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El pretratamiento agudoy subcronico con farmacos anticonvulsivantes
modificalas crisis generalizadasinducidas por el pentilenetetrazol en el raton

Luisa L. RocHA, MD, PHD*

RESUMEN

Objetivo: El incremento en el contenido de GABA cerebral o laadministracion de un agente GABA-mimético se emplea
como un tratamiento antiepiléptico eficaz. Sin embargo, se sugiere que el empleo de farmacos que alteran continuamente la
transmision sinaptica puede afectar al sistema nervioso. En el presente estudio se evaluaron los efectos del pretratamiento
agudo (unaadministracién) y subcrénico (administraciones diarias por 7 dias) de diazepam (DZP; 10 mg/Kkg, ip), gabapentina
(GBP, 100 mg/kg, vo) y vigabatrina (VGB, 500 mg/kg, vo) en las crisis generalizadas inducidas por pentilenetetrazol (PTZ, 80
mg/kgip).

Materiales y métodos: Ratones macho de la cepa taconic (20-25 g) recibieron tratamiento agudo y subcronico de DZP,
GBP 0 VGBYy 24 h después de la tltima administracién se aplicé PTZ. Se evaluaron las latencias a la primera crisis clonica, a
la fase tonica asi como la incidencia de muerte.

Resultados: El pretratamiento agudo con DZP protegié 100% a los animales de los efectos del PTZ, mientras que su
administracion subcronicaredujo lalatenciaalacrisiscldnica (21%; p<0.05), lafase tdnica (27%, p<0.05) y muerte (37%, p<0.05).
La aplicacion aguda de VGB protegi6é 100% a los animales de los efectos del PTZ, mientras que su aplicacion subcrénica
aumentd lalatenciaalas crisis clénicas (32%, p<0.05), aunque facilitd laaparicion de lacrisis tonica (55%, p<0.05) y lamuerte
(58%, p<0.05). Laadministracién agudade GBP elevd lalatenciaalacrisis clénica (52%, p<0.05), mientras que su administracion
subcroénica no modificé el efecto producido por PTZ.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el pretratamiento agudo y subcrénico de farmacos que incrementan la
transmision GABAGérgica modifican diferencialmente lasusceptibilidad a las crisis por PTZ y que su administracion repetida
puede facilitar la produccion de crisis convulsivas.
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The acute and subchronic pretreatment with antiepileptic drugs modifies the pentylenetetrazol- induced generalized
seizures in mice

SUMMARY

Objetives: The increased GABA content or administration of a centrally active GABA-mimetic agent have been used as
a efficacious anticonvulsant therapeutic approach. However, it has been suggested that the use of drugs that continually and
noncontingently alter synaptic transmission could alter at the nervous system. The present study was carried out to investigate
the effects of acute (one administration) and subchronic (7 daily administrations) treatments with Diazepam (DZP; 10 mg/Kkg,
ip), Gabapentin (GBP, 100 mg/kg. vo) and Vigabatrin (VGB, 500 mg/kg, vo) on pentylenetetrazol-induced generalized seizures
(PTZ,80mg/kg, ip).

Materials and methods: Male Taconic mice (20-25 g) received acute or subchronic treatment with DZP, VGB or GBP and
24 h after the last administration, the effects of PTZ (latency to the clonus, forelimb extension and death incidence) were
evaluated.

Results: Acute DZP protected all animals (100%) to the convulsant effects of PTZ, whereas subchronic DZP decreased
the latency to the clonic (21%; p<0.05), tonic (27%, p<0.05) and death (37%, p<0.05). The acute treatment with VGB protect
all animals (100%) to the effects of PTZ, whereas its subcronic administration enhanced the latency to clonus (32%, p<0.05),
but facilitated the appearance of tonic seizures (55%, p<0.05) and death (58%, p<0.05). The acute administration of GPB
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increased the latency to clonus (52%, p<0.05), whereas its
subchronictreatmentdid not modify the PTZ-induced effects.

