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1. Resumen.

La epilepsia es uno de los problemas neurolégicos méas prevalentes en el mundo,
esta enfermedad se define como la presencia de dos o mas crisis epilépticas no
provocadas por una causa identificable, las manifestaciones clinicas consisten en
un fendmeno anormal y transitorio en relacion a la zona cortical afectada, este
fendmeno puede incluir alteracion en la conciencia o alteraciones de tipo motora,

sensitiva o cognitiva.

Como consecuencia existen una gama de farmacos utiles y especificos que
inhiben los procesos quimicos y eléctricos que producen la sintomatologia
caracteristica de esta enfermedad para asi poder ofrecerle al paciente una mejor
calidad de vida. Metabdlicamente el higado es el principal érgano del cuerpo,
cumple variadas funciones, entre la cuales estan; sintesis de proteinas y de
factores de coagulacion, ademas es el centro detoxificador de metabolitos téxicos
y farmacos. Cuando se administra un farmaco en una primera fase, las enzimas
de la familia del citocromo P-450 los catabolizan a través de una serie de
episodios oxidativos, lo que genera metabolitos reactivos, capaces de inducir
lipoperoxidacion o de unirse en forma covalente a macromoléculas o al DNA,
causando necrosis celular. Una vez en el hepatocito, y luego de una serie de
etapas metabdlicas de fase Il, que incluyen conjugacién con glucurénido, sulfato o
glutatién, se transforman en productos hidrosolubles que se excretan por la orina o

la bilis.

Por lo anterior, se sabe que la mayoria de los farmacos causan efectos no
deseados, siendo la mas comun la toxicidad hepatica. Carbamazepina es uno de
los medicamentos generalmente utilizados para el tratamiento de las crisis
convulsivas, sin embargo, aun no se sabe completamente cual es su relacion con
el dafio hepatico, esta es metabolizada en higado, a través del citocromo P450, la
isoenzima 3A4, media la conversién a 10,11-epdxido de Carbamazepina que es el
metabolito farmacolégicamente activo. Algunos de los sintomas mas usuales

comprenden vision borrosa, vértigo, molestias gastrointestinales, aunque también



se observan agranulocitosis, comezén, sindrome de Steven—Johnson, anemia

aplasica, pancreatitis y falla hepatica.

Diversos estudios encaminados a la investigacion de la hepatotoxicidad de
farmacos muestran que Carbamazepina produce cambios en los niveles séricos
de las transaminasas sugiriendo que un tratamiento prolongado podria provocar
un dafio importante a nivel hepatico. Si bien en la terapéutica existen una gran
variedad de medicamentos enfocados al tratamiento de las crisis convulsivas, se
siguen desarrollando compuestos como posibles alternativas para el tratamiento
de dichas crisis. El presente proyecto tiene como objetivo evaluar y comparar los
efectos hepatotdxicos de la administracién subaguda de un derivado de isoindolina

y carbamazepina, mediante pruebas de funcionamiento hepéatico.



2. Introduccion.

La epilepsia es un desorden del sistema nervioso central, teniendo hasta 1% de
frecuencia en paises desarrollados y alcanzando hasta 2% en paises en desarrollo
(Suarez, 2007). Es una enfermedad cronica que se describe por crisis recurrentes,
las cuales son denominadas crisis convulsivas, éstas se caracterizan por ser una

descarga paroxistica y excesiva de un gran numero de neuronas (Armijo, 2003).

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) divide las manifestaciones clinicas
en crisis parciales (inician en un area hemisférica especifica) y en crisis
generalizadas (las cuales llegan a afectar ambos hemisferios) (ILAE, 2010). Es
importante tener en cuenta que para el tratamiento de la enfermedad se deben de
tener en cuenta factores como, el tipo de crisis, la edad, alguna otra enfermedad o
algin medicamento asociado; el tratamiento inicial mas efectivo es por
monoterapia con dosis lentamente ascendentes para poder llegar a un control
adecuado de la crisis (Sainz, 2004). Los farmacos anticonvulsivos mas usados y
clasicos que han sido efectivos para el control de crisis parciales y generalizadas,
son fenitoina, &cido valproico, benzodiacepinas y carbamazepina, siendo esta
altima muy atil y considerada de muy buena accion para crisis parciales
complejas. El principal problema de estos farmacos anticonvulsivos es que, hay
gue vigilar reacciones secundarias hematoldgicas, hepaticas, cutaneas e incluso,
estos efectos pueden afectar el SNC (Mayor, 1999; Sainz, 2004). El 98% de la
carbamazepina absorbida se metaboliza en el higado donde, la via epoxido, que
es la mas importante, da en primer lugar al metabolito bioactivo 10,11-ep6xido de
carbamazepina, este metabolito a su vez es hidratado transformandose en el
trascarbamazepinadiol que es excretado en la orina en forma libre y conjugada
(Bruluard, 2013). Hasta el momento los uUnicos efectos no deseados de la
carbamazepina reportados son, exantemas, leucopenia asintomatica, y algunos
casos en donde se muestra una importante elevacion de los niveles de
transaminasas los cuales no han sido valorados lo suficiente para suspender el

tratamiento (Armijo, 2003).



3. Antecedentes.

3.1 Neurotransmisores y epilepsia.

La funcion de las neuronas del encéfalo es la de enviar los impulsos eléctricos de
una neurona a otra, esto se da principalmente por medio de neurotransmisores.
Cuando el impulso eléctrico llega a cada neurona se produce una accién
progresiva de sinapsis. Las redes neuronales son las responsables de que el
encéfalo mantenga las reacciones en un estado de homeostasis, todo esto

mediado por neurotransmisores (Gram, 1996).

Como se ha mencionado, una crisis convulsiva es una funcion excesiva,
energeética y sincronizada de impulsos en el sistema nervioso central (Gram,
1996), es decir una descarga eléctrica anormal, hipersincronica de un grupo de
neuronas, que una vez iniciada es autolimitada por mecanismos no plenamente
esclarecidos. Dentro de los modelos experimentales de epileptogénesis se han

asociado algunos mecanismos que se mencionan a continuacion (Garcia, 2013):

v Alteraciones en el ambiente i6nico celular, tales como pérdida en las
concentraciones y balance principalmente de Ca®*" y K* extra e intracelular,
respectivamente asi como en el Na*, lo que resulta en una permeabilidad
alterada de la membrana neuronal.

v' También se sugiere la exagerada actividad excitatoria de
neurotransmisores en relacién con una mayor secrecion de aspartato y
glutamato dependientes de la entrada de Ca**, que acttian sobre receptores
ionotropicos y metabotropicos, de los cuales el N-metil-D-aspartato es el
gue se ha relacionado mas con las crisis convulsivas; por otro lado, existe
una disminucion de la actividad del &cido gammaamino butirico (GABA).

v' Cambios estructurales en las neuronas caracterizadas por pérdida de las

espinas dendriticas y la presencia de brotes axonales (Garcia, 2013).

El &cido y-aminobutirico (GABA), es el principal y mas abundante neurotransmisor

inhibitorio del SNC, se estima que mas de 40% de la sinapsis inhibitoria lo emplea



como neurotransmisor, a diferencia del acido glutamico, que produce un potencial
sinptico excitatorio, la liberacién presindptica de este neurotransmisor, provoca
un potencial presingptico inhibitorio. GABA es biosintetizado del principal
neurotrasmisor excitatorio, el acido glutamico a través de la enzima
descarboxilasa. El principal mecanismo de bioinactivacion, es a través de un
mecanismo de recaptura por un trasportador especifico dependiente de Na*. El
GABA recién sintetizado debe ser almacenado en vesiculas presinapticas para ser
liberado por exocitosis cuando llega el impulso nervioso a la terminal sinaptica,

proceso dependiente de Ca** (Rengifo, 2007; Mendoza, 2008).

Una vez liberado el GABA, este interacciona con receptores especificos que se
localizan en las neuronas, de estos se conocen dos tipos de receptores GABAa
(ionotrépicos, canal dependiente de ligando) y los receptores GABAg
(metabotrépicos, acoplados a las proteinas G) de localizaciébn presinaptica y

postsinaptica.(Mendoza Patifio , 2008).

