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1. Resumen 

La epilepsia consiste en un conjunto de trastornos neurológicos crónicos 

que tienen en común la existencia de episodios repentinos y transitorios 

(conocidas como crisis) de descargas anormales y sincrónicas de un grupo de 

células del sistema nervioso central (SNC). El tratamiento farmacológico está 

orientado a evitar las crisis convulsivas, tratando de no interferir con la función 

cerebral normal del individuo. Los fármacos empleados en el tratamiento de las 

crisis convulsivas se denominan anticonvulsivantes, la selección de éstos, se da 

con base a diferentes criterios, entre los que se encuentran: el diagnóstico del tipo 

de crisis, el mecanismo de acción del fármaco, eficacia, tolerancia y efectos 

secundarios. Si bien en la terapéutica existen diversos medicamentos para el 

control de las crisis convulsivas estos no son siempre eficaces, además, algunos 

de ellos pueden llegar a producir efectos adversos en administraciones crónicas 

en los pacientes, por lo que es necesario continuar con el desarrollo y/o 

descubrimiento de moléculas que mejoren la eficacia anticonvulsivante y generen 

menores efectos adversos con la finalidad de proponerlas como una posible 

alternativa para el tratamiento de la epilepsia. En un estudio previo se evidenció 

que las moléculas heterocíclicas conocidas como isoindolinas-2-substituidas 

poseen efectos anticonvulsivantes. Mediante la técnica de docking, se determinó 

la interacción de una serie de isoindolinas con el canal de Ca2+ tipo L. Posterior al 

estudio computacional, se realizó la síntesis selectiva y seguida de su respectiva 

caracterización mediante técnicas espectroscópicas. El modelo biológico se llevó a 

cabo en ratones macho de la cepa CD1, administrándose durante 30 días el 

derivado de isoindolina (10 mg/Kg) y carbamazepina (20 mg/Kg) y evaluándose el 

efecto anticonvulsivante los días 0, 15 y 30, respectivamente, utilizando el modelo 

químico de inducción convulsiones por pentilentetrazol (PTZ, 50 mg/Kg). En estos 

experimentos, el derivado de isoindolina mostró ser más eficaz que 

carbamazepina, observándose un mayor efecto protector al aumentar el tiempo de 

latencia y disminuir tanto el tiempo de duración y recuperación a la crisis 

convulsiva. En el modelo de hepatoxicidad, de acuerdo con los resultados de las 

enzimas determinadas, los sujetos a los cuales se les administró el derivado de 
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isoindolina no presentan elevaciones significativas de los diferentes analítos. Para 

el caso de carbamazepina, se observó un aumento en la enzima aspartato amino 

transferasa, bilirrubinas directa e indirecta, lo cual pudiera ser indicativo de una 

hepatitis de origen farmacológico. 
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Abstract 

Epilepsy is a group of chronic neurological disorders have in common the 

occurrence of sudden and transitory episodes of abnormal discharge on a group of 

neurons in a central nervous system. Pharmacological treatment of epilepsy is 

focused to preventing seizures, trying not to interfere with normal brain function or 

produce undesirable effects that affect the quality of life of patients. The treatment 

of this disease is the chronic administration of anticonvulsant drugs (AEDs), 

however, approximately 30% of patients with epilepsy have recurrent seizures. 

Additionally, major concerns of pharmacotherapy of epilepsy include high 

incidence of severe side effects and pharmacoresistance which are factors that 

promote to researches looking for compound with anticonvulsant activity that 

enhance anticonvulsant efficacy and fewer adverse effects. Previously, a 

computational theoretical study was performed and evaluate two series of 

isoindolinas as possible L-type Ca2+ channel (LCC) blockers; the results of this 

screening support ours hypothesis. Also values of ΔG allow selecting that 

compound that shows more stability and consequently greater affinity, and then we 

perform their respective synthesis. The biological model was conducted in CD1 

male mice, administered for 30 days the isoindoline derivative (10 mg/kg) and 

carbamazepine (20 mg/Kg) and evaluated the anticonvulsant effect at days 0, 15 

and 30, respectively, using the model of chemical seizure induction by 

pentylenetetrazole (PTZ, 50 mg/Kg). The isoindoline derivative shown has a 

greater biological efficacy and potency when administered chronically in CD1 male 

mice, maintaining the same protective effect on the PTZ model throughout 

treatment. In hepatotoxicity model the isoindoline group not shown significant 

elevations of the different analytes, however, carbamazepine group, increased 

aspartate aminotransferase, direct and indirect bilirubin, which could be indicative 

of drug-induced hepatitis. 
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2. Introducción 

La epilepsia es un conjunto de trastornos neurológicos crónicos que afectan 

del 0.5 al 2% de la población mundial, está patología consiste la existencia de 

episodios repentinos y transitorios de descargas anormales y sincrónicas de un 

grupo de neuronas del SNC. En el tratamiento de esta enfermedad se utilizan 

fármacos llamados anticonvulsivantes (Uldall, 2006; Conn, 2003). 

 Las isoindolinas son compuestos heterociclícos formados por un anillo 

aromático unido a un ciclo de 5 miembros con un átomo de nitrógeno en la 

posición 2 del anillo. Son importantes intermediarios en la síntesis de nuevos 

medicamentos con diversas actividades biológicas como antihipertensivos, 

diuréticos, antiinflamatorios, por mencionar algunos ejemplos (Sanna, 1985; 

Cignarella, 1981). En un trabajo previo, fueron evaluadas una serie de 

isoindolinas, las cuales, mediante el método computacional de acoplamiento 

molecular evidenciaron la naturaleza de las interacciones de los mismos con la 

estructura cristalizada del canal de Ca2+ tipo L (Mancilla, 2010). En este trabajo, 

se evaluó la eficacia anticonvulsivante del (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2-il)-3-(1H-indol-3-

il)propanoato de metilo y carbamazepina en el modelo agudo de inducción de 

convulsiones por PTZ, además de determinar los posibles efectos adversos a nivel 

hepático de la administración crónica de estos compuestos. Los resultados 

muestran que el derivado de isoindolina posee un mayor efecto protector que 

carbamazepina, reduciendo los tiempos de latencia, duración y recuperación a la 

crisis convulsiva, no encontrándose diferencias en los distintos tiempos de 

administración (0, 15 y 30 días). De la misma manera en el modelo de toxicidad 

los resultados mostraron que los sujetos experimentales del grupo carbamazepina 

en el día 30 de tratamiento presentaron niveles elevados en las enzimas aspartato 

aminotransferasa, fosfatasa alcalina, bilirrubina directa e indirecta, lo cual sugiere, 

una posible hepatitis de origen farmacológico comparado con el grupo vehículo e 

isoindolina. 
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3. Antecedentes 

 3.1 Epilepsia 

3.1.1 Epidemiología 

La epilepsia consiste en un conjunto de trastornos neurológicos crónicos 

que tiene en común la existencia de episodios repentinos y transitorios de 

descargas anormales y sincrónicas de un grupo de neuronas del SNC, 

frecuentemente acompañadas por desórdenes del estado de ánimo y deficiencias 

cognitivas (Xu, 2013; CDC, 2011; Gaby, 2007; Uldall, 2006).  

Estudios epidemiológicos indican que es uno de los trastornos neurológicos 

más importantes, afectando alrededor del 1% de la población mundial, es decir, 

que entre 4 y 10 personas por cada 1000 habitantes padecen esta patología (de 

Biase, 2014; Xu, 2013; CDC, 2011; Suarez, 2007). Existen alrededor de 60 

millones de casos en el mundo (Buenafe, 2013), de los cuales, se calcula que 

aproximadamente el 85% de éstas viven en países en vías de desarrollo (Leppik, 

2013; CDC, 2011; Bell, 2001). La incidencia anual de epilepsia en estos países es 

de 68.7 por cada 100,000 habitantes mientras que en países industrializados es 

de 47.4 por cada 100,000 (Leppik, 2013). 

Se estima que la epilepsia afecta alrededor de 2.5 millones de personas en 

Estados Unidos, diagnosticándose 200,000 nuevos casos de epilepsia cada año 

(CDC, 2011). En México, se considera que existe un aproximado de 900,000 

personas con epilepsia, de las cuales, tres cuartas partes son menores de 20 años 

(Rubio, 2007; Rubio, 2000). 

En un individuo sano, la actividad neuronal se mantiene en un estado de 

equilibrio dinámico regulado por procesos neuronales inhibitorios y excitatorios, 

una variación en estos mecanismos puede generar la epilepsia (Olsen, 1997; 

Mody, 1993). 

  



10 
 

3.1.2 Etiología 

Esta patología puede deberse a diferentes causas entre las que se 

encuentran factores genéticos, estructurales, metabólicos y en otras se desconoce 

la causa (Xu, 2013). La epilepsia se divide en dos tipos, las primarias o idiopáticas 

que son de origen desconocido y las secundarias o sintomáticas. Estas últimas, se 

consideran secundarias a un proceso patológico del SNC de causa conocida como 

hipoxia, infecciones, traumatismos, malformaciones congénitas, alteraciones 

innatas del metabolismo, neoplasias e intoxicaciones (CDC, 2011; Gómez-

Alonso, 2011; ILAE, 2010, 1989). La epilepsia idiopática, se define como un 

padecimiento asociado a una aparente predisposición genética, siendo la crisis 

convulsiva la única manifestación de la enfermedad (Gómez-Alonso, 2011; ILAE, 

2010; 1989). 

3.1.3 Clasificación de las crisis convulsivas 

Esta clasificación facilita la selección del fármaco anticonvulsivante, la cual 

depende exclusivamente del tipo de crisis (Rubio, 1997). De acuerdo a la Liga 

Internacional contra la Epilepsia (por sus siglas en ingles ILAE) las crisis se 

dividen de la siguiente manera (Gómez-Alonso, 2011; ILAE, 2010, 1989;): 

Generalmente, la epilepsia requiere de un tiempo de latencia para 

manifestarse, en un inicio el cerebro funciona de manera normal hasta una etapa 

de desarrollo del individuo o bien después de algún tipo de daño (Sarvic, 2014; 

Dichter, 1997). De esta manera podemos llamar epileptogénesis al proceso 

dinámico por el cual el cerebro se convierte en epiléptico y comienza a generar 

crisis espontáneas y recurrentes (Lóscher, 2002; Dichter, 1997; Engel, 1989). 
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3.1.3.1 Crisis convulsivas parciales 

Estas se caracterizan porque la actividad electrónica anormal queda 

restringida en cierta área formando lo que se conoce como foco epiléptico, 

pudiendo restringirse a un hemisferio cerebral. Por otra parte, las crisis parciales 

se clasifican en simples, aquellas en las que la conciencia no se ve alterada, 

mientras que en las parciales complejas existen una pérdida de la misma (Gómez-

Alonso, 2011; ILAE, 2010, 1989). 

3.1.3.2. Crisis convulsivas generalizadas 

En este tipo de crisis involucra a ambos hemisferios cerebrales. La crisis 

inicia en un área del cerebro y se propaga al resto del mismo. Existe alteración de 

la conciencia, la cual puede ser la manifestación inicial, las crisis generalizadas, 

pueden subdividirse en crisis convulsivas (crisis tónicas, clónicas y tónico-clónicas) 

y crisis no convulsivas (crisis de ausencia, mioclónicas y atónicas) (Gómez-

Alonso, 2011; ILAE, 2010, 1989). 

 

En condiciones normales el potencial de acción se inicia con la apertura de 

los canales de Na+ seguido de despolarización y apertura de los canales de Ca2+, 

el calcio se acopla a las proteínas fijadoras de calcio en el citoplasma y es 

transportado a la mitocondria para evitar una concentración excesiva que pudiera 

llegar a ser citotóxica, por último se abren los canales de K+, que repolarizan a la 

célula para que pueda haber una nueva despolarización (Valsecia, 1999). 
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Figura 1. Representación de las fases de un potencial de acción (Valsecia, 1999). 

En la epilepsia, las neuronas son capaces de producir cambios paroxísticos 

de despolarización (PDS por sus siglas en inglés ), que inician con cambios en la 

permeabilidad de la membrana neuronal seguido de una serie de potenciales de 

acción de alta frecuencia generando una despolarización mantenida hasta que la 

neurona compensa con una hiperpolarización para después alcanzar un potencial 

de reposo. El inicio de la descarga se atribuye a la activación de canales Na+ 

acoplados a receptores glutamatérgicos de tipo AMPA y KA que permiten una 

entrada rápida de sodio despolarizando la membrana, la despolarización 

mantenida y las descargas de alta frecuencia es atribuido a la estimulación de 

receptores a glutamato del tipo NMDA, que permiten la entrada de calcio de 

manera lenta a la célula asociada a corrientes de calcio dependientes de voltaje. 

