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RESUMEN

El objetivo de este estudio consistio en evaluar el efecto de la administracion de Carbamazepina
(CBZ) sobre los patrones de suefio en un modelo animal de epilepsia inducido por el acido
kainico (KA) y su correlacion farmacocinética y farmacodinamia. A fin de poder traspolar sus
hallazgos en el area de las pequefias especies, especificamente en perros. Se utilizaron 30 ratas
Wistar macho con un peso de 250 a 280 gr. Los animales del G; 4cido kainico (AK) (n=10)
fueron implantados con electrodos bipolares en la corteza motora, para registrar la actividad
cerebral (EEG) y en los musculos del cuello para obtener la actividad muscular (EMG). Se
realizd un registro electroencefalografico desde el dia 1 (Control), el dia 2 del estudio se
administr6 AK (10 mg/kg) para inducir la crisis epiléptica y el registro se realizé durante los 5
dias posteriores. A los animales del G, (CBZ+AK) (n=10) se les realizo la misma implantacion
de electrodos bipolares durante el dia 1 (control), en el dia 2 se administr6 CBZ (25 mg/kg) 30
minutos previos a la inyeccion de AK y el registro continud durante tres dias mas. Los animales
del G; CBZ (25 mg/kg) (n=10) fueron implantados con una cénula en vena yugular para obtener
las muestras de sangre. La primer muestra o basal se tomo6 antes de la administracion de CBZ (25
mg/kg), posteriormente a los 10, 20, 40 minutos y 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 horas para el analisis
farmacocinético. Para evaluar las diferencias entre los parametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos, se realiz6 una prueba T de student para muestras no pareadas con un p<0.05.
Para evaluar las diferencias entre los grupos respecto al EEG, los datos se analizaron mediante un
andlisis unidireccional de la varianza *p<0.01 ** p<0.001. Los resultados mostraron una ausencia
total de suefio durante el primer dia experimental en los animales del G; (KA), mientras que en el
G, (CBZ+AK) se mostrd una recuperacion parcial del Suefio de Onda Lenta (SOL) durante el dia
1. El efecto de la CBZ fue favorable al observar que las crisis disminuyeron significativamente,
lo que se muestra mediante la comparacion de la farmacocinética con las crisis. La CBZ
disminuyd significativamente las crisis convulsivas sin embargo, se observd una recuperacion
parcial del suefio y la fase mas afectada fue el SMOR. Estuvo presente una correlacion entre los

perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos de la CBZ y su efecto sobre el ciclo sueno-vigilia.
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L. INTRODUCCION

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas frecuentes que requieren de
atencion especial, su caracteristica fundamental consiste en la presencia de crisis
epilépticas; las cuales reflejan hiperexcitabilidad de neuronas o circuitos neuronales de
una region o de todo el cerebro (Pelz et al., 2017). En seres humanos, una crisis
epiléptica puede tener una duracion de 2 a 3 minutos y puede ocurrir como un evento
aislado en un periodo de 24 horas. Las crisis en cluster o en racimo implican la
presencia de dos a mas convulsiones recurrentes en menos de 24 horas, con
recuperacion de la consciencia entre convulsiones. El estado epiléptico se define como
una crisis epiléptica continua de duracién superior a 5 minutos, o dos a mas
convulsiones sin que exista recuperaciéon completa de la consciencia entre convulsiones
(Alfaro-Rodriguez et al., 2014). En el ambito de la medicina veterinaria, se sabe que los
perros de cualquier edad pueden verse afectados con este tipo de trastornos
neuroldgicos, un ejemplo clasico son los perros de raza miniatura, que tienen crisis
convulsivas secundarias a edades tempranas (Sanchez-Masian, 2008).

Existen agentes farmacoldgicos administrados en modelos animales de epilepsia,-como
es el caso de la generacion de actividad epiléptica por sustancias quimicas como el
acido kainico (AK) o kainato, farmaco empleado satisfactoriamente para inducir ataques
epilépticos (Zavala y Lépez, 2011). Se caracteriza por ser un agonista de los receptores
glutaminérgicos ionotrépicos, los cuales son particularmente abundantes en el area
hipocampal del cerebro. Destacando los pertenecientes a la familia de receptores del
Kainato como el GIuR5-7 y el KA1-2 (Fouillioux et al., 2004).

Se ha demostrado en modelos animales, como la rata de laboratorio, que el repertorio
conductual que produce la aplicacion del AK varia de acuerdo con la edad, observando
que existe coincidencia en la presentacion de crisis parciales secundariamente
generalizadas, que implican directamente al sistema limbico, debido a que las ratas
presentan extenso dafo hipocampal y cortical. A pesar de estar demostrada la gran
susceptibilidad entre animales cuando se administra AK via sistémica, es la via mas
usada en estudios experimentales. No obstante, es virtualmente imposible estandarizar

con exactitud las dosis de AK que no inducen actividad epileptiforme o estado
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epiléptico, lo que pudiera genera variabilidad experimental. Otras investigaciones han
demostrado que la dosificacion de AK via local puede ser estrictamente regulada,
permitiendo el estudio detallado del efecto de AK no inductor de convulsiones (Neira y
Ortega, 2004).

En México, el reglamento de la ley de proteccidén a los animales del distrito federal,
especificamente en sus articulos 51, 52, 53 y NOM-062-ZO0-1999, se especifican
técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, considerando
a la rata como modelo animal para fines experimentales. En este sentido, es necesario
emplear a la rata como un modelo animal de actividad epiléptica por sustancia quimica
para traspolar los hallazgos en pacientes caninos. Se ha observado que con la
administraciéon crénica del AK desde el nacimiento y hasta las primeras dos semanas
de vida en ratas neonatas, el AK genera un automatismo de “rascado” que desaparece
durante la tercera semana post-administracion, durante la cual aparecen las llamadas
“sacudidas de perro mojado”, mismas que son precedidas por las convulsiones
(Veliskova et al., 1998).

La carbamazepina (CBZ) comenz6 a utilizarse como antiepiléptico en el Reino Unido en
el ano 1965, aprobandose para esta indicacion en los Estados Unidos en 1974. Esta
considerado como uno de los farmacos de referencia de la segunda generacion de
agentes anticonvulsivantes, después de fenobarbital. Se ha demostrado clinica y
experimentalmente que la CBZ es un farmaco eficaz contra trastornos psicomotores,
convulsiones y crisis epilépticas, pero desafortunadamente a la fecha no hay
informacion especifica respecto a si la CBZ puede auxiliar en los trastornos del suefo
producido por esta crisis. Debido a que la CBZ es uno de los farmacos mas utilizados
en el ambito de la medicina humana como antiepiléptico, el objetivo principal de este
estudio consistié en determinar la correlacion farmacocinética y farmacodinamica de la
CBZ sobre los patrones del suefio en un modelo animal de epilepsia inducida por acido
kainico, a fin de poder traspolar sus hallazgos en el area de las pequenas especies,

especificamente en perros.
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REVISION DE LITERATURA

1.- Carbamazepina

La carbamazepina (CBZ) es un miembro de la familia iminostilbene, posee un grupo
carbonilo que es indispensable para su actividad antiepiléptica. Presenta una relacion
quimica con los antidepresivos triciclicos, farmacos ftriciclicos y su estructura es lo que
hace que sea insoluble en agua (Figura 1). La CBZ es una de las primeras opciones
para el tratamiento de trastornos convulsivos (convulsiones parciales, convulsiones
ténico-clonicas generalizadas), y es uno de los farmacos antiepilépticos (AED) mas
usados en terapia de combinacién (Stokis et al., 2015). La CBZ también puede ser
utilizada en el tratamiento de los trastornos de déficit de atencion e hiperactividad, la
esquizofrenia, el sindrome del miembro fantasma, sindrome de dolor regional complejo,

y trastorno de estrés postraumatico (Niederhofer, 2011; Rogawski y Loscher, 2004).

O

YNHQ

N

—

Figura 1. Férmula estructural de Carbamazepina.

Mecanismo de accion: Los estudios farmacolégicos de Theobal y Kuntz en modelos
animales revelaron una eficacia potente de la Carbamazepina contra crisis inducidas
por electroshock. Estudios realizados en cortes de hipocampo han mostrado una
reduccién de descargas en un ambiente libre de calcio, asociado al sitio de accion de
neurotransmisor mediador. La confirmacion de esta membrana neuronal fue importante
para los estudios de McLean y McDonald, en los cuales indican un efecto en el canal de
sodio en el “estado inactivo” (Okada et al., 1997). Con estos estudios se dio a conocer
ampliamente el mecanismo de accién de la Carbamazepina, la cual estabiliza las
membranas nerviosas hiperexcitadas, inhibiendo las descargas neuronales repetitivas y
reduce la propagacion sinaptica de los impulsos excitatorios. Es posible que el bloque

de los canales de sodio sensibles al voltaje sea uno o incluso el principal mecanismo de
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accion (PLM, 2017). Se han dado a conocer dos formas generales en la que la
Carbamazepina puede atenuar una crisis epiléptica:
* La reduccion de la descarga excesiva de las neuronas patolégicamente
alteradas.
* Por medio de limitar la difusion de la excitacion desde el foco epiléptico e impedir
la detonacion e interrupcion de la funcion de grupos normales de neuronas.

Al parecer estos mecanismos de accién son debidos a la activacion de los
circuitos inhibidores GABAérgicos que se producen en muchas regiones delSNC, pero
no se ha podido identificar cuales neurotransmisores inhibitorios funcionan en el
sistema.

Se han postulado otros mecanismos de accion, aun en estudio:

1. Consiste en que la Carbamazepina aumenta las descargas de neuronas
norepinefrinicas en frecuencia y esto contribuiria a sus acciones antiepilépticas.

2. Otro mecanismo se refiere a la inhibicion de la fijacion de analogos de la
adenosina en las membranas celulares del encéfalo en forma parcial por parte
de la Carbamazepina; la adenosina puede ejercer potentes efectos inhibitorios y
postsinapticos sobre las neuronas; sin embargo, no se ha podido deducir con
exactitud el papel de la Carbamazepina sobre los receptores de la adenosina en

sus efectos antiepilépticos.

1.1 Farmacocinética y farmacodinamia

Farmacocinética: la farmacocinética de la CBZ es compleja, esta influenciada por su
limitada solubilidad acuosa y su capacidad de inducir su propio metabolismo hepatico.
La CBZ esta disponible en tabletas de 200 mg y 400 mg, tabletas masticables de 100
mg para evitar la autoinduccién del metabolismo hepatico siendo accesible su
administracién en nifios, permitiendo niveles mas altos y confiables al evitar después de
su absorcion, un paso directo a través del higado; existe una suspensién 5 mli/100 mg
para pacientes que tienen problemas al deglutir la tableta y el tratamiento también
puede ser administrado por una via nasogastrica. Esta formulacién liquida produce
niveles maximos cerca de 2 horas después de la ingestién, mientras que los niveles
maximos son lentos y ocurre mucho después que con las tabletas (Morselli y Bosi,

1982). Con la finalidad de lograr niveles prolongados y constantes de la sustancia activa
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en la sangre. Para evitar la administracion repetida, se ide6 la forma farmacéutica de
grageas de liberacion prolongada; esto es importante cuando la es coadministrada con
farmacos que inducen enzimas, tales como fenobarbital y fenitoina (Morris et al., 1987).
Una formulacién parenteral no es disponible debido a la baja solubilidad lipidica de la
CBZ.

