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Resumen 6

Resumen

Evaluacién del efecto coadyuvante de 2H-cromen-2-ona para la prevencién de

convulsiones inducidas experimentalmente en ratones de laboratorio

La epilepsia es una enfermedad potencialmente neurodegenerativa cronica que afecta a
humanos y animales. La mayoria de los pacientes requieren la prescripcion de farmacos
antiepilépticos (FAE), no obstante, alrededor del 30% de ellos no presentan resolucion
completa de sus convulsiones, por lo que se categorizan como pacientes refractarios, es
decir, individuos que a pesar de tener un régimen médico no tienen control de estas.
Dicha condicion hace que su calidad de vida se afecte.

Por dicha particularidad de resistencia farmacolégica, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto como coadyuvante de cumarina (2H-cromen-2-ona) en la prevencién de
convulsiones. En este trabajo se evalud la respuesta por parte de ratones de laboratorios
en modelos de inducciéon de convulsion bajo los efectos de farmacos antiepilépticos
como lo fueron carbamazepina, acido valproico y levetiracetam, el uso de cumarina y la
combinacién de farmaco y cumarina, en estimulos de electroshock de alta intensidad
(MES), modelo de baja frecuencia (6 Hz) e inducciéon quimica con pentilentetrazol (PTZ),
adicionalmente se evalu6 la neurotoxicidad aguda mediante la prueba de eje rodante
(Rotarod).

De la evaluacidon de cumarina (2H-cromen-2-ona), en primer lugar, en la prueba de eje
rodante, se encontré que no hubo una alteracion significativa en la motricidad de los
individuos. En cuanto a los datos obtenidos en los ensayos de induccién de convulsion
se pudo determinar que la combinacién de carbamazepina y cumarina tuvo un potencial
efecto anticonvulsivante en el modelo de MES, para los otros modelos se encontré una

significancia menor con respecto al de MES.



Los datos proporcionados en el documento sugieren que el uso en combinacion de
cumarina (2H-cromen-2-ona) con farmacos prototipo de primera linea en modelos de

ratones, ejerceria efectos anticonvulsivantes y un posible efecto sinérgico.

Palabras clave: Epilepsia, cumarina, pentilentetrazol, MES, 6 Hz, convulsién,

anticonvulsivo.
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Abstract

Evaluation of the adjuvant effect of (2H-chromen-2-one) for the prevention of

experimentally induced seizures in laboratory mice.

Epilepsy is a potentially chronic neurodegenerative disease that affects humans and
animals. The majority of patients require the prescription of antiepileptic drugs (AEDSs).
However, around 30% of them do not present complete resolution of their seizures, which
is why they are categorized as refractory patients, that is, individuals who, despite having

a medical regimen, have no control over these. This condition affects their quality of life.

Due to this particularity of pharmacological resistance, the goal of this work was to
evaluate the effect of coumarin (2H-chromen-2-one) as an adjuvant in the prevention of
seizures. In this work, the response of laboratory mice in models of seizure induction
under the effects of antiepileptic drugs such as carbamazepine, valproic acid, and
levetiracetam, the use of coumarin and the combination of drug and coumarin, was
evaluated in stimulation high-intensity electroshock (MES), low-frequency model (6 Hz),
and chemical induction with pentylenetetrazol (PTZ), additionally acute neurotoxicity was

evaluated using the rolling axis test (Rotarod).

From the evaluation of coumarin (2H-chromen-2-one), first of all, in the rolling axis test, it
was found that there was no significant alteration in the motor skills of the individuals.
Regarding the data obtained in the seizure induction trials, it was possible to determine
that the combination of carbamazepine and coumarin had a potential anticonvulsant
effect in the MES model, lower significance was found at the other models concerning the
MES model.

The data provided in the document suggest that the use of coumarin (2H-chromen-2-one)
in combination with first-line prototype drugs in mouse models would exert anticonvulsant

effects and a possible synergistic effect.


https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/evaluation
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/of
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/the
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/effect
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/of
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/one
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/for
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/the
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/prevention
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/of
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/experimentally
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/in
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/laboratory
https://dictionary.cambridge.org/es/diccionario/ingles-espanol/mice

Keywords: Epilepsy, coumarin, pentylenetetrazole, MES, 6 Hz, seizure,

anticonvulsant.
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Introduccion

Para la OMS la epilepsia es un trastorno neurolégico no transmisible del cerebro, que
puede afectar a personas de todas las edades, por lo que tiene un impacto en la calidad
de la vida del paciente. En el 2017 el Ministerio de Salud y Proteccién Social reporté que
el 1.3% de la poblacion colombiana padece de esta patologia. Los pacientes
diagnosticados suelen presentar convulsiones (contracciones y relajaciones musculares
rapidas y repetidas), de caracter cronico, recurrente y paroxistico, con compromiso
parcial o total de la musculatura esquelética, que pueden llevar a deterioro neurolégico
progresivo. Adicionalmente esta alteracion no es exclusiva de los humanos; se ha
reportado un 14% en consultas neurologicas en el area de la medicina veterinaria. (Goiz,
2008).

En la actualidad se realizan tratamientos médicos en los cuales se utilizan farmacos
conocidos como antiepilépticos o anticonvulsivantes (FAE), con los que se busca prevenir
la aparicion de las crisis, o al menos, en pacientes de dificil manejo, disminuir la
frecuencia y duracion. En la mayoria de los casos, una monoterapia adecuada es
suficiente para controlar el trastorno epiléptico, pero se conoce que entre un 20 a 40% de

pacientes requieren tratamientos combinados. (Kwan et al., 2010)I

La busqueda de nuevas moléculas que sirvan de terapia para los trastornos epilépticos
data de tiempos antiguos, no obstante, posiblemente con la notable excepcion de
cannabidiol, no se dispone aun de moléculas de origen natural que hayan superado la
fase clinica de experimentacion (Aghdash, 2021; Golub et al.,, 2021). Esto puede
deberse en parte al poco interés que despierta en la industria farmacéutica la
investigacion en productos naturales mientras no se identifiquen compuestos novedosos
quimicamente susceptibles de proteccion comercial. Por eso, es la academia la llamada

a desarrollar el campo de investigacion en “principios naturales bioactivos”, incluyendo
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aquéllos compuestos ya identificados quimicamente, con eventual aplicacién en

farmacoterapia (Buntin et al., 2021; Frearson et al, 2010).

Desde el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia se han
adelantado estudios con diversas especies con posible actividad anticonvulsivante,
entre las que se destaca Hygrophylla tyttha, la cual en estudios previos mostré efectos
protectores en modelos de tamizado en ratones de laboratorio y de la que se aislo
cumarina como metabolito activo (Ariza, 2006). En este trabajo se busca avanzar en
esta linea de investigacion, examinando el posible efecto coadyuvante de cumarina
(2H-cromen-2-ona), administrado en combinacién con agentes anticonvulsivantes de

referencia.

Considerando la importancia que tiene actualmente la terapia combinada como enfoque
terapéutico para trastornos epilépticos, particularmente en el escenario de la
refractariedad, esta investigacién pretende aportar al estudio de cumarina como
eventual agente coadyuvante en la terapia farmacoldgica anticonvulsivante, a través de

modelos experimentales de convulsion en ratones de laboratorio.

El interés es explorar el papel coadyuvante de cumarina, como potencial abordaje
farmacoldgico de la epilepsia, puesto que suele ser insuficiente el control completo de las
crisis en un porcentaje significativo de pacientes (German, 2010); por otro lado, el uso
concomitante de otros agentes activos podria llevar a la disminucién de la dosis de los
tratamientos ya existentes, y con ello, a reducir el amplio perfil de efectos adversos,

problema que, entre otros, afecta la calidad de vida del paciente con epilepsia.

El examen del efecto combinado (coadyuvante) de cumarina en modelos experimentales
de convulsion en ratones busca avanzar en la linea de investigacion previa en la que se
detectd este compuesto como molécula de interés farmacoldgico potencial en el campo
de la epilepsia, aislada e identificada en una planta medicinal, Hygrophylla tyttha (Ariza,
2007).
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Objetivo general

Evaluar el efecto coadyuvante de cumarina (2H-cromen-2-ona) en la prevencion de

convulsiones inducidas experimentalmente en ratones de laboratorio

o Objetivos especificos:

o Determinar si la cumarina ejerce efectos coadyuvantes con carbamazepina en un
modelo de convulsiones tonicas-clonicas generalizadas en ratones de laboratorio.

e Determinar si la cumarina ejerce efectos coadyuvantes con acido valproico en un
modelo de crisis de ausencia en ratones de laboratorio.

e Determinar si la cumarina ejerce efectos coadyuvantes con levetiracetam en un
modelo de crisis refractaria en ratones de laboratorio.
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1. Marco Teodrico

Esta seccidn se enfoca en la descripcion de la epilepsia, su clasificacion, los tratamientos
actuales y su evolucion. Adicionalmente, se describe la estructura, su potencial

farmacoldgico y los posibles efectos adversos de las cumarinas.

1.1 Epilepsia

Epilepsia es el nombre que se le acufié al trastorno neurolégico en el que predomina la
interrupcion frecuente e impredecible de la funcidn normal del sistema nervioso central
(SNC). La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) y la Oficina Internacional para la
Epilepsia, hicieron ajustes a las definiciones para hacerlas mas practicas y aplicables en
el entorno médico y no médico. Por lo cual se denominé como “crisis epiléptica” a la
presencia de forma transitoria de signos y/o sintomas inducidos por anomalias en la
actividad neuroldgica de manera excesiva o simultdnea en el cerebro. “La epilepsia” es
un trastorno cerebral, caracterizado por predisposicion a la aparicion de crisis epilépticas
continuas, también se especifica que para considerarse epilepsia deben presentar al

menos una crisis epiléptica (Fisher et al, 2014).

Tabla 1-1. Definicién clinica operativa (practica) de la epilepsia.

La epilepsia es una enfermedad cerebral que se define por cualquiera de las siguientes circunstancias:
1. Al menos dos crisis no provocadas (o reflejas) con >24 h de separacién
2. Una crisis no provocada (o refleja) y una probabilidad de presentar nuevas crisis durante los 10 afios siguientes similar al riesgo
general de recurrencia (al menos el 60 %) tras la aparicion de dos crisis no provocadas
3. Diagnéstico de un sindrome de epilepsia

Se considera que la epilepsia esta resuelta en los sujetos con un sindrome epiléptico dependiente de la edad que han superado la
edad correspondiente o en aquellos que se han mantenido sin crisis durante los 10 Gltimos afos y que no han tomado medicacion
antiepiléptica durante al menos los 5 Gltimos afos.

Fuente: Fisher et al., 2014
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En la actualidad se reconocen como factores que precipitan la aparicion de las
convulsiones, en las que estan incluidos la privacion del suefio, el estrés emocional,
enfermedades infecciosas, ciclo menstrual y el consumo de alcohol (lllingworth et al.,
2014). Ademas, la prevalencia y la naturaleza de los factores desencadenantes en
pacientes humanos con epilepsia se ha correlacionado con la edad, el género y el tipo de

convulsion (Wassenaar et al., 2014, Balamurugan et al., 2013).

Por lo descrito anteriormente, se destaca la importancia del tratamiento para la epilepsia,
siendo hoy en dia la primera linea de accion la prescripcion de farmacos
anticonvulsivantes o antiepilépticos también conocidos como FAE por sus siglas, el fin del
tratamiento es la reduccién de la frecuencia y el control de las convulsiones. Cabe
destacar que los farmacos anticonvulsivantes (FAE) no tienen el potencial de curar, pero
si tienen la capacidad farmacoldgica de controlar la presencia de convulsiones en casos
de uso continuo y siguiendo un régimen frecuente, por lo que es de administracién diaria
con intervalos que varian segun la vida media de cada FAE, los cuales se encuentran
entre 8 a 24 horas (Eadie, 1999). Sin embargo, se presentan casos en los cuales no hay
control de las convulsiones, a nivel estadistico se conoce que alrededor de un tercio de
los pacientes tratados farmacolégicamente padecen farmacorresistencia, siendo esta la
condicién de incapacidad de controlar sus crisis, aunque se encuentre bajo prescripcion
(monoterapia o terapia combinada) (Kwan et al., 2010). Complementando la anterior
condicion, no se ha identificado un farmaco con la capacidad de prevenir el desarrollo de
la epilepsia, caso particular aquellos pacientes que han sufrido lesiones cerebrales como

lo son los traumas craneales (Schachter, 2002).

Por lo tanto, el campo de la investigacién ha tenido 3 puntos importantes para mejorar la
terapia antiepiléptica como lo son: comprender mejor los procesos que desencadenan los
episodios convulsivos, reconocer los mecanismos biolégicos determinantes de la
farmacorresistencia y desarrollar terapias modificadas enfocadas en inhibir el avance de

la epilepsia (Stables et al., 2003).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2007.01093.x#b80
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1.1.1. Clasificacion de las convulsiones:

La epilepsia se ha clasificado en 4 principales tipos que son:

Focal

Generalizada

Combinacion de focal y generalizada
Desconocido

Tabla 1-2. Clasificacion del tipo de convulsion (Version ampliada).

