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. RESUMEN:

‘Diversos estudios farmacolégices, biloquimicos y fisiolégicos
han demostrado 1la participacién de las catecolaminas - (CA),

norepinefrina y dopamina en la regulacién del umbral convulsivo en
diferentes modelos de estudio de la epilepsia experimental. Adenis
se ha descrito que parte del mecanismo de accién de algunos
‘anticonvulsionanfes como la difenilhidantoina, clordiazepéxido,
diazepan, etc., es através de modular la neurotransmisién CAérgica.
En ésta forma, en México se han sintetizado una serie de compuestos
derivados de las butiramidas, los cuales han demostrado una marcada
actividad anticonvulsionante en animales de experimentacién.

En el presente trabajo de tesis se realizaron algunos
experimentos para conocer el efecto del HEPB a diferentes doéis,
sobre la concentracién de NE y DA en la corteza cerebral, 'cuerpo
estriado e hipocampo en el raton adulto. La cuantificacién se
realizé por cromatografia de 1liquidos de alta resolucién con
deteccidén electroquimica.

_'Los resultados . muestran un importante incremento en 1los
niveles de NE de 65% y de DA de 120% principalmente en el cuerpo
estriado, inducido por la administracién del HEPB a una dosis de 20
mg]kg de peso, después de 60 min. Ademds se reporta el efecto
inducido unicamente pof el polietilenglicol~400.

Los resultados indican que parte del mecanismo de accién del
HEPB como anticonvulsionante se explica en 1la induccién al
incremento en los nivels de CA cerebrales. .

.-



INTRODUCCION

En 1973 la 1liga Internacional contra la Epilepsia y 1la
Organizacién Mundial de la Salud definieron a la Epilepsia como una
afeccién crénica, de etiologia diversa, caracterizada por crisis
recurentes, debidas a una descarga de neuronas cerebrales (crisis
epilepticas) asociadas eventualmente con diversas manifestaciones
clinicas y paraclinicas (33). ' .

Se trata de un trastorno neurolégico considerado como uno . de
los grandes problemas de la humanidad desde tiempos Hipocraticos,
debido a su alta prevalencia mundial que actualmente alcanza el 5%
y que inhabilita a un gran nGmero de personas; con consecuentes
repercuciones médicas, sociales y econémicas (2,25).

La evolucién histérica del conocimiento que el hombre tiene de
la Epilepsia, asi como de los tratamientos para combatitla; ha sido
un proceso lento, entorpecido por 1la 4ignorancia y superticién
religiosa, que la han relacionado con origenes sobrenaturales vy
dogmas de incurabilidad y degeneracién, es hasta a mediados del
siglo XX que se amplia el campo de la investigacién cientifica
incorporandose 1la farmacologia, farmacoterapia, neurocirugia vy
neuroendocrinologia a la terapéutica para la epilepsia.

Puede decirse que el tratamiento médico comenzé en 1857 con la
introducci6én de los bromuros por Charles Locock, segquida. por el
luminal y la sintesis de la difenilhidantoina (36), hasta 1985 se
cdnocian alrededor de 20 farmacos anticonvulsivos clasificados en
dos grandes grupos; los gque resultan efectivos contra crisis
inducidas por electrochoque, utilizados para el tratamiento de
convulsiones generalizadas ténico-clénicas y aquellas que impiden

las crisis provocadas por el pentilentetrazol (PTZ) del tipo de
ausencias (25,40).




No obstante los considerables avances en cuanto a la
efectividad y diversidad de los fé&rmacos anticonvulsivos y del
adelanto en el entendimiento de las bases neurofisjolégicas de la
excitacién del sistema nervioso central (S.N.C), no se han podido
esclarecer en su totalidad los mecanismos de acciédn bioquimica de
éstos compuestos y consecuentemente sintetizar farmacos especificos
que eviten al mdximo los efectos colaterales indeseables Y due
tengan un espectro de amplia accién anﬁiepiléptica.

‘Guillermo Carbajal en 1964 fué el primero en nuestro pais ‘en
sintetizar una serie de farmacos derivados de la. 2—pirrolidinona}
entre ellos 1la 4-hidroxi,4-fenil,4-etil, butiramida (HEPB) gque
al ser valorada experimentalmente ha demostrado un amplio espectro
de accidén anticonvulsiva similar al Fenobarbital y al Valproato,
lo cual lo sitGa al igual que sus homélogos (HEPA' y HEPP) como
Antiepilépticos mayores, muy Gtiles para controlar las crisis
convulsivas alin antes de establecer con precisién el diagnéstico
" diferencial (35). ‘

El HEPB fué sintetizado especificamente. bara reforzar ° la
accién inhibitoria del neurotransmisor Acido Y-aminobutirico
(GABA), a fin de apoyar el restablecimiento del equilibrio ante una
excesiva y repetitiva accién de neurotransmisores excitatorios que
sostienen las crisis convulsivas, Sin embargo, estudios
posteriores demostraron que el sistema GABAérgico no es modificado
por el HEPB (25). Sin embargo mis recientemente se ha demostrado
que el HEPB reduce la unién de'agonistas a benzodiazepina con su
polireceptor a GABA (22), lo cual involucra al sistema GABAérgico
como posible mecanismo de accién de éste farmaco. Por otra parte,
se ha demostrado que el sistema de neurotransmisién
catecolaminérgico, participa en algunos modelos de epilépsia
experimental como mediador del efecto anticonvulsivo (6). Por 1lo
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que resulta importanté realizar estudios encaminados a conocer con
mayor precisién el mecanismo de accién del HEPB y determinar el
efecto que pudiera poseer sobre sistemas catecolaminérgicos, 1lo
anterior basado en la similitud estereoquimica que muestra con
respecto a la norepinefrina (Pérez de la Mora y Tapla en ‘4).




