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RESUMEN
LCQ. Adolfo Jose Zamora Aceves. Fecha de Graduacion: 2026

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Efecto anticonvulsivo de la combinacion Cannabidiol-metformina en
un modelo de convulsiones cronicas.

Numero de paginas: 60 Candidato al grado de Maestro en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Propésito y Método del Estudio: Se han reportado las propiedades antiepilépticas del
CBD y de la metformina en diferentes modelos animales, con buenos resultados,
actuando mediante mecanismos diferentes. Con base en esto, el proyecto busco
estudiar si al combinar el CBD con la metformina se obtiene un mejor efecto antiepiléptico
que el de los tratamientos individuales. Para esto se utiliz6 un modelo de Kindling con
PTZ utilizando ratas Wistar macho, dividiéndolas en los siguientes grupos: controles (sin
tratamiento, CBD, metformina y la combinacioén), PTZ, y PTZ recibiendo los tratamientos
(CBD, metformina y la combinacién). La duracion del estudio fue de 15 dias, utilizando
dosis de 25mg/kg de PTZ en dias alternos, y las dosis de los tratamientos, 60mg/kg de
CBD y 200mg/kg de metformina, y se observaron durante media hora posteriores a la
administracién de PTZ. Una vez concluido se realiz6 el sacrificio para la toma de sangre
para estudios bioquimicos de funcién hepatica. La combinacion mostré un efecto similar
a los tratamientos individuales a las dosis empleadas en este proyecto, no presentando
una diferencia significativa entre ellos.

Contribuciones y Conclusiones: La combinacion de CBD-metformina presenté un efecto
anticonvulsivo similar al de los tratamientos individuales a las dosis utilizadas. Las
pruebas bioquimicas para dafo hepatico mostraron que los tratamientos utilizados no
generaron un dafo hepatico a las dosis y tiempos utilizados en el proyecto.

Firma de los directores de tesis

Dra. Ménica A. Ramirez Cabrera Dr. Omar Gonzalez Santiago

Director de Tesis Codirector de Tesis
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1. INTRODUCCION

1.1 Epilepsia

La epilepsia es un desorden cerebral pronominalmente caracterizado por una recurrente e
impredecible interrupcion de la actividad cerebral normal. Por otro lado, referirse a la
epilepsia como una sola enfermedad es incorrecto, ya que existen una gran variedad de
desérdenes que tiene por efecto la alteracion en la funcion cerebral, con diferentes factores
como causa [1]. La diversidad de desérdenes que pueden asociarse al desarrollo de

epilepsia dificulta una generalizacion en el tratamiento.

Es el desorden neuronal mas comun que afecta a poblacion de todas las edades. Se
estima que en el mundo 69 millones de personas lo padecen, con una prevalencia de
epilepsia activa de 6.38 por cada 1000 habitantes (numero total de casos en un momento
designado). El 65% de las personas con epilepsia viven en regiones rurales de paises en
desarrollo, el 25% en areas urbanas de esos paises y el 10% restante en paises

desarrollados. Mundialmente, 2.4 millones de personas son diagnosticadas al afio [2].

En México la prevalencia de epilepsia es de 25 por cada 1000 habitantes, la mas alta
en América Latina. La poblacion de México es de mas de 126 millones de habitantes,
78.8% en areas urbanas 21.2% en areas rurales. Esto quiere decir que mas de 3.15 millones
de personas en México padecen de epilepsia. En la Figura 1 se muestra la distribucién
geografica de donde se han realizado estudios de prevalencia en México. Sin embargo,
como en otros paises en desarrollo, existe una falta de estudios epidemioldgicos y la
revision de estos, los cuales son fundamentales para la implementacién de politicas de

salud publica [2].
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Figura 1. Distribucion geografica donde los estudios de prevalencia de la epilepsia
fueron llevados a cabo en México. Reimpreso de [2].

Se denomina crisis convulsiva a la interrupcion de la actividad cerebral causada por
algiin desorden epiléptico. Existen diversas clasificaciones para los tipos de convulsiones.
La mas utilizada es la que clasifica a las convulsiones en: generalizadas, aquellas que se
originan en ambos hemisferios del cerebro, y focales, que se origina en un solo hemisferio
[3]. Uno de los tipos principales de convulsiones son las tonicoclonicas, también llamadas
epilepsia mayor o gran mal, en los que se presenta pérdida del conocimiento, caida al piso,
rigidez o espasmos musculares [4]. La identificacion del tipo de crisis convulsiva es
importante para el adecuado diagnostico de cada paciente, asi como para el tratamiento y

cuidados [5].

Clinicamente un paciente es diagnosticado con epilepsia cuando presenta: al menos dos

convulsiones no provocadas en un periodo de 24 horas, una convulsién no provocada y



una probabilidad igual o menor al 60% de recurrencia observado tras dos convulsiones no
provocadas en un periodo de diez afios o haber sido diagnosticado con un sindrome
epiléptico. El riesgo de presentar una convulsion después de un primer episodio es de 40
- 52%. El riesgo de presentar una tercera convulsion en los 4 afios posteriores a la segunda
aumenta al 73%. La epilepsia se considera resuelta en un paciente que ha salido del rango
aplicable para un sindrome epiléptico que depende de edad; o quienes han estado libres
de convulsiones por al menos 10 afios y sin medicamentos anticonvulsivos por al menos

5 afios [5].

1.2 Etiologia

Las causas de la epilepsia de pueden clasificar en genéticas, estructurales, metabolicas,
infecciosas y neurodegenerativas. Las lesiones estructurales de la corteza cerebral pueden
desencadenar convulsiones y epilepsia, el tipo de convulsion depende de la ubicacion de

la lesion y lo de su naturaleza:

1) Las lesiones que pueden causar epilepsia se dividen en seis categorias principales
de enfermedades: esclerosis hipocampal, malformaciones del desarrollo cortical,
malformaciones vasculares, cicatrizacion glial e inflamacion cerebral.

2) Las causas genéticas se presentan asociadas a alteraciones genéticas que alteran la
funcion o produccion de diferentes factores. Las primeras en ser identificadas de
este tipo fueron las enfermedades monogénicas familiares, donde variaciones en
la secuenciacion de proteinas generan una sustitucion de aminodcidos. También
pueden ser causadas por desbalances de cromosomas, como duplicaciones

mayores a una kilobase o rearreglo de cromosomas.



3) Las causas metabdlicas se deben al fallo de 6rganos, deficiencias nutricionales,
autoinmunes o por drogas y toxinas exdgenas. Estas por lo general no generan
directamente una epilepsia, a menos que ocurra un dafio permanente en el cerebro,
como hipoglicemia o hiperamonemia.

4) Por otro lado, diferentes infecciones pueden causar una predisposicion a las
convulsiones a través de pirexia, liberacion de citoquinas, disfunciones
metabolicas, y la generacion de autoinmunidad. La encefalitis y la meningitis son
dos infecciones asociadas a un riesgo incrementado de epilepsia.

5) Finalmente, la epilepsia puede ocurrir en pacientes que presentan enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, no se ha determinado una clara asociacion como
resultado del proceso fisiopatologico de la enfermedad neurodegenerativa o
simplemente causa de la muerte de neuronas que genera una disrupcion en las
redes neuronales. El Alzheimer y Parkinson son dos enfermedades
neurodegenerativas que estan asociadas con un incremento en el riego de epilepsia
[6]. El conocer la causa es importante para la determinacion de un tratamiento

adecuado.

1.3 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la epilepsia involucra diferentes mecanismo y alteraciones a nivel
molecular de las interacciones entre las neuronas. La hiperexcitabilidad de las neuronas
se genera cuando una neurona reacciona de manera fuerte a los estimulos recibidos de otra
neurona. Estas neuronas suelen iniciar mas de una o dos descargas lo que se conoce como

hypersincronia. Esto junto con alteraciones en los mecanismos de inhibicién de canales



i6nicos genera un aumento en la excitabilidad y sincronicidad de las neuronas y una

convulsion epiléptica [7; 8].