Por su parte, el acido glutamico (GLU), es el principal y mas abundante
neurotransmisor excitatorio del SNC, este es un &cido dicarboxilico no esencial
que forma parte de la mayoria de las proteinas, es precursor de varias moléculas
como el glutation y el acido fdlico, también es el precursor del acido vy-
aminobutirico (GABA), que en contraste con el GLU es el principal y mas
abundante neurotransmisor inhibitorio en el SNC, este sistema contiene altas
concentraciones de algunos aminoécidos, en particular el GLU, aspartato (ASP) y
GABA, ampliamente distribuidos en el encéfalo, la capacidad de estos para alterar
la funcion neuronal es muy potente y especifica, estos despolarizan la membrana
neuronal e inducen potenciales postsinapticos exitatorios, en tanto que los
aminoacidos monocarboxilicos como el GABA y glicina se comportan como
neurotransmisores inhibitorios, es decir hiperpolarizan la membrana neuronal e

inducen potenciales postsinapticos inhibitorios (Mendoza, 2008).

Por otro lado, la membrana celular nerviosa se compone de capas lipidicas
atravesadas por proteinas, estas, forman los canales iGnicos que son otro tipo

importante de potenciales eléctricos que sirven para mediar la funcién neural, por

8



medio del flujo de iones. En este caso la membrana celular contiene canales mas
permeables a K* que a Na’. Durante un potencial de accion estos canales de
accion se activan de manera inversa, es decir son mas permeables a Na* que a K*
(Zuleta, 2007).

Algunas epilepsias idiopaticas estan asociadas a mutaciones que afectan la
funcién de ciertos canales ionicos dependientes de voltaje que son asociados a
receptores de neurotransmisores, estas alteraciones son llamados canalopatias,
las cuales, se han relacionado muy estrechamente con alteraciones clinicas, tal es
el caso de miopatias nocturnas del l6bulo frontal, migrafia hemipléjica familiar,
epilepsia, etc. (Armijo, 2000). Existen varios tipos de canales, como los
dependientes de voltaje, los relacionados con ligandos extracelulares y los que
estan ligados a segundos mensajeros (Herranz, 2002).

Los canales i6nicos juegan un papel importante en la epilepsia tanto en el
mecanismo de accién de esta, como en el de los medicamentos anticonvulsivos,
debido a que estos cumplen un papel importante en la sincronizacién y la
propagacion de las descargas que producen las crisis (Armijo, 2000).
Primordialmente, las epilepsias eran orientadas a neurotransmisores, pero
actualmente se estudia la relacion con la funcién de los canales ibnicos,
estudiando las mutaciones de los aminoacidos que constituyen las proteinas de

estos, los cuales son los detonadores de las epilepsias (Nogale, 2005).

Debido a esto se tienen dos factores que pueden causar las crisis convulsivas; el
primero tiene que ver con anomalias en el sistema GABAgérgico 0 sus receptores
asociados, por lo tanto las neuronas pierden la regulacion de sus impulsos
eléctricos. El segundo cuando existe la posibilidad de que el sistema GABAEérgico
sea funcional pero, los sistemas estimulatorios estén por arriba del equilibrio
proporcionado por los neurotransmisores inhibitorios (por ejemplo concentraciones
de glutamato, serotonina, neuropéptidos, etc., elevadas en el encéfalo, Gram,
1996).



3.2 Farmacos anticonvulsivos y su mecanismo de accion.

Hasta la década de los sesentas la epilepsia se trataba en base a la experiencia y
la observacién de la accion de los farmacos utilizados hasta que las crisis
desaparecieran o se manifestaran signos de intoxicacion (Bustamante, 2003). Hoy
en dia, existen diversos factores que deben tomarse en cuenta antes de disponer
de un tratamiento para las crisis anticonvulsivas ya que existen diferentes
elementos para la seleccion de un farmaco entre los que encontramos: los
relacionados con el paciente, los cuales comprenden edad, sexo, peso corporal,
toma simultanea con otros farmacos, estilo de vida y el cumplimiento del
tratamiento; los relacionados con la enfermedad los cuales incluyen, tipo de
epilepsia, tipo de crisis, frecuencia de crisis e incluso en ocasiones el tipo de
alteraciones en el electroencefalograma (EEG); también existen factores
relacionados con el farmaco anticonvulsivo, como las caracteristicas

farmacocinéticas y farmacodinamicas (Bustamante, 2003).

Los medicamentos anticonvulsivantes son farmacos empleados para prevenir o
reducir la frecuencia o gravedad de los ataques de crisis convulsivas, en el
tratamiento de la epilepsia, el cual esta orientado a evitar estas crisis tratando de
no interferir con la funcién cerebral normal del individuo (Lésher, 2002; Korolkovas
1983). Estos medicamentos pueden inhibir o disminuir la aparicion de las crisis por

tres mecanismos generales (Rodriguez, 2010; Torres, 2011);

v Incremento de la trasmisién por acido gammaaminobutirico (GABA): por
facilitar la activacion de los receptores GABAa, por inhibir la GABA-
transaminasa, enzima encargada de la inactivacion del GABA o por inhibir
la recaptacion del GABA vy liberarlo desde la terminal presinaptica (Zapata,
2005). El acido y-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibitorio
del sistema nervioso central que es reconocido por receptores GABA,,
GABAg y GABAG, el Ay C forman un canal iénico selectivo para el ion CI',
mientras que el B son receptores acoplados a segundos mensajeros que

activan canales de Ca®" y K*. La potenciacién de la inhibicion GABAérgica
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puede conseguirse aumentando la biosintesis, facilitando la liberacion y la
accion sobre el receptor e inhibiendo la recaptacion y la degradacion. Entre
los medicamentos que utilizan este tipo de mecanismo estan las
benzodiacepinas y vigabatrina que potencia el efecto inhibitorio del acido

gammaaminobutirico (Medel, 2011; Armijo, 2003 ).

v' La activacién de receptores para GLU media la trasmision excitadora
rapida, los farmacos anticonvulsivos disminuyen la trasmision excitatoria
mediada por glutamato, es decir, bloquean los receptores de AMPA vy
kainato principalmente, el felbamato y topiramato son los mas comunes
para este mecanismo (Rodriguez, 2010; Torres, 2011).

v Inhibicién de la funcion de los canales i6nicos dependientes de voltaje, la
carbamazepina y el valproato, son medicamentos frecuentemente
empleados, actian disminuyendo la excitabilidad de la membrana neuronal
y la generacidon de potenciales de accion. Esta operacion se realiza por el
bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje, responsable de la
generacion de potenciales de accion. El bloqueo ocurre preferentemente
sobre las células que estan descargando los iones sodio, por ejemplo una
crisis convulsiva. Mientras mayor es la frecuencia de descarga de las
neuronas, mayor debe ser el bloqueo (Rodriguez, 2010). El sitio donde
actlan estos farmacos se encuentra en el lado extracelular del canal y solo
pueden exhibirse durante el estado inactivo, los farmacos mas conocidos
de este grupo son fenitoina, carbamazepina, oxocarbamazepina vy

lamotrigina.

Existen varios tipos de farmacos anticonvulsivos, los clasicos, los cuales
emergieron antes de 1970 y con los cuales pudo lograrse el control de las crisis
epilépticas en el 70% de los pacientes. No obstante en el 30% restante, estos
farmacos no alcanzaban su objetivo, por lo cual a partir de 1990 se desarrollaron

nuevos farmacos, estos con la intension de aumentar la eficacia, reducir los
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efectos adversos y mejorar las caracteristicas farmacodinamicas vy
farmacocinéticas de los anticonvulsivos clasicos. Por tal razén las interacciones
farmacocinéticas son mucho menos frecuentes e intensas que en los clasicos
(Ochoa, 2005).

Uno de los objetivos del tratamiento anticonvulsivo es que debe evitar las crisis
para que asi el paciente tenga una buena calidad de vida. Como ya se mencioné
anteriormente, era comun el tratamiento combinado de dos farmacos, pero varios
estudios demostraron que la monoterapia genera menos efectos secundarios con
igual o incluso mejor control de las crisis. En la actualidad se disponen para el uso
de monoterapias los siguientes farmacos los cuales incluyen carbamazepina,
benzodiacepinas, fenobarbital, fenitoina, primidona y valproato; y los nuevos
farmacos que son gabapentina, lamotrigina, oxocarbamazepina, topiramato,
vigabatrina (Sanchez, 2005; Ochoa, 2005).

