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NIVELES ENCEF ALICOS DE NUCLEOTIDOS CICLICOS 
MODIFICADOS POR CONVULSIV ANTES Y ANTICONVULSIVOS 

INTRODUCCION 

Desde hace algún tiempo quedó demostrado 
el papel de los nucleótidos cíclicos adenosín 
monofosfato-3'5'-ciclico (AMPc) y guanosín 
monofosfato-3'5' -cíclico (GMPc) en et meca­
nismo molecular de la actividad convulsiva 
(Ferrendelli y Kinscherf, 1977; Ferrendelli, 
Gross, Kinscherf y Rubio, 1979; Ferrendelli, 
Blank y Gros.\ 1980; l..ewin, Golden y Walker, 
1976; Lust, Goldberg y Passonneau, 1976; 
Myllyla, 1976). 

De hecho, algunos autores (Hevor y Gayet, 
1979; Stone, Taylor y Bloom, 1975) y noso~ 
(Pacheco-1..eal, Moreira-Muradás y Hemán­
dez-Mendoi.a, 1984) hemos sugerido que estos 
nucleótidos cíclicos se modifican en dirección 
opuesta durante las convulsiones inducidas 
por ciertas sustancias en animales. Desde este 
puntos de vista, el GMPc parece ser el res­
ponsable de la actividad convulsiva (Hevor y 
Gayer, 1979) mientras el AMPc parece ser la 
sefial que detiene la convulsión (Wood, Lake, 
Ziegler, Sode, Brooks y Van Bureo, 1977). 

Otros estudios han demostrado que el meca­
nismQ de acción molecular de ciertos anticon­
vulsivos involucra a estos nucleótidos ciclicos 
(Mao, Guidotti y Costa, 1975; Palmer, 1979; 
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Szmigielski y Guidotti, 1979; York y Davies, 
1982). Además, sustancias relacionadas con 
actividad anticonvulsiva disminuyen los nive­
les de GMPc cerebelar (Browne, 1980; Gumul­
ka, Dinnendahl y Schoenhoefer, 1979); otros 
incrementan los niveles de AMPc,16 y algunos 
producen aumento de AMPc y disminución 
de GMPc en cerebro (Palmer, Jones, Medina 
y Stavinoha, 1979; Kant, Muller, I..enox y 
Meyerhoff, 1980). 

En esta comunicación se muestran los efec­
tos de algunos agentes anticonvulsivos admi­
nistrados solos o junto con agentes convulsi­
vantes sobre los niveles de nucleótidos cíclicos, 
así como la correlación entre efectividad anti­
convulsiva y capacidad para aumentar AMPc, 
disminuir GMPc cerebral o aumentar la rela­
ción AMPc/GMPc. 

MATERIAL Y METODO 

Los animales de experimentación (ratones 
CD l, machos, peso promedio 30 g) fueron so­
metidos a inoculaciones intraperitoneales de 
a) agentes anticonvulsivos y b) agentes an­
ticonvulsivos más convulsivantes. Las dosis de 
anticonvulsivos fueron: fenitoína, 75 mg/kg; 
fenobarbital, 25 ~ carbama7.epina, 25 rn,J 
kg; diazepam, 7 mg/kg; clorwepam, 7 mg/kg; 
y valproato de sodio, 333 mg/kg. Diazepam, 
clorwepam y carbamazepina se disolvieron 
en dimetil sulfóxido (DMS) al 60%, mientras 
que fenobarbital, f enitoína y valproato se di-
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solvieron en agua destilada. Estas dosis son 
equianticonvulsivas. 

Se incluyó en el estudio un agente anticon­
vulsivo, agonista del GABA, diseñado por 
Carvajal (Carvajal y Massieu, 1978): el gamma­
hidroxi-gamma-etil-gamma-f enil butiramida 
(HEPB). La dosis fue de 120 mg/k.g, y fue di­
suelto en agua destilada. 

Todas las sustancias se prepararon en el 
momento de ser utilil.adas. Los animales con­
trol fueron inoculados con un volumen equi­
valente de DMS o de agua destilada. El tiempo 
de administración de cada sustancia antes de 
sacrificar el animal depende de su máxima 
acumulación en encéfalo. 