La hiperpolarización está mediada por un componente de respuesta rápida por 

activación de canales de cloro acoplados a receptores GABAA y mecanismo lento 

mediado por la activación de canales de potasio dependientes de voltaje y 

asociados a receptores GABAB, que limita la extensión de la descarga. Una 

neurona o grupo de neuronas desincronizadas no son capaces de producir 

alteraciones, para producir la despolarización sostenida se necesita que varias 

células tengan PDS de forma sincrónica, para después amplificarse lo suficiente 

para generar una crisis (Delgado-Escueta, 1999; Ayala, 1973).  

Potencial de reposo 

Hiperpolarización 

Repolarización 
Despolarización 
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Figura 2. Esquema representativo de las fases de un PDS (Valsecia, 1999). 

  

Despolarización 

Despolarización 
sostenida 

Hiperpolarización 

Potenciales de 
alta frecuencia 
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3.2 Tratamiento farmacológico de las crisis convulsivas 

La terapia farmacológica representa la primera línea de tratamiento de la 

epilepsia y es efectiva en la mayoría de los pacientes (Gaby 2007; Glauser, 2006; 

Shorvon, 1996). A pesar de la aparición de nuevos fármacos anticonvulsivos, 

aproximadamente el 30% de los pacientes con epilepsia experimentan crisis 

convulsivas recurrentes y muchos experimentan efectos secundarios indeseables. 

Por lo que, existe la necesidad de desarrollar nuevas fármacos que sean más 

eficaces y seguros, los cuales, además, reduzcan la frecuencia y la gravedad de 

las crisis (de Biase, 2014; Chung, 2010). 

El tratamiento farmacológico de la epilepsia está orientado a evitar las crisis 

convulsivas, tratando de no interferir con la función cerebral normal o producir 

efectos indeseables que afecten la calidad de vida del paciente (Ben-Menachem, 

2014; Piana, 2014; Leppik, 2013). Estos fármacos se denominan 

anticonvulsivantes, los cuales se seleccionan con base a diferentes criterios: el 

diagnóstico de tipo de crisis, el mecanismo de acción del fármaco, la eficacia, 

tolerancia y los efectos adversos (Ramos-Morales, 2012; Glauser, 2006). 

Los principales mecanismos de acción de los fármacos anticonvulsivantes 

son los siguientes (Cascino, 2011; Bamagous, 2010; Rodriguez, 2010; 

Stafstrom, 2010): 

 Favorecer mecanismos inhibitorios: agentes GABAérgicos, inhibición de la 

GABA transaminasa, disminución de la recaptura de GABA en la sinapsis, 

aumento de la síntesis de GABA. 

 Disminución de los mecanismos excitatorios: bloqueo de los receptores 

NMDA y AMPA o disminución de la liberación de neurotransmisores 

excitatorios. 

 Estabilización de la membrana neuronal: bloque de canales de Na+ y Ca2+. 
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Los anticonvulsivantes según su mecanismo de acción pueden clasificarse 

en fármacos específicos y no específicos. Los primeros actúan modificando la 

conducción de iones a nivel de la membrana excitable. Los no específicos tienen 

efecto depresor del SNC al relacionarse con la acción de GABA (Bamagous, 

2010; Rodriguez, 2010). 

Tabla 1 muestra la estructura y mecanismo de acción de algunos fármacos 

anticonvulsivantes de primera generación (Cascino, 2011; Rodriguez, 2010; 

Stafstrom, 2010; Conn, 2003). 

Fármaco Estructura Mecanismo de acción 
Hidantoínas  

 

 

Eficaz contra todos los tipos de 
convulsiones parciales y tónico-
clónicas excepto para las crisis de 
ausencia. El mecanismo de acción no 
es del todo claro, existe evidencia de 
que ejerce efecto a nivel de canales 
iónicos y estabilización de la 
membrana celular. 

Barbitúricos 
(fenobarbital) 

 
 

 

Posee una toxicidad relativamente 
baja, es barato y se conserva como 
uno de los fármacos más eficaces y de 
mayor uso. El mecanismo de acción 
de este fármaco incluye posiblemente, 
la inhibición sináptica por una acción 
en el receptor GABAA, incrementando 
la conducción intracelular 
postsináptica de Cl

-
, reduciendo la 

excitabilidad neuronal.  
Desoxibarbitúricos 
(primidona) 

 

Si bien el mecanismo de acción no es 
del todo claro, se cree que es similar a 
fenobarbital. 

Iminoestilbenos 
(carbamazepina) 

 

 

Se emplea para el tratamiento de las 
crisis tónico-clónicas y en las crisis 
parciales simples o complejas. Este 
medicamento ejerce un efecto 
estabilizador sobre las membranas 
excitables reduciendo el flujo de iones 
Na

+
, esto se debe a que inhibe los 

canales Na
+ 

de dependientes de 
voltaje. 

Succinimidas 
(etosuccimida) 

 

 

Eficaz contra las crisis conocidas 
como pequeño mal. El mecanismo de 
acción de las succinimidas 
probablemente implica a los canales 
de Ca

2+
, inhibiendo la Na

+
/K

+
/ATPasa, 

inhibiendo la GABAaminotransferasa, 
teniendo un efecto importante sobre 
los canales de Ca

2+
 reduciendo la 
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actividad de los canales tipo T. 
Oxazolidindionas 
(trimetadiona) 

O

NO

O

CH3

H3C

H3C  

Este medicamento ejerce su 
mecanismo de acción regulando la 
entrada de Ca2+ al canal tipo T. 

Benzodiacepinas 
(clonazepam)  

N

H
N

O

Cl

N
+

O

O
-

 

El clonazepam es un fármaco de 
acción prolongada con eficacia sobre 
las crisis de ausencia y en algunos 
casos en las crisis mioclónicas. Su 
mecanismo de acción se lleva a cabo 
aumentando la conductancia de Cl

-
 

inducido por GABA, reduce la 
excitabilidad neuronal aumentando la 
conductancia de K

+
 dependiente de 

Ca
2+

. 

Ácido valproico  

 

Varios estudios indican que los niveles 
del GABA se ven aumentados a nivel 
de SNC posterior a la administración 
del medicamento, aunque el 
mecanismo de este fenómeno no se 
conoce aún. Este fármaco inhibe la 
GABA transaminasa y la recaptación 
de GABA a nivel neuronal.en las 
neuronas. 

 

A pesar de que existen en el mercado una gran variedad de medicamentos, 

no existe un fármaco ideal para el tratamiento de la epilepsia, por lo cual, es 

necesario el desarrollo de nuevos compuestos los cuales propongan una nueva 

alternativa para la terapia de esta enfermedad, disminuyendo los diferentes 

efectos adversos que generan los fármacos actualmente en uso. Por ejemplo, se 

sabe que etosuccimida causa cansancio, insomnio, dolor de cabeza y conducta 

psicótica (Posner, 2005; Wallace, 1996), por otro lado, carbamazepina, 

oxocarbamazepina, fenobarbital, ácido valproico y fenitoína pueden generar 

elevación de las enzimas hepáticas (Fredriksson, 2014; Maheswari, 2014; 

Chakrakodi, 2013; Planjar-Prvan,2013). 
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3.3 Isoindolinas 

 Las isoindolinas, son importantes intermediarios para la síntesis de nuevos 

medicamentos los cuales presentar diversas actividades biológicas (Mancilla, 

2010; Sanna, 1985; Cignarella, 1981). Las isoindolinas-2-substituidas derivadas 

de aminoácidos pueden ser sintetizadas por los siguientes métodos (Trejo-Muñoz 

2014, 2013; Mancilla-Percino, 2001): 

a) Alquilación de isoindolinas 

b) Alquilación y reducción de talamidas 

c) Ciclocondensación de α, α´-dibromo-ο-xileno con aminas primarias 

d) Ciclocondensación de α, α´-dibromo-ο-xileno con α-aminoácidos 

3.3.1 Aplicaciones biológicas de las isoindolinas 

Dentro de las aplicaciones biológicas de estos compuestos destacan su 

actividad antiviral (Hashimoto, 2002; Berger, 1999), de igual manera han 

mostrado actividad antiinflamatoria y diurética (Kumar, 2013; Matalka, 2012; 

Qinna, 2012; Shakir, 2012; Mancilla, 2010). Por lo que han sido empleados en el 

tratamiento de enfermedades coronarias y han sido evaluados como 

neurobloqueadores α y β adrenérgicos (Zhao, 2014; Mancilla-Percino, 2010 

Sanna, 1985), de igual manera, poseen efecto sedante (Hashimoto, 2002), han 

mostrado efectos hipoglucemiantes (Tso, 2014; Sou, 2002, Takahashi, 2000), 

hipolipemiantes (Chapman, 1984: Chapman, 1983; Hall,1983; Chapman, 1979;), 

antitumoral (Aliabadi, 2014; Zhang, 2013; Shultz, 2011; Al-Soud, 2001), así 

mismo, han mostrado actividad antioxidante (Kálai, 2011). Recientemente 

derivados de la isoindolina-1,3-diona ha sido evaluada como inhibidor de 

acetilcolinesterasa a nivel de SNC (Mohammadi-Farani, 2013), Anantham en 

2014 reportó que derivados de isoindolinas pueden ser agonistas parciales o 

antagonistas de los receptores D2/D3 dopaminérgicos, por otra parte, el 

Danoprevir (ITMN-191/R7227) ha mostrado ser un inhibidor de la proteasa NS3/4A 

del virus de la Hepatitis C (Jiang, 2014). Dentro del amplio espectro de acción de 

los derivados de isoindolina, han mostrado poseer efecto antituberculoso 
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(Stavrakov, 2013), así mismo, se han mostrado efecto como antimicóticos (Amin, 

2013). 

El indoprofeno (Figura 3) es una isoindolina derivada del ácido fenil-

propanoico, la cual, ha demostrado inhibir el dolor tanto agudo como subcrónico, 

su efecto está relacionado directamente con la inhibición de la biosíntesis de 

prostaglandinas (Buttioni, 1981).  

 

Figura 3. Estructura química del Indoprofeno. 

Los derivados de isoindolinas inhiben de manera selectiva la 

prolildipeptidasa (DPP8), molécula homóloga de la DPP4, que es blanco de acción 

de los fármacos para el tratamiento de la diabetes tipo II (Van Goethem, 2008; 

Weir-Torn, 2005).  

 

Figura 4. Estructura general de los inhibidores de la enzima DPP8. 
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Otros derivados de isoindolinas son bloqueadores β1-, β2- adrenérgicos, los 

cuales han demostrado ser una alternativa en el tratamiento de la hipertensión 

(Dharam, 2005). 

 

Figura 5. Estructura química de la 1-oxo-isoindolina. 

 

Las imidazolinas ejercen efectos neuroprotectores, estos compuestos 

tienen afinidad por los receptores de imidazolina, los cuales están ampliamente 

distribuidos en el cerebro. Este efecto se debe a que las imidazolinas protegen a 

los lisosomas de la citotoxicidad por estrés oxidativo previniendo la muerte de los 

astrocitos, lo que es esencial para evitar lesiones neuronales en condiciones 

patológicas, como en el caso del Alzheimer y la enfermedad de Parkinson 

(Mohammadi-Farani, 2013; Choi, 2002). Algunos investigadores han llegado a la 

conclusión de que el efecto de las imidazolinas puede ser a través de la liberación 

de noradrenalina, vía α2-adrenoreceptores (Schlicker, 1997).  

 

Figura 6. Estructura química del  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohammadi-Farani%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23758724
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La isoindolina-1,3-diona, tiene actividad farmacológica como sedante, 

actualmente un derivado de este compuesto ha mostrado actividad como 

anticonvulsivante (Alibiadi, 2014; Abdel-Hafez, 2004). 

 

Figura 7. Estructura general de la isoindolina-1,3-diona. 

De igual manera, se han realizado el diseño de moléculas y mediante la 

técnica de modelado molecular se han sintetizado y evaluado la posible actividad 

citotóxica de derivados de imidas N-sustituidas (Alaa, 2007).  

 

Figura 8. Estructura general de las imidas N-sustituidas. 
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 3.4 Canales de Ca2+ 

 El calcio juega un papel importante en muchos procesos celulares tales 

como: contracción muscular, regulación de la expresión de genes, liberación de 

neurotransmisores y la modulación de la excitabilidad de las membranas 

neuronales (Choi, 2011; Fallon, 2009; Field, 2006; Van Petegem, 2006). El Ca2+ 

es considerado como un segundo mensajero, el cual inicia una serie de eventos 

intracelulares tales como contracción, secreción y transmisión sináptica (Bhat, 

2012; Catteral, 2000). 