3.3 Carbamazepina como anticonvulsivo.

Carbamazepina (5H-dibenzazepina-5-carboxamida) (Figura 1), es un derivado del
iminodibencilo, el cual tiene un grupo carbamilo que le confiere su accién
anticonvulsiva por medio de la inhibicién de canales de Na® dependientes de
voltaje, disminuyendo el flujo de afuera hacia adentro de este i6n a la neurona,
reduciendo las descargas neuronales de alta frecuencia, también parece tener un
efecto sobre los canales de K*, aumentando el flujo de este y disminuyendo el
recambio GABA (Vallejo, 2009). Es un farmaco de la familia de los antidepresivos
triciclicos, fue sintetizada durante el desarrollo del antidepresivo imipramina, se
utilizd principalmente para el tratamiento de la neuralgia de trigémino, antes de
convertirse en el principal farmaco para el tratamiento de las crisis focales (De la
Espriella, 2010).
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Figura 1: Estructura molecular de carbamazepina

Fue sintetizada a principios de 1950, diez afios después se comenzo a utilizar
para el tratamiento de la neuralgia, en 1974 en EEUU aprueban su uso como
agente anticonvulsivo, incluyendo crisis generalizadas tonico-clonicas, simples
parciales o parciales complejas, extendiéndose posteriormente a todos los tipos de
epilepsia excepto las crisis de ausencia. Sus propiedades farmacocinéticas estan
influidas principalmente por dos razones; primero su poca o nula solubilidad con
agua y segundo su capacidad de incrementar su conversion a un metabolito activo

por accion de las enzimas hepaticas (Godoy, 2013).

El volumen de distribucién de este farmaco oscila generalmente entre 0.8 y 1.4
I/Kg y su vida media varia entre 10 y 25 horas en adultos y 8.5y 19 horas en nifios
(Alfonso R., 2003). Es absorbida rapidamente después de su administracion por
via oral, las concentraciones plasmaticas maximas se observan de 2 a 6 horas
después de la ingesta, se une a proteinas plasmaticas alrededor de un 80% y se
metaboliza a 10,11-epoxido de carbamazepina (Figura 2), que es un metabolito
farmacoldgicamente activo, su via de trasformacién principal es a través de la
isoenzima 3A4 del citocromo P450 (Marino,2012). Sélo el 3% del farmaco es
eliminado por via urinaria como el farmaco original sin metabolizar (Bustos, 2012).
El metabolismo continla hasta la Carbamazepina-10,11-dihidroxido y la
conjugacion con acido glucorénico (Muriel, 2007).
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Figura 2. Estructura del metabolito 10,11-epdxido de carbamazepina.

Una parte importante en la evaluacion inicial y seguimiento de pacientes con
intoxicacién por este medicamento, es la determinacién cuantitativa de los niveles
plasmaticos de la droga y su metabolito 10,11-ep6xido. Concentraciones séricas
mayores a 40 g/ml, predicen toxicidad mayor, aunque en niflos puede
considerarse niveles menores (por ejemplo 27 g/ml) debido a su mas rapido
metabolismo en relacion a los adultos. Otro punto de interés en el monitoreo
sérico, es la utilizacion de la relacion cbz/ep6xido, como un indice que refleja la

velocidad de absorcion de la droga desde el tracto gastrointestinal (Godoy, 2013).

La farmacocinética depende principalmente de su poca solubilidad y de la
induccién enzimatica que provoca, lo cual aumenta su propio metabolismo. Desde
su administracion oral, la absorcion del medicamento es lenta y variable pero se
absorbe casi completamente en el tracto gastrointestinal; se distribuye rapido por
los tejidos principalmente en el liquido cefalorraquideo y en el sistema nervioso
central, también en érganos como corazén y pulmones y se metaboliza en el
higado produciendo induccion enzimética, es decir, origina la disminucion de la
concentracion de otras drogas metabolizadas por el citocromo P450, ello hace que
su vida media pueda disminuir o variar y que se requiera un aumento de la dosis

entre las primeras 2 a 8 semanas de tratamiento (Godoy, 2013).

Un tratamiento con medicamentos anticonvulsivos implica la administracion de
dosis bajas, las cuales poco a poco van incrementando con el objetivo de

mantener controladas las crisis, en adultos y nifios >12 afos el tratamiento se
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inicia con 200 mg/dia en dosis iguales y se aumenta semanalmente 200 mg/dia
hasta alcanzar una dosis de 600-1,200 mg/dia (Fejerma, 2009; Weiss, 2010 ).

Los efectos mas comunes son somnolencia, cefalea, diplopia, visién borrosa,
exantema, trastornos gastrointestinales, ataxia, temblor, impotencia sexual,
hiponatremia y neutropenia, vértigo, falta de coordinacion, disartria, temblor,
distonia, asi como, erupciones cutaneas, vomito, diarrea, hepatitis, disfunciéon
hepatica y leucopenia benigna en adultos. Las enzimas hepéticas pueden
aumentar en alrededor de 5-10% de los pacientes que reciben carbamazepina
(Fejerman, 2009; Weiss, 2010). Incluso se puede considerar un farmaco que
puede causar complicaciones hematoldgicas graves como aplasia medular (Calvo,
1998).

Como se mencion6 anteriormente, la mayoria de los farmacos anticonvulsivos son
metabolizados por via hepatica (a excepcion de la gabapentina y vigabatrina que
se metabolizan por excrecién renal sin metabolismo hepatico) esto dependera del
fluo sanguineo hepatico, la concentracion de la albumina (proteina
transportadora), integridad de los hepatocitos y del sistema hepatobiliar; si
existiera alguna alteracion de estos factores ocasionarian cambios en la
biotransformacion, y el acumulo de metabolitos. Las alteraciones de las funciones
hepaticas se ven reflejadas en la elevacion de transaminasas, hepatitis aguda,
hepatitis granulomatosa, colestasia, ictericia hepatocelular, hepatitis, y en

ocasiones, una falla hepatica (Fernande, 2009; Grau, 2013).

Algunas enzimas del CP450 por ejemplo la 3A4 son especificas de higado e
intestinos y contribuyen de manera importante en el metabolismo de mas de la
mitad de los farmacos utilizados clinicamente, se cree que esta enzima puede
inducir hepatotoxicidad; en un estudio reciente se analizaron 13 farmacos entre
ellos la carbamazepina, demostrando que esta aumentaba la actividad del
CYP3A4 induciendo hepatotoxicidad (Hosomi, 2009).
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3.4 Isoindolinas.

Las isoindolinas son compuestos organicos heterociclos, que constan de un anillo
bencénico de seis miembros unido a un anillo de cinco miembros que contiene

nitrogeno (N) en la posicion dos (Figura 3).

NH

Figura 3. Estructura base de una isoindolina

Se sabe que estas moléculas han tenido buena intervencién en la farmacologia,
pues a partir de ellas se han sintetizado compuestos que tienen actividad bioldgica
desde antimicrobiana, antiinflamatoria (Prasad, 2010; Al-Qaisi, 2011), analgésicas,
sedante hipnético, hipoglucemiante, antitumoral, antiangiogénica, hipolipidémica,
con efectos anticonvulsivos y como agentes bloqueadores de neuronas
adrenérgicas (Abdel, 2004; Mufioz, 2009).

Por mencionar algunos ejemplos, el indoprofen es una isoindolina derivada del
acido fenilpropanoico, que a nivel experimental inhibe el dolor tanto agudo como
subcroénico, también derivados de isoindolina inhiben de manera selectiva la
prolildipeptidasa (DPPA) que es una de los blancos de accién de los farmacos
para el tratamiento de la diabetes tipo Il. Las imidazolinas son derivados de las
isoindolinas, ejercen efectos neuroprotectores pues tienen afinidad por los
receptores de imidazolina, las cuales estan ampliamente distribuidas en el
cerebro. La isoindolina-1,3-diona, tiene actividad farmacolégica como sedante,
actualmente un derivado de este compuesto se ha probado como
anticonvulsivante (Acosta Hernandez, 2009).
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Los isoindoles pueden ser sintetizados por eliminaciones de N-isoindolina (1,3-
dihidro-isoindol) asi mismo, facilmente producidos por la reaccion de un nitrégeno
y 1,2-bis-(bromometil)-benceno: por ejemplo la eliminacion pirrdlica de acido

acético del acetato de hidroxilamina ciclico (Joule, 2013).

Se sabe que ciertos aminoacidos se han venido utilizando para la sintesis de
compuestos organicos como Isoindolinas, debido a su composicion quimica se les
denomina a aminoacidos y se les considera neutros, entre los que han tenido
mejor eficacia, son los proteicos como metionina, triptéfano y fenilalanina
(Palacios, 2009).

En un investigacion previa, mediante un estudio tedrico computacional, fueron
evaluadas dos series de isoindolinas (1a-g) y (2a-g), donde se encontré que estas

podrian ser bloqueadores de los canales de Ca" (Mancilla, 2010).