[ Inicio Focal ] { Inicio Generalizado ] [ Inicio Desconocido }
Conciencia Conciencia ﬁﬂotora
preservada alterada Ténica clénica
Clénica _ Motor
. s Tonica— Clénica
/ . \ Ténica Otro M
Inicio motor Miocldnica tro Motor
Automatismos . . . No motor
Mioclénica-ténica- ..

4 2 Detencidn del
Atonica clonica -
Clénica e o comportamiento

2 Mioclénica-atonica
Espasmo epiléptico Aténica
Hlperqm_nenca Espasmo epiléptico
Mioclénica { No Clasificada® ]
Ténica No motora
.. (ausencia)
Inicio r?o motor Tipica
Autonoln’mca Atipica
Detencion del Mioclénica
comportamiento wioclonia palpebrey
Cognitiva
Emocional
\Sensorial /
Focal a bilateral
Ténica - Clénica

Fuente: Realizada por ILAE (Berg et al., 2010).
La clasificacion de la epilepsia se ha basado en la etiologia y las manifestaciones

fenotipicas, definidas por la actividad eléctrica anormal del cerebro. Teniendo diferentes
definiciones y agrupaciones de términos, dependientes del origen y las caracteristicas de

este.

e Crisis epiléptica focal: se caracterizan por signos de lateralizacion y/o regiones,
entre los signos que se presentan, se habla de: signos motores, autonémicos o

conductuales que pueden estar solo o en combinacién. Estas crisis se pueden
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originar en la zona subcortical del cerebro que pueden propagarse hacia el
hemisferio contralateral. Es también de destacar que en las crisis focales se
presenta una anormalidad eléctrica localizada en un grupo delimitado de
neuronas. Dicho esto, dependiendo del grupo de neuronas afectado, la
manifestacion de la convulsibn puede ser: motora ( espasmos faciales,
movimientos espasmaodicos de la cabeza, parpaded con ritmo, espasmos ritmicos
en miembros), autonémico ( con componentes parasimpaticos como lo son las
pupilas dilatadas, hipersalivacién y vomitos) y conductuales ( en humanos se
manifiestan en fendmenos de convulsion psiquicas o sensoriales, en animales se
presenta con cambios cortos de comportamiento como son cuadros agudos de
ansiedad, inquietud, miedo o apego inexplicables) ( Beredent et al., 2015).

e Crisis epilépticas generalizadas: se caracteriza por la afectacion de ambos
hemisferios cerebrales, estas pueden tener un origen directamente generalizado o
iniciar como una focal que evoluciona. En animales como perros y gatos, se
manifiestan con tonicidad, clonos o la combinacion de estas dos, en la misma se
reporta la pérdida de conciencia del individuo. Otros signos que se generan
durante el cuadro de convulsién es la hipersalivacion, miccion y/o defecacion.
Cuando se reporta este cuadro se especifica que la convulsién involucra la
actividad motora. Es de destacar que también se reportan cuadros generalizados
no convulsivos, identificados como aténicos, en los cuales se pierde el tono

muscular que produce caidas del individuo (Beredent et al., 2015).

Con el tiempo, esta clasificacion ha sido modificada y adaptada a las condiciones clinicas
haciendo que sean mas practicas para su uso como guias, agrupando convulsiones con

caracteristicas similares o con definiciones muy cercanas.

Tabla 1-3. Informe de consenso del grupo de trabajo sobre la epilepsia veterinaria sobre

definicion, clasificacion y terminologia de la epilepsia en animales de compania.

ILAE 1981 y 1989 ILAE 2010 Berg y Scheffer 2011

Crisis generalizada son las | Las generalizadas se
que presentan cambios enfocan en el origen de un
fisicos (clinicos) y punto de las redes
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electroencefalografia. Con
hallazgos de afectacién de
ambos hemisferios

bilaterales y rapidamente
comprometidas. En dichas
redes se encuentra el
compromiso de toda la
corteza. Las convulsiones
generalizadas pueden ser
asimétricas

Las crisis focales
(previamente definidas
como locales) son aquellas
en los primeros cambios
clinicos y
electroencefalograma, en el
cual se enfatiza en un
grupo de neuronas limitado
a un hemisferio

Las convulsiones focales
se enfocan al origen en
redes limitadas a un
hemisferio. Pueden darse
en estructuras
subcorticales. Para esta
definicion se pide mas
especificidad en la
descripcion de la
convulsion, ya que esto
genera mas informacion
sobre las manifestaciones
de la convulsion que el
usar términos como
compleja o simple

Epilepsia idiopatica: No
tiene una causa
subyacente, sino que se
habla de una
predisposicion hereditaria

Epilepsia genética:
resultado directo de un
defecto de tipo genético
conocido o presunto donde
el sintoma que predominan
son las convulsiones. Pero
debe estar respaldado por
estudio clinicos

Genética: Resultado directo
de una causa genética, es
necesario identificar el gen
y su mecanismo, también
se aplicaria la posibilidad
de la replicacion en
miembros cercanos
genéticamente.

Epilepsia sintomatica: es
inducido por una causa
conocido o trastorno
sospechoso que afecta el
sistema nervioso

Epilepsia estructural y
metabdlica: son el
resultado secundario a una
condicion estructural o
metabdlica primaria. Estas
condiciones primarias
pueden ser adquiridas o
genéticas. Ejemplo: una
malformacion en cerebro o
desordenes metabdlicos
como una encefalopatia
hepatica

Estructural-Metabdlica: La
epilepsia es secundaria a la
condicién estructural o
metabdlica del individuo.
Aunque también se habla
de origen genético se deja
en otra clasificacion porque
es mas secundaria la
manifestacion neuroldgica.

Epilepsia criptogénica
(sintomatica): se trata de
un trastorno cuya causa

Epilepsia desconocida: el
origen es desconocido,
pudiendo ser genético o de

Desconocido: Clara 'y
directa se enfatiza en el
desconocimiento de la
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esta oculta y son de otra indole pero que no ha | causa y requiere mayor
caracteristica sintomatica sido identificado estudio.

Fuente: (ILAE e IVETF) (Berendt et al., 2015).

1.2 Farmacos antiepilépticos:

En la historia de la farmacologia antiepiléptica se han clasificado en generaciones tres
hasta el momento. La primera generacién se reporta en los afos 1857-1958, los
farmacos que estan incluidos son: bromuro de potasio, fenobarbital, variaciones de
barbituricos como lo son: fenitoina, primidona, trimetadiona, y etosuximida (Shorvon,
2009). La segunda generacion inicid su implementacion entre 1960-1975, a este grupo
pertenecen farmacos como: carbamazepina, valproato y benzodiazepinas (Shorvon,
2009). Como bien se conoce, entre los efectos secundarios de estos farmacos
previamente nombrados, se ha identificado la induccion de enzimas, lo que conduce a
grandes interacciones con otros farmacos, siendo una condicion de importancia a nivel
de clinica (Schmidt et al., 2009). Para 1980, se empieza a trabajar con la tercera
generacién de FAE, la cual inicia con vigabatrina y tiagabina, que se describen como
farmacos disefiados para tratar de forma selectiva el posible mecanismo que

desencadena la presentacion de las convulsiones.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b117
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b117
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b117
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b117
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Figura 1-1. Evolucion de los farmacos antiepilépticos.

1850 1870 1830 1910 1930 1950 1970 1950 2010
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Fuente: Adaptada de datos de Shorvon, 2009. Traducida al espafiol con Biorender.com.

La tercera generacion brindd una oportunidad para pacientes que han demostrado
necesario un cambio en la prescripcidon farmacoldgica que tenian, aun asi, esta tercera
generaciéon no ha mostrado en todos sus farmacos la eficacia que tienen los FAE de
previas generaciones (Brodle et al., 2007). Puntos que se han destacado de estos FAE
es que en pacientes con alto grado de tolerancia a tratamientos previos muestran ser un
apoyo a la terapia (Beyenburg et al., 2010). Adicionalmente, se ha identificado la
disminucion de las interacciones medicamentosas, efectos adversos e hipersensibilidad
(Elger et al., 2008). Aunque esta evolucién en farmacos ha generado una nueva serie de
beneficios, también existe la notable preocupacion de que la eficacia de estos FAE no

cubra todos los campos del tratamiento de la epilepsia (Shorvon, 2009).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b30
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b117%20

Evaluacién del efecto coadyuvante de 2H-cromen-2-ona para la prevencion de

convulsiones inducidas experimentalmente en ratones de laboratorio

1.3 Cumarinas:

1.3.1. Generalidades de las cumarinas:

Las cumarinas son una familia de metabolitos secundarios con una amplia presencia en
plantas, conociéndose alrededor de 1300 cumarinas de origen natural, pero también se
han encontrado en hongos y algunos microorganismos (Matos et al., 2015; Borges et al.,
2005), siendo algunas de estas usadas en la medicina tradicional. El papel de las
cumarinas en las plantas ha sido de defensa, también en la captacion de rayos UV,
actian como reguladores del crecimiento, controla transformaciones bioquimicas
(Chattha et al., 2018). Se ha reportado el uso de estos productos derivados de cumarina
desde hace 200 afos. Se identificé el origen, el cual proviene de la planta (Dypteryx
odorata) de la cual se aislo la propia cumarina, este proceso fue llevado a cabo por
Vogel en 1820 (Borge et al., 2005).

Quimicamente, las cumarinas son heterociclos (compuestos quimicos ciclicos) consta de
un anillo de benceno aromatico que se fusiona a-pirona (anillo de lactona), cuya
nomenclatura fue establecida por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC).

Figura 1-2. Estructura quimica de cumarina (IUPAC).
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Por su gran variedad de estructuras quimicas y complejidad se clasifican como: simples,

isocumarinas, furocumarinas, piranocumarinas, biscumarinas y fenilcumarinas ( Zhu et
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al., 2018), dada esta particularidad poseen una amplia gama de acciones farmacoldgicas,

algunas de estas actividades son: anticoagulante, siendo la cumarina mas comun
(Warfarina) (Kumar et al., 2015); antioxidante (Paya et al., 1992), sedante (Apseloff et al.,

1991), tranquilizante (Barreiro-Arcos et al., 2006) y neuro protector (Kang et al., 2005), lo
que ha atraido el interés por sus diversas propiedades farmacoldgicas. Cabe destacar
que dentro de las pruebas realizadas se ha identificado que la exposicion a los

compuestos de cumarina ha sido segura en humanos (Annunziata et al., 2020).

Las cumarinas se encuentran con mayor frecuencia en plantas que pertenecen a las
familias Apiaceae, Rutaceae, Umbelliferae, Compositae, Leguminosea, Oleaceae.
Moraceae, Thymelaeaceae, Acanthaceae entre ofras (Matos et al., 2015). Estos
compuestos de cumarina estan presentes en hojas, frutos, flores y raices de las plantas
(Harborne, 1999). En estudios previos se identificé que en la Hygrophylla tyttha planta
nativa de Colombia, contiene cumarina y en la medicina tradicional del pacifico narifiense
es utilizada como tranquilizante (Ariza et al., 2006; Ariza et al., 2007). Se ha manejado
también como accion de las cumarinas la inhibicién de histamina y actividad moderada
adrenérgica. Condiciones acufiadas por la inhibicion de la catecol-O-metil-transferasa,

enzima capaz de metabolizar la noradrenalina (Sgaragli et al., 1993).

1.3.2. Usos terapéuticos:

Se reporta que en la familia de las cumarinas se encuentran furocumarinas (psolareno,
angelicina, piranocumarinas) (Gorgus et al., 2010). También se han implementado en
otras areas como alimentos, cosméticos, productos farmacolégicos, entre las mas
conocidas anticoagulantes y antibiético (Bagetta et al., 2010), areas donde ha tenido gran
relevancia la administracién de la cumarina conocida como Warfarina por su mecanismo
de accion, en la inhibicién de la vitamina K, siendo un potente anticoagulante en casos

clinicos de tromboembolismos (Holbrook et al., 2005).

Gracias a sus propiedades farmacoldgicas, se ha vuelto importante la investigacion del
efecto de las cumarinas en el sistema nervioso central (SNC). Por lo tanto, numerosos

estudios experimentales se han llevado a cabo en trastornos como la epilepsia, la
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esquizofrenia, los trastornos depresivos y de ansiedad o enfermedad de Alzheimer
(Skalicka-Wozniak et al., 2016).

Se ha destacado el particular interés de los efectos sobre el sistema nervioso central
(SNC) gracias a su lipofilica y su facilidad en penetrar la barrera hematoencefalica
(Skalicka-Wozniak., et al., 2016). Teniendo un valioso potencial en prevencion y
tratamiento de las enfermedades del SNC, incluyendo su potencial anticonvulsivo.
Algunos derivados cumarinicos se han implementado como inhibidores de la
acetilcolinesterasa, monoaminooxidasa, dopamina y antagonistas de serotonina.
(Abu-Aisheh et al.,, 2019; Detsi et al., 2017). Es probable que los efectos
anticonvulsivantes de las cumarinas estén relacionados con su influencia en el receptor
para Acido y-aminobutirico (GABA). Esto se ha demostrado en otros estudios, como por
ejemplo: las furanocumarinas que son antagonistas parciales de los receptores de
benzodiacepinas, mediante la inhibiendo la union del diazepam a estos receptores
(Singhuber et al., 2011).

