EESM) vy el
pentametilentetrazol via subcutanea (PTZsc) utilizados en la fase preclinica para la
evaluacion del tamizaje de los compuestos anticonvulsionantes. Con la EESM se inducen
crisis tonicas de los miembros posteriores en los roedores, por medio de una descarga
eléctrica de 120 V a 200 mA, mediante electrodos bicorneales o biauriculares. Estos
modelos son itiles en la identificacién de aquellas sustancias potencialmente eficaces
contra las crisis generalizadas tonico-clonicas en humanos (31).

Por otra parte, si se utiliza la dosis convulsiva 97% (CDsy) de PTZsc para inducir
crisis generalizadas clénicas y mioclénicas en roedores, es posible identificar aquellos

T ——————
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compuestos potencialmente efectivos en el control de crisis de ausencia y mioclonicas en
humanos, ya que limitan la propagacion de la descarga de los potenciales de accion.
evocados por la despolarizacion sostenida de las neuronas (32). Existen otros reportes, que
proponen que el modelo de EESM puede llegar a ser til para identificar sustancias con
potencial anticonvulsionante en las crisis parciales (33); sin embargo, los estudios
experimentales y clinicos realizados con antiepilépticos de- segunda generacién como el
VGM o antagonistas de receptores a glutamato han demostrado que no es apropiado para
identificar este tipo de crisis (34). En otros estudios se ha demostrado que el modelo de
eleccién para identificar farmacos eficaces en la actividad epiléptica parcial es el modelo de
estimulo eléctrico repetido en la amigdala (Kindling) (35).

Con respecto al mecanismo mediante el cual los medicamentos antiepilépticos
ejercen su accion, se describen las siguientes tres categorias:

1.- Bloqueo del disparo repetitivo, sostenido, de alta frecuencia de los potenciales de

accion, por bloqueo de los canales de Na* dependientes de voltaje.

2.- Aumento en la inhibicién de la neurotransmision GABAérgica.

3.- Inhibicién del disparo repetitivo de potenciales de accién, por blogueo de los

canales de Ca>-] (34).

La propiedad de un compuesto antiepiléptico para bloquear las crisis ténico-
clonicas generalizadas y algunas formas de crisis parciales, esta relacionada con la
capacidad de los mismos para inhibir el disparo repetitivo (35)-; a diferencia de los farmacos
de amplio espectro antiepiléptico, que ademas de bloquear el disparo repetitivo, aumentan

la inhibicién GABAérgica (36, 37).
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GABA y Glutamato en las Epilepsias

La neurotransmision GABAérgica esta mediada por receptores GABA, y GABA¢
postsinapticos, macromoiéculas acopladas a un canal para el i6n cloro (C1) y GABAy
presinapticos y postsinapticos, acoplados a sistemas de segundos mensajeros (37). La
deficiencia cerebral de GABA .provocada experimentalmente, coincide con el desarrollo de
crisis convulsivas, al bloguear su accion, alterar o inhibir las enzimas que participan en su
sintesis (Glutamato descarboxilasa [GAD]) o mediante el incremento del catabolismo del
GABA por la actividad de la GABA-transaminasa (38). Por otra parte, la accion excitadora
del glutamato implica también la participacion de receptores, entre los cuales destaca el
correspondiente a N-metil-D-aspartato (NMDA). Después de una activacion prolongada de
receptores NMDA con agonistas “in sifu” se presenta despolarizacion tonica de neuronas
talamicas y, sus antagonistas provocan el bloqueo de potenciales postsindpticos excitadores
39). |

Por otro lado, al incrementar la actividad de receptores a NMDA y bloquear la
neurotransmisién GABAérgica es posible desencadenar crisis convulsivas (40). También,
en el hipocampo de ratas sensibles a crisis convulsivas inducidas por “Kindling” se ha
demostrado una hipersensibilidad a los agonistas de NMDA mediada por sus receptores. Lo
mismo ha sido observado en focos epilépticos de cerebros humanos, donde ademas se ha
reportado disminuida la actividad de GAD. Estos resultados apoyan a la propuesta que
sustenta que la activacién de las crisis epilépticas estd mediada por la neurotransmisién
glutamatérgica (41). Por otra parte, los astrocitos y oligodendrocitos desempefian un papel
importante en €estos mecanismos de excitabilidad neuronal, ya que los astrocitos son

capaces de capturar GABA desde el espacio intersindptico (42). También se ha postulado

R e R R O ERRRRRREERRRRRmmnEREREREES.
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que los receptores GABA/BDZ participan en la génesis de las crisis epilépticas, al utilizar

un ligando del receptor a benzodiacepinas. Asimismo, en biopsias de cerebros humanos con
epilepsia focal se ha comprobado una disminucién de estos receptores en el seno del foco
epiléptico (43). No obstante, es posible que en la génesis de la excitabilidad neuronal
tamb.ién estén involucrados otros mecanismos, capaces de inducir la tendencia de las
neuronas a realizar descargas paroxisticas anormales a través de mecanismos intrinsecos o

extrinsecos a la neurona (44).