Existen dos mecanismos principales que actiian en la amplificacion, sincronicidad y
propagacion de las sefiales neuronales: no sinapticos y sindpticos. En el caso de los no
sinapticos se encuentran alteraciones en el microambiente io6nico, principalmente potasio
extracelular lo que incrementa la excitabilidad, algunas neuronas como las del hipocampo
son especialmente sensibles a estos cambios. El transporte activo de iones también es de
importancia para la regulacion de la excitabilidad, la activacion de bombas de Na™-K*
regulan la excitabilidad durante descargas neuronales excesivas y un mecanismo de co-
transporte de CI'-K* controla la concentracion intracelular de Cl- y su gradiente a través

de la membrana, lo que regula la efectividad de la inhibicion activada por GABA [7; 8].

Por su parte los mecanismos sinapticos son aquellos regulados principalmente por los
neurotransmisores GABA y glutamato. GABA es un inhibidor que regula la excitabilidad
de las neuronas mediante la hiperpolarizacion de la membrana y estabilizando el potencial
de la membrana. Por su parte el glutamato es el principal neurotransmisor que aumenta la
excitabilidad. Su efecto en los receptores NMDA permiten la despolarizacion de las
neuronas y un incremento de Ca’ intracelular. Alteraciones que inhiban el efecto del
GABA o que aumenten los efectos del glutamato, generan un desbalance en la regulacion
de las transmisiones sinapticas lo que genera una descarga descontrolada entre las

neuronas provocando una actividad epiléptica [7; 8].



1.4 Cuadro clinico

El cuadro clinico de la epilepsia presenta diferentes manifestaciones. La guia clinica

de la secretaria de salud[9] las divide de la siguiente manera:

Crisis parciales focales o localizadas: Estas se explican por una disfuncioén en alguna
region particula del cerebro y EEG con descarga localizada, con duracion de segundos a

unos pocos minutos. Se clasifican en simples, complejas y crisis parciales

secundariamente generalizadas.

Las crisis simples son aquellas en las que no ocurre una pérdida de la consciencia, y se

clasifican como motoras, sensitivas, autondmicas, psiquicas. Las motoras pueden ser: sin
marcha, contracciones tdnicas o clinicas que se presentan en un solo segmento del cuerpo;
con marcha, que inician en un segmento del cuerpo y se propagan a todo un hemicuerpo;
versivas, desviacion lateral de los ojos con version de la cabeza en el mismo sentido y
posible elevacion de extremidades del lado al que se voltea; posturales, donde se detiene
el movimiento normal u ocurren posturas forzadas; fonatorias, en donde se emiten sonidos
que pueden ser gritos. En el caso de las sensitivas se presentan los siguientes casos:
somatosensoriales, en las que se presenta alguna sensacion (adormecimiento, calor,
frialdad, dolor o pérdida de percepcidn) en algin segmento corporal y puede propagarse
a todo un hemicuerpo; auditivas, en donde se percibe un sonido simple, como un zumbido;
visuales, donde se percibe un fendmeno visual simple, como luces, colores o manchas;
olfatorias, en donde se percibe un olor desagradable; gustativas, donde se percibe un sabor
habitualmente desagradable; vertiginosas, donde se presenta una sensacion de vértigo por

unos segundos. Las autonémicas son todas aquellas que estan relacionados con el sistema



nervioso autonomo, como son: nduseas, cambios en la presion arterial, frecuencia cardiaca,
etc. Y las psiquicas que se pueden presentar de las siguientes formas: difasicas, en donde
se pierde la comprension y expresion del lenguaje durante la crisis; dismnésicas, percibir
como conocido algo nuevo o como desconocido algo conocido; cognitivas, percibir una
idea no relacionada a la accidon o pensamientos durante la crisis; afectivas, cambios stubitos
del estado de animo; ilusiones, alteracion en las percepciones como, colores, tamafios,

posiciones de objetos; alucinaciones, recordar situaciones que no ocurrieron.

En las crisis complejas existe una desconexion del medio, pero se mantiene la
capacidad de recordar lo ocurrido. Suelen ser precedidas por una crisis parcial simple,
seguida de acciones involuntarias por unos segundos en ocasiones complejas, conocidas
como automatismos. Después de la crisis sigue un periodo de confusion transitorio antes

de recuperar un estado de alerta total.

En las crisis parciales secundariamente generalizadas se puede generar una convulsion

generalizada tonico — clonica después de una simple o compleja, si se origina en un sitio

especifico del cerebro y posteriormente se generaliza.

Crisis Generalizadas: Estas se presentan con un EEG con descargas generalizadas que
varian segun el tipo de crisis. Estas se clasifican en Crisis de Ausencia, Crisis Miocldnica,

Crisis Tonico, Crisis Clonica, Crisis Tonico — Clonica y Crisis Atonicas.

En las crisis de ausencia existen dos tipos las crisis tipicas y las atipicas. Las crisis
tipicas se presentan como una desconexion del medio por unos segundos, generalmente
menos de 45 segundos, durante los cuales los pacientes mantienen una mirada perdida.

Puede ir acompafiada de fenomenos clonicos leves, automatismos, fenomenos atonicos,



tonicos, autonémicos. Terminada la crisis el paciente recupera bruscamente el estado de
alerta. En un EEG se observan descargas generalizadas de complejo punta — onda lenta de
3 ciclos por segundo. En el caso de las atipicas la desconexion es mas tardada y se
presentan fenémenos tonicos. La recuperacion es lenta para recuperar el estado de alerta.
En el EEG se observan complejos punta o polipunta — onda lenta de 2-2.5 ciclos por

segundo.

Las crisis mioclonicas se presentan como contracciones musculares subitas, en

ocasiones generalizadas y pueden hacer que el paciente caiga. El EEG se presenta como

con polipuntas generalizadas.

En las crisis ténicas existe una pérdida de la conciencia con contracciones tonicas

generalizadas (contraccion sostenida del musculo) de una duraciéon general menor a los
dos minutos. La recuperacion presenta un estado de confusion acompafiado de cefalea

(dolor de cabeza), astenia (sensacion de fatiga) y adinamia (pérdida de fuerza).

Las crisis clonicas se presentan con la pérdida de la conciencia y contracciones clonicas

(ritmicas y repetitivas) de las cuatro extremidades. La recuperacion es similar al caso de

las crisis tonicas.

Las crisis tonicas — clonicas se manifiestan con pérdida de la conciencia, a veces con

un grito, contracciones tonicas de las extremidades por unos segundos, posteriormente
contracciones clonicas generalizadas, con cianosis (coloraciéon azulada por falta de
oxigeno en la sangre), respiracion estertorosa, excrecion de saliva y flemas, midriasis

(dilatacion de las pupilas) y en algunos casos puede haber excrecion de orina. Su duracion



suele ser de 2 a 3 minutos y su recuperacion presenta un periodo de confusion acompafiado

de cefalea, suefio y dolor corporal generalizado.

Las crisis aténicas se presentan como una pérdida momentanea de la conciencia con

una caida subita, en ocasiones solo caida de la cabeza.

Crisis no clasificadas: En estas crisis no es posible identificar si se inicia de forma

parcial o generalizada y se incluyen las neonatales.

Las crisis también pueden clasificarse segtn la periodicidad en la que se manifiestan
en un paciente: crisis fortuitas son aquellas que se presentan sin periodicidad u horarios
particulares, las crisis relacionadas a estimulos no sensoriales son provocadas por
alteracion metabolicas o detener abruptamente el consumo de sustancias (alcohol, drogas)
o farmacos, las crisis reflejas se presentan como respuesta a ante un estimulo sensorial
(luces parpadeantes, sonidos intensos subitos); finalmente, las crisis ciclicas que coinciden

con periodos especificos del suefo o en el ciclo menstrual.

Cuando ocurre una serie de crisis epilépticas por mas de 30 minutos o sin recuperacion
de la alerta entre ellas se denomina Estado Epiléptico. El estado parcial motor ocurre
cuando se presentan contracciones clonicas de un segmento corporal por horas o dias. En
el estado parcial complejo el paciente sufre crisis parciales complejas constantes
resultando en un estado de confusion. El estado epiléptico generalizado tonico — cldénico
se observa cuando en un periodo de al menos 30 minutos existe una recurrencia de las
crisis tonico — clonicas o crisis frecuentes de este tipo sin que el paciente recupere la
conciencia. En el estado epiléptico de ausencia hay una repeticion continua de estados de

ausencia tipica resultando en un estado de confusion.