Las sustancias convulsivantes se adminis­
traron intraperitoenalmente a las siguientes 
dosis: tiosemicarbazida (TS), 20 mg/kg, en un 
volumen de O.O 1 mi de solvente por gramo de 
peso corporal. Los ratones se dividieron en 
grupos de 1 O animales cada uno: a) ratones no 
tratados (niveles basales); b) ratones control, 
inoculados con solvente; e) ratones sacrifica­
dos en el periodo preconvulsivo; d) ratones 
sacrificados en la convulsión clónica; e) rato­
nes sacrificados en el periodo intercon­
vulsivo, y/) ratones sacrificados en el periodo 
de convulsión tónica. Como la presentación 
de cada tipo de convulsión depende del convul­
sivante empleado, fue necesario establecer 
previamente el tiempo de presentación de la 
convulsión clónica y tónica para cada convul­
sivante con y sin anticonvulsivo. 

Usualmente los anticonvulsivos se adminis­
traron antes que la tiosemicarbazida, excepto 
valproato y HEPB que se acumulan en 15-20 
minutos mientras que la TS se acumula en 30 
minutos, así que en estos casos la TS se admi­
nistró primero. Los otros anticonvulsivos se 
administraron 50 minutos antes de los convul­
sivantes. 

Los animales se sacrificaron por dislocación 
cervical. El encéfalo se extirpó rápidamente y 
se colocó en una mezcla de acetona-hielo seco. 
Las muestras de tejido se procesaron y homo­
geneizaron en tris-HCI 0.04 M frío, pH 8 (so­
lución final 10% peso de tejido-vol., de amor­
tiguador) usando un homogeneizador Pouer 
con pistilo de teflón. Se tomaron alícuot~ 
para determinar proteínas por el método de 

Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr y Randall, 
1951). Una vez homogeneizado se agregó 
TCA frío al 12% y la mezcla se centrifugó a 
2 500 g a 4oC por 115 minutos. Ef precipitado 
se eliminó y el sobrenadante se sometió a dos 
extracciones con 1 O mi de éter etílico saturado 
con agua cada una para eliminar el TCA. La 
fase etérea se eliminó y la solución acuosa se 
evaporó en un baño de agua de 800C con flujo 
de aire. El residuo seco se disolvió con 1 mi de 
amortiguador de acetatos 50 mM pH 6.2 y se 
determinó el contenido de nucleótidos cíclicos 
por radioinmunoensayo (Steiner, Parker y Kip­
nis, 1972). Los kits de AMPc y GMPc con 
1251 _como marcador fueron suministrados 
por New England Nuclear a través del ININ y 
las muestras fueron contadas en un contador 
gamma ANSR de Abbott. Los resultados se 
reportan en picomoles de nucleótido cíclico 
por mg de proteína. 

Algunos anticonvulsivos inhibieron total­
mente la convulsión tónica y/o clónica, por lo 
que estos animales fueron sacrificados en 
tiempos f rjados arbitrariamente. 

Los anticonvulsivos fueron clasificados y 
ordenados de acuerdo a su capacidad para 
abolir o prolongar la convulsión clónica y 
tónica; para elevar el AMPc; disminuir el 
GMPc o aumentar el valor de la relación 
AMPc/GMPc. 

El análisis estadístico de los datos se realizó 
por medio de pruebas de correlación de Pear­
son, coeficiente de concordancia de Kendall 
(Siegel, 1978) y prueba t-student. 

RF.sULTADOS 

l. Efecto de anticonvulsivos sobre los nive­
les encefijicos de AMPc y GMPc. 

Los anticonvulsivos empleados elevaron 
significativamente los niveles de AMPc con 
respecto al control, mientras que los niv¡les de 
GMPc fueron menores que los valores control 
con todos los anticonvulsivos (Fig. 1) en un 
ordenamiento que se muestra en la tabla l. El 
criterio de clasificación se explica en material 
y método. 

11. Acción anticonvulsiva y efecto sobre los 
niveles de nucleótidos cíclicos modificados por 
convulsivantes. 
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La efectividad anticonvulsiva (tabla 111) 
para prolongar o abolir la convulsión clónica y 
la convulsión tónica fue correlacionada con la 
capacidad del anticonvulsivo para elevar los 
niveles de AMPc (hábitos por los convulsivan­
tes); para disminuir los niveles de GMPc (ele­
vados por los convulsivantes), y para elevar la 
relación AMPc/GMPc (disminuida por los 
convulsivantes) tabla 11. 