ANTECEDENTES .

1.1 LA PRIMERA GENERACION DE ANTICONVULSIVOS EN MEXICO. -

Los medicamentos empleédos en el tratamiento de 1la epilepsia
fueron descubiertos en su mayoria por observaciones clinicas de los
efectos secundarios de algunos comphestos utilizados con otro
prop6sito o por azar (4,;33). En nuestro pais Guillermo Carbajal
fundament6é su trabajb en un amplio estudio de los compuestos
anticonvulsivos, del cual podemos destacar tres de sus principales

directrices:

a) .-Establecié relaciones comparativas entre la estructura y
la actividad de 1los distintos compuestos Aanticonvulsives'f Y
establecié una estructura comntn en‘27 de ellos, se trata de una
acetamida trisustituida donde los sustituyentes soh en todos 1los
" casos grupos hidrofébicos,Ade los cuales parece existir una mnayor
potencialidad anticonvulsiva entre los grupos etilo y fehilo, que'
‘en otros grupos quimicos. o

b) .~-Previamente se demostrd que en algunos estadoé convulsivos
se encuentra alterada la sintesis del GABA (Roberts, 1960 en 4), Yy
que la . administracién de dosis altas del mismo, induce una clara
actividad anticonvulsionante.

c).~También se demostré éue la principal via catabblica del
GABA es su transaminacién para formar el &cido Xx—cetoglutariéo, a
través de la GABA transaminasa, y que la inhibicién de tal enzinma
produce un aumento el los niveles de GABA con un consecuente efecto
anticonvulsivo. '



En base a 1o anterior Carbajal disefi6 compuestos que actuarian
como sustitutos del GABA (4), con una mayor solubilidad en 1los
lipidos que determinaria el paso de estas moléculas a través de la
barrera hematoencefdlica. Tales grupos estarfan sustituidos en
posicién gamma, hecho que evita la accién de la GABA
transaminasa sobre ellos, confiriendoles mayor estabilidad, ademés
de que los grupos sustituyentes serian los que se preéentan en
comn con los anticonvulsivos mis potentes..( en el caso del HEPB
son el fenilo y el etilo.) . .

Los compuestos que forman parte de esté primera generacién de
anticonvulsivos en México son: HEPB, HMPB Y HPPB (Fig.1). Cabe
mencionar que éste es un ejemplo de como la ‘informacién y 1los
conceptos de investigacién sobre 1los neurotfansmisores' Y la
epilepsia, son sistemdticamente utilizados para intentar
desarrollar nuevas drogas antiepilépticas.

Castro-Sanchez desde 1964 resalté que estos compuestos
presentan efectos farmacolégicos importantes como anticonvulsivos,
Pérez de la Mora y Tapia en 1973 demostraron que el HEPB inhibe las
convulsiones y proteje contra la muerte provocada por la bicuculina
(antagonista a GABA), postulando la probable accién GABAmimética
del HEPB (4). _

Lo anterior marcé la pauta de las primeras investigaciones en
relacién al posible mecanismo de acciédn del HEPB, pero el resultado’
de las mismas parece indicar que el sistema GABAérgico no esta
involucrado con este mecanismo, ya que estudios in vivo han
demostrado que presentan poca inhibicién sobre la GABA-transaminasa
Yy que la administracién crénica no altera la concentracién de GABA,
ni se modifica la captacién de alta afinidad de éste (25).

- Actualmente se ha demostrado la eficacia anticonvulsiva del
HEPB contra crisis inducidas por PTZ y electrochoque a dosis de



60-80 mg/Kg. (25), contra crisis provocadas por la estimulacién
eléctrica iteractiva (modelo de Kindling), tanto en gatos como en
ratas (39). También se ha probado que es através de una modulacibn
de la actividad GABAérgica, como lo ‘es bajo el 'uso de la
picrotoxina, (antagonista especifico a receptores GABA) que el HEPB
produce una franca disminucién del nGmero de espigas interictales .
(actividad epiléptica) inducidas por é&sta (31).

En el modelo de epilepsia experimental denominado "Sindrome de
abstinencia al GABA" que ha resultado sumamente resistente a los
anticonvulsionantes de |uso clinico mas comln; Fenitoina,
BarbitGricos, Etosuccimida, Valproato, Carbamazepina y Diazepam, el
HEPP hom6logo inferior de del HEPB, es el primer.f&rmaco que logra
disminuir la frecuencia de la actividad paroxistica en los primeros
minutos de su aparicién (2), mientras que en el modelo de «crisis
convulsivas inducidas por abstinencia a Fenobarbital, se encontré
una proteccién contra las crisis en un 50% mediada por el HEPP
(22). Los estudios electrofisioiégicos también demuestran una
disminucién en el nimero y la amplitud de espigas de las descargas
" paroxisticas, efecto que resulté ser dependiente de la dosis y del
tiempo de aplicacién del HEPB (31).