 Se han descrito diversos subtipos de canales de Ca2+ (Flynn, 2000; Tabla 

2), y han sido clasificados de acuerdo a estudios electrofisiológicos en L-, N-, P-, 

Q-, R- y T-, cada uno de los cuales, presenta propiedades farmacológicas y 

electrofisiológicas diferentes (Catteral, 2000). De manera general, son activados 

por una despolarización de la membrana celular, en respuesta a potenciales de 

acción, causando un cambio conformacional en el canal que permite la entrada de 

Ca2+ a la célula (Fallon, 2009; Van Petegem, 2006; Finn, 2000).  

 

Tabla 2. Subtipos de canales de calcio sensibles a voltaje (Finn, 2000). 

Tipo  Voltaje Distribución Función 
L Alto  Predomina en miocardio 

y músculo liso 
Contracción muscular 

N Alto  Terminaciones 
presinápticas 

Liberación de 
catecolaminas 

P Alto Terminaciones 
presinápticas, 
principalmente en las 
neuronas de Purkinje  

Liberación de 
neurotransmisores 

Q Alto Terminaciones 
presinápticas 

Liberación de 
neurotransmisores 

R Alto Tejido neural  Liberación de 
neurotransmisores 

T Bajo Tejido ganglionar y 
terminaciones nerviosas 
postsinápticas 

Contribuye a la fase 4 de 
la corriente marcapasos 
en las células del nodo 
sinodal 

 

De manera general el canal de Ca2+ está formado por subunidades α1, 

(subunidad conductora de iones), así como, varias unidades accesorias α2-δ, β, y γ 
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(Figura 9) (Field, 2006; Lipkind, 2002; Finn, 2000; Opie, 1997). La subunidad α1 

es la más importante del ya que forma el poro a través del cual pasan los iones 

Ca2+, y es el sitio de unión de todos los bloqueadores de canales de Ca2+. Por su 

parte, las subunidades α2-δ, β, y γ actúan principalmente modulando la función de 

la subunidad α1 (Finn, 2000). 

 

Figura 9. Estructura del canal de Ca2+ (Petegem, 2006; Finn, 2000). 

 

 Los canales de Ca2+ poseen una semejanza estructural con los canales de 

K+ y Na+, los cuales están formados por 4 segmentos homólogos o dominios, 

además denominados S1 a S6, dispuestos de manera simétrica alrededor del poro 

central. La estructura del canal activado es casi idéntica a la que presenta el canal 

de K+ (Bhat, 2012; Lipkind 2002, Catterall, 2000). 

  

Subunidad α2

Subunidad α1

Subunidad β

Extracelular

Intracelular

Subunidad γ

Subunidad δ
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 En un trabajo previo se realizó un estudio un estudio teórico 

computacional de dos series de isoindolinas 1(a-g) y 2(a-g) como posibles 

bloqueadores del canal de Ca2+ tipo L (Ver apéndice I). Los resultados muestran 

que ambas series independientemente de su grupo funcional (éster o carboxilo), 

interaccionan con el poro interno de la proteína. Dichos resultados pudieran 

sugerir la selectividad de estos compuestos sobre el canal iónico, además, de que 

en un modelo animal estos derivados podrían mostrar actividad biológica sobre la 

proteína y por consiguiente a nivel de SNC (Trejo, 2014; Mancilla, 2010; Acosta-

Hernández, 2009). 

 

 3.5 Isoindolinas como agentes anticonvulsivantes 

Seguido del estudio computacional, se llevó a cabo la síntesis del derivado 

de isoindolina que mostró mayor afinidad a nivel teórico para su posterior 

evaluación del posible efecto anticonvulsivante en ratas macho de la cepa Wistar 

mediante el modelo de inducción de convulsiones por pentilentetrazol (PTZ) y 

comparar su efecto biológico contra carbamazepina y etosuccimida (Ver apéndice 

II). Experimentalmente el (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2-il)-3-(1H-indol-3-il)propanoato 

de metilo mostro una mayor eficacia biológica que los controles farmacológicos al 

prevenir las crisis convulsivas, así mismo, aumento el tiempo de latencia a la 

convulsión y por consiguiente reduciendo los tiempos de duración y recuperación 

a la crisis convulsiva. 
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 3.6 Biotransformación de fármacos anticonvulsivos 

 La mayoría de los fármacos anticonvulsivos son metabolizados por vía 

hepática, esto depende del flujo sanguíneo hepático, la concentración de la 

albumina, integridad de los hepatocitos y del sistema hepatobiliar; si existiera 

alguna alteración de estos factores ocasionarían cambios en la biotransformación, 

y la acumulación de metabolitos. Las alteraciones de las funciones hepáticas se 

ven reflejadas en la elevación de transaminasas, hepatitis aguda, hepatitis 

granulomatosa, colestasis, ictericia hepatocelular, hepatitis, y en ocasiones, una 

falla hepática (Jelena, 2014; Grau, 2013; Abdel Salam, 2013). 

Algunas enzimas del CYP450, por ejemplo, la 3A4 son específicas de 

hígado e intestinos y contribuyen de manera importante en el metabolismo de más 

de la mitad de los fármacos que actúan a nivel de SNC utilizados clínicamente, se 

cree que esta enzima puede inducir hepatotoxicidad; en un estudio reciente se 

analizaron 13 fármacos entre ellos carbamazepina, demostrando que este fármaco 

aumentaba la actividad del CYP3A4 induciendo hepatotoxicidad (Jelena, 2014; 

Abdel Salam, 2013; Penner, 2012). 

 

3.7 Hepatotoxicidad inducida por fármacos 

Durante el tratamiento farmacológico, es ineludible la relación entre la 

eficacia de la terapia y los efectos no deseados, por lo que, la hepatotoxicidad se 

refiere generalmente a los daños a nivel de hígado asociados con insuficiencia 

hepática causada por la exposición a un fármaco (Fontana, 2014; Jelena, 2014; 

Eise, 2014; Hussaini, 2014). El hígado es un órgano de gran importancia ya que 

juega un papel esencial en el mantenimiento del equilibrio metabólico, entre sus 

funciones se incluyen el metabolismo y la eliminación de los componentes 

químicos a los que el organismo está expuesto directa o indirectamente; el 

metabolismo de los lípidos, carbohidratos, proteínas, así como, la degradación de 

fármacos, hormonas y otras sustancias endógenas (Jelena, 2014; Penner, 2012; 

Bafna, 2004). Su función puede ser evaluada fácilmente mediante la 
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determinación sérica de analítos, tales como: aspartato aminotransferasa, alanino 

aminotransferasa, fosfatasa alcalina, bilirrubina total, directa e indirecta, γ-glutamil 

transferasa, lactato deshidrogenasa (Hoekstra, 2013; Frazer, 2007; Howanitz, 

1991). Los niveles del número de enzimas hepáticas se utilizan como indicadores 

de diagnóstico de daño hepático, las pruebas de aspartato aminotransferasa, 

alanina aminotransferasa y bilirrubina sérica son las más sensibles para el 

diagnóstico de enfermedades hepáticas (Hoekstra, 2013; Frazer, 2007; Harper, 

1961), por ello, los niveles elevados de estas enzimas séricas son indicativos de 

pérdida celular y pérdida de la integridad funcional de la membrana celular 

hepática (Jelena, 2014; Abdel Salam, 2013; Drotman, 1978). 

Muchos de los mecanismos de hepatotoxicidad por medicamentos se 

deben a la formación de metabolitos reactivos. Entre los fármacos más comunes 

asociados a la hepatotoxicidad se encuentra el paracetamol, medicamentos 

anticonvulsivos y antituberculosos. Los medicamentos con frecuencia están 

asociados a aumentos benignos de las enzimas hepáticas, sin embargo, el daño 

hepático grave esta reportado en algunos casos, la hepatotoxicidad por fármacos 

se puede presentar como inflamación, colestasis y la gravedad puede ir desde 

enzimas aminotransferasas ligeramente elevadas a insuficiencia hepática 

fulminante. Pacientes con patrones elevados de colestasis presenta elevación de 

fosfatasa alcalina. De forma aguda la hepatotoxicidad se presenta con dolor 

abdominal y fiebre como una obstrucción biliar crónica con ictericia o prurito 

(Jelena, 2014; Abdel Salam, 2013; Sedky, 2012). 

La biotransformación de carbamazepina (Figura 10) fue primeramente 

explicada por Faigle y Feldman en 1975. La principal vía metabólica es la 

oxidación de carbamazepina en su doble enlace en la posición 10,11 en el anillo 

de azepina y la formación de su correspondiente epóxido. Sin embargo, el epóxido 

forma especies altamente reactivas y es lentamente transformado, por lo que, en 

tratamientos crónicos con carbamazepina suele bioacumularse. Clínicamente esto 

es relevante, ya que, este metabolito posee actividad anticonvulsivante y 

contribuye de manera importante con su efecto antiepiléptico. Sin embargo, se ha 
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reportado que el 10,11-epóxido de carbamazepina es responsable del desarrollo 

de hepatotoxicidad en tratamientos crónicos (Shi, 2014; Puranik, 2013; Ding, 

2012; Levy, 2002). El 10,11-epóxido de carbamazepina puede ser metabolizado 

por la epóxido hidrolasa y formar un diol, el cual puede ser excretado sin 

metabolizarse o formar un monoglucurónido. La reacción de hidroxilación del anillo 

aromático de 6 carbonos puede ser en varias posiciones y tal vez formar oxídos de 

areno llevadas a cabo por las enzimas del CYP450. Estos productos hidroxilados 

pueden continuar a la fase II de la biotransformación, principalmente 

glucuronaciones, y así ser excretados (Penner, 2012; Levy, 2002). 

 

Figura 10. Biotransformación de carbamazepina y las enzimas que catalizan las 

principales reacciones metabólicas. A, carbamazepina; B, 10,11-epóxido de 

carbamazepina; C, trans-dihidroxi-10,11-dihidrocarbamazepina; D, aciertan-9-

hidroximetil-10-carmazepina; E, 1,2,3- y 4-dihidrocarbamazepina; F, N-glucuronido 
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de carbamazepina. CYP citocromo P450, mEH, epóxido hidrolasa microsomal; 

UDPGT, uridina difosfato glucoroniltransferasa (Levy, 2002). 

Los fármacos anticonvulsivos clásicos, poseen en su estructura anillos 

aromáticos, por ejemplo fenitoina, fenobarbital y carbamazepina, estos 

específicamente causan hepatotoxicidad que puede ser por diferencias genéticas 

o adquiridas en el metabolismo del fármaco o por secreción canalicular, defectos 

mitocondriales o muerte celular, estos fármacos, son metabolizados por las 

enzimas del CYP450 y generan la acumulación de metabolitos reactivos, 

mecanismo que es sabido genera daño hepático. Estos metabolitos generan 

disfunción mitocondrial y activación del Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α), los 

cuales son responsables de iniciar señales activadoras de muerte celular de los 

hepatocitos, por tanto, estas células mueren por apoptosis, necrosis y autofagia. 

Estudios recientes han comprobado que la lesión hepática por carbamazepina 

está asociada con acumulación de metabolitos óxidos que generan una disfunción 

mitocondrial (Niu; 2014, Abdel Salam; 2013; Penner, 2012; Gonzales, 2010).  

Como se menciona anteriormente, la mayoría de los fármacos se 

biotrasforman o detoxifican en hígado, por lo regular el metabolismo de las drogas 

resulta en productos inactivos, la detoxificación usando el sistema del citocromo 

P450 puede dar lugar a metabolitos activos y potencialmente tóxicos. Las 

sustancias que son metabolizadas por el hígado son lipofílicas, pero el 

metabolismo enzimático, convierte las drogas en metabolitos solubles, los cuales 

son fácilmente excretados por el riñón (Niu; 2014; Abdel Salam; 2013; Penner, 

2012; Gonzeles, 2010). 

 

El metabolismo general de los fármacos se lleva a cabo por medio de dos 

fases: 

Fase I: involucra al sistema del CYP450, e incluyen reacciones químicas 

como oxidación, hidrólisis o la reducción de grupos funcionales presentes en los 

fármacos, esta fase se lleva a cabo en el retículo endoplásmico. 
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Fase II: intervienen reacciones de conjugación con el ácido glucorónico 

principalmente, sulfonación, acetilación, conjugación con el glutation o metilación, 

esta etapa del metabolismo se lleva a cabo en el citoplasma de los hepatocitos 

(Penner, 2012; Gates, 2010; Gonzales, 2010; Xu, 2005). 