1.3.3. Estado del arte:

Se reporta un primer estudio realizado en el Departamento de Farmacia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, en el que se evaluaron los efectos
ejercidos del extracto etandlico de la planta Hygrophylla titha sobre sistema nervioso
central, el cual se efectud en ratones. Los parametros que se tuvieron en cuenta en el
ensayo fueron: efecto ansiolitico, antidepresivos, anticonvulsivante e hipnético, como
resultado se obtuvo una relevante reducciéon de los comportamientos de ansiedad

dependientes de la dosis administrada via oral (Ariza et al., 2006).

En otro reporte de estudio, también desarrollado en el Departamento de Farmacia, se
evalué directamente el efecto anticonvulsivante de la cumarina mediante la
microencapsulacion de esta y su estado libre, en pruebas como electroshock de alta
intensidad (MES), indicando un gran porcentaje de proteccion frente a la induccién de

convulsiones (Arango et al., 2015).
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1.3.4. Hygrophila tyttha Leonard:

Al género Hygrophylla pertenece una gran variedad de plantas que se usa en la medicina
tradicional alrededor del mundo en paises como Malasia, India y Nepal, algunos fines
médicos son: inflamacién, patologias hepaticas e infecciones urinarias
(Shanmugasundaram et al., 2006). También se le acufian propiedades antinociceptivas
mediante mecanismos periféricos y centrales, que disminuyen la sensibilidad,

involucrando el sistema nervioso (Shanmugasundaram et al., 2006).

Tabla 1-4. Taxonomia de la Hygrophila tyttha Leonard.

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Scrophulariales
Familia Acanthaceae
Género Hygrophila
Epiteto especifico tyttha

Autor Leonard

Fuente: Colecciones cientificas del Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de
Colombia.

Se ha localizado a la especie Hygrophylla tyttha en regiones como el tropico y subtropico
de centro y Suramérica. En Colombia, se usa, entre otros fines, como insecticidas y
aromatizantes (Lamprea, 2009). Se reporta que la comunidad indigena Awa, que se
encuentra localizada en la region del Pacifico Narifiense, la utiliza con fines de rituales
(Chaves et al, 2006). En algunas otras regiones del pais se usa como tranquilizante por
lo que se le conoce con el nombre vulgar de “amansaguapos”, “amansamachos” o
“amansatoros”. Por lo anterior, es una especie de gran interés para el estudio de la

cumarina presente en ésta, puesto que tiene un efecto relevante en el sistema nervioso.
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Figura 1-3. Hygrophila tyttha Leonard-Acanthaceae
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Fuente: Colecciones cientificas del Instituto de Ciencias Naturales (ICN)-d-e la Universidad Nacional de

Colombia. Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia.

1.4 Toxicidad de las cumarinas:

Las cumarinas, como se describid previamente, tienen un amplio uso en la industria,
desde aditivos alimentarios a medicamentos, por lo que se ha sido importante la
evaluacion a nivel de toxicidad. Se ha observado que en ratones la dosis letal (DLs;) se
encuentra en un rango de 196-780 mg/kg (Lake, 1996). Los rasgos destacados de estos
niveles de toxicidad se encontraron que en ratones con 7- hidroxicumarina, que es el

metabolito de mayor presencia en humanos, es menos toxico que 3- hidroxicumarina, el
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mayor metabolito presente en roedores. Otro dato importante es que la cumarina tiene
mayor toxicidad en ratas que en ratones por la presencia del 3-hidroxicumarina, puesto
que es una ruta metabdlica importante para la rata. Adicional a esta ruta metabdlica, se
encontrd la posible circulacion enterohepatica de los metabdlicos, lo que aumentaria la

susceptibilidad de las ratas a presentar hepatotoxicidad (Fentem et al., 1993).

En estudios de toxicidad subcronica y crénica en ratones, en los cuales se usaron dosis
de 19 — 300 mg/kg y concentraciones de 300 — 3000 ppm de cumarina implementado
hasta por 2 afos, los hallazgos no mostraron signos de toxicidad en todos los casos,
pero si indicaron algunas alteraciones a nivel hepatico (Lake et al., 1996; Carlton et al.,
1996). La toxicidad de la cumarina es una respuesta mas de la especie, la cual se ha
relacionado con la capacidad metabdlica después de la exposicion, como es el caso de
los humanos, quienes son menos susceptibles comparado con las ratas (Felter et al.,
2005).

La literatura reporta que la cumarina (2-cromenona) y otros derivados cumarinicos entre
ellos 6,7 — dihidroxicumarina, 6,7-dimetoxicumarina, han mostrado efectos protectores

hepéaticos frente a dafios inducidos por CCL* en ratas (Bilgin et al., 2010).

1.5 Modelos convulsivos:

Los modelos son representaciones guias para la interpretacion y creacion de nuevos
conocimientos de la patologia que se esta desarrollando. Se cuenta con una serie de
modelos como lo son la implementacién en animales que permite la investigacion de
diferentes mecanismos como picos epilépticos, estatus epilépticos, epilepsia y desarrollo

de algunas nuevas moléculas con potencial farmacologico (Pitkénen et al., 2017).

Los modelos animales de convulsiones inducidas por estimulacion eléctrica transmiten
informacion sobre la reproduccidon de caracteristicas epileptégenas en el cerebro, los
protocolos de estimulacion pueden ser costosos y laboriosos cuando se utilizan para

estudios cronicos. (Pitkanen et al., 2006).

1.5.1. Convulsiones inducidas por electroshock de maxima

intensidad (MES): Es uno de los modelos mas empleados para generar
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convulsiones tonico-clonicas generalizadas. Se realiza mediante la
estimulacion eléctrica, por lo cual se implementa para el desarrollo de nuevo
FAE, con el fin de identificar protecciéon contra convulsiones.

En este modelo las convulsiones son inducidas mediante la descarga eléctrica
que es capaz de llegar al cerebro, lo que genera una convulsion, esta se
presenta con una flexion ténica, seguida por una extension ténica de las
miembros posteriores del animal y finaliza con una convulsion de
caracteristicas clonicas. (Giardina, 2000).

Los farmacos que han mostrado mayor eficacia en el tratamiento de
convulsiones toénico/clonico generalizadas son fenitoina, carbamazepina,
acido valproico y fenobarbital, demostrando que tiene gran capacidad de
controlar y prevenir las convulsiones inducidas por electroshock en modelos

realizados en ratones (Giardina, 2000).

1.5.2. Convulsiones inducidas por estimulo de baja intensidad: Se
basa en la estimulacién eléctrica a 6 Hz mediante electrodos corneales
durante 3 segundos, induciendo una menor propagacion de la convulsién
comparado con el modelo MES.

Este modelo se caracteriza por inmovilidad del individuo (aturdimiento),
también presentan clonos de los miembros en especial posteriores vy
comportamientos estereotipados, como se muestra en la figura 1-4, los
cuales se asemejan a las convulsiones limbicas presentadas en humanos
(Swinyard, 1972). Este modelo se usa en estudios de farmaco-resistencia a

los tratamientos de la epilepsia (Barton et al., 2001).
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Figura 1-4. Convulsion de minimo estimulo eléctrico.

Fuente: (Pavel et al., 2006).

1.5.3. Convulsiones inducidas quimicamente (PTZ -
Pentilentetrazol): Es un antagonista del GABA, por tal motivo es el farmaco
de amplio uso como inductor de convulsiones (Huang et al.,, 2002). La
administracion en animales de laboratorio por via subcutanea en dosis entre
60 a 120 mg/kg, siendo dosis inductoras de convulsion de tipo clénica entre 70
a 85 mg/kg. La presentacion del cuadro convulsivo se caracteriza por
episodios espasmoédicos musculares repetidos los que deben tener una
duracion minima de 5 segundos (Giardina, 2000). Una vez se administra el
PTZ tiene una absorcién aproximadamente de 15 a 30 min, tiempo de
duracion en el cual se va a evidenciar la aparicion de la crisis convulsiva.

Este modelo es util en convulsiones mioclénicas y crisis ausentes. Se ha
validado como un modelo util para conocer la eficacia de farmacos
anticonvulsivos como acido valproico, fenobarbital, gabapentina y

benzodiacepinas, entre otras.

1.5.4. Eje rodante (Rotarod): Es una prueba que permite evaluar los
efectos que ejerce una sustancia con efecto farmacolégico sobre el
comportamiento de los ratones, mediante la evaluacion del rendimiento motor
en roedores utilizando el miedo natural a caerse como motivacion. El equipo

cuenta con una barra horizontal que gira sobre su eje, también dispone de
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divisiones que demarcan los carriles para cada raton, por este medio el animal
debe caminar hacia delante para mantenerse erguido y no caerse. Puesto
que la coordinacion.

Se debe sostener al ratén de la cola y colocarlo en la barra giratoria para que
este se camine hacia delante. Lo ideal del ingreso del raton al equipo es bajar
al raton para que este extienda sus patas, permitiendo un agarre mas facil de
la varilla. Transcurridos los primero 10 segundos de hacer colocado al raton
en la varilla, se comienza a modificar la aceleracién del equipo, la
recomendacion es que para hacer esta variacién el raton debe estar mirando
hacia delante para que sea mas facil su adaptacion.

Si el ratdn cae antes de los 10 segundos se toma el tiempo de caida y se hace
un nuevo intento, hasta un total de 3 intentos por individuo. Si la caida se
genera antes de los 5 segundos se toma como caida por mala colocacion y no
se tiene en cuenta. Se tiene en cuenta la velocidad y el tiempo en la barra
giratoria (Diacono, 2013).

Sin embargo, debe considerarse esta prueba como un inicio para deteccion de
posibles lesiones neuromusculares. Para la identificacion de otras lesiones
neuromusculares se sugiere el uso de analisis mas especializados, para
caracterizar los aspectos especificos del farmaco evaluado (Castagné et al.,
2014).



37

Figura 1-5. llustracién esquematica de la configuracion y el principio del test de rotarod.

Control Test
Rotacidn
. WI
- ) .
Rotarod
El raton debe mantener el El raton puede ser evaluado a Se compara el tiempo del raton del
equilibrio en el equipo, el tiempo diferente velocidad o prueba con el raton de control.
de duracion hasta que caer es paulatinamente aumentar la Generalmente el raton de prueba

tomado como la medida aceleracion suele caer mas rapido

Fuente: Lubrich et al., 2022. Traducido al espafiol con Biorender.com.

1.6. Alternativas a la farmacorresistencia:

Actualmente, se habla de un 30 a 40% de los pacientes tratados con FAE que presenta
un grado de resistencia (Mohanraj et al., 2005), por lo que es necesario conocer nuevas
moléculas o tratamientos que tengan una mejora, desarrollando nuevos caminos para
este trastorno el cual tiene diferentes factores que alteran la asimilacién de los

tratamientos actuales, como se puede evidenciar en la tabla 1-5.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2011.03024.x#b89
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Tabla 1-5. Factores asociados a la farmacorresistencia en pacientes con epilepsia.

Edad temprana de inicio.

2. Tipo de crisis: mayor frecuencia en epilepsia con
crisis generalizadas y ausencias atipicas

3. Etiologia: mas frecuentes en casos con
alteraciones estructurales:
Epilepsia sintomatica: esclerosis mesial.
Disgenesia cortical.
Epilepsia criptogénica.

4. Numero de crisis al iniciar farmacos
antiepilépticos.
5. Ausencia del primer farmaco antiepiléptico.

Fuente: Torres et al., 2007

De acuerdo con algunos autores se tiene una hipétesis de la farmacorresistencia en la
epilepsia basada en la pérdida de la eficacia terapéutica como consecuencia de
alteraciones directamente en las dianas terapéuticas del paciente como lo son: las
alteraciones en los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC) y en los receptores
de acido y-aminobutirico (GABA). En la figura 1-6, se esquematiza la hipétesis en la cual
se indica que las convulsiones inducen el cambio de las estructuras y/o funcionamiento
de las dianas terapéuticas, induciendo a la falta de sensibilidad de los FAE (Fonseca-
Barrientos et al., 2021). Algunos autores han encontrado modificaciones a nivel
post-traslacionales en los sitios diana, como lo son la fosforilacion y glicosilacion de los

canales ionicos (Remy, 2006).

Continuando con lo anteriormente mencionado, se debe destacar que los canales de
sodio son el sitio diana de FAE de primera linea como: carbamazepina, fenitoina, acido
valproico, entre otros (Kohling, 2002). Se han descrito cambios en los canales de sodio,
por los cuales se pierde la capacidad de inhibicion de estos mediante el uso de farmacos,
la cual se explica en algunos casos como un efecto de fosforilacién de los canales

inducido por la protein cinasa C (Fonseca- Barriendos et al., 2022).
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Figura 1-6. Representacion esquematica de la hipotesis de la farmacorresistencia en la

epilepsia.

Epilepsia sensiblea | Epilepsia
farmacos / | farmacorresistente

[\

Canales de Na+ -
dependientes de \
voltaje \ Las convulsiones inducen
cambios en la estructura/
| Il funcionamiento de las dianas

Canales de

Ca2+ tipo L 6 \
Farmaco (&
antiepileptico - o
ol | ([
k [ \

Receptores
GABA-A

Fuente: Creada en Servier Medical Art por Fonseca-Barriendos et al., 2022. Traducida al espafiol con
Biorender.com.