Conclusions: The present results indicate that the acute
pretreatmentwith drugs enhancing GABAergic transmission
differently modifies the seizure susceptibility, and that the
subchronicadministration may facilitate the seizure activity.

Keywords: Diazepam; Gabapentin; Vigabatrin;
Pentylenetetrazol; Epilepsy; Generalizad seizures.

El incremento en el contenido de GABA cerebral o
la administracion de un agente GABA-mimético se
emplea como una terapia antiepiléptica eficaz. Sin
embargo, se sugiere que el uso continuo de farmacos
que alteran continuamente latransmision sinaptica pue-
de no ser lamejor estrategia parael control alargo plazo
de las crisis epilépticas?. La exposicién prolongada de
GABAenddgeno o de farmacos que elevan los niveles
extracelulares, pueden conducir a un decremento en la
funcion GABAérgicad, y alteraciones en los receptores
GABAA4’5, locual seasociacontoleranciay resistencia,
sobre todo para los efectos sedantes y antiepilépticos de
farmacos como las benzodiacepinas®.

Se ha descrito que la administracién crénica de
benzodiacepinas produce subsensibilidad al GABA" y
disminucion en la habilidad de este aminoacido aincre-
mentar launién de benzodiacepinas®. Se han informado®
sintomas de retirada o crisis espontaneas en abusadores
de benzodiacepinas no-epilépticos después de suspen-
der el farmaco.

El presente estudio fue disefiado para determinar si
la administracion subcrdnica de farmacos que aumen-
tan la transmision GABAGérgica modifica las crisis
generalizadas inducidas por pentilenetetrazol (PTZ). Se
emplearon compuestos antiepilépticos que activan el
sistema GABAGérgico tal como vigabatrina (VGB),
gabapentina (GBP) y diazepam (DZP). VGB es un
analogo estructural de GABA, el cual inhibe irreversi-
blemente laGABA transaminasa (GABA-T), laenzima
responsable de la degradacion del GABA %!, Con
respecto a la GBP, aunque ésta fue sintetizada como un
analogo estructural de GABA, es inactiva en sus recep-
tores'?13, Sin embargo, se sugiere que GBP actla
presinapticamente potenciando lafuncién del GABA,
DZP, un agonista benzodiacepinico, aumenta la fre-
cuenciade aperturadel canal de cloro en la presenciade
GABA y aumenta los efectos de este aminoacido®.
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MATERIALES Y METODOS

Animales. Se emplearon ratones macho adultos de
la cepataconic, conun peso entre 25y 30 g al comienzo
de los experimentos. Los animales se mantuvieron en
cajas individuales con un ciclo luz-oscuridad constante
(12:12 h) con acceso ad libitum a agua y comida. Los
procedimientos experimentales se realizaron de acuer-
do con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-
1999y el Comité de Etica del Centro de Investigaciony
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacio-
nal (IPN), México, DF (proyecto N° 222/04).

Grupos experimentales. Los animales recibieron
unaadministraciondiariade soluciénsalina(vooip) por
una semana con el fin de habituarlas a la manipulacién
experimental. Después recibieron uno de los siguientes
tratamientos:

a. Tratamientoagudo (n=10 por farmaco). Se adminis-
tré solucion salina (0.1 mg/kg, vo o ip) diariamente
durante 7 dias. Veinticuatro horas después de la
altima administracion los animales recibieron una
dosis de DZP (10 mg/kg ip, Sigma-Aldrich), VGB
(500 mg/kg, vo, Sigma-Aldrich) o GBP (100 mg/kg,
vo, Sigma-Aldrich). Ungrupo control (n=20) se llevo
a cabo en paralelo con la evaluacion de cada farma-
co, para lo cual los animales se manipularon de
acuerdo con lo descrito, excepto que recibieron sélo
vehiculo.

b. Tratamiento subcrénico (n=20 por farmaco). Los
ratones se trataron diariamente durante 8 dias con
DZP, VGB o GBP en las dosis indicadas antes. El
grupo control (n=20) se manipulé igual que el anterior.
El DZP se disolvid en vehiculo (0.5% Tween 80 y

solucidn salina), mientras la GBP y laVVGB se disolvie-

ron en solucion salina.