La única correlación significativa (p=0.01) 
entre la capacidad para elevar el AMPc, para 
disminuir el GMPc y para elevar la relación 
AMPc/GMPc la dio el convulsivante TS 
(tabla IV). Sin embargo, correlacionando in­
dividualmente la capacidad para prolongar o 
abolir la convulsión tónica y/o clónica para ele­
var el AMPc, disminuir el GMPc o aumentar 
la relación AMPc/GMPc indica que los 

TABLAL 

EFECTO DE ANTICONVULSIVOS ADMINISTRADOS SIN CON· 
VULSIV ANTE SOBRE LOS NIVELES CEREBRALES DE NUCLEOTI· 
DOS CICLICOS Y LA RELACION AMPc/GMPc. ORDENAMIENTO 

DE ACUERDO A LA FIG. l. 

AMPc GMPc AMPc/GMPc 

Fenobarbital HEPB Fenobarbital 
Fenitoína Fenobarbital HEPB 
HEPB Duw:pam Valproato 
Valproato Fenitoina Clonazepam 
Clonazepam Carbamazepina Duw:pam 
Diazepam Clonaz.epam Fenitoína 
Carbamazepina Valproato Carbamazepina 

+ P<O.O!I 

DAMPc 

~GMPc 

Fig. l. Efecto de difc:rentcs anticonvulsivos i;obre los mvclcs cerebrales de AMPc y GMPe. 
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TABLAIL 

BFBCTODBANTICONVULSIVOS Y CONVULSIV ANTFSSOBRBLOS NIVELES DB NUCLEOTIDOS 
CICUCOS Y LA RBLACION AMPc/GMPc. 

Anticonvulsivo Tiosemicarbazida 

AMPc• GMPe• 

HEPB 16.01 1.00 
{16) .. 

Fenobarbital 17.98 0.78 
(23) 

Valproato de Sodio IS.94 0.57 
(28) 

Fenitofna 23.25 O.S3 
(SO) 

Diuepam 30.66 0.73 
(42) 

Clonuepam 48.08 0.30 
(163) 

Carbamuepina 18.20 1.06 
(17) 

Ninguno 21.88 0.99 

1 
(17) 

• Valores de AMPe y GMPc en pmol/mg de protelna. 

valores más altos oorresponden siempre a la 
relación AMPdGMPc a expensas de aumen­
to de AMPc. 

Por otro lado, se reali7.aron oorrelaciones 
parciales en cada grupo de 1 O animales entre 
tiempo de convulsión clónica o convulsión tó­
nica oon los niveles individuales de AMPc, 
GMPc y relación AMPdGMPc (tabla V). 
Aunque los resultados no son muy consisten­
tes y no todos los valores de , son significati­
vos, se presenta una situación similar a las 
correlaciones entre efectividad anticonvulsiva 
y capacidad para elevar el AMPc y la relación 
AMPc/GMPc. 

DISCUSION Y CONCLUSIONF.S 

Durante la actividad convulsivante se 
demuestra una vez más la participación de los 
nucleótidos cíclicos, AMPc y GMPc. Los 
convulsivantes empleados muestran una ten­
dencia a disminuir o modificar poco al AMPc, 
a elevar el GMPc,.y por tanto, a disminuir el 
valor de la relación AMPdGMPc lo cual con­
cuerda con los resultados de algunos investi­
gadores. 

Pentilcntcnv.ol Estricnina 
.AMP(:• GMPe• AMPc GMPc .. 

17.02 0.62 18.21 0.77 
(27) .. (24) .. 

29.4S 0.60 33.00 0.62 
(41) (53) 

20.58 0.91 16.93 O.S6 
(23) (30) 

18.98 0.86 23.44 0.83 
(22) (28) 

33.89 1.32 29.84 0.71 
(26) (42) 

45.07 0.38 37.87 1.24 
(118) (30) 

29.98 1.48 34.86 0.98 
(20) (35) 

21.18 1.38 2S.46 0.90 
(17) (29) 

•• Entre parentesis valores de la relaeión AMPc/GMPe. 

Asimismo, la acción anticonvulsiva al pare­
cer también involucra a los nucleótidos cicli­
cos, AMPc y GMPc modificando sus niveles 
en sentido opuesto a lo provocado por los con­
vulsivantes. 

