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I INTRODUCCION. 

La difenilhidantoina es un medicamento utilizado ampliamen­

te en el tratamiento de la epilepsia. El posible riesgo por su a~ 

ministración se hizo notar con la descripción del síndrome ele la­

difenilhiclantoina en productos de mujeres epilépticas tratadas -

con la droga durante el embarazo. (7),(12),(26),(37),(59). 

Estudios posteriores realizados con respecto ·ª su act!vidad 

mutagénica han dado resultados contradictorios, asf mientras que­

Herha y Obe en 1976 (23) reportan un incremento en la frecuencia­

cromosomas dicéntricos en pacientes tratados con la droga, Dartch 

en 1975 (4) no encuentra incremento en el porcentaje de aberraci6 

de sus pacientes. Recientemente Habedank y col. en 1982 (20), re­

portan un incremento significativo en el promedio de intercambios 

de crom!tidas hermanas en ni~os epilépticos tratados con difenil­

hidantoina (DFI!). "In vi.tro" Lerner y oixon 1973 (36), reportan -

un incremento de la frecuencia de intercambios de crom!tidas her­

manas (I.C.H.) con concentraciones altas de DFH, sin que finalme~ 

te se pueda elaborar un criterio concluyente de su verdadero efec 

to a este nivel. 

En México al igual que en el res to del mundo, la DFII es un­

medicamen to ele amplio consumo. 

El Instituto Nacional de Neurologfa y Neurocirugfa (I.N.N.N) 

por ser un centro de concentración de problemas neurológicos, se­

tratan un 80% de pacientes con epilepsia, de estos aproximadamen­

te un 18% es tratado con flFII. 

Con la finalidad de poder contribuir con la serie de inves­

tigaciones que se han avocado a determinar la capacidad mutagéni­

ca de este medicamento, se diseft6 este trabajo de tesis, utili­

zando como sisteDa de pru~ba los efectos a nivel citogenético en 

cultivo de linfocitos procedentes de pacientes epilépticos con -­

tratamiento crónico a base de difenilh1dantoina. 



2 

Il ANTECEDENTES. 

1.1 Definición de la epilepsia. 

La palabra epilepsia se deriva de una preposición griega y­

un verbo irregular, que quiere decir: "ser sobrecogido bruscamen­

te'"', hser atrapado" 6 "algo que cae bruscamente sobre el indivi­
duo". (12). 

Clfnicamente las epilepsias se definen como: "Afección cr6 

nica de etiologfa diversa, caracterizada por crisis recurrentes -

debidas a una descarga excesiva de las neuronas cerebrales (cri-­

sis epiléticas), asociadas eventualmente a diversas manifestacio­

nes clfnicas y paraclfnicas". (54). 

1.2 Historia de las epilepsias. 

El comocirniento de las epilepsias es muy antiguo y su des-­

cripci6n ha sufrido notables variaciones dependiendo del grado de 

cultura y costumbres de la época. 

Para los romanos era una enfermedad sagrada, y si ocurría -

una crisis epiléptica durante las reuniones o actos elcctorales,­

~stas se suspendian. 

llip6crates ( 460-377 l\.C.) escribió el primer tratudo de las 

epilepsias y Jo tituló "La enfermedad sagrada", 61 reporta que el 

centro de la enfermedad es el cerebro y describe las variaciones­

generalizaclas y focales. 1\ pe!;ar del trabajo ele 11ip6crates preva­

lecieron los criterios crroneos, como la naturaleza divina o demo 

niaca de esta enfermedad. 

Galeno (129-199 D.C.) la describe como una enfermedad que -

se caracteriza por la pérdida intempestiva del conocimiento acom­

pafiada de convulsiones, 

En México Martín de la Cruz, médico azteca del siglo XVI, -

hace algunas referencias en el Códice íladiano (1556), en especial 

al tratamiento de las epilepsias. 
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Pero no es sino hasta el siglo XIX en el año de 1802 en que 

Heberd describe algunas característica clínicas que se presentan -

de manera diferente en niños y en adultos. 

En 1815 Jean Etiene Dominique Esquirol, propone los térmi-­

nos "gran mal" y "pct i t mal", términos que en la actualidad tien-­

den a no utilizarse. 

I!uglings Jackson en 1861 describe la llamada "epilepsia Ja­

cksoniana" la cual def ini6 como: El conjunto de descargas locales­

súbi tas y excesivas en la materia gris, introduciendose la hipóte­

sis que un foco epilept6geno era el causante de las crisis convul­

sivas. 

Jean Martin Charcot y col. en 1862 describen variaciones 

clfnicas especialmente en el diagnóstico diferencial de la histe-­

ria y la epilepsia. (12). 

La electroencefalograf 1a introducida por lfang nerger en ---

1929 permitió observar el primer registro gráfico del potencial e­

léctrico de la corteza cerebral, obtenicndosc posteriormente el re 

gistro electrofisiológico de la descarga cp.i lépt.ica. (24) 

Numerosos trabajos han establecido que la actividad eléctri 

ca del cerebro, se registra en forma de ondas, las cuales según su 

forma y frecuencia se describen como ritmos alfa, beta, theta y 

delta. En el individuo normal y en reposo las descargas eléctricas 

de las células nerviosas se producen a intervalos regulares y no -

en forma continua. En las crisis epi16pticas ocurre todo lo contra 

rio, la descar3a eléctrica es simultanea en un determinado número­

de células cerebrales, lo cual se refleja en el electroencefalogr~ 

ma por la aparición de ondas cerebrales anormales amplias, breves­

y puntiagudas. (24) 

William Lennox en 1932 (Rubio D.) contribuyó en forma impo~ 

tante a difundir mundialmente los conocimientos sobre esta enfer­

medad, fundando la Liga Internacional de lucha contra la epilepsia 

la cual cuenta en México con una filial aceptada, denominada Camp~ 

ña Mexicana de lucha contra la epilepsia cuyas siglas son CAMELICE 
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fundada en 1969. 

2.1 Clasificación. 

Debido a su complejidad clinica las epilepsias se han clas! 

cado en varios grupos, los cuales son aceptados internacionalmente: 

a.- Crisis parciales. Comprenden dos aspectos principales,­

las que se acompañan de sintomatologia elemental y las que prese~ 

tan sintomatologfa compleja, destacando entre estas últimas las -­

llamadas crisis del 16bulo temporal con sintomatologfa psicomotora 

y automatismo. 

b.- Crisis generalizadas. Con manifestaci6nes bilaterales -

simétricas y sin inicio local incluyendo aquf las ausencias tfpi-­

cas antes conocidas con el término poco apropiado de "pequeño mal". 

c.- Crisis unilaterales. Son m5s frecuentes y notorias en­

la infancia y se agrupan aisladamente, porque no presentan una le­

sión focal, presentandose en la mayor parte de los casos en niños­

en los que la maduración cerebral no es completa. 

d.- Crisis epilépticas no clasificables por insuficicncia­

de datos. (53) 

3.1 Epidemiología. 

Prevalencia e incidencia. La prevalencia mundial para la e­

pilepsia se calcula que es de 3 a 6 epilépticos por cada 1000 habi 

tantes, esta cifra solo incluye a los pacientes que se encucntran­

bajo tratamiento médico. 

La incidencia mundial según el tipo de crisis es de 40% pa­

ra pacientes con crisis generalizadas y 60\ para pacientes con cri 

sis parciales, 

En México no disponemos de datos relativos a la frecuencia­

de esta enfermedad, pero se calcula que hay alrededor de 90,000 e­

pilépticos en el pals, con 3,000 nuevos casos cada afio. (15) 
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4 .1 Etiolog1a. 

Existen varios factores que influyen en la etiolog1a de las 
epilepsias los cuales se resumen de la siguiente manera: 

a,- Herencia.- Desde hace varios afios diferentes autores 

han señalado la importancia de los factores hereditarios en la e-­

tiologfa de las epilepsias. 

Las evidencias del papel que juega la genAtica en las epi-­

lepsias so~ de dos tipos: directas e indirectas, las primeras son­

proporclonadas por los estudios de agregaci6n familiar que mues--­

tran que la frecuencia de parientes con epilepsia de probandos ep~ 

lépticos, es mayor que la encontrada en grupos controles y que lo­

esperado para la población general. 

Actualmente los estudios de agregación familiar se tratan -

de hacer en grupos homogéneos de pacientes en cuanto a tipo de cri 

sis, edad de inicio, hallazgos electroencefalogrfificos, etc. y gr~ 

cias a esto se ha observado que existen algunos tipos de epilepsia 

en los que la predisposición hereditaria es mayor, como en el sfn­

drome centrencefálico descrito por Metrakos y Metrakos (42). En es 

te sfndrome los autores reportan herencia autosómica dominante, 

con penetrancia dependiente de la edad. En el caso de la epilepsia 

benigna de la nifie z, llamada epilepsia rwlflndr icu, se ha postula dJ 

herencia autos6mica dominante con penetrancia dependiente de la e­

dad (42). 