De estas series de isoindolinas se realizd la sintesis y caracterizacion de tres
derivados, de los cuales, mediante el modelo quimico de induccion de
convulsiones por pentilentetrazol (PTZ), se evalu6é su eficacia anticonvulsivante,
pudiendo observar una eficacia en la Isoindolina derivada del L-triptéfano, pues
fue la molécula que mostr6 mayor afinidad con el canal de calcio (Acosta
Hernandez, 2009).

De lo anterior, de la sintesis de la isoindolina derivada de triptofano (S)-2-(1,3-
dihidroisoindol-2il)-3-(1H-indol-3-il)-propanoato de metilo, una vez que ya ha sido
probado como anticonvulsivo y teniendo resultados favorables se hace el
correspondiente estudio del efecto hepatotoxico que pueda llegar a provocar,

comparado con un anticonvulsivo comun, ampliamente utilizado.
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Figura 4. Estructura del compuesto (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2il)-3-(1H-indol-3-il)-propanoato de metilo

3.5 Hepatotoxicidad inducida por farmacos.

De todo lo anterior se puede exponer que al momento de administrar el
tratamiento farmacoldgico, es ineludible el compromiso entre la eficacia de la
terapia y los efectos no deseados, la hepatotoxicidad se refiere generalmente a los
dafios del higado asociados con insuficiencia hepética causada por la exposicion a

un farmaco u otro agente no infeccioso (Risso, 2008).

Muchos de los mecanismos de hepatotoxicidad por medicamentos se deben a la
formacion de metabolitos reactivos, entre los farmacos mas comunes asociados a
la hepatotoxicidad se encuentra el paracetamol, medicamentos anticonvulsivos y
antituberculosos. Los medicamentos con frecuencia estan asociados a aumentos
benignos de las enzimas hepaticas, sin embargo, el dafio hepatico grave esta

reportado en algunos casos, la hepatotoxicidad por farmacos se puede presentar
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con inflamacion, colestasis y la gravedad puede ir desde enzimas
aminotransferasas ligeramente elevadas a insuficiencia hepatica fulminante.
Pacientes con patrones elevados de colestasis presenta elevacion de fosfatasa
alcalina. De forma aguda la hepatotoxicidad se presenta con dolor abdominal y

fiebre como una obstruccion biliar cronica con ictericia o prurito (Sedky, 2012).

Los farmacos anticonvulsivos clasicos son aromaticos (algunos ejemplos son la
fenitoina, fenobarbital y carbamazepina), estos especificamente causan
hepatotoxicidad que puede ser por diferencias genéticas o adquiridas en el
metabolismo del farmaco o por secrecién canalicular, defectos mitocondriales o
muerte celular, estos farmacos anticonvulsivos aroméaticos son metabolizados por
las enzimas del citocromo P450 que generan la acumulacion de metabolitos
reactivos, este es un mecanismo de dafio hepatico. La toxicidad de estos
metabolitos reactivos implica la disfuncion mitocondrial y activacion de TNF-q, los
cuales son responsables de iniciar sefales activadoras de muerte celular de los
hepatocitos, por tanto, estas células mueren por apoptosis, necrosis y autofagia.
Estudios recientes han comprobado que la lesion hepética por carbamazepina
estd asociada con acumulacion de metabolitos 6xidos y disfuncién mitocondrial
(Santos, 2008).

La mayoria de los farmacos se biotrasforman o detoxifican en higado, por lo
regular el metabolismo de las drogas resulta en productos inactivos, la
detoxificacion usando el sistema del citocromo P450 puede dar lugar a metabolitos
activos y potencialmente téxicos. Las sustancias que son metabolizadas por el
higado son lipofilicas o insolubles en el agua, pero el metabolismo enzimético,
convierte las drogas en metabolitos solubles, los cuales son facilmente excretados

por el rifidn (Santos, 2008).
El metabolismo de los farmacos se lleva a cabo por medio de dos fases:

v' Fase I: se involucra al sistema del citocromo P450, e incluyen la oxidacion,
la hidrolisis o la reduccion de las drogas, esta fase se lleva a cabo en el

reticulo endoplasmico.

19



v' Fase II: aqui intervienen las reacciones de conjugacion con el &cido
glucoronico, la sulfatacion, la acetilacion, la conjugacién con el glutation o
los grupos metilos, esta se lleva a cabo en el citoplasma de los hepatocitos
(Chilo, 1999).

Hay 27 familias de genes responsables de las enzimas del citocromo P450, la
subfamilia del CYP3A4 es la responsable del metabolismo de una variedad de
agentes farmacologicos, entre ellos tenemos la carbamazepina, ciclosporina,

dapsona, imipramina, dexametasona, &cido valproico, verapamilo y vincristina.

Existen tres mecanismos principales por los cuales la toxicidad de la droga se
puede desarrollar, como resultado del involucramiento del citocromo P450 (Chilo,
1999).

v El primer mecanismo produce la acumulacién de cantidades excesivas de
droga no metabolizada, la cual es causada por la disminucion de la
actividad del CYP, que generalmente se debe a la inhibicion del CYP por
farmacos. Para que la toxicidad se manifieste se necesita que la droga
madre tenga potencial téxico, la actividad del P450 debe de ser mas baja

de los normal y que no sea metabolizada por otro grupo de enzimas.

v Los metabolitos electrofilicos del citocromo P450 incluyendo las quinolonas
y los epoxidos, estos compuestos se combinan con grupos sulfhidrilos (SH)
a nivel del citosol o proteinas de membrana, estos metabolitos también

dafian el ADN, lo cual puede provocar carcinogénesis.

v' Formacién de radicales libres es mas prominente cuando hay carencia de
oxigeno (Chilo, 1999).

La célula hepatica se puede deteriorar por ejemplo; cuando se dafia la membrana
celular entonces aumenta la probabilidad de necrosis celular, situacion que va a
originar un cuadro clinico de hepatitis aguda o insuficiencia hepatica fulminante; si

el compromiso ocurre en la membrana a nivel del canaliculo y compromete a los
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trasportadores de membrana, probablemente el cuadro clinico sera una colestasia;
si se produce estimulacién enzimatica a nivel de los organeros intercelulares, los
farmacos formaran un complejo con estos y originaran uniones irreversibles, que
provocaran dafio celular y alteraran su funcidn; estos complejos pueden ser
englobados por vesiculas, que se pueden presentar en la membrana celular y
servir de estimulo para una reaccién de tipo inmunoldgica o autoinmune; o puede
estimular diferentes elementos de inflamacion, como el factor de necrosis tumoral,
que produce dafio celular directo; o bien, estos medicamentos o toxicos pueden
alterar algunos organelos, como la mitocondria, provocando dafio por acumulacién
de grasa dentro del hepatocito que seria el mecanismo de sindrome de Reye
asociado al uso de aspirina (Chavez, 2006).

Las reacciones secundarias en el higado se dividen en dos tipos. Las primeras
son consecuencia del aumento de los efectos farmacolégicos, estos pueden ser el
resultado de la formulacion farmacéutica o de factores farmacocinéticas
individuales, que pueden ser; efectos enddcrinos (por ejemplo alteracién en la
hormona antidiurética, esta es causada por carbamazepina), efectos metabdlicos
(metabolismo de calcio, acido félico, etc.), efectos secundarios neurologicos
relativo a la funcién cognitiva, conductual, etc. Y las segundas reacciones
adversas que incluyen reacciones dermatolégicas como erupciones cutaneas,
sindrome de Stevens Johnson, hemorragias, dermatitis, lupus eritematoso
sistémico, etc. (Sell, 2003).

Existen algunos sindromes clinicos asociados a las hepatotoxicidad secundaria a

drogas, a continuacién se mencionaran brevemente algunas de ellas.

Adaptacion hepatica: la cual, es la respuesta de adaptacion a la exposicién del
farmaco por medio de vias antioxidantes, antiapoptoticas y antiinflamatorias,
incluyendo el aumento de los hepatocitos y su adaptacion al farmaco, se
caracteriza por elevacion asintomatica de las transaminasas. Una forma de esta
adaptacion es la estimulacion de enzimas hepéticas microsomales como el
citocromo P450 (Fernandez, 2008).
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Hepatitis aguda: el hepatocito se necrosa, con infiltrado inflamatorio, ocurre por
activacion de los compuestos en el citocromo P-450, esta puede simular una
hepatitis viral, con los mismos malestares, su diagnéstico se basa en niveles

séricos de transaminasas (Fernandez, 2008).

Esteatosis hepatica no alcohdlica: se caracteriza por la acumulacion de grasa en
macro y microvesiculas en los hepatocitos, es provocada como consecuencia de
disfunciéon de diversas vias metabodlicas secundaria a medicamentos (Gutiérrez,
2010).