La CBZ se fija a las proteinas séricas principalmente albumina en un 70-80 %. Una
pequefa cantidad se fija a acido a-glicoproteina. La fraccion libre puede cambiar bajo
condiciones médicas que presentan niveles bajos en suero de albumina, tales como
deficiencia hepatica o renal, alterando las propiedades de union al acido a-
glicoproteina. La concentracién de la sustancia inalterada en el liquido cefalorraquideo
y la saliva refleja la porcion (20 —-30 %) no fijada a las proteinas en el plasma. Es
distribuida por el tejido presentando un volumen de distribucidon aparente de
aproximadamente 1.5 ml/kg (Glazko, 1995). Es metabolizada en el higado en un rango
aproximado del 98%, donde la via epoxido de biotransformacion es la mas importante
primero es oxidada por el sistema del citocromo P45, formando el metabolito activo
Carbamazepina 10,11-epo6xido (cbz 10,11-epdxido), este metabolito es hidrolizado por
la hodrolasa epdxido microsomal para transformarlo en transcarbamazepina-diol el cual
es excretado por la orina en forma libre y conjugada. Entre el 33-60% de una dosis oral
es metabolizada via epoxido. Otra via importante de biotransformacion de la CBZ da
lugar a diversos compuestos monohidroxilados y al N-glucurénido de CBZ (Levy, 1995).
La CBZ puede administrarse mediante una dosis oral, ésta se absorbe de forma lenta
hasta en un 90%. La dosis oral mas comun es de 400 mg, las concentraciones
plasmaticas maximas se alcanzan entre las 4 y 5 horas post-administracion. La
biodisponibilidad o Abc o AUC de la CBZ es del orden del 85%. Se ha demostrado que
la ingesta de comida no tiene influencia significativa en la tasa y extensién de la
absorcion del farmaco. La CBZ se une a proteinas plasmaticas en 70-80%. El volumen
de distribucién aparente oscila desde 0.8 a 1.9 I/kg. La concentracion de la sustancia
inalterada en liquido cefalorraquideo y saliva refleja la porcién no unida a proteinas en
el plasma (20-30%). Se metaboliza al 10,11-epdxido-carbamazepina,
farmacolégicamente activa, cuya vida media de eliminaciéon del plasma es de
aproximadamente 6 horas. Otros metabolitos descritos son el derivado 10 11-transdiol y

su glucurénido como los metabolitos principales. Otras vias importantes de
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biotransformaciéon para la CBZ conllevan a varios compuestos monohidroxilados asi
como a N-glucurénido de carbamazepina (Puranik et al., 2013).

Debido a sus caracteristicas lipdfilicas, atraviesa la barrera hematoencefalica, y se
encuentra presente en cantidades significativas en el liquido cefalorraquideo, bilis,
fluidos duodenales y saliva. También es capaz de atravesar la barrera Placentaria,
acumulandose en el feto.

La vida media de eliminacion de la CBZ inalterada es de 36 horas después de una dosis
oral y de16-24 horas después de dosis repetidas. Su via de excrecion es variada, en
leche materna alcanza niveles del 60%. Tras la administraciéon de una dosis oral Unica
de 400 mg de CBZ, se sabe que el 72% es excretado en la orina y el 28% en las heces.
En la orina aproximadamente 2% de la dosis es recuperada sin cambio y alrededor del

1% como el metabolito farmacoldgicamente activo 10,11-epdxido.

1.2 Usos y aplicaciones

La CBZ se utiliza habitualmente para el tratamiento de la epilepsia y el dolor
neuropatico. Este ha sido usado como un tratamiento de segunda eleccion para el
trastorno bipolar y en algunos casos combinado con un antipsicotico para el tratamiento
de la esquizofrenia, cuando el tratamiento con un antipsicético convencional no es
exitoso. En los Estados Unidos, la FDA aprobdé su uso a nivel médico para el
tratamiento de la epilepsia (incluyendo convulsiones parciales, convulsiones tonico-
clénicas generalizadas, convulsiones mixtas), neuralgia del trigémino, trastornos
maniacos y episodios mixtos del trastorno bipolar (Ceron-Litvoc et al., 2009). Aun no
esta claro, si hay una diferencia significativa en su efectividad farmacolégica cuando se
administran presentaciones farmaceuticas de liberacion controlada o formulaciones de
liberacion inmediata para contrarestar la epilepsia (Powell et al., 2013). A fin de evaluar
la eficacia analgésica de la CBZ en el tratamiento del dolor neuropatico croénico, la
fibromialgia, y los eventos adversos reportados en diversos estudios, ya existen
estudios publicados al respecto en MEDLINE y EMBASE entre los que destacan
ensayos clinicos, estudios aleatorizados, de doble ciego, activo o ensayos controlados
con placebo (ECA). Todos ellos incluyen el uso de la CBZ a cualquier dosis, por
cualquier via, y durante al menos 2 semanas de duracion para el tratamiento del dolor
neuropatico crénico o fibromialgia. Otras aplicaciones de la CBZ sefalan que alivia el

dolor a corto plazo, aunque los resportes estan mal definidos, la informacion esta
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incompleta, o el numero de individuos bajo estudio es bajo. Ademas se han reportado
acontecimientos adversos graves como la muerte de 4 pacientes que consumian
drogas. Sin embargo, se concluyé que la CBZ es probablemente eficaz en algunas
personas para contrarestar el dolor neuropatico cronico. Resultando necesario actuar
con cautela en la interpretacion y comparacion con otros estudios. Actualmente, su uso
esta en boga, pues se le esta estudiando como antidepresivo, antimaniaco, profilactico

e incluso trastorno unipolar y bipolar (Alrashood, 2016).

2. Epilepsia

La palabra epilepsia se deriva de un verbo irregular Emihoupavery (epilamvanein) “ser
sobrecogido brutalmente”. Esta terminologia derivada del pasado, nocion que
representa todas las enfermedades con ataques causados por Dios o espiritus
malignos, usualmente como castigo. Los ataques son el ejemplo mas vivido de
posesion por el demonio, la epilepsia fue considerada “la enfermedad sagrada”, en el
siglo V A.C. (Hipdcrates).

La epilepsia de origen, no es una enfermedad especifica, o un sindrome simple, sino
una amplia categoria de sintomas complejos originados de numerosos desordenes en
las funciones del cerebro que pueden ser seguidos por una variedad de procesos
patoldgicos. Los términos, trastornos convulsivos, trastornos de ataque y ataques
cerebrales son sinénimos de epilepsia; todos se refieren a episodios paroximales
recurrentes de disfuncion cerebral manifestada por alteraciones estereotipadas en el
comportamiento (McNamara y Shin, 1994). Actualmente un gran nimero de fenémenos
clinicos son reconocidos como crisis epilépticas, como las crisis mioclonicas y atonicas
las cuales son poco conocidas y pueden reflejar mecanismos neuronales que son
diferentes a los procesos patofisiologicos tradicionalmente considerados “epilépticos”.
Una variedad de condiciones o epilepsias han sido clasificadas y definidas no
solamente por el tipo de crisis manifestada sino también por otras caracteristicas
clinicas asociadas. Los Sindromes epilépticos especificos han sido identificados por sus
tipos de crisis caracteristicas, patrones de crisis recurrentes, edad en la que se iniciaron
los ataques, signos neuroldgicos asociados, registros electroencefalograficos (EEG),

presencia o ausencia de ocurrencia familiar y pronésticos. Epilepsia y sindromes
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epilépticos son ampliamente divididos en desordenes idiopaticos y sintomaticos. La
epilepsia idiopatica es generalmente benigna en el sentido que no es asociada con
lesiones cerebrales, anormalidades neurolégicas y dafio mental y tiende a ser
autolimitada o responde con facilidad a farmacos antiepilépticos. En la epilepsia
sintomatica las crisis son la consecuencia de una lesién identificable u otra etiologia
especifica. Cuando la epilepsia es sintomatica pero comunmente de etiologia especifica
desconocida, se determina criptogénica (Engel, 1991).

La epilepsia es un grupo de condiciones neurolégicas, la caracteristica fundamental
usualmente son crisis epilépticas no provocados. Las crisis epilépticas en turno,
representan las manifestaciones clinicas que resultan de excesivas, sincrénicas y
anormales descargas de patrones de neuronas que son localizadas
predominantemente en el coértex cerebral (corteza cerebral). Tal actividad paroximal
anormal es usualmente intermitente y periddica. Las crisis epilépticas reflejan la
hiperexcitabilidad de neuronas o circuitos neuronales en una regién separada o difusa
por todo el cerebro, principalmente para crisis generalizadas y parciales (Niedermeyer,
1987).

2.1. Consideraciones fisioldgicas

Las crisis por si mismas son complejas, y es con facilidad aparente de observacion la
diversa fenomenologia de pacientes con epilepsia que son examinados. Las crisis solo
son el resultado de hiperexcitabilidad o inhibicion de una mayor sobresimplificacion.
Existen dos elementos esenciales fisioldgicos; cada uno representa el efecto final de
muchos procesos complejos interaccionando.

1. Es una anormalidad de excitabilidad celular, la cual puede ser llamada
“‘desregulacion neuronal” originada de mecanismos que afectan la
despolarizacion y polarizacion de la membrana.

2. Es un “defecto de red” el cual deriva de mecanismos basicos del desarrollo de
integracion neuronal aberrante, sincronizacion anormal de poblacion neuronal, y
propagacion de las descargas epilépticas dentro del camino neuronal.

Parte de la diversidad que caracteriza la expresion clinica de las crisis derivadas del

hecho que diferentes areas del cerebro son responsables para diferentes aspectos de
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la fenomenologia epiléptica (Dichter, 1994). Generalmente, estas diferentes regiones
son espacialmente proximas, aunque son raramente congruentes.

La lesion epileptogénica es el sustrato patoldgico de la epilepsia; hoy puede usualmente
ser identificado por métodos como la resonancia magnética, Tomografia computarizada
etc., aunque el EEG es necesario para demostrar la epileptogénesis de la lesion. La
zona sintomatogénica es la porcion del cerebro responsable para producir el primer
sintoma ictal clinico, mientras que la zona carente de funcionalidad es el area cortical o
areas de exhibicion focal de disfuncibn no epilépticas. Finalmente la zona
epileptogénica es el area total del cerebro que es necesaria para generar crisis y esta

zona puede ser eliminada para poder anular las crisis (Schwartzkroin, 1993).

2.2. Epilepsia y su relacion con carbamazepina

En estudios realizados en animales y humanos, se ha demostrado que la CBZ tiene
accion sobre los canales ionicos de sodio activados por voltaje, incrementando la
frecuencia de las descargas de las neuronas noradrenérgicas en el Locus Coeruleus de
ratas (Alrashood, 2016). La carbamazepina estabiliza la hiperexcitacion de las
membranas neuronales, inhibiendo las descargas neuronales repetitivas y reduciendo
la propagacion sinaptica de los impulsos excitatorios. Es posible que el bloqueo de los
canales ionicos de sodio activados por voltaje sea el principal mecanismo de accion
(Okada et al., 1997). Existen dos vias principales que permiten suponer que la CBZ
puede disminuir una crisis epiléptica; la reduccion de la descarga excesiva de neuronas
alteradas patologicamente y la limitacion de la excitacién para la prevencién de la
detonacion o interrupcién del grupo de neuronas normales. En sintesis, se ha
demostrado y es ampliamente aceptado que la carbamazepina es eficaz en el control
de las crisis epilépticas, pero desafortunadamente hay poca informacion dispersa que
sefala si la carbamazepina puede ayudar en los trastornos del suefio producido por
esta crisis en humanos o modelos animales incluidos la rata y el perro (Alfaro-
Rodriguez et al., 2014).

