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INTRODUCCION'

', Deb1do al- gran ntimero de pac1entes
c1onal ‘de’ Neurologia Yy NeurOC1rugi
crisis ep11ept1cas en ‘la mayoria d

y”al g;q de la polifarmacia, sg,requie
multénea de los niveles sériéosfa 10

ant1ep1iépticos;5f S

k :E1 objetivo. de este traba;o es e1 de 1mp1ementar un método -

‘analitico preciso, sensible, especif1co Yy reproduc1b1e para la de
“terminacisn simulténea de dichos firmacos:-

El método de inmuncensayo enzimitico (EMIT) se realiza en --
forma rutinaria en dicha institucifn, ya que-es un método que ha
sido validado ‘extensivamente (1, 2, 3, 4, 5). Este método requie
re de un ensayo para cada determinacién de determinado antiepilép
tico.

La determinacién de los niveles séricos de antiepilépticos -
favorece enormemente el manejo de pacientes epilépticos, ya que -
se ‘puede mantener un balance de estos fdrmacos entre dosis tera -
‘peGticas y niveles téxicos (6).

. Los antiepilépticos usados mis com@inmente son la Difenilhi-
dantofna (DFH), la Carbamazepina (CBZ), 1la Primidona (PD) y.el:-
Fenobarbital (FB). Los niveles terapeGticos de estos fdrmacos -
son para la DFH de 10 - 20 ug/ml, para la CBZ de 4 - 12 ug/ml, -
para la PD de 4 - 15 ug/ml y para el FB de 10 - 40 ug/mi (7). -
Inicialmente para su determinacién en suero se utilizé la colori
metrfia (8), despu&s se usé la espectrofotometrfa (9), la cromato
graffa en placa fina, el radioinmunoensayo (1), la cromatografia
de gases (10), la cromatograffa.de lfiquidos (3), el inmunoensayo
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enzimitico (1} y el inmunofluorescent¢ (1.

En este trabajo se desarrollari el método de cromatografia -
gas-1iquido, comparindolo con el método rutinario realizado en:la
ya ‘mencionada institucién. : ‘



1. GENERALIDADES =~

+ nlzacléﬁanﬁdial »
siaen’el que se define a ésfa,q
logia diversa, caracterizada~p§rl
nakdescarga excesiva de las neutbn

~(cr1‘1s ep1lépt1
as manlfestac1ones clini-

cas), asociadas eventualmente con dive

engnkcorrelac16n -
electroencefalograma (EEG)

cas 'y paraclinicas. Casi 51empre 1
con descargas anormales Yy exces;yas
(7,12).

El término epilepsia primafié“b'ididﬁética,,indica 16$7casds"V

en que no es posible identificar una Causa de la CrlSIS.‘ LéAeﬁi
lepsia secundaria o sintomitica es el trastorno en’el’ cual fak
res como trauma, neoplasia, infeccifn, anomalfias del desar
enfermedad cerebrovascular o diversos estados metab611c05‘
buyen a la etiologia (12).

tante nGmero de padecimientos del Sistema Nervioso Centra

.

La caracteristica clinica mis importante de la épilépéia es
ia variabilidad de 1as manifestaciones segfin.el sitio de descarga
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¥ pOT. otro lado, 1o 1mpredec1b1e de su presentac16n y reapar1 -
c16n con’ periodos aS1ntom§t1cos que- pueden durar m1nutos, dias, -
meses o anos ‘Se-manifiesta en todas las edades,

‘los casos se presenta‘antes de la adolescenc1a, e
Seent el adulto joven, el 5.2% corresponde a los adu
los .ancianos (7)

" En” México'la-prevalencia de: la ep11ep51a es de 18.2: por 1000
fhab1tantes (7). . -

Para fines de ttatamlen’ farmacoléglco 10 m4s Gtil es cla-
;51f1car a 1os pac1entes “de ‘acuerdo. con el tipo de crisis que expe

r1menten, -fecha,zla seleccién del farmaco depende

“de ‘la’ var1e ad:clinica de ‘1a cr1s1s, independientemente de su e -
t1ologia (pr1mar1a 0’secundaria) (7,12).

“La Com1s16n de Clasificacibn y Terminologia de 1la Liga Inter
nacional contra la Epilepsia realiz6é la clasificacién m4s recien-
te (septlembre de 1981) de las crisis epilépticas, basdndose en -
la expres16n clinica y electroencefalogrifica de cada una de ellas.

CLASIFICACION DE LAS CRISIS EPILEPTICAS
I. CRISIS PARCIALES (FOCALES, LOCALES)

Las crisis parciales son aquellas en las que, en general, --
los primeros cambios clinicos y electroencefalogrdficos indican -
una actividad inicial de un grupo de neuronas limitado para sepa-
rar a un hemisferio. Una crisis parcial estd clasificada prima -
riamente con base en si altera o no la conciencia durante el ata-
que. Cuando la conciencia no se altera, la crisis es clasificada



como una crisis parcial simple. Cuando 1a conciencia se altera,k"”

la crisis es clas1f1cada como una crisis parcial compleja."El -
dafio ‘a 1la.conciencia puede ser el primer signo clinico, o una.--
crisis partialksimple puede evolucionar a una crisis parcial-com
pleja. ‘En pacientes con dafio en la conciencia pueden presentar-
se desviaciones del comportamiento (automatismos). Una crisis -
parcial no puede terminar, pero si progresar de inmediato a una
crisis generalizada. El dafio a 1la conciencia se define como 1la
incapacidad para responder normalmente a estfmulos exfgenos por
conocimiento y/o capacidad de respuesta alterados. Hay una evi-
dencia considerable de que las crisis parciales simples general-
mente tienen una implicacién‘hemisférica unilateral y raramente
tienen implicaci6n hemisférica bilateral; sin embargo las crisis
parciales complejas frecuentemente tienen implicacién hemisféri-
ca bilateral. Las crisis parciales pueden ser clasificadas den-
tro de los tres siguientes grupos fundamentales:
A, Crisis parciales simples
B. Crisis parciales complejas
1. Con alteraci6n de la conciencia al inicio
2. Parcial simple al inicio, seguida de deterioro de la
conciencia.
:C..Crisis parciales que evolucionan a convulsiones ténico -
clénicas generalizadas (TCG) =l
1. Simple que evoluciona a TCG
2. Compleja que evoluciona a TCG -(incluyendo: aquellas --
con inicio parcial simple)
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Tipo clinlco W

Tipd,de,déScargag et Expres16n 1nter1c 
; CHUBBG e i

Desqéfga 10;31_:63 : Descarga 1ocal conf
traiatefél‘qﬁe ini: tralateral
Cla ‘en “el drea co-
e respondlente de -

Tepresentacién cor
tical (no siempre
registrada‘en el -
cuero cabélludo)

Con signos motores

a) Motora focal sin marcha

b) Motora focal con marcha (Jacksoniana)

c) Versiva

d) Postural

e) Fonatoria (vocalizacién o detenc16n del habla)

Con sfintomas somatosensoriales o sensorlales especiales (alu-
cinaciones simples, por ejemplo escozor, luces relampaguean -
tes, sumbidos)

a) Somatosensoriales

b) Visuales

c) Auditivas

dj Olfatorias

e) Gustatorias

f) Vertiginosas

Con signos o sintomas autonfmicos (incluyendo sensaciones epi
gldstricas, palidez, sudacién, erltema, ‘piloereccién y dilata-
cién pupilar). :

Con sintomas psiquicos (disturbids7de la funcién cerebral su-
perior). Estos sintomas raramente ocurren sin dafio en la con




ciencia y son mucho mis comfinmente exper1mentados como ‘crisis:

parciales complejas.

a) Disfédsicas

b) Dismnésicas (por ejemplo deja-vu)

c) Cognoscitivas (por ejemplo,estados;sdﬁ

del sentido del tiempo)

d) Afectivas (miedo,

ira, etc.)

e) Ilusiones (por ejemplo macropsia)

Storsién -

f) ‘Alucinaciones estructuradas (por: eJemplo mﬁs1ca,"escenas)

Tipo clInico'
de crisis
B. Crisis parcia -
les complejas- -
(con dafio en 1la
conciencia: al-
gunas veces pue
de comenzar con
sintomatologia
simple)
1.Parcial simple
con dafio en la
conciencia
a) Con caracte-
risticas par
ciales sim -
ples (A.1--
A.4) seguida
de dafio en -
la conciencia
b) Con automa -
tismo

Tipo de descarga 
EEG

Descarga unilate -

ral o frecuentemen
te bilateral, difu
sa o focal en re -

giones temporal o
frontotemporal

"Expresidn interic
tal EEG

Foco asincrénico,
generalmente uni-
lateral o bilate-
ral; a menudo en
regiones temporal
o frontal



Tipo clinico Tipo de descarga: ... Expresién interic
“de crisis : BEG oot o tal EEG - -

C. Crisis parcia - ‘ o o o
les Que evolu -
cionan.a crisis
secundariamente

generalizadas. S
Esta puede ser- ---.Las.descargas:men-

generalizadazggr

nico-clénica o." " ven secundarla y =
clénica, ‘k‘ Calrépxdamente genera
1.Crisis parc1a~ _'f11zadas

les simples - = -

(A) que,evolg‘*

cionan a cri-

sis generali-

zadas.
2.Crisis parcia

les complejas

(B) que evolu

cionan a cri-

sis generali-

zadas
3.Crisis parcia

les simples -

que evolucio-

nan a crisis

parciales com

plejas que e-

volucionan a

crisis genera

lizadas



II.'CRISIS’GENERALIZADAS (CONVULSIVAS O NO CONVULSIVAS)

Las crisis generalizadas son aquellas en las que los prime-
ros cambios clinicos: indican la implicacibn inicial de ambos he-
misferios. La-.conciencia puede ser dafiada y &sto puede ser la -
manifestaci6bn inicial. Las manifestaciones motoras son bilatera
les. Los patrones electroencefalogrificos ictales inicialmente
son bilaterales y presumiblemente reflejan la descarga neuronal,
la cual se extiende en ambos hemisferios.

Tipo. clinico
de crisis
A.1 Crisis.de
"~ ausencia
a) Dafio en la con
ciencia sola -
mente
b) Con ligeros --
componentes --
clénicos
c) Con componen -
tes atbénicos
d) Con componen -
tes tdnicos
e) Con automatis-
mos
f} Con componen -
tes auton6mi -
cos (del b al
f pueden ser -
usados solos o

en combinacién)

Tipo-de descarga
EEG

Generalmente regu
lar. y simétrica 3
Hz pero pueden --
ser complejos es-
piga y onda lenta
2-4Hz y pueden te
ner complejos mfl
tiples espiga y -
onda lenta. Las -
anormalidades son
bilaterales

Expresifn interic
tal EEG
Actividad de fon-
do generalmente -
normal aunque e -
xiste actividad -
paroxistica (ta -
les como comple -
jos de espigas-on
da lenta. Esta -
actividad es co -
m@nmente regular

y simétrica.



Tipo clinice
de.crisis:

2.-Ausencia atipi

Puede tener:

a) Cambios en el
tono que son
mis pronuncia
dos que en --
A1,

b) Inicio y/o ce
sacién que no

es repentino .

B. Crisis miocléni
ca
Sacudidas mio -
clénicas (sim -
ple o maltiple)

- 10 -

‘ ﬁayde'destar;a
R CEEG

EEkaﬁs/hétérogé-

““‘neo, -puede in - --

cluir complejos i
rregulares de es-
piga y onda lenta,
actividad rédpida

u otra actividad

paroxistica. Las-
anormalidades son
bilaterales, pero
a menudo irregula
resy asimétricas

Poliespiga y onda,
algunas veces es-
piga y ondas agu-
das y lentas

'UExpresién interic
~z-tal EEG -

Fondo generalmen-

te anormal: acti-
vidad paroxistica
(tales como com -
plejos espigas o

espiga y onda len -
ta) frecuentemen-
te irregular y -~
asimétrica

Lo mismo que en -
ictal



E. Crisis ténico-
clénica =

F. Crisis-aténi. -
cas (astfticas)
{(Combinaciones
de lo anterior
que pueden ocu-
rrir, por ejem.
By F, ByD)

ctividad répida

ondas lentas;.pa -

‘trones. ocasionales
.~ de'espiga y onda

Voltaje lento, ac-
tividad rdpida o -
ritmo répido de --
9-10 c/seg o mis -
disminuci6n en fre
cuencia y aumento
en amplitud.