En el caso de las crisis parciales se piensa que la predis­

posición hereditaria es menor y se ha postulado herencia multifac­

torial. 

Las evidencias indirectas provienen de los estudios en ani­

males de experimentación, principalmente roedores, en los cuales -

se ha observado que existen cepas con suceptibilidad hereditaria -

para determinado tipo de crisis, por ejemplo existen cepas de ra-­

tas con suceptibilidad hereditaria para las crisis audiogénicas. -

(22). Otra evidencia indirecta proviene de la gran cantidad de en­

fermedades con herencia mendeliana, en las cuales las convulsiones 



6 

forman parte del cuadro clínico, como la neurofibromatosis, la es­

clerosis tuberosa y la fenilcetonuria, asi como algunos slndromes­

cromosómicos en los cuales se presentan convulsiones con mayor fr! 

cuencia de la esperada, como en el síndrome de l<linefel ter y el -­

síndrome de Down. (3) 

En general se puede decir que las epilepsi~son un grupo h! 

terogéneo en los cuales la predisposición hereditaria es variable­

dependiendo del tipo de epilepsia. 

b.- Edad.- Tiene una importancia fundamental, ya que exis­

te un predominio en la frecuencia de ataques o crisis epilépticas­

en niños y adolescentes. Es muy probable que el cerebro del niño y 

del adoloscente por encontrarse en pleno desarrollo sea más sucep­

tible a sufrir crisis. 

La epilepsia generalizada motora que se acompañan de una 

anormalidad electroencefalográf ica de tipo subcortical suelen apa­

recer alrededor de los tres años aumentando su frecuencia de apar! 

ci6n a partir de esta edad y hasta alcanzar su máximo entre los o­

cho y quince años, resultando poco frecuente de ahl en adelante. -

(13) 

c.- Alcoholismo.- Se considera el alcoholismo como un rac-­

tor desencadenante de crisis epilépticas, ya que se ha observado -

que la supresión alcohólica se relaciona estrechamente con ~stas,­

siempre y cuando el individuo tenga predisposici6n e tener dicha -

enfermedad. ( 53) 

d.- Factores medioilmbi.cntalcs.- ;:stus pucd<.>n ser determinan 

tes, y tan es as{ que la situación socioccon6mica de un pafs deter 

mina la frecuencia de epilépticos al año. 

En un ambiente urbano con poco desarrollo económico e esca­

sas facilidades médicas los partos son más problem§ticos y los ni­

ños nacen en un ambiente m&s hostil. Esto representa un factor am­

biental socioeconómico que interviene directamente en la frecuen­

cia con que estos nifios desarrollar§n posteriormente epilepsia por 
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afecciones perinatales. (53) 

e.- Parasitosis.- En un pa1s como el nuestro con escasos re 

cursos económicos y escasas medidas de higiene en la población, la 

cisticercosis sigue siendo uno de los factores etiológicos más im­

portantes para la aparición de crisis convulsivas tanto en niños -

como en adultos. (53) 

5.1 Electrofisiolog1a de la descarga epiléptica. 

Desde el punto de vista cl1nico la epilepsia se caracteriza 

por episodios breves, recurrentes de convulsiones o de otras alte­

raciones motoras o de la conducta de tipo estereotipado que se aso 

cian con una percepción alterada con una anormalidad o pérdida de­

la conciencia. Los signos cl1nicos de una crisis epiléptica depen­

der~n de la región del cerebro cuyas funciones se ven alteradas -

por la actividad epiléptica, de acuerdo a c!"sto, la conciencia se -

pierde cuando la descarga epil6ptica invade las estructuras del ta 

llo cerebral alto y del t5lamo. Las contracciónes de la musculatu­

ra esquelética aparecen cuando la descarga afecta las áreas moto 

ras frontales de la corteza cerebral. Una vez que un conjunto de -

neuronas han sido precipitadas a un estado anormal de hiperexcita­

bilidad existen tres consecuencias posibles: 

a.- La descarga permanece localizada, de tal forma que el -

grupo de neuronas finalmente cese en su actividad anormal. 

b.- La descarga puede propagarse a una distancia variable a 

través de las estructuras anormales del sistema nervioso, sin afee 

tar a todo el encéfalo, encontrando cierta resistencia a su prop! 

gación y por lo tanto terminando la crisis al llegar a este punto. 

c.- T.a dPscarga Puede extenderse a través de todo el neuroe 

je antes de terminar. En los primeros dos casos se llama crisis -­

parcial en el tercer caso se llama generalizada. En las crisis ge­

neralizadas la conciencia siempre está afectada y ambos hemisfe--­

rios cerebrales así como sus conexiones con los n6cleos subcortica 

les (talamo, ganlios basales, tallo cerebral y estructuras 11mbi--
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cas) siempre se encuentran afectadas simultaneamente por la acti 

vidad epiléptica. 

En las crisis parciales la conciencia habitualmente se con­

serva cuando la descarga epil~ptica aparece confinada a un hemis-­

ferio cerebral, pero puede perderse cuando las estructuras lfmbi-­

cas o el diencéfalo se ven afectados por dicha descarga, 

Existe una serie de mecanismos básicos que determinan el po 

tencial de membrana de la neurona. La membrana neu1·onal tiene per­

meabilidad en relación a los iónes que se encuentran en el espacio 

inter e intracelular, el potasio está más concentrado en el espa-­

cio intercelular. Esta diferencia es dinámica y hay un constante -

intercambio i6nico, el sodio entrando a la c6lula y el potasio sa­

liendo de ella. Este movimiento es una difusión pasiva. 

Se ha demostrado que existe un proceso activo que utiliza e 

nergfa metabólica derivada ele compuestos r.icos en fósforo como cl­

ATP (adenosín trifosfato), para modificar el potencial de membrana 

este proceso está relacionando con la bomba de sodio y potasio. -­

Existe una evidencia clara de que la bomba de sodio y potasio de 

cada ión es electrog6nica, sobre todo durante actividad neuronal 

intensa, de tal forma que causa un incremento asim6trico de iónes, 

con dos potasios introducicndose por cada tres sodios que esten e~ 

trayendose de la c6lula nerviosa. Este bombeo asim6trico hiperpol~ 

riza la membrana y este proceso puede terminar con la descarga ep! 

1€ptica. 

La membrana postsinaptica llega a ser permeable selectiva-­

mente a uno o varios iónes especificos. La liberación de sustan--­

cias transmisoras por la Lerminal presinilptica evoca o produce el­

cambio de la permeabilidad, pero la especialización de la unión 

postsináptica determina si la permeabilidad inducida tendrá una in 

fluencia excitatoria o inhibitoria. 

Las crisis epil6plicas resultan de una depolarización rápi­

da y repetitiva de las neuronas, la clepolarizaci6n se acompafia de­

una acumulación de i6nes de sodio dentro de la c€lula y por una --
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y por una disminución del potasio intracelular. Durante la repola­

rización, al momento en que la c~lula vuelve a su potencial de re­

poso normal, los iónes de sodio son extraídos y los de potasio son 

introducidos al citoplasma neuronal. Este es un proceso que consu­

me energia y que es precedido por un aumento en la actividad del -

ATP. 

Durante las crisis epilétpicas las neuronas afectadas son -

más facilmente depolarizadas y menos aptas para volver a su poten­

cial de membrana normal, entre cada descarga. 

Las neuronas que están efcctadas o incluidas en una descar­

ga epilética utilizan energia considerablemente mayor que la que u 

tilizarfan si el cerebro estuviera funcionando normalmente. JI.demás 

de aumentar el transporte i6nico estos procesos metabólicos celul! 

res estan afectados durante la actividad epiléptica. Esto incluye­

la sirtes is de neurotransmisores, el intercambio de Hpidos y el -

transporte axoplásmico. 

Estos procesos directa o indirectamente requieren el uso de 

energia generada quimicamente. Durante las crisis epilépticas hay­

un aumento en la producción de ésta, la fuente directa más impor-­

tante de energia en el cerebro es el ATP, sin embargo a diferencia 

de otros tejidos, el cerebro depende más especificamente del meta­

bolismo de la glucosa para la producción de compuestos fosfatados­

de alta energía. (ll) 

6.1 Tratamiento de las epilepsias. 

a.- Historia. El manejo del paciente epiléptico está basa­

do en la identificación clinica del paciente y del tipo de crisis­

lo que puede estar complementado por el electroencefalograma, sin 

embargo basta con el estudio clinico y el análisis de los sintomas 

para prescribir la farmacoterapia adecuada. 