Crisis inducidas por pentilenetetrazol (PTZ). Las
crisis inducidas por PTZ se evaluaron 24 h después de
la ltima administracion de solucion salina o farmaco.
Los ratones de los grupos control, tratamiento agudo y
subcroénico de los diferentes farmacos se colocaron en
contenedores individualesy se lesaplico unasolucionde
PTZ (Sigma; 80 mg/kg, ip) preparada en ese momento.
Inmediatamente después, se evalu la latenciaalacrisis
clénica, a la fase tonica, asi como la incidencia de
muerte. Los animales control y experimentales se eva-
luaron en paralelo.
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Anélisis estadistico. Los valores de las latencias a
lacrisisclonica, tonicae incidencia de muerte para cada
uno de los grupos experimentales se compararon con el
respectivo grupo control y se analizaron estadisticamente
por medio de unapruebatde Student, aplicando un nivel
de significancia de 0.05. Los resultados se presentan
como promedio £ error estandary porcentaje de cambio
en comparacion al grupo control.

RESULTADOS

Efecto del DZP en las crisis producidas por PTZ.
El pretratamiento agudo con DZP protegi6 100% a los
animales de la fase tonica y la muerte. Los ratones
pretratados subcronicamente con DZP mostraron una
reduccion en la latencia a la primera crisis cldnica
(control, 47+3.3seg; DZP, 37+2.7 seg; 21%, p<0.05), a
la fase tonica (control, 432196 seg; DZP, 312+23 seg;
27%, p<0.05) y a la muerte (control, 555+90 seg, DZP,
346+22 seg; 37%, p<0.05). La tasa de mortalidad fue
similar entre el grupo control y los animales tratados
subcronicamente con DZP (Gréfica 1).

Efecto de la VGB en las crisis producidas por PTZ.
Al igual que DZP, el pretratamiento agudo con VGB
protegié 100% a los animales de la fase tonicay lamuerte.
Los animales pretratados subcronicamente con VGB
mostraron un aumento en la latencia a la primera crisis
clonica (control, 55+3.1; VGB, 73+2.9, 32%, p<0.05),
pero acorto las latencias a la fase tonica (control, 600+88;
VGB, 267+46; 55%, p<0.05) y a la muerte (control,
653183, VGB, 272+42; 58%, p<0.05). El indice de morta-
lidad no se modifico con el tratamiento subcrénico de
VGB (control, 70% vs VGB, 60%) (Grafica 1).

Efecto del GBP en las crisis producidas por PTZ.
La administracion aguda de GBP sélo elevd la latencia
a la primera crisis clonica (control, 72+7.3; GBP,
110+37.5,52%, p<0.05). Sinembargo, muri6 88% de los
animales. Con respecto a laadministracion subcronica,
GBP no modificd lalatenciaa los diferentes componen-
tes de las crisis inducidas por PTZ. No obstante, el
indice de mortalidad fue menor en el grupo tratado
subcrénicamente con GBP (40%) que en los animales
control (60%) (Gréfica 1).

DISCUSION

Los resultados obtenidos del presente estudio apo-
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Grafica 1. Representacion graficade lalatencia en
segundosdelaapariciéondecrisis clonicas, tonicas
y muerte inducidos por laadministracion de penti-
lenetetrazol (80 mg/kg, ip) en ratones tratados
diariamente durante 7 dias con solucidn salina (0.1
ml/10gvooi.p,control, panelesizquierdos), diaze-
pam (10 mg/kg, ip, panel superior), vigabatrina (500
mg/kg, vo, panel medio)y gabapentina (100 mg/kg,
vo panel inferior). Los valores representan la me-
dia * error estandar. * p<0.05.

yan la idea de que los fA&rmacos antiepilépticos pueden
empeorar los desordenes epilépticos y alterar la trans-
mision GABAérgica provocando un desequilibrio entre
los circuitos inhibidores y excitadores®®. Sin embargo,
existen pocos estudios enfocados en analizar estos
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efectos, sobre todo de farmacos cuyo mecanismo de
accion es la activacion del complejo GABA,.