Ritmo de 10 &6 més
c/seg que disminu-
ye en frecuencia y
aumenta en ampli -
tud durante la fa-
se ténica interrum
pida por ondas len
tas durante la fa-
se cl6nica
Poliespigas y onda
o aplanamiento de
la actividad répi-
da de bajo voltaje

ripo: de descargé: L
‘BEG, 0w

(101E/Ség ofmﬁé)‘y 1 "

Expresifn interic

tal EEG

jEspigé y-onda o -
‘déscarga de poli-
espiga y onda

Mds o menos des -
cargas ritmicas u
ondas lentss‘y .-
agudas, algunas -
veces asimétrica.
El fondo es anor-
mal por la edad,
Poliespiga y on -
das o esoigas y -
onda o algunas ve
ces descargas de
onda aguda y len-
ta

Poliespigas y on-
da lenta
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T11. CRISIS EPILEPTICAS NO CLASIFICADAS

ueden:'ser clasificadas --
e-algunas’veces .no pue

kIncluyen todasﬂlaS‘tfi‘i

por sus datos 1nadecuados oiinc mpletos

micos, masticatorios'y:de

IV. ADDENDUM e
Crisis epilépticas“repetida
de circunstancias: :

1. Como ataques fortultos que llegan nesperadamente Y.m-
sin cualquier provocac16n aparente.

2. Como ataques cficlicos a 1nterva 0s.més mehos regula -
res (por ejemplo en relacibn con: el c1c10 menstrual o:con.el ci
clo de suefio vigilia) '

3. Como ataques provocados por a) factores no sensoriales
(fatiga, alcohol, emocién, etc.) o b) factores sensoriales algu
nas veces referidas como crisis reflejas. :

Crisis repetidas o prolongadas (status epilepticus). El -
término status epilepticus es usado cuando una crisis persiste
por un perfodo prolongado de tiempo o es repetido-frecuentemen-. -
te hasta que la recuperacién entre los ataques no ocurre. El -
status epilepticus puede ser dividido en parcial (por ejem, --
Jacksoniano) o generalizado (por ejem. status'de ausencia o sta
tus tbnico-cl6nicoj. Cuando se presenta un status motor locali
zado, se refiere como epilepsia parcial continua (13).



1.1.1;;A$pectos‘terapeﬁticos;%'

Entre mis pronto se inicie'el,tfétéﬁieﬁto de la epileﬁsia -
mejor serd el pron6stico (7). -

Desde el punto de vista clinico, todavia se requiere de al-
gin método confiable para el diagnSstico temprano de la epilep -
sia. El diagn6stico clinico de las crisis cpilépticas debe ser
complementado mediante estudios de gabinete, particularmente la
encefalografia rutinaria y el algunos casos especiales, como en
los que se sospecha una lesi6n focal, probablemente quirfirgica,
mediante registros con electrodos especiales., Dentro de la i -
dentificacién de lesiones que producen crisis parciales o gene-
ralizadas, la tomograffa axial computada permite identificar en
34% de 1os casos la lesibén que origina el fen6meno epiléptico,-
sobre todo, en el caso de las crisis parciales., El desarrollo
de otras técnicas mis sofisticadas como la tomograffa por emi--
si6én de positrones, ayuda a demostrar que alrededor del foco e-
pileptégeno existen &reas de hipometabolismo, particularmente -
en lo que se refiere a la utilizacién de la glucosa. Otras téc
nicas sofisticadas para ayudar a la localizacién del foco epi -
leptSgeno son la magnetoencefalograffa y la tomografia por reso
nancia magnética nuclear (7). ‘

Las normas que debe seguir la terapéutica antiepiléptica -
son las siguientes: .

1. Una vez confirmado el diagn6stico de la epilepsia y des
cartada la posibilidad de terapéutica causal o de la etiologia
(tratamiento de una infeccibn, extirpacibn del tumor, etc.) se’
inicia la medicacién antiepiléptica.



2. La selecc16n del medlcamento que se emplea al principio

-del- tratamlento debe reglrse ‘por”’ e1 t1po de ataques epilépticos,

por su curso, ‘edad del paciente’y por sus posibilidades econémi
cas..

3. Al inicio, la dosis depende fundamentalmente del peso -
‘corporal del enfermo y, en forma secundaria, de la frecuencia -
de los ataques, de la gravedad de los mismos y del tipo y alte-
raciones del trazo electroencefalogrdfico., Se debe tener en --
cuenta el estado general y de nutricién del paciente, de acuer-
do con 1la edad, la tolerancia individual, la inteligencia y la
capacidad del enfermo, asi como la de sus allegados, para enten

der las indicaciones médicas.

4, El1 tratamiento debe iniciarse con un solo medicamento a
la dosis terapéutica recomendada, por kilogramo de peso y en --
forma gradual.

S. Los medicamentos deben ingerirse diariamente con hora -
. rio regular, sin interrupcién y durante largo plazo.

6. Es necesario explicar al enfermo y a sus familiates'el
tipo de tratamiento, su necesidad, su constancia por posibles
~efectos-colaterales-e indeseables-y el modo-de-ponerlo-en-préc-:-

“tica. : : :

7. Una vez lograda 1la rem1516n ‘de” los’ ataques eplléptlcos;
la medicacién debe mantenerse 1na1terada, siino hay ev1denc1a -
de tox1c1dad : o

8. Si es necesario reducir la medicacién por toxicidad, -



se procede;Cpn:,

9. Con 1ntervalos var1ab1es, segﬁn cadak es necesario
v1g11ar la toletanc1a al medlcamento con: contro es: clinlcos, de
los gang11os 11n£5t1cos,,1a p1e1, el higado o1 bazo, 1a deambu
lacibn, el lenguaje, el estado de alerta a: concxenc1a, el rit
mo-psfquico, el rendimiento escolar b4 1os mov1m1entos oculares.

De los resultados de estas: medida

de otras mis complejas, como: el uso’ de p011farmac1a, 1a observa
cién durante la hospitalizacifén, etc.-. .

El tratamiento de un enfermo con.crisis: ep11épt1cas est&
dirigido a:

a) Eliminar la causa de la epilepsia

b) Suprimir la expresibn de los ataques epilépticos

c) Prever las consecuencias psicosociales que pueden ocu -
rrir. como resultado de la disfuncibn neurol8gica subyacente o -
por la presencia de una incapacidad crénica (14).

Se afirma generalmente que el control completo de las cri -
sis puede lograrse hasta en el 50% de los pacientes y que posi -
blemente un 25% mis puede mejorar notablemente (12).

Recientemente, Milligan y Richens, revisaron métodos de e-
valuaci6n del control de las crisis por fdrmacos antiepilépti -
cos, y demostraron que las diferencias en eficacia entre la DFH
y la CBZ son probablemente pequeiias, asi la DFH, el FB y 1la CB;
tienen eficacia similar en el mayor nGmero de crisis generaliza
das y parciales.
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1.2.’Antfép'léptié§§
1.2.1.°Difenihidantoina (DFH).

‘ a)’NombrES quimicos y sinénimos: )
_S,S-Difenil-z,4-imidazolidinediona; difenilhidantofina; -
fenitofina. D

b) Férmula desarrollada:

¢) F6érmula condensada:
CysHi2N20;

d) Peso molecular:
252,26 g/mol

e) Descripcibn:
Polvo blanco, de sabor amargo, algo higroscépico (15).

£) Solubilidad: '
Un gramo de DFH se disuelve en: 10.5 ml de etanol} a -
proximadamente 30 ml de acetona y 66 ml de agua, es in
soluble en &ter y cloroformo.

g) Mecanismo de accién:
Un efecto estabilizador de la DFH es evidente en todas
las membranas neuronales, incluso las de los nervios -
periféricos y probablemente en todas las membranas exci
tables. Este efecto, como los ejercidos sobre la po -
tenciacibn postetfnica (PPT) y la transmisi6én sindpti-



: téfsdn'eikrgsultadq directo o indirecto de los efectos
'fsbbréieifﬁOvimiento de iones a través de las membranas
“‘celulares. Se ha observado que la DFH disminuye el --

flujo en reposo de los iones sodio y de las corrientes

“'de.sodio que fluyen durante los potenciales de accién

h)

o la despolarizacién quimicamente inducida. La entra-
da del ion calcio durante la despolarizacibn estd dis-
minufda en forma independiente o a consecuencia de la
menor concentracién intracelular de sodio. La DFH tam
bién puede demorar 1la activacibén de la corriente hacia
el exterior de potasio durante un potencial de accién,
aumentando asi el perfodo refractario y disminuyendo -
las descargas repetidas (12).

Absorcién, metabolismo y excrecibn:

La DFH es un 4cido débil cuyo pKa es de 8.3. La absor
cibn después de su ingestifn oral es lenta, a veces va
riable y ocasionalmente incompleta, en la mucosa gés -
trica es pobre debido al pH dcido del jugo gédstrico. -
Su absorcifn ocurre en la primera porcibn del intesti-
no delgado, por difusi6én pasiva. En el yeyuno y en el
fleon, la absorcién es mis lenta, mientras que en el. -
colon es limitada (7).

La concentracif6n mdxima después de una sola dosis pue-
de producirse en el plasma después de 2 a 6 horas, La
absorcién lenta durante la medicacién crénica atenfa -
las fluctuaciones de concentracibén del farmaco entre -
las dosis.

La DFH se une en gran parte {(alrededor del 90%) alas
proteinas plasmiticas, principalmente a 1la albGmina. -
Una fraccién mayor permanece libre en el neonato, en -
los pacientes con hipoalbuminemia y en los urémicos. -
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La DFH se distribuye ampliamente en todos los tejidos.
Aproximadamente el 2% de la DFH se excreta sin cambios
por la orina. El resto se metaboliza principalmente -
por accibn de las enzimas microsomales hepdticas. El
principal metabolito, el derivado parahidroxifenilico
es inactivo. Representa del 60 al 70% después de la -
administracién de una dosis finica y una fraccién algo
menor durante la medicacién crénica. Se excreta ini -
cialmente por la bilis y luego por la orina, en gran -
parte como glucurénido. Otros metabolitos aparentemen
te inactivos son el dihidroxicatecol y su derivado 3-
metoxi y el dihidrodiol (12).

Ld vida media de la DFH es de 24 I 12 horas (16).
Niveles terapefiticos:

Son de 10 - 20 ug/ml (7,16).

Toxicidad:

Cuando se administra por vfa intravenosa a velocidad -
escesiva en el tratamiento de emefgencia de arritmias
cardfacas o estado epiléptico, los signos t6xicos més
notables son colapso cardiovascular y/o depresién del
SNC. :

La sobredosis aguda por via oral muestra signos impu -
tables al cerebelo y el sistema vestibular. Los efec-
tos tbéxicos de la medicacidn crénica son también efec-
tos cerebelosos-vestibulares relacionados con la dosis,
pero incluyen otros efectos sobre el SNC, cambios en -
la conducta, mayor frecuencia de las crisis, sintomas
gastrointestinales, hiperplasia gingival, osteomalacia
y anemia megalobldstica. En las mujeres j6venes se -~
presenta como efecto indeseable el hirsutismo. Los --

efectos adversos serios como los cutfneos, en la médu-
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la ésea y en el higado,,son man1festac1ones de alergia
al f&rmaco (12). R

Usos clinicos: : :

La DFH es uno de los agentes antiepilépticos més usa -
dos, efectiva en la mayoria de las formas de epilepsia
excepto las crisis de ausencia. Se ha usado con resul
tados variables en el tratamiento de pacientes psicdti
cos no epilépticos perturbados. Algunos casos de neu-
ralgias del trigémino y afines responden bien a la DFH.
Es usada también en el tratamiento de arritmias cardia:
cas (12).