Entre los mecanismos intrinsecos podemos mencionar:
A.- Cambios en la conductancia de canales i6nicos
B.- Alteraciones de las respuestas caracteristicas en los receptores de membrana
C.- Cambios en los sistemas de segundos mensajeros

D.- Expresion de las proteinas.

En cambio, entre los mecanismos extrinsecos encontramos:

A.- Modulacién de receptores mediante iones extracelulares y otras moléculas

B.- Propiedades temporales y espaciales del flujo sindptico y no sindptico

C.- Cambios en la cantidad o el tipo de neurotransmisores presentes en las sinapsis

(32, 33).

La mayoria de los nuevos conocimientos con respecto a las epilepsias han surgido
gracias al empleo de los MECE tanto “in vivo” como “invvitro ”. Estos han permitido
probar nuevos abordajes terapéuticos farmacolégicos o no farmacolégicos para el control

de las crisis epilépticas (45).




En la actualidad. pese a que existe una amplia diversidad de MECE aun no se ha
logrado establecer la analogia con los diferentes tipos de crisis epilépticas; sin embargo.
son las estrategias de acercamiento a las crisis epilépticas mas conocidas y accesibles
(cuadro 1I) (43).Los MECE mas estudiados son el “Kindling” y la aplicacion topica de

alimina o de penicilina en la corteza cerebral (46).
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Cuadro II. Algunos Modelos Experimentales de Crisis Epileptiformes

(MECE)

TIPO DE CRISIS

MECE

Parciales simples,
Agudas

Convulsionantes topicos: Penicilina, bicuculina, picrotoxina, estricnina, colinérgicos,
anticolinérgicos y otros.

Estimulacién eléctrica aguda.

Supresion de GABA.

Cortes cerebrales neocorticales.

Parciales simples,
Cronicas

Metales implantados corticalmente: Hidroxido de aluminio, cobalto, tungsteno, zinc y
hierro.

Lesion criogénica.

Inyecciones de anticuerpos antigangliosidos.

Epileptogénesis focal-sistémica.

Tonico-clénicas
Generalizadas

Genéticas: Mandriles fotosensibles, crisis audiogénicas en ratones, ratones ataxicos
(tottering), ratas propensas de manera genética, gerbil mongolico, Drosophila (shaker).
Electrochoque maximo.

Convulsionantes quimicos: PTZ, bemegrida, picrotoxina, bicuculina, sulfoximida,
metionina, penicilina y otros.

Alteraciones metabolicas: Hipoxia, hipoglucemia, oxigeno hiperbarico, hipercapnia,

uremia, supresion de drogas y altas temperaturas.

Parciales complejas

Acido kainico, toxina tetdnica, inyecciones en el area tempestad, Kindling.
Cortes cerebrales: Cortes hipocampales en roedores, preparacion de células aisladas y

tejido neuroquinirgico humano.

Generalizadas de
ausencia

Estimulacion talamica, focos corticales bilaterales, penicilina sistémica, gama

hidréxibutirato, opiaceos intraventriculares.

Estatus epilépticus

Litio-pilocarpina, cobalto-homocisteina, estimulacion recurrente.

{Morgan F, 1999)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, actualmente se presenta una prevalencia del 2% de pacientes con cﬁsis
epilépticas. De éstas el 25% corresponden a personas con crisis de dificil control, en
quienes la mayoria de las ocasiones es necesario recurrir a la administracién de hasta cuatro
medicamentos antiepilépticos, e inclusive indicar resecciones quirtrgicas del foco
epileptogénico debido a que las personas presentan recidivas de las crisis.

Los problemas de calidad de vida del enfermo subyacen en la dificultad de
incorporarse a la sociedad, debido a que sufren de problemas de aceptacién laboral;
trayendd con esto una serie de problemas de tipo economicos y familiares; ademas de que
la evolucion de su padecimiento lo imposibilita para vivir con la seguridad ordinaria.

Por otra parte, en México no se producen atin los farmacos necesarios para tratar
este tipo de enfermiedades, por 1o que deben ser importados.

