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Resumen

Los farmacos antiepilépticos (FAE) regulan la sobreexcitacion de las células nerviosas
para evitar o reducir la frecuencia de las crisis epilépticas, sin embargo, los FAE
presenten efectos adversos, haciendo necesario proponer farmacos alternativos. La
saxitoxina (STX) es una toxina paralizante que bloquea los canales de sodio
dependientes de voltaje (VGSC), los cuales son un blanco comun para encontrar nuevos
antiepilépticos. Para evaluar las crisis epilépticas se utilizan modelos de crisis aguda
como el pentilentetrazol (PTZ) en roedores. Una dosis de 100 mg/kg de PTZ inyectada
via intraperitoneal (i.p.) presenta consecutivamente tres crisis: 1) mioclonus, 2) crisis
clonico generalizada (CCG) y 3) crisis ténico-clonico generalizada (CTCG). El objetivo
fue evaluar el efecto antiepiléptico de la STX en ratones CD-1 utilizando el modelo del
PTZ y comparar su efecto con el de la fenitoina (FNT), un antiepiléptico comercial, que
al igual que la STX, bloquea los VGSC. Adicionalmente se evalu6 si la STX llega al
cerebro, mediante cromatografia liquida de alta resolucion, para identificar si persiste
después de la administracion del PTZ. Se establecieron 5 dosis subletales (1.8, 3.9, 6,
7.5, 8.5 pg/kg), una dosis letal media (DLsg) de 9.5 pg/kg de STX y una dosis de 50
mg/kg de FNT. El desarrollo experimental consistid en inyectar via i.p. los vehiculos de
la STX y la FNT como controles, y las dosis correspondientes de STX y FNT. Después
de 30 min se administr6 i.p. el PTZ (100 mg/kg) a cada uno de los grupos
experimentales, y durante los siguientes 30 min se evalud el porcentaje de ratones que
presentaron las crisis y el tiempo que tardaron en iniciar las crisis. Los resultados
mostraron que la STX no evito las crisis y no se detectd en el cerebro de los ratones,
aunque no se puede descartar que hayan quedado niveles traza de STX que no se
identificaron. La dosis subletal de STX de 8.5 pg/kg mostré un aumento significativo en
la latencia del mioclonus con respecto a su vehiculo y a la FNT. La misma dosis
disminuyd el porcentaje de ratones que presentaron la CCG en comparacion con la FNT.
La FNT evitd en el 100% de los ratones, la aparicién de la CTCG. Los ratones que
sobrevivieron a la DLsy de STX mostraron una disminucién en el porcentaje de
organismos que presentaron la CTCG. Este trabajo es el primer reporte donde se
propone a la STX como FAE, observandose efectos significativos en la latencia y
porcentaje de ratones que presentan las crisis. La STX presenta un margen terapéutico
estrecho por lo que se requieren mas estudios para elucidar los efectos antiepilépticos de
la STX o alguno de sus analogos que poseen menor potencia téxica y un mayor rango
terapéutico.
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Summary

Antiepileptic drugs (AED) regulate the over-excitation of nerve cells to avoid or reduce
the frequency of epileptic seizures; however, AED present adverse effects, making it
necessary to propose alternative drugs. Saxitoxin (STX) is a paralyzing toxin that blocks
voltage-gated sodium channels (VGSC), a frequent target for finding new antiepileptics.
Acute seizure models such as pentylenetetrazole (PTZ) in rodents can be used to
evaluate seizures. A dose of 100 mg/kg of PTZ injected intraperitoneally (i.p.) presents
three consecutive seizures: 1) myoclonus, 2) generalized clonic seizures (GCS), and 3)
generalized tonic-clonic seizures (GTCS). The objective was to evaluate the antiepileptic
effect of STX in CD-1 mice using the PTZ model and to compare its effect with
phenytoin (PHT), a commercial antiepileptic that also blocks VGSCs. It was also
evaluated if STX reaches the brain, using high-performance liquid chromatography, to
identify if it persists after administration of PTZ. Five sublethal doses were established
(1.8, 3.9, 6, 7.5, 8.5 ug / kg), a mean lethal dose (LDsp) of 9.5 pug/kg for STX, and a dose
of 50 mg/kg for PHT. The experimental design consists of injecting intraperitoneally
(i.p.) STX and PHT vehicles as controls, and the corresponding doses of STX and PHT.
After 30 minutes, the PTZ (100 mg/kg) was administered i.p. to each of the experimental
groups; during the following 30 minutes, the percentage of mice that presented the
seizures and the time it took to start the seizures were evaluated. The results determined
that STX did not prevent seizures and was not detected in the mice's brains, although it
cannot be ruled out that they have had trace levels of STX that are not identified. The
sublethal STX dose of 8.5 pg/kg showed a significant increase in myoclonus latency
compared to its vehicle and PHT. The same treatment decreased the percentage of mice
that included GCS compared to PHT. PHT prevented the appearance of GTCS in 100%
of the mice. Mice that survived STX LDsy showed a decrease in the percentage of
organisms that presented the GTCS. This work is the first report where the STX is
proposed as FAE, observing significative effects on latency and the percentage of mice
that present seizures. STX has a narrow therapeutic margin; more studies are needed to
elucidate the antiepileptic effects of STX or any of its analogs that have less toxic
potency and a higher therapeutic range.

Key words: Antiepileptic, Saxitoxin, Pentylenetetrazole, Phenytoin

e/ | \Vo.Bo.

Dra. Norma Angélica Estrada Mufioz Dr. José Jesus Bustillos Guzman
Co-Directora de Tesis Co-Director de Tesis




Dedicatoria

A mi familia, que siempre ha creido en mi y me ha apoyado.

A mi hijo, que en poco tiempo me ha ensefiado tanto y quien me da la fuerza para seguir
adelante.

“Ad lucem”



Agradecimientos

Al programa de Posgrado del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C.
(CIBNOR), por permitirme realizar la maestria en la institucion y al Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada (No. 488439). Al proyecto
CONACYT de Ciencia Béasica CB-2015-1 (No. 258122).

A la Universidad Veracruzana, Campus Xalapa, y a la Dra. Leonor Lépez permitirme
realizar una estancia académica en sus instalaciones, su asesoramiento en el tema de

tesis y capacitacién en manejo animal.

A mi Comité Tutorial (Dra. Norma Estrada, Dr. José Bustillos y Dra. Leonor Lépez),

por su presencia, apoyo Yy disposicion durante la realizacién del proyecto de maestria.

A Erick Ndfez (titular) y Daniel Cesefia (técnico) del laboratorio de Analisis de
Biotoxinas Marinas, por facilitarme la toxina, sus instalaciones, asesoramiento y

capacitacién en manejo animal para llevar a cabo el proyecto de tesis.

A Amaury Cordero (titular) y Guadalupe Sanchez (técnico) del Bioterio, por su

asesoramiento, disposicién y facilitacion de material.

A la Dra. Norma Estrada por permitirme llevar a cabo parte mi proyecto en el

laboratorio de BioHelis.

Al Dr. José Bustillos (titular) y Francisco Hernandez (técnico) del laboratorio de
Microalgas Nocivas, por el apoyo con el analisis de muestras en el cromatégrafo liquido

de alta eficacia.

A Rosa Maria Morelos, Ismael Mendoza, Anais Lucero y a los técnicos Victor Moyron
y Julio Hernandez por el apoyo en diferentes areas del proyecto de tesis.



Contenido
RESUIMBN. ... bbbttt bbbt bt bt et e b et e st e b e nbeabeene e i
SUMIMIAEY ..o e e e e e i
D -To [ Tor= 1 (o] o - VR ii
AGIra0CIMIBNTOS. ...ttt e e e et Vi
(@70] 01 £=] ] o [0 USSR %
LiSta e FIQUIAS. ...t e vii
Lista de tablas. .. ... IX
ADFEVIATUIAS. . ... e X
1. INTRODUCCION. .. .o, 1
1.1. Generalidades de las crisis epilépticas............ooeviriiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 1
1.2. Blancos moleculares de los farmacos antiepilépticos ...............ccoooveiviiininnnn.. 2
1.3. Desventajas de farmacos antiepilépticos convencionales....................coouvenen. 5)

1.4. Modelos de estudio para deteccidn de nuevos farmacos antiepilépticos ........... 7
1.5. Modelo de crisis aguda del pentilentetrazol para investigacion de nuevos

farmacos antiePileptiCOS. . ...ttt e 8
1.6. La saxitoxina como un farmaco con potencial antiepiléptico ........................e. 9
2. ANTECEDENTES. ... e e 11
2.1. Potencial terapéutico de la saxitoxina y sus analogos................cooeevvinininnnn.. 11
2.2. Canales de sodio dependientes de voltaje...............ccooeviiiiiiiii i 12
2.3. Interaccidn de los canales dependientes de voltaje con la

T D € 110). €11 T: F T 17

2.4. Afinidad de la saxitoxina y sus derivados por las isoformas de la subunidad o de
los canales de soido dependientes de voltaje...............ocooeiiiiiiiiiiiii, 18
2.5. Toxicidad de 1a SAXITOXING. ... .ovinie et e 19
2.6. Toxicocinetica de 1a SaXitOXINa. .........ouiniiriniiet e 21
2.6.1. DIStIIDUCION. .. ...t 21
2.6.2. MetabolisSmO.........oiiii 22
2.6.3. EXCIECION. ...\ttt e e e e 23
3. JUSTIFIFCACION. ... e 24
B, HIPOTESIS. ...t 25
5. OBUIET IV OS. .o 25
5.1. ODJELIVO ZENETral.......oneiitie it e 25
5.2, ObJetivos PartiCUlares. ... ..o.ueei it 25
6. MATERIALY METODOS. ......uutiiiiiiiiiiiee e et 26
6.1. Obtencion de ratones CD-1........viuirie i 26
6.2. Obtencion de COMPUESIOS QUIMICOS.........uiriirieet et 26
6.3. Dosis utilizadas de Saxitoxina, fenitoina y pentilentetrazol............................ 27
6.4. Desarrollo experimental.............coooeiitiiiiiii e 27

6.4.1. Efecto antiepiléptico de cinco dosis subletales y una DLz, de saxitoxina... 28
6.4.2. Comparacion del efecto antiepiléptico de la dosis efectiva de saxitoxina

conel de fenitoina.........ooveieiei i 29

6.5. ANAlLiSiS €StadiStICO. ...\ttt ittt e 30



7.

8.

9.

Vi

6.5.2. Latencia a la aparicion de la primera crisis epiléptica.......................... 30
6.6. Identificacion y Cuantificacion de la saxitoxina en los cerebros de los ratones
por cromatografia liquida de alta resolucioén con deteccion fluorescente............ 30
RESULTADOS. ... e e e 32
7.1. Efecto antiepiléptico de cinco dosis subletales y una DLz, de saxitoxina ........... 32
7.2. Comparacion del efecto antiepiléptico de la dosis efectiva de saxitoxina con el
de FENITOTNG ... e 36
7.3. Identificacion y cuantificacion de la saxitoxina en los cerebros de los ratones..... 39
DISCUSION. ...ttt 40
8.1. Efecto antiepiléptico de la saxitoXina...........coeeiiiiiiiieiiiiiiiiiiieneeeennannen, 40
8.2. Comparacion de la saxitoxina con la fenitoina...................oooiiiiiiiiiiinn.n 42
8.3. La saxitoXina €n €l CETeDIO. ... ..uiiuiit ittt e, 44
CONCLUSIONES. ... e 45

10. LITERATURA CITADA . .. 46



vii

Lista de figuras

Figura 1. Estructura quimica de las toxinas paralizantes (Tomado de Wiese et al., 2010..

Figura 2. (A) Diagrama de la estructura molecular de la subunidad a del VGSC donde
se muestran los cuatro dominios, cada uno con sus 6 segmentos a hélice; el dominio
sensor de voltaje (VSD); el dominio del poro (PD), el bucle de inactivacion (IFM); los
motivos DEKA y EEDD del filtro de selectividad (SF); y los sitios farmacol6gicos de
unién a diferentes toxinas (Tomado y modificado de Zhang et al. 2013). (B) Estructura
quimica de la STX y su interaccién con el VGSC en el area del SF descrito en el
documento (Tomado y modificado de Shenetal., 2018).............ccoiiiiiiiiiiiiiiiin,

Figura 3. Porcentaje (%) de ratones que presentan las crisis epilépticas: A) Mioclonus,
B) CCG y C) CTCG,; a diferentes dosis de STX (g STX/kg peso ratdn), en ratones CD-
1 (20+1 g). El vehiculo (veh) o las diferentes dosis de STX se inyectaron i.p. 30 min
previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). El asterisco denota diferencia estadistica
significativa de las dosis administradas con respecto al vehiculo (control) (p<0.05)........