Carbamazepina (CBZ)

a)

b)

cl

d}

e)

Nombres quimicos y sinfnimos: - ~

5 H-Dibenz (b,f} azepina-S5-carboxamida; 5-carbamoil-
5 H-dibenz (b,f) azepina

F6rmula desarrollada:

(0

I
75\
0/ NM2
Férmula condensada:
CystyaN,0

Peso molecular:

236.26 g/mol

Descripcidn:

Cristales blancos de etanol absoluto mﬁs benceno.
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g)

h)

Solubilidad: : = ;
Soluble en alcohol, acetona, propilenglicol. Praétiég'
mente insoluble en agua (15) o
Mecanismo de accibn:

Con resultados experimentales tan escasos, la hip&te -
sis acerca del mecanismo de accifn de la CBZ son muy -
limitadas. Se sugiere que la CBZ actfie modificando --
principalmente el sistema catecolaminérgico, en espe -
cial alterando la liberacifn y captacifn de la norepi-
nefrina. Una hipétesis alternativa es que la CBZ ac -
tie a través del sistema 3'-5'-monofosfato de adenosi-
na ciclico (AMPC) m.

Absorci6n, metabolismo y excrecién:

La absorcién gastrointestinal es lenta y errdtica. Las
concentraciones plasmiticas mdximas se observan de 2 a
6 horas después de la ingestibn oral y la unién con --
protefnas llega aproximadamente al 80%. La CBZ se me-
taboliza al 10,11-ep6xido, el cual tambi&n tiene acti-
vidad anticonvulsiva. La vida media del compuesto ori
ginal en el plasma después de la administracién créni-
ca es de 13-17 horas (12). Después de una finica dosis,
la vida media de la CBZ es de 18 - 65 horas (16). Es-
to se debe a la autoinduccibén de las enzimas hepiticas
oxidativas responsables del metabolismo de la CBZ (7,
12, 16). Menos del 1% de la CBZ se recupera en la ori
na en forma del compuesto original o del epéxido. El
metabolismo continfia hasta la carbamazepina-10,11-dihi
dr6xido y la subsiguiente conjugacidn con &4cido glucu--
rénico (12).

Niveles terapéuticos:

Son de 4 - 12 ug/ml (7).
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3] Tox1c1dad

'»—Los efectos 1ndeseab1es mds frecuentes de la CBZ inclu
yen dlplopia, visién borrosa, somnolencia, mareos, niu:
_seas; vémitos y ataxia. Se han observado gran varie -
dad de otros efectos sobre el SNC, gastrointestinales,
cardiovasculares y dermatolégicos. Los efectos adver-
sos serios ademis de la depresién de la médula &sea, -
incluyen leucopenia, pfirpura trombocitopénica, icteri-
cia hepatocelular y colestitica, oliguria aguda con hi
pertensifn, tromboflebitis, insuficiencia ventricular
izquierda y colapso cardiovascular. En el 3% de los -
pacientes, se han observado manifestaciones de alergia
al firmaco. Se han observado ademds, sindrome de Ste-
vens-Johnson, dermatitis exfoliativa, fotosensibilidad,
alteracién de la pigmentacidn cutfnea y lupus eritema-
toso sistémico (12).

k) Usos clinicos:
La CBZ es fitil en pacientes con crisis epilépticas par,
ciales con sintomatologfa compleja y simple, en las --
crisis generalizadas ténico-clénicas, en las formas e-
pilépticas mixtas, en la mania y profilaxis de la en -
fermedad maniacodepresiva, en 1la neuralgia esencial --
del trigémino, en la neuralgia en la esclerosis mOlti-
ple, en la neuralgia esencial del glo§ofaringeo; en-el
sindrome de deshabituaci6n al alcohol, en la diabetes
insipida central, en la poliuria y polidipsia de ori -.
gen hormonal y en la neuropatia diab&tica dolorosa (12):
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1.2.3. Pr1m1dona (PD]

a)

b)

c)

d)

e)
£)

g)

h)

‘Nombres' quimicos y 51n6n1mos

- §5<Etildihidro-5-fenil- -4,6(1H,-5H)-pirimidinediona;5-e-
ftil*5-fenilhexahidropi:imidona-4,6-diona; 5-fenil-S-e-

tilhexahidropirimidina-4,6-diona; 2 desoxifenobarbital.
F6rmula desarrollada:

" 0
N

¢

]
!
H

Férmula condensada:

CqzHy4N20;

Peso molecular:

218.25 g/mol

Descripcifn: .
Cristales blancos, préctlcamente 1nsi 1dos

propiedades 4cidas.
Solubilidad: :
Escasamente soluble en agua, 0.6 g/l a 57 C, Y. n ia {
mayoria de los solventes orgénicos (15) :
Mecanismo de accién: Bl

No es conocido el mecanismo de accifn de la PD (7, 12)
Absorcidén, metabolismo y excrecién:

La PD se absorbe rdpida y casi completamente despué&s -
de su ingesti6én. Las concentraciones plasmiticas méxi
mas se observan generalmente unas 3 horas después de -
su ingestién. La PD se convierte en dos metabolitos -
activos, Fenobarbital y Feniletilmalonamida (PEMA)(12).
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‘La vida media de PD, del FB y 1a PEMA son de 126,967
- 12 y 25 - 30 horas, respectivamente (168).

Hasta hace poco tiempo se aceptaba que la PD, no se u-
nfa a proteinas, pero actualmente con el refinamiento
de los m&€todos de determinacibén y mediante el empleo -
de técnicas de ultrafiltracidn, ha sido posible deter-'
minar que el 76211.9% se encuentra en forma libre y --
que el FB se halla libre en una proporcién del 85%11.2%
(7). . )
Alrededor del 40% del fdrmaco se excreta sin cambios -
en la orina (12).

i) Niveles terapéduticos:
Son de 4 - 15 ug/ml (7).

3) Toxicidad:
Los sfntomas mis comunes son sedacién,vértigo, mareos,
nfuseas, v6mitos, ataxia, diplopfa y nistagmo. Los e-
fectos adversos serios son relativamente poco comunes,
pero se han observado erupciones maculopapulares y mor
biliformes, leucopenia, trombocitopenia, lupus eritemag
toso sist&mico y linfadenopatia. Se han producido --
reacciones psicéticas agudas, asi como la enfermedad -
hemorrdgica del recién nacido, anemia megalobléstica y
osteomalacia (12}.

k) Usos clinicos:
La PD se usa en las crisis generalizadas. ténico- c16n1-
cas y en las crisis focales 51mp1es y compleJas (12) »

1.2.4, Fenobarbital (FB),;

5-etil-S-fenil:2,

do 5-etil-5-feni fe-



b)

c)

d)
e}

£)

g)

h)
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F6rmula desarrollada:

H
| 0
N
0=<
;
Férmula coridensada:
Cy2H12N,03

Peso molecular:

232,23 g/mol
Descripcién:

.. Cristales blancos, con sabor ligeramente amargo.

Solubilidad:

Un gramo se disuelve aproximadamente en 1 litro de a -
gua, 8 ml de etanol, 40 ml de cloroformo, 13 ml de € -
ter y 700 ml de benceno. Es soluble en soluciones al-
calinas (15).

Mecanismo de acci6n:

No se conoce mecanismo de accién, pero recientemente -
se ha comunicado que los barbitfiricos aumentan la uni6n
del Scido gamma-aminobutfrico (GABA) a su receptor, --
efecto que requiere la presencia de cloro y en varias
regiones del cerebro llega a aumentarse en 100% la u -
nién de GABA. El aumento de la unifn de GABA a su re-
ceptor inducido por los barbitfiricos se observa en va-
rios ligandos (nuscimol, isoguvacina, etc.) y se sugie
re que lo que sucede es un incremento del nfimero de si
tios de unibén, mds que un cambio en la afinidad del te
ceptor por el ligando (7).

Absorcién, metabolismg y excrecibn:

Los barbitfiricos se absorben rapida'y completamente en
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el intestino delgado (7).  Las concentraciones plasméi-

‘ticas miximas aparecen varias horas después de una Gni

ca-dosis. Estd unida a las protefnas plasmiticas en:-
un 40-60% y en el mismo grado en los tejidos, incluso
el encéfalo. Hasta el 25% del FB se elimina por excre

~€ibn renal dependiente del pH; el resto es inactivado

por las enzimas microsomales hepdticas. El principal
mgtabélito, el derivado parahidrofenilico, es inécti&o
¥ 'se excreta por la orina en parte como sulfato conju-
gado. La vida media del FB es de unas 90 horas - (12).
Niveles terapéuticos: v
Son de 10-40 ug/ml (7).

Toxicidad:

La sedacibn, el efecto indeseable mds frecuente del --
FB, es evidente en todos los pacientes al iniciar el -
tratamiento pero se desarrolla tolerancia durante la -
medicacién crénica. Hay nistagmo y ataxia con dosis -
excesivas, en ocasiones produce irritabilidad e hiper-
actividad en nifios y confusién en ancianos. La erup -
cién (rash) escalitinoforme o morbiliforme, existe en
1 6 2% de los pacientes. La anemia megalobldstica y -
la osteomalacia aparecen durante el tratamiento créni-
co (12).

Usos clinicos:

El FB se usa en las crisis generalizadas ténico-cléni-
cas, en las crisis parciales simples y complejas. Tam
bién se usa como sedante e hipnético (12).



1.2.5. Concentraciones plasméticas de férmaéosﬂantiepilépticos

La determinacién de los niveles ser1cos de los antleplléptl
cos ha marcado una nueva etapa en el tratam1ento de ‘la

T1515 -

epilépticas, ya que ademis de hacer posxble opt1m1:ar 1la dos1s -
del firmaco también ha permitido aplicar. 1os conOC1m1e tos de’ 1a-
farmacocinética a la clinica,

los mis comunes, los observados en 1a prﬁctlca clinxca

Difenilhidantoina (DFH)

A nivel de su absorcibn, el suifatg»de‘é?icid, los antidci-
dos y la alimentacidén continua por sonda nésdgﬁstrica,kpueden re.
ducir su concentracién considerablemente. ~Respeto a la interac-
ci6n medicamentosa a nivel de su unién a proteinas plasmﬁtiéas,
1a tolbutamida, los salicilatos, el valproato y la fenilbutazona
compiten y desplazan a la DFH de su sitio de unién. -

Con lo que se refiere a la biotransformacién, la DFH puede
interactuar con mGltiples medicamentos y producir inhibicién e -
induccién del metabolismo. Al administrar Fenobarbital (FB).y .-
DFH, puede observarse un incremento o un descenso en los niveles
séricos de DFH, que generalmente es de‘escasa magnitud.



Un efecto similar. en ‘los n1ve1es sér1co de DFH 'se observa
por la 1nteracc16n de DFH y metron1dazol, prlmer se advierte un
ascenso moderado en el nlvel sér1co de DFH' n’ algunos casos, se-
guido ‘de un.incremento mis 1mportante de dicho’ 1ve1 “Entre fdr
macos que producen sSlo inhibicién del metabollsmo‘estﬁn entre -
otros el sulthiame, el disulfiram’y la ‘isoniacidaj-lo
dan lugar a un aumento de los n1ve1es sérlcos de>DFH 7).

Carbamacepina (CBZ).

La CBZ, al igual que el FB, tiene una gran capacidad para -
inducir el metabolismo de otros firmacos e incluso para inducir
su propio metabolismo. Tres o cuatro semanas después de monote-
rapia con CBZ, la concentracifn sérica desciente espontineamente.
Debido a este efecto, el grado miximo de autoinduccibn se obtie-
ne al mes de tratamiento continuo. Por lo tanto, en algunos ca -
s0s se requiere ajustar periddicamente la dosis de este firmaco.
Por otra parte, la CBZ induce el metabolismo de la DFH, el val -
proato, la etosuccimida y el clonazepam, lo cual da lugar a un -
decremento en la concentracién sérica de estos medicamentos. E1
efecto sobre la primidona aumenta en la conversidén de ésta a FB,
Los niveles de CBZ se incrementan debido a la inhibicién de su -
metabolismo por medicamentos como el propoxifeno, triacetilolean
domicina y eritromicina (7).