Debido a lo anterior s necesario buscar nuevas alternativas utiles en el abordaje de
esta enfermedad, explorando en los recursos naturales, como los extractos de plantas con
usos medicinales, como es el casb de los lupinos que contiene compuestos con estructuras
quimicas conocidas (alcaloides); en particular aquellos que estan vinculados con
compuestos sintetizados con propésitos médicos, como en el caso de la esparieina utilizada
como antiarritmico cardiaco, cuyo efecto es parecido al del difenilhidantoinato (DFH)
compuesto antiarritmico y antiepiléptico, que como este pudiera presentar también un
efecto antiepiléptico.

Consecuentemente, en el presente estudio se pretende conocer el efecto inhibitorio

de crisis convulsivas de la esparteina mediante los modelos de induccién de crisis por
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inhalacion de éter de petrdleo (EP) y por inyeccidn subcutinea de pentametitentetrazol

(PTZsc).

[
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JUSTIFICACION

Actualmente se reconoce la existencia de farmacos antiepilépticos de priméra v
segunda generacién que han sido estudiados a través de modelos experimentales de crisis
epileptiformes (MECE) y son administrados en regimenes de mono y polifarmacoterapia
para el control de las crisis epilépticas, que en algunos casos no es posible cubrir los tipos
de crisis epilépticas observables en los seres humanos, ni las crisis de dificil control que en
ocasiones requieren del uso de hasta cuatro medicamentos por la falta de especificidad de
los mismos. En consecuencia, es necesario disefiar y/o buscar nuevas estructuras quimicas

potencialmente antiepilépticas.



HIPOTESIS

La esparteina. alcaloide quinolizidinico, abundante en plantas del género Lupinus.
posee una capacidad anticonvulsionante, semejante a las propiedades de la carbamacepina

(CBZ) en modelos experimentales de crisis epileptiformes (MECE).

o
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Precisar la actividad anticonvulsionante de la esparteina en los modelos de
induccién de crisis por inhalacion de éter de petréleo (EP) y por inyeccién de

e

pentametilentetrazol (PTZsc) en ratas de la cepa Swiss Wistar.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Caracterizar las crisis convulsivas inducidas en ratas tanto hembras como
machos por inhalacion de EP.

2.- Conocer la respuesta de proteccion de la carbamacepina (CBZ) sobre la accion
convulsionante del EP.

3.- Precisar la capacidad de proteccion con la esparteina a la accion convulsionante

del EP y del PTZsc.
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MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE ESTUDIO

Se utilizaron ratas adultas machos y hembras de la cepa Swiss-Wistar con 250-350
gramos de peso corporal (pc). Inicialmente, los animales que integraron el grupo control
fueron seleccionados mediante un método de induccidn de crisis por una inyeccion de
pentametilentetrazol (PTZsc) en el espacio interescapular y por inhalacion de éter de
petrdleo (EP) (47, 48). Los animales debieron presentar una crisis convulsiva ante el
estimulo por PTZ y EP en un tiempo no mayor de 30 y 7 minutos respectivamente, para ser
considerados como positivos a estas pruebas (48).

El procedimiento experimental consistio en 3 grupos: Conirol (CTRL/EP ¥
CTRL/PTZ) Testigo (CBZ/EP y CBZ/PTZ) y Problema (SE/EP y de SE/PTZ) tanto en

animales hembras y machos.

TIPO DE ESTUDIO

Experimental, prospectivo, transversal y comparativo. .

Variable independiente

Dosis de los farmacos anticonvulcionantes: testigo y problema.

Variables dependientes
Porcentaje de proteccion, tiempos de latencia, duracion del reflejo, ortostatismo y

deambulacion.
m
ettt ——————————————————————————————
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CRITERIOS DE INCLUSION

Animales que cumplieron con un pc no menor de 250 gramos y no mayor de 350
gramos, que se encontraron en un estado de salud dptimo y que respondieron positivamente
a la sustancias inductoras de crisis convulsivas experimentales.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

Animales que no respondieron a las sustancias inductoras de crisis convulsivas

experimentales.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Animales que murieron durante les ens2yss. Y animales que excedieron del peso

maximo requerido.

ANIMALES

Los animales recibieron una alimentacién balanceada (Ralston Rations USA) y agua
ad libitum, y fueron mantenidos dentro de un ciclo de luz/oécuridad de 12:12 horas, con
una temperatura ambiental 22 + 2 °C y una humedad del 50% en el bioterio del Centro
Universitario de Ciencias de la Salud. Los experimentos se efectuaron a las 08:00 horas, en
izs instalaciones del Instituto de Enfermedades Crdnico Degenerativas del Centro
Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de Guadalajara.

e R ———
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FARMACOS

Como sustancias inductoras de crisis epileptiformes se utilizaron PTZ y EP. CBZ
como anticonvulsionante testigo y esparteina en estado sulfatada (SE) como

anticonvulsionante problema. .

