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INTRODUCCION.

El fenobarbital y la difenilhidantoina son medicamentos
anticonvulsivos, ampliamente usados sobre todo en caso-
de epilepsia, Esta enfermedad existe en muchos grados-
y de acuerdo con los especialistas, es mucho mds comin-
de lo gue se supone.

En un gran nfmero de eﬁfermos no se presentan los ata -
ques caracteristicos, pero se puede disgnosticar por -
electroencefalograma y otros medios utilizados por los-
»clinicos que tratan este tipo de enfermedades. El1 tra-
tamiento puede ser largo y a veces durante toda la vida.
(11)

La difenilhidantofna se administra a juicio del mé&dico,
sola o combinada con otros medicamentos entre los cua -

les se destaca el fenobarbital. '(4)

Las dosis ordenadas deben estar en funcidn del estado evo.
lutivo del paciente, la edad, peso y sensibilidad a la -
droga.

-~

Ademds una dosis considerada 6ptima para un enfermo, no - -

produce en otros Tos efectos curativos esperados.

Entre otrés explicaciones para este fenbmeno complejo se
tiene lo siguiente:

Es sabido que las drogas se combinan con las proteinas -
del suero senguineo y en especial con la albfimina (13) -
(8), (10), (12).



En forma combinada no puede pasar al cerebro, por lo que
s8lo la difenilhidantoina y fenobarbital que se encuen -
tran libres tienen efecto sobre el sistema nervioso cen-

tral. (9).

Las drogas que no estén unidas a las protefnas, se han -
analizado mediante una ultrécentrifugacién y ultradigli-
sis, pero estos métodos no resultan accesibles a un labo
ratorio de rutina y tampoco précticos para cuantearlas -

con la frecuencia y rapidez que se necesita.

Bochner y colaboradores (1) demostraron que la concentra
cién en saliva de la difenilhidantofna es similar a la -
que se encuentra libre en el plasma. Este descubrimien-
to ha sido Gtil para determinar el fndice de la activi -
dad bioldgica de-la difenilhidantoina, aplicable también
al fenobarbital. Puesto que los especialistas, estén ca
da vez m&s interesados en que se determine la concentra-
cién de difenilhidantofna y fenobarbital libres, en los-

enfermos durante el tratamiento.

El trabajo experimental de esta tésis, tuvo por objeto -
elegir y adaptar un método para cuantear fenobarbital y-
difenilhidantofina en saliva que resultara exacto, sensi-
ble, especifico, répido y condicionado a un laboratorio-

de rutina.



METODO.

Analizando varios métodos se escogib como base la t&cnica
espectrofotométrica propuesta por Swensmark y Kristensen-
para determinar fenobarbital y difenilhidantoina en suero
(15), ya probado y modificado (5) (7), se adaptbé para la-
cuantificacién de esas drogas en saliva.

A) BASES DEL METODO.

El método consiste fundamentalmente en extraer de la sali
va el fenobarbital y la difenilhidantoina agitdndola con-

cloroformo a un pH de 6.

Del cloroformo se obtiene primero el fenobarbital agitan-
dolo con regulador de pH 8.8 y la difenilhidantoina a pH-
1105,

La lectura se realiza espectrofotométricamente en la zona
de luz ultravioleta utilizando 240 nm. para el fenobarbi-
tal. Una segunda lectura a la misma longitud de onde, pe;
ro a pH 1,5., corrige errores por contaminantes.

Cuando se trata de difenilhidantoina, se realizan dos lec

turas a diferente longitud de onda:



La primera a 235 nm y a 260 nm la segunda. El pH per-
manece constante.

A la D.O. obtenida a 325 nm, se resta la lefida a 260 nm.

En esta forma se elimina la interferencia de sustancias

gue son causa de errores en la determinacidn.

MATERIAL.

1.- Tubos de centrifuga Pyrex de 30 ml. con tapbén de tefldn.
2.- Dos matraces aforados de 50 ml.
3.- Pipetas Pasteur cortas y largas.
4.- Pepetas semiautomiticas (propipetas) .
5.- Frascos de vidrio de 10 ml. con tapones de polietileno.
6.- Espectrofotbmetro Unicam o Beckman DB y todos sus adi-

tamentos, para leer en el espectro de luz ultravioleta.

7.- Pipetas de'i, 2 y 10 ml graduadas hasta la punta.
8.- Tubos de poii;tileno de centriféga dev12 ml.
9.- Tubos de centrifuga cbnicos con tapbn esmerilado de 12

ml.

10.- Cinta de tefldn.

11.- Agitador mecénico.