Existen alrededor de 27 familias de genes responsables de las enzimas del 

citocromo P450, la subfamilia del CYP3A4 es la responsable del metabolismo de 

una variedad de medicamentos, entre ellos, la carbamazepina, ciclosporina, 

dapsona, imipramina, dexametasona, ácido valpróico, verapamilo y vincristina. Se 

han identificado tres mecanismos principales por los cuales se genera toxicidad 

como resultado de las enzimas del citocromo P450 (Gates, 2010; Gonzales, 

2010; Chilo, 1999). 

El primer mecanismo o fase I, produce la acumulación de cantidades 

excesivas del fármaco no metabolizado, la cual es causada por una disminución 

de la actividad de las enzimas del CYP. Para que la toxicidad se manifieste se 

necesita que el fármaco posea potencial tóxico, la actividad del CYPP450 debe ser 

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

(Niu; 2014; Gonzales, 2010; Gates, 2010; Chilo, 1999). 

Otra vía, es aquella en la que metabolitos electrofílicos formados durante la 

biotrasformación del fármaco incluyan quinolonas y epóxidos, estos compuestos 

se combinan con grupos sulfhidrilo (SH) a nivel del citoplasma o proteínas de 

membrana, ocasionando daños a nivel de material genético, lo cual puede 

provocar carcinogénesis. Por último el estrés oxidativo causado por especies 

reactivas de oxígeno es otro mecanismo bien identificado, que se encuentra 

relacionado con el desarrollo de hepatotoxicidad (Penner, 2012; Gonzales, 2010; 

Gates, 2010; Zanger, 2008). 

Dentro de las funciones y estructuras celulares que se ven deterioradas a 

consecuencia de la toxicidad inducida por fármacos se pueden mencionar las 

siguientes: si se daña la membrana celular, esto genera la posibilidad de 

desarrollar necrosis celular, situación que origina un cuadro clínico de hepatitis 
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aguda o insuficiencia hepática fulminante; si el daño ocurre en la membrana a 

nivel del canalículo, comprometiendo a los trasportadores de membrana, 

probablemente el cuadro clínico sea una colestasis. Si se produce estimulación 

enzimática a nivel de los organelos intracelulares, los fármacos formaran un 

complejo; originando uniones irreversibles, los cuales son englobados en 

vesículas, las cuales de presentarse a nivel de membrana servirían de estímulo 

para una reacción autoinmune; o estimular diferentes elementos de inflamación, 

como el factor de necrosis tumoral (NTF). Organelos como la mitocondria pueden 

presentar daño, generando la acumulación de grasa dentro del hepatocito que 

sería el mecanismo de síndrome de Reye (Chavez, 2006). 

Las afecciones hepáticas a consecuencia de los tratamientos con 

medicamentos se dividen en dos tipos: primarias y secundarias. Las primarias son 

consecuencia del aumento de los efectos farmacológicos, estos pueden ser el 

resultado de la formulación farmacéutica o de factores farmacocinéticos 

individuales, que pueden ser; efectos endócrinos (por ejemplo alteración en la 

hormona antidiurética, causada por carbamazepina), efectos metabólicos 

(metabolismo de calcio, ácido fólico, etc.), efectos neurológicos relacionados con 

la función cognitiva y conductual, entre otros. Por otra parte, las secundarias 

incluyen reacciones dermatológicas como erupciones cutáneas, síndrome de 

Stevens-Johnson, hemorragias, dermatitis, lupus eritematoso sistémico. (Sell, 

2003). 
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Existen síndromes clínicos de origen hepático secundarios al tratamiento 

crónico con fármacos, por ejemplo la elevación asintomática de las transaminasas 

hepáticas, la cual, se debe a una respuesta del tejido hepático originada por la 

exposición al medicamento debido a la sobre estimulación de las enzimas del 

CYP450 (Fernández, 2008). De igual manera, existe evidencia del desarrollo de 

hepatitis debida a necrosis hepatocelular, esteatosis hepática como consecuencia 

de la disfunción de diversas vías metabólicas (Gutiérrez, 2010; Fernández, 2008; 

Moreira, 2006). Otro síndrome que se presente es la hepatitis granulomatosa, 

está es típica de reacciones inmunitarias por hipersensibilidad asociada a 

fármacos, se caracterizada por la presencia de granulomas, que son una 

agregación central de células inflamatorias y epiteliales (Rodriguez, 2002). En los 

últimos años se ha sugerido que las reacciones adversas por el tratamiento con 

fármacos es responsable de un aumento en los casos de lesión en hígado, siendo 

la causa más común la muerte por fallo hepático agudo (Tejada, 2010). 

3.8 Pruebas de Funcionamiento Hepático (PFH) y su relación con la 

hepatoxicidad por fármacos 

Las PHF´s, son utilizadas para evaluar la función hepática, dentro de este 

perfil se incluyen varios parámetros bioquímicos, cabe señalar, sólo las bilirrubinas 

miden la capacidad funcional del hígado, siendo los demás potenciales 

indicadores de daño hepático (Hoekstra, 2013; Servillo, 2013; Atosoy; 2007; 

Frazer, 2007) (Tabla 4). 

Tabla 4. Abreviatura y nombre de los parámetros bioquímicos que se 

incluyen en las pruebas de funcionamiento hepático. 

AST Aspartato aminotrasferasa 

ALT Alanino aminotrasferasa 

GGT Gamaglutamil transpeptidasa 

FA Fosfatasa alcalina 

Bil Bilirrubina total 

BD Bilirrubina directa 

BI Bilirrubina indirecta 
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La AST, es una enzima con dos isoformas, una de localización mitocondrial 

y otro citoplasmático, tiene una vida media corta (2-4 días), no es específicamente 

hepática, ya que su actividad se encuentra repartida en diferentes tejidos 

corporales (hígado, corazón, músculo esquelético y eritrocitos) (Hoekstra, 2013; 

Servillo, 2013; Atosoy; 2007; Thapa, 2007). 

ALT es una enzima de localización citoplasmática, situándose el 90% de su 

actividad a nivel hepático, por lo que, se la puede considerar hepatoespecífica, es 

considerada el indicador más utilizado de enfermedad hepática. Puede presentar 

alteraciones en relación a necrosis hepática de diferentes causas como 

insuficiencia cardíaca, anoxia aguda, traumatismo,  niveles de AST superiores a 

450 U/L y de ALT mayores de 250 U/L son predictores de daño celular. Si existe 

necrosis hepática masiva la elevación de AST y ALT es todavía mayor y, en esta 

situación, una caída brusca de ambas enzimas suele ser de mal pronóstico. En 

hepatitis medicamentosas o toxicas, los niveles de AST y ALT son muy variables, 

según predomine una forma necrótica o colestática. 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 (Hoekstra, 2013; Servillo, 

2013; Atosoy; 2007; Frazer, 2007). 

 

La FA es una enzima que está presente en la mayoría de los tejidos 

corporales, principalmente en el epitelio intestinal, osteoblastos e hígado, donde 

se halla en las membranas de las sinusoides y canalículos. Para confirmar el 

origen hepatobiliar de la fosfatasa alcalina se puede medir la concentración de 

otras enzimas procedentes del tracto biliar, en diagnóstico de colestasis la 

concentración de FA aumenta, debido a la obstrucción hepatobiliar, lo que trae 

como consecuencia una mayor síntesis enzimática en los hepatocitos adyacentes 

al canalículo biliar y por tanto una mayor cantidad de FA (Hoekstra, 2013; 

Servillo, 2013; Frazer, 2007; Thapa, 2007). 

 

Gamma glutamiltranspeptidasa (G-GT); pertenece a un grupo de enzimas 

que cataliza la transferencia de aminoácidos de un péptido a otro, su 
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concentración se eleva en la ictericia obstructiva, colecistitis o enfermedades 

infiltrativas. A pesar de tener una mayor sensibilidad diagnóstica, su especificidad 

es menor, ya que, su concentración en plasma aumenta también en otros tipos de 

lesión hepática (hepatitis infecciosa, hepatocarcinoma, esteatosis, etc.) aunque de 

forma moderada (Hoekstra, 2013; Servillo, 2013; Frazer, 2007; Thapa, 2007). 

 

Otra marcador bioquímico son las bilirrubinas, existen dos fracciones, la 

indirecta, cuya elevación puede ser debida a un aumento en la producción de 

pigmentos o a un trastorno en su captación por el hígado, y la directa, cuya 

elevación indica siempre un trastorno en la excreción.. Una hiperbilirrubinemia 

mixta se puede observar en hepatopatías agudas y crónicas. Por otro lado la 

bilirrubina puede encontrarse alterada en muchos tipos de enfermedad hepática o 

del tracto biliar o por razones inespecíficas (Hoekstra, 2013; Servillo, 2013; 

Frazer, 2007; Thapa, 2007). 

 

 3.9 Hepatotoxicidad inducida por el tratamiento crónico de fármacos 

anticonvulsivantes y ansiolíticos 

 La toxicidad por fármacos constituye un problema clínico relacionado no 

sólo directamente con la intervención médica. El síntoma más frecuente es una 

reacción hepatotóxica, la cual es frecuente ante el consumo prolongado de 

fármacos. El daño hepático por fármacos representa entre el 2 y 5% de los casos 

de ictericia, el 10% de las hepatitis agudas, además, representa aproximadamente 

el 25% de las causas de falla hepática fulminante en el adulto (Marwick, 2012; 

Atosoy, 2007; Contreras, 2003; Zimmerman, 1995). 

 El síndrome de hipersensibilidad por fármacos anticonvulsivantes, es una 

reacción adversa asociada a medicamentos los cuales poseen radicales de tipo 

aromático con es el caso del fenobarbital, carbamazepina, tetraciclinas por 

mencionar algunos ejemplos (Jelena, 2014; Abdel Salam, 2013; Amathieu; 

2013; Stockis, 2013; Bjornsson, 2008). Este síndrome se caracteriza por la 
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presencia de fiebre, erupciones cutáneas y hepatitis primaria (Jelena, 2014; 

Abdel Salam, 2013; Stockis, 2013; Scheuerman, 2001). Se realizó un estudio en 

el cual se evaluó la toxicidad por tetraciclinas, reportando que, después de 96 

horas de administración del tratamiento (dosis 25 µM), se observó muerte celular a 

nivel hepático (Jelena, 2014; Abdel Salam, 2013; Penner, 2012; Shen, 2009), 

otro ejemplo, es el ácido valproico, anticonvulsivante empleado en el tratamiento 

de varios trastornos neurológicos, del cual, se sabe que puede generar 

hepatotoxicidad originada por sus metabolitos (Jelena, 2014; Abdel Salam, 2013; 

Penner, 2012; Lheureux, 2009). 

 

El tratamiento farmacológico de la epilepsia está orientado a prevenir las 

crisis convulsivas tratando de no interferir con la función cerebral normal del 

individuo o causar efectos adversos indeseables. La farmacoterapia de esta 

patología implica la administración prolongada de fármacos anticonvulsivantes, sin 

embargo, existen reportes de que alrededor del 30% de los pacientes con 

epilepsia no responden a este tratamiento, esto, sumado a la alta incidencia de 

efectos adversos graves, así como, la tolerancia farmacológica hacen necesario el 

descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas con actividad anticonvulsivante 

que pudieran ser en un futuro una alternativa para el tratamiento de esta 

enfermedad. 
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4 Justificación 

 En la terapéutica, el empleo de la mayoría de los medicamentos involucra 

riesgos para la salud de los pacientes. Estudios recientes han mostrado que la 

mayoría de los fármacos anticonvulsivantes, producen efectos no deseados, 

desde sueño, náuseas hasta insuficiencia hepática y pancreática, siendo la gran 

mayoría de éstos fármacos metabolizados a nivel hepático. Debido a que existe el 

antecedente, en el cual se demostró la eficacia anticonvulsivante del derivado 

triptofano (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2il)-3-(1H-indol-3-il)-propanoato de metilo, es 

necesario realizar un estudio en el cual se evalué su eficacia anticonvulsivante, así 

como, evaluar los posibles efectos hepatotóxicos al ser administrado de manera 

crónica en ratón macho de la cepa CD1. 

 

5 Hipótesis 

 Los derivados de isoindolinas al ser administrados de manera crónica en 

ratón macho de la cepa CD1, mantienen su eficacia anticonvulsivante y no 

generan efectos hepatotóxicos significativos al ser administrados de manera 

crónica.  
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6 Objetivo general 

 Evaluar el efecto anticonvulsivante del tratamiento crónico con derivado de 

isoindolinas y los posibles efectos hepatotóxicos en ratón macho de la cepa CD1. 