Primidona (PD)

La relacién de FB-PD se modifica cuando se administra DFH.
Los niveles de FB respecto a la PD aumentan debido al incremento
de los procesos oxidativos enzimiticos que favorecen la conver -
sif6n de la PD a FB. La PD puede determinar un decremento en los
niveles séricos de €BZ, por induccién de su metabolismo. La iso



Fenobarbltal (FB)

niazida inhibé ‘1a biotransformacién de la PD (7)

La 1nteracc16n més’ 1mportante que se presenta en 1a clin1ca

es con ac, valproxco Yy FB. Esta se manlflesta por somnolencia y

en algunos casos, por coma, fenomenos clinlcos aue se asocian a

‘un’ incremento en los niveles séricos de FB, sin haber modificado

1a dosis de este firmaco.’ Se ha planteado:la posibilidad de que

'el ac. valproico también reduzca la conversi6n de PD a  FB Y que,

por lo tanto, s6lo existan pequefios incrementos en los niveles -
séricos de FB, El mecanismo mediante el cual los niveles séri -
cos de FB aumentan en esta interaccién podrfa ser la inhibicién
del metabolismo del FB, ya que existen evidencias de reduccién -
en 1la concentracifn de p-hidroxifenobarbital en la orina. Exis-
ten otras interacciones que inducen una escasa modificacibn en -
la concentracidén sérica de FB que tienen poca 1mportanc1a clinl-
ca como es la asociaci6n de DFH-FB.

Debido a su gran efecto inductor del metabollsmo, se puede
observar descenso en la concentracién de DFH, de_ CBZ “de” cloro—
promazina y de nortriptilina, ademids de un efecto en.la’disminu-
ci6n de la accifn anticoagulante de los firmacos cumarinicos, --
asf como.una falla en la accifn de algunos anticonceptivos ora -
les.

La induccién enzimitica del FB no sblo se restringe a la -
pérdida del efecto terapéutico previsto en un paciente determi -
nado, sino también da lugar al aumento de los efectos t6xicos. -
Esto se explica por la produccién de metabolitos hidroxilados --
con potencial mis t6xico que el fdrmaco original. Tal es el ca-
so de la acetofenetidina, responsable de la formacién de metahe-



"moglobina; o bien; del acetoaminofen, que incrementa su hepatoto
‘xicidad al transformarse en un metabolito intermedic (7).

1.3. Cromatografia
1.3.1. Métodos cromatogréficos:

En el sentido estricto, el término cromatdg:afia es Qn nom-
bre inapropiado. Hoy en dfa, la mayoria de 'las‘muestras- ha ser
analizadas por cromatograffa, son incoloras,. o si-son.coloridas,
no se pueden percibir los colores en la mayoria de los casos.

La cromatograffa abarca una serie de técnicas que tienen en
com@in la separacibén de componentes de una mezcla por una serie -
de operaciones en equilibrio, las cuales resultan cuando son se-
parados por su particifn entre dos fases diferentes; una estacip
naria, con una gran superficie y la otra, una fase mévil que es-
td en contacto con la primera. No esti restringida a separacio-
nes analfiticas, puede ser usada en la preparacibn de sustancias
puras, en el estudio de la cinética de reacciones, en investiga-
cibn en escala molecular y la determinacién de constantes fisico
quimicas, por ejemplo: constantes de estabilidad de complejos, -
entalpia, entropia y energia libre,

Usando la definicién anterior, se tabulan numerosas varia -
ciones de la técnica (17).
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Fig. 1. Variaciones de 1a‘tromatogréfia

Cromatografia de adsorcibn Cromatografia de particién
Cromatografia en columna lfquido- Cromatografia en columna -
sélido. 1iquido-1iquido

Cromatograffa en papel Cromatografia en papel

Cromatografia gas-sélido . .Cromatografia en capa fina

Columnas empacadas Cromatografia en espuma

Columnas capilares Cromatograffa en emulsién
Cromatografia gas-liquido

Columnas empacadas

Columnas capilares

Intercambio iénico Cromatografia de_exclusién
Cromatografia liquido-sélido Cromatografia en filtracibn
Cromatografia en papel de gel

Cromatografia en capa fina Tamiz molecular

1.3.2. Cromatografia de gases

Rajastavs)
22277
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bpartes b551cas de un: cromatégrafo son:
_VC111ndro de gas acarreador

Control:de flujo y regulador de pre516ﬁ
‘jEntrada de la muestra
;Columna
Detector
Registrado:

) A) Técnlca' ; o
En cromatografia gas-1iquido (CGL), los componentes ha ser
separados, son transportados a través de la columna por un gas -
inerte. (gas acarreador). La muestra es fraccionada entre el gas
acarreador y un disolvente no voldtil (fase estacionaria) sopor-
tado sobre un s6lido inerte (soporte s6lido). La selectividad -
del disolvente retarda los componentes de la muestra, de acuerdo
al coeficiente de distribucién, hasta que ellos se separan en --
bandas en el gas acarreador. Estas bandas salen de la columna -
en el flujo del gas y son registradas en funcién del tiempo por
un detector.

Las ventajas de esta técnica de elucifn son:

1.- La columna esté continuamente regenerada por la fase --
del gas inerte. st

2.- Por Io general, los componentes de 1la muestra son’com -
pletamente separados y mezclados solamente con el” gas’ 1nerte, es
to hace posible determinaciones cuantitativas facilmente.

3.- E1 tiempo de andlisis es corto.

Una desventaja es que retiene los componentes fuertemente,
y viajan muy lentamente. Esta dificultad puede ser superada - -

usando un programa de temperatura de la columna para que disminy
ya el tiempo de elucidn.
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B) Sistema cromatogrédfico:

I. 'Gas acarreador

Un cilindro de gas de'alta presifn sirve como fuente del -
gas acarreador. - Un regulador de presi6én es usado para asegurar
una presiSn constante a la entrada de la columna, y con esto un
flujo de gas constante. A una temperatura dada, esta velocidad
‘constante de flujo, eluye los componentes a un tiempo caracte -
ristico (tiempo de retencién). Ya que la velocidad de flujo es
constante, los componentes también tienen un volumen caracteris
tico de gas-acarreador (volumen de retencién). Los gases comlin
mente usados son hidrégeno, helio y nitrégeno. -

Las caracteristicas que debe reunir el gas acarreador 'son:
1.- Inerte, para evitar interacciones con laimuest'
solvente.

2.- Capaz de reducir la difusién gaseosé.
3.- Puro-y ser fdcilmente disponibie. .
4.,- Barato. :

5.- Adecuado para el detector usado (18)

11, Introducc16n de la muestra

Los sistemas de inyecci6n de muestra pueden ser c1a51f1ca-
dos de acuerdo al estado fisico de la muestra.

a) Introduccién de muestras 1fiquidas:

El dispositivo para la introduccién de mezclas 1iqu1das"
estd formado por un bloque de metal que es calentado por medio
de un calentador de resistencia controlada. En este bloque pa-
sa continuamente gas portador y esti separado del exterior por
medio de un tap6n de material perforable (septum) comprimido -
por una tuerca reforzada. La inyeccifn se hace por medio de u-
na microjeringa graduada provista de una aguja hipodérmica con
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la que se-étravieSékeiftabbn["f

Es: 1mportante selecc1onat el tamaﬁo de la muestra para ob-
tener:un-buen cromatograma. ;

Para realizar 1la 1nyecc16n con la: mlcrOJ ring
nlente.

1.- Verificar que'la muestra no tenga péftiéu

2.~ Elimipar el aire de la jeringa. 'Esto se:-logr
biendo liquido repetidas veces dentro de’ la'Jerxnga Y
expeliendo répidamente dentro del lfiquido.-''Se: debe te
ner cuidado al trabajar con liquidos viScosos, en:qste
caso se absorbe y expele el liquido lentamente:para --

evitar que la jeringa se rompa.

3.~ Llenar la jeringa hasta aproximadamente el doble del -
volumen que va ha ser inyectado.

4.- Ajustar la jeringa al volumen deseado, colocando la je
ringa en posicifn vertical con la aguja hacia arriba,
se empuja el émbolo hasta el volumen deseado, la aguja
se limpia con una tela suave.

5.- Introducir un poco de aire, esto se logra sacando el -
&mbolo, asi se evita que se pierda muestra.

b) Introduccidén de muestras sblidas:
1.~ Introduccién en solucibn
) 2.- Introduccidn de sustancias fundidas. Las sustan --
.cias de bajo punto de fusifn son fundidas antes de la inyeccibn
¥y 'son introducidas con una Jer1nga caliente o micropipeta en --
forma liquida.
3.- En el caso de sustancias no volitiles o termol4bi -
les, es necesario recurrir a técnicas especiales como son: piré
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‘lisis y sililacién siempre que la descompos1c16n dé- lugar a‘es-
pecies voldtiles caracteristicas.
c) Muestras gaseosas: )

Las muestras gaseosas pueden introducirse cbn jeringas
especiales con una chaqueta de tefl6én. Los vollimenes de las Je
ringas varian desde 0.05 a 50.00 ml., La cabeza de 1nyecc16n es:
la misma que la usada en la introduccién de muestras liquldas. :

Inyeccifén automdtica: .

Para la inyeccifn automdtica de liquidos, gases:y 5611dos
se pueden efectuar anilisis en serie sin supervisién .o manejo.-..
Con eéte sistema se obtiene mayor reproducibilidad en los resul
tados.

III. Columna

La columna es el corazén del cromatSgrafo. La separacién
efectiva de los componentes de la muestra se realiza en la co -
lumna. En CGL, hay columnas capilares y columnas empacadas. --
Las primeras son tubos abiertos de difimetro pequefio con una ca-
pa delgada liquida sobre las paredes del tubo. Las empacadas -
consisten de un material s6lido inerte que soporta una capa del
gada de un liquido no vol4til.

El tubo de 1la columna puede ser de cobre, acero inoxidable,
aluminio y vidrio, tanto de forma recta como doblada o helicoi-
dal. El cobre es inapropiado porque reacciona o absorbe deter-
minados componentes de las muestras (aminas, acetilenos, terpe-
nos y esteroides). El vidrio se recomienda para aminoédcidos, -
esteroides, fdrmacos enervantes, hidrocarburos y plaguicidas.

En general, se usan las columnas de acero inoxidable que -
son empacadas en forma recta para obtener un ‘empaque uniforme y
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enrolladas para facilitar el empleo de longitudes largas. Las
columnas rectas son mis eficientes, pero su empleo puede ser en
gorroso, especialmente en trabaJo de temperatura elevada '

La longitud de las columnas empacadas varian de uhas'cuaﬁF
tas pulgadas a mis de 50 pies de long. (15 m.). Comﬁnmente
columnas analiticas son de 3 - 10 pies de long

Los difmetros de las columnas varian:de-0.01

.. das de difmetro interno (DI). Columnas estdndar
van de 1/8 y 1/4 de pulgada de diémetro’ext@fn :

Debido al gran uso de las columnas empacadas se hablaré de
sus constituyentes:
- Soporte s6lido:
El prop6ésito del soporte s6lido es proporcionar una super-
ficie grande, uniforme e inerte para la distribucién de la
fase liquida. Un s6lido puede utilizarse como soporte de
la fase liquida si tiene las siguientes caracteristicas:
1.- Elevada superficie por unidad de masa.
- Inactividad quimica.
.- Estabilidad térmica.
- Baja resistencia al paso de un gas.
- Uniformidad en tamafio y forma. ™~

[T R P I X

Los soportes sélidos puede c1asi£icar§

acuerdo con el material utilizadd(é
’;a) Tierras de diatomeas i

b) Po1if1uorocarburos

c) Vidrios

a) La tierra de d1atomeas (d1atom1 as




algas pequeni51mas de esqueieto iiliéeq‘muy pbtosovde -
alta drea:de’ superf1c ente’ se
lice h1dratada m1cromorf

11cos.
Dos~ d1£erentes proced1m1e

’tlerra, dan 1uga;
cos:
)—Soportés blancos
Z) Soportes: rosas )
Los soportes blancos son preparados de tlerra de:diato-"

meas, la cual ha sido calcinada a temperaturas. arriba -
de 900°C con un flujo de carbonato de sodio ' a ' la vez se
mantiene con vidrio de silicato s6dico y la silica ‘es -
entonces parcialmente convertida a cristobalita crista-
lina. E1 producto resultante es de color blanco debido
a 1a conversién del 6xido de hierro a un complejo inco-
loro de silicato de hierro y sodio, dichos soportes son
mis inertes y moderadamente frégiles.

Los soportes rosas son tierras diatomeas calcinadas - -
arriba de 1000°C. Las impurezas metélicas que permane-
cen forman 6xidos, los cuales contribuyen al color rosa
de estos soportes. Este tipo de soportes son mis den -
sos que los blancos porque es mayor la destruccidn de -
las diatomeas durante la calcinacién, son més duros y -
requieren mayores cantidades de fase liquida.