El desarrollo de farmacos se encamind cada vez mas a la selectividad o su accion
especifica sobre un objetivo, marcando la individualizacion de los compuestos. No
obstante, se ha hecho evidente que es necesario recurrir a las terapias combinadas y
multifocales para patologias de caracteristicas complejas como lo es las enfermedades
de caracteristicas neurodegenerativas. El principal objetivo de generar conocimientos de
sinergia entre farmacos es superar la posible resistencia al tratamiento, ya que se poseen
diferentes mecanismos de accion, visto desde otro angulo esta particularidad permitira

interactuar desde diferentes origenes de la patologia (Muhammad et al., 2018) .

En este punto de desarrollo de conocimiento de la epilepsia y su refractariedad de esta
se abre la opcion de generar nuevas estrategias con terapia combinada, es decir, dos o
mas principios activos con diferentes mecanismos de accion, permitiendo superar varios
desafios que en la monoterapia se contemplan. El fin del uso de farmacos combinados

es producir un efecto aditivo o sinérgico, principalmente por su interaccion con un


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725821001364?via%3Dihub#bb0630
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objetivo o via diferente, generado la disminucion de las dosis de cada farmaco, pero a la

vez, un mayor efecto terapéutico (Ainsworth, 2011 ; Hopkins, 2008 ; Sun et al., 2016).

Siendo clave el desarrollo de nuevos FAE, se ha dado la oportunidad de que la
investigacion se dirija a principios activos no solo sintéticos, sino también de origen
natural, bien sea como complemento a la terapia combinada o como monoterapia,
considerando que el uso de extractos ha mostrado posibles efectos farmacoldgicos en
medicinas tradicionales. De estas investigaciones previas se han encontrado potenciales
anticonvulsivantes en los compuestos flavonoides, (furano)cumarinas, fenilpropanoides y

terpenoides ampliamente distribuidos en plantas.

1.7. Cuantificacién de la actividad sinérgica:

En la actualidad, es aceptado el concepto de la administracion de farmacos en
combinacién, ya que algunas enfermedades lo requieren (Greco et al, 1995).
Considerando la importancia de entender que existe una posible interaccion entre
compuestos que puede modificar la respuesta al ser suministrados dos o mas farmacos a
la vez, el efecto resultante puede ser: (i) sinérgica: en la que se observa un aumento
(“potenciacién”) del efecto del farmaco, (ii) antagonismo: accién en la que se disminuye el
efecto del farmaco vy (iii) aditividad: en la cual las sustancias no tienen una interaccion
sino que su accién individual es la que muestra respuesta (Geary, 2013). Dicha condicién
ha generado interés en la evaluacién de los posibles efectos de combinacién entre

sustancias con accion farmacologica.

Las interacciones sinérgicas pueden llegar a reducir efectos secundarios, toxicidad o
incluso, la reduccién de las dosis individuales de los respectivos farmacos, pero
generando el efecto deseado de estos (Greco et al., 1996). Otro punto que se ha
identificado en estas interacciones es su potencial en la disminucion de la resistencia a

los farmacos (Worthington et al., 2013).

Con el fin de medir la actividad sinérgica de una sustancia se han implementado métodos
y avances en software de analisis, como es el caso de Combenefit, un programa en el

cual se puede visualizar, analizar y cuantificar los efectos de combinacion de farmacos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725821001364#bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725821001364#bb0400
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0163725821001364#bb0910

41

Combenefit implementa el analisis de modelos matematicos de dosis-respuesta para
aquellas combinaciones en las que se pretende establecer el rango de dosis en el que se
presentan los efectos anotados: sinergia, antagonismo o aditividad (Greco et al., 1995).
El programa maneja tres modelos matematicos: el modelo de independencia de Bliss, el
modelo de aditividad de Loewe y el Highest Single Agent. El software se encuentra de

manera gratuita para su uso en Windows.

Entre las prestaciones de la plataforma, se encuentra la de generar un matriz de
porcentajes de puntuacion de sinergia estimada (100% sinergia maxima, 0% ausencia de
sinergia, valores <0: antagonismo) que se puede presentar en un isobolograma
tridimensional (Eje X: farmaco 1, Eje Y: farmaco 2, Eje Z: Porcentaje de sinergia),

facilitando la identificacion rapida del resultado de la interaccion (Di Veroli et al., 2016).

1.7.1. Modelo de Independencia de Bliss:

Este modelo se ha usado desde 1930 (Bliss, 1939). Este asume que los farmacos o
sustancias con actividad farmacolégica no interactian entre si y su respuesta se genera
de manera independiente (Greco, 1995), dando como resultado que la posibilidad de
combinacion se da en términos de respuesta individual de las sustancias evaluadas
(Bliss, 1939). El método realiza una comparacién entre la respuesta combinada
observada versus la respuesta combinada prevista, la cual se obtiene de la suposicién de
que no hay efecto de las interacciones farmacoldgicas, se determina efecto sinérgico si la

respuesta combinada observada es superior a la prevista (Zhao et al., 2014).

1.7.2. Modelo de aditividad de Loewe:

Es el modelo mas recientemente desarrollado y su postulado parte del supuesto de que
los farmacos evaluados tienen mecanismos de accion y efectos similares (Greco, 1995).
El modelo describe: si un farmaco tiene una eficacia del 50% de manera individual en
una dosis (1) especifica, una combinacién de un farmaco A y un farmaco B a mitad (0,5)
de la dosis, deberia tener una eficacia del 50%. Habra sinergia si el resultado arroja
valores por encima de los niveles estimados, puesto que se genera un efecto adicional al
que proporciona el uso de la dosis de cualquiera de las sustancias por separado (Greco,
1995). Ver anexo B, en donde se describe matematicamente el modelo de aditividad de

Loewe.
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2.Metodologia

2.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratones, hembras y machos CD-1, criados y mantenidos en el laboratorio
de experimentacion del Departamento de Farmacia, de 8 a 12 semanas de edad y peso
aproximado de 25 a 35 gr, con ciclos de 12h de luz y 12 h de oscuridad, temperatura de
211£1°C, con agua y comida a libre disposicion excepto el dia de la prueba, cuando se
sometieron a un ayuno de 5 horas. Los animales se repartieron 6 machos en cada caja 'y
10 hembras en cada caja, manteniéndolos por separado y con enriquecimiento en cada
ambiente. Los ensayos se llevaron a cabo bajo los principios de bioética en el manejo de
animales de laboratorio, consignados en la Ley 84 de 1989 y las “Normas Cientificas,
Técnicas y Administrativas para la Investigacion en Salud” las cuales se establecieron en
la Resoluciéon n° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Figura 2-1. Protocolo general de distribucion por sexo de los ratones para la realizacion
de los ensayos.

Distribucion: 10
hembras por caja
6 machos por caja

Pesar y distribuir los

ratones en cada caja
Retiro del

I A | 2limento 4-5

horas (minimo)
antes del ensayo

Machos n°6 Hembras n® 10

Fuente: Creado con Biorender.com.
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2.2 Farmacos, patrones, reactivos y equipos:

Se utilizaron como agentes de referencia, los siguientes patrones (controles positivos):
(1) Levetiracetam, para la prueba de convulsién umbral de 6 Hz, (2) Acido valproico, para
la prueba de convulsion por PTZ y (3) Carbamazepina, para la prueba de convulsion por
electroshock. Para suspender la cumarina se prepard en un vehiculo que contiene
glicerina (15%), PPG (15%), polisorbato-80 (2%) y agua destilada en cantidad suficiente
para completar el volumen deseado. Los patrones fueron: carbamazepina a dosis de 10
mg/kg (Giardina,2001), acido valproico a dosis de 300 mg/kg (Giardina,2001) y
levetiracetam a dosis de 36 mg/kg (Barton,2001), por ultimo, PTZ se diluyo en solucion

salina (0.9%) a dosis de 70 mg/kg.

2.2.1. Farmacos:

e Carbamazepina (TEGRETOL® 2%) del laboratorio Novartis de
Colombia S.A.

e Acido Valproico (DEPAKENE® 250mg/5ml) de Abbott Laboratories
de Colombia S.A.

e Levetiracetam (KEPPRA® 100mg/ml) del GlaxoSmithKline
Colombia S.A.

e Cristales de cumarina (Sigma-Aldrich ®) de laboratorios Merck.

2.2.2. Quimico Convulsivante:

e Pentilentetrazol (Sigma-Aldrich ®) de laboratorios Merck.

2.2.3. Equipos y varios:

Electroestimulador Coulbourn Instruments, A13-65
Balanza analitica
Cronémetro

Rotarod

Jeringas de 1 ml

Sonda orogastrica para ratén
Corrales de observacion
Agua destilada
Polipropilenglicol

Glicerina

Polisorbato 80

Cloruro de sodio 0.9%

Gel de alta conductividad


https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Giardina%2C+William+J
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Giardina%2C+William+J
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Figura 2-2. Protocolo de suspension de los cristales de cumarina.

R
Disolver o suspender las EL vehiculo gue se uso Se prepararon 2
sustancias a evaluar, fue propilenglical 15%, concentraciones
glicerina 15%, tween 2% y de 5mg/ml y 10
agua destilada 68% mag/mi

Fuente: Creado con Biorender.com.

Los tratamientos se administraron los tratamientos por via oral con una canula
orogastrica, en volumenes de 0,1 ml/10g de peso, en dosis segun se ha descrito y se

especifica en el aparte de disefio experimental.

Figura 2-3. Esquematizacién de la administracion oral en ratones.

Administracion 0.1ml por Seinduce la

,/______._ cada 10 mg de peso, convulsion de forma

usando una sonda guimica (subcutanea)
orogdstrica / y electroshock

' '
Una hora despues de Se registra si se manifiesta

la ‘:dm'." oral d'EIIDE las convulsiones o la
susiancias & evaluar proteccion de la misma

S~
Y L

Fuente: Creado con Biorender.com.
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2.3 Pruebas anticonvulsivantes:

Se utilizé una bateria de 3 ensayos biologicos con el fin de determinar el perfil
coadyuvante de la cumarina asociada a farmacos anticonvulsivantes bajo diferentes
estimulos y una prueba de neurotoxicidad. Dichas pruebas fueron adaptadas segun las
directrices del Programa CYTED de evaluacién de la actividad farmacolégica de plantas

medicinales (Lapa et al.,2002).

2.3.1 Prueba de neurotoxicidad

Con el fin de establecer si la cumarina (2H-cromen-2-ona) poseia efectos neurotdxicos
en la dosis empleada y via de administracion, se implementé la prueba de rotarod o eje
rodante, la cual esta orientado a determinar de manera preliminar efectos sobre la

coordinacion motriz y equilibrio.

Esta prueba se realiz6 para determinar posibles efectos neurotéxicos agudos a nivel
motor mediante la verificacion de la capacidad motriz de los ratones previamente
entrenados para mantener el equilibrio, durante al menos 30 seg, sobre un eje que gira a
10 rpm, (Escobar, 2016). Se registré el tiempo de permanencia sobre el mismo,
comparado los tiempos de pre y post administracion de las sustancias a evaluar. La
prueba se llevd a cabo una hora después de administrar los tratamientos (farmaco
antiepiléptico, cumarina y la combinacién de los dos) (Lapa et al., 2002), una vez se
verific6 que no existia neurotoxicidad en los animales se dio el aval para iniciar los
protocolos de convulsién. Se realizé la prueba en cada modelo para verificar el estado

neuromotriz de los individuos tras la administracion de los tratamientos.
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Figura 2-4. Representacion grafica del protocolo de Rotarod.