Hepatitis granulomatosa: esta es tipica de las reacciones inmunitarias por
hipersensibilidad por farmacos, caracterizada por la presencia de granulomas, que
son una agregacion central de células inflamatorias y epiteliales (Rodriguez,
2002).

Colestasis: caracterizada por elevacion generalmente de la fosfatasa alcalina y
bilirrubinas séricas esto por disminucion o ausencia de flujo normal de la bilis
(Moreira, 2006).

Entonces, sabemos que en el higado se realizan muchos procesos inflamatorios
por infecciones viricas, toxicidad por farmacos y metabolitos, procesos
autoinmunes y distintos defectos genéticos, pero en los ultimos afios se ha
sugerido que reacciones adversas por farmacos son las responsables de un
aumento de casos de lesion hepatica. El dafio hepatico inducido por drogas es la
causa mas comun de muerte por fallo hepatico agudo y representa por lo menos el

10% de fallo hepatico a nivel mundial (Tejada, 2010).

3.6 Pruebas de Funcionamiento Hepatico (PFH) y la evaluacion de la
hepatotoxicidad.

Pruebas bioquimicas de funcién hepatica, son utilizadas como tamizaje de
afectacion hepatica (Salcedo, 1998), dentro del test de funcidbn hepatica se

incluyen varios parametros bioquimicos como, aspartato aminotrasferasa (AST),
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alanino aminotrasferasa (ALT), gamaglutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa
alcalina (FA), bilirrubinas, albumina y actividad de protrombina, es importante
recalcar que de todas, solo las tres ultimos miden la capacidad funcional del
higado, siendo los demas potenciales indicadores de dafio hepatico (Moreno,
2007).

v' Aspartato-aminotransferasa (AST), es una enzima bilocular con dos
isoenzimas, una de localizacion mitocondrial y otro citoplasmatico. De vida
media corta (2-4 dias), no es especificamente hepética, ya que su actividad
se encuentra repartida en diferentes tejidos corporales (higado, corazén,
musculo esquelético y eritrocitos).

v Alanino-aminotranferasa (ALT) de localizacion citoplasmatica, situdndose el
90% de su actividad en el higado, por lo que se la puede considerar hepato
especifica. Junto con AST, constituyen el indicador mas utilizado de
enfermedad hepética, Su vida media es mas elevada en plasma que la
AST. Puede presentar alteraciones en relacion a necrosis hepatica de
diferentes causas; shock, insuficiencia cardiaca, anoxia aguda,
traumatismo, etc.

En traumatismos niveles de AST superiores a 450 U/L y de ALT mayores
de 250 U/L son buenos predictores de dafio celular.

Si existe necrosis hepatica masiva la elevacion de AST y ALT es todavia
mayor y, en esta situacion, una caida brusca de ambas enzimas suele ser
de mal prondstico. En hepatitis medicamentosas o toxicas, los niveles de
AST y ALT son muy variables, segin predomine una forma necrética o
colestatica. En caso de que exista una masa ocupante de espacio, sea de
origen tumoral o no, es frecuente el aumento de AST y ALT de dos a tres
veces el valor normal (Dufour, 2008; Servillo., 2013).

v' Bilirrubinas, existen dos fracciones, la no conjugada, cuya elevacién puede
ser debida a un aumento en la produccion de pigmentos 0 a un trastorno en
su captacion por el higado, y la conjugada, cuya elevacion indica siempre
un trastorno en la excreciébn de esta sustancia. Una hiperbilirrubinemia

mixta se puede observar en hepatopatias agudas y crénicas (Ruza , 2003)
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Por otro lado la bilirrubina puede encontrarse alterada en muchos tipos de
enfermedad hepatica o del tracto biliar o por razones inespecificas (Dufour,
2008; Servillo., 2013).

v' Fosfatasa Alcalina: esta enzima esta presente en la mayoria de los tejidos
corporales, principalmente en el epitelio intestinal y en los osteoblastos y en
el higado, donde se halla en las membranas de las sinusoides y
canaliculos. Se le atribuye la participacion en procesos de absorcion y
trasporte. Para confirmar el origen hepatobiliar de la fosfatasa alcalina se
puede medir la concentracion de otras enzimas procedentes del tracto
biliar, en diagnostico de colestasis la concentracion de FA aumenta, debido
a la obstruccion hepatobiliar, se induce la sintesis enzimética en los
hepatocitos adyacentes al canaliculo biliar y se forma una mayor cantidad
de FA (Fuentes Arderiu, Castafeiras lacambra, & Queralto Compafio,
1998).

v Gamma glutamiltranspeptidasa; pertenece a un grupo de enzimas que
cataliza la transferencia de aminoacidos de un péptido a otro, su
concentracion se eleva en la ictericia obstructiva, la colecistitis o las
enfermedades infiltrativas y mas tempranamente que la FA. A pesar de
tener una mayor sensibilidad diagnéstica, su especificidad en menor, ya
gue su concentracion en plasma aumenta también en otros tipos de lesidn
hepatica (hepatitis infecciosa, hepatocarcinoma, esteatosis, etc.) aunque de

forma moderada (Fuentes, 1998).

Pacientes tratados con medicamentos anticonvulsivos de curso asintomatico, en
evaluaciones de pruebas de funcionamiento hepatico, aproximadamente el 60%
de estos pacientes tiene elevaciones de GGT y 10-15% tiene elevaciones en FA.
Valores altos de GGT y de FA deben de sugerir sospecha de ductopenia, que se
caracteriza por pérdida de conductos biliares con riesgo de ictericia y mal
funcionamiento hepatico. Analisis recientes informan que aproximadamente el
30% de los pacientes tienen caracteristicas de eosinofilia y el 20% se encuentra
desarrollando efectos adversos, de los cuales el 15% muestra un aumento de AST
(Bjornsson, 2008; Planjar, 2013).
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El hepatocito es la célula diana habitual del efecto toxico de los medicamentos
sobre el higado, cualquier célula parenquimatosa o0 no parenquimatosa del higado
puede resultar dafiada de forma aislada o combinada, pudiendo similar cualquier

tipo de enfermedad hepética conocida.

Lesiones hepaticas agudas: se definen como las alteraciones con evolucion menor
de 3 meses. A pesar de que la histologia hepatica es la herramienta mas
apropiada para la definicion del patron de lesion hepética, se ha propuesto una
serie de definiciones con el fin de unificar el lenguaje de las reacciones adversas
hepaticas, es decir la clasificacion del tipo de dafio hepatico sobre la base de

criterios de laboratorio (Tejada, 2010):

v' La lesion hepatocelular (citolitica, citotéxica) se caracteriza por un
incremento aislado de ALT mayor del doble del limite superior de la
normalidad o una relacion entre ALT/FA expresada en multiplos del limite
superior de la normalidad mayor de 5.

v' La lesién colestasica se manifiesta por un incremento aislado de Fosfatasa
Alcalina mayor del doble del limite superior de la normalidad o una relacién
entre ALT/FA menor de 2. Dicha lesién puede ser de dos tipos:

- Colestasis blanda, pura o canalicular, este tipo de lesion es poco frecuente
y se caracteriza por ictericia y prurito con transaminasas normales o
minimamente alteradas en ausencia de signos de hipersensibilidad.

- Hepatitis aguda colestasica o variedad hepatocanalilcular, los hallazgos
histoldgicos incluyen inflamacion portal y ductal, y necrosis hepatocitaria,

junto a colestasis prominente de predominio centrolobulillar (Tejada, 2010)

v La lesion hepatocelular/colestasica mixta se asocia al aumento de ALT y FA
mayor del doble del limite superior de la normalidad y una relacion entre
ALT/FA entre 2y 5.

v’ Las lesiones hepaticas crénicas: estas se definen como crénicas cuando las

anormalidades bioquimicas persisten mas alla de tres meses. Las lesiones
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cronicas pueden ser necroinflamatorias (hepatitis crénica activa similar a la
autoinmune), colestasica, fibrosis hepética y cirrosis, lesiones vasculares,

granulomatosas o neoplasicas (Tejada, 2010).

Si bien las reacciones adversas hepaticas relacionadas con la administracién de
farmacos, es decir la hepatotoxicidad, son cuadros que se han hecho
relativamente mas frecuentes y presentan una amplia variabilidad clinica e
histoldgica, y aunque en ocasiones la suspension del farmaco desencadenante es
suficiente para la resolucion del cuadro, es importante la identificacion precoz de
estos cuadros, pues se pueden generar problemas irreversibles que afectan de

manera importante al paciente.
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4. Hipotesis.

La administracion subaguda de un derivado de isoindolina no produce efectos

hepatotdxicos comparada con carbamazepina en ratones de la cepa CD1.