 

6.1 Objetivos particulares 

 Sintetizar, purificar y caracterizar por técnicas espectrométricas el derivado 

de isoindolina. 

 

 Evaluar el efecto anticonvulsivante del derivado de isoindolina y compararlo 

contra carbamazepina al ser administrados de manera crónica en ratón macho de 

la cepa CD1. 

 

 Evaluar el posible efecto hepatotóxico de la administración crónica del 

derivado de isoindolina y carbamazepina, mediante la cuantificación de enzimas 

hepáticas. 

 

 

 

 

7 Materiales y métodos 

7.1 Reactivos 

Para la síntesis del derivado de isoindolina se empelaron clorhidrato del 

éster metílico de L-triptófano (Sigma-Aldrich), α,α´-dibromo-ο-xileno (Sigma-
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Aldrich), bicarbonato de potasio, como disolvente se utilizó acetonitrilo grado 

HPLC (Tedia). Para la evaluación de la actividad anticonvulsivante se empleó 

pentilentetrazol (PTZ) (Sigma-Aldrich) como agente convulsivante, como control 

farmacológico se administró Trepina (carbamazepina, Laboratorios Alpharma ®) el 

cual fue obtenido en una farmacia local. Para la eutanasia de los sujetos 

experimentales se administró una sobredosis vía intraperitoneal de Sedalpharma 

(pentobarbital sódico marca Petspharma). 

 

7.2 Sujetos experimentales 

Para la evaluación de la actividad anticonvulsivante y el efecto hepatotóxico se 

utilizó una N= 106 ratones de la cepa CD1. Los sujetos experimentales se 

dividieron posteriormente en dos subpoblaciones de n= 53 para realizar cada las 

prueba biológica. Los sujetos experimentales tuvieron un peso entre 20 y 35 g, se 

mantuvieron en un bioterio de estancia en cajas de acrílico transparente con libre 

acceso a agua y alimento, con un ciclo de luz oscuridad de 12 h por 12 h, en 

donde la luz se encendía a las 7 h y se apagaba a las 19 h. Todos los 

experimentos y sujetos experimentales fueron realizados de acuerdo con los 

lineamientos éticos marcados en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 
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7.3 Obtención y manejo de las muestras sanguíneas 

La extracción de sangre se llevó a cabo mediante punción cardíaca, en la 

cual se sometió al animal a anestesia profunda administrándose una dosis de 0.1 

ml vía intraperitoneal de pentobarbital sódico, posteriormente, se colocó en 

posición ventral, la aguja fue insertada a través de la pared torácica lateral y 

espacios intercostales en la región de pulsación máxima del corazón (Ortiz, 2003; 

Svendenson, 2000). Las muestras sanguíneas se recolectaron en tubos BD 

Microtainer®, posterior a la obtención de las muestras estas fueron centrifugadas y 

se colocaron en copillas para su posterior estudio bioquímico, en caso de ser 

necesario su conservación, esta se hizo mediante congelación y sin exposición a 

la luz. 

 

7.4 Determinación de las pruebas de funcionamiento hepático 

El análisis bioquímico se realizó en el ANALIZADOR VITROS 250, la 

tecnología de este equipo se basa en química seca, previo al procesamiento de 

las muestras se realizó el control de calidad diario del equipo y su respectiva 

calibración para cada uno de los analítos. 
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8 Procedimientos experimentales 

8.1 Síntesis 

Esta se realizó de acuerdo a lo reportado por Mancilla en 2001 (Trejo 

Muñoz, 2014). En el esquema se muestra el mecanismo de reacción para la 

síntesis del derivado de isoindolina. 

 

Figura 11. Ruta de síntesis del derivado de isoindolina 

 

8.2 Caracterización 

El derivado de isoindolina fue caracterizado mediante propiedades físicas 

como punto de fusión y técnicas espectroscópicas como RMN en el cual se 

empleó como disolvente CDCl3 para el espectro de +H y 13C. 
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8.3 Evaluación de la actividad anticonvulsivante mediante el modelo 

de inducción química por PTZ 

El pentilentetrazol produce convulsiones del tipo tónico clónicas, las cuales 

fueron inducidas por una dosis única de 50mg/Kg vía intraperitoneal (1ml/Kg) 

(Ramos-Morales, 2012; Obay, 2007; Pavlova, 2006).  

Para llevar a cabo la evaluación del efecto anticonvulsivante, se formaron 

tres grupos experimentales para cada tratamiento (n= 18), los cuales a su vez 

fueron subdivididos en tres subgrupos (n= 6). Una vez formados los grupos 

experimentales se administraron durante 0, 15 y 30 días, cada 24 h y por vía oral 

carbamazepina como control farmacológico (CBZ 20 mg/Kg), dosis que de 

acuerdo con lo reportado en la literatura ha sido empleada en modelo de ratón 

para evaluar su eficacia anticonvulsivante) (Patel, 2012; Löscher, 1997; Remmel, 

1990), el derivado de isoindolina 10 mg/Kg (Acosta-Hernández, 2009), dosis 

obtenida de una curva dosis respuesta elaborada en un trabajo previo (ver 

apéndice II) y propilenglicol como vehículo (1ml/Kg), empleado para disolver 

ambos compuestos. La eficacia anticonvulsivante fue evaluada los días 0, 15 y 30 

respectivamente. 

Previo a la administración de PTZ, los animales de cada grupo de trabajo 

fueron colocados de manera individual en cajas de acrílico transparente para 

recibir la dosis correspondiente para cada grupo experimental. Pasada 1 h de la 

administración de cada sujeto, a cada individuo se le administró una dosis única e 

50 mg/Kg vía intraperitoneal de PTZ. Las variables a evaluar durante la prueba 

conductual fueron: latencia (tiempo en segundos en que se presenta la crisis 

convulsiva), duración y tiempo de recuperación a la crisis convulsiva (segundos). 

Las sesiones conductuales fueron evaluadas por dos o más observadores 

independientes, mismas que fueron videograbadas para determinar que las 

mediciones fueran las adecuadas, la medición de los tiempos se llevaron a cabo 

con cronómetros digitales independientes para cada sujeto. Durante los 

procedimientos experimentales los animales se manejaron de acuerdo a las 

normas éticas internacionales (ILAE, 2010, 1989). 
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En el siguiente diagrama se resume la fase experimental de la evaluación 

anticonvulsivante de la administración crónica del derivado de isoindolina y 

carbamazepina (Figura 12). 

 

 

 Para evaluar el posible efecto hepatotóxico, se formaron tres grupos 

experimentales para cada tratamiento (n= 18), los cuales a su vez fueron 

subdivididos en tres subgrupos (n= 6). Una vez formados los grupos 

experimentales se administraron durante 0, 15 y 30 días, cada 24 h y por vía oral 

carbamazepina (CBZ 20 mg/Kg) (Patel, 2012; Löscher, 1997; Remmel, 1990), 10 

mg/Kg del derivado de isoindolina (Acosta-Hernández, 2009), y propilenglicol 

como vehículo (1ml/Kg). La obtención de las muestras sanguíneas se llevaron a 

cabo 24 h después de terminado cada tratamiento (Figura 13). 
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Figura 13. Diagrama de trabajo para la evaluación de las pruebas de 

funcionamiento hepático posterior a la administración crónica de isoindolina y 

carbamazepina. 

 

8.4 Modelos estadísticos 

Las variables evaluadas en el modelo PTZ debido a que no cumplían con 

los supuestos de normalidad y homogeneidad, se analizaron mediante una 

ANOVA de 2 vías en el módulo de Modelos Lineales Generalizados con 

sobredispersión de datos debido a que presentan una distribución Poisson 

utilizando el paquete estadístico JMP 6.0.0 2005. Los resultados son mostrados 

como el promedio ± E.E. Cuando se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (p < 0.05) se realizó la prueba post-hoc de comparaciones múltiples, 

en la cual, las variables independientes fueron los factores tiempo y tratamiento.  

Las variables evaluadas en el modelo de hepatoxicidad fueron analizadas 

con una ANOVA paramétrica de dos vías cuando los datos pasaron los supuestos 
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de normalidad y homogeneidad de varianzas. Para aquellos datos que no 

cumplieron dichos supuestos, se utilizó una transformación a log 10, con el mismo 

diseño, utilizando el programa Sigmastat 3.5 para Windows. Build 3.5.0.54.2006, 

graficando medias ± E. E. Para el caso específico de las bilirrubinas se utilizó un 

modelo lineal generalizado con una distribución poisson debido a la existencia de 

ceros en la base de datos, graficando medias ± I. C. al 95%. Se consideraron 

diferencias estadísticamente significativas, cuando p<0.05 aplicando la prueba 

post-hoc de Tukey. Las gráficas para ambos modelos biológicos se realizaron con 

el paquete estadístico SigmaPlot para Windows Versión 10.0 Build 10.0.0.54. 

2006. 
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9 Resultados 

9.1 Síntesis 

Se obtuvo un rendimiento experimental del 40% (200mg) del compuesto 

puro ((S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2il)-3-(1H-indol-3-il)-propanoato de metilo). El 

compuesto posee un punto de fusión de 100°C. 

9.2 Caracterización 

El derivado de isoindolina es un sólido de color marrón, soluble en 

compuestos orgánicos. El espectro de protón muestra señales características del 

compuesto, una señal simple del grupo OCH3 y para el sistema AB el anillo de 

protones del metileno CH2N, lo cual concuerda con lo reportado por Mancilla en 

2001, experimentalmente se observaron los siguientes desplazamientos químicos: 

δ 8.75 (s 1H), 7.71 (d, 1H, J = 7.3), 7.3 (s, 5H), 7.21-7.20 (br d, 3H), 6.92 (br, 1H), 

4.32 (d, 1H, J = 11.4), 4.26 (d, 1H, J = 11.4), 3.97 (dd, 1H, J = 6.2, J = 8.6), 3.44 

(dd 1H, J = 14.5, J = 8.6), 3.35 (dd, 1H, J = 14.5, J = 6.2). 
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Figura 15. Espesctro de 1H obtenido experimentalmente para el derivado de 

isoindolina. 
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Para el expectro de 13C se observaron los siguientes desplazamientos 

químicos: δ 26.99 (C11); 51.50 (OCH3); 55.68 (C1, C3); 65.85 (C10); 111.07 

(C12); 111.30 (C19); 118.36 (C16); 119.18 (C17); 121.78 (C18); 122.24 (C5, C8); 

122.53 (C13); 126.65 (C6, C7); 127.22 (C15); 135.88 (C20); 139.10 (C4, C9); 

172.84 (C=O). 
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Figura 16. Espectro de 13C obtenido experimentalmente para el derivado de 

isoindolina. 
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9.3 Evaluación del efecto anticonvulsivante posterior al tratamiento 

crónico del derivado de isoindolina en comparación con carbamazepina 

La latencia (χ2
53= 1.34, p= 0.51), duración (χ2

53 = 0.84, p= 0.35) y 

recuperación (χ2
53= 1.20, p= 0.54) a la crisis convulsiva, determinó que no existen 

diferencias estadísticamente significativas con respecto a la variable tiempo. Para 

el factor tratamiento, se encontraron diferencias estadísticas al reducir los tiempos 

de latencia, (χ2
53= 18.56 p= <0.001), duración (χ2

53= 16.59 p= <0.001) y 

recuperación (χ2
53= 19.55 p= <0.001) a la crisis convulsiva. 

Para el factor tratamiento, se encontraron diferencias significativas para la 

variable de latencia a la crisis convulsiva, entre los grupos experimentales 

isoindolina (χ2
53= 6.35, p= <0.05) con respecto a carbamazepina (χ2

53= 17.7, p= 

˂0.001) y contra vehículo. Para la variable de duración, se encontraron diferencias 

estadísticas entre el tratamiento isoindolina con respecto a carbamazepina (χ2= 

12.45, p= <0.05) e isoindolina (χ2
53= 14.50, p= 0.001) con respecto al grupo 

vehículo. De igual manera para la variable de tiempo de recuperación, existen 

diferencias estadísticas entre los grupos isoindolina (χ2
53= 18.96, p= <0.001) 

respecto a carbamazepina e isoindolina (χ2
53= 10.82, p= ˂0.001) con respecto al 

grupo vehículo. En la figura 17A se representan los tiempos de latencia a la 

convulsión para los diferentes tratamientos. Para la figura 17B se observan los 

tiempos de duración a la crisis convulsiva y en la figura 17C se muestran los 

tiempos de recuperación a la crisis convulsiva para los diferentes tratamientos.  
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Figura 17. Efecto de los tratamientos sobre las variables tiempo de latencia (17A), 

duración (17B) y recuperación (17C) a la crisis convulsivas inducidas por PTZ en 

ratones macho CD1. Cada barra representa la media ± E.E., n= 18 ratones por 

tratamiento. *p< 0.05 vs carbamazepina; **p<0.001 vs vehículo. Se observan 

diferencias estadísticas para todas las variables de respuesta entre los 

tratamientos entre isoindolina comparadas con carbamazepina y vehículo. 
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Finalmente se contrastaron las diferencias entre los tratamientos para 

evaluar la eficacia del derivado de isoindolina mediante una tabla de contingencia 

en el módulo de Modelos Lineales Generalizados Unifactorial con distribución 

binomial, donde 0 representó que no hubo convulsión y 1 la presencia de crisis 

convulsiva. Graficando las medias ± E.E. Este análisis justifica la diferencia entre 

tratamientos (χ2
2= 18.7, p= ˂ 0.0001) 
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Figura 18. Índice de eficacia anticonvulsivante de los diferentes tratamientos. Se 

puede observar que el derivado isoindolina posee un mayor efecto protector a la 

aparición de la crisis convulsiva en el modelo de PTZ comparado con 

carbamazepina y vehículo. Considerando que 0 es no convulsión y 1 la presencia 

de la crisis. 
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9.4 Evaluación del efecto hepatotóxico mediante la valoración de PFH.  