12.- Centrifuga.



REACTIVOS.

1.- Cloroformo Merk para andlisis.

2.- Solucidn 0.3 M. de NaHZPO4.

3.- Solucibn amortiguadora de Na,HPO, 0.05 M ajustada a
pH 8.8.

4.- Solucidn anortiguadora de NaZHPO4O7 I0 H20 0.1 M a
pH 11:.5:

5.- HG1l 9 N. e

6.~ Solucidn patrdn de fenobarbital conteniendo 5 mg/ml
en etanol absoluto Merck "Uvasol”.

7.- Solucidn patrdn de difenilhidantoina en etanol abso
luto Merck "Uvasol"-con 5 mg/ml de la droga.

8.- Etanol "Uvasol" Merck al 10 % en agua destilada.

9.- Los controles se preparan al momento de trabajar di-
luyendo un ml de la solucibén petrdn de fenobarbital-
y un ml de solucibén patrdén de difenilhidantoina a -
50 ml con etanol al 10 %. Esta solucibn contiene 100 mcg.
de fenobarbital y 100 mcg. de difenilhidantoina en cada -

ml.

MATERIAL BIOLOGICO.

Suero sanguineo y saliva que enviaron de la consulta de

especialistas en el tratamiento de epilepsia.



B)

TECNICA PARA DETERMINAR hA DIFENILHIDANTOINA Y FENO
BARBITAL EN SALIVA.

EXTRACCION DEL FENOBARBITAL EN SALIVA.

Se miden 20 ml de la saliva del paciente, almacenada
en el congelador y se vierte en un tubo de 50 ml con
tap6n de teflbn.

Se preparan controles con 10, 20, 40 y 40 mcg/ml de-
fenobarbital.

Se prepara un blanco con 2 ml. de alcohol diluido al
10 % con agua.

Se le anade a todos los tubos un ml de amortiguador-

de NaﬂzPO4 0.3 M.

Se agregan 6 ml de cloroformo con la pipeta semi-auto
mitica.

Se tapan los tubos herméticamente y se agita a una ve
locidad de 120 agitaciohes por min., durante 10 min.

La fase acuosa se elimina por vacio.

La fase cloroférmica se centrifuga a 2500 rpm. duran-
te 15 minutos en tubos de polietileno.

El éloroformb conteniendo las drogas se recoge por me
dio de una pipeta pasteur larga, a través de la capa-
de protefnas y se vacia en otro tubo.

10.- Se miden 4 ml. del cloroformo conteniendo las drogas,
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en un tubo de centrifuga de 12 ml. con tapdn esmeri
lado.

Se afiaden 4 ml de amortiguador a pH 8.8.

Se agita durante 5 min. a una velocidad de 120 agi-
taciones por minuto.

Se centrifuga durante 5 minutos a 2500 rpm.

Se separa de 3 a 3.5 ml del sobrenadante constituido
por el amortiguador a pH 8.8 el cual se utiliza para
realizar las lecturas espectrofotométricas del feno-
barbital.

El cloroformo del gue se extrajo el fenobarbital se
guarda para extraer y determinar la difenilhidantoi-

na.

LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA DEL FENOBARBITAL.

Se utilizan cubetas de cuarzo para leer en el espectrofotd

metro Univam o Beckman DB, se pone el blanco en D.O. de ce

ro, la longitud de:onda utilizada es de 240 nm. Para rea-

lizar dos lecturas, se varia el pH; La primera a pH 8.8 -

para leer el fenobarbital. Después se afiade 0.1 ml de =

HC1 9 N a cada cubeta para obtener un pH de 1.5; se toma -

la segunda lectura.

De la densidad 6ptica a pH 8.8 se resta la obtenida a pH -

125



Con las lecturas en D.O. de los controles corregidos se
construye una grifica o se calcula un factor.

EXTRACCION DE LA DIFENILHIDANTOINA EN SALIVA.

1.- Se lava el cloroformo que la contiene, dos veces agi -
tSndolo a 4 ml. del amortiguador pH 8.8 para elimi -
nar restos de fenobarbital.

2.— Al cloroformo lavado se le agregan 4 ml. de amortigua
dor pH 11.5.

3.- Se agita durante 5 min. a 120 agitaciones por minuto.

4.- Se centrifugan 10 minutos a 2500 rpm. Los sobrenadan—
tes se vierten a tubos y se lee.

LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA DE LA DIFENILHIDANTOINA.