Figura 4. Latencia (segundos) a la aparicion de la primera crisis epiléptica: A)
Mioclonus, B) CCG y C) CTCG,; con diferentes dosis de STX (ug STX/kg peso ratén),
en ratones CD-1 (201 g). El vehiculo (veh) o las diferentes dosis de STX se inyectaron
i.p. 30 min previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). Los datos se representan con
un circulo y se muestran la mediana, los cuartiles del 25 y 75% y los valores minimo y
maximo. El asterisco denota diferencia estadistica significativa de las dosis
administradas con respecto al control (vehiculo) (p<0.05)...........coiviiiiiiiiiiiiinn,

Figura 5. Porcentaje (%) de ratones que presentan las crisis epilépticas: A) Mioclonus,
B) CCG y C) CTCG,; con una dosis de FNT (50mg/kg) comparada con una dosis de STX
(8.5 ug/kg), en ratones CD-1 (20+1 g). Los vehiculos (veh), la FNT o la STX se
inyectaron i.p. 30 min previos a la inyeccién i.p. del PTZ (100 mg/kg). El asterisco
denota diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (p<0.05).....................

Figura 6. Latencia (segundos) a la aparicion de la primera crisis epiléptica: A)
Mioclonus, B) CCG y C) CTCG; con una dosis de FNT (50mg/kg) comparada con una
dosis de STX (8.5 pg/kg en ratones CD-1 (20£1 g). Los vehiculos (veh), la FNT o la
STX se inyectaron i.p. 30 min previos a la inyeccién i.p. del PTZ (100 mg/kg). Los datos
se representan con un tridngulo y se muestran la mediana, los cuartiles del 25y 75% y
los valores minimo y maéximo. Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (p<0.01). El superindice a denota que no hubo
comparacion con la dosis de FNT (50 mg/kg) por ausencia de

10

18

35

36

38



viii

Figura 7. Cromatogramas representativos de STX analizada en el cerebro de ratén con
el método de HPLC-FLD. a) Cromatograma de referencia del estdndar de STX (FDA,
NIST) con un tiempo de retencion de 30 min; b) cromatograma de ratones sin exposicion
a STX; c) cromatograma proveniente del experimento con una dosis de 8.5 pug STX/kg
peso ratén y 30 min después administracion de PTZ (100 mg/kg)..........ccoeeveviniinann...



Lista de tablas

Tabla I. Localizacion y expresion de las isoformas de la subunidad a de los canales de
S0di0 dependientes de VOILAJE.........cccveiieiicie et

Tabla Il. Distribucion de las isoformas de la subunidad a de los canales de sodio
dependientes de voltaje en la estructura neuronal del sistema nervioso central...............

Tabla Ill. Afinidad de las isoformas de la subunidad o de los canales de sodio
dependientes de voltaje por 1a STX ...,

Tabla 1V. Valores de toxicidad (DLso) en vertebrados para STX administrados por
diferentes vias: (i.m.) intramuscular; (i.p.) intraperitoneal; (i.v.) intravenosa; (0.) oral;
(s.c.) subcutanea. Los valores de DLsp se muestran en pg/kg y nmol/kg......................

15

16

19



Abreviaturas

AMPA
ANOVA
AOAC
Arg
BZD
Ca*
CBZ
CCG
CTCG
CDss
CD-1/ICR
CI
Cryo-EM
Dcla
DE
DEKA
EDso
EEDD
ELISA
FAE
FDA
FBM
FNT

g

GABA
GABAA
GABAg
GBP
Glu

Gly
GMT
GTX 2/3
h

*H
HgOa
H,0,
HCI
HEPA
HPLC-FLD
HRP
HSD
IFM

a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato
Andlisis de varianza

Association of Official Analytical Chemist
Arginina

Benzodiacepinas

Calcio

Carbamazepina

Crisis Clonico Generalizada

Crisis Tonico Clonico Generalizada

Dosis convulsiva media

Cepa de ratén albino

Cloruro

Estructura de microscopia crioelectrénica

Toxina peptidica gque altera la activacion de voltaje
Desviacion estandar

(D) Aspartato- (E) glutamato-(K) lisina- (A)alanina
Dosis efectiva media

(E) Glutamato- (E) glutamato-(D) aspartato- (D)aspartato
Acronimo del inglés Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay
Farmaco antiepiléptico

Food and Drug Administration

Felbamato

Fenitoina

Gramos

Acido y-aminobutirico

Receptor A de 4cido y-aminobutirico

Receptor B de acido y-aminobutirico

Gabapentina

Glutamato

Glicina

Gating Modifier Toxin

Gonyautoxinas 2/3

Horas

Tritio

Agua acidificada con HCI

Peroxido de hidrogeno

Acido clorhidrico

Filtros de aire

High Performance Liquid Cromatography with Fluorescence detector
Horseradish peroxidase

Honestly significant difference
Isoleucina-fenilalanina-metionina



1gG

i.p.
V.

kD
DLso
LEV
LSD
Lys
LTG

MES

Hg/kg
mg/kg
min

pl

mi/kg

Inmunoglobulina G
Intraperitoneal

Intravenosa

Potasio

Kilodaltones

Dosis Letal Media
Levetiracetam

Least significant difference
Lisina

Lamotrigina

Molar

Maximal electroshock
Microgramos por kilogramo de peso
Miligramos por kilogramo de peso
Minutos

Microlitros

Mililitros

Muililitros por kilogramo de peso
Milimetro

Milimolar

Normalidad

Sodio

Cloruro de sodio

Canal de sodio controlado por voltaje
Canal de sodio controlado por voltaje de Periplaneta americana
Neosaxitoxina

Nanogramos por gramo
Nanogramos por mililitros
Grupo amino

Nanometros

Nanomoles por kilogramos
N-metil-D-aspartato
Oxcarbazapina

Conector extracelular del poro
Dia postnatal 7 de rata
Fenobarbital

Dominio del poro

Picogramo

Pregabalina

Potencial de hidrogeno
Primidona

Paralyzing Shellfish Toxins
Pentientetrazol

Rufinamida

Revoluciones por minuto

Xi



RTG

S.C.
SIA
SNC
SNP
SF

Ss

SS
STP
STX
STXOL
FAT
TGB
TMB
TPM
TTC
TTX
Tyr
UNAM
Veh
VGB
VGCC
VGKC
VGSC
VPA
VSD
ZNS

Xii

Retigabina

Segmento transmembranal de o hélice
Segundos

Subcutanea

Segmento Inicial del Axon

Sistema Nervioso Central

Sistema Nervioso Periférico
Selectivity filter (filtro de selectividad)
Solucién salina

Segmento transmembranal corto de a hélice
Estiripentol

Saxitoxina

Saxitoxinol

Fraccion de alcaloides totales
Tiagabina

TetraMetilBencidina

Topiramato

Técnico Titular C

Tetrodotoxina

Tirosina

Universidad Nacional Autonoma de México
Vehiculo

Vigabatrina

Voltage Gated Calcium Channel
Voltage Gated Potassium (K) Channel
Voltage Gated Sodium Channel
Valproato

Voltage-Sensisng Domain
Zonisamida



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de las crisis epilépticas

Una crisis epiléptica es una manifestacion clinica que resulta de la actividad excesiva de
las neuronas y deriva en la alteracion de la conciencia, de la sensacion, o en el control
motor. Las crisis epilépticas deben distinguirse de la epilepsia en que las crisis pueden
ser eventos aislados o agudos (no asociados con la epilepsia) o bien cronicos y
espontaneos, que es propiamente epilepsia, la cual es una condicion cronica en la que las
crisis se producen repetida y espontdneamente debido a una anomalia cerebral

subyacente que persiste entre crisis (Bowman et al., 2001; Simeone y Rho, 2009).

Las crisis epilépticas tienen dos caracteristicas distintivas: hiperexcitabilidad e
hipersincronia neuronal; es decir, que para que una crisis epiléptica se manifieste de
forma electroclinica, deben generarse impulsos nerviosos a una velocidad excesivamente
alta y/o en un patron anormal, asi como, presentar actividad sincrénica de grandes

poblaciones de neuronas (Simeone y Rho, 2009).

Las crisis epilépticas se clasifican en dos categorias, dependiendo de si toda la corteza
cerebral (crisis generalizadas), o s6lo una parte restringida (crisis parciales), esta
involucrada en la descarga eléctrica anormal inicial. Se clasifican como simples cuando
la conciencia se conserva y complejas cuando la conciencia se altera. Las crisis parciales
simples pueden evolucionar hacia crisis parciales complejas o crisis tonico-clonicas
secundariamente generalizadas como resultado de la propagacién de actividad eléctrica
anormal. Las crisis generalizadas primarias (también llamadas crisis generalizadas)
involucran areas generalizadas de la corteza cerebral, y estas se subdividen en dos tipos:

convulsivas y no convulsivas.



Las crisis generalizadas convulsivas se caracterizan por contracciones de los musculos a
veces violentas y sostenidas, mientras que las crisis generalizadas no convulsivas
carecen de actividad motora prominente. Las crisis generalizadas ténico-clonicas,
clonicas y algunas tonicas se denominan crisis generalizadas convulsivas. La crisis
generalizada no convulsiva mas comin es la de ausencia, pero la categoria también
incluye crisis atonicas, tonicas breves y mioclonicas (Bowman et al., 2001; Simeone y
Rho 2009).

Las crisis epilépticas pueden ser causadas por multiples mecanismos, sin embargo, se
discute a menudo que las crisis surgen cuando hay una interrupcion de los mecanismos
gue normalmente crean un equilibrio entre la excitacion y la inhibicién de la actividad
eléctrica en el sistema nervioso. Por lo tanto, normalmente hay controles que evitan que
las neuronas generen un impulso nervioso, pero también hay mecanismos que lo
facilitan para que el sistema nervioso pueda funcionar adecuadamente. La interrupcion
de los mecanismos que inhiben la activacion, o la promocion de los mecanismos que
facilitan la excitacion pueden provocar crisis. Sin embargo, en la epilepsia, no solo se
requiere un mecanismo del por qué se producen las crisis, sino un mecanismo adicional
que también explique el momento de las transiciones episddicas de la actividad normal a
las crisis (Bowman et al., 2001; Scharfman, 2007; Staley, 2015).

1.2. Blancos moleculares de los fArmacos antiepilépticos

Tradicionalmente, existen tres clases principales de blancos moleculares que se
consideran relevantes para limitar la actividad epiléptica. Estos incluyen: 1) canales de
iones sodio (Na*) y calcio (Ca?") controlados por voltaje; 2) receptores A de é4cido y-
aminobutirico (GABA,); y 3) receptores ionotropicos de glutamato. Los farmacos
antiepilépticos (FAE) clinicamente Utiles ejercen sus efectos principalmente sobre uno o

mas de estos blancos (Simeone y Rho, 2009).



Las neuronas y las células musculares son células excitables, que al ser estimuladas
generan una respuesta de naturaleza eléctrica. Para poder realizar dicha respuesta la
membrana de la neurona dispone de canales idnicos que van a dejar fluir cargas
eléctricas en forma de iones. El ciclo de actividad de un canal le permite pasar por tres
estados, abierto, inactivo y cerrado, asi, los FAE pueden afectar directamente los canales
ionicos o influir indirectamente en la sintesis, el metabolismo o la funcién de los
neurotransmisores o receptores que controlan la apertura y el cierre de los canales
(Scharfman, 2007). El potencial de accion es el mecanismo celular por el cual las células
excitables dentro del sistema nervioso se comunican entre si. Para el desarrollo de un
potencial de accion se requiere la existencia de canales controlados por voltaje que se
abren o cierran en respuesta a la despolarizacion de la membrana. Cuando ésta alcanza
un umbral, se abren los canales de Na* dependientes de voltaje (VGSC, por sus siglas en
inglés: Voltage Gated Sodium Channel), a través de los cuales entra el Na* al interior de
la neurona y disminuye la diferencia de cargas eléctricas con la parte externa, asi la
membrana se despolariza y se produce un potencial de accion (Errington et al., 2005).
La modulacion selectiva de este proceso representa un objetivo para los FAE como la
fenitoina (FNT), carbamazepina (CBZ), valproato (VPA), felbamato (FBM), lamotrigina
(LTG), oxcarbazapina (OCBZ), topiramato (TPM) y zonisamida (ZNS) (Bromfield et
al., 2006; Leppik et al., 2006).

Por su parte, los canales de Ca?* dependientes de voltaje (VGCC, por sus siglas en
inglés: Voltage Gated Calcium Channel) son criticos para el correcto funcionamiento de
las células excitables dentro del sistema nervioso central (SNC). La entrada de Ca®* en el
interior de la célula es esencial para la transduccion de sefiales, como en la liberacién de
neurotransmisores, y en la regulacion de la expresion génica e incluso la muerte celular
(Errington et al., 2005). Entre los FAE asociados a los VGCC estan la etosuximida
(ESM), gabapentina (GBP), levetiracetam (LEV), LTG, TPM, VPA y ZNS (Bromfield
et al., 2006; Leppik et al., 2006). Por lo tanto, los FAE que modulan los VGSC y VGCC
estabilizan el flujo de iones en las membranas neuronales, bloquean la activacion y
propagacion del potencial de accidn, reducen la liberacion de neurotransmisores y asi

evitan la propagacion de las crisis epilépticas (White et al., 2007).