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los animales que resultaron positivos a presentar una crisis convulsiva con los dos
métodos anteriormente mencionados fueron incluidos en un grupo inicial, excluyendo a los
animales que no presentaron crisis; obteniendo asi un nimero inicial de 120 machos y 120

hembras.

-

El procedimiento experimental consté de 3 grupos: Control (animales intactos)

Testigo (animales que fueron protegidos con CBZ) y Problema (animales protegidos con

SE) cada uno de estos divididos a su vez en dos subgrupos, integrado por 20 hembras y 20
. machos.

Asi, el grupo Control fue formado por animales PTZ positivos a los cuales no se les
administré ningdn farmaco anticonvulsionante. Fueron divididos en dos subgrupos, con 20
hembras y 20 machos, cada uno. E!l primer subgrupo fue sometido a una induccion de crisis
con inhalacién de EP y, el segundo subgrupo correspondié a la prueba con PTZsc.

El grupo Testigo estuvo formado por animales PTZ positivos y EP positivos a los
cuales se les administré CBZ aplicada directamente dentro d: ia cavidad gastrointestinal del
animal mediante una canula metdlica de extremo romo, en una dosis diaria de 30

miligramos/kilogramo de pc, ajustado a un volumen de 0.5 mililitros con agua bidestilada,
w
e —————————————
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administrada en dos sesiones (media dosis diaria cada 12 horas) durante una semana
consecutiva, a fin de lograr mantener los niveles de la CBZ en el torrente sanguineo dentro
de un rango terapéutico de acuerdo a su vida media. Trascurrido un tiempo de tres veces el
intervalo de vida media de la CBZ (7 dias) (48). Una hora después de la dltima aplicacion
del anticonvulsionante, se les indujo al primer Subgrupo Testigo una crisis por inhalacion
de EP y, al segundo Subgrupo Testigo por inyeccion de PTZsc.

El grupo Problema estuvo integrado por animales a los cuales se les administré SE
aplicada directamente dentro de la cavidad gastrointestinal mediante una canula metalica de
extremo romo, en una dosis diaria de 40 miligramos/kilogramo de pc ajustado a un
volumen de 0.5 mililitros con agua bidestilada, administrada en dos sesiones (media dosis
diaria cada 12 horas) durante una semana consecutiva. Una hora después de la dltima
aplicacion del anticonvulsionante, se les indujo a los animales del primer Subgrupo
Problema una crisis por ‘Inhalacion de EP y a los animales del segundo Subgrupo
Problema se les indujo una crisis con una inyeccion de PTZ.

Para el método de induccién de crisis con EP se utiliz6 como camara un desecador
de cristal Pyrex, dividido en dos compartimentos mediante un soporte de acrilico con
perforaciones de 1 centimetro de didmetro y con 2 centimetros de distancia entre cada uno
de estos. Fue colocado el EP en una caja de Petri de cristal en la base de la cdmara por
debajo del soporte con un volumen inicial de 15 mililitros. Después de 15 minutos de
saturacién de la camara se colocé un animal dentro de ésta. Se registraron los tiempos de
los siguientes periodos: latencia (tiempo ocurrido desde que el animal fue colocado dentro
de la camara hasta el momento que presentd una crisis). El animal fue retirado de la camara

y colocado en una caja de acrilico para observar los siguientes periodos: reflejo (tiempo
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ocurrido desde el inicio de la crisis hasta el final de ésta); ortostatismo (tiempo ocurrido
desde que finalizé la crisis hasta la incorporacion del animal sobre sus cuatro
extremidades); y deambulacion (tiempo ocurrido desde que el animal se incorpord sobre

sus cuatro extremidades hasta que comenzd a deambular). Para realizar la prueba de un

siguiente animal se dej6 saturar la camara durante 7 minutos, se coloc6 un nuevo animal

dentro de esta, repitiendo e} procedimiento anterior. Transcurridas dos pruebas se ajusto el
volilmen inicial de EP dejando saturar Ja cAmara durante 15 minutos nuevamente.

La inducciéon de PTZsc consistié en aplicar una inyeccion subcutdnea de
pentametilentetrazol, en una dosis de 60 miligramos/kilogramo de pc, en un volumen de 0.1
mililitros de solucidn salina fisiolégica. Los animales fueron observados durante los
siguientes 30 minutos en una caja de acrilico y se registraron los tiempos de los periodos de
latencia, que correspondié al tiempo transcurrido desde aplicacion del PTZsc al momento
de presentar una crisis; reflejo (periodo trascurrido desde la aparicion de la crisis hasta el
final de ésta); ortostatismo, que inicid con la incorporacion del animal sobre sus cuatro
extremidades; y deambulacion (cuando el animal comenzo6 a deambular). Se registraron los
tiempos correspoﬁdiemes a los periodos de: latencia, reflejo, ortostatismo y deambulacién
mediante las dos pruebas de induccion de los animales.