Aunque no se considera a esta enfermedad como incurable se­

requiere de ~n tratamiento de varios años e incluso puede prolon--

9arse durante todo la vida del individuo. 
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Debido a las dramáticas manifestaciones de las crisis epi-­

lépticas, a través de la historia numeroros agentes han sido utili­

zados en la terapéutica¡ asf una de las primeras sustancias utili­

zadas fué el ácido sulfúrico por Paracelsus (1493-1541). A princi­

pios del siglo XIX se utilizaban para el tratamiento de las epilep 

sias sales de zinc, cobre, iodo, morfina, opio y belladona entre ~ 

tras. 

En 1857 Sir Charles Lockock trató algunos pacientes con bro 

muro de potasio, el cual causa un decremento del l!bido, por lo -­

cual supon1a que curarfa las epilepsias. (54) 

En 1868 Clouston realizó un estudio cuidadoso, con el cual­

demostró la efectividad del bromuro de potasio, el trabajó con 29-

pacientes epil6pticos encontrando una disminución considerable de­

las crisis epilépticas después de la administración de ~ste. 

En 1954 llolmes (Woodbury 1978) recalca que durante las lilti 

mas decadas del siglo XIX, 2,5 toneladas de bromuros fueron utili­

zadas por el Uospital Nacional de Londres, para el tratamiento de­

la epilepsia. 

El siguiente paso en la tl,rapia ele los anticonvulsivos ocu­

rrió en el afio ele 1912, cuando el fenobarbital fué introducido co­

mo un sedante. Hauptman en este mismo afio, observó que los pacien­

tes epil~pticos a los cuáles habia tratado con fenobarbital, te--­

nían una marcada disminución de las crisis, y algo importante es -

que ten:ían que usar dosi.s menores que las de los bromuros. (32) 

Putman y Merrit en 1937 (Woodbury 1978) ,iniciaron una inve! 

tigación sistemática de las drogas anliconvulsivas, probandolas en 

un gran número de animales de laboratorio, ellos incluyeron varias 

hidantoinas, por su estructura similar al fenobarbital y describi! 

ron que la difenilhidantoina era muy efectiva en la prevensión de­

ataques inducidos por elcctricielad. 

Swinyard y col. (Kopeloff 1960) comprobaron que la difenil­

hidantoina (Df~) puede estabilizar las descargas nerviosas anorma­

les inducidas experimentalmente y que ocasionan convulsiones en ra 

t6n. (29) 
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Merritt y col. produjeron crisis convulsivas en gatos a los 

que posteriormente administraron por via oral 200 mg. de DFH con -

lo que disminuian notablemente las crisis convulsivas ann cuando -

el estimulo se siguiera aplicando. Los mismos autores reportan sin 

tomas de intoxicaci6n severa con una dosis aproximada de 1/4 y 1/2 

de la dosis letal m1nima. (62) 

En las Qltimas d€cadas diversas drogas han demostrado su u­

tilidad en el tratamiento de las convulsiones como son: la carba­

mazepina, la primidona y el valproato de magnesio. Las dos prime-­

ras se utilizan desde 1952 y 1960 respectivamente. Sin embargo la­

DFH sigue siendo una de las m~s utilizadas, 

7.1 Difenilhidantoina. 

La DF!I pertenece al grupo de las hidantoinas, presenta una­

estructura qufmica que consiste en un anillo de 5 átomos de carba 

no, nitrógeno y oxigeno, un grupo fer.ol en el carbono .5 y un doble 

enlace de oxigeno en el carbono dos (fig. 1). 

o 
0-~-NH 

1 1 

7,2 Farmacocinética. 

e e 
/¡ ' / ~ 

O NH O 

Figura 1 

a.- Absorción. Esta depende la su solubilidad lipídica, de­

su pKa, del pll del medio en el que se disuelve, del nOmero de si--
• tios receptores y de l~ concentración de €sta. Estos factores son-

a su vez afectados por el tipo de excipiente, el proceso de elabo­

ración del medicamento y la ingestión de ciertos alimentos. 
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La absorción de la DFH en el tracto digestivo es muy lenta­

y no es muy buena, ésto se debe a que la DFll es extremadamente in­

soluble en el pH de los jugos gástricos (pH=2). (32) 

Cuando la DFH pasa por el duodeno (donde el pll es aproxima­

damente de 7 a 7.5) la mayor parte de la droga está ionizada y es­

considerablemente más soluble en el fluido intestinal. Las sales -

biliares incrementan la solubilidad de la droga. En el duodeno~­

área de absorción es considerablemente grande y esta puede llevar­

se a cabo más rápidamente, es en este sitio donde la máxima absor­

ción de la DFH ocurre. 

b.- Distribución. Una vez en el sistema circulatorio la DFH 

se une rápidamente a las proteinas, en el hombre el promedio de -­

unión es de 90% a 37ºC. Esta unión se ve alterada por la captidad­

de albúmina presente en el plasma. Se ha identificado por Radioin­

munoanAlisis (RIA) de suero humano que la DFH está unida a la alb~ 

mina y a la 2 alfa globulina. (32) 

La DFll pasa a través de todas las membranas celulares por -

difusión no iónica, uniendose la mayor parte de la droga a las --­

fracciones subcelulares. Quince minutos después de su absorción, -

la droga ha alcanzado una distribución máxima. 

La concentración de la DFll en el cerebro es de 1 a 3 veces­

la concentración de la droga total en plasma y cerca de 6 a 10 ve­

ces la concentración libre, esto se debe a la unión ele la DFII con­

varias fracciones subcelulares del cerebro. (32) 

c.- Metabolismo. Una vez introducida en el organismo la DFH 

es hidroxilacla en el higado, en uno de sus anillos fenoles, y se ~ 

ne con el ácido glucorónico formando un compuesto llamado 5 fenil-

5 parahidroxifenilhidantoico {IJPP!l) y postl~riormente se transforma 

en ácido alfa aminofenil acético. (38) 

El metabolismo de la DFII se ve afectado por la presencia de 

otros fármacos tales como: el dicumarol, la isoniacida, las benzo­

diazepinas y las fenotiacinas. (23) 

d.- Eliminación. La DFll y sus metabolitos son excretados en 
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orina y heces fecales. Menos del 5% de la droga total es eliminada 

en forma no metabolizada por orina y solo una pequeña cantidad por 

heces fecales. 

En el hombre la cantidad excretada como HPPH es dependiente 

de la dosis. cuando la administración es oral con una dosis de 100 

mg. del 60 al 85% es eliminada como HPPH, a dosis de 250 mg el 76% 

y a dosis de 500 mg solo el 50%. 

7.3 Niveles séricos y control de la dosis. 

Los primeros métodos utilizados para determinar los niveles 

séricos fueron la espectrofotometr!a y la colorimetr!a, posterior­

mente se introdujo la cromatograf!a de gases. En la actualidad el­

método más utilizado es el del radi.oinmunoanálisis. (RIA) 

En el tratamiento monoterapéutico de la DFI-l la dosis más -­

frecuentemente utilizada es de 300 mg diarios en adultos, con esta 

dosis después de un tiempo determinado, el cual varia de 5 a 15 

dÍas, se estabilizan los niveles séricos, lo que implica que la 

cantidad de me~icarnento que se está tomando y la que se está elimi 

nando alcanza un equilibrio (31). 

:Cos niveles séricos ele 10 a 20 ).l.g/ml, se encuentran frecuen 

temente en pacientes que tienen un buen control, sin embargo se -­

han encontrado pacientes que tienen niveles sé ricos ele 30 Ag/ml, -

sin que sus crisis hayan sido controladas y sin ellos presentar -­

s!ntomas de intoxicación. Por el contrario, algunos pacientes con­

niveles séricos de 5 µg/ml, presentan sintomas ele intoxicación, co 

mo son: nistagmus y somnolencia. (31) 

Estas variaciones individuales se deben a la manera de meta 

balizar a la droga, Una falla en la enzima difenilhidantoinasa al­

tera las uniónes proteicas y el descenso de estas uniónes produce­

cambios en la eliminación,metabolisrno y concentración de ésta en -

plasma. (11) 

Los niveles séricos bajos en sangre están dados por un ráp~ 

do metabolismo de la droga y un desplazamiento competitivo, por lo 
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que aumenta la fracción libre en plasma, lo cual provoca un incre­

mento en el metabolismo de ésta (38); los niveles séricos muy ba-­

jos también pueden ser causados por una baja absorción de la droga. 