Al correlacionar la capacidad anticon­
vulsiva manifestada por una prolongación o 
abolición de los tiempos de presentación de las 
convulsiones tónica o clónica con la capacidad 
para elevar AMPc, disminuir GMPc o elevar 
la relación AMPdGMPc, encontramos que 
los factores más importantes que determinan 
el que un anticonvulsivo sea más efectivo, son 
niveles de AMPc y la relación AMPc/GMPc. 
Esto nos lleva a considerar que un agente que 
eleve los niveles de AMPc., por ejemplo un 
adrenérgico asociado a un anticonvulsivo, po­
tenciaría la capacidad de este último como an­
ticonvulsivo. 

Por el contrario, agentes químicos o far­
macológicos que eleven los niveles de GMPc a 
cualquier condición fisiológica que provoque 
la misma situación, serían factores antagonis­
tas al efecto anticonvulsivo de un fármaco an­
tiepiléptico. Esto fue comprobado en ratones 
que recibieron accidentalmente un compuesto 
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organafosforado anticolinérgico usado como 
antiparasitario, el neguvón, el cual elevó los 
niveles de GMPc y no dio protección con el 
antiCinvulsivo fenitoína {datos no presen­
tados). 

Cada convulsivante empleado en nuestro 
experimento es consíderado como modelo ex­
perimental para un tipo determinado de 
epilepsia: metraml, para crisis de ausencias o 
pequeño mal {Vida, 1977); tiosemicarbazida, 
modelo de convulsiones provocadas por alte­
raciones metabólicas que afectan la formación 
del GABA, y estricnina, para seleccionar anti­
epilépticos cuyo mecanismo de acción es postsi­
náptico {Pacheco-Leal y cols., 1982). De este 

modo la clasificación de anticonvulsivantes de 
acuerdo a su efectividad contra las convulsio­
nes inducidas por cada convulsivante permite 
establecer la terapéutica adecuada para un 
tipo determinado de crisis. 

En virtud de haber establecido que el AMPc 
es un factor asociado a la abolición de las con­
vulsiones, en nuestros futuros trabajos usare­
mos sustancias que eleven el AMPc, como los 
beta-adrenérgicos o derivados del AMPc que 
atraviesen la barrera hematoencefálica y sean 
resistentes a la f osfodiesterasa, como el dibuti­
ril-AMPc, para asociarlos con agentes anti­
convulsivos en el tratamiento de la epilepsia. 

TABLAIII. 

CLASlflCACION DE LOS ANTICONVULSIVOS SEGUN SU POTENCIA ANTICONVULSIVA Y SU CAPA­
CIDAD PARA AUMENTAR EL AMPc, DISMINUIR EL GMPc Y AUMENTAR LA RELACION AMPc/GMPc. 

Convulsión Convulsión AMPcl GMPc! AMPc/GMPc I 
clónica tónica 

TIOSEMICARBAZIDA 

• Diazepam Diazepam Clonazepam Clonazepam Clonazepam 
Clonazepam Clonazepam Diazepam Fenitolna Fenitoína 
:Valproato Fenitolna Fenitolna Valproato Diazepam 
HEPB Fenobarbital Carbamazepina Fenobarbital Valproato 
Carbamazepina Valproato Fenobarbital Diazepam Fenobarbital 
Fenobarbital HEPB HEPB HEPB Carbamazepina 
Fenitoína Carbamazepina Valproato Carbamazepina HEPB 

PEN T ILENTETRAZOL 

Diazepam Diazepam Clonazepam \ Clonazepam Clonazepam 
Clonazepam Clonazepam Diazepam Fenobarbital Fenobarbital 
Valproato Valproato Carbamazepina HEPB HEPB 
Carbamazepina Fenobarbital Fenobarbital Fenitoína Diazepam 
HEPB HEPB Valproato Valproato Valproato 
Fenobarbital Fenitolna Fenitoína Diazepam Fenitoína 
Fenitoína Carbamazepina HEPB Carbamazepina Carbamazepina 

ESTRICNINA 

Diazepam Diazepam Clonazepam Valproato Fenobarbital 
Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina Fenobarbital Diazepam 
Fenobarbital Fenobarbital Fenobarbital Diazepam Carbamazepina 
Clonazepam Fenitoína Diazepam HEPB Clonazepam 
Fenitoína Valproato Fenitoína Fenitoína Valproato 
Valproato Clonazepam HEPB Carbamazepina Fenitoína 
HEPB HEPB Valproato Clonazepam HEPi 



78 G.D. MOREIRA-MURADAS, A. HERNANDEZ MENOOZA y D. PACHECO LEAL 

TABLAIV. 