Se pre-entrenan los animales a
caminar sobre los tampones,
la velocidad es ajustable
iniciando desde 8 hasta 12
rpm, en cada velocidad el
animal dura 60 seg. Se realiza
ese acondicionamiento
durante 2 dias con descansos

5 para reducir el estres

|
|, =T
| - _ \

Fuente: Creado con Biorender.com

2.3.2 Modelo de induccion de convulsién por electroshock de
maxima intensidad (MES)

MES es un modelo util para identificar agentes para el tratamiento de las crisis tonicas
clénicas generalizadas. Se genera por la aplicacion de una descarga eléctrica de 60 Hz
de frecuencia y 50 mA de intensidad, durante un margen de tiempo de 200 a 300 ms, las
cuales pueden variar segun las condiciones locales de cada laboratorio. En el caso del
Dpto. de Farmacia de la UNCSB, la aplicacion de dos pulsos rectangulares de 8,3 ms de
corriente alterna de 50 mA, es suficiente para generar la convulsién ténica - clonica. El
estimulo se aplica via corneal mediante electrodos (estimulador Coulbourn Instruments),

previamente instilaciéon de SSN y pasta conductora.
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Figura 2-5. Esquema de implementacién del modelo MES.

mrrim iy .
_ 3
"
M T2: Via oral : )
(Cumnarina 100 ma/kg) Mediante ﬂltl?ctrndn.1
Rotarod n® individuos: 10 corneales
13: Via oral
- T1: Via oral {Carbamazepina (Carbamazepina 5 mg/kg +
10 mg/kg) Cumarina 50 mg/kg)
Age: B weeks old n" individuos: 10 n* individuos: 10
! MES ;4  Pruebainicial Tratamientos Induccién .\Ihlé;
I L]
Administracion de " Se realiza previa
tratamiento 3 dias y en administracion del
el Jer dia inicio del tratamiento y post
ensayo administracion para
evaluar la respuesta
motriz

Fuente: Creado con Biorender.com

2.3.3 Modelo de induccion quimica de convulsién con
pentilentetrazol (PTZ)

Esta prueba es util para detectar agentes con potencial farmacoldgico para el tratamiento
de las crisis de ausencia. Se utiliza pentilentetrazol (PTZ), un agente quimico con efectos
inhibitorios sobre GABA (Huang et al, 2002), que, en ausencia de un agente protector
(FAE), induce sacudidas mioclénicas en cabeza, tronco o extremidades, generalmente
precedidos de la extension de la cola (fendmeno de Straub) (Giardina, 2001). PTZ se
aplica en dosis que fluctian segun las condiciones locales de cada laboratorio. En el
caso de esta investigacion, se establecid en 70 mg/kg, sc, interauricular. ElI animal se
observa durante 30 minutos y para considerarse protegido, no debe aparecer ninguna

convulsion que dure mas de 5 segundos.
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Figura 2-6. Esquema de implementacion del modelo de PTZ.

aNrimm
- -
= = TZ: via oral
(Cumarina 100 mg/kg)
Rotarod n® Individuos: 10 Administracion
subcutanea de PTZ y
. observacion de los
. individuos por 30 min
T1: via oral 13: via oral (Acido Valproico
(Acido Valproico 300 ma/kg) 150 mg/kg +£ u;narirm 50
n® individuos: 10 ma/skg
B semanas de edad n® indiviguos: 10
PTZ . Pmehallnlcial Tratamientos Induccion u.uwulslun
I 4
! I/4 ' !

Fuente: Creado con Biorender.com

2.3.4 Modelo de induccion de convulsidon de baja intensidad y
frecuencia

Esta prueba se implementa para identificar compuestos potencialmente utiles frente a las
crisis refractarias (Barton et al., 2001). Se aplica una descarga de menor intensidad y
frecuencia que la utilizada en el modelo MES, usualmente, pulsos de 6 Hz, 32 mA de
corriente, y 3 segundos de duracion, caracteristicas tales generan movimientos
oscilatorios lentos en cabeza, tronco o extremidades, movimientos de bigotes, extension
de la cola o inmovilidad (“freezing”), durante al menos 5 segundos. Para las condiciones
de este trabajo, se establecid la aplicacion de los estimulos eléctricos de 9 ciclos, 32 mA
de corriente alterna, con pulsos de 10 ms y pausas inter-pulsos de 200 ms, segun lo
introducido previamente por Girdn et al., 2009. Tras la convulsion, el animal recupera

completamente la conducta exploratoria habitual (Barton et al., 2001).
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Figura 2-7. Esquema de implementacién del modelo de 6 Hz.

Age: B weeks old

Rotarod
s ]

Administracion de
tratamiento 3 dias y en
el 3er dia inicio del
ensayo

Se realiza previa

T2 Via oral
(Cumarina 100 mg/ka)

w .

Mediante electrodos

n® individuos: 10 comeales
o] 0
4. wh
=< s
: Via oral
T1: Via oral (Levetiracetam 18 mg/kg +

(Levetiracetam 39 mg/kg)
n* individuos: 10

administracion del
tratamiento y post
administracion para
evaluar la respuesta

motriz

Fuente: Creado con Biorender.com

Cumarina 50 mag/kg)
n® individuos: 10
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2.4 Diseno experimental y analisis estadistico

La investigacion se realizd en dos fases. En la fase 1 se establecid, en cada uno de los
tres modelos de convulsion, el efecto de la cumarina sola (100 mg/kg, p.o.) (Bhat, 2011),
los patrones solos (a la dosis efectiva 50 [DE,], reportadas por la literatura), o la
combinacién de cumarina y cada uno de los patrones, administradas a la mitad de la
dosis previamente descrita (50 mg/kg de cumarina y la mitad de la dosis de cada patrén o
agente de referencia, ver adelante). Esto con el fin de examinar si la combinacién
administrada en dosis menores mantuvo o no el efecto protector conferido por el patrén

cuando este se administré por aparte.

En la fase 2 se efectud el analisis de sinergia, examinando un rango mas amplio de dosis
de los agentes en combinacién. Para ello se escogié el modelo de convulsién umbral
(baja intensidad y frecuencia), por ser el modelo de crisis refractaria, y, por ende, el de
mayor reto en la investigacién actual de farmacologia y donde mas aplicacién tiene la

administracién de mas de un agente anticonvulsivante (cumarina y levetiracetam).

2.4.1. Actividad anticonvulsivante

e Fase 1: Evaluacién de la combinacién de cumarina con
agentes de referencia:

Se destinaron 30 animales macho y 30 animales hembra para la fase 1, los cuales

tuvieron un ciclo por todas las pruebas, entre cada prueba realizada se destind una

semana de descanso para los animales, en esta se evaluaron comportamiento y posibles

alteraciones, de no presentarse variaciones en los animales se procedi6 a la siguiente

prueba, se inicié con: (1) Electroshock de baja intensidad, (2) Induccién quimica con PTZ

y se finalizé con (3) Electroshock de alta intensidad.

Se administraron los siguientes esquemas de tratamientos, en grupos de 10 animales
para cada sexo (hembras/machos): (1) Farmaco de eleccion, (2) Cumarina y (3)

Combinacion del farmaco y cumarina. Los animales se dosificaron diariamente por tres
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dias, efectuando la prueba de convulsién en el dia 3, una hora tras la ultima dosificaciéon

por via oral, se manejé un volumen de administracién de 0,1 ml/10 g de peso.

Para la prueba de convulsién umbral inducida eléctricamente de baja intensidad (6 Hz) se
aplicaron los siguientes tratamientos y dosis: (1) Cumarina, 100 mg/kg (Bhat, 2011), (2)
Levetiracetam 36 mg/kg (Barton,2001) y (3), Cumarina/Levetiracetam 50/18 mg/kg,

respectivamente (50% de las dosis previas).

Para la prueba de convulsion quimica inducida por PTZ se aplicaron los siguientes
tratamientos y dosis: (1) Cumarina, 100 mg/kg (Bhat, 2011), (2) Acido valproico 300
mg/kg (Giardina,2001) y (3), Cumarina/Acido valproico 50/150 mg/kg, respectivamente

(50% de las dosis previas).

Para la prueba de convulsién por electroshock se aplicaron los siguientes tratamientos y
dosis: (1) Cumarina, 100 mg/kg (Bhat, 2011), (2) Carbamazepina 10 mg/kg
(Giardina,2001) y (3), Cumarina/Carbamazepina 50/5 mg/kg, respectivamente (50% de

las dosis previas).

La prueba de convulsién por electroshock se dejo al final del ciclo, dado el riesgo de que
la fase tonica lleve a paro respiratorio y muerte. En todo caso, se conservoé el tamano de
muestra fijado en 10 individuos por tratamiento para cada prueba, reemplazando los
animales cuando fue necesario como: cuando se presentd broncoaspiraciéon accidental

tras la administracion o paro respiratorio secundario a la convulsion experimental.

Si bien este procedimiento de disefio secuencial introduce un sesgo metodoldgico,
permite optimizar tanto el nimero de animales de laboratorio como la posibilidad de

evaluar el efecto de los tratamientos en 3 modelos de convulsién.


https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Giardina%2C+William+J
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Giardina%2C+William+J
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Figura 2-8. Esquema del desarrollo de los modelos convulsivos con dias de realizacion
(Ensayo de 6 Hz y PTZ).
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Figura 2-9. Esquema del desarrollo de los modelos convulsivos con dias de realizacion
(Ensayo de MES).
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e Fase 2: Evaluacién de la actividad sinérgica de cumarina en
el modelo de convulsién de baja intensidad y frecuencia

Dada la limitada disponibilidad de animales se selecciond la prueba de convulsién umbral
inducida eléctricamente (6 Hz), por ser modelo de crisis refractaria, para efectuar el
analisis de posible sinergia entre cumarina y el referente para este tipo de trastornos,
levetiracetam. En esta fase se pusieron a prueba varias combinaciones de cumarina y
levetiracetam, para este se conté con un tamafo de muestra de 3 animales (hembras y

machos) por cada combinacion (n:3, total 75) como se puede identificar en la tabla 2-1.

La prueba se realizdé con la administracion de los tratamientos a cada individuo segun
indica la tabla 1, durante 3 dias seguidos y aplicando el estimulo eléctrico de baja

intensidad y frecuencia en el dia 3.

En la segunda fase se realizd el ensayo de curva dosis-efecto, en el cual se buscé
evaluar el efecto sinérgico entre la combinaciéon de levetiracetam y cumarina bajo la
induccién de convulsiéon en el modelo de baja frecuencia e intensidad 6 Hz. Se tomé la
decision de realizarlo con este modelo ya que proporciona datos de sinergia para
pacientes con refractariedad o farmacorresistencia a los tratamientos tradicionales y
monoterapia con FAE. Se tomaron 4 dosis de levetiracetam (9, 18, 36 y 72 mg/kg) y 4
dosis de cumarina (50, 100, 200, 300 mg/kg), estas se eligieron dentro de parametros de
no toxicidad para los individuos evaluados y con base en estudios previos en los cuales
se observaron efectos de la cumarina desde 100 hasta 400 mg/kg, y de levetiracetam de
5 hasta 3000 mg/kg. Se tomaron estas 4 dosis para cada sustancia evaluada, con el fin
de identificar la curva dosis-efecto, iniciando en dosis por debajo de la dosis efectiva 50
(DE50) con respeto a la dosis efectiva 90. El principal objetivo era hallar potencial

sinérgico entre estos dos principios activos.
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Tabla 2-1. Esquematizacién de la reparticion de los tratamientos para el ensayo de

sinergia entre levetiracetam y cumarina.

LEVETIRACETAM

C 0mg/kg | 9mg/kg | 18 mg/kg | 36 mg/kg | 72 mg/kg

U

M 0 mg/kg 3 3 3 3 3

Al 50 mglkg 3 3 3 3 3

R

| | 100 mg/kg 3 3 3 3 3

N 200 mg/kg 3 3 3 3 3

A

300 mg/kg 3 3 3 3 3 Total
15 15 15 15 15 75

2.4.2. Distribucion de los individuos en los

ensayos realizados:

Para el desarrollo de los ensayos se llevd a cabo un disefio estadistico al azar, con el fin

de tener todos los tratamientos en el mismo espacio. Adicional, se distribuyeron segun

su peso y sexo (hembras/machos) por separado, por lo que cada caja tuvo un numero

maximo de 10 hembras y 6 machos, para evitar mezclarlos se realizaron primero los

ensayos en hembras y posterior con los machos. Por ultimo, se asigné de manera

aleatoriamente los tratamientos para caja.
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Figura 2-10. Representacion esquematica de la distribucién de los animales usados en el

ensayo farmacolégico.

12 3 -*T2 I3

Fuente: Creado con Biorender.com
2.5 Analisis estadistico:

Los datos se expresan como el numero de animales protegidos y no protegidos y la
fraccion o porcentaje proteccion (con su respectivo valor de confianza). En la fase1, para
establecer el efecto de los tratamientos, considerando el factor sexo (machos y hembras)
y el factor tratamiento (agente de referencia, cumarina y combinacién), se efectu6 un
analisis de varianza bifactorial, mas la prueba de diferencias de Dunnet, asignando un
valor de 0 a la convulsién y 1 a la proteccion con un nivel de significancia del 95%

(p<0.05). Todas estas pruebas se efectuaron con el programa GraphPad-6°.

Para el analisis de sinergia (fase 2) se utilizé el modelo de Loewe, utilizando la
herramienta Combenefit® que permite establecer el caracter aditivo, sinérgico o inhibitorio

de la interaccion en el rango de dosis aplicado.
2.6 Consideraciones éticas:

Esta investigacion se efectué acorde con los protocolos éticos, legales y ambientales de
la experimentacion con animales, considerando que la pregunta de investigacion amerita
los experimentos propuestos en este proyecto, llamando la atenciéon de no contar adn
con pruebas alternativas sustitutivas satisfactorias que prescinda del animal de

laboratorio.
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La investigacidon se desarroll6 a cabo bajo el principio de minimizacion de dolor y
malestar del animal y se contemplando el cumplimiento de las 5 libertades de los
animales: (1) no padecer ni hambre ni sed, malestar fisico, (2) reducir la presentacion de
dolor injustificado, (3) prevenir enfermedades, (4) permitir el desarrollo del
comportamiento dentro del ambiento de investigaciéon y (5) reducir el miedo o angustia
del animal, considerando su condicion de animales experimentales. Dichos parametros
se encuentran establecidos en la Ley 84 de 1989 “Estatuto Nacional de Proteccion de los
Animales”, cuyo Capitulo VI hace referencia al uso de animales en experimentacion e
investigacion, la cual determina la importancia de brindar a los animales de laboratorio
condiciones de vida apropiada, de bienestar y salud dentro de los aspectos basicos para
evitar cualquier tipo de sufrimiento innecesario en los animales y en la resolucién 8430 de
1993 “Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud” (Congreso de la Republica,2012). Adicionalmente, se tuvo en
cuenta la resolucion n° 2935 de octubre del 2001 del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural - ICA, en la cual se establecen los procedimientos de bioseguridad en
investigacion y control de calidad de reactivos bioldgicos. De igual manera se siguieron
los protocolos y normas establecidas por el Bioterio de Farmacia de la Universidad

Nacional de Colombia (Anexo A: aval de comité de bioética, Acta No. 04 de 2022).