1.5 Tratamientos.

1.5.1 Farmacolégico

Las tres principales formas para el tratamiento de la epilepsia son los farmacolédgicos,
quirurgicos e implantes. La principal forma de tratamiento de la epilepsia es mediante el
uso de farmacos. Desde finales del siglo XIX y principios del siglo XX se empez6 el
descubrimiento y desarrollo de fArmacos antiepilépticos, siendo el primero en usarse el
fenobarbital. En la década de los sesenta se empez0 a utilizar el diazepam, carbamazepinas
y acido valproico, en los setenta el clonazepam. A partir de los noventa, y a la actualidad
se empezaron a desarrollar los antiepilépticos de segunda generacion, entre los que
podemos destacar algunos como la gabapentina, levetiracetam, topiramato, retigabina;
estos buscando no solo tener un mejor efecto, si no también reducir los efectos adversos
presentes en los antiepilépticos de primera generacion [10; 11]. En la Figura 2 se presenta
el esquema sugerido por la Secretaria de Salud para la determinacién del tratamiento

adecuado segun el tipo de crisis que se presenta.
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TRATAMIENTO DE ACUERDO AL TIPO DE CRISIS
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Figura 2. Esquema de la Secretaria de Salud para la administracion de farmacos.
Reimpreso de [9].

En la Tabla 1 podemos observar algunos de los farmacos usados, su mecanismo de
accion y sus efectos adversos. Adicionalmente a los efectos adversos existen epilepsias
resistentes a los farmacos (DRE), esto afecta a aproximadamente un tercio de los pacientes

con epilepsia. Para estos casos se consideran opciones como los quirirgicos, implantes o

el desarrollo y uso de nuevas alternativas farmacoldgicas.
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Tabla I. Principales fArmacos antiepilépticos, mecanismo y sus efectos adversos.

Farmaco Mecanismo Efectos Adversos
Topiramato Bloqueo de canales de Néusea, mareos,
sodio, incremento de la somnolencia, diarrea,
actividad de GABA depresion, pérdida de
apetito
Valproato Inhibidor de la GABA Somnolencia, mareos,
transaminasa dolor de cabeza, diarrea,
estrefiimiento, cambios en
el apetito
Fenitoina Bloqueador de canales de Insomnio, pérdida de la
sodio coordinacion, confusion,
dificultad para hablar.
Levetiracetam Bloqueador de canales de  Debilidad, inestabilidad al

calcio, estimulacion

presinaptica de SV2A

caminar, mareos,
confusion, irritabilidad,
agresion, dolor de cabeza,

pérdida de apetito.

1.5.2 Quirurgico

Una alternativa en el tratamiento de las DRE son los procedimientos quirdrgicos.
Existen diferentes métodos para realizar estos procedimientos como son la recesion de

punto epileptogénico, procedimientos de desconexion (en casos en donde los puntos
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epileptognicos no son viables para ser extirpados sin causar riegos), procedimientos de
ablacion minimamente invasivos (via radiofrecuencia o radiocirugia) o implantes de
control de convulsiones (estimulacion del nervio vago o estimulacion cerebral profunda).
Sin embargo, estos procedimientos tienen riegos como son deficiencias cognitivas,
derrames de fluido cerebroespinal, infecciones y existe un riesgo de que las convulsiones
puedan volver en algunos casos. El acceso a este tipo de procedimientos ya sea por
deficiencias en los servicios de salud, personal médico capacitado para ello, y protocolos
adecuados para su seleccion también son limitantes para que estos procedimientos adopten

mayor aceptacion [12].

1.6 Otras Alternativas Terapéuticas

1.6.1 Cannabidiol

La planta Cannabis sativa y sus extractos han sido utilizados desde hace siglos en
tratamientos herbolarios para tratar diferentes padecimientos. En China es usada desde
2900 AC y en India desde 1000 AC, y sus usos incluian tratamiento para dolores de
articulaciones, espasmos musculares, gota, malaria, como analgésico, hipnotico,
tranquilizante y antiinflamatorio. A partir del siglo XIX se han estudiado sus propiedades
en la medicina occidental, sin embargo, debates sobre su legalidad por su uso como droga
psicoactiva y recreacional han detenido los avances sobre su estudio. A pesar de las
restricciones por las legislaciones, la investigacion en torno a estos extractos se
incremento en la década de los afios sesenta y setenta, pudiendo identificar el componente
psicoactivo, siendo este el delta-9-tetrahidrocannabinol (delta-9-THC). En México el uso

recreacional de esta planta fue legalizado en 2021 [13].
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El cannabidiol (CBD) (Figura 3) es uno de los compuestos mas abundantes en la C.
sativa. Este compuesto ha presentado multiples bioactividades y beneficios a la salud sin
las propiedades psicoactivas. Estudios relacionados con la actividad del CBD sugieren
que su principal mecanismo es mediante el sistema endocannabinoide, pero también se ha
observado que interactua con otros receptores como GPR55, GABA A, TRPMS, entre otros

[13].

Figura 3. Estructuras del Cannabidiol, THC, THCV, CBDA y CBDV. Reimpreso de
[13].

El sistema endocannabinoide incluye dos receptores principales (CB1 y CB2) y dos
ligandos endodgenos llamados endocannabinoides: la anandamida (AEA) y 2-
araquidonoilglicerol (2-AG). EI CB1 se expresa altamente en el sistema nervioso central,
principalmente las asociadas con control motriz, respuestas emocionales, motivacion y
homeostasis de la energia. También se expresa en el corazon, higado, pancreas, musculos,
tejido adiposo. El CB2 se expresa principalmente en el sistema inmune y tejidos

relacionado a las funciones inmunes [15]. El CBD se une a estos receptores de forma
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alostérica. En la Figura 4 se muestra el sistema endocannabinoide y sus componentes

principales.
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Figura 4. Representacion de los componentes principales del sistema endocannabinoide,
incluyendo las rutas metabodlicas de los endocannabinoides. CB1/CB2, receptores
cannabinoides 1y 2; 2-AG, 2-araquidonoilglicerol; FAAH, hidrolasa de amidas de acidos
grasos; MAGL, lipasa de monoacilglicerol; DAGL, EMT: transportadores de membrana
de  endocannabinoides; NAT,  N-acetiltransferasa;  NArPE,  N-araquidonil
fosfatidiletanolamina; NAPE-PLD, fosfolipasa especifica de N-acilfosfatidiletanolamina
D; DAGL, diacilglicerol lipasa. Adaptado de [15].

Gray et al., proponen que el mecanismo de accion del CBD (Figura 5) es mediante la
regulacion de los niveles de Ca?" intracelular a nivel neuronal, movilizdindolo mediante
receptores GPR55 y la entrada mediante canales TRPV1 ya que mediante esta

regularizacion se bloquean rutas metabdlicas inflamatorias. También se ha encontrado que

el CBD incrementa los niveles de adenosina extracelular mediante las bombas de
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adenosina ENTI, lo cual induce a rutas metabdlicas antiinflamatorias mediante receptores

de adenosina 1. La reduccion de Ca?" intracelular reduce la neuroexcitabilidad y la

liberacion de vesiculas glutamato, que se ha observado reduce la neurotransmision

excitatoria y la actividad convulsiva [16].
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Figura 5. Mecanismo de accién del CBD en epilepsia. Adaptado de [16].

1.6.2 Metformina

Los origenes de la metformina se remontan a la Galega officinalis como una planta de
medicina en Europa medieval. Los beneficios que se le atribuyen son contra gusanos,
epilepsia, fiebre y pestilencia en “Culpper’s Complete Herbal” de 1653. También era
considerado un galactogeno para animales. El andlisis quimico de esta planta se remonta

a los mediados de 1800, siendo esta rica en guanidina y compuestos relacionados. En 1918
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se descubrid que la guanidina reduce la glucosa en sangre en animales y durante los 1920
dos derivados (la galegina y la sintalina) fueron reportados con un efecto mas potente,

pero se observé un efecto toxico en ellos [17].