La DFII a altas concentraciones reduce la excitabilidad y es 

tabiliza las fibras nerviosas después de la hiperexcitabilidad, -­

causada por las bajas concentraciones de Calcio iónico. Se ha de-­

mostrado que estos cambios ocurren en el cerebro. Estas diferen--­

cias de concentración causarán un relajamiento del potencial de -­

membrana. Noodbory ha calculado que la DFH cambia el potencial de­

membrana cerca de un 20% (Woodbory 1978), esto es importante para­

reducir la excitabil'idad nerviosa y para incrementar el umbral de­

excitaci6n en la misma células. 

7.4 Toxicidad clfnica. 

Merritt y Putman en el mis~o afio que descubrieron la DFH re 

portan dos casos de intoxicación en 350 pacientes , y describen 5-

categorias ~e efectos tóxicos: 

a.- Disturbios gastrointestinales, como gastritis con nau-­

sea y vómito. 

b.- Alteraci6nes del sistema nervioso central caracterizado 

por nerviosismo, ataxia, nistagmus y ocasionalmente diplopia. 

c.- Efecto hematol6gicos como leucositosis. 

d.- hipertrofia de encias en un 6%. 

e.- Complicaciones dermatológicas como eritematoso multifor 

me, descamación y leucositosts. 

En 1961 RoseJnan ( vioodbury 197 8) , reporta una asociación -­

del incremento de sintomas como ataxia, vértigo, euforia y depre-­

si6n, con la intoxicación de la DPJI. 

En ciertos pacientes se ha descrito el sfndrome de la dife­

nilhidantoina encefalop~tica que se caracteriza por un incremento­

de las crisis, cambios en el electroencefalograma (EEG) y altera-­

ciónes en las funciones mentales. Estas reacciones son poco usua-­

les y pueden causar confusión en el diagnóstico, por lo general se 
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asocian con sobredosis, pero pueden presentarse en pacientes que -

tienen niveles séricos establecidos, Estos enfermos desarrollan -­

disturbios en las funciones normales, con un incremento de las de~ 

cargas registradas en el r::EG, signos 11euroI6gicos como hemiparesis 

y un déficit hemisensorial. (31) 

Se ha reportado el desarrollo de hemiplejia en dos pacien-­

tes tratados durante 6 meses y dos años respectivamente con DFH.-­

( 3 2) 

En 1969 Logan y Freeman describen reacciones semidegenerati:_ 

vas asociadas con intoxicaci6n de DFll, asimismo reportan 4 epilép­

ticos con signos de deterioro cerebral, en ellos los niveles séri­

ricos estaban arriba de 30 )J.9/ml, pero no presentaban un incremen­

to en las convulsiónes y tampoco presentaban nistagmus. 

Se ha observado que algunos pacientes Jesarrollan reaccio-­

nes de hipersensibilidad, inicialmente con urticarias y linfodeno­

patias, estos s1ntomas desaparecen después de suspender la DFH pe­

ro pueden volver a aparecer con la readministración. 

Cabe señalar que las complicaciones anteriores son poco fre 

cuentes. (62) 

7.5 Teratog6nesis. 

Hanson y Smith en 1975 (21) describen un patrón de malforma 

ci6nes en los hijos de madres epilépticas tratadas con DF!I, a este 

patrón se le llamó síndrome de la difenilhidantoina y se caracte­

riza por: fontanela anterior amplia, hipertclorismo ocular, puente 

nasal deprimido, orejas de implantación bL1ja, labio leporino, pal~ 

dar hendido, hipoplasia de falanges y u~~s, pulgar alargado, dislo 

caci6n de la cadera, asf corno cuello corto, anomalías en las costi 

llas, implanta~\6n baja de pelo, bajo peso al nacer e inteligencia 

abajo de lo normal, 

Ocasionalmente se ha reportado braquicefalea, estrabismo, -

coloboma, estenosis cortical, atresia duodenal, sinfalangismo y -­

sindactilia. 
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Diverosos estudios han reportado la presencia de este pa--­

tr6n de malformaciones en los hijos de madres epil~pticas tratadas 

durante el embarazo con DFH. (26) 

Lewin en 1973 (37) y Massino en 1974 (41) al estudiar 22 ni 

ños recién nacidos, hijos de madres epilépticas, 15 de las cuales­

estuvieron tratadas con DFll, observaron en 9 de ellos una reduc--­

ción en la eritropoyesis, con algunas malformaciones congénitas, -

10 con anormalidades cromosómicas y en 7 casos no encontraron ni~ 

guna alteración genética ni teratogénica. El análisis cromos6mi­

co de las madres mostró solo en una de ellas, alteraciones en el 

complemento diploide. (41) 

Bishum (6) reporta un aumento en la frecuencia de células -

hipotetraploides, tetraploides, en recién nacidos cuyas madres fue 

ron tratadas con anticonvulsivos. 

A finales de los setenta, Metzelf (43), propone que el efec 

to teratogénico de la DFH se debe a la actividad antagónica de es­

te producto sobre el metabolismo del ácido fólico, ya que los inh~ 

bidores del folato inducen la producción de alteraciones teratogé­

nicas, semejantes a las producidas por la DFll. 

7.6 Mutagénesis de la DFII. 

a) Evidencias citogenéticas. Tratando de correlacionar la -

presencia de alteraciones cromos6micas con la administración de la 

DFH, se han realizado estudios, los cuales analizan las evidencias 

causadas por dicho fármaco. 

Uno de los primeros trabajos fué el de Muniz y col. (Lewin-

1973) quienes reportan que en cultivos de linfocitos tratados con 

dosis tóxicas de UF!!, aumentan el número de aberraciones cromos6mi 

cas pero al evalua~ el dafio citogenético en linfocitos de 7 pacie~ 

tes tratados con el mismo producto, no se observaron alteraciones. 

En 1970 Márquez Monter y col. (40) estudió los cromosomas -

obtenidos del cultivo de linfocitos de sangre periférica de 20 pa­

cientes epilépticos tratados con DFH, en dosis de 200 a 400 mg. --
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diarios, durante un periodo mínimo de un año, observando un aumento 

en la frecuencia de c6lulas hipo e hipertetraploides, efectos auserr 

tes en los testigos. 

Brogger en 1970 (8) estudia el efecto de las drogas anticon­

vulsivas, en mujeres que estuvieron bajo tratamiento y en sus hijos 

encontrando un aumento en la frecuencia de alteraciones cromosó-­

micas con respecto al control, sin embargo, ya que los pacientes -­

recibieron diversas drogas anticonvulsivas, no fu6 posible determi­

nar si una o varias drogas causaron este efecto. 

En un estudio posterior Bishum (6) intoxicó cultivos de lin­

focitos humanos con DFH, primidona y fenobarbital, a dosis de 20, -

30, 40, 50, 60 y 70 ug/ml., obteniendose resultados negativos en el 

estudio cromosómico. 

ílerha y Obe en 1976 (23), estudian 10 pacientes epilépticos 

con monoterapia de carbamazepina y 14 con DFll, observando en el pr! 

mer caso una elevada frecuencia de translocaciones y en el segundo 

de cromosomas cic6ntricos. 

Alving y col. (2) y Sakari y col. (56), estudiaron c6lulas 

de médula ósea procedente de 10 y 22 pacientes tratados con DFI!, en 

el primer caso no observaron alteraciones cromos6micas pe~o si un -

incremento de micronúcleos con respecto al control, en el segundo -

caso las aberraciones cromosómicas no se incrementilron comparando-­

las con los controles. Estos mismos autores estudian el efecto de -

la DFH en ratones tratados con dosis de 50 mg/kg. durante tres d!as, 

tambi6n evaluaron la adición de la droga a cultivos de linfocitos -

obteniendose resultados negativos en ambos experimentos. 

Habedank y col. (20), estudiaron 30 niños epil6pticos bajo -

tratamiento monotera~éutico de DFI!, encontrando que los intercam--­

bios de cromátidas hermanas se incrementaban notablemente en compa­

ración con los resultados del grupo control, todos presentaron ca-­

riotipos normales. 

Eber y col. (14), estudiaron 20 niños tratados con DFH y 10 

con primidona, de ellos se llevó el control de los niveles s6ricos, 
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ninguno presentó síntomas de intoxicación, no encontrandose dife-­

rencias significativas en cuanto a la frecuencia de aberraciones -

cromosómicas e intercambio de cromátidas hermanas (ICH) entre am-­

bos grupos como entre el grupo control, 

l!unke y Carpenter en 1978 (25), estudiaron la frecuencia de 

ICll en linfocitos humanos expuestos "in vitro" a DFll, no encontrán 

dose diferencias significativas, 

Recientemente con la finalidad de demostrar el efecto muta­

génico de la DFI! y su metaboli to más coman la 5 hidroxifeni lhidan­

toina: Sezzano y col. observaron en el sistema de Ames que a una -

mayor hidroxilación de la DFI! se obtiene un incremento en su efec­

to mutagénico. 

b,- Intercambio de cromátidas Hermanas. 