Existe un inevitable costo ético en esta investigacion, resultado de la necesaria induccion
de convulsiones experimentales en el ratén de laboratorio, costo que se intentd reducir al
maximo con un apropiado disefio metodoldgico, en el que se optimizd el numero de
animales utilizados, garantizando poner punto final al ensayo cuando el deterioro de los
animales sobrepasé las expectativas esperadas y aplicando con sumo cuidado las

técnicas a evaluar.
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3.Resultados

3.1 Neurotoxicidad evaluada con la prueba de eje
rodante

En la prueba de eje rodante se midio el equilibrio del ratén, con el fin de detectar posibles
efectos secundarios de los farmacos evaluados en la investigacion, esta se realizd con

una fase de adaptacion y previo entrenamiento de los individuos.

Posteriormente, se evalué el efecto de los tratamientos sobre la actividad motora de los
ratones en los tres modelos implementados. Se inicié la prueba en la hora 0 de
administracién (pre — administracion), se tuvo en cuenta el tiempo de permanencia del
animal en el eje, luego se administraron los tratamientos y transcurrido el tiempo de una
hora se evaluaron los tres tratamientos, donde no se observaron variaciones
significativas entre el patréon de cada modelo (levetiracetam, carbamazepina y acido
valproico), cumarina sola y la combinacion. Se evalué que el comportamiento fue similar

entre los tres tratamientos administrados.

Como se puede observar en las figuras 3-1, 3-2 y 3-3, la media de los tiempos de
permanencia fueron entre 30 y 60 seg., para los tres modelos y en los sexos evaluados

(hembra y macho).
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Figura 3-1. Tiempo de permanencia sobre el eje rodante (rotarod) pre y post-

administracion de levetiracetam (36 mg/kg, v.0.), cumarina (100 mg/kg, v.0.) y la

combinacion levetiracetam (18 mg/kg, v.0.) /cumarina (50mg/kg, v.0.) en ratones macho y

6HZ HEMBRAS

80+
60— l l
40-
20—
0 I I 1 I
AR AR
\8( \_‘ @‘\ 0‘9 QO‘: Qoﬁ)
RANR R RSP
(J éxC) N o\} xo\)
< A
v 4

hembra CD-1.
6 hz machos
80+

60

g 1 1 -
-

20—

O I 1 I 1
Q‘é\ Q‘é\ Q‘é\ o"‘\ o"}\ o‘}\
AR

Ve. 0\) ‘Qxc’\) Ve, 0)'6\ 0)'“\

»
Ve \9-&



59

Figura 3-2. Tiempo de mantenimiento sobre el eje rodante (rotarod) pre y post-
administracion de acido valproico (300 mg/kg, v.0.), cumarina (100 mg/kg, v.0.) y la
combinacion acido valproico (150 mg/kg, v.0.) /cumarina (50mg/kg, v.0.) en ratones

macho y hembra CD-1.
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Figura 3-3. Tiempo de mantenimiento sobre el eje rodante (rotarod) pre y post-
administracion de carbamazepina (10 mg/kg, v.0.), cumarina (100 mg/kg, v.0.) y la
combinacién carbamazepina (5 mg/kg, v.0.) /cumarina (50mg/kg, v.0.) en ratones macho
y hembra CD-1.
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3.2 Ensayos de convulsién inducida

Los resultados de los 3 modelos realizados en hembras y machos se muestran en la
tabla 3-1. En esta se exponen los modelos convulsivos realizados y los tratamientos
administrados, con el fin de identificar diferencias entre ellos: (i) patrén para cada modelo
en monoterapia, (ii)) cumarina como monoterapia y (iii) la combinacion del patron y

cumarina.

Continuando con la tabla 3-1, se pueden observar los resultados de prevenciéon de
convulsiones. En dicha tabla se presentan los tres modelos implementados, para cada
uno se muestran los tratamientos administrados con la dosis respectiva. También se

puede evidenciar las columnas de “proteccion” para cada sexo (hembra/macho)
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implementado en la investigaciébn, en estas se consignan los individuos que no

presentaron convulsién con respecto al niumero de individuos total.

Tabla 3-1. Actividad anticonvulsivante de los tratamientos administrados (farmaco de

referencia, cumarina y combinacion) para cada uno de los modelos desarrollados.

Prueba Tratamiento Dosis Proteccion | Proteccion
(hembras) (machos)
Levetiracetam 36 mg/kg 5/10 5/10
Descarga )
cléctrica de 6 Cumarina 100 mg/kg 2/10 4/10
Hz Levetiracetam + | 18 mg/kg 3/10 3/10
cumarina 50 mg/kg
Pentilentetrazol | Acido valproico | 300 mg/kg 6/10 7/10
Cumarina 100 mg/kg 0/10 5/10
Acido valproico | 150 mg/kg 3/10 6/10
+ Cumarina 50 mg/ kg
Electroshock de | Carbamazepina | 10 mg/kg 4/10 6/10
alta intensidad
(MES) Cumarina 100 mg/kg 2/10 6/10
Carbamazepina | 5 mg/kg 4/10 710
+ Cumarina 50 mg/kg
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Los resultados de la segunda fase de la investigacidon se consignaron en la tabla 3-2, en
este ensayo se evalud el posible efecto sinérgico entre la cumarina y el patrén que para
este modelo fue levetiracetam. En esta tabla se presentan los resultados de prevencién
de convulsiones en el modelo de baja frecuencia e intensidad. En dicha tabla se puede
observar el numero de individuos protegidos para cada dosis implementada comparada

con el numero de individuos totales para cada prueba.

Tabla 3-2. Resultados de dosis combinadas de levetiracetam y cumarina en el modelo de
convulsion de 6 Hz en ratones (numero de individuos evaluados versus numero de

individuos protegidos).

LEVETIRACETAM

C 0 mg/kg 9 mg/kg 18 mg/kg 36 mg/kg 72 mg/kg
u
M 0 mg/kg 0/3 2/3 1/3 2/3 1/3
A 50 mg/kg 2/3 1/3 0/3* 1/3 3/3
R
I 100 mg/kg 1/3 3/3 3/3 1/3 0/3*
N 200 mg/kg 3/3 2/3 2/3 2/3 3/3
A

300 mg/kg 2/3 2/3 3/3 1/3 3/3

Para determinar un posible efecto sinérgico en la combinacion se tabularon los datos en

el programa Combenefit, resultados que se especifican mas adelante.

3.2.1 Modelo de induccion convulsivo de baja
intensidad y frecuencia:

Mediante este modelo se evaluaron los efectos de los tres tratamientos: levetiracetam

como patrén, cumarina y la combinacién de estos dos. Los resultados obtenidos se
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encuentran en la figura 3-1, en la que se observa en el eje Y la fraccion de proteccion de

los tratamientos y en el eje X los tratamientos administrados.

Se observa que levetiracetam, a dosis de 36 mg/kg v.o., tuvo un porcentaje de proteccién
de la mitad de la poblacion evaluada. Esta proteccion es numéricamente superior a la
conferida tanto por cumarina, 100 mg/kg v.o., y la combinacién de los mismos, a la mitad
de sus dosis (18 y 50 mg/kg v.o., respectivamente), sin que se alcance significancia
estadistica. Adicionalmente no se observd una variacidn entre sexos, si bien, la

proteccién por cumarina en hembras fue numéricamente menor.

Figura 3-4. Fraccion de proteccién obtenida con levetiracetam (36 mg/kg, v.0.), cumarina
(100 mg/kg, v.0.) y la combinacién levetiracetam (18 mg/kg, v.0.) /cumarina (50mg/kg,
v.0.) en el modelo de convulsion eléctrica umbral de 6 Hz en ratones macho y hembra

CD-1.
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3.2.2 Modelo convulsivo de induccion quimica por PTZ:

En la figura 3-2 se encuentran los datos obtenidos en el modelo de convulsion inducida
de manera quimica con PTZ. En la figura se muestra en el eje Y la fraccion de proteccion
y en el eje X los tratamientos implementados, también se muestra mediante barras los

resultados obtenidos para hembras, machos y mixtos.

Cumarina en solitario, no presenté un efecto protector en hembras, pero si, parcialmente,
en machos. Acido valproico protege a la mayoria de los individuos (70 y 60%, machos y
hembras, respectivamente). La combinacion de cumarina y patron (acido valproico),
protege en menor porcentaje a los individuos (60 y 30%, machos y hembras,

respectivamente).

Figura 3-5. Fraccion de proteccion obtenida con acido valproico (300 mg/kg, v.o.),
cumarina (100 mg/kg, v.0.) y la combinacion &cido valproico (150 mg/kg, v.0.) /cumarina
(50mg/kg, v.0.) en el modelo de convulsion de induccion quimica con PTZ en ratones

macho y hembra CD-1.
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3.2.3 Modelo convulsion de electroshock de maxima intensidad
(MES):

El ultimo ensayo realizado fue el modelo de induccion de convulsiones de electroshock
de alta intensidad (MES). Los resultados se pueden observar en la figura 3-3, al igual
que en los anteriores modelos el eje Y representa la fraccidon de proteccion de convulsion

y el eje X los tratamientos evaluados.

En estos resultados se puede evidenciar que el patréon (carbamazepina) tuvo una
proteccion de mas de la mitad de los individuos, en los demas tratamientos se encontré
que cumarina en solitario tuvo un desempefio similar que el carbamazepina sola y para el
tratamiento de la combinacién de cumarina y patrén tuvieron un mejor desempefio que el
patrén, estos resultados para el modelo realizado en machos, para el caso del ensayo

en hembras el resultado fue menor que en los machos para los tres tratamientos.

Figura 3-6. Fraccion de proteccion obtenida con carbamazepina (10 mg/kg, v.o.),
cumarina (100 mg/kg, v.0.) y la combinacion carbamazepina (5 mg/kg, v.0.) /cumarina
(50mg/kg, v.0.) en el modelo de convulsion de electroshock de maxima intensidad (MES)

en ratones macho y hembra CD-1.
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3.2.4. Test de sinergia entre levetiracetam y cumarina

El resultado se analizé mediante el programa Combenefit®, bajo el esquema del modelo
Loewe (ver anexo B: modelo de aditividad de Loewe). En la figura 3-4, se muestran las
diferentes dosis de levetiracetam y cumarina, en la figura se puede observar el
porcentaje de sinergismo entre estas dos sustancias evaluadas. Representado en azul,
los tratamientos que tiene efecto sinérgico; asi como también se representa en color
verde la actividad individual de las sustancias y en rojo a las dosis que resultaron en

antagonismo.

De esta informacién se puede extraer la presencia de recuadros en color azul que indican
la actividad sinérgica de las sustancias evaluadas, dentro del recuadro también se
encuentran valores en numeros que representan el puntaje que se le asigné con respeto
a su potencial sinérgico siendo el numero mas alto y por consiguiente la dosis con mayor
potencial la de levetiracetam 9 mg/kg y cumarina 100 mg/kg, puesto que presenta un
puntaje de 52% de actividad sinérgica y una significancia marcada con la presencia de
las 3 estrellas en esta por el niumero de réplicas en las cuales fue positiva la actividad de
las sustancias. Adicionalmente, las demas casillas en la misma coloracion tuvieron un
puntaje entre 48-51% y también una significancia para el estudio de sinergia y que las

sustancias mejoran su rendimiento en administracion simultanea.

Las casillas que se encuentran en color verde indican que en estas dosis no se
encuentra antagonismo ni tampoco sinergismo, se diria que en este caso las sustancias
estan trabajando de forma independiente sobre la condicion que se quiere evaluar,
entendiendo este efecto como aditivo, en el cual el efecto se suma entre las sustancias

pero no interactuan entre si.

Es importante detallar que en la figura 3-5, se representa las diferentes concentraciones
de levetiracetam y cumarina; en este caso se muestran como puntos con alturas
diferentes que indican el porcentaje de sinergia. En el caso de los puntos que se
encuentran por encima de 0 muestran efecto sinérgico, mientras que los que estan
debajo del 0 es un indicativo de antagonismo. Los puntos que se encuentran sobre el

plano 0 indican la existencia de aditividad.
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Figura 3-7. Matriz generada por Combenefit empleando el modelo de Loewe.
Representacion grafica de las interacciones de sinergismo y antagonismo entre
levetiracetam y cumarina en el modelo de 6 Hz en ratones de laboratorio. Donde la

significancia estadistica se muestra: *** p <0.001; **p <0.01y *p <0.05
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Figura 3-8. Mapa de superficie generado por Combenefit empleando el modelo de
Loewe. Representando la interaccién de sinergismo y antagonismo entre levetiracetam y

cumarina en el modelo de 6 Hz en ratones de laboratorio.
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4.Discusion:

En esta investigacion se busco evaluar la potencial actividad de cumarina como
coadyuvante, utilizando en combinacion con farmacos anticonvulsivantes de primera
linea en el tratamiento de las crisis tonicas clonicas generalizadas, las crisis de ausencia
y las crisis refractarias, utilizando los modelos de convulsion en ratones de laboratorio:
electroshock (MES), pentilentetrazol (PTZ) y descargas eléctrica umbral o de baja

frecuencia asi como los eventuales efectos neurotdxicos agudos de las dosis aplicadas.