CORRELACION ENTRE PODER ANTICONVULSIVO Y AUMENTO DE AMPc, DISMINUCION DE GMPc 
O AUMENTO DE LA RELACION AMPc/GMPc. (PRUEBA DE KENDALL). 

Tiosemicarbazida Pentilentetrawl Estricnina 

Convulsión w s w s w s 
clónica 0.762 • 192 0.587 148 0.349 88 
1 AMPc 0.642 72 0.857 96 0.821 92 
l GMPc 0.517 58 0.392 44 0.428 48 

AMPc/GMPc 0.62S 70 0.607 68 0.928 104 

Convulsión 
tónica 0.762 • 192 0.587 148 0.349 88 
i AMPc 0.857 96 0.767 86 0.642 72 
1 GMPc 0.803 90 0.62S 70 0.571 64 
AMPc/GMPc 0.910 102 0.803 90 0.875 98 

• Signif1cativop<O.Ol 

TABLA V. 

VALORES DE r OBTENIIX>S PARA AMPc, GMPc Y LA RELACION AMPc/GMPc CON RESPECTO 
AL TIEMPODECONVULSIONTONICA. 

Anticonvulsi vo Convulsivante f AMPc l GMPc f AMPc 
GMPc 

TS 0.86* -O.OS 0.48 
HEPB PTZ 0.33 -0.028 0.05 

STR -0.10 -0.09 -0.35 

Fenobarbital STR 0.79* 0.07 0.37 

Clonazepam STR 0.21 0.08 0.25 
Carbamatepma TS o.os• 0.13 0.64** 

PTZ -0.13 -0.11 -0.38 
Valproato TS 0.42 0.37 0.51 

STR -O.Ql7 0.27 -0.24 
Fenitoína PTZ -0.36 -0.03 -0.22 

STR 0.66** -0.37 0.31 

**p<0.05 

No se indican los valores de,. para los anuconvuls,vos que abolieron la convulsión tónica. Los valores co· 
rrespond1emes a los conrnls1vames cuya convulsión fue abolu.la tampoco ~e presentan. 
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RESUMEN 

La administración intraperitoneal de penti­
lentetrazol (PTZ), tiosemicarbazida (TS) y 
estricnina (STR) a ratones produce elevación 
de GMPc y disminución de AMPc cerebrales 
desde la etapa preconvulsiva hasta la convul­
sión tónica. Si previamente se administran los 
anticonvulsivos -fenitoina, f enobarbital, 
carbamazepina, clorazepam, diazepam, val­
proato de sodio o HEPB- se prolongan los 
tiempos de presentación de la convulsión cló­
nica y tónica y no se presenta la elevación de 
GMPc ni la disminución de AMPc que se ob­
serva con el convulsionante solo. Los anticon­
vulsivos administrados por separado elevaron 
significativamente el AMPc y sólo valproato, 
diazepam, fenobarbital y HEPB disminuyeron 
los niveles de GMPc con respecto a niveles 
basales. 

La actividad anticonvulsiva parece pues 
mis relacionada con la capacidad para elevar 
el AMPc que para disminuir el GMPc. 

SUMMARY 

The intraperitoneal administration of pen· 
tylenetetrazol (PTZ), thiosemicarbazide 
(TS), strychriine (STR) to mice produced a rise 
in cyclic GMP and a decrease in cyclic AMP 
cerebral basal levels from preconvulsive to 
tonic convulsive period. Pretreatment with 
anticonvulsant drugs, -phenytoin, pheno· 
barbital, carbamazepine, clonazepam, 
diazepam and sodium valproate- prolonged 
the clonic and tonic convulsion times of on-set 
and prevented the convulsant-induced rise in 
cyclic GMP and decrease in cyclic AMP 
cerebral levels. The anticonvulsant agents 
alone significantly elevated cyclic AMP and 
only valproate, diazepam and phenobarbital 
significantly decreases cyclic GMP with 
regard to control levels. The anticonvulsant 
activity was apparently more related with the 
ability to increase cyclic AMP than that to 
decrease cyclic GMP. 
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