Técnicas autoradiográficas, La primera en trabajar con ICH­

fué Barbara Me Clincton (1938) {Wolff 1982). Posteriormente en 1957 

Taylor y col. {Wolff 1982), describen la t~cnica autoradiográfica­

de los cromosomas metafásicos, usando la incorporación de timidina 

tritiada (TJ!3 ), para demostrar la distribución semiconservativa -­

del ADN duplicado entre las dos cromátidas. Esta técnica consiste­

en extender en las células que incorporar TH 3 , una emulsión foto-­

gráfica sensible a los rayos beta emitidos, contenidos en la timi­

na. Por cada emisión de una partícula beta se ve aparecer un grán~ 

lo de plata reducido después del revelado de la emulsión por cada­

gránulo de plata correspondiente a un átomo radioactivo incorpora­

do. 

Este método no fué aceptado, ya que la observación se dif i­

cultaba por los precipitados de plata que se observaban en los ero 

mosomas, pudiendo quedar enmascarados algunos intercambios. 

Técnicas de fluorescencia o métodos no autoradiográficos.-­

Ward y col. en 1969 (Wolff 1982), describieron dos compuestos fluo 

rescentes, el formicfn y la diazenebularina. Otros compuestos uti­

lizados en estas técnicas son: el naranja de acridina , la mostaza 
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de quinacrina, la bromodesoxiuridina y la flourodesoxiuridina. 

La desventaja de estas técnicas es que la fluorescencia de­

los compuestos incorporados en el ADN es eflmera y las preparació­

nes obtenidas no son permanentes. 

Latt en 1974 (34) observ6 la sustitución de timina por la-

5 bromodesoxiuridina (5 Brdu) en los cromosomas obtenidos de un 

cultivo de sangre periférica, estos cultivos fueron expuestos a di 

ferentes concentraciónes de 5 Brdu. 

Si se cultivan células en presencia de Brdu durante el pri­

mer ciclo de replicaci6n celular, cada filamento de la doble héli­

ce de ADN sintetiza su filamento complementario utilizando esta ba 

se, Durante la primera mitosis las cromátidas hermanas del cremoso 

ma metafásico, no se distinguen entre si, ya que tienen la misma -

composición química, Sin embargo si se deja seguir por un segundo­

ciclo la replicación y por lo tanto una segunda síntesis de l\DN, ~ 

na de las cromátidas resultantes será hlbrida, al igual que las ob 

tenidas en el primer ciclo celular, mientras que la otra tiene am­

bas cadenas del ADN con 5 Brdu en lugar de timina. En este momento 

las cromátidas hermanas son qulmicamente diferentes, lo que puecle­

ponerse de manifiesto por la tinci6n diferencial que dan ambas ero 

mátidas cuando se colorean con lloescht: 13258, un derivado de la 

bisbinzimida. Los cromosomas así teñidos muestran una crorn5tida 

con intensa fluorescencia, que es la que posee un solo filamento -

reemplazado con Brdu y la otra en que la fluorescencia es más pál~ 

da, que corresponde a la cadena que ha incorporado Brdu en ambos -

filamentos. Posteriormente lil preparaci6n cromos6mica es expuesta­

ª la luz negra o a la luz solar y posteriormente se ~olorea con 

Giemsa, de esta manera se obtienen preparaci6nes permanentes de 

más fácil observación, que no necesitan de equipo costoso, como un 

microscopio de flourescencia y que no representan el inconveniente 

de la temporalidad limitada de los colorantes fluorescentes. 

Mecanismos de formación de los ICll. 

Los ICH son un fenómeno que se relaciona con los mecanismos 
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de reparación del ADN. El mecanismo de formación no se conoce con­

certeza. Su importancia práctica es que la frecuencia se ve afect~ 

dada por tratamientos como luz ultravioleta o mutágenos qu1micos,­

por lo cual el número de ellos puede ser utilizado como una prueba 

de sensitividad para mutagénesis. 

Los ICH no deben considerarse como un daño cromosómico en -

el sentido estricto de la palabra ya que la morf olog1a cromosómica 

no se ve alterada. 

Wolff en 1977 (60), presentó evidencias de que los ICH re-­

sultan de una lesión persistente que pudo ser inducida en cual---­

quier tiempo del ciclo celular, y para que se haga evidente un in­

tercambio es necesario que la célula lesionada pase por la fase de 

s1ntesis para poder observarlo en la siguiente mitosis. 

Como se mencion6 anteriormente los mecanismos de formación­

se desconocen casi por completo, s0 han propuesto varios tipos de­

estos y el más aceptado hasta la fecha es el propuesto por Painter 

en 1982 (50), él postula que la mol6cula de l\DN tiene una replica­

ción asincrónica. El lugar donde ~e inicia se llama replicón, cada . 
20 replicones forman lo que se conoce com racimo y cada 5 racimos-

se forma una asa. Las asas están unidas entre sf por AllN y protef­

nas. Dentro de las asas encontramos replicones en diferentes esta­

dos de replicación, por lo que cuando un~ ílRR está replicada y la­

siguiente no, los puntos de unión entre ellas son sometidos a una­

gran tensión y se vuelven muy vulnerables, en estos lugares es don 

de se llevm ·'I cabo los rompimientos de la cadena de l\DN, estos rom 

pimientos son de doble banda y están catalizados por la enzima to­

poisornerasa II la cual ayuda a desespiralizar la cadena de ADN. 

Los rompimientos posteriormente desaparecen por la reunión­

de las cadenas hijas originales replicadas, observandose de esta -

manera la tinción diferencial. 

Estudios de ICH en poblaciones expuestas, 

Desde el desarrollo de las nuevas técnicas para la tinci6n­

diferencial entre las cromátidas hermanas en cromosomas en metafa-
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se, estos métodos han sido muy utilizados para el análisis de ICH­

en células expuestas a agentes genotóxicos. 

Se han realizado numerosos estudios en cuanto al incremento 

de la frecuencia de ICH en poblaciónes expuestas ocupacionalmente 

a sustancais tóxicas, como solventes orgánicos. (61) 

En 1978 Lambert (Wolf f 1982), estudió un grupo de trabajado 

res de la industria farmaceutica y observó que la frecuencL1 de --
!CH se elevaba en comparación con los sujetos controles. 

Calleman (Wolff 1982) , estudió 5 mujeres trabajadoras de u-

na planta esterilizadora, expuestas a 6xido de etilcno, en ellas -

la frecuencia de IC!! se incrementó considcré!blcmcnte, cncontrando­

se también que dos de ellas desarrollaron postei·iormentc leucemia. 

Baden y Simons en 1980 (Wolff 1982), estudiaron la mutagenl 

cidad producida por la constante inhalación de anest6sicos, princl 

palmente en personas que laboran en quirófanos, encontrandose la -

frecuencia de !CH elevada, más de lo normal, también se encontró -

un incremento en la frecuencia de abortos y malformaciones congénl 

tas y cáncer es estos individuos. 

Bala Y Hopkin en 1980 (Wolff 1982), observar6n que la fre-­

cuencia de !CH en fumadores se incrementaba en un 20% en una pobla 

ción de 209 individuos. El 10% de los fumadores, tenian una fre--­

cuencia de 22 ICI!/metafase o más, valores no observados en los no­

fumadores, esta elevación refleja algún daño causado en el mate--­

rial genético inducido "in vivo". 

Maki y Paakkanne en 1980 (Wolff 1982), estudiaron 32 retro­

grabadores, los cuales tenian una exposición diaria al tolueno y -

no encontraron diferencias en la frecuencia de ICH comparadas con­

¡os sujetos controles no expuestos. 

Inducción de ICH por medicamentos "in vivo". 

Hay pocos estudios en poblaciones expuestas a radioterapia­

º quimioterapia, entre los que se pueden señalar los estudios de -

Stent y col. (1979), los cuales demostraron que el tratamiento con 

PUYA ha causado un desconcierto en el riesgo genético que puede in 
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volucrar, ya que aumentó el riesgo de contraer carcinoma cutaneo -

sin embargo no produce un aumento en la frecuencia de ICH en pa--­

cientes tratados, 

Nicholas estudió 31 individuos con intoxicación aguda al 

malation, encontrandose que la frecuencia de ICH aumenta en un 20% 

con respecto a el grupo control. {Wolff 1982) 

Kowalcsyc en 1980 (30), estudió la toxicidad genética del -

metronidazol y del ácido nalidixico en niños expuestos a estos me­

dicamentos encontrandose un aumento de más del doble de ICH, 

Wolff (60), estudió pacientes tratados con sulfasalicina 

(medicamento prescrito en el tratamiento de la colitis ulcerativa) 

encontrando que los ICH no se incrementaban comparandolos con el -

grupo control. 
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III MATERIAL Y METODO, 

Se realizó el cultivo de linfocitos para el análisis citog~ 

n~tico de 10 pacientes epil~pticos procedentes de la clínica de e­

pilepsia del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, se-­

leccionados por encontrarse bajo un tratamiento monoterap~utico a­

base de difenilhidantoina, prescrita oralmente por un periodo míni 

mo de un afio. De este grupo 6 corre2~1ondieron al sexo femenino y-

4 al sexo masculino, con un rango de edades comprendido entre 17 a 

63 años con un X= 34.87 años (tabla 1). 