3.- Sueno

El suefo es una actividad fisioldgica necesaria para la homeostasis de los seres vivos,

sin embargo es considerado altamente susceptible a sufrir alteraciones por diversos
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factores externos y como consecuencia modificar la fisiologia del organismo. De
manera normal, el embarazo provoca cambios en los patrones del suefio que persisten
y predisponen a la madre a sufrir alteraciones anormales, asi como modificar la
actividad fetal y el suefio neonatal.

La importancia del estudio del suefio y su relacién con muchas otras funciones del
organismo radica en su actividad bioquimica y en la informacién que nos ofrece.
Laguno et al. (2015), realizaron estudios en el ser humano, indicando que el suefo es
una parte integral y basica del ciclo “actividad-reposo”, la cual resulta ser necesaria
para la homeostasis, independientemente de la etapa de desarrollo y que se encuentra
presente en todas las formas de vida. Este fendmeno se caracteriza por una posicion
reclinada, ojos cerrados, disminucion del movimiento y disminucién de la capacidad de
respuesta al ambiente interno y externo (Markov y Goldman, 2006). Aunque el suefio es
un fenomeno del SNC, se puede considerar altamente susceptible a alteraciones
debido a factores estresantes que se originan fuera del SNC (Rose et al., 2001). Por lo
tanto, el buen dormir resulta de importancia en la homeostasis del organismo.

El suefio no es un proceso unico, es decir, sigue un patron determinado denominado
hipnograma. En el humano esta constituido por 2 fases del dormir. El suefo sin
Movimientos Oculares (NMOR), constituido por tres estadios y una fase de suefo
paraddjico o suefio de Movimientos Oculares Rapidos (sMOR), procesos naturales y
fisioldgicamente importantes e indispensables para la reparacion a nivel fisico y mental.
Su estudio y cuantificacion son llevados a cabo mediante técnicas electrofisiologicas,

fisioldgicas y de indices conductuales (Alfaro-Rodriguez et al., 2009).

3.1 Caracterizacion de los patrones de sueiio

El EEG, se define como la actividad eléctrica de un tipo alterno registrado desde la
superficie del cuero cabelludo después de ser recogido por electrodos metalicos y
medios conductores. Es un testimonio de funcion o disfuncién integrada de materia
blanca y gris, y permanece como una medicién importante de la integridad del SNC,
que ha permitido el establecimiento de diferentes estados electrofisiolégicos vy
conductuales (Teplan, 2002). Baghdoyan y Lydic, (2002) senalaron que el EEG esta
“desincronizado” durante la vigilia y el suefio MOR (en contraste con la sincronizacién

durante el sueno NMOR), dejando evidencia de que durante los estados excitados del
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cerebro (vigilia y sMOR) hay activacion de la formacion reticular mesencefalica facilita y
actividad oscilatoria en la banda de frecuencias gamma (<30Hz), ademas de mejora en
la sincronizacion de las respuestas corticales, las cuales juegan un papel importante

en el procesamiento de sefales sensoriales.

3.2. Fases de suerio

Si existe alguna caracteristica que define verdaderamente al suefo, es su falta de
uniformidad. A lo largo de la noche, se suceden numerosos cambios ciclicos en la
actividad eléctrica cerebral y en otros parametros fisioldgicos y de comportamiento, que
han servido como criterio para dividir al proceso del suefio en diversas fases (Pascual,
2009).

Cuando un sujeto se dispone a dormir, la actividad eléctrica de su cerebro cambia al
pasar del estado de vigilia al de suefo, dicho cambio no es constante para toda la
noche, sino que a lo largo de ella se modifica varias veces. Los cambios observados
son tan claros que han permitido clasificar varias fases de suefio (Alfaro-Rodriguez et
al., 2009).

A la técnica de registro continuo y simultaneo de las variables fisiolégicas que definen
las etapas del suefio y la vigilia se denomina polisomnografia. Los tres parametros
basicos de registro son la actividad cerebral, registrada a través de EEG, tono
muscular, registrado a través de electromiograma (EMG) y los movimientos oculares, a
través de electrooculograma (EOG) (Markov y Goldman, 2006). El electrocardiograma
(EKG), el registro de flujo aéreo respiratorio y registro de movimientos de los miembros
inferiores son otras variables, a menudo incluidas en el registro polisomnografico
(RPSG).

Tradicionalmente, el ciclo suefo-vigilia en el adulto es determinado por distintos
patrones de EEG conocidos como "las fases de vigilia y sueno", las cuales se
correlacionan bien con alguna de las caracteristicas fisiologicas, bioquimicas vy
conductuales observadas durante estos procesos. Esas fases son vigilia (V), suefo
NMOR y suefio MOR (Alfaro-Rodriguez et al., 2005).
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3.2.1. Vigilia

El ritmo beta es caracteristico del estado de vigilia activa; se presenta cuando el sujeto
realiza alguna operacion mental, o se le aplica algun estimulo sensorial, cuando abre
los ojos, o al dirigir su atenciéon visual hacia algun objeto. La vigilia relajada se
caracteriza por ritmo alfa de bajo voltaje, que consiste en ondas sinusoidales ritmicas
de 9 a 10 Hz registradas sobre la region occipital de la cabeza con ojos cerrados. La
medicion de frecuencia cardiaca y respiratoria, no suelen ser suficientes para reconocer
las fases, de éste modo, el incremento en el tono muscular puede ayudar a identificar el

estado de vigilia del sujeto (Figura 2) (Zeng et al., 2012).

F-M1
M1
02-M1
E0Gizg

EOGder

EMGm

Figura 2. Caracteristicas de las ondas durante la vigilia. Las letras F-4-M1, C-4 Ml y
0O2-MI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, que da informacion
sobre si se esta dormido o despierto, y sobre la fase de suefio en la que se encuentra.
Los electrodos oculares, ojo izquierdo (EOGizq) y ojo derecho (EOGder) miden los

movimientos oculares y el EMGm mide la actividad muscular o tono muscular.

3.2.2. Sueiio NMOR

3.2.2.1 Fase 1

También llamada de somnolencia, aumenta la frecuencia y regularidad de la actividad
theta (4-7 HZ) en el hipocampo. Se presentan alternadas las ondas beta (15-20 HZ)
que representan la actividad cortical rapida. Esta fase corresponde a la transiciéon
sueno-vigilia, aun cuando se mantiene cierto contacto con la realidad. La fase 1
aparece fundamentalmente durante la transicion de la vigilia al suefio, o después de

movimientos corporales durante el suefio. Durante el suefio normal, la fase 1 tiende a
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ser relativamente corta, dentro de un rango de 1 a 7 minutos. La fase 1 de suefio
normalmente ocupa de 4-5% del tiempo total de suefo (Figura 3) (Alfaro-Rodriguez et
al., 2016).

02-M1

Figura 3. Caracteristicas de las ondas durante la fase 1 del sueno. Las letras F-4-M1,
C-4 Ml y O2-MI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, que muestra
las ondas alfa y beta,caracteristicas en esta fase de sueno. Los electrodos oculares, ojo
izquierdo (EOGizq) y ojo derecho (EOGder) presentan los movimientos musculares y el

EMGm muestra el tono muscular que se encuentra activo.

3.2.2.2 Fase 2

Posterior a la fase 1, se acentia la expresion de la actividad talamica; ademas
aparecen husos de suefio (12-14 HZ). En esta etapa también aparecen, principalmente
en el vértex los denominados complejos K (Onda negativa de alto voltaje seguida de un
componente positivo). Asi, esta fase se define por la presencia de husos del suefio o
complejos K y por la ausencia de suficientes ondas lentas difasicas, de gran amplitud
(0.5 segundos aproximadamente) que define la presencia de fase 3. No se presentan
movimientos oculares rapidos. Usualmente ocupa de 45-55% del tiempo total de suefio
(Figura 4) (Alfaro-Rodriguez et al., 2016).
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Figura 4. Caracteristicas de las ondas durante las fase 2 del suefo. Las letras F-4-M1,
C-4 Ml y O2-MlI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, notese la
presencia de usos de suefio en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, ojo
izquierdo (EOGizq) y ojo derecho (EOGder) muestran ausencia de movimientos

oculares mientras que el EMGm detecta que el tono muscular se mantiene activo.

3.2.2.3 Fase 3

Llamada Suefo de Ondas Lentas (SOL), suefio delta o suefio sincronizado. Se
caracteriza primariamente por la aparicion de grandes ondas lentas delta (0.5-3HZ y de
70 a 90 pv). La actividad delta principalmente se presenta en la primera parte de la
noche (cuando es mayor la necesidad de dormir), y junto con su amplitud disminuye a
lo largo de la noche (Figura 5), constituye del 20-65% del total de suefno. En esta fase,
el tono muscular esta disminuido en relacidon con las fases anteriores. En general,
durante la fase NMOR se producen disminuciones en la frecuencia cardiaca, la presiéon
arterial, el volumen minuto respiratorio, el tono muscular esquelético y el flujo

sanguineo cerebral (Krahn et al., 2010).

F4-M2

C4-Al

01-A2

02-A1

EOGizg

EOGder

EMGm

Figura 5. Caracteristicas de las ondas durante la fase 3 del sueno. Las letras F-4-M1,
C-4 Ml y O2-MI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, noétese las

ondas delta u ondas lentas en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, ojo
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izquierdo (EOGizq) y ojo derecho (EOGder) muestran poca actividad y el EMGm

detecta que la actividad muscular esta presente.

3.2.3. Sueiio MOR (sMOR)

El sMOR se compone de componentes tanto ténicos (que ocurren a lo largo de todo el
ciclo MOR) como fasicos (que ocurren intermitentemente durante el ciclo MOR). Cada
uno de estos elementos es generado, modulado y ejecutado por diferentes grupos
neuronales ubicados en multiples niveles, desde la corteza cerebral a la médula espinal
(Lydic y Baghdoyan, 1998).

El sMOR se caracteriza por activacion cortical, se observa actividad de baja amplitud y
frecuencia mixta, con rafagas de onda que semejan a las ondas theta solo que mas
agudas, por lo que se les ha denominado ondas dientes de sierra (6 Hz y amplitud de
40 a 100 mV) aparecen alrededor de la zona del vértex. En la EOG aparecen
movimientos oculares rapidos en rafagas, mientras en la EMG pérdida del tono
muscular, sin embargo comunmente se aprecian episodios de temblor con duracién de
0.25 segundos. La actividad del musculo esquelética sélo persiste en el diafragma, los
musculos extraoculares y los musculos del oido medio. EI sMOR abarca del 20-25% del
tiempo total de sueno (Figura 6) (Krahn et al., 2010). Muchos fendmenos de sMOR son
similares a la respuesta de alerta que se observa en la vigilia. Algunas regiones del

tronco cerebral afectan la supresion motora en el sSMOR (Lydic y Baghdoyan, 1998).