Otro blanco molecular de los FAE es el acido y-aminobutirico (GABA) que es un
aminoacido que acta como el prinicipal neurotransmisor inhibidor en el SNC. Ejerce su
funcién primordial en la sinapsis mediante la union a receptores GABA postsinapticos
gue se encuentran acoplados a un canal i6nico, y cuya activacion hiperpolariza la célula
e inhibe la transmisién de un potencial de accion (Jewett y Sharma, 2018). EI GABA se
forma dentro de los terminales del axén GABAEérgico y se libera en la sinapsis, donde
actua en uno de los dos tipos de receptores: GABA,, que controla la entrada de CI" en la
célula, y GABAGg, que aumenta la permeabilidad del K*, disminuye la entrada de Ca** e
inhibe la liberacion presinaptica de otros neurotransmisores. EI GABA se elimina
rapidamente por recaptacion en las células gliales y las terminales nerviosas
presinapticas y luego se cataboliza por la transaminasa del GABA (Treiman, 2001).
Varios de los FAE disponibles han demostrado la capacidad de potenciar la
neurotransmision GABAGérgica mediada por el receptor GABAA, como las
benzodiacepinas (BZD), los barbitdricos, FBM, TPM y ZNS. También se ha encontrado
que varios FAE aumentan el tono GABAGérgico al disminuir el metabolismo de GABA,
como el VPA vy la vigabatrina (VGB); prevenir la recaptacion de GABA, como la
tiagabina (TGB); o0 aumentar su sintesis con VPA y la gabapentina (GBP) (Leppik et al.,
2006).

Por su parte, el glutamato es el neurotransmisor excitador predominante del cerebro de
los mamiferos adultos. El glutamato media sus efectos excitadores en la sinapsis a través
de varias subclases de receptores ionotropicos y metabotropicos (Barker-Haliski y
White, 2015). Los receptores glutamatérgicos ionotrdpicos se pueden subdividir en
aquellos sensibles al N-metil-D-aspartato (NMDA) y aquellos sensibles al a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato y al kainato que son los receptores AMPA y
kainato, respectivamente. Los receptores NMDA aumentan predominantemente la
permeabilidad de Na* y Ca?*, mediando los potenciales excitadores postsinapticos lentos
y la excitacion mediada por los receptores AMPA y kainato produce una elevada
permeabilidad al Na* y son responsables de la neurotransmision excitadora rapida

(Czapinski et al., 2005). Tras su liberacion, sus acciones son terminadas por



transportadores de glutamato (Underhill, 2014). De los FAE disponibles, el FBM vy el
TPM son novedosos porque poseen una capacidad Unica para reducir la
neurotransmision excitadora mediada por glutamato mediante la modulacion de los
receptores NMDA, en el caso del FBM, y el TPM con los receptores AMPA y Kkainato.
La accion del FBM en los receptores NMDA puede estar relacionada con la reduccion
de la neurotransmision excitadora lenta y la disminucion de la neurotoxicidad de los
aminoacidos excitatorios asociada con la liberacion excesiva de glutamato. Por el
contrario, la accion del TPM en los receptores de AMPA y kainato modifica la

excitacion réapida (Leppik et al., 2006).

1.3. Desventajas de farmacos antiepilépticos convencionales

Los farmacos tienen algunos efectos adversos, que van desde leves hasta agudos, y
graves o cronicos (Cramer et al., 2010). Se distinguen cinco tipos de efectos adversos
que estan relacionados con el mecanismo de accion conocido del farmaco (tipo A); con
la vulnerabilidad individual, como el mecanismo inmunoldgico, genético u otro (tipo B);
con la dosis acumulativa del farmaco (tipo C); con la exposicion prenatal (tipo D); o a
interacciones farmacoldgicas (tipo E) (Perucca y Gilliam, 2012).

Los efectos tipo A mas representativos de los FAE afectan el SNC e incluyen
somnolencia, fatiga, mareos, inestabilidad, vision borrosa o doble, dificultad para
concentrarse, problemas de memoria, irritabilidad, depresién, cambios de
comportamiento o personalidad, psicosis (Perucca y Gilliam, 2012; Sills, 2011). Aunque
los efectos adversos varian de un farmaco a otro, la mayoria de los FAE, si no todos,
comparten estos efectos, especialmente los trastornos de sedacion (fenobarbital (PB),
primidona (PRM) y BZD), coordinacion (CBZ, FNT, PRM y BZD), disfuncion
cognitiva (barbitaricos, BZD, TPM), efectos psiquiatricos (barbitaricos, VGB, TGB,
TPM, LEV, ZNS y FBM), entre otros (Perucca y Gilliam, 2012).



Los efectos tipo B mas comunes de los FAE incluyen reacciones cutaneas,
hematoldgicas y hepaticas o pancreaticas, mientras que los cambios en el peso corporal
son un efecto tipico del tipo C, que puede presentar graves riesgos para la salud
asociados con la hipertension, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia y enfermedad
cardiovascular, provocando la interrupcion del tratamiento. La pérdida de peso puede ser
causada por el TPM, ZNS, FBM, estiripentol (STP) y rufinamida (RFM). El aumento de
peso se asocia mas comunmente con el VPA, GBP, PGB, VGB, retigabina (RTG) y, en
menor medida, con la CBZ. Los efectos teratogénicos y cancerigenos se incluyen en la
categoria tipo D. La exposicion prenatal a FAE, particularmente en el primer trimestre,
se asocia con un aumento de dos a tres veces en la frecuencia de malformaciones

congeénitas (Perucca y Gilliam, 2012).

Las interacciones farmacoldgicas adversas (tipo E) son comunes con el tratamiento de la
epilepsia y generalmente son clinicamente relevantes porque la mayoria de los FAE
tienen un indice terapéutico estrecho, y pequefios cambios en la farmacocinética puede
resultar en una eficacia reducida o un aumento de los efectos toxicos. En segundo lugar,
muchos FAE afectan la actividad de las enzimas que metabolizan otros farmacos; y por
ultimo, la mayoria de los FAE son sustratos de las mismas enzimas. Las interacciones
farmacocinéticas adversas pueden inducir o inhibir enzimas que metabolizan otros
farmacos. La induccion enzimética se lleva a cabo con CBZ, FNT, PB y PGB,
reduciendo la concentracion sérica y la eficacia de una amplia gama de medicamentos,
incluidos los antimicrobianos; inmunosupresores; anticonceptivos orales; medicamentos
cardiovasculares, psicotropicos y antineoplasicos y otros FAE. La inhibicion enzimatica
es causada tipicamente por el VPA, gue aumenta las concentraciones séricas de varios
farmacos, incluidos PB y LTG (Perucca y Gilliam, 2012).



1.4. Modelos de estudio para deteccion de nuevos farmacos antiepilépticos

Como se menciono en el apartado previo, los FAE que se usan pueden promover efectos
adversos, provocando la interrupcion temprana y fracaso del tratamiento (Cramer et al.,
2010; Perucca y Gilliam, 2012; Sills, 2011). Por eso es que existe una demanda de
nuevos tipos de FAE. El desarrollo de nuevos FAE ha sido exitoso en las ultimas
décadas, sin embargo, la busqueda de mejor eficacia y tolerabilidad sigue siendo un
objetivo importante. El descubrimiento y el desarrollo de un nuevo FAE depende en
gran medida del uso preclinico de modelos animales para establecer la eficacia y la

seguridad antes de los ensayos en humanos (Léscher, 2011).

En el descubrimiento y desarrollo de nuevos FAE, los modelos animales de crisis
epilépticas o epilepsia tienen varios propositos: 1) identificar nuevos FAE (Borowicz et
al., 2003; Kitano et al., 2005; Saravanan et al., 2014); 2) evaluar las posibles eficacias
especificas del compuesto contra diferentes tipos de crisis o epilepsia (Heller et al.,
1983; Klitgaard, 2001); 3) probar modelos especificos de crisis dificiles de tratar y que
son resistentes a los FAE para investigar si el nuevo farmaco tiene ventajas (Bethmann
et al., 2007; Brandt y Ldscher 2014); 4) caracterizar la eficacia preclinica durante la
administracion crénica (Rocha 2008; Mufana et al.,, 2015); 5) estudiar si la
epileptogénesis altera el potencial de efectos adversos de un farmaco determinado
(Loscher y Brandt 2010); 6) estimar las concentraciones plasmaticas efectivas de nuevos
FAE para los primeros ensayos clinicos (Blanco-Serrano et al., 1999; May et al., 2003);
y 7) descubrir terapias que puedan prevenir o modificar el desarrollo de la epilepsia
(Loscher y Brandt 2010).

No todos los modelos animales pueden usarse para todos los propdsitos descritos
anteriormente. Ademas, la intencidn del experimento es esencial para la seleccion de un
modelo animal adecuado. La mayoria de los modelos animales utilizados en la
investigacion son modelos de crisis epilépticas, en lugar de modelos de epilepsia, debido

a que la epilepsia se caracteriza por crisis recurrentes espontaneas (Loscher, 2011).



1.5. Modelo de crisis aguda del pentilentetrazol para investigacion de nuevos

farmacos antiepilépticos

Los modelos animales deben ser faciles de realizar, eficientes en tiempo y costo, y
predictivos de la actividad clinica. Uno de los modelos que se utiliza cominmente como
primera aproximacion, capaz de reproducir total o parcialmente una serie de
caracteristicas clinicas, que luego se puedan trasladar al humano o a otras especies

animales, es el modelo de crisis aguda del pentilentetrazol (PTZ) (Loscher, 2011).

El PTZ es un antagonista no competitivo de los receptores GABA,, que interacciona con
el sitio de uniodn a picrotoxina, reduciendo principalmente la permeabilidad del CI" y, en
menor medida, la del Na* y K" (Hansen et al., 2000; Ramos-Morales et al., 2012;
Zavala-Tecuapetla y Lopez-Meraz, 2011). La prueba con PTZ es el modelo de primera
eleccion para detectar FAE. EI PTZ se disuelve en solucién salina o agua y puede
administrarse en ratas neonatas (a partir de P7) y ratones adultos, mas comunmente por
via subcutanea (s.c.) intraperitoneal (i.p.), 0 menos comun, por via intravenosa (i.v.)
(Velisek, 2006; Zavala-Tecuapetla y Lépez-Meraz, 2011). Usualmente, todos los
farmacos se administran 30 min antes de la inyeccion de PTZ, y posteriormente, los
animales se observan durante 30 min para determinar el tiempo que tardan en iniciar las
crisis (latencia), la frecuencia de las crisis, la duracion de las crisis y la mortalidad
(Bhutada et al., 2010; Gonzéalez-Trujano et al., 2018; Herrera-Calderon et al., 2018;
Ingale y Gandhi 2015; Mandhane et al., 2007; Martinez et al., 2006; Rasouli et al.,
2017; Rocha, 2008; Shibley y Smith, 2002; Tambe et al., 2015).

Las manifestaciones conductuales, en ratones de 20-30 g, causadas por el PTZ lo hacen
un modelo de crisis generalizadas con espasmos musculares mioclonicos, crisis clénicas
(movimientos bruscos involuntarios y pérdida de postura), y ténico-clénicas (que
empieza como la anterior y termina con la extension de las extremidades) (Gonzalez-
Trujano et al., 2018; Ramos-Morales et al., 2012; Yonekawa et al., 1980; Zavala-
Tecuapetla y Lépez-Meraz, 2011). Se reportan crisis de ausencia con dosis bajas de PTZ
(20-30 mg/kg de peso); y crisis tonico-cldnicas, con dosis altas (mayores a 40 mg/kg de
peso) (Ramos-Morales et al., 2012; Zavala-Tecuapetla y Lopez-Meraz, 2011).



1.6. La saxitoxina como un farmaco con potencial antiepiléptico

En la busqueda de nuevos FAE, se han reportado estudios sobre compuestos de origen
bioldgico que evitan o disminuyen las crisis epilépticas (Bhutada et al., 2010; Gonzélez-
Trujano et al., 2018; Herrera-Calderon et al., 2018; Ingale y Gandhi, 2015; Tambe et al.,
2015). En el presente estudio se investigd si la saxitoxina (STX) tiene efecto protector

contra las crisis epilépticas inducidas por el PTZ.

La STX es un alcaloide neurotoxico natural (Wiese et al., 2010) que pertenece al grupo
de las toxinas paralizantes de mariscos (PST, por sus siglas en inglés: Paralytic Shellfish
Toxin) debido a su ocurrencia y asociacion con mariscos. Las PST son un grupo de 57
analogos que presentan una estructura tetrahidropurinica, estrechamente relacionados,
cuya potencia difiere ampliamente (Duran-Riveroll et al., 2017; Wiese et al., 2010). La
méas potente es la STX, la primera PST caracterizada quimicamente. EI nombre
saxitoxina se deriva del molusco en el que se identific por primera vez, Saxidomus
giganteus (Schantz et al. 1957). La STX y sus analogos son producidos por una variedad
de fitoplancton, como Gymnodinium catenatum, Pyrodinium bahamense var.
compressum, , Alexandrium catenella, A. tamarense, A. minutum (Berdalet et al., 2015;
Hallegraeff et al., 2004), entre otras; asi como por cianobacterias de agua dulce, como

Cylindrospermopsis raciborskii (Lagos et al., 1999).