Para la variable AST, el análisis estadístico determinó que existen 

diferencias estadísticamente significativas para el día 0 de tratamiento entre Iso 

(F(15,0.05)= 5.03, p= 0.020) con respecto a CBZ. Para el los días 15 (F(15, 0.05)= 2.38, 

p=0.132) y 30 (F(17,0.05)= 2.05, p= 0.163) de tratamiento no se observaron 

diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales (Figura 19). 
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Figura 19. Muestra el efecto de la administración crónica de CBZ. e Iso. en las 

concentraciones de AST. Existiendo diferencias significativas entre los grupos del 

Día 0 entre Iso con respecto a CBZ. p<0.05 (*). Los resultados son mostrados 

como el promedio ± E.E. 
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Para la enzima ALT (Figura 20), el análisis estadístico determinó que 

existen diferencias significativas en el día 0, entre Iso (F(15,0.05)= 5.05, p= 0.024) 

respecto a Vehículo e Iso (F(15,0.05)= 5.05, p= 0.024) con respecto a CBZ., Para el 

día 15 (F(14, 0.05)= 0.498, p=0.620) y 30 (F(17,0.05)= 0.370, p= 0.697) de tratamiento el 

análisis estadístico no mostro diferencias significativas entre los grupos 

experimentales.  
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Figura 20. Efecto de la administración crónica de CBZ e Iso en la concentración de 

ALT. El análisis estadístico determinó que existen diferencias estadísticas para el 

día 0 de Iso con respecto a CBZ. p<0.05 (*).Los resultados son mostrados como el 

promedio ± E.E. 
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grupos de día 0 de tratamiento  y día 15. Para el día 30 de administración se 

observan diferencias estadísticas entre el grupo de Vehículo con respecto a CBZ 

(F(16, 0.05)= 7.820, p=0.022) e Iso (F(16, 0.05)= 7.820, p=0.006) (Figura 21).  

Efecto de la administración de CBZ. e Isoindolina en la concentracion de ALKP
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Figura 21. Efecto de la administración crónica de CBZ e Iso en la 

concentración de FA. Existen diferencias estadísticas entre Vehículo contra CBZ y 

Vehículo con respecto a Iso en el día 30 de administración, donde p<0.05 (*) y 

p<0.01 (**).Los resultados son mostrados como el promedio ± E.E. 
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El análisis estadístico mostró que para la bilirrubina total (Figura 22), no existen 

diferencias significativas entre los grupo experimentales para el día 0 de 

tratamiento (F(15,0.05)= 2.273, p= 0.142); de igual manera para el día 15 de 

administración (F(14, 0.05)= 1.608, p=0.238). Sin embargo, para el día 30 de 

tratamiento existen diferencias significativas entre el grupo Vehículo con respecto 

a CBZ y Vehículo contra Iso donde (F(17,0.05)= 27.893, p= <0.001) en ambos casos. 
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Figura 22. Se muestra el efecto de la administración crónica de CBZ e Iso  en la 

concentración de TBIL. No existiendo diferencias estadísticas para los días 0 y 15 

de tratamiento. Para el Día 30 se observan diferencias entre Vehículo y CBZ 

Vehículo, donde p= <0.001 para ambos casos (*). Los datos se muestran como las 

medias ± IC 95%. 

 

Para el caso de la bilirrubina indirecta (Figura 23) el análisis estadístico 

determinó que no existen diferencias significativas entre los grupos diferentes 

grupos experimentales y durante el tiempo de tratamiento, (χ2 
(2, 0.05)= 0.0104, p= 

0.994). Si bien no existen diferencias estadísticas se puede observar que para el 

*

* 
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día 30 de tratamiento los sujetos experimentales del grupo CBZ muestran una 

mayor concentración de este analíto.  

Efecto del tratamiento en las concentraciones de la enzima de BU/BI
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Figura 23. Efecto de la administración crónica de CBZ. e Iso, en la concentración 

de BI o no conjugada. El análisis estadístico determinó que no existen diferencias 

significativas entre los grupos experimentales o el tiempo de tratamiento. Los 

resultados son mostrados como las medias ± IC 95%. 

 

El análisis de datos para el caso de la bilirrubina conjugada no mostró diferencias 

estadísticamente significativas (Figura 24) entre los diferentes grupos 

experimentales para los días 0, 15 y 30 (χ2 
(2, 0.05)= 0.9023, p= 0.6368) de 

tratamiento. Sin embargo para el día 30 los sujetos experimentales del grupo de 

carbamazepina se observa una concentración por arriba con respecto al grupo 

Vehículo e Iso. 
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Efecto de el tratamiento en las concentraciones de la enzima de BU/BD
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Figura 24. Efecto de la administración crónica de CBZ. e Iso. en la concentración 

de BC o conjugada. El análisis estadístico determinó que no existen diferencias 

significativas entre los grupos experimentales o el tiempo de tratamiento. Los 

resultados son mostrados como las medias ± IC 95%. 
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11. Discusión 

Los resultados obtenidos en el modelo biológico, muestran que la actividad 

anticonvulsivante del derivado de isoindolina fue mayor comparado con 

carbamazepina en el modelo PTZ al aumentar el tiempo de latencia y reducir los 

tiempos duración y recuperación a la crisis convulsiva, a pesar de que 

carbamazepina es un fármaco de primera elección para el tratamiento de crisis 

tónico-clónicas (FDA, 2013; Acosta-Hernández, 2009).  

Si bien, los fármacos anticonvulsivantes muestran diferencias en la 

respuesta farmacológica entre pacientes e incluso dentro de un mismo individuo, 

las cuales son determinantes para la respuesta al tratamiento (Johannessen, 

2012). De acuerdo con los estudios realizados en nuestro grupo de trabajo, 

previamente se emplearon como sujetos experimentales ratas macho de la cepa 

Wistar, pudiendo observar que en este trabajo el efecto protector del compuesto 

es reproducible en otra especie de modelo murino al utilizar ratones macho de la 

cepa CD1: Si bien existen diferencias metabólicas entre las diversas especies de 

mamíferos las cuales pueden modificar el efecto biológico de los fármacos, la 

reproducibilidad de estos resultados en dos especies diferentes podrían ayudar a 

predecir el efecto biológico que pudiera presentarse en humanos, debido a que los 

modelos animales sirven de base para el desarrollo de nuevas moléculas con 

actividad biológica (Martignoni, 2006; Jensen-Seaman, 2004). 

Analizando la eficacia del compuesto comparada con carbamazepina la 

dosis empleada del control farmacológico fue de 20 mg/Kg, lo que corresponde a 

84.64 μM/Kg, mientras que, para el derivado de isoindolina la dosis utilizada (10 

mg/Kg) corresponde a 31.21 μM/Kg. Considerando las equivalencias molares se 

determinó que las dosis no son bioequivalentes demostrando que el derivado de 

isoindolina presenta una mayor potencia y eficacia ya que se emplea una dosis 

menor tanto en peso como en el número de moléculas administradas (Hales, 

2006; Ahumada Vázquez, 2003).  
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Diversos estudios muestran que carbamazepina durante tratamientos 

crónicos puede generar efectos adversos que incluyen leucopenia, 

agranulocitosis, anemia aplastica, hiponatremia, alteraciones en el metabolismo de 

vitamina D, fatiga, desorientación, visión doble, ataxia, nauseas, vómito y hepatitis 

(Higuchi; 2012; Kalapos; 2002; Pellock, 1987; Porter; 1987; Keränen, 1983). 

En el modelo de hepatotoxicidad se observa un incremento en la concentración de 

la enzima AST para el día 30 del grupo carbamazepina lo que de acuerdo con la 

literatura, pudiera sugerir una hipertransaminasemia debido a una lesión hepática, 

inflamación, hepatitis de origen viral o por toxicidad (Sánchez, 2004). Por otra 

parte, para la enzima FA, el grupo de carbamazepina muestra una menor 

concentración con respecto al grupo vehículo e isoindolina en el día 30 de 

tratamiento, sin embargo, se han reportado valores de bajos FA y niveles altos de 

AST, los cuales se han relacionado con algunas patologías entre ellas hepatitis. 

(Alonso, 2013; Sedky, 2012; Dufour, 2005).  

Con respecto a las concentraciones de las bilirrubinas total, directa e 

indirecta, se observa que, los valores del día 30 del grupo de carbamazepina se 

encuentran más elevados con respecto a vehículo e isondolina. Se ha reportado 

que dentro de las causas más importantes para la hiperbilirrubinemia indirecta 

están la hepatitis por drogas, sobreproducción por hemolisis, eritropoyesis 

ineficaz, anemias causada por deficiencia de vitamina B12, ácido fólico y fierro. 

Otra causa probable un daño a nivel celular, en la cual el hepatocito disminuye su 

capacidad en la captación y almacenaje de bilirrubina o por una deficiencia de la 

enzima glucoronil tranferasa. Existen reportes que indican que este aumento 

puede ser secundaria al tratamiento farmacológico, por último, el aumento en la 

concentración bilirrubina directa puede deberse a una disminución en la 

conjugación de bilirrubina originada por una alteración en la excreción 

intrahepática debida a desórdenes hereditarios; alteraciones en la excreción como 

hepatitis de diversas etiologías; y obstrucción biliar extrahepática (Higuchi, 2012; 

Sedky, 2012; MacDougal, 2011). De acuerdo con lo anterior, a los 30 días de 

tratamiento, los sujetos experimentales del grupo de carbamazepina pudieran 
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presentar  una hepatitis secundaria al tratamiento farmacológico, justificado por la 

alteración de en la concentración de la enzima AST, FA y bilirrubinas.  
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11. Conclusiones  

 El derivado de isoindolina mostró poseer mayor eficacia y potencia biológica 

al ser administrado de manera crónica en ratones macho de la cepa CD1 

comparada con carbamazepina, al mostrar el mismo efecto protector en el modelo 

PTZ tanto en el día 0 como al día 30 del tratamiento. 

En el modelo de hepatotoxicidad los resultados indican que el derivado de 

isoindolina al ser administrada de manera crónica no produce alteraciones 

bioquímicas significativas que pudieran indicar daño hepático secundario al 

tratamiento.  

 

Se ha reportado que muchos de los fármacos que actúan a nivel de SNC 

generan tolerancia farmacológica, como es el caso de las benzodiacepinas, la cual 

es la reacción más frecuente tras la administración repetida del fármaco la cual se 

traduce en una disminución del efecto biológico esperado, la cual se compensa 

generalmente incrementando la dosis. Los resultados muestran que el derivado de 

isoindolina presenta el mismo efecto anticonvulsivante en los días 0, 15 y 30 del 

experimento lo cual sugiere la dosis administrada tiene el mismo efecto biológico 

durante todo el tratamiento, lo cual indica que no se genera tolerancia secundaria 

a la administración repetida del compuesto ni cambios adaptativos a nivel de 

receptores en el sitio de acción que modifiquen la actividad biológica. De acuerdo 

a lo anterior, el derivado de isoindolina sigue siendo una molécula viable para 

estudios posteriores que evalúen la toxicidad en otros sistemas biológicos con la 

finalidad de que pueda ser considerado un prospecto alternativo para el 

tratamiento de las crisis convulsivas. 
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 12 Propuestas 

 Evaluar la actividad anticonvulsivante en el modelo de MES, en el 

cual las crisis convulsivas se presenten de manera espontánea para 

evaluar el efecto protector en un modelo biológico distinto.  