F4-M1
C4-ML
02-M1
EOGizq

EOGder

EMGm

Figura 6. Caracteristicas de las ondas durante la fase de suefio MOR. Las letras F-4-
M1, C-4 Ml y O2-MI, son electrodos en el cuero cabelludo, para leer el EEG, nétese las
ondas en forma de sierra en la corteza cerebral. Los electrodos oculares, ojo izquierdo
(EOGizq) y ojo derecho (EOGder) presentan rafagas de movimientos oculares, mientras

el EMGm detecta que el tono muscular esta casi ausente.

Alberto Daniel Pedroza Aguilar
Pagina 15



CORRELACION FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMICA DE LA CARBAMAZEPINA SOBRE LOS PATRONES DEL SUENO
EN UN MODELO ANIMAL DE EPILEPSIA

3.3. Sueiio y epilepsia

La importancia del estudio del suefio y su relacién con muchas otras funciones del
organismo radica en su actividad bioquimica y en la informaciéon que nos ofrece. En el
humano, el suefio es una parte integral y basica del ciclo “actividad-reposo” presente
ademas en todas las formas de vida. No es un proceso unico, sigue un patrén
determinado denominado hipnograma. En el humano esta constituido por 3 fases de
sueno mas una fase de sMOR, procesos naturales y fisioldgicamente importantes e
indispensables para la reparacion de tipo fisico y mental. Su estudio y cuantificacion
son llevadas a cabo mediante técnicas electrofisiolégicas, fisiologicas y de indices
conductuales (Keenan, 1999). Las dos primeras fases del SOL se denominan suefo
ligero; las dos segundas suefio profundo y juntas abarcan del 75 al 80 % del periodo
total del suefo. De éstas, las fases de sueno profundo proporcionan una funcion
reparadora de nivel fisico debido a que, las constantes en las frecuencias respiratoria y
cardiaca se tornan constantes y es en este momento cuando la funcion antagoénica de
los sistemas simpatico y parasimpatico se encuentran disminuidas existiendo por ende,
relajacion con pocos movimientos musculares y ausencia de movimiento ocular.

En el caso de sMOR, se presenta una desincronizaciéon en los ritmos cardiaco y
respiratorio ademas de un incremento en la actividad endocrina. Se le atribuye una
estimulacion endégena sobre el cerebro con el fin de continuar con su desarrollo y
programacion genética principalmente en el feto y en el recién nacido humano etapas
cuyo periodo de duracion es el mas prolongado. En la edad preescolar y escolar en los
nifios, al SMOR se le asocia con procesos de consolidacién de la memoria, madurez
cerebral y de continuidad de la estimulacion endégena (Mirmiran y Van Someten,
1993).

Los estudios sobre la relacién del suefio y la epilepsia, comprenden dos aspectos
fundamentales que son: el efecto de las crisis convulsivas focales o generalizadas,
sobre la organizacion del suefio y la incidencia de las crisis segun las fases de éste. Los
resultados descritos sefialan que ambos tipos de crisis presentan un efecto deletéreo
sobre las fases del suefio y principalmente sobre el sMOR (Calvo, 1992). Aunque el
fendmeno epiléptico puede ocasionar modificaciones en el suefo, el suefio también
puede ocasionar una fuerte influencia en el desencadenamiento de las crisis y en las

anormalidades interictales del registro EEG. Estos efectos han sido notorios en
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epilepsias idiopaticas y generalizadas, en epilepsias parcial con o sin crisis secundarias
e incluso en modelos animales (Gian Luigi Gigli et al., 1997).

La relacion entre las anormalidades epileptiformes y las fases de suefio han sido tema
de varios estudios. Patry et al. (1971), describieron espigas continuas y actividad de
vigilia durante la fase SOL a las que denominaron “estatus subclinicos epilépticos
inducido por el suefio en nifos”, ademas establecieron criterios estrictos para el
diagnostico de ésta condicion (Pierangelo et al., 1999). Posteriormente, Tassinari
introdujo el término “estatus eléctrico durante el sueno” y definid las alteraciones
clinicas que acompafan a ese patron EEG como memoria de corto tiempo y deterioro
en el lenguaje, bajo 1Q e hiperkinesia (Beghi y Perucca, 1995).

Terzano et al. (1999), Desarrollaron un analisis micro estructural de suefio basado en
las alteraciones ciclicas consistente de dos fases A y B de donde reportan que en
particular los EEG de las lesiones focales paroxisticas en las epilepsias temporales y
fronto-temporales muestran cierta activacién durante la fase A, en tanto las descargas
en las epilepsias idiopaticas generalizadas se activan mas intensamente durante la fase
A e inician las espigas interictales. Mediante las técnicas de electroencefalografia
(EEG) con monitoreo y video durante 24 horas en pacientes epilépticos, se ha llegado a
considerar comun el incremento entre la relacidon de crisis epilépticas y las alteraciones
en las fases de suefo. La privacion en alguna de las fases puede exacerbar las crisis e
inclusive un periodo corto o la pobre calidad de suefio en estos pacientes puede llegar a
ser un factor enmascarante aunque parcialmente de tipo reversible mediante
tratamiento farmacoldgico, aunque desafortunadamente la relacion entre suefo y
epilepsia también esta afectada por el tratamiento farmacolégico ya que los
antiepilépticos controlan las crisis pero modifican la estructura del suefio (Sammaritano
y Sherwin, 2000).

3.4 La importancia del buen dormir

Aunque existen estructuras cerebrales cuya estimulacion favorece mas a uno u otro
estado (suefio o vigilia), no existe propiamente un centro del sueno o la vigilia, ademas,
si consideramos la actividad de neuronas individuales encontramos que la mayoria se
mantienen activas tanto al dormir como al velar y lo que se altera ante todo es su pauta

de actividad de descarga (Pascual, 2009). Durante el sueino se llevan a cabo cambios
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en el resto del organismo, ademas de los observados en la actividad eléctrica cerebral.
En el caso del sueiio NMOR se ha denominado a la fase 1 y 2 como suefio ligero; la 3
como suefo profundo (SOL) y juntas abarcan del 75 al 80% del periodo total del suefo.
De éstas, las fases de sueno profundo proporcionan una funcién reparadora a nivel
fisico debido a que las funciones reguladas por el sistema nervioso periférico, como las
frecuencias respiratoria y cardiaca se tornan constantes y sincronizadas, es en este
momento cuando se lleva a cabo la liberacion de ciertas hormonas debido a la funcién
antagonica de los sistemas simpatico y parasimpatico que se encuentran disminuidas
existiendo por ende relajacidn, con pocos movimientos musculares ademas de
ausencia de movimientos oculares (Alfaro-Rodriguez y Gonzalez Pina, 2005).

En el caso de sMOR, se da una activacion de los procesos corporales. Al iniciarse un
episodio de sMOR, la respiracion se hace irregular, el pulso y la presién sanguinea
exhiben fluctuaciones breves. En el sMOR, estudios en el hombre y en animales
concuerdan con la existencia de un aumento significativo del flujo sanguineo cerebral.
Se presenta una desincronizaciéon en los ritmos cardiaco y respiratorio ademas de un
incremento en la actividad endocrina. Se le atribuye una estimulacién endégena sobre
el cerebro con el fin de continuar con su desarrollo y programacion genética
principalmente en el feto y en el humano recién nacido, etapas cuyo periodo de
duracion es el mas prolongado. En la edad preescolar y escolar en los nifios, al sSMOR
se le asocia con procesos de consolidacién de la memoria, aprendizaje, madurez
cerebral y de continuidad de la estimulacion endégena (Pascual, 2009; Beebe y Lee,
2007).

La duracion del suefio insuficiente y la mala calidad del suefio se consideran endémicas
en la sociedad moderna. Los hallazgos de estudios experimentales y epidemioldgicos
indican que la pérdida parcial cronica de suefo esta asociada con un aumento de los
riesgos de obesidad y una gran cantidad de trastornos relacionados con la obesidad,
incluyendo tolerancia a la glucosa, hipertension, sindrome metabdlico o cardiopatia
coronaria (Qui et al.,, 2010), asi mismo se asocia con mayor riesgo la depresion
(Krishnan y Collop, 2006; Hobson et al., 1975), mientras que la corta duracion del suefio
es asociada con una mayor incidencia de la diabetes (Van Cauter, 1990; Seron-Ferre et
al., 1993), obesidad (Spiegel et al., 1994; Eriksson et al., 1989), asi como el aumento de

mortalidad por todas las causas anteriores. De todas las enfermedades que resultan
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asociadas a la falta de suefio, la enfermedad cardiovascular es de especial importancia
en varias complicaciones durante el embarazo, como la preeclampsia, con restriccion
del crecimiento intrauterino, parto prematuro y nacimiento (Okun et al., 2009).

Sanford et al. (2001), mencionan que aunque existe una evidencia minima de los
beneficios del buen dormir, asi como de las interferencias de un mal suefio en el
organismo. Se pueden relacionar las enfermedades y mencionadas anteriormente en
humanos, con las alteraciones que presentan las ratas crénicamente privadas al sueno,
que incluyen hipermetabolismo e incapacidad para termorregular adecuadamente, y
susceptibilidad a infecciones oportunistas.

La alternancia vigilia-suefio es un ciclo enddgeno, sigue un ritmo circadiano que es
controlado principalmente por el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (Reloj
bioldgico interno), esta estructura promueve la vigilia influyendo en la actividad neuronal
en el tallo cerebral (Lee et al., 2004). Lo que nos lleva a que el suefio es controlado por
dos factores: el circadiano y el homeostatico. En el adulto el promedio de suefio es de
aproximadamente 8 horas por 16 de vigilia, aunque tal relacion puede verse afectada
por el grado de luminosidad ambiental, ciertos aspectos socioecondmicos y culturales y
determinadas caracteristicas individuales de tipo genético o constitucional (Regal et al.,
2009).

4. Los trastornos del sueno y su relacion con la epilepsia

Parece logico pensar que los pacientes con crisis nocturnas son los que sufren un
impacto negativo en la arquitectura de su suefio como consecuencia de ellas, pero hay
datos que avalan la idea de que también las crisis diurnas tienen un impacto negativo
en la organizacion del suefo nocturno (Benetd Pascual et al., 2007).