La estructura béasica de la STX, es una trialquiltetrahidropurina, con las posiciones 2 y 8
del anillo de purina que contiene los grupos amino (NH>), que forman los dos grupos de
guanidinio (Fig. 1). A pH fisiologico, el 1,2,3-guanidino lleva una carga positiva,
mientras que el grupo 7,8,9-guanidino esta parcialmente desprotonado, por lo que la
molécula tiene una alta polaridad. (Cusick y Sayler, 2013; Shimizu et al., 1981; Wiese et
al., 2010; Zhang et al., 2013). Debido a esta naturaleza polar, la molécula de STX se
disuelve facilmente en agua y alcoholes de cadena hidrocarbonada corta, pero es
insoluble en solventes organicos. La STX es estable a temperaturas altas a un pH 3-4
(Indrasena y Gill, 2000a, 2000b).
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Figura 1. Estructura quimica de las toxinas paralizantes (Tomado de Wiese et al., 2010).

El blanco molecular principal de la STX, es el VGSC en las células nerviosas y
musculares, al que se une con una alta afinidad y puede causar la muerte por paralisis
respiratoria. Una molécula de STX se une por canal de Na*, especificamente en el poro
del canal, por lo tanto, la STX es capaz de bloquear efectivamente el flujo interno de
iones de Na" hacia el interior de la célula (Cusick y Sayler, 2013; Zhang et al., 2013),
efecto deseado contra las crisis epilépticas que se asocian a una hiperexcitabilidad de
estos canales idnicos. Sin embargo, la STX también se une al canal de K" humano
(Wang et al., 2003) y actua sobre los canales de Ca** tipo L (Su et al., 2004). En el caso
del canal de K*, el mecanismo de interaccion difiere del canal de Na®, al modificar la
activacion del canal en lugar de bloquear el canal. Ademaés, a diferencia de su
interaccion con el canal de Na’, en el que solo una molécula se une, cuatro 0 mas
moléculas pueden unirse a los sitios extracelulares del canal de K*, posiblemente en un
sitio cercano al sensor de voltaje (Wang et al., 2003). Por otro lado, en el caso de los
VGCC, aunque el blogueo no esta completo como en los canales de Na*, se sugiere que
la STX actda en el canal de Ca** también en un sitio extracelular (Cusick y Sayler, 2013;
Zhang et al., 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Potencial terapéutico de la saxitoxina y sus analogos

Ciertos anélogos de la STX han demostrado un éxito considerable en ensayos medicos,
por ejemplo, las gonyautoxinas 2 y 3 (GTX 2/3) se han utilizado en el tratamiento de
fisuras anales crénicas y agudas, al producir una paralisis flacida del musculo anal de
una manera segura y efectiva, y por lo tanto reduciendo el tiempo de curacion (Garrido
et al., 2005). Igualmente, las GTX 2/3 se han aplicado para tratar la cefalea tensional y
como anestésico para la artroplastia total de rodilla (Hinzpeter et al., 2016; Lattes et al.,
2009; Rodriguez-Navarro et al., 2006).

Por su parte, la neosaxitoxina (NEO), se ha utilizado en el tratamiento de la acalasia, un
trastorno de la motilidad gastrointestinal que resulta de una falla del esfinter esofagico
inferior que causa disfagia o dolor en el pecho. La aplicacion local de esta toxina en
pequefias cantidades causa la relajacion del esfinter y la paralisis del musculo
(Rodriguez-Navarro et al., 2006). EI mismo analogo ha demostrado su eficacia como
anestésico local y como blogueador del dolor de accién prolongada en el tratamiento del
sindrome de dolor de vejiga (Manriquez et al., 2015).

La STX ha sido estudiada como agente anestésico ya que puede reducir, o incluso
bloguear la sensacion de dolor (Kohane et al., 2000). No obstante, no existe evidencia de
investigaciones relacionadas a la STX como agente antiepiléptico, pero si se ha sugerido
que la tetrodotoxina (TTX), una neurotoxina con el mismo modo de accion de la STX;
reduce actividad epileptiforme (Burack et al., 1995). Por lo que en el presente estudio se
propuso estudiar a la STX como potencial antiepiléptico. Ya que no hay estudios previos
que relacionen a la STX como posible antiepiléptico, se aborda lo que se sabe de la STX
que sea de utilidad para investigarla para posible antiepiléptico, como es el modo de
accion relacionado a los canales ionicos dependientes de voltaje, especialmente los
VGSC, su afinidad a ellos y los factores que hay que tomar en cuenta como la toxicidad,

distribucion, metabolismo y excrecion de la STX.
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2.2. Canales de sodio dependientes de voltaje

Los VGSC consisten en una subunidad o (220-260 kD) que forma el nucleo de
conduccion de iones y una o mas subunidades B auxiliares (B1-p4) de 30 a 40 kD. La
subunidad a (Fig. 2A) contiene los sensores de voltaje y el poro conductor de iones. Las
subunidades B modifican la cinética y la dependencia del voltaje de la activacion y
sirven como moléculas de adhesion celular que interactGan con la matriz extracelular,
otras moléculas de adhesion celular y el citoesqueleto (Barker et al., 2017; Cusick y
Sayler, 2013; de Lera Ruiz y Kraus, 2015).

La subunidad o (Fig. 2A) consiste en cuatro dominios transmembranales homologos,
pero no idénticos (I-1V), conectados por enlaces intracelulares o extracelulares, cada
dominio contiene seis segmentos transmembranales a-hélice (S1-6) y un segmento corto
de penetracion de membrana (SS1 y SS2) entre los segmentos S5 y S6. Ademas,
contiene estructuras funcionales del poro central (S5 y S6), filtro de selectividad de

iones (SS1y SS2) y sensores de voltaje (S1-4).

Los segmentos S1-4 de cada dominio forman el dominio de deteccion de voltaje (VSD,
por sus siglas en inglés: Voltage-Sensing Domain), cuya funcion es la regulacion de la
apertura del canal tras la despolarizacion de la membrana. La flexibilidad del VSD esta
mediada principalmente por el segmento S4 que contiene motivos analogos y repetidos
de aminoéacidos cargados positivamente (arginina, Arg; o lisina, Lys) en cada tercera
posicién, seguidos de dos aminodcidos hidrofobicos; este segmento sirve como un
'sensor de voltaje' que inicia la activacion dependiente del voltaje respondiendo a la
despolarizacion de la membrana y haciendo que el canal experimente un cambio
conformacional que permita la entrada selectiva de iones Na* a través del poro. La
inactivacion del canal de Na* estd mediada por un bucle intracelular corto que contiene
tres residuos de aminoéacidos hidréfobos (Isoleucina-fenilalanina-metionina; IFM) y esta
formado por un conector intracelular entre los dominios Il y IV. Después del
movimiento de los sensores de voltaje, la compuerta de inactivacion tapa el poro y evita

que el Na* fluya a través del canal.
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El dominio del poro (PD, por sus siglas en inglés: Pore Domain) con segmentos S5, S6
y los conectores extracelulares del poro (P) forman el poro del canal y el filtro de
selectividad (SF, por sus siglas en inglés: Selectivity Filter), que es la parte mas estrecha
del poro, la cual distingue iones con cargas y radios similares y permite selectivamente
el flujo de Na* hidratado a través del poro. El SF esta invariablemente compuesto de
aspartato (D) en el dominio I, glutamato (E) en el dominio Il, lisina (K) en el dominio IlI
y alanina (A) en el dominio IV (o DEKA), Cada tres posiciones del motivo DEKA hay
un anillo de aminoécidos cargados negativamente (E —E —D —D; en mamiferos) que crea
una nube electrostatica para atraer los iones Na* al poro (Cusick y Sayler, 2013; Barker
et al., 2017; de Lera Ruiz y Kraus, 2015; Duran-Riveroll y Cembella, 2017).

Se han identificado una variedad de isoformas de los canales de Na* mediante el registro
electrofisiologico, la purificacion bioquimica y la clonacion (Goldin, 2001). Hasta la
fecha, se han clonado 10 isoformas de la subunidad a y cuatro subunidades . La
nomenclatura de las isoformas de la subunidad o de los VGSC se basa en la de los
canales de K+ controlados por voltaje (VGKC, por sus siglas en inglés: Voltage Gate
Potassium, “K”; Channel) (Chandy y Gutman, 1993). La nomenclatura utiliza un
sistema numeérico para definir subfamilias y subtipos basados en similitudes entre las
secuencias de aminoacidos de los canales (Catterall et al., 2005; Ertel et al., 2000). En
este sistema de nomenclatura, el nombre de un canal individual consiste en el simbolo
quimico del ion permeante principal (Na") con el regulador fisioldgico principal
(voltaje) indicado como un subindice (Nay). EI nimero que sigue al subindice indica la
subfamilia de genes (actualmente solo Nay1), y el nimero que sigue al punto completo

identifica la isoforma del canal especifico (por ejemplo, Na,1.1) (Goldin et al., 2000).

En las células de mamiferos, se han reportado 10 isoformas de la subunidad o (Na,1.1 —
1.9 y Na,X) (Zhu et al., 2016) que difieren en los patrones de expresion en los tejidos,
sin embargo, las propiedades farmacoldgicas del canal Na,X siguen sin estar claras
(Wang et al., 2017). En general, los subtipos de canales Na, tienen una distribucion
predominante, donde Na,1.1-1.3 y 1.6 se distribuyen principalmente en el SNC; Na,1.7-
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1.9 se expresan en mayor grado en el sistema nervioso periferico (SNP); y Na,1.4y 1.5
son expresado sselectivamente en los masculos esqueléticos y cardiacos adultos,
respectivamente (Barker et al., 2017; de Lera Ruiz y Kraus 2015; Zhang et al., 2013),
sin embargo, otros subtipos de canales Na, que no tienen distribucién predominante,
también pueden estar presentes en el SNC, SNP y musculo cardiaco (Wang et al., 2017).
Ademas, la expresion y la distribucion de las isoformas Na, no estan igualmente
distribuidas en los modelos animales (Tabla I) ni en la estructura de las neuronas (Tabla
I) (Wang et al., 2017).

Con respecto a los modelos animales, Na,1.1-1.3, Na,1.5 y 1.6 se expresan en el SNC de
humanos y roedores (Black et al., 1994; Duflocq et al., 2008; Gordon et al., 1987; Maier
et al., 2003; Westenbroek et al., 1989; Whitaker et al., 2001; Wu et al., 2002). En el
SNP Na,1.1-1.3 y Na,1.5-1.9 (Bao 2015; Chang et al., 2017; Kerr et al., 2007) se
distribuyen en roedores y en humanos, ademas se tiene registrado la expresion de Na,1.4
en el ganglio de la raiz dorsal (GRD) en humanos (Li y Chen, 2018). Dentro del SNP, en
el GRD, Na,1.7 y 1.9 tienen la mayor expresion en humanos (Li y Chen, 2018), Na,1.7
en ratas y Na,1.8 en ratones (Chang et al., 2017), mientras que, en las motoneuronas de
raton, la expresion se tiene registrada en Na,1.1, 1.6 y 1.7 (Alles et al., 2020; Duflocq et
al., 2008), y Na,1.1 en ratas (Westenbroek et al., 1989). En el mdsculo cardiaco, Na,1.5
tiene la mayor expresion en humanos y roedores, pero también estan presentes Na,1.1-1-
4, donde estos subtipos de canales estdn mas expresados en ratén que en rata y humano
(Blechschmidt et al., 2008).
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Tabla I. Localizacion y expresion de las isoformas de la subunidad a de los canales de sodio dependientes de voltaje.

Isoforma

Subunidad a

Localizacién

predominante

Expresion en

Expresion en musculo cardiaco

SNC

Expresion en
SNP

en general Humano Raton  Rata Humano Ratén Rata Humano Ratén Rata
Na,1.1 SNC, SNP + + + +++ +++ + +* +*
Na,1.2 SNC + ++ + 4+ +++ o+t + + +
Na,1.3 SNC (embrionario) + ++ + +++ +++ + + +
Na,1.4 Mdsculo esquelético + ++ + 4
Nay1.5 Musculo cardiaco +++ +++ +++ + + + + + +
Na,1.6 SNC, SNP o+ FH+ A+ + +¥ +
Na,1.7 SNP e 1’:‘ +t:’*
Na,1.8 SNP + FC
Nay1.9 SNP b + +

Nota: SNC: Sistema Nervioso Central, SNP: Sistema Nervioso Periférico, +++: mayor expresion, ++: mas expresion, +: presencia, —: ausencia, ~ en ganglio de la raiz dorsal

(GRD),

#*
. cn

motoneuronas.
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En la estructura neuronal, Na,1.1 se expresa en el soma neuronal y las dendritas. Na,1.2
se expresa en los axones, especificamente en los nodos de Ranvier cuando se forman
inicialmente (Boiko et al., 2001; Westenbroek et al., 1989). Na,1.3 registra los niveles
mas altos en el cerebro embrionario y postnatal temprano. Na,1.3 sélo se ha registrado
en el cerebro humano con una localizacion somatodendritica, similar a Na,1.1 (Whitaker
et al., 2001). Na,1.6 se encuentra en el soma y las dendritas proximales (Caldwell et al.,
2000; Krsemien et al.,2000). También se encuentra en los segmentos iniciales del axén
(SIA) (Boiko et al., 2003), sin embargo, en neuronas adultas con axones mielinizados
(Boiko et al., 2001; Caldwell et al., 2000), Na,1.6 se co-expresa o no con Na,1.1 en los
nodos de Ranvier del SNC y SNP. Na,1.6 se distribuye exclusiva y uniformemente a lo
largo del SIA en las células de Purkinje (Lorincz y Nusser 2008; Van Wart y Matthews
2006,) y se co-expresa con Nay1.1 en el SIA en interneuronas corticales y cerebelosas
(Duflocq et al., 2008, Lorincz y Nusser 2008; Ogiwara et al., 2007, Van Wart et al.,
2007). En estas células, Na,1.1 y 1.6 muestran una localizacién complementaria, donde
Na,1.1 se distribuye en el SIA proximal, mientras que Nav1.6 se acumula en el SIA
distal (Duflocq et al., 2008; Lorincz y Nusser 2008, Van Wart y Matthews 2006p).
Na,1.2 se co-expresa a lo largo del SIA con Na,1.6 en celulas piramidales de la
neocorteza con el mismo patron complementario entre Na,1.1 y Na,1.6. (Hu et al.,
2009) Na,1.5 se ha localizado en axones en el cerebro del raton. Otros Na, (Na,1.4 y
Na,1.7) no parecen expresarse apreciablemente en las neuronas centrales de los
mamiferos (Wu et al., 2002).