Al final de las pruebas, los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis
estadistico mediante un analisis de varianza multifactorial para una variable dependiente y
un andlisis de varianza de dos vias no paramétrico (Kruskal-Wallis) y una prueba «
posteriori al ANOVA para comparacicnes multiples de grupos (Student Newman Keuls
Method) evaluando las variables dependientes por cada uno de los factores (p < 0.001)

utilizando el programa Sigmastat para Windows Versiéon 1.0 y SPSS version 6.0. Se
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realizaron pruebas de X" para comparar los tiempos de los animales protegidos contra los no
protegidos, segiin el método de induccion de crisis y su sexo, utilizando el programa Epi

info version 2000.




Figura 5. Diagrama Experimental

(120 integrantes)

Dositicacion (28 nicgrantes

(7 dias)

Por suburuaps)

CONTROL
(intacto)

TESTIGO

HEMBRAS

PR IANE TEETTN

Depuracion
(7 dias)

{40 integrantes por grupo )

Depuracion
{7 dias)
I?Vllz(l:jll:\(I)J (240 integrantes)

(carbamacepina)

PROBLEMA
(esparteina)  F3

T
Induceion

de crisis

T {20 intecrantes
Duosificacion

{7 diax)

CONTROL [f -

TR AT SRR ETEY

porsuborupn)

TESTIGO

MACHOS 'a

(120 integrantes)

(40 integrantes por grupo

(carbamacepina)

PROBLEMA [
AAAAAAA (esparteina) 3 e TSRS

RS, T

Induccion
de crisis

33




RESULTADOS

La esparteina en estado sulfatada (SE) actué como anticonvulsionante de manera
similar a la carbamacepina (CBZ) en los modelos de éter de petrdleo (EP) y
pentametilentetrazol via subcutanea (PTZsc) aunque ambos presentaron variaciones en su

capacidad respectiva de proteccion (cuadro III). La CBZ, mostré una accidn

.

anticonvulsionante bastante alta, sobre los modelos de EP y PTZsc, en relacion al grupo
Control, siendo en el modelo de EP en el que se observé una mayor capacidad de
inhibicién de crisis (cuadro VI). En cambio el SE mostré un porcentaje de proteccion

mayor alto en el modelo de PTZsc, que en el modelo de EP (cuadro VID).

Cuadro IIL Porcentaje de Inhibicién de Crisis

PORCENTAJE ANIMALES ANIMALES NO

GRUPO  SUBGRUPO  pp ppoTECCION PROTEGIDOS — PROTEGIDOS

MACHOS 00% 00/20 20/20
CTRL/EP e vBRAS 00% 00/20 20/20
MACHOS 00% 00/20 20/20
CTRL/PTZ HEMBRAS 00% 00/20 20/20
MACHOS 80% 16/20 04,20
CBZ/EP yEMBRAS 90% 18/20 02/20
MACHOS 3% 07720 13/20
CBZ/PIZ  ypyvprAS 15% 09/20 11/20
oe/ep | MACHOS 70% 14/20 06/20
HEMBRAS 40% 08/20 12/20
MACHOS 100% 20/20 00/20
SE/PTZ  ye\BRAS 100% 20/20 00/20

Nota: El porcentaje de proteccion se estimé considerando a los animales que no
presentaron ninglin evento convulsivo del total de 40 animales para cada grupo.
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estadisticamente significativa entre los valores medios de los tiempos de las variables

evaluadas en los modelos de EP y PTZsc, es decir, que los métodos de induccion de crisis
utilizados en el estudio tiene un comportamiento similar entre ellos (Cuadro IiI). Tampoco
|

| existe una diferencia estadisticamente significativa entre los dos sexos utilizados. A

diferencia de los tratamientos (Control, Testigo y Problema) en los que entre ellos si existe

de los animales tratados fueron analizados, sin tomar en consideracion su sexo o método de

una diferencia estadistica significativa (p < 0,05) (cuadro-V)-Debido a lo anterior los datos
F induccion de crisis, siendo el grupo; Ia tinica variable dependiente.

Cuadro IV. Niimero de Animales Protegidos y No Protegidos por Grupoes de
Tratamiento.

CTRL CBZ SE

ANIMALES
No. No. No.
Protegidos 00 50 62
No Protegidos 80 30 18
Total 80 80 80

X2 2y = 108.62; p < 0.001

Cuadro V. Valores de X’y Significancia Estadistica (p) Comparando los
Grupos de Tratamiento.