La metformina como tal se origind del trabajo de Adolph Strecker en la preparacion de
la guanidina y en el subsecuente trabajo de Bernhard Rathke en 1879 al funcionar dos
guanidinas para formar una biguanidina. En 1922 Werner y Bell sintetizaron la
metformina, que a pesar de sus similitudes con las mono y diguanidinas no resulto ser tan
toxicas. En la Figura 6 se presentan las estructuras de la guanidina y sus derivados,
incluyendo la metformina. Sin embargo, su efecto en la glucosa sanguinea requeria altas
dosis en modelos no diabéticos, por lo que no fueron desarrollados en tratamientos hasta
décadas mas tarde gracias a Jean Stern. Stern retomo la investigacion con la metformina
para el tratamiento de la diabetes usando individuos tanto con diabetes juvenil como
adquirida durante una edad adulta. Los resultados indicaron que la metformina podia
reemplazar la insulina en algunos casos de diabetes adquirida a una edad adulta y reducir
dosis de insulina requerida en otras, asi como la ausencia de hipoglicemia. La metformina
fue aprobada por la FDA en 1994. Actualmente la metformina es usada como tratamiento

de la diabetes tipo 2, asi como para tratar la prediabetes [17].
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Figura 6. Estructura de la guanidina y sus derivados mono-guanidina, diguanidina y
biguanidas, incluyendo la metformina. Adaptado de [17].

En 2023, Alnaaim et al. publicaron un estudio sobre la ruta antiepiléptica de la
metformina. Encontraron que la metformina reduce el riesgo de desarrollar epilepsia en
pacientes con diabetes tipo 2. Este efecto se debe a que la metformina activa la AMPK,
como se observa en la Figura 7, la cual inhibe la ruta del mTOR, el cual est4 desregulado
en la epilepsia. A su vez la AMPK induce la expresion de PCGl-a que mejora la
biogénesis mitocondrial y regula al alza SIRT1 y FOXO3, quienes inducen un efecto neuro
protector. Por otro lado, incrementa la absorcion de glucosa y la glicélisis en astrocitos
mediante el incremento de la translocacion membranal de GLUTI, incrementa la

progranulina y BDNF/TrkB e inhibe la sintesis de 4cidos grasos e incrementa su
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degradacion incrementando la expresion de malonil-CoA, que inhibe la oxidaciéon de
acidos grasos. La metformina actiia creando una cascada de sefializaciones, que tiene

como consecuencia la reduccion del riego epiléptico y la neuro proteccion [18].
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Figura 7. Mecanismos de accion antiepilépticos de la metformina. Adaptado de [18].
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1.7 Reposicionamiento Farmacologico

El proceso tradicional de desarrollo de farmacos es largo y costoso, involucrando
diferentes etapas como son identificacion de uno o varios compuestos de interés, estudios
preclinicos, estudios clinicos y finalmente todo el proceso regulatorio para su salida al
mercado. Este proceso puede tomar entre 10 y 15 afios; y tener costo que superan los miles
de millones de ddlares. Actualmente existen modelos computacionales que facilitan la
seleccion de moléculas con potencial activo en base a su objetivo terapéutico, sin embargo,

el proceso anterior mencionado sigue siendo de una duracion similar [11].
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Una alternativa a esto es el reposicionamiento farmacoldgico, el cual consiste en
utilizar un fArmaco que se encuentra en el mercado con un uso diferente y que se conozca
tenga un efecto en las rutas metabdlicas que son alteradas por la epilepsia. De esta forma
el tiempo y los costos de desarrollo se reducen considerablemente [19]. Existen diferentes
farmacos en el mercado que han sufrido este proceso, el caso del sildenafil,
comercialmente conocido como Viagra, presentd el efecto secundario de tratar la
disfuncion eréctil; o el caso del minoxidil, el cual presento el efecto secundario para tratar
la alopecia [20]. Actualmente la metformina ha tomado relevancia debido a su potencial

para distintos efectos.

1.8 Modelos de Kindling

Los modelos de “Kindling” son modelos animales ampliamente utilizados para el
estudio de la patobiologia de la epilepsia y epileptogénesis. Estos modelos exhiben
caracteristicas distintivas cuando un estimulo menor al que causaria un efecto severo
genera la induccion de breves convulsiones focales. Con el tiempo estos estimulos van
teniendo un efecto mas severo hasta alcanzar un estado epiléptico total. Los modelos de
“Kindling” son usados para el desarrollo de nuevos farmacos y tratamientos
antiepilépticos debido a su alta validez al ser comparados con analisis clinicos. Existen
cuatro modelos generales de “Kindling”: hipocampal, amigdalar, hipocampal rapido y
quimico. En el hipocampal, breves estimulos eléctricos son aplicados al hipocampo, este
modelo provee informacion valiosa sobre la neurobiologia de la epilepsia, la plasticidad
sinaptica, los sistemas neurotransmisores y las dinamicas de las redes. En modelo de
Amigdala, las descargas eléctricas se aplican sobre la amigdala, y es principalmente

utilizado en el estudio de los mecanismos subyacentes de la epileptogénesis, incluyendo
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cambios en neurotransmisores, funcion de canales i6nicos, y expresion gendmica. En el
modelo rapido, la estimulacion se realiza en intervalos de 30 minutos, acelerando el
proceso para hacerlo mas eficiente. En este modelo se mantiene el estado entre 2 a 4
semanas y es util para explorar cambios agudos en las redes neuronales y en las rutas
moleculares durante el desarrollo de la epileptogénesis. Los métodos quimicos involucran
la administracion de una dosis subconvulsiva de un agente quimico, como el
pentilenotetrazol (PTZ), que progresa gradualmente en convulsiones mas severas. Este
método es altamente utilizado para el desarrollo de nuevos medicamentos antiepilépticos

ya que no requiere cirugia para implantar los electrodos [21].

1.8.1 Modelo PTZ “Kindling”

El PTZ es un antagonista no competitivo de los receptores GABAA. Su union al
receptor GABA produce sintomas que se asemejan a los presentes en epilepsias grand-
mal/convulsiones de ausencia, generando una despolarizacion de las neuronas al cerrar
los canales de CI" (Figura 8). El PTZ también reduce los niveles de GABA, asi como la
densidad de los receptores GABAA en diferentes partes del cerebro. Estos cambios
combinados resultan en la estimulacién de las neuronas corticales, lo que lleva a
convulsiones, sus efectos en este uso suelen durar menos de 20 minutos y sus efectos
pueden ser detenidos por agonistas de receptores GABA, antagonistas de receptores

NMDA y moduladores metabolicos como el CBD y la metformina [22].
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2. JUSTIFICACION

Debido a la alta cantidad de personas que padecen de epilepsia, presentan alguna
enfermedad que presenta convulsiones entre sus sintomas, como el sindrome de West,
Lennox-Gastaut, Doose, Touret; o presentan farmacorresistencia el desarrollo de opciones
nuevas de tratamiento es fundamental para mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
Tanto el cannabidiol (CBD) como la metformina han sido estudiados por sus propiedades
antiepilépticas por separado, observando resultados favorables en estudios tanto agudos
como cronicos. Al estos presentar mecanismos de accidon diferentes, se espera que
administrados en conjunto su actividad pueda verse mejorada, que de forma individual.
Es por esto por lo que en este proyecto se evalud el potencial anticonvulsivo de la

combinacion CBD-Metformina en un modelo murino de convulsiones cronicas.
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3. ANTECEDENTES