Por otro 1lado, existen numerosos estudios que claramente
indican la importante participacién de las catecolaminas; °
norepinefrina (NE) y dopamina (DA) en el proceso convulsivo, asi se
ha demostrado que en el ratén genéticamente predispuesto a
convulsionar mediante estimulos auditivos, existe una deficiencia
en la transmisi6én catecolaminérgica que puede contribuir a tal
suceptibilidad, debido a que farmacos que reducen los niveles de
éstos compuestos, facilitan las crisis convulsivas (6). En el
gerbil mong6lico con epilepsia espontinea se ha demostrado que un
aumento en 1la ccncentracién de DA 6 la administracién de
agonistas a receptores Dopaminérgicos. reducen las crisis
convulsivas (21). ' ’



En ratas prédispuestas_ génicamente a la epilepsia, se ha
demostrado que el sistema catecolamiérgico reqgula la actividad
convulsiva de estos roedores, ya que la severidad de las crisis se
incrementa cuando se reduce la cantidad de NE neuronal,.eﬁ tanto un
aumento farmacolbégico de NE y de DA inducen una reduccién en la
severidad de las crisis. Datos m&s convincentes demuestran que la
comparacién en 1la concentraciétn de NE en estos animales se
encuentran disminuidas en un 60% en relacién con roedores testigos,
en.régiones dque incluyen hemisferios cerebrales, hipotdlamo vy
cerebelo entre otras (18). Estudios realizados en éstos organismos
demuestran que las deficiencias en NE vy .aerotonina (5-HT), se
encuentran aGn antes de gue se presenten las convulsiones, lo cual
es una fuerte evidencia de que tales deficiencias son parte de 1las
bases neuroquimicas del estado convulsive caracteristico en éste
modelo (10). ' '

El estudio de epilepsia experimental en aves ha demostrado que.

aquellas génicamente predispuestas mustran una disminucién de 1los
niveles de NE, en tanto la DA se encuentra ligeramente disminuida,
sin embargo un incremento en la concentracién de DA no reduce la
suceptibilidad de las crisis, 1lo cual permite pensar que tal
sistema no estd involucrado en la etiologia.de las crisis en este
modelo de estudio (14). En tanto gque al evaluar la tasa de
degradacién de NE, se encontrd una reduccién significativa, lo cual

es congruente con la hipétesis de que un decremento en la
. transmisién sindptica da como resultado un incremento en 1la
suceptibilidad a las crisis.

El fenbmeno de Kindlig es agquel en el cual 1la administracién
répetitiva de estimulos elé&ctricos subconvulsivos dan como
resultado un incremento en la actividad convulsiva culminando en
crisis generalizadas. En &ste modelo la deplesién de NE, por
lesién a fibras noradrenérgicas. inducida farmacoldgicamente
' facilita dram&ticamente el desarrollo del kindlig. Lo anterior no
se observa en la minipulacién farmacolégica con la DA (21).
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Existen evidencias histoquimicas de una modesta reducciébn en
la densidad de terminales noradrenérgicas en modelos de epilepsia
inducidos por la aplicacién directa de agentes quimicos (cobalto,
crema de alGmina) en la corteza cerebral (8). Por otro lado,
algunos aminoicidos tales como el glutamato, aspartato y algtnos
derivados, presentan propiedades significativamente convulsivas
(12). Beas-Zarate y col., en 1985 demostraron una reduccién en los
niveles de NE y DA cerebrales en el modelo de crisis inducidas con
administracién intraperitoneal de glutamato monosédico tanto en el
periodo preconvulsivo como durante las convulsiones, y sugieren que
los cambios encontrados en los niveles de catecolaminas endégenas
en el cerebro puede-estar relacionado con la fisiologia convulsiva
en este modelo (1).

No hay duda de que la NE atenGa las convulsiones en casi todbs
los modelos de epilepsia ' experimental disponibles y tal efecto
parecé ser mds marcado en los modelos genéticos de epllepsia y de
alguna manera parece ser menos obvio cuando se intenta evaluar su
funcién en animales normales que reciben estimulos supramdximos
inductores de crisis. La 6-hidroxidopamina (neurot6xico de neuronas
catecolaminérgicas) ha demostrado reducir la efectividad de varios
'anticonvulsionantes_como el fenobarbital, fentoina, acetazolamida y
carbamazepina en ratas (3). En el modelo de electrochoque el umbral
convulsivo es reducido en ratones en donde se ha depletado 1la NE,
pero es importanté notar que este mismo mecanismo en ratas no
parece modificar el proceso convulsivo. E1 papel de la DA se
presenta confuso y poco estudiado en este modelo (3). La deplesibn
de NE incrementa la duracién e intensidad de las crisis inducidas
por PTZ, y un incremento en los niveles de NE y DA elevan el umbral
convulsivo de é&ste compuesto (11).

En algunos estudios llevados a cabo en la corteza temporal en

humanos epilépticos extraida quirdrgicamente de pacientes cuyas
convulsiones eran intratables a los anticonvulsivos disponibles, se

1



ha encontrado un aumento en la actividad de la tirosina hidroxilasa
Y los receptores adrenérgicos se encuentran poco regulados.
Asimismo, se ha demostrado que la DA , 5-HT y sus

metabolitos se encuentran en concentraciones elevgdas en la
corteza convulsiva, lo que sugiere un incremento en la sintesis y
liberacién de éstos nerotransmisores (32).