A la exploración ffsica y neurológica los pacientes presen­

taron características normales, con excepción de la presencia de­

crisis convulsivas. El registro electroencefalográfico presentó -­

las anormalidades características de este padecimiento. 

De cada uno de los casos estudiados se tomó una muestra de-

20 rnl. de sangre perif6rica, de los cuales 15 ml fueron enviados -

al laboratorio de Radioinmunoan5lisis (RIA del I.N.N.N.l,para la -

determinación de la concentración del anticonvulsivo en el plasma 

sanguíneo. Con los 5 ml. restantes se efectuó el cultivo de linfo­

citos de sangre periférica para el estudio cromos6mico. 

Como testigo se efectuaron los cultivos de sangre proceden­

te de 7 donadores sanos (quienes hasta el momento del estudio no­

presentaron crisis convulsivas y nunca habían tomado ningGn anti-­

convulsivo). Cuatro fueron del sexo femenino y 3 del sexo masculi­

no, con un X de edades = 30.25 anos. 

Cultivo de sangre periférica. 

La siembra de las células sanguíneas se hizo de acuerdo a -

la técnica de Moorhead y col. en 1960 (45), con algunas rnodifica-­

ciones, de la siguiente manera: se sembraron .5 ml de sangre total 

de cada uno de los pacientes, asi como de los individuos del grupo 

control, en 5 ml. de medio de cultivo ~PM! 1640. A cada cultivo se 

le adicionaron 50 unidades de pr.nicilina y 50 ug de estreptomicina 

(Gibco), 0,5 ml de fitohemaglutinina (Microlab) y 30 ug de 5 Brdu 

Los cultivos se incubaron a 3~ºC durante 48 y 72 Hrs. Dos horas an 
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tes de la cosecha se adicion6 colchicina (2ug/ml), 

La separaci6n de las células se obtuvo centrifugando duran­

te 10 minutos a 1200 RPM, eliminando el sobrenadante y dejando un­

volumen igual al del botón o paquele celular. Se resuspendió suav~ 

mente y se agregaron 5 ml. de sdución hipot6nica 0.07 M de Kcl), -

incubandose después a 37ºC durante 10 min., una vez transcurrido -

este tiempo, se centrifugó de nuevo a 1200 RPM durante 10 min, se­

elimin6 el sobrenadante dejando un volumen igual al del botón, pa­

ra resuspender nuevamente a las células antes de agregar 5 ml. de 

fijador (Acido acético-metanol 3:1), Después de res11spender nueva­

mente en el fijador se dejaron reposar las células durante 20 min. 

Esta operación se volvió a repetir hasta observar que el botón es­

tuviera lo mAs limpio posible, lo que generalmente ocurrió en el -

tercer cambio. Por Gltimo se procedió a la elaboración de las la­

minillas fijando a la flama, 

Transcurridas 24 Hrs de haber sido elaboradas las lamini--­

llas se procedi6 a su tinción, para evidenciar a las cromAtidas 

hermanas, utilizando la técnica descrita por Perry y Wolff (60) de 

fluorescencia mAs Giemsa. Esta consiste en introducir las lamini-­

llas en una cajade Koplin que contiene 50 ml. de agua destilada y-

0.25 ml de tintura de Hoescht 33258 durante 30 min, transcurrido -

este tiempo se lavan con agua corriente y se secan al aire, se cu­

bren con amortiguador de fosfatos pH=6.8 y cubreobjetos, se expo-­

nen a la luz negra de 2,30 a 3,0 llrs y finalmente se tifien con una 

solución 1% de Giemsa-Buffer de fosfatos pll=7, durante dos minutos 

eliminando el exceso de colorante con agua corriente. 

En el estudio cromosómico, la cinética de la proliferaci6n­

celular se cuantificó en las 100 primeras metafases observadas, d! 

terminando el nGmero de primeras, segundas y terceras divisiones -

celulares, El n6mero de aberraciones se determinó a su vez en 100-

~etafases, provenientes de células en primera divisi6n, con cromo­

somas hien esparcidos, y finalmente la frecuencia de intercam--­

bios de cromátidas hermanas se evaluó en 25 metafases de células -
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en segunda divisi6n. 

Los resultados en cada poblaci6n fueron comparados aplican­

do la prueba de T de Student. 
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IV RESULTADOS. 

La determinación de los niveles séricos en el grupo de los-

10 pacientes di6 como resultados, en 8 de ellos una concentración-

promedio de 8 .1 ug/rnl. con un rango de 3. 8 a 22.0 ug/ml. (terapeut! 

co normal) : de los dos casos restantes, en uno el valor fuli de o.o 
ug/ml y en otro no se pudo efectuar la determinación por un probl~ 

rna tlicnico durante la toma de muestra. (Tabla 1) 

Análisis cromosómico. 

La tabla N°2 muestra los resultados de la frecuencia de abe 

rraciones crornos6micas observadas en las células en metafase proc~ 

dentes de los cultivos de linfocitos de los donadores sanos (con-­

troles), observandose una frecuencia promedio de 3.37% de clilulas­

con la presencia de diversas alteraciones, tanto cromos6micas como 

croma t!dicas. 

En la tabla N°3 se presentan los resultados de la frecuen-­

cia de cromosomas anormales en el grupo experimental, observandose 

un promedio de 8 .1% con un rango de 4 a 13%, siendo valores mayo-­

res a los del grupo control. Anomalías tanto de tipo cromos6mico -

como cromatldico se presentaron en todos los pacientes, encontran­

~ose en uno de ellos un cromosoma dic~ntrico, en otro un cromosoma 

tetraradial y en dos algunas células con endoreduplicaci6nes, Los­

valores obtenidos para cada una de las poblaciones fueron compara­

dos aplicando la prueba de T-Student, no obteniendose diferencias­

significativas. 

El anS. lisis de la frecuencia de IC!l/metafase en el grupo -­

control se observa en la tabla Vº4, el rango de este grupo, en un­

total de 700 células analizadas, estuvo comprendido entre 4.12 y -

5,58 con un promedio de 4.7. Los resultados del mismo estudio en -

los pacientes para 1000 células estudiadas, estuvieron comprendi-­

dos en un rango de 4.16 a 8.40 ICH/metafase con un promedio de ---

6.52, segan se muestra en la tabla NºS. Para comparar estadística-
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mente los resultados de ambas poblaciones se aplicó la prueba de­

T-Student, no obteniendose diferencias significativas, sin embargo 

al graficar el Nºde ICH contra el número de ~etafases de ambos -­

grupos se pudo observar una diferencia en su distribución, distin­

guiéndose en el grupo experimental una curva bimodal con dos umbr~ 

les, uno semejante al control a nivel de 4 ICH/metafase y otro en-

8 ICH/metafase, lo cual concuerda con el promedio de los rangos o~ 

tenidos en cada grupo, que en el caso del control fué de 1.8 a 7.8 

mientras que en el grupo de los pacientes fué de 3.8 a 11.1, como­

se aprecia en la figura Nº2. 

En las tablas Uº6 y Nº7 se presentan los datos de la cinét~ 

ca de la proliferación celular, en el cual se evaluó el porcentaje 

de las primeras, segundas y terceras divisiones, tratando de deter 

minar si existía un efecto de este farmaco a nivel del ciclo celu­

lar, comparando los valores del grupo control con los del grupo e~ 

perimental. En el primero se obtuvo un promedio de 23.711 de célu­

las en primera división, 41.25% en segunda y 34.57% en tercera di­

visión, en la población de los pacientes los promedios fueron de -

38.75% 1 38.10% y 20,90%respectivamente para los diferentes esta--­

dios de la división celular, prcsentandosc aparentemente por el i~ 

cremento de las primeras divisiones y el decremento de las terce­

ras, un ligero retraso en el ciclo celular (Fig N°3), sin embargo­

al evaluarse estas diferencias no fueron significativas. 