 Dada la reproducibilidad de los resultados entre especie, evaluar la 

variabilidad entre género utilizando ratas y ratones hembras 

controlando el ciclo estral. 

 De acuerdo al protocolo de OECD y de la ADD evaluar los posibles 

efectos neurotóxicos del derivado de isoindolina, así como, los 

posibles efectos teratogénicos.  
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Apendice I 

Química Computacional 

 A fines de los años 70’s apareció un nuevo campo de conocimiento 

orientado al diseño de moléculas asistido por computadora, llamado química 

computacional. Esta nueva disciplina fue impulsada por las principales compañías 

farmacéuticas (Silwoski, 2013; Cuevas, 2003). 

 La química computacional es el estudio de los procesos químicos mediante 

diversas herramientas de cómputo. Utiliza los resultados de la química teórica 

(algoritmos matemáticos, estadísticos, así como, leyes fundamentales de la física 

para el desarrollo de modelos de descripción en cualquier sistema químico), 

incorporados a un programa, para calcular las estructuras y las propiedades físico-

químico-estructurales de las moléculas. Este subcampo se apoya en el modelado 

molecular que permite simular la interacción inter-molecular basado en métodos 

mecánicos cuánticos, así como, para representar a las moléculas en 3 

dimensiones de manera que puedan determinarse sus propiedades y entender o 

apreciar el comportamiento observado experimentalmente (Redhu, 2013; 

Silwoski, 2013; Xu, 2009; Cossio, 2003; Forster, 2002). 

 

Modelado Molecular 

 El modelado molecular es una disciplina que tuvo sus inicios a partir de la 

mitad del siglo XIX (Silwoski, 2013; Casanovas, 2005). Hoy en día es una de las 

disciplinas más ampliamente explotadas debido a que permite crear modelos 

químicos de diversos materiales, a nivel molecular o atómico, mediante la 

resolución de la ecuación Schödinger que describe el comportamiento de los 

núcleos y electrones del sistema (Redhu, 2013; Casanovas, 2003). El modelado 

molecular consiste en caracterizar y predecir la estructura y estabilidad de un 

sistema químico, estimar las diferencias energéticas entre los distintos estados 

conformacionales, explicar mecanismos y procesos químicos generales a nivel 
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atómico y molecular (Redhu, 2013; Silwoski, 2013; Xu, 2009; Casanovas, 2003; 

Montero, 2003). Los procesos de la manipulación de la geometría molecular 

permiten estudiar las diferentes conformaciones de un sistema y al acoplarse con 

los métodos de cálculo, permite el estudio de las propiedades moleculares 

dependientes de la conformación. Esta disciplina engloba métodos teóricos y 

técnicas computacionales para modelar o imitar el comportamiento de las 

moléculas, y mediante el uso de gráficas representan la estructura y 

comportamiento de la misma (Redhu, 2013; Casanovas, 2003; Montero, 2003). 

 Anteriormente muchos medicamentos debían su descubrimiento al estudio 

de los remedios naturales tradicionales, como el aislamiento de principios activos 

a partir de los mismos (Leach, 1996). Actualmente, el diseño de moléculas 

asistido por computadora, ha aplicado con éxito en muchos campos de la biología, 

ciencias farmacéuticas y de biotecnología, el uso de estas metodologías, ha 

permitido comprender la estructura molecular y la actividad biológica de 

innumerables sistemas (Chen, 2013; Gordon, 2013; Wang, 2013; Silwoski, 

2013; Xu, 2009).  

En la actualidad, el costo del proceso del descubrimiento y desarrollo de 

fármacos ha aumentado significativamente durante los últimos 35 años. El diseño 

de fármacos asistido por computadora es una herramienta que se emplea para 

aumentar la eficiencia del proceso de nuevas moléculas con actividad biológica 

(Chen, 2013; Constanzi, 2013; Gordon, 2013; Sliwoski ,2013; Thakur ,2012). 

Este proceso utiliza búsquedas sistemáticas con el propósito de encontrar 

moléculas con mayor efecto farmacológico y menor toxicidad, en menor tiempo y a 

muy bajo costo (Chen, 2013; Sliwoski ,2013; Thakur ,2012; Padilla, 2002). El 

modelado molecular ha traído consigo muchas herramientas que permiten explicar 

de una forma más sencilla y con bases químico-biológicas dichos mecanismos 

(Correa-Basurto, 2012; Correa-Basurto, 2006). 
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 Acoplamiento molecular (Docking) 

 Dentro de las herramientas virtuales más utilizadas, la técnica de 

acoplamiento molecular ha sido empleada para el descubrimiento y desarrollo de 

nuevas moléculas, esta técnica permite predecir los sitios de unión, la afinidad, así 

como, los receptores a dichas moléculas (Gordon, 2013; Wang, 2013; Correa-

Basurto 2012; Moitessier, 2008; Bottegoni, 2007; Forster, 2002). 

 El objetivo de esta metodología, consiste en encontrar la unión más estable 

entre el ligando (molécula que se une con una biomolécula para ejercer un efecto 

biológico) y el receptor (molécula de origen proteico que responde a ligandos 

endógenos específicos) con un menor requerimiento energético, así como, el sitio 

idóneo de interacción molecular, de tal manera que la energía libre del sistema 

general se minimiza (Wang, 2013; Correa-Basurto, 2012; Moitessier, 2008; 

Bottegoni, 2007; Horňák 1999). Esta técnica ha sido de gran utilidad para 

explicar los fenómenos que gobiernan las interacciones ligando-receptor (L-R), ya 

que permite acomodar una molécula sobre otra tal y como ocurre entre los 

ligandos y receptores de cualquier organismo (Chen, 2012; Correa-Basurto, 

2012; Correa-Basurto, 2006; Forster, 2002; Harnak 1999). 

 Los métodos computacionales de acoplamiento molecular no sólo han 

demostrado ser útiles para identificar moléculas líder, sino que, además en los 

casos de alta afinidad molecular, han generado representaciones tridimensionales 

de la interacción ligando-proteína que resultan ser muy similares a las 

descripciones logradas experimentalmente por difracción de rayos X (Chen, 2013; 

Vakser, 2013; Correa-Basurto, 2006; Padilla, 2002; Forster, 2002). 

 Cabe mencionar, que es necesario realizar nuevas simulaciones por 

computadora que permitan una mejor descripción del espacio de conformaciones 

del ligando. Estoy implica ensayar mayor número de orientaciones rígidas y 

optimizar cada una de ellas, e incluso permitir una mayor movilidad a la molécula 

(Chen, 2013; Correa-Basurto, 2012; Correa – Basurto, 2006). 
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 Esta metodología requiere de tiempos de cálculo por molécula 

relativamente grandes pero accesibles, dado que se estudia un número mucho 

menor de compuestos respecto al de la primera etapa de simulación. La 

importancia de tener orientaciones confiables de los ligandos radica en que éstas 

permiten postular hipótesis sobre las características moleculares de la unión y la 

manera en que podrían modificarse las estructuras para aumentar su afinidad y/o 

selectividad (Chen, 2013; Wang, 2013; Correa-Basurto 2012; Correa-Basurto, 

2006). 

 Se considera a esta técnica una herramienta computacional básica para el 

diseño de nuevas moléculas al proporcionar el detalle de la unión entre el ligando 

y el receptor a escala molecular y atómica. Es necesario recalcar que las 

simulaciones por computadora no sustituyen a los experimentos y pruebas físicas, 

sino que permiten plantear una aproximación complementaria del sujeto de 

estudio, al proporcionar el detalle de la unión proteína – ligando a escala molecular 

y atómica (Xu, 2009; Correa – Basurto, 2006; Forster, 2002). 
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Apéndice II 

Estudio teórico computacional y evaluación de la actividad 

anticonvulsivante del (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2-il)-3-(1H-indol-3-

il)propanoato de metilo 

En un trabajo previo se realizó un estudio un estudio teórico computacional 

de dos series de isoindolinas 1(a-g) y 2(a-g) (Figura 1) como posibles 

bloqueadores del canal de Ca2+ tipo L, empleando como fármacos de referencia 

nifedipina y etosuccimida. De igual manera se evaluaron e identificaron los sitios 

de interacción, así como, la Energía libre de Gibbs (ΔG) de nifedipina y 

etosuccimida, de los cuales se sabe que son fármacos bloqueadores de esta 

proteína. Los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular muestran que 

todas las isoindolinas 1 y 2 (a-g), independientemente de su grupo funcional (éster 

o carboxilo) interaccionan con el poro interno del canal de Ca2+ tipo L. Además, los 

compuestos 1a y 1b interaccionan en dominios similares que nifedipina, asimismo, 

nifedipina interacciona adicionalmente en el dominio IIIS6, cabe señalar que, los 

valores de las energías de las isoindolinas son mayores comparadas con 

nifedipina y etosuccimida (Mancilla, 2010; Acosta-Hernández, 2009). 

 

Figura 1. Series de isoindolinas 1(a-g) y 2(a-g). 
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La isoindolina 2a muestra, al igual que nifedipina, interacción con el dominio 

IIIS6, asimismo, este compuesto presenta interacción adicional con los dominios 

IIIS5, IIIP, IVS6, este compuesto posee más sitios de interacción con el poro 

interno del canal, lo cual podría explicar el valor de ΔG. Para el caso de los 

compuestos 2b, 1c, 2c, 1d, 2d y 2g estos muestran sitios de interacción similares 

dentro del canal de Ca2+,  además el compuesto 2g presenta interacción adicional 

con el dominio IVP. Asimismo los compuestos 1 y 2e comparten los mismos sitios 

de interacción dentro de la proteína, caso similar presentan los compuestos 1f y 1g 

al interaccionar en los mismos dominios dentro del canal, y para el caso del 

compuesto 2f, este compuesto no comparte ningún sitio de interacción con 

respecto a las demás isoindolinas (Mancilla, 2010; Acosta-Hernández, 2009).  

 

Figura 2. Complejo formado entre la proteína del canal de Ca2+ con los 

compuestos 1a y 1b se muestran en blanco, el complejo formado por el 

compuesto 2a y la proteína se ilustra en verde. Asimismo, para los compuestos 

2b, 1c, 2c, 1d, 2d, 1f, 1g y 2g con la proteína están marcados en diferentes 

colores, y en azul se muestran los complejos formados por los compuestos 1e, 2e 

y 2f con la proteína (Mancilla-Percino, 2010; Acosta-Hernández, 2009). 
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Figura 3. Interacciones de los grupos funcionales de (S)-2-(1,3-dihidroisoindol-2-il)-

3-(1H-indol-3-il)propanoato de metilo con el canal de Ca2+ obtenido en el 

Acoplamiento molecular (Acosta-Hernández, 2009). 

La Tabla 1 muestra los valores de ∆G (kcal/mol) para cada uno de los 

complejos canal de Ca2+ - isoindolinas obtenidas en el acoplamiento molecular, 

estas indican que los compuestos 1(a-g) y 2(a-g) interaccionan con el canal de 

Ca2+, lo cual sugiere que las isoindolinas-2-substituidas podrían ejercer a nivel 

experimental un efecto biológico como bloqueadores de la proteína (Mancilla, 

2010, Acosta-Hernández, 2009). 

 

 

 

 

 

Interacciones: 

HN con el C de Ile en la posición 176 

NH con el O de Ile en la posición 1111 

N con el O de Glut en la posición 1134 

C=O con el O Gli de la posición 1143  

CH3O con el N del Gli de la posición 1140 

OCH3 con el N del Trp en la posición 1144 
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Tabla 1. Valores de ∆G (kcal/mol) obtenidos en el modelado molecular para 

los diferentes derivados de isoindolina, etosuccimida y nifedipina 

Derivado R ∆G (kcal/mol) Kd (µM) 

1ª H -8.55 0.54 

2ª H -7.33 4.28 

1b (CH3)2CHCH2- -10.38 0.0244 

2b (CH3)2CHCH2- -7.31 4.32 

1c CH3CH2(CH3)CH -8.15 1.06 

2c CH3CH2(CH3)CH -7.38 3.89 

1d CH3SCH2CH2- -6.97 7.78 

2d CH3SCH2CH2- -3.67 2030 

1e C6H5 -10.57 0.0176 

2e C6H5 -7.81 1.9 

1f C6H5CH2 -10.78 0.0125 

2f C6H5CH2 -7.82 1.84 

1g Trp -8.53 0.552 

2g Trp -6.31 23.5 

Nifedipina  -4.13 939 

Etosuccimida  -5.91 46.7 

 

En general, en esta fase del estudio, ambas series de isoindolinas poseen 

buena afinidad con el canal de Ca2+, sin embargo, las isoindolinas sintetizados a 

partir de metionina, compuestos 1 y 2d, poseen valores de ΔG menores 
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comparadas con sus homólogos, lo cual sugiere que el azufre sea un átomo que 

no favorezca la interacción de estos compuesto con el poro interno del canal. Por 

otra parte, se observa que los compuestos que presentaron mayor afinidad son 

aquellos que poseen un anillo aromático como grupo funcional (R). Sin embargo, 

existen varios grupos funcionales que podrían modificar la densidad electrónica 

del anillo aromático y del átomo de N, lo cual a su vez, podría modificar la afinidad 

de los compuestos. Las interacciones de tipo π - π juegan un papel importante en 

estas interacciones debido a que aportan gran estabilidad a las interacciones 

dadas entre los compuestos y el poro interno del canal de Ca2+. Así, los 

compuestos con mayor afinidad fueron aquellos que dentro de su estructura 

química poseen un radical aromático, en donde los electrones π son abundantes, 

lo cual permite deducir que las interacciones más favorable son de tipo π-π. 