Las alteraciones son mas prevalentes en epilepsias generalizadas que en parciales,
son mas frecuentes en pacientes con mayor numero de crisis o refractarias al
tratamiento y se constatan en pacientes humanos de todas las edades. Balde-Moulinier,
(1986) senald que dichas alteraciones son mas severas en epilepsias difusas con
afectacion neurolégica. En general, el impacto del sindrome epiléptico y de las crisis en
el suefio se producen por 3 vias: elementos fasicos del suefio sMOR (husos y
complejos K), equilibrio y distribucion porcentual de las distintas fases, y sincronizacién

del ritmo sueno-vigilia.
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a) Elementos fasicos: hay una reduccion de la presencia de husos y complejos K, que
seria simétrica en las epilepsias generalizadas y estaria limitada al hemisferio cerebral
en el que se originan las crisis en las epilepsias parciales. Sin embargo, se han
publicado observaciones opuestas que sefialan un incremento de husos y complejos K
en el hemisferio donde se producen las crisis (Clemens y Menes, 2000). Se ha referido
también una relacion entre la disminucion de los husos y los complejos Ky la frecuencia
de crisis generalizadas tonico-clonicas, que sugiere la implicacion de los circuitos
talamo-corticales en la epileptogénesis de las epilepsias idiopaticas (Provini et al.,
1999).

b) Equilibrio y la distribucion porcentual de las fases: se han resefiado datos que
expresan una disminucion de la cantidad de suefio, con aumento de la latencia de inicio
y del numero de despertares, una inestabilidad con incremento del numero de cambios
de fase y un predominio de fases de suefno superficial. Un fendmeno muy relevante es
la reducciéon del sMOR de hasta un 50% en pacientes con epilepsias primarias
generalizadas, y de hasta un 41% en pacientes con epilepsias con crisis parciales
secundariamente generalizadas (Sterman et al., 1982). Estas alteraciones son muy
acusadas en casos de encefalopatias severas, como el sindrome de West o el Lennox-
Gastaut, donde a veces es dificil evaluar las caracteristicas bioeléctricas propias del
sueno.

c) Crisis parciales: no se encuentra diferencias en los porcentajes de las fases entre
epilepsias del lI6bulo frontal y del temporal, aunque en estas ultimas hay un incremento
de la vigilia intrasueno (Crespel et al., 1998). En cuanto al sSMOR, en las epilepsias del
I6bulo temporal se ha descrito una reduccion importante de éste, que es mas intensa en
las noches que se producen crisis: la cantidad del sMOR desciende hasta un 12 y un
7%, respectivamente (Bazil et al., 2000). Se ha observado una reduccién del sMOR
durante varias noches tras un episodio de estatus parcial en un paciente.

Dada la implicacion del sMOR en los procesos de aprendizaje y memoria, su reduccion
puede desempefiar un papel importante en las dificultades cognitivas que pueden
presentar los pacientes epilépticos. Asimismo, su reduccion puede influir en la
alteracion de los ritmos circadianos de la temperatura, melatonina y suefio. En este
tenor, resulta sencillo suponer sobre la influencia negativa de un desequilibrio de la

arquitectura del suefio en el control 6ptimo de las crisis, incluso el posible beneficio de
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la melatonina como sincronizador del ritmo suefo-vigilia, y se puede especular con la
implicacién del suefio MOR en las funciones cognitivas, pero se requiere mucha mas
informacion y es todavia un reto dar un significado clinico practico a todas estas
observaciones descritas (Beneté-Pascual et al., 2007).

Actualmente existen dos problematicas de alta frecuencia en pacientes con epilepsia,
destacando los trastornos del suefio y somnolencia diurna excesiva (Legros y Bazil,
2003). Los sintomas pueden ser explicados por la amplia relacion entre la organizacion
nictemeral del ciclo sueno-vigilia y la incidencia de crisis epilépticas (Bazil et al., 2000;
McNamara y SHin, 1994). En los seres humanos y algunos animales, los patrones de
sueno pueden verse perturbados por ataques epilépticos, un efecto que depende de la
magnitud de los ataques (Malow et al., 1998). El suefio puede tener una fuerte
influencia sobre ambas, activacion de convulsiones y alteraciones en el
electroencefalograma interictal (Bazil et al., 2000) por ejemplo, se ha demostrado que
los patrones de suefio responden de manera diferente a los distintos tipos de crisis
(Roberts, 1998).

4.1 Sindromes epilépticos relacionados con el suefno

Las epilepsias puras del suefio son infrecuentes, pero hay determinados sindromes
epilépticos cuyas anomalias paroxisticas ocurren predominantemente durante el suefio
y son claramente influidas por éste. Fundamentalmente, se trata de epilepsias
parciales, tanto idiopaticas como sintomaticas o criptogénicas, y de epilepsias
indeterminadas en cuanto a su caracter parcial o generalizado (Beneté-Pascual et al.,
2007).

4.1.1. Epilepsias parciales idiopdticas

Su sindrome mas caracteristico es la epilepsia parcial benigna de la infancia, Es el
sindrome epiléptico mas frecuente de la infancia y puede considerarse una epilepsia
ligada al suefio ya que el 75% de los casos presentan crisis nocturnas y ocurren
durante el suefio sMOR, sobre todo en el primer ciclo de la noche (Lerman y Kivity,
1981).

El electroencefalograma (EEG) de vigilia a menudo es normal y los estudios del suefo

muestran anomalias paroxisticas intercriticas en forma de puntas bifasicas seguidas de
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ondas lentas localizadas uni o bilateralmente en la region temporal media y central
durante las fases | y Il sMOR. En fase Ill SOL, esta actividad de puntas tiende a ser
multifocal o generalizada, y en algunos casos, puede confundirse con trazados de

epilepsia con punta-onda continua durante el suefo lento.

4.1.2. Epilepsias parciales sintomadticas y criptogénicas espodddicas

Algunas de las formas de epilepsia del I6bulo frontal sintomaticas y criptogénicas
esporadicas son nocturnas y se manifiestan por 3 tipos de ataques: breves, subitos y
recurrentes de conducta motriz paroxistica, episodios de distonia paroxistica nocturna y
ataques motores con caracteres complejos distonico-discinéticos. La mayoria de las
formas de esta epilepsia tienen crisis diurnas y nocturnas. La epilepsia nocturna del
I6bulo temporal es poco frecuente y se presenta de forma esporadica o familiar. En esta
ultima las crisis nocturnas no son frecuentes y suelen generalizarse secundariamente
(Gambardella et al., 2000).

La epilepsia que se origina en la region del I6bulo temporal del cerebro es considerado
como crisis epilépticas nocturnas, pues se piensa es facilitada por el sueno (Halasz,
2013). En este sentido, la relacion existente entre la epilepsia y los acontecimientos del
suefo ha sido estudiada en pacientes que han mostrado convulsiones generalizadas o
focales y en modelos animales de epilepsia del I6bulo temporal (Lothman y Collins,
1981). En contraste, Ng y Bianchi (2014), realizaron un estudio retrospectivo en el que
se comparo la alteracidon en la arquitectura del suefio entre los pacientes con epilepsia,
pacientes con insomnio con la polisomnografia, y pacientes con apnea obstructiva del
suefo, sugiriendo que el suefio se produce de manera similar en pacientes con
epilepsia respecto a los pacientes sin epilepsia con insomnio. A pesar de los diversos
estudios sobre las crisis epilépticas y el suefio, hay pocos informes sobre la posible
influencia ejercida de estas crisis respecto a la organizacion del suefo. En el modelo de
epilepsia del Iobulo temporal aqui utilizado, fue mostrada una considerable

desorganizacioén del ciclo suefo-vigilia, con el SOL y el SMOR.
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4.2 Neurotransmisores y su relacion con el sueno

Diversos estudios indican que la serotonina (5-HT) se involucra en la regulacion de
funciones como la memoria, aprendizaje, suefio y dolor (Bardin, 2011), datos
neurofisiolégicos, han demostrado que las neuronas en el nucleo dorsal del rafe (DRN)
se activan durante la vigilia y disminuyen su actividad durante el suefio, alcanzando
niveles minimos durante el sMOR (Derry y Duncan, 2013). Las DRN han sido
relacionadas con el establecimiento del SOL (Cespuglio et al., 1990).

El sMOR depende de la actividad serotoninérgica presente durante la vigilia y promueve
la formacién de péptidos hipotalamicos donde los mecanismos del sMOR estan
integrados. Los medicamentos antiepilépticos pueden ser identificados en varios
modelos experimentales y su capacidad de abolir las crisis epilépticas puede ser
probada. Estos modelos han proporcionado herramientas para dilucidar el mecanismo
de accion de distintos farmacos sobre la regulacién de la epileptogenesis (Alfaro-
Rodriguez et al., 2016).

Debido a la estructura similar entre el glutamato (Glu) y el AK, se considera a este
ultimo, como una poderosa sustancia neurotoxica y neuroexcitatoria que actua en el
sistema nervioso central de los mamiferos (Sperk, 1994), la principal cualidad que hace
al AK pertinentes para la investigacion de la epilepsia, es que induce un sindrome
caracterizado por el estado epiléptico limbico con el consiguiente dafio neuronal, similar
a la que se presenta en seres humanos con epilepsia del I6bulo temporal (Pollard et al.,
1993). Por lo tanto, su administracion induce un modelo similar a este tipo de epilepsia
(Nadler, 1981). La administracion de AK via sistémica o localmente y directmente en el
cerebro, permite sefalar que los cambios neuropatoldgicos son iguales en ambos casos
(Zimmermann, 1983). Dado que la actividad eléctrica del cerebro es muy sensible a la
ingesta de medicamentos, el propdsito de este estudio es determinar la eficacia con que
la CBZ disminuye los patrones epileptiformes producidos por la administracion de AK, y
al mismo tiempo, aumenta el umbral necesario para la crisis convulsiva. Debido al
hecho de que clinicamente la CBZ es uno de los farmacos mas utilizados para
contrarestar los ataques epilépticos, es importante evaluar el efecto farmacoldgico y la
actividad eléctrica de la CBZ en el cerebro, principalmente sobre el patréon de suefo-

vigilia suefio. Ademas, es relevante para evaluar la neuromorfologia y alteraciones
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producidas por el estado epiléptico inducido por AK como un modelo valido de epilepsia

del I6bulo temporal y la administracién previa de CBZ.
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JUSTIFICACION

Los problemas de epilepsia en el ambito de las pequefias especies, especificamente en
el area de perros, tiene una incidencia alta en perros de talla toy. Y una de las
problematicas en esos pacientes consiste en que después de un episodio de estos, el
paciente veterinario tiende a presentar suefio, reduciendo asi el contacto entre el perro
y su propietario, afectando no solo la calidad de vida del perro sino también afectando
esta relacion. En este sentido, se consider6 necesario realizar investigaciones de
ciencia basica, empleando modelos animales como la rata de laboratorio, a fin de
inducir en ellas la presencia de ataques epilépticos con CBZ, el cual es uno de los
farmacos mas usados en todo el mundo, con la intencion de evaluar el efecto del
farmaco sobre los patrones de sueno y establecer la correlacién farmacocinética y
farmacodinamica. Si se logra determinar el efecto que tiene la CBZ sobre los patrones
del suefio en modelos animales, estas investigaciones podrian traspolarse a la especie
canina y mejorar los ciclos y patrones del suefio en los pacientes caninos susceptibles

ataques epilépticos.
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HIPOTESIS

Existira una correlaciéon farmacocinética y farmacodinamia de la carbamazepina con

respecto a los patrones del suefio.
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OBJETIVOS

Determinar la correlacién farmacocinética y farmacodinamica de la carbamazepina
(CBZ) sobre los patrones del sueio en un modelo animal de epilepsia inducida con

acido kainico.

Objetivos Especificos

e Validar el método de cuantificacion de la CBZ.
e Determinar las curvas de calibraciéon de la CBZ.