Tabla Il. Distribucion de las isoformas de la subunidad o de los canales de sodio
dependientes de voltaje en la estructura neuronal del sistema nervioso central.

Isoforma

i Soma . SIA SIA Nodos de
subunidad Dendritas . . .

a neuronal proximal Distal Ranvier
Na,1.1 + + + +
Na,1.2 +
Na,1.3 + +
Na,1.5
Na,1.6 + + + +

Nota: SIA: segmento inicial del axén, +: pesencia.
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2.3. Interaccion de los canales de sodio dependientes de voltaje con la saxitoxina

Los estudios farmacoldgicos con neurotoxinas identificaron seis sitios receptores clave
dentro de los VGSC; por lo tanto, los mecanismos moleculares de las neurotoxinas se
pueden clasificar ampliamente en uno de tres grupos segun su sitio receptor y efecto
funcional. El sitio de union para las toxinas de guanidinio se encuentra en la subunidad o
(Fig. 2A), especificamente en el vestibulo externo, una regién formada por los cuatro
conectores P, que se denomina el sitio de unién 1. La afinidad de estas toxinas en el
VGSC es 1:1; esto significa que una molécula se une por canal ionico, bloqueandolo

total o parcialmente (Cusick y Sayler, 2013).

El reconocimiento de la STX (Fig. 2B) incluye los grupos funcionales 1,2,3- y 7,8,9-
guanidinio, los hidroxilos del carbono 12 (C12-OH) y el grupo 13-carbamoilo. Los
residuos polares y cargados de los cuatro dominios que se colocan en la entrada exterior
del SF forman interacciones con los grupos funcionales de la STX. Los residuos acidos
en el primer giro helicoidal del conector del poro 2 (P2) en cada dominio, que en
conjunto constituyen el anillo electronegativo externo, proporcionan el sitio de
acoplamiento primario para STX. Los grupos 1,2,3 y 7,8,9-guanidinio estdn unidos
respectivamente a los residuos del glutamato invariantes en la hélice P2 en los dominios
I 'y Il, mientras que los grupos carbamoilo y C12-OH estan coordinados por grupos
polares en el dominio 111 y el aspartato invariante en el dominio IV, respectivamente. La
tirosina (Tyr376) en el dominio | contribuye a la coordinacién de la toxina a través de la
interaccion zt-cation con el grupo 1,2,3-guanidinio de STX. El oxigeno del carbonilo en
el grupo carbamoilo y un C12-OH adyacente estan unidos por hidrégeno a la amida del
esqueleto de la glicina invariante (Gly1062) en el dominio Ill. El residuo de glutamato
(Glu701) en el motivo DEKA en el dominio Il forma un enlace de hidrogeno con el

nitrégeno en la posicion 7 de STX (Shen et al., 2018).
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Figura 2. A) Diagrama de la estructura molecular de la subunidad a del VGSC donde se
muestran los cuatro dominios, cada uno con sus 6 segmentos o hélice; el dominio sensor
de voltaje (VSD); el dominio del poro (PD), el bucle de inactivaciéon (IFM); los motivos
DEKA y EEDD del filtro de selectividad (SF); y los sitios farmacoldgicos de union a
diferentes toxinas (Tomado y modificado de Zhang et al. 2013). B) Estructura quimica
de la STX y su interaccion con el VGSC en el area del SF descrito en el documento
(Tomado y modificado de Shen et al., 2018).

2.4. Afinidad de la saxitoxina por las isoformas de la subunidad a de los canales de

sodio dependientes de voltaje

Estd ampliamente aceptado que las toxinas paralizantes son inhibidores nanomolares
selectivos de seis de nueve isoformas (Na,1.1-1.4, 1.6 y 1.7) expresadas en células de
mamiferos (Caterall et al., 2005; Lee y Ruben, 2008; Walker et al., 2012; Wang et al.,
2017). Sin embargo, existe un dato sobre que el Na,1.7 no es blogueado por las PST
(Walker et al., 2012), que se debe a un reemplazo de amino&cido de aspartato con una
isoleucina. Por la razon anterior, es que la afinidad de la STX en los canales de Na*
controlados por voltaje puede ser variable dependiendo de las isofomras presentes en el

modelo de estudio.
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Tabla Ill. Afinidad de las isoformas de la subunidad a de los canales de sodio
dependientes de voltaje por la STX

Isoforma subunidad o Afinidad por la STX
Na,1.1 +
Nay1.2
Na,1.3
Na,1.4
Na,1.5
Na,1.6
Na,1.7
Na,1.8 -
Na,1.9 -

Nota: +: afinidad, —: no afinidad, *: en humanos

+ + +

L+ 1

2.5. Toxicidad de la saxitoxina

La STX es el compuesto mas potente de un grupo de mas de 50 tetrahidropurinas
conocidas (Thottumkara et al., 2014; Wiese et al., 2010), ya que tiene la mayor afinidad
por el canal de Na*. La dosis letal media (DLso) de STX depende de la especie animal,
la edad y la via de administracion. En humanos, la DLs, varia de 1-4 mg segun su edad
y el estado fisico (Lawrence et al., 2011). La inyeccidn i.p. de STX en ratas causa una
DLso de 10-12 pg/kg de STX y de 9-10 pg/kg de STX en ratones; por via oral, la DLsg
es aproximadamente 300 a 900 veces menor que la inyeccion i.v., dependiendo de la
especie experimental utilizada; y la inyeccidn s.c. en ratones es equipotente a la DLso de

la inyeccion i.p. (Tabla I) (Suarez-Isla, 2015).

A dosis letales cuando se inyecta i.p. cualquier PST en un ratdn, este se vuelve letargico
min después de la inyeccion, con respiracion abdominal rapida y arresto conductual; la
respiracion se vuelve irregular y la tasa de respiracion disminuye, finalmente las tasas
de espiracion contintan disminuyendo hasta que la respiracion cesa por completo. La
exoftalmia y la cianosis también se observan poco antes de la muerte, lo que ocurre
dentro de los 20 min posteriores a la administracién de la dosis. A dosis subletales, los
ratones se vuelven letargicos, con respiracién abdominal, y a dosis cercanas a la DLsy,

también se observa una disminucion en la frecuencia respiratoria (Selwood et al., 2017).
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Tabla 1V. Valores de toxicidad (DLsg) en vertebrados para STX administrados por
diferentes vias: (i.m.) intramuscular; (i.p.) intraperitoneal; (i.v.) intravenosa; (0.) oral;
(s.c.) subcutanea. Los valores de DLsp se muestran en pg/kg y nmol/kg.

Animal Via de administracion DLs DLso (nmol/kg)
Humano 0. 1-4 mg/kg 3322-13289
Gato 0. 254 pg/kg 844
Perro 0. 181 pg/kg 601
Pollo V. 3 na/kg 1
Paloma 0. 91 pg/kg 302
Conejillo de indias 0. 135 pg/kg 449
i.p. 8 — 10 ug/kg 26 — 33
V. 3.4-8.5 ug/kg 11-28
Raton
s.C. 13 pg/kg 43
0. 263 pg/kg 874
V. 4 ug/kg 1
Conejo
0. 181 pg/kg 601
i.p. 10.5 pg/kg 35
Rata i.m. 7 no/kg 23
0. 192 pg/kg 638

Nota: Tomado y modificado de Llewellyn (2006) y Suarez-Isla (2015).
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2.6. Toxicocinética de la saxitoxina

2.6.1. Distribucién

Los estudios sobre la distribucion sistémica de STX se limitan a evaluar animales
después de la administracion i.v. o i.p. y demostraron una distribucién a una variedad de
tejidos, incluido el SNC. En gatos machos adultos anestesiados y acoplados
permanentemente a ventilacion artificial, se inyectaron por via i.v. dosis baja (2.7 pug/kg
de STX) y alta (10 pg/kg de STX) de toxina. Con la dosis méas alta de toxina se
encontraron niveles de ng/g de STX en el higado, bazo y SNC después de 4 h
(Andrinolo et al., 1999).

La administracion i.v. en ratas Wistar macho de una sola dosis de saxitoxinol
radiomarcado con tritio [*H]-STXOL, un analogo de STX, a ratas Wistar, permitié
identificar que se distribuy6 répidamente en la mayoria de los tejidos, incluido el
cerebro, con un maximo de radioactividad ocho horas después de la administracion. En
el higado y el tracto gastrointestinal, la radioactividad fue baja durante la fase temprana
después de la dosis y fue mas alta 24 h después, lo que sugiere una via alternativa de

eliminacién y excrecion a la de la orina (Naseem, 1996).

También se evalu6 la administracion i.p. de STX en ratas machos (150-200 g). Se
inyect6 una dosis baja de 5 pg/kg (aproximadamente 0.5 ml de suspension) y una dosis
alta de 10 pg/kg (aproximadamente 1 ml de suspension de STX). Despues de tres
intervalos de tiempo de 30, 60 y 120 min (para la dosis de 5 pg/kg de STX), el
contenido total de STX en todo el cerebro con la dosis de 5 pg/kg fue de 0.53, 0.76 y
1.33 ng/ml a los 30, 60 y 120 min, respectivamente. Cuando se aplico la dosis de 10
pg/kg de STX y se evalud 30 min despueés, el contenido total de STX fue 3.61 ng/ml
(Cianca et al., 2007). Estos estudios mostraron que una parte de STX administrada
puede cruzar la barrera hematoencefalica y producir algunas alteraciones en el SNC,
independientemente de los efectos producidos en el SNP, y hay una distribucion mas

rapida cuando la dosis de STX es mayor.
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2.6.2. Metabolismo

En eventos de envenenamiento por mariscos en Alaska, el perfil de PST difirio entre
mejillones y muestras bioldgicas humanas, que se relaciond al metabolismo humano.
Un aumento significativo del andlogo C1 en comparacion con GTX2 sugiridé que se
habia producido sulfatacion del grupo carbonilo (Gessner et al., 1997). Sin embargo, el
sulfato de la toxina C también puede perderse durante el paso a través de las
condiciones acidas del estbmago (Aune, 2001; Negri et al., 1995). En los microsomas
hepaticos humanos, se descubrié que la STX, NEO y GTX2/3 estaban oxidados en el
nitrégeno de la posicién 1 (N1) y/o glucuronidados en el C12-OH (Garcia et al., 2009,
2010).

Los gatos carecen de glucuronil transferasas, lo que ayuda a explicar por qué Andrinolo
et al. (1999, 2002) no detectaron metabolitos en gatos tratados con PST por via oral. Si
bien la glucuronidacion facilitaria la excrecion, se esperaria que al menos dos de estas
interconversiones (pérdida de sulfato de toxinas C y oxidacion de N1 de STX)
aumenten la potencia de las PST (Munday et al., 2013; Testai et al., 2016). La falta de
biotransformacién de PST encontrada en ese estudio es consistente con el hallazgo de
Andrinolo et al. (1999, 2002), quienes encontraron que STX y GTX 2/3 no se

convertian a otros PST.

En ratas (peso corporal aproximado de 195 g) con administracion de 3.8 pg/kg i.v. de
[*H]-STXOL, se encontraron diferentes porcentajes de radiactividad en metabolitos no
identificados en diversos tejidos (rifidn, pulmones, corazén, cerebro y médula espinal).
Después de 48 h, el 75% de la actividad en estos tejidos se asocié con metabolitos no
identificados. En el SNC, 10 min después de la exposicion, la radioactividad con el 68%
en el cerebro y 62% en la médula espinal, misma que se asocio con el STXOL original
y el 32% de la actividad se asocidé con metabolitos no identificados en el cerebro y el

37% en la médula espinal (Naseem, 1996).
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2.6.3. Excrecion

En los gatos con una dosis oral Unica de GTX2/3, el 23% de la dosis se excretd en la
orina después de 5 h, mientras que no se detecto toxina en la bilis (Andrinolo et al.,
2002). La tasa de depuracion indicd la filtracion glomerular como el principal
mecanismo de excrecion. Por via i.v., dosis de 2.7 0 10 pg/kg de STX, se excretaron
solo por orina; dentro de 4 h, el 25% de la dosis de 2.7 ug/kg y el 10% de la dosis de 10
Ma/kg. (Andrinolo et al., 1999).