GRUPOS x2 p
CTRL - CBZ 7273 p<0001
CTRL- SE 1012 p<0001
CBZ- SE 0429 p<005
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Cuadro VI. Nimero y Porcentaje de Casos Protegidos y no Protegidos en el
Grupo CBZ por Tipo de Induccién de Crisis.

EP PYZ
No. % No. %
Protegidos 34 8.0 16 400
No Protegidos 06 150 24 600
Total... 40 1000 40 1000
X2=17.28; p <0.001

ANIMALES

Cuadro VII. Nimero y Porcentaje de Casos Protegidos y No Protegidos en el
Grupo SE por Tipo de Induccién de Crisis.

ANIMALES EP Tz
No. Y% . Ne. %
Protegidos 22 550 40 1000
No Protegidos 18 450 00 000
Total 40 1000 40 1000

X2=2323; p <0.001

Por otro lado, para aquellos animales que presentaron una crisis convulsiva ante el
estimulo inductor de las mismas, a pesar de haber recibido. CBZ o SE respectivamente
como anticonvulsionante, mostraron de manera general un cierto porcentaje de proteccion
de tipo parcial con respecto «i grupo control, es decir, que fue evidente un aumento en la
latencia, en especial en el grupo medicado con CBZ, en el que el tiempo promedio de

latencia fue mas de tres veces mayor en comparacién con la latencia del grupo CTRL, es
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decir, que hubo un incremento en el tiempo de aparicion de crisis teniendo mejores
resultados el grupo CBZ que el grupo SE (figura 6). La recuperacion mas rapida la tuvieron
los animales integrantes de! grupo CTRL en comparacién con el grupo CBZ y SE (Figuras
7, 8, 9). Dicho de otra manera, el evento convulsivo en aquellos animales que presentaron
una- crisis, a pesar de haber recibido uno de los dos anticonvulsionantes, tuvieron una
recuperacion mas tardia en comparacion con el grupo CTRL, en el que el grupo dosificado
con SE se acerca més a los valores obtenidos con el grupo CTRL, en comparacion con el

grupo CBZ, que fue el grupo que presentd una recuperacion mas tardia (figuras 6-9).

Cuadro VIIL Promedio + el Error Estandar de la Media en los Tiempos de
Manifestacion de las Variables Evaluadas

GRUPO  SUBGRUPO L"T:‘NC‘ REFLEJO ORTOSTATISMO DEAMBULACION
EP Machos 297 £+ 10 18 £ 09 33+ 14 32+ 14
CTRL Hembras 221+ 19 22+ 19 74+ 22 82+ 4
PTZ Machos 199+ 09 18 + 08 50 + 10 27+ 25
Hembras 197 £+ 12 19 + 12 57+ 10 2+ 14
EP Machos 326 + 04 23t 09 32+ 03 24+ 05
CBZ Hembras 205+ 16 05 + 18 31+ 16 05 + 07
PTZ Machos 923 + 208 33 & 56 34 + 246 70 £ 291
Hembras 827 + 195 41 + 22 43 + 240 54 + 400
EP Machos 319+ 39 19t 39 39 + 56 17+ 71 '
Hembras 376 + 16 07 £ 26 60 x 16 14+ 26
SE PTZ VMachos * * * * s
Hembras * * * *

Nota: Los valores representan la media + el error estindar de la media. Los tiempos
estan representados en segundos. * Animales que no presentaron crisis convulsiva.
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Figura 6. Latencia de Crisis Epileptiformes
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Figura 7. Reflejo de Crisis Epileptiformes
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Figura 8. Ortostatismo de Crisis Epileptiformes

1000

839+905

¥00

OB
o
3 4111 £149
2 :
o
200
0
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CTRL vs CBZ, CTRL vs SE, CBZ vs SE :
Figura 9. Deambulacién de Crisis Epileptiformes
1000 8829 £1238
800
OB
=]
o,
£
2
Foae

CTRL CBZ SE
n=380 n=30 n=18
Grupo

Nota: La grifica muestra tnicamente el tiempo promedio de aquellos animales que
presentaron crisis convulsiva + el error estandar de la media (cuadro 11). p < 0.00N
CTRL vs CBZ, CTRL vs SE, CBZ vs SE.
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DISCUSION

La esparteina es un alcaloide inicialmente utilizado con bases etnofamacolc’)giczis en
el tratamiento de arritmias cardiacas y en el control de la diuresis (49, 50). Ademas, se han
realizado estudios respecto al_ efecto de la esparteina sobre la secrecion de insulina en
células de islotes pancreaticos, con la finalidad de precisar la capacidad que presenta dicho
alcaloide de estimular la secrecion de esta hormona hipoglucemiante, activando los canales
de K* dependientes de ATPasa in vitro (51).