Se describe que el tratamiento subcrénico con VGB
conduce aundecremento del umbral electroconvulsivo’
y no previene el desarrollo de crisis secundarias como
consecuencia del estatus epiléptico®. Asimismo, se ha
informado que VGB es un potente farmaco antiepiléptico
en dosis agudas. Sin embargo, con la administracion
subcronica, su efecto antiepiléptico disminuye después
de la segunda semana de tratamiento en el modelo de
«kindling» amigdalino®®. De acuerdo con lo anterior, se
ha demostrado que la eficacia antiepiléptica con el
tratamiento a largo plazo de inhibidores de la GABA-T
es limitada debido al desarrollo de mecanismos
compensatorios tal como una reducida actividad de la
GADY.

Respecto a las benzodiacepinas, se sabe que el DZP
produce sus efectos através de suaccién en el complejo
GABA,. El DZP entra al cerebro y es depurado del
mismo rapidamente. Sin embargo, su administracion
diaria y repetida se asocia con un pico maximo de
concentracion a las 2 h después de su inyecciény a una
acumulacién progresiva del mismo a nivel cerebral®.
Bajo esta tltima condicion, la ocupacion del receptor a
benzodiazepinas por el DZP a nivel cerebral esta bajo
una fluctuacion importante. Lo anterior puede producir
un fendmeno similar a un sindrome de abstinencia al
final del periodo de 24 h, el cual se revierte ante una
nueva administracion del DZP. Es posible que esta
situacion seaun mecanismo por el cual el pretratamiento
repetido con DZP facilita las crisis inducidas por PTZ.
Otro probable mecanismo puede ser que la administra-
cién cronica de DZP produce un decremento en la
sensibilidad postsinaptica de GABA.

Con respecto a GBP, los datos encontrados en el
presente proyecto estan parcialmente de acuerdo con lo
descrito por otros autores. Los resultados del presente
articulosugieren que laadministracion repetidade GBP
no modificalaactividad epilépticainducidaporel PTZ,
un efecto debido probablemente a que este farmaco es
eliminado rdpidamente y no produce metabolitos secun-
darios que se acumulen en el cerebro*-4,

Se desconocen los mecanismos que estan implica-
dos en el incremento de la susceptibilidad a las crisis
convulsivas por farmacos antiepilépticos que ejercen su
mecanismo de accion a través de la activacion del
complejo GABA,,, aunque entre ellos se pueden sugerir
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los efectos farmacodindmicos secundarios por altas
dosis o efectos secundarios en otros neurotransmisores
oneuromoduladores.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio
demuestran que los efectos inicialmente anticonvul-
sivantes de un farmaco que favorece la neurotrans-
mision gabaérgica, pueden cambiar y llegar a ser pro-
convulsivantes después de su administracion repetida.
Aunque al momento se desconocen los mecanismos por
los que se producen estos efectos, es posible que sean
lacausade larefractoriedad farmacolégica que algunos
pacientes epilépticos muestran después de varios afios
de tratamiento. Se deben realizar estudios con el prop6-
sito de disefiar nuevas estrategias farmacoldgicas que
eviten los efectos adversos de los tratamientos cronicos
de medicamentos antiepilépticas.

AGRADECIMIENTOS

El presente estudio fue parcialmente financiado por
el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (45943-
M). Se agradece el apoyo técnico de Magdalena Briones
Velasco, Leticia Neri Bazdn'y Héctor Vazquez Espino-
sa.

REFERENCIAS

1. Olsen WR, Avoli M. GABA and epileptogenesis. Epilepsia.
1997; 38: 399-407.

2. Gale K. GABA and epilepsy: basic concepts from preclinical
research. Epilepsia. 1992; 33 Supl 5: 3-12.

3. Gyenes M, Farrant M, Farb DH. «Run down» of GABA,
receptor function during whole-cell recording- a possible role
for phosphorylation. Mol Pharmacol. 1988; 34: 719-23.