En ratas (peso corporal aproximado de 195 g) una dosis de 3.8 pg/kg via i.v. de [°H]-
STXOL se excreto el 40% de la dosis en orina en 2 horas y el 80% después de 48 h. A
pesar de la evidencia del metabolismo extenso de STXOL en muchos tejidos, no se
detectaron metabolitos en la orina (Naseem, 1996).

Otro estudio mostré después de la administracién i.v. de STX marcada radiactivamente
a una dosis de aprox., de 2 pg/kg, existe una rapida excrecion en la orina en ratas. No se
detectd radiactividad en las heces en ningin momento. Cuatro horas después de la
inyeccion, aproximadamente el 19% de la dosis de STX se excretd en la orina. A las 24
horas, aproximadamente el 58% de la dosis administrada fue excretada. La excrecién
urinaria total promedio de la dosis administrada fue de aprox. el 68% durante todo el
periodo de estudio, con pequefias cantidades de STX no metabolizada aun detectable en

la orina hasta 144 h después de la exposicién a ésta (Aune, 2001).

En un dltimo estudio realizado en ratas (peso corporal aproximado de 195 g) y a las que
se les inyect6 una dosis de 3.8 pg/kg de [*H]-STXOL via i.v, no se detecté radiactividad
en las heces en ningin momento. A las 4 h después de la inyeccion, el 60% de la
sustancia radiactividad inyectada se excretd en la orina. Después, la eliminacion rapida
de la orina se ralentizo por 48 h, y se excretd una radioactividad adicional insignificante
durante el resto del experimento, que se terminé a las 144 h. Aproximadamente el 72%
de la dosis inyectada se excretdé por 144 h, mientras que el 28% permanecio en los
tejidos (Hines et al., 1993).
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3. JUSTIFICACION

Existe una gran diversidad de FAE enfocados a limitar la actividad de las crisis
epilépticas a través de diferentes blancos moleculares como son los VGSC y VGCC; los
receptores GABA,; y los receptores NMDA, AMPA y kainato. Los FAE estan
enfocados en reducir el impulso nervioso y la neurotransmision excitadora, potenciar la
neurotransmision inhibidora y asi evitar la propagacion de las crisis epilépticas. Sin
embargo, a pesar de la gran variedad de FAE, estos presentan efectos adversos desde
leves hasta graves o cronicos que estan relacionados con el mecanismo de accion
conocido del farmaco; con la vulnerabilidad individual, como el mecanismo
inmunoldgico, genético u otro; con la dosis acumulativa del farmaco; con la exposicion
prenatal; o con interacciones farmacologicas. Los efectos debido a la accion del farmaco
mas representativos de los FAE incluyen somnolencia, fatiga, mareos, inestabilidad,
visién borrosa o doble, dificultad para concentrarse, problemas de memoria, irritabilidad
y depresion. Por lo tanto, la busqueda de mejor eficacia y tolerabilidad sigue siendo un
objetivo importante. Debido a lo anterior, en este estudio se propuso evaluar a la STX
como alternativa a los FAE convencionales para evitar o disminuir la actividad de las
crisis epilépticas, disminuyendo la hiperexcitabilidad neuronal y asi evitar la activacion
y propagacion del potencial de accion desde el SNC al masculo esquelético, ya que el
modo de accion principal es el blogueo especifico del poro del canal de las isoformas
Na, 1.1-1.4 y 1.6 de la subunidad a de los VGSC, los cuales juegan un papel importante
en la excitabilidad neuronal en el SNC, SNP y el musculo esquelético.
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4. HIPOTESIS

Si la STX llega a cerebro, entonces evita o retrasa la aparicion de crisis epilépticas

generalizadas inducidas por el PTZ en ratones CD-1.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar si la STX tiene un efecto antiepiléptico contra las crisis epilépticas
generalizadas, administrando PTZ en ratones CD-1

5.2. Objetivos Particulares

- Evaluar el efecto antiepiléptico de cinco dosis subletales y una dosis letal 50 (DLso)
de STX.

- Comparar el efecto antiepiléptico de las dosis efectivas de STX con el efecto

antiepiléptico de la FNT (farmaco de referencia).

- Identificar y cuantificar la STX en cerebros de ratones CD-1 mediante cromatografia

liquida de alta resolucion con deteccion fluorescente en linea (HPLC-FLD).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencion de ratones CD-1

Ratones albinos suizos macho CD-1 (ICR), libres de patdgenos, se obtuvieron de
HARLAN de México (actualmente ENVIGO S.A. de C.V. con sede en la UNAM,
Ciudad de Mexico), los cuales fueron transportados via aérea en cajas desechables de
transporte (con filtros HEPA) de animales de experimentacién (modelo ratén), con

suministro de agua en hidrogel, lecho de cama estéril y alimento pelletizado.

Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Toxinas Marinas y Aminoacidos del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C., en donde se tiene permitido
realizar ensayos agudos con toxinas marinas en modelo murino (raton albino cepa CD-
1, ENVIGO S.A. de C.V.). Todos los animales se mantuvieron en adaptacion y
crecimiento (de 13+1 g a 20£1 g) en jaulas convencionales de mantenimiento de ratones
de experimentacion, las cuales previamente fueron esterilizadas. Los ratones contaron
con suministro de lecho de cama ASPEN Shavings de NEPCO y alimentacion de 4 g de
pellets/por raton/por dia con pellets formulados y estériles (Zeigler), asi como agua
acidificada con HCI 0.1 N a pH 3, estéril, ad libitum.y se mantuvieron con estandares de
confort a una temperatura de 22+1 °C, con ciclos luz/oscuridad (12:12 y méximo de
60% de humedad), de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.

6.2. Obtencion de compuestos quimicos

La solucion estandar de dihidrocloruro de STX, certificada por la FDA (Cat. No.
RM8642, National Institute of Standards and Technology), fue proporcionada por el
laboratorio de Analisis de Toxinas Marinas y Aminoacidos, del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. La solucion de trabajo se ajusto con agua
acidificada con HCI 0.1 N a pH 3 (a partir de una solucion stock de 1 pg/ml). EI PTZ se
adquirié de Sigma Aldrich Co. (Cat. No. P6500, St Louis, MO, EE. UU.). La FNT se

obtuvo del farmaco comercial Epamin® de Pfizer (Fenitoina sddica, Capsulas 100 mg).
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El PTZ y la FNT se disolvieron en solucién salina estéril (NaCl 0.9%; ss.) obteniendo

las soluciones stock de 10 mg/ml.

6.3. Dosis utilizadas de saxitoxina, fenitoina y pentilentetrazol

Las dosis subletales se determinaron por medio de ensayo en raton (AOAC 959.08), a
partir de la DLz, reportada en la literatura que es de 9-10 pg/kg de STX (Suarez-Isla,
2015). La dosis subletal mas alta fue de 8.5 ug/kg de STX, a partir de la cual se
escogieron las siguientes dosis subletales: 7.5, 6, 3.8 y 1.9 ug/kg de STX. Después se
decidio evaluar una dosis més alta de 9.5 pg/kg de STX, a pesar de ser DLs,. La dosis
de PTZ se determind a partir de evaluar tres dosis: 80, 90 y 100 mg/kg (Yonekawa et
al., 1980), y asi se determind la dosis 6ptima de 100 mg/kg para inducir en orden
subsecuente las crisis epilépticas generalizadas mioclénicas, clonicas (CCG) y ténico-
clénicas (CTCG). La dosis de FNT se eligié de 50 mg/kg, reportada en la literatura
(Loscher, 2007; Oliveira et al., 2001).

6.4. Desarrollo experimental

Previo a los experimentos se llevd a cabo la manipulacién de los ratones con una
inyeccidn i.p. diaria (10 ml/kg) de solucion salina estéril (NaCl 0.9%, ss), comenzando 3
dias antes de la administracion de FNT, STX, PTZ y/o la solucion de los vehiculos (en
ratones de 17+1 g de peso). Antes de cada inyeccidn, fue necesario pesar y marcar a
cada raton en la base de la cola. Una vez que se comenzo el experimento se colocaron
los ratones de manera individual en cajas con dimensiones de 30 x 15 x 15 cm,
revestidas con color negro para evitar el estrés. Los procedimientos experimentales se
realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y bajo la
supervision y asesoria del TTC. Erick Nufiez Vazquez, responsable del laboratorio de

Toxinas Marinas y Aminoacidos.
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6.4.1. Efecto antiepiléptico de cinco dosis subletales y una DLs, de saxitoxina

Al cuarto dia, posterior a la manipulacion inicial, se utilizaron ratones de 201 g para
los distintos tratamientos. El disefio experimental consistié de los siguientes grupos
experimentales: 1) Vehiculo de STX + PTZ (control STX); 2) STX 1.9 pug/kg + PTZ; 3)
STX 3.8 ug/kg + PTZ; 4) STX 6 pg/kg + PTZ; 5) STX 7.5 pg/kg + PTZ; 6) STX 8.5
Mg/kg 5 + PTZ, 7) STX dosis DLsy (9.5 pg/kg) + PTZ. El bioensayo consistio en
inyectar i.p. a cada raton el vehiculo de la STX (agua acidificada con HCI 0.1 N a pH 3;
H,Oa) o las diferentes dosis de STX, inyectando 0.5 ml de suspension. Después de 30
min, administraron 100 mg/kg de PTZ (10 ml/kg). Se registr6 cada uno de los
tratamientos mediante grabacion de videos con una camara digital para evaluar los tipos
de crisis epilépticas que se presentaron, el porcentaje de ratones que las presentaron, asi
como, también se utilizaron cronémetros para registrar la latencia a la primera crisis
(mioclonus, CCG y CTCG), durante los 30 min posteriores a la inyeccion del PTZ. Los
animales se consideraron protegidos de la accioén del PTZ si no se producian crisis

epilépticas durante el periodo de observacion.

Transcurridos los 30 min de observacion, posterior a la inyeccion del PTZ, se termin6
el experimento y a los ratones se les realizd dislocacion cervical como método de
eutanasia, se congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80° C para
posteriormente realizar la diseccion del cerebro, de acuerdo a los protocolos descritos
por Feldman y Seely (1988) y Hedrich (2004). Brevemente, la diseccion del cerebro
consistio en cortar la columna vertebral y la médula espinal en la base del craneo,
retraer la piel del craneo, hacer dos pequefios cortes longitudinales en el hueso occipital,
sujetar el borde del hueso occipital y tirar hacia arriba para separarlo, hacer un corte en
el craneo a lo largo de la sutura sagital y retirar el craneo, cortar los bulbos olfativos y
liberar al cerebro de la bdveda craneal. Los cadaveres de los ratones se guardaron en
bolsas amarillas de residuos bioldgicos-infecciosos y las jeringas utilizadas fueron
desechadas en botes rojos de objetos punzocortantes y se entregaron al area de Manejo
de Residuos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C.
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6.4.2. Comparacion del efecto antiepiléptico de la dosis efectiva de saxitoxina con
el de fenitoina

Para comparar el efecto antiepiléptico de la STX con el de la FNT, primero se evalud el
efecto antiepiléptico de la FNT. EIl disefio experimental consistié de los siguientes
grupos experimentales: 1) Vehiculo de FNT + PTZ (control FNT); y (2) FNT 50 mg/kg
+ PTZ. El bioensayo consistio en inyectar i.p. a cada raton el vehiculo de la FNT (ss.) o
la dosis de FNT, inyectando 0.5 ml de la suspension. Después de 30 min, se
administraron 100 mg/kg de PTZ (10 ml/kg). Los tratamientos se registraron mediante
grabacion de videos para evaluar los tipos de crisis epilépticas que se presentaron, el
porcentaje de ratones que las presentaron y utilizando cronémetros, la latencia de la
primera aparicion de cada crisis, durante los 30 min posteriores a la inyeccion del PTZ.
Una vez transcurridos los 30 min de observacion, se dio por terminado el experimento y
a los ratones se les realiz6 dislocacion cervical como meétodo de eutanasia, se
congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80° C para posteriormente
realizar la diseccion del cerebro. La diseccion de los cerebros y el manejo de residuos se

llevaron a cabo como se describi6 en el apartado 6.4.1.

La comparacion del efecto antiepiléptico de la STX y de la FNT se pudo llevar a cabo
porque no hubo diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los vehiculos de
ambos compuestos (ss. y H,Oa, respectivamente). Para la comparacion entre los efectos
protectores de la FNT (50 mg/kg) con la STX, se utilizaron los resultados obtenidos con
la dosis de 8.5 pg/kg de STX, que en el experimento anterior fue la Unica dosis mostrd

un aumento en la latencia del mioclonus.
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6.5. Analisis estadistico

6.5.1. Porcentaje de ratones que presentan cada crisis epiléptica

Para comparar el porcentaje de ratones que presentaron cada crisis epiléptica en los
grupos control (vehiculo) y los tratamientos (n=10 para cada caso) se empleé la prueba
exacta de Fisher, utilizando el programa IBM SPSS Statistics 22. Se determind una

diferencia significativa para los valores p<0.05.