5. Objetivo general.

Realizar un estudio comparativo mediante pruebas de funcionamiento hepatico de
los posibles efectos hepatotoxicos de la administracion oral subaguda de

carbamazepina y un derivado de isoindolinas.

6. Objetivo especifico.
1.- Realizar la administracion oral durante 30 dias de Carbamazepina y el derivado
de Isoindolina en ratones de la cepa CD1.

2.- Efectuar la tomas de muestras sanguineas en los sujetos experimentales los

dias 1, 16 y 31 de la administracién de compuestos.

3.-Realizar las correspondientes pruebas de funcionamiento hepético de los

sueros de las muestras sanguineas.

4.- Comparar los resultados de laboratorio para evaluar la posible hepatotoxicidad

de ambos compuestos.
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7. Planteamiento del problema.

La epilepsia es un conjunto de trastornos neurolégicos cronicos que afectan del
0.5 al 2% de la poblacion mundial. Los farmacos utilizados en la terapéutica de
esta enfermedad se llaman anticonvulsivantes, sin embargo, no ha sido posible
desarrollar un compuesto ideal para el tratamiento de la misma, este debe ser
diario, por lo menos de 3 a 5 afios, sin embargo, en muchas ocasiones se
mantiene de por vida. Los farmacos anticonvulsivos més usados y, que han sido
efectivos para el control de crisis parciales y generalizadas, son fenitoina, acido
valproico, benzodiacepinas y carbamazepina, siendo esta Ultima muy util y
considerada de muy buena accion para crisis parciales complejas. El principal
problema de estos farmacos anticonvulsivos es que, hay que vigilar reacciones
secundarias como pueden ser hematologicas, hepaticas, cutaneas e incluso

efectos sobre el SNC.

Si bien, los derivados de isoindolinas han mostrado poseer actividad biolégica
como anticonvulsivantes, es necesario, por lo mencionado anteriormente, realizar
un proyecto encaminado a evaluar sus posibles efectos toxicos a nivel hepético y
compararlos con carbamazepina, debido a que este es un medicamento

ampliamente utilizado en la terapéutica.
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8. Justificacion.

El uso de tratamientos médicos implica riesgos los cuales deben de tratar de
reducirse al minimo, al utilizar un medicamento se requiere que el beneficio de su
uso sea mayor al de sus efectos no deseados. En la practica el uso de la mayoria
de los medicamentos involucra riesgos para la salud de los pacientes (Armijo,
2001).

Estudios recientes han sefialado que la mayoria de los farmacos
anticonvulsivantes, producen efectos no deseados, desde suefio, nauseas,
erupciones de la piel, disminucion de los glébulos blancos, insuficiencia hepatica y
pancreatica. La gran mayoria de estos farmacos son metabolizados en el higado;
aungque no existe mucha informacion con respecto a la hepatotoxicidad y los
efectos adversos de carbamazepina; existen informes sobre el aumento de

transaminasas en pacientes con tratamiento prolongado.

Si bien en la terapéutica existen una gran variedad de medicamentos para el
tratamiento de las crisis convulsivas, estos generan efectos no deseados, que
muchas veces comprometen la calidad de vida del paciente, por lo que es
necesario comparar los posibles efectos hepatotoxicos entre un derivado de
isoindolina y carbamazepina, con la finalidad de proponer en un futuro a las

Isoindolinas como una alternativa para el tratamiento de las crisis convulsivas.
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9. Materiales y Métodos.

9.1 Disefio experimental.

Este estudio comparativo pretende evaluar el posible efecto hepatotoxico de la
administracion subaguda de un derivado de isoindolina y carbamazepina,
respectivamente. Esta comparacion se llevara a cabo mediante la realizacion de
PFH. Las variables cuantitativas continuas para este estudio seran todos los
analitos mencionados anteriormente, que se incluyen en las pruebas de

diagnostico para la evaluacion del funcionamiento hepético

Para lo cual, se realizara la administracion durante 30 dias del derivado de
Isoindolina y el farmaco control. Teniendo una N = 54 ratones de la cepa CD1, la
obtencion de las muestras sanguineas se llevaron a cabo a las 24 h posterior a la

primera dosis, a los 15 y 30 dias posterior a la administracion.

9.2 Modelo estadistico.

Las variables a evaluar en los modelos experimentales fueron analizadas con
ANOVA de una via paramétrica cuando los datos pasaron los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Para aquellos datos que no cumplieron
dichos supuestos, se utilizé una transformacion a logaritmo base 10, con el mismo
disefio, utilizando el programa Sigmastat 3.5 para Windows. Build 3.5.0.54.2006,
graficando medias + error estandar. Para el caso especifico de las bilirrubinas se
utilizé un modelo lineal generalizado con una distribucion poisson debido a la
existencia de ceros en la base de datos, graficando medias * intervalos de
confianza. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas, cuando p <

0.05 se aplicara la prueba post-hoc de Tukey.

Las graficas se realizaron con el paquete estadistico SigmaPlot para Windows
Version 10.0 Build 10.0.0.54. 2006 y STATISTICA 7.0. StatSoft 84-2004.
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9.3 Compuestos.

Se preparon soluciones para ambos compuestos de 10 mg/Kg para isoindolina y
de 20 mg/Kg para CBZ, para la administracién de los compuestos se utilizé como
vehiculo Propilen Glicol. Para el agente farmacolégico control, se empled, Trepina
(Carbamazepina. Laboratorios Alpharma) el cual fue obtenido en una farmacia
local. Los sujetos experimentales fueron sedados para la toma de muestra
sanguinea, con Sedalpharma (Pentobarbital sédico marca Petspharma).

9.4 Sujetos experimentales.

Para la evaluacién de los posibles efectos hepatotdxicos, se utilizaran ratones de
la cepa CD1 con un peso de 15 hasta 30 gramos. Estos se albergaron en un
bioterio de estancia, en cajas de acrilico transparente con acceso libre a agua y

alimento.

9.5 Preparacion y obtenciéon de las muestras.

Se realiz6 la administracion oral de los compuestos, a los ratones de cepa CD1
por 30 dias en un horario estipulado. Al finalizar la administracién, en el dia 1,16 y

31, segun sea el caso, se realizd la toma de muestra por puncion cardiaca.

Las muestras sanguineas se recolectaron en BD Microtainer ®, especiales para
pruebas de funcionamiento hepético, inmediatamente a la recoleccién se
centrifugan las muestras y se colocaron en copillas para su posterior estudio
bioguimico, en caso de ser necesario su conservacion, esta se hizo mediante

congelacion y sin exposicion a la luz.
9.6 Proceso de las muestras.
Estas se realizaron en el ANALIZADOR VITRO 250, la tecnologia de este equipo

se basa en base seca, esta tiene su inicio en los afos 70°s; actualmente se tienen

tres tipos diferentes de laminas:
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1.- Colorimétricas: es una determinacion de punto final, ya que hace la medicion

una vez terminada la reaccion.

2.- Potenciométricas: Miden el diferencial de potencial entre la muestra y el flujo de

referencia, por medio de un electron de ion selectivo.
3.- Enzimaticas: Se llevan a cabo varias lecturas durante el curso de la reaccion.

Antes del procedimiento de las muestras se procede a hacer el control de calidad
diario el cual se deben de correr una vez al dia, por su parte se realizo la

calibracion de cada uno de los analitos antes del procedimiento de las muestras.