Luego de 30 aflos de investigacién se puede concluir que la NE
y el GABA son los neurotransmisores de m&s influencia en 1la
modulaciétn de 1la suceptibilidad e intensidad de 1las crisis,
convulsivas, en tanto que la DA no esti claramente relacionada con
la regulacién de las mismas, a excepcién del gerbil genéticamente
predispuesto a convulsionar, donde se ha comprobado que un aumento
en la concentracién de DA inhibe las crisis en éste organismo, (Cox
y Lomax, 1978 en 24). No obstante lo anterior debemos de aceptar
que las convulsiones en varios modelos de épilepsia experimental en
animaleé no son requladas por el mismo sistema de neurotransmisores

(9).

1.2 MECANISMO DE ACCION DE ALGUNOS ANTICONVULSIONANTES

Un anticonvulsivo es.aquel farmaco que disminuye o previene la
presentacién de un ataque epiléptico, sin producir depresién en el
sistema nervioso central (SNC) (3). &stos farmacos ayudan ya sea a
, deprimir 1la exitacién neuronal o a modular la transmisién
sindptica.” A continuacién se enlistan algunos de los posibles
mecanismos de accién de los compuestos anticonvulsivos (10):

a).-Activacién de procesos antagénicos a 1la accién de 1los
fenbémenos que se producen durante las convulsiones.

b) .~Reversién de los fenémenos que inducen a la crisis.

c).~Bloqueo del desarrollo de los fenSmenos gque se activan
durante la induccién de las crisis.

12



De .esta manera se enlistan una serie de farmacos
anticonvulsivos de uso comGn en la clinica, asi como 1lo gque
actualmente se conoce en relacién a su probable mecanismo. de
accién:

Difenilhidantoina (DFH): Es un &cido org&nico débil soluble en
soluciones alcalinas. Puttman y Merrit en 1937 descubrieron su
actividad anticonvulsiva contra crisis inducidas por electrochogue.
Alcanza su concentracidn terapéutica de 10-20 mg/ml de plasma luego
de 4-12 h..de su administracién. Se ha demostrado que bloquea
-canales de sodio (Na) en reposo, que ayuda a incrementar el umbral
de excitacién - e inhibe numerosas secreciones hormonales y de
neurotransmisores dependientes de Ca++, 1o que sugiere que el
efecto anticonvulsivo lo podria lograr inhibiendo la liberacién de
neurotransmisores excitatorios al espacio intersindptico (12,25).
Se sabe también que la DFH no afecta los niveles de GABA cerebrales
(14), y que deprime la accién postsindptica de 1la acetilcolina
(19).

Fenobarbital: En 1912 fué descubierto por Alfred Haupman como
potente antiepiléptico, pero con accidén sedante intensa. Se
administra generalmente a dosis de 1-20 mg/kg alcanzando los
maximos niveles en plasma después de 8-12 h. Este fdarmaco tiende a
deprimir las excitaciones fisioldgicas y aumentar los procesos
inhibitorios, probablemente mediante la activacién de receptores al
GABA, ya que se ha demostrado que los barbitGricos pueden aumentar
la unidén de GABA a su receptor hasta en un 100 %, sin embargo
actualmente no se conoce cabalmente el macanismo de accién de éste
farmaco (12;14).'

Carbamazepina: Su efecto anticonvulsivo fué descrito desde
1963. Es Gtil en epilépsia parcial compleja y de.tipo generalizada,
pero no parece serlo en el tratamiento de epilépsia de tipo
ausencias, después de una dosis oral de 200 mg/Kg,. alcanza su nivel
m&ximo en plasma luego de 32 h.
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Se sabe que disminuye el umbral de estimulacién de nervios

periféricos (26), se ha propuesto que actGa a través del sistema
CAérgico y especificamente modifica la liberacién de NE, ya que en
ratas pretratadas con 6—hidr§xid6pamina, (firmaco que degenera
selectivamente las terminales catecolaminérgicas en el 8NC) " se
inhike la accién anticenvulsiva de la ' carbamazapina (Wada y
ao1',1976._en 26) .
'Benzodiazepinas: Utilizadas desde 1959 coma agentes
psicoterapéuticos se definen en 1970 como el f&rmaca de - eleccibn
para el manejo del "status epilépticus". Es muy efectiva contra las
crisis inducidas con pentilentetrazol (PTZ) y poco menos contra
convulsiones producidas por electrochoque, protejen también contra
crisis inducidas wmediante la administracién de estricnina y
picrotoxina. Ademds, se ha demostrado que son clinjcamente Gtiles
en el tratamiento de crisis generaljzadas de tipo ausencias vy
convulsiones clinicas 'y mioclénicas. La méxima concentracién en
plasma se alcanza de 1-2 h. después de su administracién. Las
benzodiazepinas disminuyen el recambio de catecolaminas cerebrales
(26), y aumentan las cancentraciones de acetilcolina, sin embarga
es posible que estos dos efectos sean secundarios respecto a aquel
sobre el sistema GABA&rgico, donde numerosos trabajas sugieren que
su accién acticanvulsiva se basa en su capacidad para wimetizar el
GABA o para aumentar la capacidad del mismo (Olsen y Lunbkerg, 1982.
en 26). S ‘ _
Este farmaco parece actuar en la reduccién de la ‘taza de
degradacién de la NE cuando son inyectadas en ratas en estado de
estres. Epn s{ mismo el estres aumenta 1la degradacién da NE vy
disminuye la de DA. (30) '