La superficie de los soportes rosas tiene mayor adsor -
¢if6n y no se recomienda usarlo en andlisis de mezclas -
polares, pero si tiene alta eficiencia en andlisis de -
hidrocarburos y compuestos orgdnicos de baja polaridad.
Se usan poco los soportes sin tratamiento, lo menos que
se puede hacer es lavarlo con dcido clorhidrico concen-



trado y asf se conoce la variedad iéﬁada
vada. con base y la variedad5siiaﬁ’;éda
porte estf lavado con &cidp¢iuego édn b
silanizado se le denomina ABS; -]
es el grado Sptimo de un soyorte'
ria usarse siempre.
b) Malla de vidrio:

Este tipo de soporte tieﬁek§o¢‘~su rficie'y alta dens1
dad en comparacifn con otros’ tlpOS de ‘soportes. Acepta
cantidades hasta de 3% en peso.: Con estos.bajos porcen
tajes se consiguen peliculas de fase 11qu1da muy finas,
lo cual favorece 1la transferenc1a de mater1al entre fa-
ses, pudiendo realizarse separaciones de- solutos de ele
vado punto de ebullicifn a temperaturas de columnas re-
lativamente bajas.

El inconveniente que presenta es la acumulac16n de 1£ -
quido en los puntos de contacto entre las esferas’ ‘dicha
acumulacién podria disminuirse si la 5uperf1c1e fuera ru
gosa, esto se ha comprobado atacanda. el v1dr1o con‘&cido
fluorhidrico diluido antes de recubrltlo con la fase 11-

quida.

- Pase estacionaria liquida:

La fase estacionaria es 1a encargada de reallzar 1la separa-
cién de los componentes de la mezcla.. Esta propiedad de la
fase estacionaria se denomina selectiviAdad.

Entre las proporciones mds importantes que deben tenerse en
cuenta al seleccionar una fase estacionaria, se tienen las

siguientes: ’ :
1.~ Selectividad con respecto a los componentes de la fase

mbvil:



Las constantes de reparto de'los componentes a:separar
deberén ser-lo suficientemente dlferentes para: que la

fase estac1onar1a tenga distintas: re51stenc1as “al paso,
“de“los componentes a través de la columna proporc1o =
“‘nando asi una buena separacién de lcs componentes de - -

la misma.

Reversibilidad de reparto:
El reparto de los componentes deberd. ser rever51b1e, -
para que los procesos consecutivos de absorc16n y~des-
absorcién sean rdpidos y completos.  Esto 1mn11ca que
no deben existir reacciones 1rrever51b1es en la colum-

na (reacciones quimicas).

Estabilidad térmica: .
La fase estacionaria debe ser estable a 1la temperatura
de trabajo, ademds a esa temperatura no se deben prodg
cir reacciones irreversibles en la columna.

Tensién superficial:

lLa fase estacionaria deberd estar bien embebida en el
soporte para evitar que la fase mévil arrastre a la fa
se estacionaria.

Viscosidad y volatilidad:

A la temperatura de trabajo, la viscosidad de la fase
estacionaria no deberd ser muy alta y la volatilidad -
deberd ser minima.

Polaridad de la fase estacionaria:

La polaridad de la fase estacionaria debe considerarse
ya que los solutos polares aumentan su veriodo de re -
tencién al aumentar la polaridad de la fase liquida y
viceversa. '
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1v. Detectores

Los detectores usados en cromatografia de: gases son nis --
bien transductores de concentrac16n, ya que: conv1erten una’ pro-
'p1edad fisica o quimica no medible d1reqtamente en una sefial --
elaborable (eléctrica generalmente) y proporciona informacién -
acerca de la naturaleza 'y concentraciénide'lé‘sustancia eluida
en el .seno del gas que llega al ﬁ(énSductbr, Pueden ser clasi-
ficados como integrales y diferenciales.®" Unidetector integral
da una respuesta proporcional a 1a'mdsa-to€al del componente en
la zona eluida. Cuando el gas acarreador puro pasa a través --
del detector la carta muestra una linea recta. Este tipo de de
tectores ofrecen una sefial en funcién del tiempo, proporcional
a la cantidad total que ha pasado vor el detector; la sefial se
mantiene en el valor que indica el total del componente detec-
tado, incluso cuando €ste ya ha salido del detector, y cuando -
aparece un segundo componente, la sefial correspondiente se adi-
ciona a la anterior. Con este tipo de detectores se obtiene un
registro en el cual a cada componente le corresponde un peldafio
y la altura de cada uno de ellos es proporcional a la cantidad
del componénte correspondiente (18, 19) Fig. 3.
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Fig. 3 Cromatograma ihtégfal




Un detector diferencial da una respuesta proporciocnal a la
concentracién o proporcién del flujo de masa del componente e -
lufdo. ~ E1 ejemplo mds familiar del detector que responde a la
concentracién es el de conductividad térmica. El1 detector de -
ionizacifn a la flama es un ejemplo de detector que responde a
la proporcién del flujo de masa. El cromatograma producido vor
un detector diferencial consiste en una serie de picos que co -

'rresponden a cada uno de los diferentes componentes (fig. 4). -
El.&rea bajo el pico es proporcional a la masa total del comno-
nente. Los detectores diferenciales son usados mis comlinmente
vor su conveniencia y precisién.

—_
>

El 4rea sombreada es proporcio
nal a la masa total del compo-
nente eluido en el intervalo -

4//,\\\\‘7de tiempo (tz-t1)

Tiempo 3 |T‘ v -

Respuesta del detactor

Fig. 4 Cromatograma diferencial

Caracteristicas del detector:
Ya que los detectores cromatogrificos difieren enormemente
en el principio en el cual operan es diffcil compararios. Cier
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tas. caracteristlcas, s1n embargo, son- 1nd1cat1vas en 1a ut111 -
‘dad del detector" i R
1.1:A1ta sen51b111dad (en algunos casos
"cia varios componentes.
"Respuesta del detector 11neal

a la deriva. . e
4.- La respuesta del detector debe segu1r el camblo real
5.--Baja sensibilidad a las cond1c1ones de operaC16n.%;f'
6

.- Debe proporcionar sefiales que ‘puedan ser f§c11mente—--fr

registradas.
1.- Sensibilidad.- Denota la cantidad de sefial generada -
para determinada concentracién de una muestra. i !
2.- Respuesta lineal.- Es la regién sobre la cual 1a se -

fial del detector es directamente proporcional a la concentra --
cién de la muestra.

3.- Ruido.- Se refiere a la respuesta del detector. de cor-
ta duracién y al azar por las propiedades eléctricas; la tempe-
.ratura o la sensibilidad al caudal.

4.- Significa que el detector genera una respuesta para to
dos los componentes de la muestra, exceptuando el gas portador.

Los detectores m4s usados en CGL son: el de conductividad
térmica, el de ionizacidn de flama y el de captura de electro -
nes. '

i fDeteétor de conductividad térmica (DCT):

E1/DCT estd constituido por cuatro filamentos formando un
circuito de puente eléctrico. Cada filamento helicoidal estd -
situado en una cavidad separada en un bloque de latén que sirve
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“como almacén deﬁcglor,’Fiq.:S;,el’qirgﬁifo éiééﬁficb,ée muestra
enkla/Fiq. 6;;dosffiiaméntos enfpfaiondpuéstBs’éélfbuente‘es -
t4n rodeados por el gas portador; ios,étros vos.fiiamenfds es -
tén rodeados por el efluente de la colum : émpératura de
los filamentos estd determinada porilafGél ”dad:de'pérdida de
calor por conduccibn a través del gas pprtadqf}lélVgas fluye al
rededor de los filamentos y a través de lés‘gavidades. A medi-
da que los componentes salen de la columna; 'la composicién del
gas varia. El cambio resultante aue.esto causa en la conducti-
vidad térmica, produce una variacién de la temperatura del fila
mento y, 2 su vez, un cambio en la resistencia del mismo, lo --
que resulta en una sefial eléctrica de salida del circuito dql.?
puente de Wheatstone. Después del hidrégeno, el helio,;ignefiﬁﬁr
conductividad térmica mis alta de todos los gases y, como porfgv’
dor, proporciona la mayor sensibilidad de deteccién de todos e
los gases. El DCT se prefiere para trabajos de rutina y nara’-..
determinaciones de sensibilidad moderada en todas las Sreas;y'f
Responde a todos los tipos de compuestos inorginicos y orgéni S
cos. No es destructivo, es esoecialmente adecuado para traba -
jos de preparacién o de recoleccidén de fracciones. )

ENTRADA SALIDA

Fig. 5 Disefio de desviaci6én para una celda de conductividad de
alambre caliente y respuesta répida,



_ 44 -

Gas. de muastra

Registrador

Fig. 6 Circuito de una celda de conductividad de cuatro -
filamentos y alambre caliente

El volumen de la celda de la cavidad es de 2.5 ml. para --
"1los detectores asociados con columnas de 4 mm.: esto disminuye
a 0.25 ml., en la microcelda disefiada para usarse con columnas -
capilares y empacadas de pequefio didmetro. Una limitacién del
detector es su baja resistencia a la oxidacién y algunas veces
al ataque quimico en general de los filamentos de tungsteno for
mados de oro o de tefldn. El Iimite de deteccibn es de aproxi-
madamente 5 ug/ml de concentracién de 1la muestra gaseosa § 10 ng.

de peso de muestra y el intervalo es de 105-

ioni i6n de flama (DIF):

El DIF posee una alta sensibilidad, amplio intervalo y --
gran confiabilidad. Consiste de una pequefia flama de hidrbge-
no quemindose en un exceso de aire y rodeada por un camno elec
trostitico, Fig. 7. El efluente de la columna entrz -a la base
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del quemador a través de un filtré~mi11ipore y se mezcla con el
hidrégeno. Los compuestos orginicos que salen de la columna se
queman, Durante la combustién se forman fragmentos ifnicos y -
electrones libres; &stos se colectan produciendo una corriente
eléctrica proporcional a la velocidad de entrada de la muestra
de la flama. E1 DIF s6lo resvonde a 4tomos de carbono oxidables
y la respuesta es proporcional al ndmero de &tomos de carbono -
" en el componente de la muestra. No se produce respuesta con --
los que estin completamente oxidados, tales como grupos carboni
lo o carboxilo (y anflogos tio}, y la respuesta disminuye al au
mentar la sustitucién con halégenos, aminas y grupos oxhidrilo.
La insensibilidad al agua, a los gases permanentes, y al CO y -
CO2 representa una ventaja en el anflisis de extractos acuosos
y en los estudios de contaminacién del aire. La deteccibn es -
de unos 20 pg. de peso de la muestra o aproximadamente 5 ng/ml
de concentracibn gaseosa.

€Electrode R R T
colector Fig. 7 -Diagrama esquemdti
Alambre de .
Ignicidn
de platin

co de un detector de ioni-
zacién de flama

S Electrody

polasizador

Oifusor de
y de ignicida

e

////l

////

Entrady de

Entrsda de aite
oxfgeno o de oxfgeno

Entrads de fa
mussiia



Detector de captura de electrones (DCE):

“E1 principio de operacién del DCE se basa en la absorcién
de electrones por parte de compuestos que tienen una afinidad -
para los electrones libres. Estos son compuestos que tienen un
elemento o -un grupo electronegativo. Al ser expuestos a una --
fuente de electrones de baja energia, estos compuestos tienden
a unirse a electrones o a capturarlos para formar iones negati-
vos,-Fig, 8. A medida que el nitrdgeno portador fluye a través
del detector, las particulas beta de la fuente radicactiva (tri
tio o niquel-63) ionizan las moléculas de nitr6geno y forman --
electrones "lentos" que emigran al &nodo bajo un potencial €ijo
que puede variarse de 2 a 100 V. Estos electrones conectados -
producen una corriente de linea base uniforme que fluye a tra -
vés de 1la celda de A a B. La produccidén de electrones secunda-
rios sb6lo se verifica en el frea E: se mezcla metano con el gas
portador para producir una amortiguaci6én y reducir la energia
de los electrones para una captura mis eficiente. Cuando un --
componente capaz de capturar electrones emerge de la columna y
se mueve de C a E, reacciona con un electrén para formar un ion
molecular negativo, un radical neutro o un ion negativo. Estas
especies son arrastradas por el flujo del gas. El resultado ne
to es la eliminacién de un electrén del sistema y una disminu -
cibén de la corriente. La disminucién se registra como un vnico
negativo. Por lo general se emplea una fuente de suministro de
corriente de pulsaciones con una duraci6én de pulsaciones justa-
mente suficiente para colectar electrones (pero sin hacerlo con
los iones negativos).