Asimismo, todas las isoindolinas interacciona en sitios específicos o cerca de 

ellos, los cuales son la entrada del poro del canal de Ca2+, lo cual puede sugerir la 

selectividad de estos compuestos al canal mencionado (Trejo, 2014; Mancilla, 

2010; Copeland, 2000). 

 Posteriormente se procedió a la síntesis selectiva del derivado éster 

metílico de triptófano, ligando que presentó la tercera posición en afinidad con la 

proteína de acuerdo al estudio teórico. En el modelo biológico. En el modelo de 

inducción de convulsiones por PTZ, se evaluó la actividad anticonvulsivante del 

derivado de triptófano y se comparó con carbamazepina y etosuccimida, ambos 

medicamentos, empleados en el tratamiento de las crisis convulsivas. Compuesto 

sintetizado mostró una alta eficacia para prevenir las crisis convulsivas. In vivo, la 

isoindolina mostro una alta eficacia a prevenir las crisis convulsivas al ser 

contrastada las dosis ensayadas con los grupos farmacológicos y grupo vehículo 

(Figura 4) (Acosta-Hernández, 2009). 
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Figura 4. Eficacia anticonvulsivante de la isoindolina derivada de triptófano 

comparación con la carbamazepina (C), etosuccimida (E) y nifedipina (N), y control 

(V) (Acosta-Hernández, 2009). 

Para la variable de tiempo de latencia a la crisis convulsiva se encontraron 

diferencias significativas entre las dosis del derivado de triptófano al ser 

contrastadas con el vehículo y nifedipina. Si bien, no existen diferencias entre las 

dosis de isoindolina y los controles farmacológicos, se observó una disminución en 

el tiempo de latencia del derivado comparado con carbamazepina y etosuccimida 

(Figura 14) (Acosta-Hernández, 2009). 

 

* * * * * 
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Figura 5. Latencia a la convulsión de la isoindolina derivada del triptófano en 

comparación con carbamazepina (C), etosuccimida (E) y nifedipina (N) y el grupo 

vehículo (V) (Acosta-Hernández, 2009). 

 Para la variable duración, el análisis estadístico no mostró diferencias 

estadísticas para las dosis ensayadas del derivado de triptófano. Si bien, no 

existen diferencias significativas entre las dosis de trabajo con respecto a los 

controles farmacológicos, se observó un tiempo menor para la duración de las 

crisis convulsivas de las dosis de isoindolina comparadas con carbamazepina y 

etosuccimida (Figura 6) (Acosta-Hernández, 2009). 

 

Figura 6. Efecto de los tratamientos sobre el tiempo de duración de la crisis 

convulsiva. Si bien no existen diferencias entre el derivado de isoindolina con 

respecto a los controles farmacológicos, que este compuesto reduce el tiempo de 

duración de las crisis convulsivas (Acosta-Hernández, 2009).  

 

El análisis estadístico para el tiempo de recuperación a la crisis convulsiva, 

determinó que no existen diferencias significativas entre las diferentes dosis 

ensayadas del derivado de triptófano, asimismo, se obtuvieron diferencias 

significativas entre estas al ser contrastadas con el grupo vehículo y nifedipina. De 

igual manera se observó que la actividad del compuesto evaluado es mayor al 
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compararse con los controles farmacológicos, debido a que se observa un tiempo 

de recuperación menor de a la crisis convulsiva (Acosta-Hernández, 2009). 

  

 

Figura 7. Tiempo de recuperación a la crisis convulsiva. Duración de la crisis 

convulsiva de la isoindolina derivada del triptófano en comparación con la 

carbamazepina (C), etosuccimida (E) y nifedipina (N) y control (V) (Acosta-

Hernández, 2009). 

  

* * * * * 
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Apéndice III 

Los resultados de las pruebas de laboratorio de las enzimas evaluadas se 

muestran a continuación.  

La tabla 2 muestra los resultados para la enzima aspartato aminotransferasa 

(AST). 

  

Valores de las muestras sanguíneas para la enzima AST: 

Tratamiento Día 1 (U/L) Tratamiento Día 16 (U/L) Tratamiento Día 31 (U/L) 

Vehículo  214 Vehículo 348 Vehículo 270 

Vehículo 377 Vehículo 192 Vehículo 360 

Vehículo 690 Vehículo 173 Vehículo 310 

Vehículo 336 Vehículo 326 Vehículo 270 

Vehículo 500 CBZ 310 Vehículo 290 

Vehículo 196 CBZ 242 Vehículo 320 

CBZ 313 CBZ 440 CBZ 300 

CBZ 603 CBZ 670 CBZ 610 

CBZ 696 CBZ 500 CBZ 240 

CBZ 500 CBZ 250 CBZ 890 

Iso  266 Iso  280 CBZ 290 

Iso  173 Iso  290 CBZ 340 

Iso  159 Iso  220 Iso  570 

Iso  234 Iso  340 Iso  350 

Iso  202 Iso  200 Iso  270 

Iso  352 Iso  300 Iso  480 

    Iso  500 

    Iso  700 
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La tabla 3 muestra los valores para la enzima alanina aminotransferasa (ALT). 

Valores de las muestras sanguíneas para la enzima ALT: 
 

Tratamiento Día 1 (U/L) 
Tratamiento Día 16 (U/L) Tratamiento Día 31 (U/L) 

Vehículo 
79 

Vehículo 115 Vehículo 100 

Vehículo 
75 

Vehículo 73 Vehículo 84 

Vehículo 
388 

Vehículo 71 Vehículo 98 

Vehículo 
109 

Vehículo 93 Vehículo 80 

Vehículo 
416 

CBZ 72 Vehículo 64 

Vehículo 
40 

CBZ 64 Vehículo 90 

CBZ 102 
CBZ 550 CBZ 80 

CBZ 164 
CBZ 58 CBZ 260 

CBZ 133 
CBZ 199 CBZ 70 

CBZ 127 
CBZ 59 CBZ 90 

Iso  28 
Iso  63 CBZ 80 

Iso  40 
Iso  74 CBZ 90 

Iso  45 
Iso  62 Iso  90 

Iso  54 
Iso  74 Iso  60 

Iso  29 
Iso  75 Iso  90 

Iso  89 
Iso  75 Iso  100 

  
  Iso  90 

  
  Iso  110 
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La tabla 4 muestra los resultados para la enzima fosfatasa alcalina (FA). 

Valores de las muestras sanguíneas para la enzima FA: 

Tratamiento Día 1 (UI/L) 
Tratamiento Día 16 (UI/L) Tratamiento Día 31 (UI/L) 

Vehículo 
89 

Vehículo 126 Vehículo 220 

Vehículo 
132 

Vehículo 77 Vehículo 200 

Vehículo 
98 

Vehículo 179 Vehículo 190 

Vehículo 
98 

Vehículo 77 Vehículo 250 

Vehículo 
154 

CBZ 61 Vehículo 180 

Vehículo 
227 

CBZ 112 Vehículo 240 

CBZ 80 
CBZ 65 CBZ 110 

CBZ 61 
CBZ 63 CBZ 70 

CBZ 137 
CBZ 83 CBZ 85 

CBZ 119 
CBZ 95 CBZ 90 

Iso  231 
Iso  144 CBZ 91 

Iso  161 
Iso  70 CBZ 220 

Iso  188 
Iso  102 Iso  60 

Iso  78 
Iso  107 Iso  31 

Iso  214 
Iso  107 Iso  210 

Iso  168 
Iso  141 Iso  83 

  
  Iso  85 

  
  Iso  62 
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La tabla 5 muestra los resultados de laboratorio para la bilirrubina total. 

Valores de las muestras sanguíneas para el analito TBIL: 

Tratamiento  Día 1 (mg/dl) 
Tratamiento Día 16 (mg/dl) Tratamiento Día 31 (mg/dl) 

Vehículo 
0.4 

Vehículo 0.6 Vehículo 1.0 

Vehículo 
1.2 

Vehículo 0.4 Vehículo 0.1 

Vehículo 
0.9 

Vehículo 0.2 Vehículo 0.3 

Vehículo 
1.6 

Vehículo 0.9 Vehículo 0.1 

Vehículo 
1.6 

CBZ 0.5 Vehículo 0.3 

Vehículo 
0.7 

CBZ 0.5 Vehículo 0.1 

CBZ 0.8 
CBZ 1.5 CBZ 0.5 

CBZ 2.4 
CBZ 0.4 CBZ 1.5 

CBZ 4.9 
CBZ 1.3 CBZ 1 

CBZ 1.2 
CBZ 0.3 CBZ 0.3 

Iso  2.8 
Iso  0.5 CBZ 1.3 

Iso  0.6 
Iso  0.7 CBZ 1 

Iso  0.1 
Iso  0.2 Iso  1.3 

Iso  0.4 
Iso  0.4 Iso  1 

Iso  0.5 
Iso  0.2 Iso  0.8 

Iso  0.8 
Iso  0.2 Iso  1.5 

  
  Iso  1.7 

  
  Iso  3 
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La tabla 6 muestra los resultados de laboratorio para la bilirrubina indirecta. 

Valores de las muestras sanguíneas para el analito BI: 

Tratamiento Día 1 (mg/dl) 
Tratamiento Día 16 (mg/dl) Tratamiento Día 31 (mg/dl) 

Vehículo 0.1 Vehículo 0 Vehículo 0.1 

Vehículo 0 Vehículo 0 Vehículo 1.8 

Vehículo 0 Vehículo 0 Vehículo 0.4 

Vehículo 0 Vehículo 0.1 Vehículo 0.9 

Vehículo 0 CBZ 0.1 Vehículo 0.4 

Vehículo 0 CBZ 0.2 Vehículo 1.5 

CBZ 
0 CBZ 0 CBZ 3 

CBZ 
0 CBZ 0.2 CBZ 0.5 

CBZ 
0 CBZ 0 CBZ 1.5 

CBZ 
0.1 CBZ 0 CBZ 3 

Iso  
0 Iso  0.1 CBZ 2 

Iso  
0.1 Iso  0 CBZ 0.9 

Iso  
0 Iso  0 Iso  0.1 

Iso  
0 Iso  0.1 Iso  0.1 

Iso  
0 Iso  0.2 Iso  3 

Iso  
0 Iso  0 Iso  3 

  
  Iso  0.1 

  
  Iso  0.2 
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La tabla 7 muestra los resultados para la bilirrubina directa. 

Valores de las muestras sanguíneas para el analito BD: 

Tratamiento  Día 1 (mg/dl) 
Tratamiento  Día 16 (mg/dl) Tratamiento Día 31 (mg/dl) 

Vehículo 0 Vehículo 0.2 Vehículo 0.3 

Vehículo 0.7 Vehículo 0 Vehículo 1 

Vehículo 0.6 Vehículo 0 Vehículo 0.5 

Vehículo 0.6 Vehículo 0 Vehículo 1 

Vehículo 0.5 CBZ 0 Vehículo 0.7 

Vehículo 0.1 CBZ 0 Vehículo 1 

CBZ 
0.1 CBZ 0.9 CBZ 1.7 

CBZ 
0.4 CBZ 0 CBZ 3 

CBZ 
1.1 CBZ 0.4 CBZ 2 

CBZ 
0 CBZ 0 CBZ 1.5 

Iso  
1 Iso  0 CBZ 0.1 

Iso  
0 Iso  0.2 CBZ 1 

Iso  
0 Iso  0 Iso  1.7 

Iso  
0 Iso  0 Iso  1.5 

Iso  
0.2 Iso  0 Iso  0 

Iso  
0.4 Iso  0 Iso  2 

  
  Iso  1.5 

  
  Iso  1.7 

 