6.5.2. Latencia a la aparicion de la primera crisis epiléptica

Los datos se representan con la mediana de la latencia de la primera aparicion de cada
crisis (n=10), los cuartiles del 25 y 75% y los valores minimo y maximo. Las
comparaciones entre el vehiculo y los grupos de tratamiento se realizaron con un analisis
no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post hoc de Dunn’s con
correccion de Bonferroni, utilizando el programa GraphPad Prism 8.4.2. Se determino

una diferencia significativa para los valores p<0.05.

6.6. Identificacion y cuantificacion de la saxitoxina en los cerebros de los ratones

por cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion fluorescente

Los cerebros se homogeneizaron con nitrégeno liquido y se les adiciond acido acético
0.03 N (una relacion aproximada de muestra 1:2 de &cido acético), la suspension se
centrifug6 a 13,000 rpm, por 30 min a -4°C, y el sobrenadante se filtrd en acrodiscos
para jeringa de 0.45 micras de tamafio de poro y se coloco en viales para HPLC de 2 ml,
donde se almacenaron a —80°C hasta su analisis. Las muestras se analizaron mediante

HPLC-FLD con oxidacién post-columna (Hummert et al., 1997, modificado por Yu et
al., 1998). La técnica consisti6 en inyectar 20 ul de los extractos en el cromatdgrafo para

la identificacion y cuantificacion de STX. La cromatografia se llevé a cabo en el

cromatografo HP 1260 Infinity 1l compuesto por un automuestreador, 1 bomba



31

cuaternaria con desgacificador integrado, 2 bombas isocraticas con desgacificador
integrado para las reacciones post-columna, detector de fluorescencia, un reactor post-
columna, y una fase estacionaria Luna 5 micras C-18(2) 100A de 250 por 4.6 mm. Para
separar las toxinas el método consta de 3 soluciones, compuesto de una solucion de 1.1
mM de &cido octanosulfénico y 40 mM de &cido fosforico ajustando el pH a 6.9 con
fosfato de amonio en 15% de tetrahidrofurano, a una tasa de flujo de 1 ml/min. Despues,
las fracciones eluidas se mezclaron con acido peryddico 10 mM (flujo de 0.3 ml/min), y
calentadas a 50°C haciéndolas pasar por un tubo de teflon (0.2 mm/dia, 10 m de
longitud), para después ser mezcladas con acido nitrico 1 M (flujo de 0.3 ml/min). Los
productos resultantes se detectaron con un detector de fluorescencia (HP 1116) a una
longitud de onda de 330 nm (excitacion) y de 395 nm (emision). La identificacion y
cuantificacion de la STX se llevo a cabo comparando el area de los picos del
cromatograma obtenidos de los diferentes tratamientos con el estandar de la STX
(National Research Council, Halifax, NS, Canadd).
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto antiepiléptico de cinco dosis subletales y una DLs, de saxitoxina

Las crisis epilépticas que se presentaron consecutivamente al inyectar en los ratones 100
mg/kg de PTZ, fueron el mioclonus, la crisis clonico generalizada (CCG) vy la crisis
tonico clonico generalizada (CTCG). ElI comportamiento de las crisis epilépticas
comenz6 con estiramiento abdominal y la cola erguida (cola de Straub), seguido por
espasmos mioclonicos fuertes. La CCG se caracterizd por movimientos musculares
repetitivos y ritmicos de las extremidades anteriores, donde los ratones permanecian
tendidos sobre su vientre y a menudo con las extremidades anteriores alzadas como una
posicién de un canguro, aunque también habia ratones que perdian el equilibrio. La
CTCG consistié en una fase clonica, que inici6 como se describié previamente, y
continud con pérdida de equilibrio, al estar los ratones tendidos sobre un lado. La CTCG
continuo con “wild jumping”, donde los ratones daban saltos para terminar con la fase
tonica, con extension o contraccién clénica de las extremidades anteriores y con

extension tonica de las extremidades posteriores, siendo esta Gltima crisis, letal.

En algunos casos, los ratones se recuperaron de la fase tonica en la CTCG, sin embargo,
los ratones permanecian tendidos de lado presentando “wild running”, es decir que las
extremidades las movian sin control simulando como si los ratones corrieran, y mas
posteriormente presentaban “wild jumping” que podia derivar en una Ultima fase tonica
mortal o derivar en status epilepticus (SE, no fue evaluado en el experimento). El SE fue

evidente en algunos ratones con las dosis de 8.5 pug/kg y 9.5 ug/kg.

La Figura 3 muestra el porcentaje de ratones que presentaron cada crisis. EI mioclonus
se presentd del 90-100% en los ratones en todos los tratamientos y no hubo diferencia
con respecto al vehiculo (Fig. 3A). En la CCG conforme aumenta la dosis, el porcentaje
de ratones que la presentan va disminuyendo hasta un 30% con la dosis de 7.5 pg/kg, y
a partir de esta dosis con las dosis mayores de 8.5 y 9.5 ug/kg de STX el porcentaje de

aparicion vuelve aumentar (Fig. 3B). Cabe sefialar que el porcentaje de aparicion de la
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CCG se relaciona inversamente proporcional con el porcentaje de la CTCG (Fig. 3C),
en donde las dosis que disminuyen el porcentaje en la CCG, aumentan el porcentaje en
la CTCG, llegando a aumentar hasta un 50% en la aparicion de la crisis CTCG con la
dosis de 7.5 pg/kg mostrando una diferencia estadistica significativa a esta

concentracion respecto al vehiculo (p<0.05).

La Figura 4 muestra la latencia a la aparicion de la primera crisis. S6lo en el mioclonus
se registré una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con la dosis de 8.5
ug/kg con respecto al vehiculo, aumentando la mediana de la latencia de 45 a 68 s (Fig.
4A), sin embargo, no hubo diferencias en la latencia con la CCG (Fig. 4B) y CTCG
(Fig. 4C). De acuerdo a los resultado anteriores, se decidi6 probar la dosis de 9.5 pg/kg,
aunque fuera una dosis DLsg (haciendo énfasis en que se inyectaron 10 ratones con esta
dosis, que al ser DLs, el 50% de los ratones presentaron mortalidad y el 50% restante
que sobrevivié fue al que se le inyectd PTZ; es decir, que con esa dosis sélo se
evaluaron las crisis en 5 ratones), sin embargo, a pesar de ser mayor la dosis no fue
estadisticamente significativa con respecto al vehiculo en ninguna de las crisis. En este

caso de la latencia, contrario al porcentaje no hubo relacion entre la CCG y la CTCG.

De acuerdo a los resultados anteriores, solo la dosis de 8.5 pg/kg fue efectiva para
aumentar la latencia en el mioclonus, por lo que se decidi6 evaluar las dosis de 3.8 y 8.5
ug/kg inyectando el PTZ 15 min después de las dosis correspondientes, en vez de 30
min como se habia manejado el experimento anterior con las 6 dosis de STX. Este
experimento se realizé con la finalidad de que la STX llegara al cerebro con minima
metabolizacion, ya que Naseem (1996) reporté metabolismo en el cerebro a los 30 min;
y observar si habia un cambio en los resultados obtenidos, pero no hubo diferencia
significativa en el porcentaje de ratones que presentaron las crisis (datos no mostrados) y
la evaluacion de la latencia no se pudo llevar a cabo debido al pequefio tamafio de

muestra (n<5), ya que el analisis fue poco confiable. u
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Figura 3. Porcentaje (%) de ratones que presentan las crisis epilépticas: A) Mioclonus,
B) CCG y C) CTCG,; a diferentes dosis de STX (ug STX/kg peso raton), en ratones CD-
1 (20+1 g). El vehiculo (veh) o las diferentes dosis de STX se inyectaron i.p. 30 min
previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). El asterisco denota diferencia

estadistica significativa de las dosis administradas con respecto al vehiculo (control)
(p<0.05).
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Figura 4. Latencia (segundos) a la aparicion de la primera crisis epiléptica: A)
Mioclonus, B) CCG y C) CTCG; con diferentes dosis de STX (ug STX/kg peso ratdn),
en ratones CD-1 (20+£1 g). El vehiculo (veh) o las diferentes dosis de STX se inyectaron
i.p. 30 min previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). Los datos se representan con
un circulo y se muestran la mediana, los cuartiles del 25y 75% y los valores minimo y
méaximo. El asterisco denota diferencia estadistica significativa de las dosis

administradas con respecto al control (vehiculo) (p<0.05).
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7.2. Comparacion del efecto antiepiléptico de la dosis efectiva de saxitoxina con el de la

fenitoina

Para comparar el efecto antiepiléptico con la FNT se compararon los resultados obtenidos con
la dosis de 8.5 pg/kg de STX mostrados en las Figuras 3 y 4. En el porcentaje de los ratones
que presentaron la CCG (Fig. 5B), hubo una diferencia significativa (p<0.05) del 50% con la
dosis de 8.5 ug/kg de STX, respecto a la FNT. Sin embargo, la FNT resulté ser efectiva para
evitar la aparicion de la CTCG (Fig. 5C), ya que ningln raton presentd esta crisis. En el
mioclonus (Fig. 5A) no hubo incidencia en el porcentaje de los ratones que presentaron la

crisis con ninguin compuesto.

El comportamiento de las crisis para el mioclonus y la CCG fue similar a lo descrito en el
apartado 7.1, sin embargo, después de haberse presentado la CCG, todos los ratones
presentaron la fase clonica inicial de la CTCG, pero despues de presentar el “wild jumping”,
la fase tonica no se observO, en cambio se observaron contracciones cldnicas en las
extremidades anteriores y posteriores para posteriormente iniciar con “wild running” y “wild

jumping”, derivando en SE.

Con respecto a la aparicion de la primera crisis epiléptica (Fig. 6A), en el mioclonus, la dosis
de 8.5 pg/kg de STX, anteriormente ya habia reportado una diferencia significativa (p<0.05)
con respecto a su vehiculo (Fig. 4A), en esta comparacion, la dosis de STX ademas presento
diferencia significativa (p<0.01) en aumentar la latencia con respecto a la dosis de FNT. En la
CCG (Fig. 6B), no hubo diferencia significativa con respecto a los controles (vehiculos de
STX 'y FNT) y entre las dosis de STX y FNT, y en la CTCG (Fig. 6C) no se pudo hacer una

comparacion entre ambas dosis debido a que con la FNT no se presento la crisis.
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Figura 5. Porcentaje (%) de ratones que presentan las crisis epilépticas: A) Mioclonus, B)
CCG y C) CTCG; con una dosis de FNT (50 mg/kg) comparada con una dosis de STX (8.5
ug/kg), en ratones CD-1 (20£1 g). Los vehiculos (veh), la FNT o la STX se inyectaron i.p. 30

min previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). El asterisco denota diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos (p<0.05).



38

A B
—
345, ok 345
@ @
= 230 = 230
e e
= =
~ 115 ~ 115
BB i S s é
0 —eh —Ven 835 %0 O —eh Ven 85 %0
SXT FNT STX FNT SXT FNT STX FNT
(Ha/kg) (mg/ka) (Ha/kg) (mglka)
C
1200
= 800!
= .
E []
=
— 400
' I
0

Veh Veh 85  50°
SXT FNT STX  FNT
(Hg/kg) (mglkg)

Figura 6. Latencia (segundos) a la aparicién de la primera crisis epiléptica: A) Mioclonus, B)
CCG y C) CTCG,; con una dosis de FNT (50mg/kg) comparada con una dosis de STX (8.5
ug/kg en ratones CD-1 (20+1 g). Los vehiculos (veh), la FNT o la STX se inyectaron i.p. 30
min previos a la inyeccion i.p. del PTZ (100 mg/kg). Los datos se representan con un triangulo
y se muestran la mediana, los cuartiles del 25 y 75% y los valores minimo y maximo. Los
asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.01).
El superindice a denota que no hubo comparacion con la dosis de FNT (50 mg/kg) por
ausencia de datos.
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7.3. Identificacion y cuantificacion de la saxitoxina en los cerebros de los ratones

La Figura 7 muestra los cromatogramas HPLC-FLD obtenidos del estandar de STX (Fig. 7A)

y los cromatogramas de cerebro de raton control (sin STX; Fig. 7B) y con la dosis de 8.5

pg/kg de STX (Fig. 7C), como cromatograma representativo de las demas dosis probadas
(1.9-7.5 y 9.5 pg/kg de STX). El estdndar de referencia de la STX presenta un tiempo de
retencion de 30 min. No se identifico la presencia de STX en los cerebros de raton de ninguno

de los experimentos realizados.
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Figura 7. Cromatogramas representativos de STX analizada en el cerebro de raton con el
método de HPLC-FLD. A) Cromatograma de referencia del estandar de STX (FDA, NIST)
con un tiempo de retencion de 30 min; B) cromatograma de ratones sin exposicion a STX; C)
cromatograma proveniente del experimento con una dosis de 8.5 pg STX/kg peso raton y 30
min después administracion de PTZ (100 mg/kg).
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8. DISCUSION

8.1. Efecto antiepiléptico de la saxitoxina

La STX bloquea los VGSC en las células nerviosas y musculares (Cusick y Sayler, 2013;
Zhang et al., 2013), especificamente el poro de los canales Na,1.1-1.4, 1.6 y 1.7. Los canales
Na,1.1-1.3 y 1.6 se expresan en diversas areas del SNC (Duflocq et al., 2008; Gordon et al.,
1987; Westenbroek et al., 1989; Whitaker et al., 2001), como la corteza cerebral y el tallo
encefélico, éreas atribuidas a los sitios donde se originan el mioclonus, la CCG y CTCG
(Browning, 1985; Browning y Nelson, 1986; Hallet 1987; Veliskova et al., 2005). Los canales
Na,1.1, 1.6 y 1.7, se expresan en las motoneuronas (Alles et al., 2020; Duflocq et al., 2008) y
Na,1.4 en el musculo esquelético (Lera Ruiz y Kraus 2015; Zhang et al., 2013). Por lo tanto,
al administrar la STX via i.p., en los ratones, se esperaba que se distribuyera a SNC y SNP
(Cianca et al., 2007; Naseem 1996), asi como a musculo esquelético, como se ha reportado en
roedores que la STX llega a otros 6rganos como el corazon, los pulmones, y los rifiones
(Naseem 1996). Si la STX llegaba al SNC, se esperaba que bloqueara los canales Na,1.1-1.3 y
1.6 y evitara la accién del PTZ, debido a que el canal Na,1.1 se expresa en el soma neuronal y
las dendritas proximales (Westenbroek et al., 1989), donde la excitabilidad neuronal se
controla (Leterrier et al., 2010) y el canal Na,1.6 se co-expresa con Na,1.2 en los nodos de
Ranvier del SIA en células nerviosas excitatorias de la neocorteza, (Hu et al., 2009), donde se
inicia y propaga el potencial de accion (Leterrier et al., 2010). En caso de que no se evitara la
accion del PTZ en el SNC, se esperaba que la STX bloqueara los canales Na,1.1, 1.6 y 1.7 en
las motoneuronas y Nay1.4 en el musculo esquelético, por lo tanto, la excitacion no se
propagara del SNC al musculo esquelético y asi se evitara la manifestacion de las crisis

epilépticas.