Valproato de Sodig: Se introdujo a 1la terapéutica entre

1962-1978, resultdé ser wmuy efectivo para bloquear covulsiones

. inducidas por PTZ y su aplicacién beneficia sobre tode a 1la
epilepsia del tipo de ausencias. Presenta un amplio espectro’
anticonvulsivo, pero su efectividad se manifiesta s6lo a dosis
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altas (100-700 mg/kg), la concentracién 6ptima en sangre se obtiene
dentro de las primeraé 12 h dependiendo de la forma de
administracién. '

La hipétesis m&s aceptada acerca de su mecanismo de accién,

propone que refuerza el efecto inhibitorib del GABA, probablemente
mediante el aumento en lg¢s niveles de GABA cerebral, ya que inhibe
sobre todo las enzimas que regulan el catapolismo de éste
neurotransmisor. Recientemente Shephard, R.A. y col. (1990) resalta
ique existe poca evidencia para involucrar los receptores GABA by
postula que el posible sitio de accién es a través del canal iénico
de cloro que se encuentra asociado al complejo de receptor a GABA
(37).
_ Etosuccimida: Es utilizado desde 1960. para el tratamiento
contra la epilepsia de tipo ausencias y psicomotora. Los derivados
de éste fiarmaco son efectivos bloqueadores de 1las convusiones
inducidas por PTZ y electrochogue, peroc no ejerce ninguna accién
contra las crisis generalizadas ténico-clénicas. Su nivel miximo en
plasma se alcanza luego de 1-4 h después de administrar una dosis
de 1 g/kg. Los estudios acerca de su mecanismo de accién son
limitados y no permiten elucidar una posible via de acciédn,

En general, aunque los efectos clinicos de éstos firmacos son
bien.definidos, los mecanismos de accién anticonvulsiva no estan
totalmente aclarados (5,23,28). Cabe mencionar que aGn con 1la
similitud estructural que existe entre muchos de los
anticonvulsivos, &stos parecen tener miltiples mecanismos de accién
de acuerdo a la efectividad selectiva a ciertos iipos de epilepsia
(23). :
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Poco ha sido el avance en cuanto al estudio y sintesis de
farmacos anticonvulsionantes para el tratamiento de la epilepsia en
los Gltimos afios a nivel mundial, en México Guillermo Carbajal ha
sido el primer investigador en sintetizar un compuesto con
propiedades anticonvulsivas de amplio espectro de accién y cuyos
efectos secundarios'y neurotéxicidad 1o ubican como alternativa
importante en el tratamiento de é&sta afeccién.

En este contexto es importante hacer un amplio "estudio sobre

estos nuevos f&rmacos sintetizados en nuestro  pais a fin de
fundamentar y apoyar su utilizacién clinica.
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HIPOTESIS

S1 las catecolaminas participan en la regulacién del umbral
convulsivo, y el mecanismo de accién de‘algunos anticonvulsionantes
es através de la modulacién de neurotransmisores a nivel sindptico,
luego entonces 1la 4—hidroxi,4-eti1, 4-fenil, butiramida (HEPB)
incrementa las concentraciones de catecpiaminas~como parte de su
mecanismo de accién. ’ .

BIBLIOTECA CENTRAL
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OBJETIVOS
1.~ Obtencién de una curva Dosis Reépuesta. Estudios in vivo,

A) .~ Determinar la concentracipn de NE y DA, 60 minutos después de
la administraci6n del HEPB a las dosis de 10, 20, 40 y 100 mg/kg en
la corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo

B) .- Determinar la concentracién de NE y DA en la corteza éerebral,
cuerpo estriado e hipocampo, luego de la administracién del HEPB a
diferentes tiempos (30, 60, 90 y 120 ‘minutos) a 1la dosis
establecida en el objetivo anterior. '
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MATERIAL Y METODOS

Ipstrumentacién: Para 1la cromatografia 1liquida de alta
resolucién (CLAR), se utilizé una bomba de Flujo constante modelo
501} un inyector manual U6K con una asa de muestra de 2§ﬂ1, .un‘
detector electroquimico modelo 460 que trabajdé en modo de oxidacién
y un integrador modelo 740 para registrar el perfil de elicién,
todo el equipo se adquirid en Watters cCo. (Milford, M.H.), Se
utiliz6é ademis una columna analitica de silicagel con empaque de 5

m de didmetro tipo C-18 para cromatografia de fase feversa. Los
parametros de cuantificacién fueron los siguientes: velocidad de
flujo del sistema de elucién a 0.8 'hllmin., sensibilidad del -
detector a 0.2 nA y un potencial de oxidacién de 0.65 V.

Animales y tratamiento: Se .utilizaron ratones hembras de la
cepa Balb-c de 60 dias de edad (17-25 g) en todos los -experimentos.
Los animales fueron alimentados con purina y con 1libre acceso al
agua. Los grupos experimentales se les administré HEPB ' via
intraperitoneal, disuelto en Polietilen§11c01 (PGE-400) al 10% en
solucién salina fisioldgica (SSF). En los grupos controles solo fué
omitido el HEPB, asi mismo se tomaron grupos testigos administrados
unicamente con SSF y un grupo testigo sin ningﬁh tipo de inyeccién.