Ratén macho cepa CD1
N=54

Cada poblacion tendra

ISO 10 mg/kg CBZ 20mg/kg VEHICULO | o : gr”ffimcif e
n=18 n=18 n=18 Diz 1, Dia 15, Dia 30
[ a1 | oass ffoimso| | oiaz [omss [fomso| | ot | oiass | piaso |

Administracidn

/

Toma de
muestras

Analisis de
Resultados

Estudio Bioquimico  [r———

Figura. Plan de trabajo.
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10. Resultados

De los andlisis de las muestras bioldgicas se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1. Valores de las muestras sanguineas parala enzima AST:

TRATAMIENTO |Dial(U/L) | TRATAMIENTO |Dia 16 (U/L) | TRATAMIENTO |Dia 31 (U/L)
Vehiculo 214 Vehiculo 348 Vehiculo 270
Vehiculo 377 Vehiculo 192 Vehiculo 360
Vehiculo 690 Vehiculo 173 Vehiculo 310
Vehiculo 336 Vehiculo 326 Vehiculo 270
Vehiculo 500 Cbz 20 mg 310 Vehiculo 290
Vehiculo 196 Cbz 20 mg 242 Vehiculo 320
Cbz 20 mg 313 Cbz 20 mg 440 Cbz 20 mg 300
Cbz 20 mg 603 Cbz 20 mg 670 Cbz 20 mg 610
Cbz 20 mg 696 Cbz 20 mg 500 Cbz 20 mg 240
Cbz 20 mg 500 Cbz 20 mg 250 Cbz 20 mg 890
Iso 10 mg 266 Iso 10 mg 280 Cbz 20 mg 290
Iso 10 mg 173 Iso 10 mg 290 Cbz 20 mg 340
Iso 10 mg 159 Iso 10 mg 220 Iso 10 mg 570
Iso 10 mg 234 Iso 10 mg 340 Iso 10 mg 350
Iso 10 mg 202 Iso 10 mg 200 Iso 10 mg 270
Iso 10 mg 352 Iso 10 mg 300 Iso 10 mg 480
Iso 10 mg 500
Iso 10 mg 700
Tabla 1. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.
Tabla 2. Valores de las muestras sanguineas para la enzima ALT:
TRATAMIENTO | Dia 1 (U/L) TRATAMIENTO |Dia 16 (U/L) |TRATAMIENTO |Dia 31 (U/L)
Vehiculo 79 Vehiculo 115 Vehiculo 100
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Vehiculo 75 Vehiculo 73 Vehiculo 84
Vehiculo 388 Vehiculo 71 Vehiculo 98
Vehiculo 109 Vehiculo 93 Vehiculo 80
Vehiculo 416 Cbz 20 mg 72 Vehiculo 64
Vehiculo 40 Cbz 20 mg 64 Vehiculo 90
Cbz 20 mg 102 Cbz 20 mg 550 Cbz 20 mg 80
Cbz 20 mg 164 Cbz 20 mg 58 Cbz 20 mg 260
Cbz 20 mg 133 Cbz 20 mg 199 Cbz 20 mg 70
Cbz 20 mg 127 Cbz 20 mg 59 Cbz 20 mg 90
Iso 10 mg 28 Iso 10 mg 63 Cbhz 20 mg 80
Is0 10 mg 40 Iso 10 mg 74 Cbz 20 mg 90
Iso 10 mg 45 Iso 10 mg 62 Iso 10 mg 90
Iso 10 mg 54 Iso 10 mg 74 Iso 10 mg 60
Iso 10 mg 29 Iso 10 mg 75 Iso 10 mg 90
Iso 10 mg 89 Iso 10 mg 75 Iso 10 mg 100
Iso 10 mg 90
Iso 10 mg 110
Tabla 2. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.
Tabla 3. Valores de las muestras sanguineas para la enzima ALKP:
TRATAMIENTO |Dia 1 (UI/L) TRATAMIENTO |Dia 16 (Ul/L) | TRATAMIENTO |Dia 31 (UI/L)
Vehiculo 89 Vehiculo 126 Vehiculo 220
Vehiculo 132 Vehiculo 77 Vehiculo 200
Vehiculo 08 Vehiculo 179 Vehiculo 190
Vehiculo 98 Vehiculo 77 Vehiculo 250
Vehiculo 154 Cbz 20 mg 61 Vehiculo 180
Vehiculo 297 Cbz 20 mg 112 Vehiculo 240
Cbz 20 mg 80 Cbz 20 mg 65 Cbz 20 mg 110
Cbz 20 mg 61 Cbz 20 mg 63 Cbz 20 mg 70
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Cbz 20 mg 137 Cbz 20 mg 83 Cbz 20 mg 85
Cbz 20 mg 119 Cbz 20 mg 95 Cbz 20 mg 90
Iso 10 mg 231 Iso 10 mg 144 Cbz 20 mg 91
Iso 10 mg 161 Iso 10 mg 70 Cbz 20 mg 220
Iso 10 mg 188 Iso 10 mg 102 Iso 10 mg 60
Iso 10 mg 78 Iso 10 mg 107 Iso 10 mg 31
Iso 10 mg 214 Iso 10 mg 107 Iso 10 mg 210
Iso 10 mg 168 Iso 10 mg 141 Iso 10 mg 83
Iso 10 mg 85
Iso 10 mg 62

Tabla 3. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.

Tabla 4. Valores de las muestras sanguineas para el analito TBIL:

TRATAMIENTO | Dia 1 (mg/dl) TRATAMIENTO |Dia 16 (mg/dl) | TRATAMIENTO | Dia 31 (mg/dl)
Vehiculo 0.4 Vehiculo 0.6 Vehiculo 1.0
Vehiculo 1.2 Vehiculo 0.4 Vehiculo 0.1
Vehiculo 0.9 Vehiculo 0.2 Vehiculo 0.3
Vehiculo 16 Vehiculo 0.9 Vehiculo 0.1
Vehiculo 16 Cbz 20 mg 0.5 Vehiculo 0.3
Vehiculo 0.7 Cbz 20 mg 0.5 Vehiculo 0.1
Cbz 20 mg 0.8 Cbz 20 mg 15 Cbz 20 mg 05
Cbz 20 mg 2.4 Cbz 20 mg 0.4 Cbz 20 mg 15
Cbz 20 mg 4.9 Cbz 20 mg 1.3 Cbz 20 mg 1
Cbz 20 mg 12 Cbz 20 mg 03 Cbz 20 mg 03
Iso 10 mg 2.8 Iso 10 mg 0.5 Cbz 20 mg 1.3
Iso 10 mg 0.6 Iso 10 mg 0.7 Cbz 20 mg 1
Iso 10 mg 0.1 Iso 10 mg 0.2 Iso 10 mg 1.3
Iso 10 mg 0.4 Iso 10 mg 0.4 Iso 10 mg 1
Iso 10 mg 0.5 Iso 10 mg 0.2 Iso 10 mg 0.8
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Iso 10 mg 0.8 Iso 10 mg 0.2 Iso 10 mg 15
Iso 10 mg 1.7
Iso 10 mg 3

Tabla 4. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.

Tabla 5. Valores de las muestras sanguineas para el analito BI:

TRATAMIENTO

Dia 16 (mg/dl)

TRATAMIENTO

Dia 31 (mg/dl)

TRATAMIENTO | Dia 1 (mg/dl)
Vehiculo 0.1 Vehiculo 0 Vehiculo 0.1
Vehiculo 0 Vehiculo 0 Vehiculo 18
Vehiculo 0 Vehiculo 0 Vehiculo 0.4
Vehiculo 0 Vehiculo 0.1 Vehiculo 0.9
Vehiculo 0 Cbz 20 mg 0.1 Vehiculo 0.4
Vehiculo 0 Cbz 20 mg 0.2 Vehiculo 15
Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 3
Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 0.2 Cbz 20 mg 0.5
Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 1.5
Cbz 20 mg 0.1 Chz 20 mg 0 Cbz 20 mg 3
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0.1 Cbz 20 mg 2
Iso 10 mg 0.1 Iso 10 mg 0 Cbz 20 mg 0.9
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0.1
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0.1 Iso 10 mg 0.1
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0.2 Iso 10 mg 3
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 3
Iso 10 mg 0.1
Iso 10 mg 0.2

Tabla 5. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.
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Tabla 6. Valores de las muestras sanguineas para el analito BD:

TRATAMIENTO

Dia 16 (mg/dl)

TRATAMIENTO

Dia 31 (mg/dl)

TRATAMIENTO | Dia 1 (mg/dl)
Vehiculo 0 Vehiculo 0.2 Vehiculo 0.3
Vehiculo 0.7 Vehiculo 0 Vehiculo 1
Vehiculo 0.6 Vehiculo 0 Vehiculo 0.5
Vehiculo 0.6 Vehiculo 0 Vehiculo 1
Vehiculo 0.5 Cbz 20 mg 0 Vehiculo 0.7
Vehiculo 0.1 Cbz 20 mg 0 Vehiculo 1
Chz 20 mg 01 Cbz 20 mg 0.9 Cbz 20 mg 17
Cbz 20 mg 0.4 Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 3
Chz 20 mg 11 Cbz 20 mg 0.4 Cbz 20 mg 2
Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 0 Cbz 20 mg 1.5
Iso 10 mg 1 Iso 10 mg 0 Cbz 20 mg 0.1
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0.2 Cbz 20 mg 1
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 1.7
Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 1.5
Iso 10 mg 0.2 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 0
Iso 10 mg 04 Iso 10 mg 0 Iso 10 mg 2
Iso 10 mg 15
Iso 10 mg 1.7

Tabla 6. En donde Cbz= Carbamazepina e Iso= Isoindolina.
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Los datos se muestran como la media = el error estandar, en las siguientes

graficas:
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Gréfica 1. Muestran el efecto de la administracién de Cbz. e Iso. en las concentraciones de AST, en los
grupos Vehiculo (Vh), Carbamazepina (Cbz) e Isoindolina (Iso). Existiendo diferencias entre los grupos
del Dia 0, entre Cbz e Iso donde p<0.05 (*)

La gréfica 1 muestra diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
Cbz e Iso para el dia 1 (F(s,0.05= 5.03, p= 0.020). Para el resto de los grupos (dia
15y 30) no se observan diferencias estadisticamente significativas (Fs, 0.05= 2.38,
p=0.132) y (F17,0.05)= 2.05, p= 0.163), respectivamente.
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Grafica 2. Efecto de la administacion de Cbz e Iso en la concentracion de ALT después del tratamiento,
donde Vehiculo= Vh, Carbamazepina= Cbz e Isoindolina= Iso. No existen diferencias en estos grupos.