La primera prueba evaluada fue la de eje rodante (rotarod), como prueba de
neurotoxicidad aguda, la cual no evidencié efecto depresor a las dosis evaluadas (100
mg/kg cumarina sola o 50 mg/kg de cumarina en combinacién) destacando que, en un
estudio previo, se encontraron efectos depresores con cumarina a partir de dosis de 120
mg/kg (Ariza et al., 2006). Adicionalmente se reportan estudios de seguridad de cumarina
en ratas, en donde se identificaron cambios organicos principalmente en higado y
formacion de tumoraciones en tratamientos cronicos, en tratamientos que superan los
limites tolerados para los animales, en dicho estudio se establecieron dosis sin efectos
téxicos (42 mg/kg/dia en machos y 16 mg/kg en hembras). Por ultimo, en ratones, no se
ha encontrado formaciéon de tumoraciones en casos crénicos, pero si se conocen dosis
que pueden inducir hepatotoxicidad, pero no se han determinado otras alteraciones (26 a
280 mg/kg en machos y 28 a 271 mg/kg en hembras) (Carlton et al., 1996; Lago, 1999;
Felter et al., 2006).

Los experimentos realizados apuntan hacia una mayor actividad de cumarina en las

convulsiones inducidas por electroshock (MES), y por ende, su potencial utilidad en el
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campo de las crisis primariamente tonicas clonicas generalizadas, confirmando hallazgos
previos, cuando se aislé6 a cumarina como metabolito activo de la especie Hygrophila
tyttha (Ariza et al., 2007). Considerando que el indice de proteccién tiende a
incrementarse cuando se utiliza en combinacion con el agente de referencia
carbamazepina (CMZ) a la mitad de las dosis de los agentes por separado (50 mg/kg de
cumarina y 5 mg/kg de CMZ en combinacion versus 100 y 10 mg/kg de estos por
separado), cabe plantear que cumarina podria desempefar un papel como coadyuvante

en este tipo de crisis.

La prevencion de las convulsiones ténicas clénicas por cumarina, a su vez pueden ser un
indicador de neuroproteccion, entre otras razones, porque la prolongada fase ténica de la
convulsion experimental puede llevar a paro respiratorio y muerte del animal. En
consonancia con este planteamiento, otros autores han descrito efectos neuroprotectores
de cumarina a dosis de 100 mg/kg (Muke et al., 2018). Otros agentes derivados
cumarinicos, han mostrado potencial frente al modelo convulsiones de electroshock de
alta intensidad (MES), mediante el aumento de la supervivencia en las muestras
evaluadas (Annunziata et al., 2020), por lo anteriormente dicho, se sugiere un potencial
mecanismo de accién, mediante la inhibicion de canales de sodio dependientes de
voltaje (Tasso et al.,, 2004), antes que interacciones de otro tipo, como facilitacion de
GABA o antagonismo de canales de calcio, mas vinculadas éstas con las crisis de

ausencia (Singhuber et al.2011).

Los datos muestran que la proteccion conferida por cumarina en el modelo de PTZ es
menor que el encontrado en MES, por lo que el compuesto tendria menor utilidad en las
crisis de ausencia y las crisis mioclénicas. No obstante, se observa que cuando se
administra en combinacion con el agente de referencia, acido valproico (también a la
mitad de las dosis de los agentes por separado), el indice o fraccion de proteccion tiende
a aproximarse al conferido por acido valproico cuando éste se utiliza a las dosis de 300
mg/kg, por lo que no se descarta de plano alguna utilidad en este tipo de crisis en el

campo de coadyuvancia.

Llama también la respuesta diferencial segun el sexo, observando una menor respuesta

protectora en las hembras, no solo con cumarina (aunque esta es mas notoria, frente a
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PTZ), sino con todos los agentes de referencia examinados, por lo que el umbral parece
ser diferente, segun el sexo. Este hallazgo se correlaciona con lo encontrado por otros
autores, quienes también han sefialado una respuesta convulsiva diferencial segun el
sexo (Scharfman et al., 2014; Matovu et al., 2022).

Para el caso de la convulsién umbral o de baja frecuencia, modelo de crisis refractarias,
parece observarse una respuesta mas discreta alcanzada con cumarina, administrada
sola o en combinacién, pero posiblemente por el pequefio tamafo de la muestra
utilizada, no se logra detectar con claridad el efecto. Dada la importancia que las crisis
refractarias tienen actualmente como reto en farmacoterapia, se decidi6é, de todas
maneras, escoger este modelo para el analisis de sinergia, haciendo uso de la plataforma
Combenefit (Di Veroli et al., 2016), de libre acceso. Los resultados no son concluyentes,
parece haber una zona de posible sinergia en el rango de dosis mayores cuando se
utiliza la combinacion de cumarina/levetiracetam, pero el tamafio de muestra por cada
combinacion, tratandose de un experimento in vivo ha resultado demasiado pequefio

para proponer una interaccion de este tipo.

Entre las limitaciones de este estudio cabe sefialar la relativa escasa disponibilidad de
animales de laboratorio, considerando la inevitable variabilidad interindividual en los
experimentos in vivo, el caracter categorico de la respuesta observada, la variabilidad
debida al sexo y el sesgo que conlleva la exposicién repetida del animal de laboratorio a
diferentes estimulos convulsivantes (a la que se acudié en el disefio experimental para
optimizar el tamano de la muestra). Futuros ensayos habran de tener que superar estas
limitantes para perfilar mejor el eventual aporte que proporcione cumarina en el campo

de la adyuvancia en la farmacoterapia de la epilepsia.
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5.Conclusiones y

recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los resultados de este estudio apuntan hacia un efecto protector de cumarina en las
convulsiones inducidas por electroshock (MES), modelo de las crisis tonicas clonicas
generalizadas, dando soporte a hallazgos previos y permitiendo plantear que cumarina

podria ejercer un efecto coadyuvante en el manejo de este tipo de crisis.

En el caso de las convulsiones inducidas por PTZ, modelo de las crisis de ausencia y
crisis miocldnicas y las convulsiones inducidas por estimulo eléctrico de baja frecuencia,

modelo de crisis refractarias, el efecto de cumarina parece ser menos pronunciado.

No hay elementos para proponer el uso de cumarina en combinacion, por eventuales

efectos de tipo sinérgico, en las crisis refractarias.

Hay una respuesta diferencial en relacion con el sexo, en donde las hembras tienden a

mostrar una mayor vulnerabilidad a la convulsién.

Se requieren experimentos adicionales con mayor tamafo de muestra para cuantificar
posibles efectos sinérgicos de cumarina en los diferentes modelos de convulsién. Puesto

que una de las limitaciones fueron el nUmero de animales para uso en los ensayos.

En el rango de dosis aplicada en este estudio, la cumarina estaria desprovista de efectos

neurotéxicos agudos.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda evaluar el potencial de sinergia de cumarina en el modelo de
electroshock de alta intensidad (MES) con fines de complementar la informacién
de sinergia en modelos adicionales.

Se recomienda efectuar pruebas in vitro dirigidas a comprobar el posible
mecanismo antagonista en los canales de sodio dependientes de voltaje, puesto
que en los resultados del modelo de electroshock de alta intensidad fueron

destacables..
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Bogota, abril 05 de 2022

Profesor(a)
Mario Francisco Guerrero Pabon
Departamento de Farmacia

Respetado(a) Profesor(a):

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunién realizada el
dia 04 de abril de 2022 (Acta 04-2022), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por usted.
Como resultado de esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los aspectos
éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto final.

Proyecto / Investigadores — Grupos — Dependencias / Observaciones.
Proyecto 2. Evaluacion del efecto coadyuvante de 2H-cromen-2-ona para la prevencion de
convulsiones inducidas experimentalmente en ratones de laboratorio.

Responsables. Angela Viviana Nufiez Medina (Tesista de Maestria en Ciencias —Farmacologia) y
Mario Francisco Guerrero Pabén (Director de Tesis, Grupo FARMOL).

Objetivo del estudio. Evaluar el efecto coadyuvante de 2H-cromen-2-ona para la prevencion de
convulsiones inducidas experimentalmente en ratones de laboratorio.

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los investigadores
estan relacionados con:

1.Protocolos de bioseguridad. Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y sistema institucional de
gestion ambiental - SGA (disposicion de residuos quimicos y biologicos). El acceso a espacios fisicos del
campus UNAL debera acogerse a protocolos de bioseguridad ajustados por la coyuntura actual de
la pandemia por COVID-19.

2.Guias y pautas normativas.

Los investigadores declaran: “Para el desarrollo de la investigacion se busca gue sea bajo los
protocolos éticos, legales y ambientales de la experimentacion con animales, siendo esta una parte
importante para resolver problemas gue se han planteado en los ambitos clinicos y no existe otra
alternativa. La investigacion se lleva bajo el principio de la minimizacién de dolor y angustia del
animal, se contempla el cumplimiento de las 5 libertades de los animales: no padecer ni hambre ni
sed, malestar fisico y reducir la presentacién de dolor injustificado, control de enfermedades, permitir
el desarrollo del comportamiento dentro del ambiente de investigacion y reducir el miedo o angustia
del animal (considerando su condicién de Jos animales experimentales).

Hay un inevitable costo ético en los procedimientos contemplados en esta investigacion, por la lesién
gue resulta sobre el sistema nervioso central del animal tras la induccién de la convulsion experimental.
Es un cosfo razonable, considerando que no se cuenta con alternativas validas que reemplacen a
entera satisfaccion los modelos propuestos y por el beneficio que representa avanzar en el
conocimiento de nuevas alfernativas y aproximaciones terapéuticas en un trastorno que tiene alfto
impacto en salud ptblica. Se reducira al minimo ese dafio, empleando un numero limitado de animales,
manipulandolos en tode momento con sumo cuidado considerando un punto final anticipado si la lesion
provocada sobrepasa los limites esperados y sacrificandose humanamente, finalizado el experimento”.

6
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3.Propiedad intelectual (proteccion de los desarrollos y cumplimiento de normativas). Acuerdo 035
de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia (Reglamento sobre
Propiedad Intelectual UNAL) y Resolucion RG 032 de 2012 - Rectoria UN (Propiedad Intelectual en
proyectos de Extension UNAL).

Concepto: Proyecto Avalado. La vigencia del presente aval sera la correspondiente al cronograma
presentado en la propuesta de investigacion.

El CEl tuvo acceso a los siguientes documentos: Proyecto de Investigacion conteniendo las
consideraciones éticas.

F 7
S

Luis Fernando Ospina Giraldo
Coordinador Comité de Etica (')

() Acto Administrativo. Resolucion No. 023 de 2020 (Acta 08 del 16 de abril de 2020, Secretaria
Facultad de Ciencias) “Por la cual se actualiza la acreditacién de los infegrantes que conforman el
Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogota de la Universidad
Nacional de Colombia para el periodo institucional, comprendido entre el 19 de abril del afio 2020 y
el 19 de abril del afio 2022".
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Anexo B: Modelo de aditividad de Loewe.

Para la formulacién del modelo de aditividad de Loewe. Se debe tomar la dosis del
farmaco 1=y, vy la dosis del farmaco 2=y, Como se indica en la ecuacién Y, es la dosis
del farmaco 1y Y, es el farmaco 2. El argumento que manejo el modelo es: si las dosis
individuales dan una respuesta Optima, entonces al reducir la dosis y usarse en
combinacién debe generar el mismo resultado o mejor, de lo contrario no hay interaccién

y graficamente se representaria en una linea recta (Ma et al., 2019).
Figura B-1. Ecuacién del modelo de aditividad de Loewe (Ma et al., 2019).

Y1 Yo
Yi Y

Figura B-2. Representacion grafica de la comparacion de aditividad, sinergia y

antagonismo (Ma et al., 2019).

Antagonism

Dose of Drug X

0 Dose of Drug Y
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Anexo C: Imagenes del desarrollo de la
investigacion.

Figura C-1. Secuencia de imagenes del proceso de induccién de convulsién en el
modelo de baja frecuencia en un raton. En el que se evidencia que los miembros

posteriores estan extendidos y separados, también el fenémeno de extensién de la cola

(Straub-tail) y la inmovilidad.




7 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Figura C-2. Prueba de rotarod

Convulsién inducida por el estimulo de MES: una fase breve tonica, la cual se identifico
por la extension de las extremidades, seguida de la fase de extension toénica
generalizada en la cual el animal quedé en rigidez, luego aparece la fase de movimientos
clénicos de las extremidades, como se puede observar en la figura C-3. En el caso de no
presentarse la convulsién se consideré protegido el animal, ya que se identificd la

aparicion de la extensién de las extremidades posteriores (Castel-Branco et al., 2009).