CASO No SEXO EDAD DOSIS DFH NIVELES SERICOS 
(AílOSl (MGl ( UG/MU 

1 MASC 19 300 11.00 

2 FEM 41 400 7.6 

3 MASC 65 300 6.8 

4 FEM 28 200 4.7 

5 FEM 19 430 22.0 

6 FEM 33 300 

7 FEM 29 300 3.8 

8 MASC 63 300 5.4 

.9 FEM 10 230 o.o 
10 MASC. 17 300 3.8 

TABLA 1. SEXO, EDAD Y METABOLISMO DE LA DFH EN 10 PACIENTES 
EPILEPT!COS. 



x TOTAL DE CELULAS A. CROMOSOMICAS A, CllOMAT IDICAS 
CASO No I.C.H./META.FASE ABERRANTES DIC G" r" otras. G' r otras. 

1 4.48 4% 2 2 

2 5.5B 5% 2 3 

3 4.12 4% 2 2 

4 5,12 3% 3 

5 4.32 3% 1 2 

6 4.36 3% 1 1 1 

7 5.40 4% 1 1 2 

x= 4. 77 x= 3. 37% ,. 

DIC Cromosomas dic6ntricos. 

G" Gaps cromos6rnicos. 

r" Rompimientos cromos6micos. 

G1 Gap cromatldico 

r· Rompimiento cromat{<lico. 

TABLA 2 FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN EL CULTIVO DE LINFOCITOS DE 7 

DONADORES "SANOS". 



x I .C. ll/11~ TOTAL DE CELULAS A. CROllOSOMIC/\S A. CROMATIDICAS 
CASO No N.S. TAFASE. ABERRANTES. DIC' G" r" otras G' r' otras 

l ll .O 4.16 8% 5 l 2 

2 7.6 6.BB 9% 1 1 2 5 

3 6.B 8.36 7% 1 1 1 3 tetrar. 

4 4.7 5.96 4% 1 2 1 

5 22.0 6.76 ª' 4 1 3 

6 8,40 9\ 3 Endor. 4 

7 3. 8 7.80 9% 7 
(2) 

1 1 

8 5.4 7.44 7% 3 1 3 

9 o.o 5.28 7\ 1 l 4 1 

10 3.8 4.20 13% 1 7 Endor. l 3 

X= 6.52 x=a.a 

DIC Cromosomas dicentricos. 

G" Gap cromos6mico. 

r" Rompimiento cromos6mico. 

Endo= Cndoreduplicaci6n. 

G' Gap cromat1dico. 

r' Rompimiento cromat1dico. 

Tetra Cromosoma tetraradial. 

TABLA FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 10 PACIENTES TRATADOS MONOTERAPEUTI­

CAMENTE CON D.F.H. 



CASO No TOTAL DE TOTAL DE x I.C,H/CR2_ x I.C, H, /!1~ RANGO I.C. H D.S./METAFASE 
CROMOSOMAS I.C.H. MOSOMAS TAPASE 

1 1147 112 0,197 4.48 o - 10 2.26 

2 1148 147 0,128 5,58 4 - 9 1.52 

3 1147 103 0.189 4,12 2 - 7 1.14 

4 1146 128 0.111 5,20 3 - B 2.25 

5 1148 108 0.194 4,32 2 - 7 1.35 

6 1147 106 0.095 4,36 1 - 7 1.51 

7 1148 135 0,117 5.40 3 - 7 1.61 

D.G. - Desviación estandar. 

TABLA 4 FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS OBTENIDAS EN 7 DONADORES SA-­

NOS, 



CASO No TOTAL DE TOTAL DE x I.C,H/CR~ X I.C .11. /ME RANGO I.C.H. D.S,/METAFASE 
CROMOSOMAS I.C.H. MOSOMA TAPASE:-

1 1147 172 0.149 6, 8 8 4 - 13 2.58 

2 1148 149 0.129 5.96 3 - 13 2.06 

3 1148 169 0,147 6, 76 4 - 14 2.12 

4 1147 210 0.183 8.40 4 - 10 1,86 

5 1147 195 0,170 7,80 4 - 11 2.02 

6 1145 132 0,115 5,28 5 - 13 2.25 

7 1150 104 0,090 4.16 5 - 13 2.18 

8 1150 209 0.181 8,36 4 - 13 2.78 

9 1146 154 0.134 7.44 2 - 9 2.00 

10 1145 105 0.090 4,20 2 - 9 1.82 

D,S. = Desviación estandar 

TABLA 5 FRECUENCIA DE INTEHCAf1BIO DE CROMATIDAS IIEHMANAS OBTENIDAS EN 10 PACIENTES EPI­

LEPTICOS CON TRATAMIENTO MOMOTERAPEUTICO A BASE DE DIFENILHIDANTOINA. 
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CASO Nº Nº DE METAFASES CELULAS EN 
lA DIVISJON 2A DIVISION 3A DIVISION 

1 100 15 37 48 

2 100 23 37 40 

3 100 22 42 36 

4 100 36 44 20 

5 100 26 40 34 

6 100 18 43 39 

7 100 26 -1!.L 25 
x .. 23.61 x=41.25 x" 34. 57 

TABLA 6 FRECUENCIA DE 1A,2A Y 3A DIVISIONES A LAS 72 HRS'EN EL 
CULTIVO DE LINFOCITOS DE 7 DONADORES uSANOSu, 



CASO Nº NºDE METAFASES CELULAS EN 
lA DIVISION 2A DIVISION 3A DIVISION 

1 100 13 53 34 
2 100 29 50 21 
3 100 29 37 34 
4 100 44 38 18 
5 100 70 20 10 
6 100 75 18 7 

7 100 36 43 21 

8 100 18 53 29 

9 100 37 45 18 

10 100 30 53 17 
x,,~ x =38.TO x-20,90 

TABLA 7 FRECUENCIA DE 1A,2A Y 3A DIVISIONES A LAS 72 HRS EN 
EL CULTIVO DE LINFOCITOS DE 10 PACIENTES EPIL~PTICOS 
TRATADOS CON DFH, 
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NºDE CELULAS % DE CELULA' NºCELULAS - x 
EVALUADAS PA ANORMALES - ANALIZADAS- I.C.H./META- PROLl "'BRACION CEL ~LAR. 
RA ABERRACIQ EN PRIMERA- PARA I.C.H. FASE, (DIVISIONES 
NES CROMOSO- DIVISION. las 2as 3as 
MICAS. 

CONTROLES 700 3.37% 165 4.77 23.61 41.25 34. 57 

.. 

PACIENTES 1000 B.10% 250 6,52 38. 75 38.10 20.90 

TABLA 8 EFECTOS GENOTOXICOS DE LA DIFENILHIDANTOINA (RESUMEN DE DATOS) 



# INDIVIDUOS DOSIS DE DFH tlIVELES TIEMPO TIPO DE 1% DE l\DE- PRUEDI\ ES 
REFERENCIA 

(mg) SE!UCOS COSECHA CELULAS IRHACIONES TADISTICA 

'l'Rl\'T'~nnc: lrn111crnnr 1'.C: rrRAT ll'ONT 

HERHA Y OBE 48 HHS Linfocitos 9% H SIGlU-
(23) 14 20 220 a 1626 NORMALES 

FICATIVA ;, une: 

MARQUEZ-MONTER y 
20 - 200 a 400 - 72 HRS 1Jinfocitos 11% 2% SIGNI-

COL. ( 40) FICATIVA 

EBER Y COL. :m SIGNI-
(14) 10 6 4.4 a 7.7 NORMALES 72 HRS Linfocitos 3'l; l. 5% FICATIV/\, 

NO SIGNI-BARTCH FICATIV/\, 
( 4) - - - - - Linfocitos 4% 3% 

KNWTII.AS M~dula 6- NO SIGNI-
(28) 22 20 130 NORMALES 4-6 HRS sea. t:l. 4% 3. 8% FICATIVA, 

NORMALES 12 HRS Médula o. .08% ,04% NO SIGNI-ALVING Y COL. 10 10 - 60 HRS Linfocitos FICATIVA. ( 2) 

STENCHEVER. Linfocitos 7% 7% NO SIGNI-
2 2 10 - - FICATIVA, (58) 

I ,C .!l. 
HABEDANK 

NORMALES 72 HRS Linfocitos [V0.306.49 SIGN.! 
(20) 9 9 - FICATIVA. 

llUNKE 4 4 - NORMALES 72 HRS Linfocitos NO SIGNI-
(25) FICATIVA 

TABLA 9 COMPARACiotl DE RESULTADOS OBTENIDOS POR DIVERSOS AUTORES. 
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V DISCUSION. 