En la farmacologia cardiovascular el uso de la esparteina ha sido bastante
documentado como un antiarritmico cardiaco. En el drea de la farmacogenética, existe el
interés de precisar la tendencia genética que presentan algunos individuos de responder a
los efectos de la esparteina como medicamento, encontrando en algunos pacientes cierto
condicionamiento genético de respuesta, como ocurre £on otros farmacos (52).

Segin se menciond en la hipdtesis de este estudio, el difenilhidantoinato sédico
(DFH); farmaco de primera generacion, representa un recurso eficaz en el tratamiento de
las arritmias cardiacas (52, 53) al igual que la esparteina. El DFH. ademas de utilizarse
como un antiarritmico cardiaco, también es usado de manera selectiva para inhibir de
manera general, las crisis convulsivas y, en caso de los modelos experimentales de crisis
epileptiformes (MECE) protege eficazmente contra crisis inducidas por electroestimulacion
supraméxima (EESM) (52, 53). Esto lleva a pensar que la esparteina, que también ha sido
considerada como un antiarritmico cardiaco importante, actuando en la regulacion de los
potenciales del miocardio (53) puede inhibir los potenciales de postdescarga, de manera

que si se observard en un electroencefalograma, se encontraria una diferencia en el tipo de
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registros. Este supuesto parece estar acorde con el efecto anticonvulsionante de la
esparteina en estado sulfatada (SE) en los modelos evaluados de este estudio.

La carbamacepina (CBZ) un farmaco antiepiléptico de amplio espectro, mostré un
porcentaje de proteccién bastante alto contra crisis inducidas por los modelos de éter de
petroleo (EP) o pentametilentetrazol (PTZsc) (cuadro III) al igual que el valproato (VPA) y
el fenobarbital (FB) evaluados en otros estudios (54) de los que se sabe que el FB y, el
VPA en menor efectividad, actian inhibiendo las crisis convulsivas y no convulsivas (33).

Por otro lado, el sulfato de esparteina (SE), a una dosis de 40 miligramos/kilogramo
de peso corporal (pc), mostr6 ser un protector de crisis inducidas por los modelos
pentametilentetrazol (PTZsc) y éter de petrdleo (EP) (cuadro I1I). Ademas, se observd que
en los casos en que el SE no fue capaz de inhibir por completo las crisis convulsivas,
mostrd una tendencia a prolongar el tiempo de la latencia y a aminorar la duracion en los
periodos de reflejo, ortostatismo y deambulacién, en comparacion con el grupo CBZ.

Aunque atn hace falta conocer el mecanismo de accién por el cual el SE inhibe las
crisis epileptiformes, lo anterior hace suponer, que incrementa el umbral de excitabilidad en
las células de los animales premedicados con SE; en un mecanismo probablemente muy
semejante al de la CBZ (51, 56).

Es evidente que existe una ligera diferencia en la respuesta a los modelos de EP y
PTZsc ademas del sexo. Esto’ﬁltimo, aunque estadisticamente no sea significativo, estas
diferencias se explican en base al ciclo menstrual, condicionado por los estrégenos (cuadro
VIII). En el caso de !a mujer, tiene practicamente las mismas probabilidades de presentar
una crisis intensa en cualquier fase dentro del periédo estrogénico de su ciclo menstrual

{(34), la progesterona y los derivados 5u y 5B-pregnan-3, 20-diona, alo-pregnadiona y
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pregnandiona, inhiben la excitabilidad del SNC (55). La finalidad de incluir animales del
sexo hembras en el estudio, fue con el interés de obtener valores promedio de respuesta al
EP y establecer la capacidad inhibitoria promedio de la CBZ, asi como del SE, en anal;)gia
a un comportamiento promedio durante la fase estrogénica del ciclo menstrual de la rata,

Las dosis brobadas de la CBZ y del SE reflejaron una actividad anticonvulsionante
en los modelos de PTZsc y EP, al ser capaz de evi;a;r que se produjera una crisis convulsiva
en animales premedicados durante 7 dias con dichos compuestos.

Los reportes sobre el uéo del modelo de PTZsc son importantes en la orientacién y
seleccién de compuestos con potencial antiepiléptico durantela fase experimental, ya que
los compuestos que inhiben de manera eficaz estas crisis, como el SE, podrian llegar a ser
utilizados en personas que padezcan crisis no convulsivags tales como crisis de ausencia,
aquinéticas, atonicas etc., como sucede con el fenobarbital‘ (FB), etosuccimida (ETO) .
CBZ y VPA o bien la gabapentina (GPN) y el vigabatrim (VGM) entre los compuestos de
segunda generacion (54).