El protocolo se puede implementar intraperitoneal u oral como dosificacion de los
farmacos estudiados, dependiendo de la via de administracién se ajustan los tiempos de

absorcion entre 30 a 60 min.
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Figura C-4. Secuencia de imagenes del proceso de induccién de convulsién en el

modelo de MES en un raton.
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Anexo D: Estadistica de datos.

Tabla D-1. Tabulacion de datos de resultados del modelo de baja intensidad y frecuencia.

2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Two-way ANOVA , not RM
2
3 |Two-way ANOVA Ordinary
4 |Alpha 0.05
5
6 [Source of Variation % of total variation P value P value summary |Significant?
7 Interaction 0.3682 0.9807 ns No
8 | Tratamiento 3.249 0.1627 ns No
9 | Genero 0.1875 0.8990 ns No
10
11 |ANOVA table S5 DF MS F (DFn, DFd) P value
12 | Interaction 0.1016 4 0.02540 F (4, 109) = 0.1046 P =0.9807
13 | Tratamiento 0.8966 2 0.4483 F (2, 109) = 1.847 P =0.1627
14 | Genero 0.05175 2 0.02587 F (2, 109) = 0.1066 P =0.8990
15 | Residual 26.46 109 0.2428
16
17 |Number of missing values|62
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Tabla D-2. Comparacion de resultados entre los diferentes tratamientos y sexos

implementados en el modelo de baja intensidad y frecuencia.

2way ANOVA
Multiple compansons

Within each column, compare rows (simple effects within columns)

1

2

3 |Number of families 3

4 |Number of comparisons per family 2

5 |Alpha 0.05

6

T |Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95% CI of diff. Significant?
]

9 Machos

10 Levet 36mag/kg vs. Cum 100 mglkg 0.1000 -0.3938 fo 0.5938 Mo

11 Levet 36mg/kg vs. Levet 18, Cum 50 magfkg 0.2000 -0.2938 to 0.6938 No

12

13 | Hembras

14 Levet 36malkg vs. Cum 100 malkg 0.2778 -0.2296 to 0.7851 Mo

15 Levet 36mg/kg vs. Levet 18, Cum 50 mafkg 0.2000 -0.2938 to 0.6938 No

16

17 | Machoy hembras

18 Levet 36mg/kg vs. Cum 100 ma/kg 0.1842 -0.1695 to 0.5380 Mo

19 Levet 36mag/lkg vs. Levet 18, Cum 50 mafkg 0.2000 -0.1482 fo 0.54492 Mo

20

1

22 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.
23

24 | Machos

25 Levet 36mg/kg vs. Cum 100 ma/kag 0.5000 0.4000 0.1000
26 Levet 36mag/kg vs. Levet 18, Cum 50 magfkg 0.5000 0.3000 0.2000
27

28 | Hembras

29 Levet 36malkg vs. Cum 100 malkg 0.5000 0.2222 0.2778
30 Levet 36mg/kg vs. Levet 18, Cum 50 magfkg 0.5000 0.3000 0.2000
31

32 | Machoy hembras

33 Levet 36malkg vs. Cum 100 malkg 0.5000 0.3158 0.1542
34 Levet 36mg/kg vs. Levet 18, Cum 50 magfkg 0.5000 0.3000 0.2000
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Tabla D-3. Resumen de tabulacién de resultados del modelo de baja intensidad y

frecuencia

Summary
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Tabla D-4. Tabulacién de resultados del modelo de inducciéon quimica de convulsiones

con PTZ.

2way ANOVA

Tabular results
1 [Table Analyzed Two-way ANOVA  not RM
2
3 |Two-way ANOVA Ordinary
4 |Alpha 0.05
5
€ |Source of Variation % of total variation P value P value summary |Significant?
7 | Interaction 1.886 0.6443 ns No
8 | Tratamiento 8.801 0.0038 i Yes
9 | Genero 3.966 0.0761 ns No
10
11 [ANOVA table Ss DF MS F (DFn, DFd) P value
12 | Interaction 0.5641 4 0.1410 F (4, 112)= 0.6269 P = 0.6443
13 | Tratamiento 2632 2 1.316 Fi2, 112)= 5.849 P = 0.0038
14 | Genero 1.186 2 0.5930 Fi2, 112)= 2.636 P = 0.0761
15 | Residual 25.20 112 0.2250
16
17 |Number of missing valuesg 59
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4
Tabla D-5. Comparacion de resultados entre los diferentes tratamientos y sexos
implementados en el modelo de induccién quimica con PTZ.
2way ANOVA
Multiple comparisons

1 |Within each column, compare rows (simple effects within columns)

2

3 |Number of families 3

4  |Number of comparisons per family 2

5 |Alpha 0.05

[

7  |Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff.  [95% CI of diff. Significant?

8

9 | Machos

10 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.1364 -0.3279 to 0.6007 |Na

11 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mg/kg 0.03636 -0.4279 to 0.5007 |No

12

13 | Hembras

14 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.6000 0.1248 to 1.075 Yes

15 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mg/kg 0.3000 0175210 0.7752  |No

16

17 | Macho y hembras

18 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.4000 0.06397 to 0.7360 |Yes

19 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mg'kg 0.2000 -0.1360 to 0.5360 |No

20

21

22 [Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.
23

24 | Machos

25 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.6364 0.5000 0.1364
26 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mg/kg 0.6364 0.6000 0.03636
27

28 | Hembras

29 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.6000 0.0 0.6000
30 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mg/kg 0.6000 0.3000 0.3000
1]

32 | Macho y hembras

33 Valpr 300mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.6500 0.2500 0.4000
34 Valpr 300mg/kg vs. Valpr 150, Cum 50 mag'kg 0.6500 0.4500 0.2000
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Tabla D-6. Resumen de tabulacién de resultados del modelo de induccion quimica con

PTZ

Summary
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Tabla D-7. Tabulacion de resultados del modelo de electroshock de alta intensidad

(MES).

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Two-way ANOVA , not RM

2

3 |Two-way ANOVA Ordinary

4 |Alpha 0.05

5

6 |Source of Variation % of total variation P value P value summary |Significant?

7 Interaction 0.7375 0.9266 ns No

8 | Tratamiento 2.028 0.3016 ns No

9 | Genero 5.402 0.0434 . Yes

10

11 |ANOVA table 53 DF MS F (DFn, DFd) P value

12 | Interaction 0.2190 4 0.05475 F (4, 110) = 0.2203 P = 0.9266
13 | Tratamiento 0.6023 2 0.3012 Fi2, 110) = 1.212 P = 0.3016
14 | Genero 1.604 2 0.8022 Fi(2, 110) = 3.228 P =0.0434
15 | Residual 27.34 110 0.2485

16

17

Number of missing value5|61




Anexos

87

Tabla D-8. Comparacion de resultados entre los diferentes tratamientos y sexos

implementados en el modelo de electroshock de alta intensidad (MES).

Zway ANOVA

Multiple comparisans
1 |Within each column, compare rows (simple effects within columns)
2
3 |Number of families 3
4  [Number of comparisons per family 2
5 |Alpha 0.05
1]
7 |Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. |95% CI of diff. Significant?
8
9 | Machos
10 | CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mgikg 0.0 -0.4996 to 0.4996  |No
11 CMZ 10mg/kg vs. CMZ 5 Cum 50 mglkg -0.1000 -0.5996 to 0.3996 |No
12
13 | Hembras
14 CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mg'kg 0.2889 -0.2244 to 0.8022 No
15 CMZ 10mg/kg vs. CMZ 5 Cum 50 mglkg 0.0 -0.4996 to 0.4996 |No
16
17 | Macho y hembras
18 CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mg'kg 0.1000 -0.2533 t0o 0.4533  |No
19 CMZ 10mg/kg vs. CMZ 5 Cum 50 mglkg -0.0500 -0.4033 t0 0.3033  |No
20
21
22 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.
23
24 | Machos
25 | CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mglkg 0.6000 0.6000 0.0
26 CMZ 10mg/kg vs. CMZ 5 Cum 50 mglkg 0.6000 0.7000 =0.1000
27
28 | Hembras
29 CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mg'kg 0.4000 0.1111 0.2889
30 CMZ 10mg/kg vs. CMZ & Cum 50 mg/kg 0.4000 0.4000 0.0
31
32 | Macheo y hembras
33 CMZ 10mg/kg vs. Cum 100 mg/kg 0.5000 0.4000 0.1000
34 CMZ 10mg/kg vs. CMZ § Cum 50 mg/kg 0.5000 0.5500 -0.0500




8 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Tabla D-6. Resumen de tabulacion de resultados del modelo de electroshock de alta
intensidad (MES).

Summary
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Tabla D-7. Tabulacién de resultados prueba de rotarod (pre-administracién) con

levetiracetam, cumarina y combinacion de levetiracetam/cumarina en hembras.

1
12
13

Table Analyzed

Kruskal-Wallis test
P value
Exact or approximate P value?

P value summary

*Hembras pre 6Hz

0.5110
Approximate

ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Mo

Mumber of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Mumber of treatments (columns)

Mumber of values (total)

3
1.343

30

Tabla D-8. Tabulacién de resultados prueba de rotarod post- administracion de

levetiracetam, cumarina y combinacion levetiracetam/cumarina en hembras.

Cad | Pud | =k

|

[=1]

=l

[=+]

g

10
1
12
13

Table Analyzed

Kruskal-Wallis test
P value
Exact or approximate P value?

P value summary

*Hembras post 6Hz

0.4158
Approximate
ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)" No

Mumber of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary
Mumber of treatments (columns)

Mumber of values (total)

3
1.755

30
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Tabla D-9. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod pre-administracion de

levetiracetam, cumarina y combinacion levetiracetam/cumarina en ratones macho.

F |
Table Analyzed Machos pre BHz

1

e
ot

L5 I -

=]

g

10
11
12
13

Kruskal ' Wallis test

P value 0.0968
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.0 No
Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 4 670

Data summary
Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) 30
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Tabla D-10. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod post-administracion de

levetiracetam, cumarina y combinacion levetiracetam/cumarina en ratones macho.

Table Analyzed Machos post 6 Hz

Kruskal-Wallis test

F value 0.4813
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary ns

Do the medians vary signif. (F < 0.0 Mo
Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 1.463

Data summary

Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) a0

Tabla D-11. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod pre- administracion de

acido valproico, cumarina y combinacion acido valproico/cumarina en ratones hembra.

Table Analyzed Hembras pre PTZ

Kruskal- Wallis test

F value 0.8500
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Mo
Mumber of groups 3
Kruskal-\Wallis statistic 0.3251

Data summary
Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) a0
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Tabla D-12. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod post- administracion de

acido valproico, cumarina y combinacién acido valproico/cumarina en ratones hembra.

Table Analyzed Hembras post PTZ

Kruskal Wallis test

P value 0.4620
Exact or approximate P value? Approximate
F value summary ns

Do the medians vary signif. (F < 0.058)" Mo
Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 1.544

Data summary
Mumber of treatments (columns) 3
Mumber of values (total) 30
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Tabla D-13. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod pre- administracién de

acido valproico, cumarina y combinacién acido valproico/cumarina en ratones macho.

Table Analyzed

Kruskal-Wallis test
P value
Exact or approximate P value?

P value summary

Machos pre PTZ

0.4287
Approximate

ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Mo

Mumber of groups 3

Kruskal-Wallis statistic 1.694
Data summary

Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) 30

Table Analyzed

Kruskal - Wallis test
P value

Exact or approximate P value?

Tabla D-14. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod post- administracién de

acido valproico, cumarina y combinacién acido valproico/cumarina en ratones macho.

Machos post PTZ

0.9765

Approximate

P value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Mo

Mumber of groups 3

Kruskal-\Wallis statistic 0.04757
Data summary

Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) 30
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Tabla D-15. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod pre- administracién de

carbamazepina, cumarina y combinacion carbamazepina/cumarina en ratones hembra.

Table Analyzed Hembras pre ME!

Kruskal- Wallis test

F value 0.9605
Exact or approximate P value? Approximate
F value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Mo
Mumber of groups 3
Kruskal-\Wallis statistic 0.08053

Data summary
Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) 30

Tabla D-16. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod post- administracion de

carbamazepina, cumarina y combinacion carbamazepina/cumarina en ratones hembra.

Table Analyzed Hembras post MES

Kruskal-Wallis test

P value 0.5918
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary ns

Do the medians vary signif. (P < 0.05)" Mo

Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 1.049

Data summary
Mumber of treatments (columns) 3

Mumber of values (total) a0
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Tabla D-17. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod pre- administracién de

carbamazepina, cumarina y combinacion carbamazepina/cumarina en ratones macho.

Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)
Mumber of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Mumber of treatments (columns)

Mumber of values (total)

Machos pre MES

0.6866
Approximate
ns

Mo

3

0.7520

30

Tabla D-18. Tabla de analisis de resultados de prueba rotarod post- administracién de

carbamazepina, cumarina y combinacion carbamazepina/cumarina en ratones macho.

Table Analyzed

Kruskal Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)

Mumber of groups

kruskal-Wallis statistic

Data summary

Mumber of treatments (columns)

Mumber of values (total)

Machos post MES

0.7000
Approximate
ns

Mo

3

0.7135

30
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