Extraccién de catecolaminag: Los ratones fueron sacrificados
por decapitacién; la corteza cerebral, cuerpo estriado e hipocampo,
se disecaron sobre hielo y se homogenizaron en HCLO4 0.1 N, fueron
centrifugados para obtener la fraccién libre de proteinas, misma
que se sometid al proceso de adsorcién de catecolaminas en AlGmina
activada (29), dondé se le adicionaron 5 ng. de
dihidroxibenzilamina (DHBA) como estandar interno, finalmente 1las
catecolaminas fueron eluidas en HCLO4 0.1 N y filtradas con poro de
0.22}ﬂm para ser analizadas por CLAR. :
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Fase mévil: Los reactivos utilizados fueron 1los siguientes:
DA, NE, DHBA (Dihidroxibenzilamina), TRISMA (Sigma, St. Lulis,
USA.). NaH2PO4, HC104, CH30H, HCl, H3PO4, (Merck, México). EDTA
(Harleco, México). ' o

 El sistema de elucién se preparé con un amortiguador . de
Na2HPO4 0.1 M, EDTA 0.1 mM, Ac Octanosulfénico sé6dico 2 mM y 3% de
Metanol, el pH‘final se ajusté6 a 3.79 con ac. Fosférico a la
temperatura ambiente (30). La solucién se filtré con poro de 0.22
de pm y fué degasificada para una mejor estabilidad en 1a 1inea
basal.

esid res ados est stica: Los cromatogramas
fueron revisados para evaluar el proceso de integracién y los datos
obtenidos fueron almacenados en una hoja electrénica (Lotus 123),
para su posterior manejo, el anglisis estadistico compréndié el
promedio y desviacién estandar de los datos, que fué realizado por
medio del Lotus‘123, la diferencia entre las medias experimentales
Y testigos se realizé mediante una prueba "t" de Student de dos
colas, la gaficacién de &stos se realizé utilizando el graficador
_"Harvard Print Graphics" y los resultados se expresan en nanogramos
(ng) de catecolaminas por miligramo (mg) de tejido.
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DISENC EXPERIMENTAL
RATONES HEMBRAS BALB-C DE 60 DIAS DE EDAD
GPO. S.S.F. (N=4) GPO. CONTROL ' GPO. EXPERIMENTAL

S.5.F. + PEG~400 (N=4) S.S.F. +PGE+ HEPB . (N=6)

TRATAMIENTO CON. HEPB A DIFERENTES CONCENTRACIONES

10 MGTKG 20 MG/KG 40 MG/KG 100 NG/KG

TRATAMIENTO CON HEPB A LA DOSIS. DE_MAXIMA ACCION A DIFERENTES TIEMPOS

30 MIN, 60 MIN. 90 MIN. 120 MIN. -

TRATAMIENTO CON HEPB EN PROPGL A DIFERENTES'CONCENTRACIONES

10 MG/KG 20 MG/KG 40 MG/KG

|

SACRIFICIO POR DECAPITACION

DISECCION DE LA CORTEZA CEREBRAL, ESTRIADO E HIPOCAMPO

|

. EXTRACION DE CATECOLAMINAS CON ALUMINA ACTIVADA

CUANTIFICACION DE DA Y NE POR CLAR/DE
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RESULTADOS

En todos los experimentos realizados sé calculsd el porcentaje
de recuperacién para el método de extraccién de catecolaminas por
adsorcién cromatégrafica en alGmina activada, a fin de evaluar 1la
continuidad de ésta técnica. En la figura No. 2 se muestran los
promedios de recuperacién para cada una de las regiones’ estudiadas
donde los resultados coinciden con 1lo comunmente reportado para
esta técnica (29).

En corteza cerebral e hipocampo E1l HEPB no modifica
significativamente las concentraciones de NE con respecto a su
control de PEG-400 a ninguna de las dosis probadas. Sin embargo, el
vehiculo si es capaz de inducir un incremento sobre los niveles de
NE en éstas regiones hasta de un 100% con respecto a su control de-
SSF (Fig.3). En el cuerpo estriado se observa un incremento del 65%
(p< 0.01) inducido por el HEPB a una dosis de 20 mg/kg de peso con
respecto a su control de PEG-400. Sin embargo éste vehiculo también
induce-por sf mismo un incremento hasta de un 100% respecto a su
control de SSF (Fig. 3).

A la dosis de 20 mg/kg de peso corporal el HEPB induce
incrementos en los niveles de DA en todas las regiones estudiadas.
Asi, en la corteza cerebral se obéerva un incremento del 100% (p<
0.01) respecto a su control con el vehiculo PEG-400. Sin embargo el
vehiculo induce un incremento del 150% en los niveles de DA en
compafacién con 1los animales tratados fGnicamente con SSF. En
hipocampo el HEPB induce un incremento del 85% (p< 0.01) con
respecto a su control con PEG-400 y también se observan incrementos
inducidos por el vehiculo de un 200% con respecto a su testigo con
SSF. En el cuerpo estriado el HEPB induce un incremento del 120%
(p< 0.01) en la concentracipn de DA. En &sta regién el PEG-400 no
modifica significativamente 1los niveles de é&ste neurotrasmisor:
(Fig.4).
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En vista de que el polietilenglicol-400 inicialmente utilizado
como vehiculo, produjo cambios substanciales en la concentracién dé
catecolaminas (CA) NE y DA en laé diferentes regiones ' estudiadas
.del sistema nervioso central, éste hecho no permifié’establecer en
forma clara algln posible efecto del HEPB sobre la concentracién de
CA, por lo que se probé otro vehiculo como es el propilenglicol
(PROPGL), el cual y a pesar de que también produjo algunos
cambios en 1la concentracién de CA en 1las diferentes fegiones
estudiadas, éstos no fueron tan significativos como con el primet
vehiculo.