3.1 CBD como anticonvulsivo

En 2018, Friedman et al realizaron un estudio en ratas juveniles mediante
administracion intrahipocampal de acido kainico (KA) y CBD. Mediante cirugia a las
ratas en el dia 18 posterior al nacimiento (P18), se les implant6 una canula/electrodo en el
hipocampo derecho. Al dia 20 posterior al nacimiento (P20) se separaron en 2 grupos
control (vehiculo, i.h./i.p.), KA (5 uM, i.h.), KA + CBD (5 uM, 3.18 uM, i.h.), KA seguido
de CBD 30 minutos después (5 uM, 3.18 uM, i.h.), KA intraperitoneal (7 mg/kg, i.p.), KA
+ CBD intraperitoneal (7 mg/kg, 10 mg/kg, i.p.) y KA seguido de CBD después de
observar sintomas (7 mg/kg, CBD 8-4 mg/kg, i.p.) y solo CDB (10 mg/kg, i.p.). A P20,
no se observo un cambio en el comportamiento con la administracion de CBD (4-10
mg/kg). Las ratas en las que el KA fue administrado via i.h. presentaron efectos de
hiperactividad por 1- 2 minutos seguido de un periodo de suefio previo a la observacion
de convulsiones. Se observo que el efecto del KA ocurre mas rapido via i.h. que al
administraser via i.p., sin embargo, mantiene el mismo efecto en el comportamiento. La
coadministracion con CBD redujo la severidad de las convulsiones. La administracién
conjunta con CBD via i.h. después de que se alcanz6 una etapa avanzada de convulsiones
logro calmarlas rapidamente. La coadministracion de KA y CBD via i.p. atenuo las
convulsiones inducidas por el KA, sin embargo, los sintomas reaparecieron a las 2 horas.
La administracion de CDB via i.p. posterior a la presencia de las convulsiones no obtuvo
una atenuacion significativa. En la Figura 9 podemos observar la intensidad de las

convulsiones en cada grupo. Los autores concluyeron que el CBD presenta un efecto
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atenuante en las convulsiones, principalmente durante la formacion de estas, pero debido
a que los efectos del CBD en los cerebros juveniles no estd estudiado, se requiere mas

investigacion para determinar su seguridad y eficacia [23].
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Figura 9. Intensidad de las convulsiones en los diferentes grupos y la frecuencia de
sacudidas de perro mojado (WDS). (**p<0.01). Adaptado de [23].

En 2019, Patel et al realizaron un modelo con ratones infectados por la cepa Daniels
del virus de encefalomielitis murina de Thelier (DA-TMEV) en ratones. Los ratones
fueron infectados mediante inyeccion intracortical en el hemisferio derecho con una
solucion 2x10° unidades formadoras de placas (PFU). Las convulsiones fueron inducidas
agitando brevemente la jaula y las convulsiones fueron monitoreadas 4 veces al dia entre
dos y 4 dias, la intensidad fue medida usando la escala de Racine. El CBD fue
administrado via i.p. a una dosis de 180 mg/kg cada 12 horas por 10 dias, iniciando dos
dias previos a la infeccion. Se observo una disminucion en la frecuencia y severidad en el
grupo que recibio el tratamiento de CBD a partir del cuarto dia post infeccion. En la Figura
10 se observa la severidad de las convulsiones en ambos grupos. Se concluy6 que la dosis

de 180 mg/kg tuvo un efecto en la reduccion de la frecuencia e intensidad de las
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convulsiones inducidas por el TMEV, también se identificd que el pico de eficiencia del

CBD es a las horas posteriores a su administracion [24].
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Figura 10. Intensidad de las convulsiones en los grupos sin y con tratamiento. dpi, dias

post infeccion; DI, durante la administracion; AM y PM, 4 y 9 horas posteriores a la

administracion del CBD en la mafiana. Adaptado de [24].

Ademas, Patra et al realizaron un estudio para analizar los efectos del CBD en estado

epiléptico inducido por pilocarpina en ratas. Las ratas recibieron tratamiento con CBD (10

mg/kg,) o su vehiculo via intravenosa 1 hora antes de administrar 380 mg/kg de

pilocarpina via i.p. Un tercer grupo recibié como tratamiento fenobarbital (30 mg/kg). 30

minutos antes de la administracion de pilocarpina se administré metilo de escopolamina

para evitar efectos periféricos. Se observd que esta dosis atenu6 significativamente la

severidad méxima de las convulsiones comparado con el grupo sin tratamiento. En la

Figura 11 se presentan los resultados de la severidad de las convulsiones tanto del CBD

como del fenobarbital. Concluyeron que el CBD es un potencial agente antiepiléptico al

reducir la intensidad de las crisis convulsivas [25].
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Figura 11. Efecto del CBD y fenobarbital sobre la severidad de las convulsiones
inducidas por pilocarpina. (*p<0.05, ****p<0.0001). Reimpreso de [25].

3.2 Metformina como anticonvulsivo

Zhao et al, realizaron un modelo de “Kindling” usando PTZ. Usando ratones adultos,
divididos en cuatros grupos, un control, un grupo al que solo le administraron metformina,
un grupo de PTZ y un grupo de PTZ+metformina, administrando el PTZ en dias alternos
por 28 dias. Utilizaron dosis subconvulsivas de PTZ (37 mg/kg, ip) y de metformina
usaron dosis de 200 mg/kg, ip, 30 minutos antes del PTZ. Hicieron observacion durante
30 minutos y midieron la respuesta usando la escala de Racine modificada. En sus
resultados observaron un gradual incremento en el puntuaje de la escala por parte del
grupo PTZ, mientras que el grupo que recibi6 el pretratamiento de metformina tuvo un
puntuaje menor en comparacion con el grupo PTZ, siendo estas significativas desde la

octava administracion de PTZ, en la Figura 12 se puede observar estos resultados de
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manera grafica. La conclusion a la que llegaron fue que la metformina resultd en una

reduccion del puntuaje en la escala de Racine, demostrando actividad anticonvulsiva [26].
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Figura 12. Efecto de la metformina en el tratamiento de las convulsiones. Valores son
promedios +- SD. (*p<0.05, **p<0.005). Adaptado de [26].

De igual manera, Mehrabi et al, realizaron un modelo de estado epiléptico con
pilocarpina para determinar los efectos protectores de la metformina en ratas. El estado
epiléptico fue inducido mediante inyeccion de hidrocloruro de pilocarpina (360 mg/kg,
1.p) pretratados con nitrato de metilo de escopolamina (1 mg/kg, i.p) para reducir efectos
colinérgicos periféricos. Las ratas fueron observadas por varias horas y sus respuestas
fueron evaluadas con la escala de Racine, las ratas que presentaron visible estado
epiléptico por 3-4 horas fueron seleccionadas y monitoreadas por dos semanas para
observar convulsiones espontaneas. 45 dias después de la induccion del estado epiléptico
se dividieron en 3 grupos de 6 ratas: el grupo control recibi6 vehiculo, el grupo epiléptico
recibid pilocarpina como se describié previamente, el grupo de tratamiento recibid
metformina (250 mg/kg/dia, i.p) por 5 dias. Semana después fueron evaluadas en
diferentes pruebas de hiperexcitabilidad. Se observo una reduccion en la respuesta de las
ratas que recibieron la metformina en comparacion con las que recibieron la pilocarpina

(Figura 13). Llegaron a la conclusion de que la metformina ayuda a controlar la
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sensibilidad a los estimulos ambientales generados por el estado epiléptico, por lo que

podria considerarse un potencial agente terapéutico contra la epilepsia [27].
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Figura 13. Respuesta a las pruebas de estimulo. a) Respuesta al tacto, b) levantar, c)
chasquido de dedos, d) respuesta aproximacion. (* p<0.05 con respecto al control,
#p<0.05 con respecto al tratamiento). Adaptado de [27].

Por su parte, Hussein et al, realizaron un modelo de “Kindling” con PTZ en ratas macho.
Utilizaron 4 grupos de 10 ratas las cuales fueron tratadas de la siguiente forma: Grupo
normal, recibieron solucion salina (i.p) por 14 dias; Grupo metformina normal recibieron
el pretratamiento de metformina (200 mg/kg, i.p) diario por 14 dias; Grupo PTZ recibid
PTZ (50 mg/kg, i.p) en dias alternados por 14 dias; Grupo metformina+PTZ, el mismo
tratamiento que el grupo de PTZ, pero recibiendo pretratamiento con metformina (200
mg/kg, i.p.) por 14 dias, la metformina se administré6 30 min antes del PTZ. Las ratas
fueron observadas por 30 minutos después de la administracion del PTZ y la severidad de
las convulsiones fue medida usando la escala de Racine. Observaron que con la

metformina se redujo la intensidad de las convulsiones en las dos tltimas pruebas, y en
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comparacion con el grupo PTZ una disminucion significativa. De igual manera observaron

que la latencia de inicio de las convulsiones se incrementd de forma significativa en

comparacion del grupo PTZ, a excepcion de los dias 2 y 4. La duracion de las convulsiones

también se vio reducida significativamente en comparaciéon con el grupo PTZ. En las

Tablas 2, 3 y 4 se muestran los resultados de las intensidades, latencias y duraciones.