* Determinar el area bajo la curva de la CBZ en sangre de rata.
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MATERIAL

* Material Biolégico
30 Ratas wistar

* Farmacos
carbamazepina
Ketamina
Xilacina
acido kainico
Oxcarbazepina
Etanol
carboximetilcelulosa al 5%
Yodo
Lidocaina al 10%
Furazolidona
acetonitrilo-agua (30 : 70% v/v)
diclorometano

* Material Para Bioterio
Luz
Lampara
Agua
Alimento en forma de Pellets
Cajas de policarbonato
Viruta de madera
Bebederos
Jabon neutro

* Material Para El Muestreo
Aparato de cirugia estereotaxico
Campo quirurgico estéril
Bisturi del numero 15
Tornillos quirdargicos (3x5 mm)
Cemento acrilico

Electrodos bipolares de acero inoxidable
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Acrilico dental
Nylon 2-0 no absorbible
Atomizador
Sonda gastrica
Canula de polietileno (PE-10)
Jaula
Hielo
Cromatografo de liquidos Perkin-Elmer LC-250 con un detector electroquimico metrohm
Inyector 510 U6-K
Una columna de fase inversa; pyBondapak C-18 de 3 cm de longitud y 3,9 mm de
diametroy 10 ym
Vortex
Centrifuga
Tubo de ensaye
Nitrégeno a 45°C
* Material Para Consulta
Articulos Cientificos
Internet
Base de Datos (PubMed, Medline, Redalic y Scopus)
Programa Microsoft Office Excel, Word

Programa Estadistico
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METODO

Numero de Animales y Localizacién.

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 280 gramos.
Los animales fueron mantenidos bajo condiciones controladas de bioterio a una
temperatura de 25 °C y humedad relativa de 40%, con ciclos luz-oscuridad 12/12. Su
alimentacion, fue a base de una dieta estandar y agua ad libitum. Ademas de ser
tratados de acuerdo a la Guia para el cuidado y uso de animales de experimentacion
(Zimmermann, 1983) y conforme a la Norma Oficial Mexicana Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0O-
1999).

Los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacion de 7 dias en una camara
para el registro del EEG sonoamortiguada, lo anterior, para realizar el estudio
polisomnografico. Posteriormente, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de
ketamina (35 mg/kg) y Xilacina (3 mg/kg). El efecto de la anestesia fue confirmado
mediante el grado de sensibilidad, el cual se llevo a cabo ejerciendo presién con una
pinza en el ultimo tercio de la cola de la rata. Posteriormente se lavo y afeité el area que
abarca desde el hueso frontal y hasta el hueso occipital del craneo de la rata para

posteriormente realizar una incision (Imagen 1).

-

Imagen 1.- Rasurado y embrocado de la parte dorsal del craneo en rata Wistar.
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Cada uno de los roedores incluidos en el estudio, fueron colocados en un equipo de

cirugia estereotaxica (Stoelting Corp., Wood Dale, IL) (Imagen 2).

Imagen 2.- Colocacion de un roedor en el equipo de cirugia estereotaxica.

En el area de la incision, fue aplicada una solucion antiséptica de yodo y posteriormente
se realiz6 una incision con un bisturi del numero 15 a fin de obtener un corte
craneocaudal. Una incision de aproximadamente 3,0 cm de longitud fue realizada sobre

la piel a nivel del hueso frontal y occipital (imagen 3,4).
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Imagen 3.- Incision en la parte Imagen 4.- Identificacion de la
dorsal del craneo para identificar union de suturas craneales
la unién de suturas craneales denominada “Bregma”.

denominada “Bregma”.

Una vez que el craneo fue expuesto, una sutura fue colocada en el craneo. Se colocé
un implante con un electrodo bipolar de acero inoxidable sobre la corteza
sensitivomotora para el registro electroencefalografico (EEG) (Imagen 5). Un tornillo
fue implantado en el servidor del craneo como una fuente de referencia indiferente. Los
electrodos fueron soldados a miniconectores y asegurados al craneo con acrilico dental
(Imagen 6). El procedimiento de implantacion de los electrodos se realiz6 conforme a lo

descrito previamente por Carvalho et al., 2016 y Jhaveri et al., 2008.
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Imagen 6.- Electrodo soldado y asegurado al craneo con acrilico dental.

Otros dos electrodos de acero inoxidable fueron colocados en los musculos del cuello
para el registro del electromiograma (EMG). La incisiéon fue suturada con nylon 2-0 no
absorbible, con una aguja (SC-26) (26 mm, 3/8 de punto de corte circulo inverso).
Durante la incision y sutura, se aplico lidocaina al 10% (cada 100 g contiene 10 g de
lidocaina base) con un atomizador (cada pulsacion de la valvula libera 10 mg).
Finalmente, se aplicé furazolidona con un atomizador durante 7 dias (cada 100 g
contiene 7,5 g furazolidona). Inmediatamente después de la recuperacién post-
operatoria de las ratas y hasta que se cumplieron 7 dias, los animales fueron colocados
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en la camara sonoamortiguada para la realizacion del registro del EEG. Durante el
tiempo de grabacion, las ratas tuvieron acceso libre a alimento y agua y no hubo

restriccion de movimientos.

Diseno experimental.

Las ratas fueron asignadas en dos grupos: G1: AK (n=10), los animales incluidos en
este grupo fueron sometidos a un registro control (EEG y EMG) durante 10 h (dia 0)
desde las 8:00 h y hasta las 18:00 h. El dia 1 (experimental) se administré6 AK a razén
de 10 mg/kg via subcutdnea (sc) de acuerdo a lo reportado por Sperk 1994, el
desencadenamiento de la crisis epiléptica inicio 30 minutos después de la
administracion del farmaco, y el registro del EEG se realizé durante 10 h, a fin de
evaluar el efecto de la AK. A partir del dia 2 (recuperacion) y hasta el dia 5 se realizaron
registros poligraficos durante 10 h (8:00-18:00 h), lo cual permiti6 observar la
recuperacion de las diferentes fases del ciclo suefo-vigilia. G2: CBZ AK (n=10), los
animales fueron sometidos desde el dia 0 a un registro control poligrafico durante 10 h
desde las 8:00 h y hasta las 18:00 h. El dia 1 (experimental), se les administro CBZ (20
mg/kg via IP, disuelto en etanol y carboximetilcelulosa al 5%) a través de una sonda
gastrica 30 minutos antes de la crisis epiléptica inducida por la administracion de AK (10
mg/kg via SC). Se realizé un registro del EEG durante 10 h (8:00-18:00 h) a fin de
cuantificar la intensidad y duracion de las crisis convulsivas. A partir del dia 2
(recuperacioén) y hasta el dia 5 considerado el fin del estudio, se llevaron a cabo 10 h de
registros del EEG (8:00-18:00 h), para vigilar cualquier otro efecto de la crisis

convulsiva.

Farmacocinética

Procedimiento

Un tercer grupo G3 (n=10), se usO para correlacionar las crisis epilépticas y la
farmacocinética de la CBZ, bajo anestesia general con ketamina (35 mg/kg) y Xilacina
(3 mg/kg), se realizd una cirugia en la cual se implanté una canula de polietileno (PE-
10) a nivel de la vena yugular, a fin de obtener las muestras de sangre y obtener los

datos para determinar la farmacocinética de la CBZ. Justo después de la cirugia se
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tomo una muestra basal, inmediatamente después, fue administrada la CBZ (25 mg/kg
via IP, disuelto en etanol y carboximetilcelulosa al 5%) y se tomaron muestras de 500
ML alos 10, 20, 40 minutos y 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 horas.

Identificacion de carbamazepina en plasma

La primera solucion fue preparada disolviendo CBZ y Oxcarbazepina en metanol hasta
tener una concentracion de 1 mg/mL de esta soluciéon desde la solucion y hasta la
dilucién de la fase movil.

Sistema cromatografico: Se utilizé un cromatégrafo de liquidos, el cual consto de una
bomba, un 510 U6-K inyector, una columna de fase inversa; uBondapak C-18 de 3 cm
de longitud y 3,9 mm de diametro y 10 ym de tamanio de particulas, todos conectados a
un detector ultravioleta de longitud de onda variable. La fase mdvil consisti6 en una
mezcla de acetonitrilo-agua (30: 70% v/v) se bombea a una velocidad de flujo de 2
ml/min. El tiempo de retencién de CBZ fue de 4,96 min, y para el estandar interno 3,47
min (Oxcarbazepina).

Meétodo de extraccion: Previo al analisis de cromatografia, cada una de las muestras de
plasma fueron procesadas con una técnica de extraccion que se basa en la diferencia
de solubilidad de los componentes de una mezcla en un disolvente. Este proceso
consistio en adicionar a cada muestra de 500 ul de plasma sanguineo, la cantidad de
100 pl de CBZ con cada una de las concentraciones de la curva (0,5, 1, 2, 5y 10 pl/ml),
100 ul de la oxcarbazepina en una concentracion de 10 ug/ml, y después 4 mL de
diclorometano. Esta solucion fue mezclada en un vortex a alta velocidad durante 2 min,
posteriormente las muestras fueron centrifugadas durante 20 minutos a 3500 rpm. La
capa acuosa fue aspirada y la fase organica fue transferida a un tubo de ensaye limpio
y evaporara por sequedad usando un evaporador de nitrogeno a 45°C. La muestra fue
reconstituida con 200 pl de oxcarbazepina y tan solo 100 pl fueron inyectados en el
sistema cromatografico. Todas las determinaciones se realizaron en un cuarto a

temperatura ambiente, con una longitud de onda de 215 nm.
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Analisis de datos de EEG

El analisis del suefio de cada una de las grabaciones poligrafica fue impreso y
posteriormente analizado visualmente de acuerdo a las técnicas de (Alfaro y Gonzalez,
2005). A continuacion, se explica brevemente la clasificacion de los hallazgos: vigilia (V)
que se caracteriza por la desincronizacion del EEG y la presencia de tono muscular
(EMG) que se acentua durante movimientos; el SOL que se caracteriza por la presencia
de husos de suefio (ondas lentas con tension superior a 75V) y disminucion en el
voltaje registrado en el EMG; y sMOR que se caracteriza por la desincronizacion del

EEG y ausencia de voltaje registrada en el EMG.

Analisis estadistico

Los valores promedio (mediaztSEM) fueron comparadas mediante un analisis de
varianza (ANOVA), posteriormente se realizarén las comparaciones entre los grupos

mediante una prueba de Tukey, p<0,01.
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LIMITE DE ESPACIO

El presente proyecto de investigacion se realizd en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion, ubicado en la Calzada México-Xochimilco 289, Arenal de Guadalupe,

Guadalupe Tlalpan, 14389 Tlalpan, CDMX
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LIMITE DE TIEMPO

Cronograma de actividades

Actividades realizadas Mayo | Junio | Julio | Agost| Septi | Octub
o embr re

Capacitacion
 Capacitacién y entrenamiento con el uso| X X
de distintos equipos

Estereotaxis X X

x
x

Cromatografia

Ejecucion de la fase experimental X X X

Monitoreo del analisis. X X
Analisis Estadistico X X

x

Elaboracion de tesis

Tramites en el departamento de evaluacion X
profesional
Obtencion del titulo X
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RESULTADOS

Bajo condiciones controladas, se identificd que en los animales del G1 AK (10 mg/kg)
presentaron las 3 fases del sueno (MOR, SOL, V). Durante el estado de vigilia los
animales presentaron diferentes tipos de comportamiento: exploracion, alimentacion,
ingesta de agua potable y acicalamiento. La actividad cerebral se caracterizd por
patrones de ondas de alta frecuencia y patrones de baja tension. EMG mostr6 actividad
eléctrica originada en los musculos del cuello, estos musculos presentarén un
incremento en el tono muscular.