. Después de la administracién del HEPB a las diferentes dosis
administradas los resultados muestran un incremento significative
en la concentracién de norepinefrina (NE) en el estriado a la dosis
de 20 mg/Kg de peso cerporal en un 75%.en comparacidén con el grupo
testigo administrado con PROPGL (Fig.5). Mientras que en la
corteza cerebral y en el hipocampo. no se éncontré ninguna
diferencia "significativa respecto a los grupos testigo
correspondientes. .

Por otro lado, en 1la concentracidn de DA no se encontrd
diferencias significativas en 1la corteza cerebral ni en el
estriado, aunque es de notar una tendencia al incremento que se
observa en el cuerpo estriado a la dosis de 20 mg/kg de peso
corporal, en el hipocampo, los niveles de DA no fueron determinados
(Fig.6).

En base a que la dosis de 20 mg/Kg es la que induce un cambio
en la concentracién de CA, ésta misma dosis fué wutilizada para
determinar el tiempo en el cual el HEPB produce el maximo efecto
sobre la concentracién de CA. En éste sentido se observé gue en la
corteza cerebral el HEPB. produce un incremento significativo en los
niveles de NE a los 90 min. de un 50% comparado con su control de
PEG~400, en tanto que en hipocampo y cuerpo estriado se alcanza el
m&ximo incremento a los 60 min. (Figura 7).
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La concentracién de DA en corteza cerebral bajo el efecto del
HEPB a ésta dosis alcanza un miximo efecto a los 60 min. al inducir
un incremento del 200% respecto a los testigos de PEG-400, con una
reduccidn significativa de un 50% después de los 120 min. de 1la
adninistracién. En hipocampo el HEPB también induce un incremento
miximo de un 100% ‘a los 60 min. En tanto que en el cuerpo estriado
no se observaron variaciones significativas de los niveles de DA en
ninguno de los tiempos probados (Figura 8).
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DISCUSION

Los resultados muestran que el HEPB incrementa la
concentracién de CA principalmente en el cuerpo estriado, a la
dosis de 20 ng/Kg, (Fig. 4). Estos resultados estan de acuerdo con
trabajos previos en donde se ha demostrado que 1la manipulacién
farmacolégica del sistema CA&rgico participa en forma importante en
la requlacién del umbral convulsivo en algunos modelos de estudio
de la epilepsia experimental (6,18,20,21), asi como en el mecanismo
de accién de algunos anticonvulsionantes, el cual se orienta hacia
la modulacién de ciertos neurotransmisores a nivel siniptico
(3,21).

Por otro lado, en trabajos previos se ha demostrado que el
HEPB induce un efecto anticonvulsionante entre las dosis de 20 y
30 mg/Kg, hecho que corresponde al obtenido en el presente trabajo.
De ésta forhma, también se ha demostrado que el derivado' de 1la
butiramidas, HEPP no ihduce ningdn cambio en la unién de NE, DA y
serotonina (Kd y Bmax) a sus receptores'correspondientes (Chavez Y
Martinez de M.), é&ste hecho no implica necesariamente que un cambio
en la concentracién de CA deba,dé inducir una modificacién en  1la
cinética del complejo neurotransmisor-receptor CAérgico, ya que se
conoce que pese a la gran deficiencia en 1los niveles de NE que
muestran las ratas genéticamente predispuestas a 1la epilepsia
(GEPR), éstas no muestran diferencias significativas en la cinética
de unién de éste neurotransmisor con su adrenoreceptor alpha 1 (Ko
ét al, 1984 en 41). El1 cambio que se observa en la concentracién de
NE inducido por HEPB es proporcionalmente menor al 100% y en un
tiempo relativamente corto (menor a 90 min), ambos parametros
pueden ser amortiguados. facilmente por los mecanismos fisiolégicos
en condiciones nqrmales.'En éste sentido, los presentes resultados
sugieren .en primera instancia, que el principal efecto'  del HEPB
puede darse en forma directa a nivel del elemento presindptico de -
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tipo catecolaminérgico. De tal manera que el efecto del HEPP
pudiera ser mediado por interaccién con reéeptores a GABA tipo A
los cuales parecen regular la liberacién de DA presindpticamente en
el estriado (Chivez y Martinez de M), éste mecanismo podria
explicar en alguna medida el incremento en los niveles de CA
inducido por el GABA (Jim So Kim en 16). ' '

La disminucién en los niveles de CA que se observa a los 30
min. en corteza cerebral e hipocampé, puede explicarse en funcitn
de un efecto de estres provocado por la inyeccién intraperitoneal,
ya que observaciones previas en &ste laboratorio han demostrado que
el estres induce una disminucién del 60% en la concentracién de NE,
con una recuperacién a los niveles basales después de 45 min (1).
El incremento en los niveles de DA inducido por el HEPB recupera
sus niveles basales después de 1los 90 min.;- lo anterior es
congruente con lo encontrado por Brailowsky y Montiél (2), en donde
el HEPP parece tener un efecto anticonvulsivo temprano en el
Sindrome de Abstinencia al GABA, mismo gque 1luego de 90 min.
desaparece. '

Si observamos el efecto del PEG-400 sobre los niveles de CA,

_éste induce un incremento de NE hasta de un 150% en relacién

con su control de SSF, lo cual evidencia que se trata de un
vehiculo no del todo inocuo, gque evidentemente complica 1la
interpretacitn de los resultados y resalta la importancia de téner
mds cuidado en la eleccién de los solventes a utilizar en este tipo

de estudios.