En nuestro estudio, la STX no evito las crisis epilépticas inducidas con el PTZ, pero aumentd
la latencia del mioclonus con la dosis subletal mas alta, lo que indica que la STX bloqued los
VGSC e interrumpi6 el flujo de Na* al principio del experimento. Sin embargo, la accion

excitadora del PTZ fue mayor, lo que sugiere que la accion bloqueadora de la STX se perdié y
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solo retrasé la aparicion del mioclonus, que es la primera crisis que se presenta, pero no la
evitd. Una vez que se perdid la accion bloqueadora de la STX en los VGSC, no hubo
incidencia en la latencia de la CCG y la CTCG. La STX, al no evitar la accion del PTZ, se
relaciona con la concentracion de los compuestos que llega al cerebro, debido a que el PTZ
llega en una concentracion de pg/g, 5 min después de inyectar 85 mg/kg (Yonekawa et al.,
1980), mientras que la STX a los 30 min se ha registrado en ng/ml después de inyectar 10
pg/kg (Cianca et al., 2007). Lo anterior indica que la concentracion de PTZ se encuentra
disponible en el cerebro en mayor cantidad y en menor tiempo que la STX. También se
sugiere que la dosis de PTZ utilizada en el estudio es muy alta, puesto que normalmente se
utilizan dosis de 60 y 80 mg/kg de PTZ para evaluar crisis miocldnicas y CCG (Bhutada et al.,
2010; Gonzalez-Trujano et al.; 2018, Herrera-Calderon et al.; 2018, Martinez et al.; 2006,
Quintans-Janior et al.; 2007, Sayyah et al.; 2005), respectivamente. Mientras que el mejor
modelo para evaluar la CTCG es el MES, ya que es un modelo de crisis con origen primario
en las estructuras del tronco encefélico (Jobe et al., 1991), que es la estructura donde se
origina la CTCG. Por lo tanto, una sugerencia seria analizar las crisis miocldnicas y clénicas
con una dosis entre 60 y 80 mg/kg de PTZ, aunque eso afecte el porcentaje de crisis en el

control y utilizar el modelo MES para evaluar el efecto de la STX sobre la CTCG.

Otra sugerencia al estudio seria cambiar la via de administracion del PTZ de i.p. a i.v., para
que el tiempo de actividad epileptiforme sea menor, en lugar de irse excitando el cerebro
prolongadamente, ya que por via i.v. el PTZ llega al cerebro més rapidamente, y lo excita una
vez, mientras que por via i.p., el PTZ va llegando al cerebro poco a poco y la excitacién del
cerebro es mas prolongada (Keogh et al., 2005). Ademas, se podria cambiar la via de
administracion de la STX a via i.v., para que llegué mas rapido al cerebro o esperar mayor
tiempo antes de inyectar el PTZ para que la concentracion de la STX aumente en el cerebro y

contrarreste la accion del PTZ.
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La dosis de 8.5 pg/kg de STX no se puede aumentar debido a que ya estaria dentro del rango
de dosis letal y con la LDsy que se probo en el estudio no se observé incidencia en el
mioclonus, ni en la CCG, aunque si hubo una disminucion, aunque no significativa, en el
porcentaje de ratones que presentaron la CTCG. Esto corrobora que el margen terapéutico de
la STX es muy estrecho (Kohane et al., 2000; Llewellyn, 2006), dejando poco margen de uso
de la STX como posible FAE. Por esa razon investigamos si las dosis subletales de 3.8 y 8.5
Mg/kg tendrian actividad antiepiléptica, reduciendo el tiempo de espera de 30 a 15 min antes
de administrar el PTZ. Sin embargo, los tamafios de muestra fueron lo suficientemente

pequefios (n<5) para que 10s analisis no se pudieran llevar a cabo.

La STX y sus analogos poseen la misma actividad biologica y diferente afinidad por los
canales que deriva en su potencia toxica. Otra opcion para la busqueda de un compuesto
antiepiléptico seria utilizar algiin analogo de la STX con menor potencia toxica. (Duran-
Riveroll et al., 2017; Wiese et al., 2010). Una toxina menos potente podria darnos un margen
terapéutico mayor para estudiar el efecto antiepiléptico de estas toxinas, y asi tener una mayor

eficacia terapéutica y una minima probabilidad de toxicidad.

Cabe mencionar que la STX y sus andlogos han sido ampliamente estudiados como
anestésicos locales de larga duracion, por su accion de bloqueo de los VGSC interrumpiendo
el inicio y propagacion de los potenciales de accion, asi como, inhibir varios receptores, y
deprimir la actividad de algunas vias de sefializacion intracelular (Adams et al., 1973; Kohane
et al., 2000; Rodriguez-Navarro et al., 2007). Estos mecanismos de accién son similares a los

que estamos buscando que actliien como antiepilépticos.

8.2. Comparacion de la saxitoxina con la fenitoina

Al no tener registro de estudios de la STX y sus analogos sobre evaluacion de actividad
antiepiléptica, los resultados obtenidos con la dosis de 8.5 pg/kg se compararon con el efecto
antiepiléptico de la FNT, un FAE comercial que su actividad esta asociada a los VGSC

(Mantegazza et al., 2010). La STX presentd un efecto evidente en el mioclonus y en la CCG,
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mientras que la FNT en la CTCG. Esto indica que a pesar de que ambos compuestos tienen
como blanco molecular el VGSC, los mecanismos de accion difieren y por lo tanto la manera
de incidir en las crisis es diferente. La STX es un bloqueador del poro del canal que
interrumpe el flujo de Na* durante el potencial de accion (Cusick y Sayler, 2013; Zhang et al.,
2013). Cuando la accién bloqueadora de la STX se perdi6 por la accion del PTZ, el mioclonus,
la CCG y la CTCG se presentaron. Sin embargo, la STX aumento la latencia en el mioclonus y
disminuyd la incidencia de la CCG en comparacion con la FNT, al retardar y disminuir la
accion del PTZ. En cambio, la FNT tiene mayor afinidad cuando el canal esta inactivo, por lo
tanto, su accion se da cuando los potenciales de accion son sucesivos (Mantegazza et al.,
2010; Rogawski y Loscher, 2004). Lo que sugiere, que la FNT no bloquea antes de que ocurra
un potencial de accion, por eso no tiene efecto sobre el mioclonus, ademas, el mioclonus es de
duracion corta (Everhardt y Topka, 2017). La FNT tampoco evita la aparicion de la CCG y la
CTCG, pero la CCG, tiene una duracién mayor por lo que la afinidad de la FNT por los VGSC
pudiera ir aumentando conforme ocurre la crisis y la crisis dure menos, pero no se pudo
comprobar debido a que la duracion de las crisis no se evaluo en este estudio. En cambio, con
la CTCG, que tiene una mayor duracion, se sugiere que la FNT haya bloqueado efectivamente
los VGSC y sea la razon de que se haya presentado la fase clonica inicial pero no la extension

tonica que aparece posteriormente.

El efecto de la STX y FNT, se puede asociar que al bloquear el flujo de Na', la entrada de
Ca®* disminuye, y reduce la liberacion de neurotransmisores; su eficacia en la reduccion de la
liberacion de neurotransmisores excitadores explicaria en parte los efectos anticonvulsivos.
Sin embargo, también pueden bloquear la liberacién de neurotransmisores en las sinapsis
inhibitorias, lo que implica la reduccion de la transmision inhibitoria GABAEérgica. Esto
podria explicar la aparicion de SE, que se define como una crisis que dura mas de 5 min o dos
0 mas crisis discretas entre las cuales hay una recuperacion incompleta de la conciencia
(Bauer, 1996; Guerrini et al., 1998; Leach et al., 1986; Lowenstein y Alldredge, 1998; Perucca
et al., 1998; Ribeiro y Leite, 2003; Sharma et al., 2018; Stone y Javid, 1988). También podria
explicar el aumento directamente proporcional a la dosis, la aparicién de la CTCG, en las

dosis de 1.9-7.5 pg/kg. El bloqueo del flujo de Na* que reduciria la transmision inhibitoria
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GABAérgica se puede asociar hipotéticamente con la STX, ya que al menos los Na,1.1y 1.2
estan presentes en las neuronas inhibidoras (Caterall et al., 2010; Cheah et al., 2012;
Yamakawa, 2016). La sugerencia para disminuir el posible sinergismo entre la STX y el PTZ,
en la reduccion de la transmision inhibitoria GABAérgica es utilizar el modelo MES que
ademas de ser un modelo de crisis para la CTCG, se basa en un estimulo fisico que no

interaccionaria con ningn compuesto.

8.3. Lasaxitoxina en el cerebro

Se ha reportado que la STX llega entre otros érganos a méedula espinal y cerebro (Andrinolo et
al., 1999; Cianca et al., 2007; David y Nicholson, 2004; Naseem, 1996) por lo que atraviesa la
barrera hematoencefalica sin convertirse en otros analogos (Andrinolo et al., 1999, 2002). Sin
embargo, en este estudio se evalud si la STX habia llegado a cerebro y si esta permanecid
después de la accion del PTZ, pero no se detecté STX en cerebro con HPLC-FLD, aunque no
se descarta que se presentaran niveles traza por debajo del limite de deteccion del HPLC, que
es de 7 pg para la STX (Bustillos-Guzman et al., 2012),

La STX no evitd la aparicion de las crisis epilépticas inducidas por la accion del PTZ, lo que
concuerda con que no se encontraran niveles detectables de STX en el cerebro y que en un
momento dado la STX dejé de ejercer su accion en los VGSC. También se puede argumentar
que el método que se llevd a cabo para la extraccion de las toxinas no fue el adecuado, puesto
que otros autores combinan varias muestras y posteriormente concentran el homogeneizado
para poder identificarlas, como en el estudio de Cianca et al. (2007), quienes evaluaron la
distribucion de STX en los cerebros de rata donde combinaron 3 muestras para que las
concentraciones de STX fueran identificadas por HPLC-FLD. Asi, al trabajar en este estudio
con un ratén que es de menor tamario y que la accion del PTZ es mayor, ya que llega en mayor
cantidad y mas rapido al cerebro, haya influido en que no se identificaran niveles traza de STX

en el cerebro de los ratones.
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9. CONCLUSIONES

La STX aumento significativamente la latencia del mioclonus con la dosis subletal més alta de
8.5 ng/kg de STX, disminuyé entre un 10-30% la aparicion de la CCG con las dosis subletales
de 3.8-8.5 pg/kg, y con las dosis de 1.9-7.5 pg/kg la aparicién de la CTCG aumentd
directamente proporcional a la dosis. La DL50 de 9.5 pg/kg de STX no tuvo incidencia en el
mioclonus, pero contrario a las dosis subletales, aumentd la incidencia de la CCG vy la

disminuy6 en la CTCG.

La STX aumento la latencia en el mioclonus con respecto a la FNT y disminuy0 la incidencia
de la CCG en comparacién con la FNT. La FNT fue 100% efectiva en evitar la extensién
tonica de las extremidades posteriores en la CTCG, en comparacion con la STX. Con la dosis
de 8.5y 9.5 pg/kg de STX y la dosis de 50 mg/kg de FNT hubo presencia de SE.

La STX no evitd la aparicidn de las crisis, y no se detectdé STX en el cerebro, sin embargo, no
se puede descartar que hayan quedado niveles traza de STX en el cerebro que no se hayan
detectado por medio de HPLC-FLD.
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