Durante el suefo, la conducta observada fue la de un comportamiento pacifico. Las
ratas permanecieron sin actividad durante el SOL; cerraron los ojos sin movimiento
ocular, la actividad cerebral mostré patrones de ondas de baja frecuencia y patrones de
alta tension ademas de presentar tono muscular disminuido, no obstante, el EMG
estuvo presente. De acuerdo con lo que se observé durante la V, el sMOR seguido del
SOL y del EEG fue similar, no obstante, la actividad muscular permanecié ausente, con
excepcion de movimientos en las extremidades de las ratas de tipo mioclonias de forma
esporadica.

Bajo condiciones de experimentacion controlada, desde las 10 h de iniciado el registro,
las ratas permanecieron en V 182.72+27.8 min, SOL 412.41+29 min y en sMOR
70.51£8.3 min. El tiempo total en que los animales estuvieron durmiendo corresponde al
68 %, de los cuales el 9% fue de sMOR y el 59% suefo SOL. El sMOR sodlo se
presentd después del suefio SOL y nunca posterior ala V.

El AK induce de manera progresiva alteraciones motoras como son inclinacion de la
cabeza, masticacion acompafiada de temblor del cuerpo y cabeza (sacudidas como
"perro mojado"). La proxima crisis generalizada aparecio, esta conducta fue
acompanada por una intensa salivacion. Durante varias horas los animales presentaron
descargas recurrentes hasta que estos disminuyeron al final del periodo de registro, los
animales permanecieron en V durante todo el periodo de registro, lo cual ocasiono
agotamiento fisico en los animales. Ambos, el sSMOR y SOL permanecieron totalmente
ausentes (Figura 7). Para el dia 2, se observo la recuperacion de SOL, pues esta
aparecio (Figura 8) pero no fue, sino hasta el dia 4 en que se volvidé a registrar sus

niveles normales, y al mismo tiempo V disminuyeron progresivamente (Figura 7).
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EFECTO DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
SOBRE LA VIGILIA
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Figura 7. Actividad de las crisis epilépticas. Los animales fueron sometidos a un periodo
de registro de 10 h. El dia 1 de la administracién del AK, los animales permanecieron en
V durante el periodo total de registro (10 h). El tiempo gastado en V disminuy6 desde el
dia 2 y hasta el dia 5 (n=10, EEMz std *p<0.01, **p<0,001).

El sMOR se mantuvo ausente desde el dia 1 hasta el dia 3 (Figura 8) mostrando una
recuperacion en el dia 4 (Figura 9), pero no fue sino hasta el dia 5 que llegé a sus

niveles normales.
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EFECTO DE LA CBZ MAS AK SOBRE LOS
DIFERENTES ESTADOS DE VIGILANCIA
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Figura 8. Se muestra el segundo dia de registro. Fases del ciclo sueno-vigilia del grupo
2 (CBZ+AK). Las barras blancas representan los niveles del grupo control y barras
negras niveles experimentales. En el grafico puede apreciarse la falta de sMOR. Vigilia
(V), el sueno de onda lenta (SOL), suefio con movimientos oculares rapidos (MOR.
(n=10, EEMzstd *p<0.01, **p<0,001).

El dia 5 las tres fases del suefo alcanzado los niveles de control. Un hallazgo
interesante es el hecho de que el sMOR no exhibe un aumento compensatorio,

contrario a lo esperado después de un largo periodo de inhibicion.

REGISTRO CON CBZ MAS AK AL TERCER DiA DE
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Figura 9. Cuarto dia registro, tercer dia de recuperacion. Se muestran las fases del ciclo
sueno-vigilia del grupo 2 (CBZ+AK). Barras blancas representan los niveles de control y

Alberto Daniel Pedroza Aguilar
Pagina 41



CORRELACION FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMICA DE LA CARBAMAZEPINA SOBRE LOS PATRONES DEL SUENO
EN UN MODELO ANIMAL DE EPILEPSIA

barras oscuras los niveles experimentales. Vigilia (V), el suefio de onda lenta (SOL), se
puede apreciar la recuperacion del suefio MOR. (n=10, SEM = std *p<0.01, **p<0,001).

Efecto de la Carbamazepina y acido kainico sobre los patrones del suefio

Los datos mostraron que la crisis epiléptica inducida por la administracién de AK no
afectaban la organizaciones de los patrones de suefo. Por otro lado, la CBZ (20
mg/kg), ejerce un efecto de recuperacion a lo largo de los patrones de suefo cuando se
administra antes del AK. El dia 1 del SOL estuvo presente, pero con una reduccion del
28% respecto a las observaciones reportadas en el grupo control, hubo un aumento de
la V de 28% con respecto a los animales del grupo control. Cabe resaltar que las crisis
epilépticas disminuyerdn a partir de la 3ra y 4ta hora posteriores a la administracion del
farmaco. Ambas, el EEG y EMG mostrardn diferencias notables cuando se realizaron
comparaciones con los resultados de los animales incluidos en el G1 (Figura 7).

El sMOR estaba inhibido durante el dia 1 y el dia 3, el dia 4, alcanzando niveles de
control. También en el dia 4, V alcanzé sus niveles normales y SOL aumentado pero sin
alcanzar los niveles normales (Figura 9). Vale la pena notar que en G2 el aumento
compensatorio de sMOR no estuvo presente.

Farmacocinética

Validacion del método de cuantificacion de CBZ.

La linealidad del método fue obtenido mediante el analisis de muestras de plasma
sanguineo que contiene la solucion estandar de drogas en concentraciones de 0,22 - 5
pI/mL de acuerdo a pruebas piloto. Se eligieron cinco puntos (0.22, 0.50, 1, 2 y 5 pl/mL)
y cinco de las determinaciones fueron hechas para cada punto. La cuantificacién se
realizd por el método del patrén interno; la relacion entre las alturas de CBZ y el patron
interno fueron medidas. Para la preparacion de la solucion madre, partimos de
soluciones estandar de CBZ en una concentraciéon de 1 mg/mL, la cual se disuelve en
etanol de cromatografia. A partir de estos, las soluciones requeridas para la curva de
calibracion fueron preparadas por medio de diluciones con fase moévil, en los rangos

antes mencionados.

Curvas de calibracion.
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Para obtener la calibracion empleamos un 100 yL de muestra de sangre con 60 puL/mL
del estandar interno para cada concentracién (0.22, 0.50, 1, 2 y 5 yL/mL CBZ). La figura
10 ilustra la relacion picos (la altura del pico de CBZ/altura del estandar interno) como
una funcion de la concentracion en sangre de CBZ, también la ecuacion de la linea de

ajuste de datos experimentales con un alto grado de correlacion.

Concentracion Nominal | Media Concentracion Precision RD Precision
(Hg/ml) (Hg/ml) (%) CV (%)

0.22 0.20 + 0.008 90.91 9.40

0.50 0.5026 + 0.016 101.12 7.99

1 1.05 £ 0.033 105 7.81

2 2.04 +0.071 102 8.59

5 5.00 + 0.087 100 4.28

Cuadro 1. Coeficiente de variacion y exactitud del método empleado para la
determinacion de CBZ en sangre. Los datos se expresan como EEMzstd.
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Figura 10. Curva de calibracion de la CBZ. C/E.l. es el coeficiente de altura de los picos
cromatograficos de la CBZ sobre el estandar interno. Cada punto es el promedio * error estandar

de 8 determinaciones.

La figura 11 muestra los datos farmacocinéticos de CBZ (25 mg/kg) muestra los
promedios (EEM+SD) de las concentraciones sanguineas expresada en pg/mL en
funcidn del tiempo. La cinética de CBZ sufre una abrupta caida para luego ascender
progresivamente. Los parametros farmacocinéticos comprenden el area bajo la curva
(AUC).
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Figura 11. Cursos temporales de las concentraciones sanguineas de CBZ administrada. Cada
punto representa el promedio + error estandar de seis determinaciones.

En cada grafico, se obtuvieron la Cmax y el t max. El AUC fue calculado mediante el
método trapezoidal (Rowland y Tozer, 1989) hasta el ultimo punto simple. Los

parametros farmacocinéticos fueron calculados en forma independiente segun Gibaldi.
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DISCUSION

PATRONES DE SUENO

Los resultados mostraron que durante el estado agudo de la administracion del AK, los
patrones de suefio son fuertemente alterados en este modelo animal de epilepsia del
I6bulo temporal. Se observé que los animales permanecieron en vigilia después de la
administraciéon del AK, con la aparicion de los primeros sintomas de las crisis
convulsivas. En tanto que el SOL y el suefio MOR fueron completamente inhibidos
durante un periodo relativamente largo. Los efectos provocados por las crisis epilépticas
inducidas por el AK son similares a lo que se ha descrito en trabajos previos (Benary et
al., 1979, Lothmann y Collins, 1981, Gonzalez-Maciel et al., 2000). Estos resultados son
muy similares a lo que ocurre en el humano en la epilepsia del |6bulo temporal,
provocando un estatus epilpticus agudo (Nadler et al., 1978, Sloviter, 1987).

Sabemos que el AK ejerce una accién excitadora sobre los receptores al kainato
(Ferkany et al., 1982; Koéhler et al., 1993). Se ha observado que durante la
administracion aguda del AK se libera glutamato en el area del hipocampo (Lehmann et
al., 1981; Wade et al., 1987). Un marcado decremento en la enzima (glutamato
descarboxilasa) que cataliza para la formacion del acido gama amino-butirico (GABA),
se ha encontrado en diferentes areas del cerebro como; amigdala, corteza piriforme,
septum lateral y el hipocampo. Estas observaciones apoyan la hipotesis de que la
epilepsia puede estar relacionada con un mal funcionamiento del sistema gabaérgico
(Houser, 1991). Esto puede explicar en parte los efectos negativos sobre el suefio,
observados durante las descargas epilépticas inducidas por la administracion del AK, ya
que es sabido que el GABA juega un papel importante en la regulacion del ciclo suefo-
vigilia. Particularmente la estimulacién del receptor al GABA tipo “A” incrementa el
tiempo empleado en el suefio (Mendelson y Monti, 1993).

Aunque la desorganizacion del suefio puede relacionarse a la incidencia de las crisis
epilépticas, el origen de esos cambios aun no esta claro.

Las anormalidades mas importantes del suefio ocurren durante las crisis generalizadas.
Sin embargo, persisten alteraciones del suefio durante varios dias aun después de que

no existen crisis convulsivas.
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Es interesante desde el punto de vista experimental el papel que juega el nucleo Locus
coeruleus, estructura relacionada con la regulacion del suefio MOR, cuando es
destruido, causa disminucion en esta fase del suefo junto con una susceptibilidad al
incremento de la actividad de las crisis epilépticas. Es probable que el AK pueda causar
una transitoria inhibicién del locus coeruleus, ya que se ha observado una relacién entre
las estructuras hipocampicas y éste, ademas de un posible papel de modulador del
hipocampo durante el suefio MOR (Arias et al., 1970). Estos argumentos favorecen la
relacion que existe entre una incidencia de las crisis generalizadas y la disminucién del
suefio MOR.

La inhibicion de ambas fases del suefio (SOL y MOR) después de la administracion del
AK se ha asociado a la repeticién del complejo de ataques parciales o secundarios a las
crisis generalizadas desencadenadas por el AK. Sin embargo la reduccion del suefo
MOR puede ser facilitada tanto por la recurrencia de las crisis asi como las crisis
generalizadas. Aunque la disminucion del suefio MOR y el incremento de la vigilia, se
puede explicar como un disturbio en los procesos fisiolégicos, desencadenados por
ambos tipos de crisis.