Por otro lado, las crisis convulsivas inducidas en el modelo EP, permiten plantear {a
aceptacion de dicho modelo como una alternativa mas en los modelos experimentales de
crisis epileptiformes MECE, con el proposito de aportar nuevas alternativas terapéuticas
para el tratamiento de las crisis epilépticas (49, 50). Las crisis de tipo EESM que se pueden
obtener en este modelo, han sido comparadas con las obtenidas por el modelo EESM y,
aunque se reproducen en un méaximo de 70%, son idénticas en cuanto respecta al reflejo
extensor y periodos de reflejo, ortostatismo y deambulacién, c'orrespondiendo al periodo de
latencia un tiempo mayos, tal como sucede con las crisis de tipo MET, inducidas con

PTZsc. En consecuencia, pese a que la variacion del peso corporal (pc) contribuye a la
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respuesta en las crisis que se presentan con EP, semejantes a las crisis inducidas con
EESM, ain se requiere ajustar este modelo haciendo posible incrementar el porcentaje de
respuesta al EP. .

Las crisis con EP, se indujefon con la finalidad de comparar la respuesta de este
modelo, con Ia de un procedimiento bastantemente conocido, como es el modelo de PTZsc.
por la semejanza de sus crisis resultantes, utilizando diversos medicamc;mos antiepilépticos,
encontrando como resultado que no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre los tiempos obtenidos en estos modelos.

Es necesario esclarecer los mecanismos fisiopatologicos de la induccion de crisis
epileptiformes en el modelo de EP, haciendo uso de varios recursos de distinta naturaleza
que nos permitan determinar el efecto causal de las crisis, ademds de estudiar los
mecanismos de accidén de la esparteina como un nuevo medicamento antiepiléptico (48,
49).

Segun se indico en el cuadro II, existen una diversidad de MECE, los cuales podrian
aumentar tanto como la diversidad de los sitios de los cuales surgen los potenciales de
postdescarga en el cerebro; por lo tanto, tal parece ser que conforme surgen nuevos MECE
que corresponden a los mecanismos de generacidn de las crisis epileptiformes, hace mas
cercana la posibilidad de explicar los mecanismos etiopatogénicos de la generacion de las
crisis, lo cual conducird con mayor éxito en la bisqueda de recursos que supriman
definitivamente y no en forma transitoria las crisis epilépticas, como ocurre hasta el
momento; es decir, que se requiere encontrar recurso§ antiictiogénicos mas que

antiepileptogénicos.
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Sin embargo, sin intentar ser reduccionista ni sincretista, el fenomeno bioldgico de
las crisis epilépticas es el mismo para todos los casos, implicando una alteracién de tipo
focal en la respuesta neuronal, en los que se incrementa el voltaje del potencial de acéién.
los cuales, sumados llevan a una despolarizacion masiva en tiempo y perfil diferente a las
despolarizaciones que en ese momento Se estan suscitando en el resto de las dreas
cerebrales, que posee el o los focos epileptogénicos (50). R

Por otra parte, de manera importante, se hace mencién de algunos sistemas de
neurotransmisién involucrados en la regulacion de los procesos de excitacién e inhibicion
de las redes neuronales, debido al equilibrio que debe existir en los mismos dentro del
‘ SNC; ademas, porque existe una tendencia a utilizar métodos de conjugacion in vitro con
ligandos, complementarios con tos MECE.

Respecto a los nuevos métodos, no corresponde al presente estudio demostrar las
ventajas y/o desventajas de cada unc de los modelos en comparacién con el procedimiento
de induccidn de crisis con EP, ya que tanto el efecto de esta sustancia, como la accion de
PTZsc y el EESM, han sido esclarecidos, ademas de que estos ultimos han sido bastante
empleados, al igual que otros modelos, como son: el “kindling” o el deposito de crema de

alimina en corteza cerebral (57).




CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se aportan dos nuevos
compuestos utiles en la fase experimental de las epilepsias; por un lado el EP es capaz de
inducir la aparicion de crisis convulsivas, correspondientes a las crisis que se inducen
cuando se utiliza el modelo de PTZsc. Y por otro lado, la esparteina promete ser un
compuesto con un potencial antiepiléptico, al inhibir en un porcentaje bastante alto en el
modelo EP y en su totalidad las crisis provocadas con PTZsc (cuadro I11). Presentando un

comportamiento muy semejante, incluso superior a la CBZ.
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