En resumen con estos resultados es dificil conocér en su
totalidad el posible mecanismo por el cual el HEPB modifica 1la
concentracién de NE y DA en el SNC particularmente en el estriado,
para lo cual seria necesario continuar con estudiosAque muestrén la
actividad de las enzimas involucradas tanto en la sintesis, como en
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la degradaci6én de las CA. Estudios adicionales sob're‘ la 1liberacién
de CA y 1la 'captura en la terminales presinapticas también
complementarian aGn mis el conocimiento de 1la participacién del
sistema CAérgico en el mecanismo anticonvulsivo del HEPB.
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CONCLUSIONES

a).-La curva dosis-respuesta muestra que el HEPB induce
incrementos en los niveles de CA principalmente en el cuerpo
estriado a la dosis de 20 mg/kg de peso corporal. o

b) .=-El maiimo incremento en los niveles de CA, que induce el
HEPB se encontré entre los 60 y. 90 min. después de su
administracién.

c).-Debe tenerse mds. cuidado en la eleccién de los vehiculos a
utilizar en estudios farmacocinéticos, dado que los efectos
inducidos por éstos'pueden dificultar la interpfetacién erido a
sus efectos colaterales y/o cinergisticos,

d).-La participacién del sistema CAérgico en el mecanismo de
accién anticonvulsiva del HEPB,'posiblemente se presente mediante
un incremento de CA a nivel presiniptico. Sin embargo se requieren
~de posteriores estudios que nos ayuden a comprender como es que el
HEPB induce un incremento en los niveles de CA y en que proporcién
éstos incrementos facilitan el efecto anticonvulsivo del HEPB,
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' . forman parte de la primera generacién de- anticonvulsivos
sintetizados en México por el Dr: Guillermo Carbajal en 1964.
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PORCENTAJE DE RECUPERACION PROMEDIO
DEL DHBA EN VARIAS REGIONES DEL SNC

100}
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........
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CONTROL CORTEZA  HIPQCAMPO  ESTRIADO

FIG. 2 Porcentaje de recuperacion promedio de la dihidroxi~
benzilamina {estandar interno) en la separacién cromatografica
por adsorcion en Alumina activada, en diferentes regiones del

[®X]

SNC. Los valores representan la media £ D.E. de las 360

determinaciones cromatograficas realizadas.
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FIG. 3 Efecto del HEPB a los 60 minutes despues de su administracion
a diferentes dosis, sobre la concentracidn de norepinefrina en la corteza,
hipocampo y cuerpo estriado en el ratén adulto. PEG-400= animales
testigo que recibieron polietilenglicol en solucion salina como vehiculo,

HEPB= qgrupo experimental que recibieron el HEPB en PEG-400 a las dosis
indicadas. Los valores representan la media £ D.E. de por lo menos
3-& experimentos por separado.
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FIG. 4 Efecto del HEPB a los 60 minutos despues de su administracidn
a diferentes dosis, sobre la concentracion de dopamina en fa corteza,

hipocampo y cueipo estriado en el ratn adulto. PEG-400- animales -
testign que recibieran polietilenglicat en salucian salina como veliculo,

HEPB= grupo experimental que recibieron el HEPB en PEG-400 a las dosis

indicadas. Los valores representan fa media = D.E. de por lo menos
3-6 experimentos por separado.
(¥) Estadisticamente signilicativo en comparacich con los valores

controles {p<0.01.
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FIG. 5

Efecto del HEPB a los 60 minutos de su administracion
a diferentes dosis sobre la concentracion de norepinefrina enla<AMTeza
hipocampo y cuerpo estriado en el raton adulto. PROPGL= animales
testigo que recibieron propilenglicol en solucian salina comao vehiculo.
HEPB= grupo experimental que recibieron el HEPB en PROPGL a las dosis |
indicadas. Los valores representan la media = D.E. de por lo menos
3-6 experimentos por separado.

(%)= Esladisticamente signiticativo en comparacion con los valores
controles {p<0.01. |
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hipocampo Y cuerpo estriado en el raton aduto. PROPGL= animales
testiqo que recibieron propilenglicol en solucion salina como vehiculo.

HEPB= grupo experimental que recibieron el HEPB en PR_OPGL a laé dosis

* ndicadas. Los valores representan la media = D.E. de por lo menos
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FIG. 7 Efecto del HEPB a la dosis de 20 mg/kg de peso corporal despues de la
administracién a diferentes tiempos. sobre la concentracion

de norepinefrina la corteza cerebral,

hipocampo y cuerpo estriado en el ratén adulto. PEG-400= animales

testign que recibieron polietilenglicol en solucion salina como vehiculo.,

HEPB= grupo experimental que recibieron el HEPB en PEG-400 a las dosis
indicadas. Los valores representan la media = D.E. de por lo menos

3-6 experimentos por separado. :
(%)= Estadisticamente significativo en comparacion con los valores

controles (p<0.01).
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FIG. 8 Efecto del HEPB a la dosis de 20 mglkg de peso corporal despues de la
administracion a diferentes tiempos. sobre la concentracion

de dopamina en la corteza cerebral,

hipocampo y cuerpo estriado en el ratdh adulto. PEG 400= animales

testigo que recibieron polietilenglicol en solucion salina como vehiculo.

HEPB= grupo experimental que recibieron el HEPB en PEG-400 a las dosis

indicadas. Los valores representan la media = D.E. de por lo menos

3-6 experimentos por separado.

(¥)= Estadisticamente significativo-en comparacion con los valores
controles (p<0.01).
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