La respuesta es no lineal, lo que corresponde a una rela -
cifn exponencial similar a la ley de Beer. E1 DCE es selectivo
a trazas de compuestos conteniendo haldgenos, anhidridos, per§
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xidos,: carbonllos con;ugados, nltrllos, nltratos, ozono, oxige-
no;. organometéllcos y comnuestos de” azufre,” mlentras que-el de-
. tector ‘es insensible a hldrocarburos, aminas 'y cetonas. “La a -

fvpllcac16n del. DCE ‘es -1la determinacién. de pesticidas clorados, -
,aneste51cos halogenados, carcinbgenos polinucleares 'y trazado -
“tres-de 2-hexafluoruro de azufre en la meteorologia,

Lmina radigactiva
{10 mCi é

Salda de gas

Aislante

Entrada de gas

(s) (b) A Limina de tritio
8 Malla
C Anodo {entrads}
D Citodo {salids}
£ Plasma

Fig. 8 Detector de captura de electrones (a) DBisefio de co-
pa y espiga (b) Diagrama esquemitico.

Otros detectores:

El detector fotom&trico de flama emplea un tubo fotomulti-
plicador para observar la emisi6n de una flama de hidr6geno in-
vertida, rica en combustible, a través de un filtro de interfe-
rencia. El sistema del quemador es similar al usado en los de-
tectores de ionizacidn de flama, excepto en que el aire y el --
gas portador fluyen a través del orificio y el hidrégeno se su-



- a8 -

abertura anulal alrededor del orifi -
e 10 pg.~ La -
‘1a cantidad

;m1n1stra por medlo dekunb

: < g 5n51isis*de £6s.
foro:en-los. pesticidas (20), e

'Evaluacién cuantitativa: -

El cromatograma se obtlene en un reg1strador'de papel en -
‘rollado conectado a la senal de salida de la unidad detector am
plificador. Deben prevalecer tres condiciones:

a) La salida del sistema detector-registrador debe-ser 1i-
neal con respecto a la concentracién. Este intervalo se éxbrei
sa como valores limite (itiles del detector que acoplados a la -
sensibilidad, proporcionan los 1limites de concentracién.

b} E1 flujo del gas portador debe ser constante, de tal --
forma que las abscisas de tiempos puedan convertirse a vollimenes
de gas portador.

c) La respuesta de la plumilla del registrador debe ser i-
gual a la velocidad de respuesta del detector y de no ser asi,
se acoplan dispositivos de integracién automidtica directamente
al circuito electrdnico del detector.

V. Integradores automdticos

El integrador digital es un sistema totalmente electrdnico.
Consiste de un contador decimal electr6nico, precedido de un ge
nerador de impulsos, cuya velocidad de salida es promorcional a
la sefial de voltaje de entrada de la combinacidn detector-ampli
ficador. La sefial de entrada se recibe de mis allid del ajuste
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a cero en el caso de un DCT o del amplificador cuando se usa un
DIF. La sefial pasa a través de un atenuador de sefiales de en -
trada, después a un amplificador y por Gltimo se alimenta a un

sensor de picos y valles y convertidor de frecuencia de voltaje,

éste produce pulsaciones de salida con una frecuencia directa -
mente proporcional a la magnitud de la sefial de entrada, por lo

que el nfimero total de conteos en un periodo de tiempo es pro -

porcional al &rea del pico (20).



2. FUNDAMENTA:O' Y PLA TEAVMIE»NTO 'DEL PROBLEMA

) El monltoreo de’ nlveles sanguineos de firmacos antiepilép-
ticos: es reallzado en forma.rutinaria en algunas instituciones y’
: 1aboratorlos clinlcos, ‘debido a que le proporciona al médicola

informaci6n necesaria para asegurar si la dosis d1ar1a del férma
- co es 1a apropzada para el paciente (1,6).

(O

Para ello varias técnicas se han usado, tales como la- colo--
rimetria, que no es especifica (8); la espectrofotdmetfid}fqdé s
requiere de purificaciones y separacionés por cromatografiaen -
capa fina y no es sensitiva (9); la cromatografia en placa fina
que resulta ser una técnica cualitativa'y laboriosa; el radioin-
munoensayo que requiere de personal altamente calificado y el al
to costo de sus reactivos (1); la cromatografia gas-liquido que
es una técnica sensitiva, reproducible, precisa y barata (10); -.
la cromatografia de liquidos (2); el inmunoensayo enzimético (1)
y el inmunofluorescente (11).

La determinacién de niveles séricos de carbamazepina por --
cromatografia gas-liquido, requiere de un largo proceso de ex --
traccién, de un esténdar interno especifico y de condiciones iso
térmicas (9).

Los niveles séricos de primidona obtenidos por el mismo mé-
todo también requieren de un estéindar interno especifico y de --
condiciones isotérmicas (21).

Se han descrito numerosos articulos en los que determinan .-
simultdneamente, carbamazepina, difenilhidantoina, primidona y -
fenobarbital, en ellos emplean: cromatégrafos, condiciones de --



: En algunos articulos seha referido que el inmunocensayo enzi
';méticd'(EMIT), es un método rdpido y prictico, sin embargo, el -
costo de los reactivos es muy alto y el método es menos especifi
co comparado con la cromatograffia gas-liquido ya que, por mencio
nar un ejemplo, el glucurbnido p-HPPT puede presentar reaccibn -
cruzada para la determinaci6én de DFH, obteniendo resultados fal-
samente altos en los niveles de dicho antiepiléptico (1, 2, 29).

Se desarrollard una técnica analfitica especifica, por Croma
tografia Gas-Liquido dada su linealidad, reproducibilidad, preci
sién y .exactitud.
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3. OBJETIVOS

-un'método ‘analftico nor cromatografia gas -

étérﬁinacién simultdnea de la difenilhi -
imidona y fenobarbital.

sarrollado.

éricos de antiepilépticos en --
) 1 Vente terapia anticonvulsiva por
‘cromatografia'gas 11qu1do (CGL) e 1nmunoensayo enzimdtico (EMIT).

g Determinar

5;-:Imp1émeﬁtar,en'él Instituto Nacional de Neurologia y --
Neurocirugia el método de cromatografia gas-l1fquido para la de -
‘terminacién de niveles séricos de antiepilépticos.
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4, HIPOTESIS

Si el método de extraccidn empleado elimina el mayor nfimero
de componentes del suero y, si se establecen condiciones adecua-
das de temperaturas y flujos de gases, se obtendrdn por orden de
elucibn los picos correspondientes a Fenobarbital, Carbamazepina,
Primidona y Difenilhidantoina. Los valores obtenidos por el mé-
todo de CGL no deben diferir significativamente de los encontra-
dos vor el método de EMIT ya validado en el laboratorio para las
mismas muestras séricas. Los pardmetros analiticos de precisién,
exactitud, 1inealidadby reproducibilidad del método de CGL serdn
adecuados para el andlisis rutinario de las muestras,
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5. MATERIAL Y METODOS

Material empleado:

Tubos de vidrio Vacutainer 100 x 16 mm,
Agujas para tubos Vacutainer 21 x 36
Pipetas Pasteur con vistago largo
Bulbos de hule

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Copas desechables

Pipetas graduadas de 5 y 10 ml. (]
Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 1000 ml.

Pipetores dilutores con escala de 0:--10 ml
con capacidad de 1000 ml. -5

(Oxford).

Tubos para centrifuga de 10 x 100 (Pyrex)

Microjeringas 0 - 10 mcl. AR "(Hamilton)
Micropipetas de 200-1000 mcl., 1050 mcl.; = ==

50-200 mcl. St o (Oxford)
Puntas desechables e (oxford)
Papel aluminio '

Papel filtro

Embudos de filtracién de 5.5, 6. 5 8,5 y-10 cm.

de didmetro (Pyrexj

Gradillas
Barras magnéticas

Reactivos:

Acido clorhidrico 0.25M

Diclorometano grado cromatografia
n-Hexano grado cromatografia
Metanol grado cromatografia
Yodure de metilo grado reactivo

- N-N dimetilanilina = grado reactivo
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- 0Oxido de plata grado reactivo i
Estuche para anilisis de difenilhidantoina - ,‘(Syva)‘

- Estuche para anflisis de carbamazepina ' (Syya);
- Estuche para andlisis de fenobarbital . { ‘7ISYV§):f'
- Estuche para andlisis de pr1m1dona ‘(Syv

- Difenilhidantofina  99.93%

- Carbamazepina 98-102%
- Fenobarbital 100.6%
- Primidona 100.4%

- 5-(p-metilfenil)-5- fenllhldantoina ',
- Calibradores de med1camentos antlepll ptlco
EMIT

Equipo:

- Balanza granataria Ohaus
- Cronbmetro :
- Balanza analitica Bosch S- 2000,
- Parrilla de calentamiento con ag1tac16n Thermolyne'
- Centrifuga Solt-Bat R

- Agitador Vortex

- Bafio Maria Rios Rocha
- Agitador mecénico Aliquot Mixer

- Cromatbgrafo de gases, equipado con un detector de ionizacién -
de flama y un integrador, marca Perkin-Elmer, modelo Sigma 300
y LCI-100

- Columna de vidrio de 1/4 de pulgada de dxﬁmetro externo y 6 - -
pies de longitud, empacada con OV-17 al 3% en Cromasorb W(HP)
malla 100-120.

- Espectrofotfémetro Gilford Stasar III

- Procesador Clinico Syva CP-5000 EMIT
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- Pipeteador- d11utor Syva modelo ISOQ

- Evaporador: Buchler

Métodos:

Toma de la muestra (suer

O W N T R

—

Enroscar la aguja desechable e
Colocar el tubo Vacutainer
P1nchar la vena

Quitar el torniquete
Cuando termine el flujo retlrar
Colocar un algodén y pedirle al'p
su brazo doblado unos 5 min.

Obtencibén del suero:

Dejar coagular la sangre venosa a temperatura amb1ente (ge -
neralmente de 20 a 30 min. )
Desprender el cofgulo con el mango un hlsopo

Centrifugar la sangre durante 10: m1n.,a 3000 rpn.

Separar el suero (fase superior) con una pipeta Pasteur

Etiquetar la muestra y congelarla’a -20°C hasta su procesa-
miento.
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< Cromatografia gas-liguiddi ‘

1) Preparacién de 1las splp;;:

Difenilhidantofna: Pesar § i sferir:a un.ma --
traz volumétrico de 25 ml, tano
to con agitacién leve y afora
(2.0 mg/ml). i

absoluto™ - -

» Jarun matraz vo.
e metanol absoluto con -
co fmetanol absoluto (0.5 mg/ml).

Carbamazepina:
lumétrico de 50 ml:

ag1tac16n leve y aforar

"Primidona:f Pesar” 50‘00 mg:~de-PD transferlr a un matraz volumé-

trico de 50 ml.; disolver en 10Am1 ‘de ‘metanol absoluto con ag1ta
ci6n leve y aforar a S0 ml. con metanol -absoluto (1.0 mg/ml)

Fenobarbital: Pesar 100.00.mg. de FB; transferir a un'matraz vo-!

lumétrico de 25 ml.; disolver en 10 nl.: de metanol. absoluto ‘con = w0

mg/ﬁl)tﬂwv

agitacién leve y aforar a 25 ml. con metanol absoluto (4.

2) Preparacién de soluciones estfndares de trabaJo

Pipetear el voldmen apropiado de cada soluc16n stock 1nd1'-—~

cado en 1a tabla siguiente y hacer la d11uc16n flnal‘h un voldmen, L

de 20.0 ml. con metanol absoluto.