Concluyeron que la metformina posee propiedades antiepilépticas en un modelo de

epilepsia inducido por PTZ en ratas [28].

Tabla II. Intensidad de las convulsiones. Recreado de [28].

Dia 1 2 3 5 6 7 Valor p
PTZ

Media 2 3 4 4.5 5 4.5

Minimo 1 0 2 3 3 3 <0.001
Maximo 3 5 5 5 5 5

Metf+PTZ

Media 0 2 2 2.5 2 2

Minimo 0 1 1 0 0 0 <0.001
Maximo 0 3 4 3 4 2

Valor p <0.001 <0.001 <0.001 0.001 0.001 0.003
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Tabla III. Latencia de las convulsiones. Recreado de [28].

Dia 1 2 3 4 5 6 7

PTZ 193.33+ 1108.12+ 77.00+ 115.56+ 51.67+ 57.85+ 50.67+

42.42 37.88 25.88 30.04 11.69  31.61 7.51

Metf+PTZ 0.0+ 142.22+ 143.33+ 131.25+ 810+ 197.78+ 137.7+

00.00 37.34 27.83 5276  43.35 20.9 37.27

Valor p <0.001 0.82 0.001 0.456 <0.001 0.01 0.01

Tabla I'V. Duracién de las convulsiones. Recreado de [28].

Dia 1 2 3 4 5 6 7

PTZ 12.42+  208.67+ 131.20+ 46.67+ 97.83+ 126.71+ 131.17+

2.76 31.7 11.05 13.67 34770  34.28 35.27

Metf+PTZ 0.0+ 14.67+ 24.67+ 37.50+ 4271+ 58.89+ 44.44+

00.00 3.93 10.41 16.67  20.89  10.49 13.27

Valor p <0.001 <0.001  <0.001 0.09 0.005 <0.001  0.004

3.3 Modelos PTZ

En 2012, Ramos-Morales et al. realizaron un estudio sobre los modelos de PTZ como
un screening primario para el desarrollo de farmacos anticonvulsivos. Se encontr6 que

administrando una dosis baja de PTZ (25-40 mg/kg) de manera cronica o una dosis Unica
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de PTZ (>50 mg/kg) inducen las crisis convulsivas, sin embargo, este método tiene la
limitante de que no permite la diferenciacion entre los farmacos efectivos para tonico-
clonicas y para las de crisis de ausencia. A pesar de esta limitante los modelos de PTZ

resultan utiles como un primer screening de potenciales fArmacos anticonvulsivos [29].

En 2012, Dhir propone un modelo de PTZ “Kindling” para la evaluacion de farmacos
con potencial actividad anticonvulsiva. Menciona que los modelos de “Kindling” quimico
son los mas utilizados por su facilidad y rapidez comparado con el “Kindling” eléctrico,
ya que no requiere de cirugia cerebral o la implantacién de electrodos, y que de los
modelos quimicos el de PTZ es el mas aceptado para el estudio de los efectos de farmacos
antiepilépticos. Para el efecto de “Kindling” se utilizan dosis subclinicas de PTZ (20 a 40
mg/kg) de forma repetida. Debido a su facilidad e implementacion los modelos quimicos
tienen ventajas practicas sobre los eléctricos, y de estos el modelo de PTZ es el mas

utilizado y aceptado [30].
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4. APORTACION CIENTIFICA

Desarrollar el modelo de convulsiones cronicas y evaluar el efecto de la combinacion
de cannabidiol con metformina para prevenir o reducir las convulsiones, y que sirva como

base para el desarrollo de mejores tratamientos contra la epilepsia.
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5. HIPOTESIS

La combinacion de cannabidiol con metformina disminuird la duracion y/o la
intensidad de las crisis convulsivas en un modelo murino de convulsiones cronicas, en

comparacion de los compuestos evaluados por separado.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar el efecto anticonvulsivo de la combinacion cannabidiol-metformina en la

prevencion de convulsiones en un modelo murino de convulsiones cronicas.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto anticonvulsivo de la combinacion del cannabidiol-metformina en
ratas Wistar macho en un modelo de convulsiones cronicas

2. Realizar pruebas para evaluar la funcion hepatica.
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7. METODOLOIA

7.1 Materiales.

Agitadores magnéticos, puntillas de 10-100 pl, 20-200 ul y de 100-1000ul, pipetas
lineales de 5 ml (desechables), tubos conicos 50 y 100 ml (Corning Costar, México, D.F.),
vasos de precipitado de diferentes capacidades (PYREX), jeringas y agujas (BD), sistema
de purificacion de agua Simplicity UV (Millipore), tubos Falcon 15 y 50 ml (Corning),

pipetas vera, pinzas de distintos usos, batas de laboratorio, guantes.

7.2 Reactivos.

Acido clorhidrico, agua destilada, alcohol etilico, cloruro de potasio CP170126-01
(DEQ), cloruro de sodio 561-1 (DEQ), dimetilsulfoxido D4540 (Sigma-Aldrich), dodecil
sulfato de sodio DSS170126-01 (DEQ), fosfato de potasio dibasico anhidro
FPDA170126-01 (DEQ), fosfato de sodio dibasico anhidro FSDA170126-01 (DEQ).

Formol, solucion salina, CBD (RHOIL), metformina, PTZ, midazolam.

7.3 Equipo.

Agitador / Placa de calentamiento (Corning), balanza analitica HR200 (AND),

ultracongelador horizontal -80°C HERA FREEZE HFC series (Thermo-Fisher),

Instrumento estereotaxico (Stoelting Co.), equipo de diseccion.
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7.4 Experimental.

7.4.1 Modelo PTZ.

El modelo que se utilizo estd basado en modelo planteado por Dhir et al. [30] para
evaluar las propiedades anticonvulsivas de uno o varios fdrmacos de forma cronica, en
contraste con un modelo de convulsiones agudas, en este modelo la dosis de PTZ no
genera convulsiones con una sola dosis. Las ratas que se emplearon para el modelo son
Wistar, en un rango de peso de 200 a 350 g. Se sigui6 tanto la Norma Mexicana NOM-
062-ZO0-1999 como las normas internas de la Facultad de Medicina de la UANL para el

trato ético.

Se hicieron siete grupos de cuatro ratas cada uno. En la tabla 5 se presentan los
diferentes grupos, las dosis, vias de administracién y los tiempos. El procedimiento
general fue el siguiente: a los grupos de control negativo se les administré el CBD, la
metformina o la combinaciéon de forma diaria. Al grupo de control negativo se le
administré el PTZ en dias alternos y se monitorearon por 30 minutos y se realizaron
grabaciones para su analisis. A los grupos de estudio se les administrd los tratamientos de
CBD, metformina o la combinacién de forma diaria y el PTZ en dias alternos,
monitoreando por 30 minutos después de la administracion del PTZ y grabando para su
andlisis posterior. Se realiz6 también un grupo al cual no se administré ningun tratamiento.
El peso de todos los grupos fue monitoreado de manera continua para la correcta
administracion de las dosis y para cualquier cambio posible de salud. Una vez completadas

las fases, los grupos fueron sacrificados por inyecciéon de midazolam y dislocamiento
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cervical. Se tomaron muestras de sangre y cerebro para su analisis. A la sangre se le

realizaron pruebas bioquimicas para marcadores para dafo hepatico.

Tabla V. Grupos, Tratamientos, Dosis, Tiempos y Via de Administracion.