En el presente estudio nos propusimos evaluar la genotoxici 

dad de la DFH. Para ello se probaron sus efectos en 10 pacientes -

epilépticos (10 a 63 años de edad) tratados con la droga por dife­

rentes perfodos de tiempo. Como testigos se utilizaron 7 indivi--­

duos sanos (23 a 51 afias). Los parámetros que se evaluaron en este 

trabajo fueron la cinética de la proliferación celular, el porcen­

taje y tipo de aberraciones cromosómicas y la frecuencia de inter­

cambio de cromátidas hermanas. 

Cinética de la proliferación celular. 

La cinética de la proliferación celular como un parámetro -

adicional en las pruebas de mutagenicidad, en cultivos de linfoci­

tos ha sido introducida recientemente. Se ha reportado que varfa -

en función de las condiciones de cultivo, la edad de los donadores 

y la adición de sustancias qufmicas. 

Los datos obtenidos con respecto a la cinética de la proli­

feración celular, muestran que a pesar de haberse mantenido las 

condiciones de cultivo lo más similar posible, el mismo lote de 

sustancias, se presentan diferencias notables en el porcentaje de­

~~lulas en primera, segunda, tercera y sucesivas divisiones. 

Esta variabilidad en la cinética de la proliferación celu-­

lar ha sido descrita pcr Ferguson y Gaulden en 1983 ( 15' ) . 

Los datos del ciclo celular en los pacientes tratados con -

DFU muestran cierta variabilidad, y en conjunto tienden a mostrar­

un ligero alargamiento de este ciclo, que se refleja en un incre-­

mentc en el nOmero de p1i~eras divisiones este incremento no es sin 

embargo, estadisticamente significativo. Cabe scfialar que el pará­

metro de cinética de proliferación celular requiere de un mejor c~ 

nacimiento para que pueda ser estudiado como un fndice de mutageni 

cidad "in vivo", ya que existiendo grandes diferencias individua-­

les pueden compararse los resultados obtenidos en un grupo control 

• 
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con los obtenidos en un grupo tratado. El estudiar el mismo grupo 

de individuos antes y después del tratamiento, también es objeta­

ble, ya que no existe información acerca de si este 1'alor se man­

tiene constante a través del tiempo y cuales son los factores que 

pueden producir cambios en los valores que se obtienen. 

Intercambio de cromátidas hermanas. 

Con respecto a los valores de !CH en el grupo testigo uti­

lizado en este estudio, encontramos valores comparahles a los re­

portados por otros autores, ( resumidos por Gebhart en 1981, ) 

( 16 ) . Nuestros resultados en el grupo de los pacientes tratados 

muestran un incremento total de 1.75% sobre el grupo testigo, sin 

embargo, consideramos que este incremento es azaroso y no muestra 

significancia estadistica. Estos resultadGs coinciden con los re 

portados por llunke y e arpenter, 19 7 8 ( 2 5) , pero di f iere11 de los -

obtenidos por llabedank y col. 1982 (20), quienes reportan en un­

grupo de 9 pacientes valores de 0.2181 IC!l/cromosorna y 10.03 ICH/ 

metafase, mientras que en el grupo de 9 testigos los valores fue­

ron de 0.1411 !CH/cromosoma y 6.49 ICH/matafase, lo que represen­

ta un aumento sobre el valor basal. Los niveles séricos de DF!l -

reportados en estos pacientes fueron de 40 a 80 u mol/L, valores­

similares a los obtenidos en nuestros pacientes ( 36 a 86.6 u molL_ 

L ) . No encontramos nigGn parámetro de su metodologia que difiera 

de la utilizada en el presente estudio y que pudiera explicar las 

diferencias en los resultados obtenidos. Cabe señalar que en un -

estudio "in vitre" (Hunke y Carpenter, 1978 (25)), con dosis su­

periores de DFH a las utilizadas en los pacientes, encontraron -­

que la DFH es inductora de ICH, llamando la atención las diferen­

cias entre los resultados obtenidos "in vivo" y los obtenidos "i~ 

vitre"; si estas diferencias se deben a la dosis, seria interesa~ 

te evaluar los !CH en pacientes intoxicados que muestren concen-­

traciones séricas elevadas de DFH. 
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Aberraciones cromos6micas 

Los valores basales de aberraciones cromos6micas en indivi­

duos sanos reportados por diversos autores (/\merase y Schuster ---

1971, Grosse 1972, Ayne 1976, y Goh 1973.) (14), van de 5.1 a 7.8%. 

El valor promedio obtenido en los individuos controles evaluados -

en el presente estudio fué de 3.37% valor que es comparable a los­

mencionados en la literatura. 

El porcentaje de aberruciones cromosómicas encontrado en -­

los pacientes en tratamiento con DFI! fué de X ~ B.1%, este aumento 

no es estadísticamente significativo, Estos resultados coinciden -

con Bartch 1975 (4) ,: quien no encuentra un incremento en el por-­

centaje de aberraciones cromosómicas en nü1os epilépticos tratados 

con DFH, en cultivo de linfocitos. Otros autores como Alving 1977-

(2), Knwtilas y col 1977 (28), Stenchever y Al len 1978 (58) y Eber 

y col 1981 (14) coinciden con los resultados anteriores. 

Se ha considerado que los resultados negativos pudieron de­

berse a que los linfocitos fueron cultivados 72 Hrs y Jns células­

se dividieron 2 6 3 veces, por lo tanlo pudieron haberse eliminado 

selectivamente las células dar1adas, explicandose asi el hecho de -­

que Herha y Obe en 1976 (23), encontraran diferencias significati-­

vas en la frecuencia de aberraciones cromosómicas en 14 epilépti-­

cos con monoterapia. Un estudio posterior de estos mismos autores­

mostr6 una disminución en la frecuencia de aberraciones cromos6mi­

cas. Los datos obtenidos en esta investigación, descartan la posi­

bilidad de que haya una selecci6n de las c~lulas dañadas, ya ~ue -

en estos cultivos a pesar de haber sido hechos a 72 I!rs, la prese~ 

cia de 5 Brdu permitió identificar células en primera división. 

Eber y col en 1981 (14) discute que sus dutos negativos a -

diferencia de los de Obe y Herha se deben posiblemente a que él e! 

tudi6 niños y que posiblemente éstos tengan un mecanismo de repar~ 

ci6n de ADN más eficiente que los adultos, tienen menor tiempo de­

tratamiento y las dosis que se les administran a los nipos son mu-
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cho m~s pequeñas. Sin embargo en nuestro estudio la mayoría fueron 

adultos y no se encontraron diferencias en cuanto a la frecuencia­

de aberraciones cromos6micas en un niño estudiado, comparándolo -­

con los adultos, tampoco se encontraron diferencias en cuanto al -

sexo, los valores en las mujeres fueron 7.5% de A.C., los cuales -

fueron similares a los encontrados en los hombres (8.9%). 

Marquez-Monter y col en 1970 (40) reporta un aumento en la­

frecuencia de endoreduplicaciones y células hipodiploides, pero -

~titas no se consideran como aberraciones cromos6micas. Nosotros no 

encontramos dichas alteraciones con una frecuencia elevada. 

Cabe señalar que las divergencias encontradas en la litera­

tura pudieron deberse al hecho de que los estudios realizados, co~ 

paran grupos de individuos conttules con grupos de individuos tra­

tados, lo que descarta el factor individual, de hecho Mitelman y -

Hartley-Asp 1980 (44) reportaron un efecto mutag6nico del mctroni­

dazol, al evaluar individuos tratados comparandolos con individuos­

controles, sin embargo al evaluar a los pacientes antes y después­

del tratamiento, no encontró dicho efecto mutag6nico, Estos hechos 

ilustran la importancia que tiene el evaluar al paciente antes y -

después del tratamiento. 

Esta observación adquiere especial importancia en el caso -

de la DFH, ya que esta droga es una de las tres únicas que se ha -

reportado estratogénica y carcinigénica, por lo cual es importante 

poder demostrar su mutagenicidad, ya que se ha reportado que los -

puntos capaces de causar rompimientos cromos6micos y mutaciones g~ 

nicas en algún sistema biológico, tienden a causar c~ncer y defec­

tos en el nacimiento. 

En nuestros pacientes ciertos individuos mostraron una fre-­

cuencia elevada de aberraciones crornos6micas, a pesar de que una -

vez evaluadas estas diferencias no fueron signi,ficativas, será ne­

cesario evaluár a los pacientes antes de comenzar el tratamiento,­

para poder descartar la variabilidad individual. 
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Es importante,por lo tanto, evaluar si los individuos que -

muestranun incremento en el porcentaje de aberraciones cromos6mi-­

cas pudieran ser los individuos que tienen hijos con defectos gen~ 

ticos o desarrollan ciertos tipos de cáncer, mediante estudios lon 

gitudinales de los pacientes antes y durante el tratamiento, que ~ 

barque estos tres aspectos, 
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