4. Calkin PA, Barnes EM. GABA, agonists down-regulate
GABA ,/benzodiazepine receptor polypeptides from the
surface of chick cortical neurons. JBiol Chem. 1994; 269: 1548-
53.

5. Yu R, Ticku MK. Chronic neurosteroid treatment produces
functional heterologous uncoupling at the GABA ,/benzo-
diazepine receptor complex in mammalian cortical neurons.
Mol Pharmacol. 1995; 47: 603-10.

6. Braestrup C, Nielsen M, Squires RF. No change in rat benzo-
diazepine receptorsafter withdrawal from continuous treatment
with lorazepam and diazepam. Life Sci. 1979; 24: 347-50.

7. Gallager DW, Lakoski JM, Gonsalves SF, Rauch SL. Chronic
benzodiazepine treatment decreases postsynaptic GABA
sensitivity. Nature. 1984; 308: 74-7.

49



Colombia Médica

10.

11.

12.

13.

50

Brett RR, Pratt JA. Changes in benzodiazepine-GABA recep-
tor coupling in an accumbens-habenula circuit after chronic
diazepam treatment. Br J Pharmacol. 1995; 116: 2375-84.
Lukas SE, Griffiths RR. Precipitated diazepam withdrawal in
baboons: effects of dose and duration of diazepam exposure.
Eur J Pharmacol. 1984; 100: 163-71.

Lippert B, Metcalf B, Jung MJ, CasaraP. 4-amino- hex-5-enoic
acid, a selective catalytic inhibitor of 4- aminobutyric acid
aminotransferase in mammalian brain. Eur J Biochem. 1977;
74: 441-5.

Schechter PJ, Tranier Y, Grove J. Attempts to correlate
alterations in brain GABA metabolism by GABA-T inhibitors
with theiranticonvulsant effects. En: Mandel P, DeFeudes FV,
Editors. GABA- biochemistry and CNS functions. New York:
Plenum Press; 1979. p. 43-57.

Dooley DJ, Bartoszyk GD, Hartenstein J, Reimann W, Rock
DM, Satzinger G. Preclinical pharmacology of gabapentin. En:
Golden Jubilee Conference and Northerm European Epilepsy
Meeting. Abst. 8. York: University of York; 1986.
Suman-Chauhan N, Webdale L, Hill DR, Woodruff GN.
Characterization of 3H-Gabapentin binding to a novel site in
ratbrain: homogenate binding studies. Eur JPharmacol. 1993;
244: 293-301.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Vol. 39 N° 3 (Supl 3), 2008 (Julio-Septiembre)

Taylor PC, Gee SN, Su TZ, Kocsis DJ, Welty FD, Brown PJ,
et al. A summary of mechanistic hypotheses of gabapentin
pharmacology. Epilepsy Res. 1988; 29: 233-49.

Haefely W, Kyburz E, Gerecke M, Mohler H. Recentadvances
in the molecular pharmacology of benzodiazepine receptors
and in the structure-activity relationship of their agonist and
antagonist. Adv Drug Res. 1995; 14: 165-322.

Perucca E, Gram L, Avanzini G, Dulac O. Antiepileptic drugs
as a cause of worsening seizures. Epilepsia. 1998; 39: 5-17.
Loscher W. Anticonvulsantand biochemical effects of inhibitors
of GABA amitransferase and valproic acid during subchronic
treatment in mice. Biochem Pharmacol. 1982; 31: 837-42.
Halonen T, Nissinen J, Pitkanen A. Chronic elevation of brain
GABA levels beginning two days after status epilepticus does
not prevent epileptogenesis in rats. Neuropharmacol. 2001;
40: 536-50.

Rundfelt C, Loscher W. Development of tolerance to the
anticonvulsant effect of VGB in amygdala-kindled rats. Eur J
Pharmacol. 1992; 213: 351-66.

Fernandes C, Arnot M, Irvine EE, Bateson AN, Martin IL,
File SE. The effect of treatment regimen on the development
oftolerance to the sedative and anxiolytic effects of diazepam.
Psychopharmacology. (Berl). 1999; 145: 251-9.