Grupo Tratamiento Dosis Tiempos Via de
Administracion
Control - - - -
PTZ PTZ 25 mg/kg - IP
CBD Control CBD 60 mg/kg - Oral
Metformina Metformina 200 mg/kg - IP
Control
CBD- CBD, Metformina CBD: 60mg/kg - CBD: Oral
Metformina Metformina:200 Metformina: IP
Control mg/kg
CBD CBD, PTZ CBD: 60mg/kg CBD 2 horas CBD: Oral
PTZ: 25 mg/kg antes del PTZ PTZ: 1P
Metformina Metformina, PTZ Metformina:200 Metformina 0.5 Metformina, PTZ:
mg/kg horas antes del 1P
PTZ: 25mg/kg PTZ
CBD- CBD, CBD: 60mg/kg CBD 2 horas CBD: Oral
Metformina Metformina, PTZ Metformina:200 antes del PTZ, Metformina, PTZ:
mg/kg Metformina 0.5 1P

PTZ: 25mg/kg

horas antes del

PTZ

Para determinar la intensidad de las crisis se utilizo la escala modificada de Racine

(Apéndice 1).

38



7.4.2 Toma de Muestras de Sangre y Sacrificio

La toma de sangre se llevo a cabo una vez concluidos los 14 dias del estudio. Cada rata
fue sedada administrando midazolam. Una vez se encontrara sedada se realizo la toma de
sangre del corazon. Posterior a la toma de sangre se realizo el sacrificio mediante
dislocacion cervical de a cuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Se

realizo la toma de cerebros posterio al sacrificio para futuros estudios.

7.4.3 Pruebas Bioquimicas para Marcadores de Dafio Hepatico.

Las muestras de sangre tomadas se enviaron a analizar a un laboratorio externo para
los siguientes marcadores de dafio hepatico: alanina aminotransferasa (ALT), aspartato

aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina, proteinas totales, albumina y globulina.

7.4.4 Manejo de Residuos

Los residuos se manejaron de acuerdo con los lineamientos del departamento de
farmacologia y toxicologia de la facultad de medicina de la universidad autonoma de

Nuevo Leodn.

7.4.5 Estadistica.

La estadistica se llevo a cabo utilizando el lenguaje de programacion estadistico R y el
software RStudio. Los resultados de intensidad y latencia se compararon mediante pruebas
t entre los grupos en cada dia. Los resultados de duracion se compararon mediante prueba
U de Mann-Whitney entre los grupos de cada dia. Los resultados de ALT y Fosfatasas

alcalinas se analizaron usando ANOVA. Los resultados de Proteinas totales se analizaron
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usando Welch’s ANOVA. Los resultados de AST, Albumina y Globulina se realizaron

mediante Kruskal-Wallis.
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8. RESULTADOS.

8.1 Modelo “Kindling” PTZ.

Los resultados de estan divididos en los parametros que se analizaron durante el
estudio: Intensidad de las crisis convulsivas conforme a la escala modificada de Racine
mencionada en la metodologia; latencia, es decir el tiempo entre la administracion del

PTZ a la observacion de algun tipo de crisis y la duracion de las crisis.

&.1.1 Intensidad.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de las intensidades de las convulsiones

observadas en cada rata en base de la escala modificada de Racine, observandose mayores

intensidades en el grupo sin tratamiento.

Tabla VI. Intensidades de los diferentes grupos del modelo murino “Kindling” en base a
la escala modificada de Racine.

Grupo Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia

1 3 5 7 9 11 13 15
PTZ 0 0 0 3 3 3 3 3
PTZ 0 6 3 5 6 6 6 6
PTZ 0 0 3 6 6 6 6 6
CBD 0 0 0 0 0 0 0 0
CBD 0 0 0 0 0 0 0 0
CBD 0 0 0 0 3 3 3 3
CBD 0 0 0 0 0 0 0 0
Met 0 0 0 0 0 3 0 0
Met 0 0 0 0 0 0 3 3
Met 0 0 0 0 3 3 3 3
Met 0 0 0 0 0 2 0 0
CBD-Met | O 0 0 0 0 0 0 0
CBD-Met | 0 2 3 3 3 3 3 3
CBD-Met | O 0 0 0 0 0 0 0
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En la Tabla 7 se presenta el porcentaje de sujetos afectados por grupo, donde podemos

observar que hubo una disminucién en los grupos de CBD y de la combinacion, en

comparacion con el grupo PTZ. En la misma tabla se presentan los promedios de todas las

intensidades mayores a 0 observadas y se puede ver una disminucion de las intensidades

de todos los grupos en comparacion con el grupo PTZ.

Tabla VII. Numero de individuos afectados por grupo y la intensidad promedio de las

crisis sufridas por grupo.

Sujetos afectados por Promedio de
Grupo . . SD
grupo intensidades en el grupo
PTZ 100% 4.8 1.5
CBD 50% 3 0
Met 100% 2.9 0.4
CBD-Met 33% 2.9 0.4

En la Figura 14 se presenta los promedios de las intensidades de cada grupo por dia de

administracion de PTZ, observandose diferencia significativa de los grupos CBD y CBD-

metformina con el grupo PTZ a partir del dia 9, y del grupo metformina con el grupo PTZ

unicamente el dia 9.
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Figura 14. Gréfica de barras de la intensidad promedio observada por cada grupo en los
diferentes dias. (* p<0.05 comparado con el grupo PTZ).

&.1.2 Latencia.

Se midi¢ el tiempo entre la administracion de la dosis de PTZ y la primera observacion
de indicio de una crisis. En la Tabla 8 se presentan las latencias observadas en segundos,
junto con la intensidad observada en cada caso, observandose un incremento en esta en
los grupos con tratamiento, siendo el grupo que recibi6 la metformina el que presento un

mayor incremento.
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Tabla VIII. Latencia de los diferentes grupos del modelo murino “Kindling” con su

respectiva intensidad. L, latencia; I, intensidad; los valores de latencia estan en segundos
y la intensidad es en base a la escala de Racine modificada.

Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 11 Dia 13 Dia 15

Grupo L{t| L [1| L [l L JI]l L (1| L 1] € 1| L |1
PTZ 0lo] o o] o Jol 92 |3 4 [3] 17 3] 117 [3] 17 |3
PTZ olo] 170 6] 79 | 3] 125 5] 170 [6] 170 6] 170 |6] 170 |6
PTZ olo] o loJuwsolsl 79 lel 79 [6] 79 [6] 79 6] 79 |6
CBD 0lo] o o] o ol o o] o [o] o [of o Jo] o Jo
CBD olo] o o] o o]l o o]l o [o] o [of o |o] o Jo
CBD 0lo] o o] o |o|l o Jo| 125 [3] 305 [3] 122 [3] 122 |3
CBD olo] o o] o lol o lol o o] o [of] o o] o Jo
Met 0lo] o o] o o]l o o] o |o]49 (3] o |o] o Jo
Met 0lo] o o] o Jol o ol o [o] o [of 357 [3] 1331 |3
Met 0lo] o o] o ol o |o|e02 3] 117 [3]| 1085 [3] 1085 |3
Met olo] o o] o lol o lol o o) 2] o o] o Jo
cBD-Met |ofo] o Jofl o Jo] o Jo] o Jofl o Jo]l o Jo]l o Jo
cBD-Met | o|o) 152 | 2| 235 | 3] 168 | 3] 168 [3| 168 |3]| 168 [3] 168 |3
cBD-Met ool o Jol o o] o o] o [ofl o lo] o Jol o Jo

En la Tabla 9 se presentan los promedios de las latencias en donde se presentaron crisis,

observandose un incremento en las latencias de los grupos con tratamiento, principalmente

del grupo metformina, en comparacion con el grupo PTZ.

Tabla IX. Promedio de las latencias en cada grupo en segundos.

Grupo Promedio de latencias en el grupo (s) SD
PTZ 115.8 42.1
CBD 168.5 91.0
Met 649.0 460.4

CBD-Met 175.3 66.8
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En la Figura 15 se muestran los promedios de las latencias en los grupos durante cada

dia que se administr6 el PTZ, no se observo diferencia estadistica significativa entre los

grupos.
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Figura 15. Gréfica de barras de la Latencia de los diferentes Grupos en segundos.