En la gréfica 2 estadisticamente se observan diferencias estadisticas en dia 1,
entre Iso con Vh y Cbz (Fs5,0.05= 5.05, p= 0.024).

Para el dia O (F(15,0.05= 5.05, p= 0.024). Para el dia 15 (F(4, 0.055= 0.498, p=0.620) y
para dia 30 (F(17,0.05)= 0.370, p= 0.697).
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Grafica 3. Efecto de la administracion de Cbz e Iso en la concentracion de FA, después del tratamiento;
donde Vh=Vehiculo, Chz=Carbamazepina e Iso=Isoindolina. Existen diferencias entre los grupos para
dia 30; Vh con Cbz, e Vh con Iso, donde p<0.05 (*)

La gréfica 3 no muestra diferencia estadistica significativa entre los grupos de dia
1 (Fas,0.05= 2.782, p= 0.099) y dia 15 (Fus,0.05= 2.070, p= 0.166), para dia 30 se
observan diferencias entre el grupo de Vh con el de Cbz (Faus o005= 7.820,

p=0.022) e 150 (Fs, 0.05)= 7.820, p=0.006).
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Grafica 4. Se muestra el efecto de la administracion de Cbz e Iso en la concentracion de TBIL. Donde
se observan los valores de las concentraciones de la enzima de los grupos Vehiculo (Vh),
Carbamazepina (Cbz) e Isoindolina (Iso). Para el Dia 30 se observan diferencias entre Vh y Cbzy Vh e
Iso, donde p=0.05 (¥)

En la grafica 4 no se muestra diferencias significativas entre los grupo del dia 1
(Fas,0.05= 2.273, p= 0.142) y dia 15 (F(4, 0.05)= 1.608, p=0.238), para dia 30 se
observa una diferencia entre Vh y Cbz e Iso (F7,0.05= 27.893, p= <0.001) en
ambos casos.
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Para las siguientes gréaficas, se utilizo un modelo lineal generalizado con una

distribucion poisson graficando las medias * intervalos de confianza.
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Gréfica 5. Efecto de la administracion de Cbz. e Iso, en la concentracidon de Bl 0 no conjugada para los
grupos Vehiculo (Vh), Carbamazepina (Cbz) e Isoindolina (Iso). No existen diferencias en estos grupos.

La gréafica 5 no muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupo,
(% 2, 0.05= 0.0104, p= 0.994).
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Gréfica 6. Efecto de la administracion de Cbz. e Iso. en la concentracion de BC o conjugada durante el
tratamiento; donde Vh=Vehiculo, Cbz=Carbamazepina e Iso=Isoindolina. No se encontraron diferencias
en estos grupos.

En la grasfica 6 no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los grupo, (X% (2, 0.05= 0.9023, p= 0.6368).
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11. Discusioén

Respecto a las enzimas AST y ALT, siendo esta Ultima mas hepatoespecifica,
podemos notar una elevacion en ambas para las concentraciones de Cbz del Dia
30. En relacion con lo mencionado en la literatura donde no se ha demostrado que
la determinacion de una sola de las transaminasas tenga mayor interés clinico, se
ha distinguido la determinacién de ambas, teniendo cierto valor diagndéstico en
etiologia hepatica, donde los valores de ALT son superiores a los de AST, por lo
gue mencionar una hipertransaminasemia de origen hepatico sugiere agresion
hepatica lenta, cirrosis, esteatosis, inflamacién, casos de hepatitis cronicas, viricas

0 toxicas (Sanchez, 2004).

Por su parte los resultados obtenidos para la fosfatasa alcalina (FA), muestran una
disminucién del grupo de Cbz en relacion al grupo control. Aunque la FA es una
enzima que esta en casi todos los tejidos del organismo, incluyendo huesos,
intestinos, higado, vias biliares, etc. podemos observar valores alterados en
patologias de tipo hepatobiliar, cirrosis biliar, metastasis hepaticas, higado graso y
patologias hepaticas graves como cirrosis y hepatitis (inflamacién del higado) en
donde la fosfatasa alcalina estd menos aumentada que las transaminasas AST y
ALT (Dufour, 2005; Revista el médico interactivo, 2011; Alonso, 2013).

Para el caso de las bilirrubinas se expresa elevado el grupo de Chz en relacion al
grupo normal. Segun la literatura dentro de las causas mas importantes para la
hiperbilirrubinemia indirecta estan la hepatitis por drogas, sobreproduccion por
hemolisis, eritropoyesis ineficaz, anemias causada por deficiencia de vitamina
B12, &cido folico y fierro, en estos casos las enzimas hepaticas estaran normales;
otra causa es la disminucion en la captacion y almacenaje de bilirrubina por el
hepatocito que puede ser por farmacos o algun sindrome, y por ultimo debido a la
disminucion de la conjugacion de bilirrubina causada por deficiencia de la enzima
glocoronil tranferasa, esta deficiencia puede presentarse de manera congeénita o
provocada por ciertas drogas. La hiperbilirrubinemia directa se puede presentar

por una alteracion en la excrecion intrahepatica por desérdenes hereditarios;
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alteraciones en la excrecion intrahepatica por desordenes adquiridos, como
hepatitis cronicas de diversas etiologias; y obstruccion biliar extrahepatica (Calmet
Bruhn, 2011).

Segun la informacion anterior, el comportamiento de los analitos para el grupo de
Cbz. podria sugerir un dafio hepatico, justificado por la alteracion de las
transaminasas, probablemente una hepatitis. Para poder complementar este
supuesto, seria importante poder constatarlo con la observacion del corte
histologico del higado del animal, en busca de algun tipo de inflamacién o

caracteristica que indique dafo hepatico.

En lo que corresponde a los grupos de Isoindolina, si bien la AST muestra un
aumento levemente mayor que Cbz, para los demas analitos las concentraciones
de Iso son menores que esta, considerando lo anterior la AST podria haber salido
alterada por factores ajenos a la administracion del medicamento, por ejemplo la

manipulacion o estrés del animal.
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12. Conclusiones

Durante los primeros 15 dias de tratamiento, las concentraciones de todas las
pruebas bioquimicas de los grupos experimentales no se observan afectadas, lo

cual indica que no hay dafo a nivel hepatico hasta esta etapa del tratamiento.

A los 30 dias de tratamiento, los niveles de AST, ALT vy bilirrubinas, se encuentran
elevados para los grupos Cbz e Iso, sin embargo, las concentraciones en el grupo
de Isoindolina son menores al ser comparadas con el control farmacoldgico. Por lo
anterior podemos decir que, bioquimicamente los sujetos experimentales para el
dia 30 de Cbz pudieran cursar un proceso inflamatorio a nivel hepético, presuntivo

de hepatitis.

Por lo que, a este nivel de tratamiento los efectos hepatotoxicos causados por Cbz

son mayores a los que genera el derivado de Isoindolina.

13. Propuesta.

Sugerimos realizar el mismo estudio comparativo de la administracion cronica de
los compuestos, el cual podria realizarse durante 90 dias de administracion,
sugiriendo una toma de muestra los dias 30, 60 y 90. Para lo cual se necesitara
animales de mayor tamafio y facil manipulacién, por ejemplo ratas de la cepa
Wistar. Este estudio evidenciaria el dafio a nivel hepético, debido a que la mayoria
de las terapias con estos farmacos estan estipuladas de por vida y bajo un uso
cronico. Por lo tanto nos permitirh poder observar una diferencia mas marcada

entre cada grupo experimental.

De igual manera, es necesaria la valoracibn de los cortes histoldégicos
provenientes de tejido hepatico de los sujetos en tratamiento, para hacer mas

preciso este tipo de estudios.
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