Tabla 1. ml. de solucién stock para diluir a 20 mi,

DFH
: (2.0mg/m1) (0.5 mg/ml) (1. 0mg/mll,£ﬁ qu/ml
¢l ) q )
c2 2 3 ‘3
Cc3 1 2 2 1
C4 0.8 1 1 - 0.5
Cs 0.25 0.4 0.5 0.25"
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1) Solucién stock: Pesar 33 mg de S-p-metilfén;k
_dantofina, disolver en 500 mi de diclorometano. Alma
cos &mbar en congelador, -estable un afio. . :

2) Solucibn de extraccidn: Tomar zsgm;
y-en un matraz aforado de 500 ml, aforar

concentracidén es de 3.3 ug/ml. e

Solucién metilante de: H1dr6x1do de Tr1met11fen1lan111na

,de 250 ml-agregar 12.7 m1 de N,N-
] ato,de etilo, agitar en el agita -

1) En un matraz E;lenm
dimetilanilina y 9.8 ml'd
dor magnético tapado.
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2) Destapar y: anadlr 17" ml de yoduro
un prec1p1tado blanco) ; Tapar el tecxplen
Y dejar cr1stal1zar 12 hrs. s

3) Fiiffaf en papel Whatman no. ig

4) Recristalizar dos veces en etanoliabsoluto.

5) Después de la Gltima recr1sta112aC16n, colocarxlo :
tales en un circulo de papel filtro grande y dejar a temperatura'

ambiente por lo menos 48 hrs., para.asegurar la completa evaporg
cibén de todos los solventes, Almacenar en frascos &mbar.

6) Para preparar la soluci6n 0.2 M de hidréxido de trimetil
fenilanilina, pesar: 5.26 g de yoduro de trimetilanilina, 3.47 g
de 6xido de plata y disolver en 100 ml de metanol. Agitar duran
te 2-5 hrs., filtrar. Guardar en un frasco dmbara 4°C sobre 6xi
do de plata. Estable un mes. :

Método de extraccibn:

1) En tubos de centrifuga, adicionar 1 ml de suero con e1 fﬁrma o
co a extraer y 1 ml de HCl 0.25 M. .
2) Agitar en Vortex unos segundos.

3) Adicionar 6 ml de diclorometano con estdndar interno.
4) Tapar con papel aluminio y despu&s con el.tapdén del. tubo,
5) Agitar 15 min. y centrifugar vor 15 min. a 4000 rom.
6) Aspirar la capa acuosa (superior).
7) Evaporar a sequedad el diclorometann.
8) Al residuo adicionar 3 ml de metanol y 2 ml de HC1l 0.25 M.~
9} Agitar los tubos en Vortex por unos segundos.
10) Adicionar 6 ml de n-hexano.
-11) Agitar 15 min. y centrifugar por 15 min. a 4000 rpm.
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_ Puntos’ gglibﬁééiéni,'f

" Para calibrar el cromat6grafo: Afiadir a un tubo de centri-
“fuga’.100 mcl de C 2 de DFH (20.0 ug/ml), C 2 de CBZ (7.5 ug/ml),
C 3:de PD (10.0 ug/m1) y C 3 de FB (20.0 ug/ml) y poner a evapo-
raf; Afiadir ml de suero blanco (exento de f&rmacos) y realizar

el método de extraccibn anteriormente sefialado.

Condiciones analiticas del cromatégrafo:

Programa de temperatura:
Horno:

Temp. 1

Temp. 2

Temp. 3

Tiempo 1

Tiempo 2

Tiempo 3
Inyector:
Detector: S A
Flujo de gas acarreadof:

' 35.0 ml/min..




e =

Condiciones del integrador:

‘Sensitividad A = 33.0

Sensitividad B = 2,0
Sensitividad S = 3.0
Atenuacibn = 4.0

Velocidad de la carta = 5 mm/min

Tiempo final = 27.5 min.

Linealidad y reproducibilidad:

Para determinar la linealidad .y reproducibilidad del método
se prepararon muestras a diferentes—concentraciéhés~ﬁorktriplicg
do de cada fdrmaco, para la DFH: 2.5, 5.0, 10.0, 20.0 y 40.0 ug/
ml, para la CBZ: 1.0, 2.5, 5.0, 7.5y 10.0:ug7m1,'para la PD: --
2.5, 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0 ug/ml y para el FB: 5.0,°10.0, 20.0,
40,0 y 80.0 ug/ml, usando suero blanco y realizando la extrac --
ci6n por el método ya descrito.

Exactitud y precisidén del método:

Para determinar la precisifn y exactitud del método, cada -
dia se inyectaron dos puntos para calibrar el aparato en % de --
idrea, con el reporte del cromatograma, por los RT y RF obtenidos
de los componentes, se reintegré por el método de Estéindar Inter
no y el reporte final proporciond la concentracidn de cada comno
nente (antiepiléptico).

CALCULOS:

Para obtener 1la concentracién de cada antiepiléptico en un
suero problema, conylés:condiciones establecidas en el integra -
dor y mediante lafihyecciéh de un punto para calibracién, el in-
tegrador imprimia automiticamente en el reporte de cada cromato-
‘grama la concentraciéﬁ'de cada antiepiléptico.
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Usando e1 método en 1 de &rea, el ﬁrea relat1va se obtiene
©de la 51gu1ente manera: e

Ar = Area del antiepiléptico’
Area del estdndar interno

'Para caléularﬂla pendiente (b}, la ordenadé al ofigen.(a)
y'élfgoeficiénte de.correlacién (r), se utilizan las siguientes
ecuaciones: o )
RN nEXY) - ‘X)) EY)
ngExd) - @#0°

Y - X (b)

"
]

nEXY) - (£X) (£Y)
Yol (7] (=) @) 7]

Para calcular la exactitud del método, . se hace us de—la;-
ecuacibn de t de estudent: S i o

Nuestra hipbtesis nula ‘es:

N ;vda'por"CGﬂ.
Cy ?LCoﬂcentra --

~¢ién obteni-
da por EMIT

2. 45 para .todos los antiepilép-
ticos

==>"no hay evidencia
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ug/ml@fgz

4 de recuperaci6ﬁ
ug /ml: adic
en donde: S :
ug/ml recuperados. = 9an{idad '  7 . Tecuperado de la
) muestra con:suero:blanco y estindar
" (DFH, CBZ,” PD'o FB), procesada (ex -
traida).

ug/ml adicionados = cantidad de estindar adicionada al -
R suero blanco.

~La precisifn del nétodo, se calculé por medio del coefi-
ciente de variacidén en % (CV %), que para métodos analiticos
precisos no debe ser mayor al 5%.
wi= _5 x100
X

en donde:

'S =-Desviacibn esténdar
X = Media



Inmunoensayo enzimit

trado del anflisis de fdrmacos EMIT.

Reactivo A: Contiene anticuerpos hechos contr

'do del férmaco cuando se reconstltuye contiene. un prepara-; 

tes de usarse.
8°C cuando no se use.

Reactivo Bi, Se"pr
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Calibradores dé'medicamentos antiepilépticos ‘EMIT y. control:

Seié calibradores y un control son usados.  Se” reconstitu - .
yen con'agua destilada de acuerdo a las instrucciones de:cada. -
frasco después de esto, se mantienen a temperatura ambxente, -
por lo menos una hora antes de usarse, y se refrxgeran cuando <
no se usen. Se pueden usar durante 12 semanas.

Cuando los calibradores de medicamentos antiepilépticos y -
el control estidn reconst1tu1dos, contienen las 51gulentes con. ~
centraciones (ug/ml) -

itig ador: o

ConcenCrado

ooola soluc16n amort1guadora 0. OSSMF -HC1"a pH 8.0, con-
tiene.un agente tensoactivo.  Se prepara a partlr de un concen-
trado amortiguador. 'La solucidn amort1guadora es estable a tenm
peratura ambiente por 12 semanas.
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Condiciones de los ‘aparato

'Esgectrofotdmetro:_vg7;
Longitud de onda:
Modalidad:
Con/cal:

ara un’factor de’amplificacién de

Temperatura:
Voldmen de muestra
VacIo:

Procesador de datos'

Retardo.' Ss
Tiempo de medida: ' .30 seg,

Pipeteador-diluidor:

Limitador de voldmen de reactivo a 50% Volumen de muestra: 50 ul.
Limitador de voldmen de amortiguador a Voldmen de suministro: -
25% 300 ul’

Calibracifn y anflisis de muestras:

Las determinaciones con el calibrador-0- sé-hacen: pot; dupli‘

cado y se promedian los resultados,. se: recom1end fectuar una

sola determinacién de los demis cal1bradores" Las determ1naC1o"

nes de muestras desconocidas se hacen"

los resultados.
1.- Tomar una muestra de.50.ul
muestra, y transferirla juntb

esechable:
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3.- Tomar 50 ul del reactivo’Ay transfer1r os-con 250

de soluc:&n amortiguadora a la segunda’ copllla.
- Tomar 50 ul del reactivo B y transferlrlos

de la solucién amortiguadora.a la segunda cop11
5.- Inmediatamente despubs de agregar

rar el contenido de la copilla a la. ce1d11
trofotdmetro, " Esto activa automitlcament
dir el tiempo, registrar la determlnac1
de flujo del espectrofotbmetro. »

Cédlculos:

Después de un perfodo de retraso’de 15:seg :
lecturas de absorbancia en cada muestra. El camblo en 1a_absor' o
bancia (AA) en un periodo medido de 30 segundos .
usa para calcular los resultados.

La diferencia (44 - EKQ) entre la lectura promedio del calji
brador 0 EMIT (KKO) y la lectura (3A) de: cada uno de los otros
calibradores y muestras se determinan con objeto de graficar --
una curva estdndar y computarizar la concentracifn de muestras

-desconocidas. El procesador clinico se programa para que cal -
cule en forma automdtica la curva éstédndar y partiendo de ella
determina la concentracién del fArmaco en cada muestra.
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6. RESULTADOS

6.1 Linealidad: -~
Los datos de la correlacién lineal de las gréficas de 1i -

nealidad "(Figs.’9,.10; 11 y:12) s da’s '

bla: :

‘presentan:en la

Correlacién lineal d

DFH -
ez -
PD. -
FB

Las dreas relativas a;

son las .siguientes: . S
. DFRH e T CBZ
Conc. (ug/ml) | “Ar. el Conc. (ug/mlj | Ar_
2050 e 10 0.05
5.0 0,21 2.5 0.11
10,0 0 Joar 5.0 0.20
200 0o lois0 7.5 0.29
R VA B R 10.0 0.38.
s R FB
Cohc.‘gug/ml)“__:_x_g_ Conc. (ug/ml) _ﬁ’_
2.5 0.04 5.0 0,15
5.0 0.08 10.0 0.26:
10.0 0.16 20,0 0470
15.0 0.23 40,0 ) 0989,
20.0 0.31 80,0 | 10750
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Reproducibilidad:
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AREA RELATIVA

.70 -

Curva estdndar de difenilhidantofna

2.0 4

r=0999

1.0 A

L{ t L 1
2550 100 20.0 40,0
CONC. (Mg /mi)

Fig. 9. Linealidad de la DFH en el rango de concentracién de
2.5 a 40.0 ug/ml.



AREA RELATIVA

0.5

0.4

03

0.2 -1

0.1 -

L T

Curva Estdndar de Carbamacepina

T T T T T
1.0 2.5 5.0 .5 10.0
CONC. (Lg/m!)
Fig, 10. Linealidad de la CBZ en el rango de concentracidn de

1.0 a 10.0 ug/ml.



AREA RELATIVA

0.3

o
N
)

I
1.

=72 <

Curva estdndar de primidona

— T T T —
2.5 5.0 10.0 15.0 20
CONC (Mg /ml1})
Fig. 11. Linealidad de la PD en el rango de concentracién de

2,5 a.20.0 ug/ml,



AREA RELATIVA

2,0

Fig.

LT3

Curva estdndar de fenobarbital

r=0.999

12,

| 1 1 T
10 20 40 80

CONG {Mg /m!)

Linealidad del FB en el rango de concentracién de 5.0
4 40,0 ug/ml.
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6.3. Exactitud:

Como deseamos probar que el valor obCenxdo con_un método -“
(FMIT) sea 1gual al obten1do por: el atro método (CGL)Y
hipétesis nula es:

nuestra -

la secc16n anter1or, enila’ parte de exactl-‘ T

Antiepiléptico tealc,
T DEY 1.94
cBZ 0.40
PD 1.27
FB 1.51

Por los valores obtenidos, no hay evidencia deVQué calc,
sea mayor o igual que tablas, por lo que 'se acepta la h1p6te51s
nula.