Como se describié previamente, la organizacion nictemeral del suefo y la vigilia juega
un papel importante en la incidencia de las crisis epilépticas (Bazil et al., 2000,
Mcnamara y Shin, 1994, Malow et al., 1998). Se ha mostrado que los patrones de
sueno responden de manera diferente a los diferentes tipos de crisis (Samaritano et al.,
1991, Roberts, 1998). El suefio facilita la epilepsia del l6bulo temporal, por lo tanto la
epilepsia originada en ésta region, es considerada como una epilepsia del suefio
nocturno (Malow et al., 1998, Samaritano et al., 1991, Crespel et al., 2000).

Por otro lado, a pesar de los numerosos estudios que relacionan las crisis epilépticas al
sueno, hay pocos reportes que describen la posible influencia ejercida por las crisis
epilépticas sobre la organizacion del suefio. En el modelo de epilepsia del |6bulo
temporal que implementamos, observamos una desorganizacion significativa del ciclo
sueno-vigilia, involucrando tanto a la fase de SOL como al suefio MOR. Estos hallazgos
concuerdan parcialmente con los obtenidos de registros de suefio llevados a cabo en
pacientes, inmediatamente después de una crisis generalizada, donde se observa una
disminucién transitoria de suefio MOR (Bazil et al., 2000). Una disminucién similar ha

sido descrita en modelos experimentales de epilepsia del |6bulo temporal, donde la
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actividad epiléptica fue provocada por estimulacion eléctrica aplicada sobre la amigdala
o el hipocampo (Coenen, 1995, Schliebs et al., 1989). Se ha observado que la
disminucién en la cantidad de suefio MOR persistio, aunque después de la estimulacién
eléctrica ces6 (Degen y Rodin, 1991; Frank et al., 1997). Efectos similares los
observamos en nuestro modelo experimental, donde la inhibiciéon del sueho persistio
algun tiempo, aunque después, la conducta y las alteraciones electrograficas
provocadas por las crisis epilépticas desaparecieron. Esto sugiere que la inhibicion del
sueno y un largo periodo de insomnio, no es solo debido a los efectos fisicos de la
estimulacion eléctrica o a una inmediata accion farmacolégica, inducida por la
administracion del AK, probablemente se deba también a una accién ejercida sobre los
mecanismos neurofisiolégicos que regulan al ciclo suefo-vigilia, como es la Formacion
Reticular Pontina. Es interesante, también desde el punto de vista fisiopatolégico ver
que la reduccién del suefio inducido por las crisis epilépticas, no produce un incremento
compensatorio, como normalmente se observa cuando se priva de suefio por otros
métodos (Degen y Rodin, 1991).

Nuestros resultados mostraron que las crisis epilépticas inducen una total inhibicién del
sueno, tanto del SOL como del suefio MOR, el primer dia experimental después de la
aplicacion solo del acido kainico. Este efecto fue parcialmente revertido cuando a otro
grupo de animales se les administré primero carbamazepina seguida de la aplicacion
del convulsivante, ya que los animales solo presentaron SOL.

En relacion a lo anterior sabemos que varios neurotrasmisores estan relacionados con
el disparo y mantenimiento del suefio. Por diversos estudios experimentales se sabe
que la 5-HT esta involucrada en la regulacion de funciones como la memoria, el
aprendizaje y el suefo (Trulson et al., 1981; Lydic et al., 1987, Steriade y McCarley,
1990), datos neurofisioldgicos han mostrado que las células del Nucleo rafe dorsal
(NRD) descargan al maximo durante la vigilia y disminuyen durante el suefio,
alcanzando valores minimos durante el sueinio MOR (Sakai, 1984). Se ha relacionado al
rafe con el establecimiento del SOL (Cespuglio 1990), el suefio MOR depende de la
actividad serotoninérgica presente en la vigilia que promueve la formacién de péptidos
hipotalamicos hipofisiarios donde se integran los mecanismos del suefio MOR. En lo
que respecta al sueiio MOR cabe sefialar que, en la regidn pontina del tallo cerebral, se

localizan varios nucleos celulares que generan los diferentes componentes del suefio
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MOR, como el locus coeruleus principal productor de noradrenalina a nivel pontino, la
cual provoca hiperpolarizacion de las motoneuronas y con ello la inhibicidn del tono
muscular (Sakai, 1991). De acuerdo con el modelo de interaccion reciproca de Hobson
y McCarley (1975), la ocurrencia de los estados de suefio es controlada por dos grupos
de neuronas, que se encuentran en la fromacion reticular del tallo cerebral; neuronas
REM-ON colinérgicas en regmento laterodorsal, localizadas en nucleos Tegmentales,el
Tegmental Laterodorsal (TLD) y el Pedunculo Pontino (TPP) y las REM-OFF, neuronas
monoaminérgicas que incluyen a la 5-HT y la NA, la primera proviene principalmente
del rafé dorsal y la segunda del Locus Coeruleus (Sakai, 1991; Majumdar y Malik 1991).
Apoyando esta hipotesis se sabe que la acetilcolina (Ach), juega un papel primordial en
la generacion del suefio MOR. Se ha mostrado que las principales estructuras
encargadas del disparo y mantenimiento del MOR se encuentran en los nucleos
Tegmentales colinérgicos (TLD y TPP) (Koyama y Sakai, 1992).

Estos antecedentes apoyan los resultados del presente trabajo ya que las alteraciones
que se han observado en estos neurotrasmisores ya se han reportado por otros
autores, donde han encontrado que la microinyeccion de AK en el nucleo rafe dorsal
(NRD), causa insomnio inmediatamente. Estos resultados indican que la modulacion del
NRD en el sueio es parcialmente mediada por la proyeccidén serotoninérgica del NRD
sobre la amigdala basolateral (Gao et al., 2002). Estos decrementos de 5-HT, han sido
ampliamente descritos despues de la administracion del AK tanto sistémica como
localmente, (Sperk et al., 1985; Sperk, 1994), ademas se ha reportado un incremento
en el recambio de 5HT asi como de la DA, aumentando la concentracion del metabolito
5-HIAA y HVA respectivamente, después de la administracion de AK, (Anderson y cols,
1980; Braszko y cols, 1983; Sperk., 1994; Osorio et al., 2003), Aunque se ha reportado
un marcado decremento de NA después de la administracién de AK (Sperk, 1993). Por
lo que se refiere a la ACh se ha reportado una disminucion en la actividad de la aceti
colinesterasa (Heggli et al., 1981) y una reduccion de la captura de alta afinidad de la
colina (Schliebs et al., 1989). Esto explicaria lo enontrado por nosotros en lo que
respecta a las alteraciones tanto del SOL, asi como del sueiio MOR.

Sin embargo al administrar la CBZ antes del AK, encontramos una recuperacion,
primero del SOL y un dia después del sueiio MOR, reportes de administracion de

diferentes anticonvulsivantes en animales a los cuales se les habia provocado crisis
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convulsivas, entre ellos CBZ, encontraron un incremento significativo en el contenido de
todas las monoaminas y sus metabolitos (Kosacheva et al., 1998). Por otro lado se ha
reportado que el acido valpréico y la carbamazepina incrementaron las concentraciones
de dopamina extracelular en corteza media prefrontal en rata (Ichiwa y Meltzer, 1999).
Se ha observado un efecto analgésico causado por la administracion de CBZ el cual ha
sido atribuido al incremento en las concentraciones de serotonina cerebral que esta
involucrada en el control de la transmisién del dolor (Gao et al., 2002), En otro estudio
realizado en ratas encontraron que después de la exposicion a CBZ, las
concentraciones de NA, se elevaron en corteza motora y el cerebelo, mientras que las
concentraciones de DA disminuyeron en dichas regiones; sin embargo, las
concentraciones de DA se incrementaron en el hipocampo y las concentraciones de 5-
HT se incrementd en el tallo cerebral. Estos resultados sugieren que la carbamazepina
puede mediar el efecto anticonvulsivante por alteraciones diferenciales en las
concentraciones de monoaminas en regiones discretas del cerebro (Baf et al., 1994).
También se ha reportado un aumento de la 5-HT dosis-dependiente de la CBZ (Olpe et
al., 1983; Kawata et al., 2001) En lo referente al 5-HTP, la carbamazepina fue el unico
anticonvulsivante que produjo una activacion dosis-dependiente en las células
ramificadas del locus coeruleus (Elphick et al., 1990), en ratas GEPR-3. La CBZ y la
antiepilepsirina fueron efectivos ya, que favorecen la transmisidon serotoninérgica, la
cual puede contribuir al efecto anticonvulsivante de estos farmacos (Yan et al., 1992).
Otros autores encuentran un incremento en los niveles de ACh en el cerebro de ratas a
las cuales se les han administrado dosis terapéuticas de CBZ, asi como incremento del
recambio de 5-HT y DA en el hipocampo, los autores concluyen en que estos
incrementos producen un mejoramiento en la memoria y el aprendizaje (Sudha et al.,
1995).

Es evidente que la CBZ favorece la recuperacion de los neurotrasmisores
relacionados con el ciclo suefio-vigilia, lo cual nos lleva a resaltar la importancia que
existe entre las estructuras reportadas como responsables del suefio con las

estructuras relacionadas con el sistema limbico.
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CONCLUSION

Existe una correlacion entre la farmacocinética de la CBZ y la farmacodinamia

Las crisis epilépticas inducen una total inhibicién del suefio (SOL y sueiio MOR) durante

el 1er. Dia experimental

La administracién de CBZ disminuye la severidad de las crisis convulsivas favoreciendo
la recuperacion del SOL, aunque la fase de suefio MOR permanece inhibida, por lo que

se observa una recuperacion parcial del suefio.

No se observo efecto de rebote compensatorio de suefio MOR como se presenta

cuando se inhibe esta fase de sueno por otros modelos.

La disminucién del sueiio MOR asi como el incremento de la vigilia se puede explicar
como un disturbio en los procesos fisioldgicos desencadenados por las crisis

recurrentes, asi como por las crisis generalizadas.
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SUGERENCIAS

El conocer si los desérdenes en el suefio son provocados por los eventos repetitivos
derivados de las crisis epilépticas 6 si éstas son consecuencia del proceso de
fragmentacion o del empobrecimiento de la calidad del suefo, es importante para
dilucidar los mecanismos fisiolégicos y de tratamiento de éste y probablemente de otros

problemas clinicos que estan directa o indirectamente relacionados con los fenémenos

que ocurren durante el sueio.
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GLOSARIO:
AED: farmacos antiepilépticos
AK: acido kainico
CBZ: carbamazepina
ECA: ensayos controlados con placebo
EEG: por sus siglas Electroencefalograma
REM:reduccion del suefio
EKG: Electrocardiograma
EMG: Electromiograma
EOG: Electrooculograma
EOGizq: Electrodos oculares, ojo izquierdo
EOGder : Electrodos oculares ojo derecho
IP: intra peritonial
MOR: Suefo paradojico o sueiio de movimientos oculares rapidos
NACL: por sus siglas, cloruro de sodio
NMOR: Suefio sin movimientos oculares
PE-10: polietileno
PS: sueno paraddjico
RPSG: Registro Polisomnografico
SC: subcutanea
SNC: sistema nervioso central
SNC: Sistema nervioso central
SOL: Suefio de Ondas Lentas

SP: Suefo Paraddjico

V: Vigilia
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