8.1.3 Duracion

La duracion se midio desde el momento en que se observo el primer indicio de una crisis
hasta que la crisis y subsecuentes crisis durante el tiempo de monitoreo pararon. En la
Tabla 10 se presentan las duraciones de las crisis observadas en los diferentes grupos,
junto con la intensidad de cada una, observandose una menor duracioén el grupo que no

recibio tratamiento.
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Tabla X. Duracion de las convulsiones de los diferentes grupos del modelo murino
“Kindling” con su respectiva intensidad. D, duracion; I, intensidad; los valores de
duracion estan en segundos y la intensidad es en base a la escala de Racine modificada.

Dial | Dia3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 11 Dia 13 Dia 15

Grupe Y57 (1]  [1] D JI] D 1| D JI| D 1] D |1
PTZ |0 |0| 0 |0| o0 |0 453 |3 533 | 3| 437 [3] 437 |3| 437 |3
PTZ | 0|0 35 | 6] 298 [3] 135 |5| 35 |6| 35 |6 35 |6] 35 |6
Pz | o0lo] o o] 230 | 3] 382 |6 382 |6 382 | 6] 382 | 6] 382 |6
cBD [o0]o] o o] o o] o |o] o |o] o o] o o] o |o
cBD [o0]o] o o] o o] o |o] o |o] o o] o o] o |o
cBD [0]0o| 0 o] o o] o |o] 48 |3 1495 |3]| 1678 |3| 1678 |3
cBD |olol o o]l o ol o ol o ol o o] o ol o Jo
Met | 0]0o] o o] o |o] o |o| o |o| 518 [3] 0o |o] o |o
Met | 0]0o] o o] o |o] o |o| o |o| o |o]1278]3] 461 |3
Met | 0]0] o o] o |o| o0 |o]| 1198 |3] 448 [3| 448 |3| 448 |3
Met | 0]o]l o ol o ol o ol o lol 1762l 0o ol o |o
CBD-Met | 0 /0] 0 Jo| o ol o o] o o] o |o] o o] o |o
CBD-Met | 0 | 0] 697 | 2| 1565 | 3| 1215 | 3] 1215 | 3| 1215 |3 | 1215 | 3| 1215 |3
CBD-Met | 0 /0] 0 lol o lol o o]l o ol o lol o ol o Jo

En la Tabla 11, por su parte, se observan las duraciones promedio de las crisis sufridas
por cada grupo, teniendo una duracidon promedio menor en los grupos que no recibieron

tratamiento.

Tabla XI Promedio de la duracion de las convulsiones en cada grupo en segundos.

Grupo Promedio de las duraciones por grupo (s) SD
PTZ 280.3 178.9
CBD 1334.3 572.0
Met 629.4 392.7

CBD-Met 1191 482.3

En la Figura 16 se muestran los promedios de las duraciones de cada grupo en cada dia de

administracion del PTZ, no se observo diferencia significativa entre los grupos.
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Figura 16. Grafica de barras de la duracion de las convulsiones de los diferentes Grupos
en segundos.

8.2 Pruebas Bioquimicas Para Dafio Hepatico

Se realizaron pruebas en sangre de los siguientes marcadores bioquimicos: alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina, proteinas
totales, albumina y globulina. En las Figura 17 se presentan los promedios de cada uno de

estos.
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Figura 17. Promedio de las concentraciones de: a) ALT, b) AST, c) fosfatasa alcalina, d)
proteinas totales, e) albumina, f) globulina.
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9. DISCUSION.

Se han realizado diferentes modelos animales sobre el efecto antiepiléptico del CBD y
de la metformina, como se menciond en los antecedentes [23; 24; 25; 26; 27; 28],
observandose una reduccion de la intensidad de las convulsiones para estos, estos
resultados fueron similares a lo que se observo en los grupos que recibieron el tratamiento

individual, observandose una diferencia significativa con el grupo control.

Algunos estudios han evaluado el efecto de la latencia, es decir el tiempo que toma a
que se desencadene la convulsion después de un estimulo. Para el caso de la metformina
se observo un incremento en la latencia como fue observado en la literatura por Hussein
[28], sin embargo, esta diferencia en nuestro caso no fue estadisticamente significativa

con respecto al grupo control.

En el caso del tratamiento con CBD, al igual que con la metformina se observé un
incremento en la latencia en comparacion con el grupo control, al igual que lo reportado
en la literatura por Gall [31]. Sin embargo, este incremento no fue significativo

estadisticamente.

Para el caso de la duracion de las crisis existe cierta diferencia en la forma en que se
realiza esta medicion en diferentes estudios, para el caso del presente trabajo se decidd
tomar la duracion desde el primer indicio de una crisis, hasta que el animal se haya
recuperado por completo, en el caso de los grupos con tratamiento observamos crisis del
tipo sacudidas mioclonicas (3 en la escala modificada de Racine) las cuales duran un par
de segundo, pero se presentaron multiples veces. Por lo que todos los grupos de

tratamiento, incluidos los de la combinacion presentan una duracidn alta. Comparando

49



esto con lo reportado en la literatura por Hussein [28] para la metformina, observaron una
disminucién de la duracion, sin embargo, no especifican la forma en la que se midi6 la

duracion.

Por su parte, Kaplan [32] report6 una disminucion de la duracion de convulsiones, sin
embargo, esto fue utilizando dosis de CBD superiores a las que se utilizaron en este
estudio. Gall [31] utilizando la misma dosis empleada en este estudio no observo

diferencia significativa en la duracion de las crisis.

Para el caso de la combinacién de interés de este proyecto, CBD-metformina, los
resultados observados fueron interesantes, estadisticamente presentaron una mejoria en
comparacion con el grupo control PTZ, sin embargo, esta mejoria no fue similar a la
observada en los grupos individuales de tratamiento. Esto nos puede dar indicio a que
ocurren diversas interacciones a niveles moleculares en las rutas metabolicas que se ven

influidas por el CBD y la metformina.

Cabe destacar que el estudio busca identificar la posibilidad de un efecto combinado
de ambos de forma preliminar, mas no si llega a ocurrir o no una sinergia, ya que para €so

se requieren estudios enfocados en ello [33].

Para la determinacion de un posible dafio hepatico por los tratamientos utilizados o la
combinacion de estos a las dosis utilizadas, no se encontro6 reportado en estudios similares
que se realizara. Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos de estos pardmetros
bioquimicos con los rangos reportados en la literatura para las ratas [34; 35], estos se
encontraron dentro de los rangos normales, por lo que se descarta un posible dafio hepatico

a las dosis y tiempos que se administro el tratamiento.
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10. CONCLUSIONES.

La combinacién cannabidiol metformina redujo la intensidad de las convulsiones,
sin embargo, esta no tuvo diferencia significativa con respecto a los tratamientos
individuales.

No existe diferencia significativa entre la combinacion de cannabidiol-metformina
con los tratamientos individuales para la latencia y duracion de las crisis.

Los valores de los pardmetros bioquimicos para la funcion hepatica de todos los

grupos no indicaron la generacion de un dafio hepatico.
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11. PERSPECTIVAS

Como trabajo a futuro quedo pendiente la realizacion de los estudios histologicos a los
tejidos tomados para la determinacion de un posible efecto neuroprotector. Se recomienda
realizar el estudio por una duraciéon mayor de tiempo, asi como modificando las dosis
tanto del CBD como de la metformina. De igual manera el monitoreo de la funcion
hepatica, tanto a dosis mayores y tiempo de tratamiento mas largos seria importante para

asegurar la seguridad de un posible tratamiento a largo plazo.
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APENDICES

Apéndice 1: Escala Modificada de Racine [30]

Fase 1: Ausencia.

Fase 2: Piloereccion, movimiento de bigotes, guifio de ojo, movimientos de cabeza

(noding).

Fase 3: Sacudidas mioclonicas.

Fase 4: Clonus de extremidades anteriores
Fase 5: Posicion de canguro

Fase 6: Crisis clonica generalizada con pérdida de postura.
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