$_de Recuperacifn:

Los valores de % de recuperacifn obtenidos, son los si --
guientes:

Antiepiléptico Conc, (ug/ml) Recuperacign

DFH 20.0 102.7
CBZ 7.5 99.2
PD 16.0 101.6

FB 20,0 .101.8




S

6.4 Precisién:

“Los valores de lroy's‘y.k:befikciernté's_ de ;vévfia‘cbkivé‘,nCpbaivé_:cdx\\c'eij\ -
traciones de 20,0,.7.5; 10,0 y-20.0 ug/ml de DFH, CBZ, PD.y FB .
son, respectivamente:: . il S T R

Aﬁtxepﬂé?tico CVE

DFH 3.57
. CBZ 3.73
PD 3.65

FB 3,09
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6.5 Anal1s1s comparat1vo

Los datos obten1dos de la correlac16 d
EMIT | y CGL, se presentan en la s1gu1ente tabl.

: - Tabla 5
Correlac16n de los dos métodos P

Ant1eg11Apt1co

: ,MIT sel-
18 y 16).

'Bn las Flgs 17 - 27 se presentan algunos cromatogramas ob
ten1dos en las condiciones ya descritas:

6.6 Tiempos de retencién:

Los tiempos de retencién estableC1dos baJo las condiciones
ya. descritas son:

Antiepiléptico T&J@o de retenc16n
DFH »~‘22 13 -
CBZ . ,.;15 01
~PD
FB
STD. “INT.




CGL (xg/ml)
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DIFENILHIDANTOINA

60.0 [
)
50.0 4
r=0.9808
400 o
°
-
.
.
300 + o0
.
.
[} oo
20.0 4 .
*e
f} .
o° gl
e
100 it
Nee
.
[ P
&
] ] 1 1 ]
5 10.0 20.0 300 400 50.0
EMIT (xg/ml)
Fig. 13. Correlacién entre EMIT y CGL para la DFH



CGL tag/ml)

Fig.

15
14 -
13 -4
12
W~
0
9 -
8 -

6 —
5 ~f
4
3
2
1
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CARBAMACEPINA

r= 0.9638

P

«®
* o™
° Y
LAWY
. *

-y

14,

[
23

! UL

[
78 910101 12131415
EMIT txg/mi)

1L
4 5 6

Correlacitin entre EMIT y CGL para la CBZ



CGL (4 g/ml)

18 —
17

II—1

10 —
9 -

7-—1
5

4 -
3 —
2 -
1 -
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ESTA TEsts
SAUR BE (A N

PRIMIDONA

r=0.9488

Fig. 15.

L L R A A A L L
34 56 78 9 011 1213041516 17 IR19 2021 EMIT lrg/ml)

Correlacién entre EMIT y CGL para la P»
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FENOBARBITAL

900

80.0 r=0.9740

70.0 ¢

6§0.0 -

50.0 -

.
.
400~
.
300 ~ .
o 9 %
200 *e*
'y
. o ®
10.0
....
] i 1 1 1 1 | | |
100 200 300 400 500 600 700 800 800
EMIT(ug/mi}

Fig. 16.

Correlacidén entre EMIT y CGL para el FB
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Fig. 23. Cromatograma de suero de un paciente
Sexo: Masculino
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Diagn6stico: Crisis generalizadas .
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7. ‘DISCUSION DE RESULTADOS -

Cdmo se 6bsefva‘ehvla'téb15 6D'Aigﬂh65' oresbcomo Sengup-
ta, Rambeck Arranz'y H111, ut1111an mﬁs de: un estﬁndar 1nterno
para la determ1naC16n de” los" cuatro ant;eptléptl
Bredesen, Varughese y lehlna utl
nacidn'de los cuatro antiepilépi

s1n‘embargq
" 1a determi-
_reportado

uso de-la colum
na empacada con 70V 17, prlnClpalmente en ‘un por-

centaJe del 3%, es dec1r,

qta;fase es la ideal para la separa -

cién completa y cuant1tat1va de'los antiepilépticos.

En,lolque~$e refiere al tipo de condiciones analiticas de -
los cromatégrafos usados, en algunos trabajos mencionan condicio
nes isotfrmicas, como el de Arranz y el de Bredesen. Con el uso
de un programa de temperaturas se logra disminuir el tiempo to -
tal del andlisis, ya que se acelera la elucién de cada componen
te y, por lo tanto, disminuye su tiempo de retencibn. Ahora, de

“acuerdo al equipo con que disponga determinado laboratorio se po
dra realizar dicha programacién con una, dos o tres rampas. En

los estudios realizados con programacién de temperaturas seg(in -
Sengupta, Rambeck, Varughese, Nishina y Hill, se encuentra que

dicha programacién se realizf con una sola rampa. Al establecer
las condiciones analfticas para el cromat6grafo, se trat6 de rea
lizar la programacién con una sola rampa, pero debido a que el -
pico correspondiente al Fenobarbital eluia muy cercanamente al -
pico del solvente (pico coleado), se tuvo que disminuir la tempe
ratura inicial de 190°C a 160°C, ademis de que el pico de la Caxr
bamazepina y el pico de la Primidona casi se sobreponian con una

sola rampa, debido a ‘esto se establecieron las condiciones con -



gL

dos’ rampas.

"La razén por la que el flujo de nitr6geno fue de 35.0 ml/min
afpesar de :que Sengupta, Rambeck, Arranz, Nishina,-Davis y Kupfer
béfg”feportan flujos mds altos, se debi6 a que existia sobreposi-
ciéhfde;la Carbamazepina con la Primidona, haciendo imposible su
cﬁaqtificacién. Segn Varughese, el flujo de nitrégeno usado fue
de 160.0 ml/min, flujo que no permitfa el aparato en caso de que
‘.. no existiera sobreposicién.

Con-el programa de temperaturas establecido, ‘el tiempo to -
tal-del andlisis fue de 27.5 min, logrando‘realizar hasta 18 de-
terminaciones en 12.0 horas.

Los métodos de extraccién empleados en los trabajos mencio-
nados, resultan ser largos y tediosos como el de Kupferberg, Ram
beck, Gupta, Nishina y Davis, ellos reportan que no existe sobre
posicién de los picos de los antiepilépticos con los picos de --
los componentes del suero que no pudieron ser eliminados con la
extraccién. Al establecer nuestro método, se ensayaron todos --
los métodos de extraccidn reportados por los autores mencionados
y se encontr6, a excepcibn del de Montalvo, que existe sobreposi
cidén del pico de algln antiepiléptico (principalmente CBZ y PD)
con algln pico de determinado componente del suero. Montalvo --
aplic6 solamente su método para extraer la DFH, se encontrd que
también extrae a los otros antiepilépticos, siendo el ideal, ya
que es el que elimina el mayor nGmero posible de componentes del
suero.

Una vez que las condiciones: analiticas del cromatSgrafo y -
el método de ettrncc15n se establec1eron la validacién del méto
do fue realizada. i



294

o La linealidad del: métod
coeficie!

atisfactor:




Tabla 6. Métodos diferentes para la cuantificaci6én de antiepiléptico

Condiciones analiticas M&todo de  Antiepilépticos

futor Estandares internos  Columa empleada del cromatfgrafo extracci6n __determinados
Sengupta (6) -Heptobarbitona OV-17 al 1% sobre Columna: 110-240 Corto DFH, CBZ, PD y FB
-5-(p-metilfenil) Gas Chrom Q, malla Inyector: 240
-5-fenilhidantoina 80-120 Detector: 280
FlujoNZ = 50.0 ml/min
Kupferherg (9) -ciheptamida OV-17 al 3% sobre  Columa: 235 Largo CBZ
Chromosorb W(HP) - Inyector: 250
malla 80-100 Detector: 300
Flujo NZ- 80.0 ml/min
Rambeck (10} -metil-fenil-fenil- OV-225 al 3% sobre Columma: 150-230 Largo - DFH, CBZ, PDy FB
hidantofina Chromosorb G-HPAW  Inyector: 240 ’ : ;
-metilpropilsuccini malla 100-120 Detector: 260
mida Flujo = 50,0 ml/min
2
Gupta- (21) -ac, 5-etil-5(p-me- OV-17 al 3% sobre Columna: 240 Largo PD
til)-fenil-2-deso- Gas-Chrom Q malla Inyector: 260
xibarbitdrico 80-100 Detector: 260
Flujoy = 25.0 ml/min
2
Arranz (22) -5-metil-S-fenilhi- SP 2110 al 2% SP - Columma: 240 Corto DFH, CRZ, PD'y FB
dantofina 2510 al 1% sobre - Inyector: 250
-5-(p-metilfenil)-5 Supelcoport malla Detector: 250 .
-fenilhidantoina, 100-120 Flujoy = 50.0 ml/min
o pdimetil-g-metil 2
succinato . .
-acetato de dehidro OV-17 al 3§ sobre  Columma: 250 Corto " "DFM, CBZ, PD.y FB

Bredesen (23)

isoandrosterona

Gas Chrom Q malla
100-120

Detector: 250
Inyector: 200

Flujo = 30.0 nl/nin

'55"



Autor . Ustandares' internos

Columna empleada

Condiciones analiticas

del cromatfgrafo

-5-(p-metilfenil)
5-fenilhidantoina

Varurhese (€2))] o

4Colestano

- -5~ (p-metilfenil)

ﬁaﬁs .~‘(‘276) )
; -5 ﬁgnilhidantoina

Nupferberg “(27) ;Cnlgsténo :

Hill (28) ~e-dimetil- B
~-metilsuccinamida
-5- (p-petilfenil)
S-fenilhidantoina

Montalvo (30) -5-(p-metilfenil)

5-fenilhidantoina

"Nosotros -5-(p-metilfenil)

§-fenilhidantoina

SP 2250 al 3% sobre
Supelcoport tipo -
metil fenil malla
100-120

QOV-17 al 1% sohre
Chromosorb W({aW-
DMCS malla 100 -
120)

OV - 17 al 5% sobre
Chromosorb W

OV —17 al 3% sobre
Chromosorb WHP

OV-17 al 3% sobre
Gas Chrom Q malla
100-120

OV-17 al 3% sobre
Chromosorb W(HP)
malla 80-100

OV-17 al 3% sobre
Chromosorb W(HP)
malla 100-120

Columna: 190-300
Inyector: 250
Detector: 310
F]ujoN2 = 160 ml/min

Columa: 180-270

Flujoy = 60.0 ml/min
2

Columna: 160-215
Inyector: 280
Detector: 350
FlujcoNZ = 60.0 ml/min

Columna: 160-275
Inyector: 300
Detector: 300
FlujcNZ = 80.0 ml/min

Columna: 205-220

Inyector: 300

Detector: 300

FlujoN = 22,0 ml/min
2

Columa: 160-240
Inyector: 225
betector: 300
FlujoN2 = 40,0 ml/min

Columna: 160-190-240
Inyector: 225
Detector: 300
1=1ujc~Nz = 35,0 ml/min

CLargo

Método de  Antiepilépticos
extraccién determinados

Corto DFH, CBZ, PD y FR ~
Largo DFH, CBZ, PD'y FB-

- 96"

Largo.

Corto

“DFH, PD y FB
Corto DFH
Corto DR, CBZ,
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CONCLUSIONES

Con el andlisis estadistlco se demo
llado es preciso, exacto:y
método confiable. ;

La respuesta del método po
concentraciones de 2.5:a.
10.0 ug/ml para la CBZ,mde
5.0 a 80.0 ug/ml para-el-FB:

El método descrito por el costo de
es mds barato que el nétodo de’ 1nmunoensayo enz1mat1co.'

Los objetivos y la hipdtesis planteados se’ cumplleron satis -
factoriamente.

Los dos métodos EMIT y CGL, con confiables y si se implemen -
tan en algln laboratorio, se sugiere que en casos de urgencia
(por ejemplo STATUS EPILEPTICUS), en donde el resultado debe
reportarse lo mis pronto posible al médico, ya que de ello de
pende la vida de un paciente, se realice la determinacifn ponr
EMIT, ya que es un método bastante prictico y rdpido, y que -
al tratarse de pacientes controlados o al hacer trabajos de -
investigacién, se realice la determinacién por CGL.

Se sugiere realizar por los dos métodos, la determinacién de
los niveles séricos de los antiepilépticos en un mayor: nfmero -
de muestras séricas, para tener asi valores de correlacién --
mis representativos,
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