Se ponmen en cubetas de cuarzo, el blanco, los controles y-
los problemas. E1 blanco se pone en D.O. cero y el apara-
to se lleva a una longitud de onda de 235 nm, tomando la -
primera lectura; la segunda lectura se realiza a 260 nm per
maneciendo constante el pH. '

A 1a D.O. obtenida a 235 nm se le resta la lefda a 260 nm
y en esta forma se elimina la 1nterferencia'de sustancias
gue son causa de error. i



Con los controles se construye una grafica o se calcula
un factor.

CALCULOS.

En esta forma se puede determinar con facilidad la concen
tracidén de fenobarbital y difenilhidantoina. La concen -
tracibén obtenida en saliva se divide entre 10 para tener-
el resultado correcto puesto que se utilizd en esta deter
minacidén un volumen 10 veces mayor que el caso del suero-
(en la determinacidn en suero se utilizan 2 ml).

Los resultados se expresan en microgramos por ml.

C) DETERMINACION DE FENOBARBITAL Y DIFENILHIDANTOINA EN
SUERO.

La determinacidn se realiza en la misma forma que en la -
saliva pero usando 2 ml. de suero en lugar de 20 ml. que

se utilizd en el caso de la saliva.

Ademds, tratédndose de suero, después de la agitacidn con-
cloroformo y amor%iguador de NaHéPO4 0.3 M, se realiza -
una centrifugacidn previa a 1000 rpm durante dos minutos.
En esta forma se separa la fase acuosa junto con la mayor

cantidad de proteinas.

Esta nueva modificacidn tiene por objeto facilitar la se-

paracidn posterior del cloroformo, conteniendo los anti -



convulsivos. Cuando se centrifugan en esta forma 10 mi
nutos a 2500 rpm es ficil atravesar la capa de proteinas
porque es muy delgada, de otra forma seria muy gruesa, e
influye mucho si algunos grupos de proteinas pasaran a -
la fase acuosa para la determinacién.

Con la técnica modificada para determinar fenobarbital
y difenilhidantoina se realizaron las siguientes expe -

riencias:
1.- Curva de calibracibén de fenobarbital.
2.- Curva de calibracidn de difenilhidantoina.

3.-  Determinacién de Histogramas en fenobarbital cuan -

teado en:

a) 100 sueros de adultos a los que se administrd 1la

droga.

b) 100 sueros de nifios a los que se administrd la -

droga.

c) 40 salivas de pacientes a los que se les adminis-

trd la droga.

4.- Determinacidén de Histogramas con la cuantificacidn

de difenilhidantoina en:
aj 100 sueros de adultos sujetos a tratamiento.

b) 100 sueros de.nifios sujetos a tratamiento.



c) 70 salivas de pacientes en tratamiento.

5.- Se determind el indice fenobarbital suero/fenobar-
pbital saliva y difenilhidantoina suero/difenilhi -

dantoina saliva.

Se buscd la relacibébn entre ambos datos.



RESULTADOS.

Las figuras I y II representan las curvas de calibracidén de
fenobarbital y difenilhidantoina.

Las figuras III y IV representan comparativamente los his-
togramas obtenidds con la determinacidén de fenobarbital en
100 sueros de adultos y 100 sueros de ninos sujetos a tra-
tamiento. Se observd una diferencia ligera en la concen -
tracidén de la droga en casos de pacientes menores de 15 -
afios. Siendo la moda de 15.7 para adultos y de 17.5 para-

ninos.

En las figuras V y VI se observan los histogramas construi
dos con los datos obtenidos en la determinacién de difenil
hidantoina en el suero de 100 adultos y 100 ninos que re -
cibian la droga. Se encontrd en los nifios concentraciones
semejantes de la droga en relacidn a la concentracidén en -

el suero de adultos.

En la figura VII representa el histograma de 40 determina-
ciones de fenobarbital en saliva, un 82. 5 % de pacientes-

presentaron una concentracién de 2 a 8 mcg/ml.

La figura nfimero VIII corresponde a los datos obtenidos en
70 casos de cuagfifiqacién de difenilhidantoina. E1 50 % -
de los enfermos.preéenﬁﬁ?eh.sphsﬁl;ya de 0.1 a 2 mcg/ml.
La figura IX representa la relacién.entrevmicrogfamaé de -
fenobarbital en el suero y saliva de 16 pacientes. El pro
medio de esta relacidn fue de 4.77.

En la figura X se observa la relacidn de difenilhidantoina
encontrada al dividir los microgramos determinados en el -
suero de 30 pacientes y los encontrados en la saliva de -
los mismos pacientes. El promedio de esta relacibén es de-
7.26.
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CALIBRACION DE FENOBARBITAL.

) s

v
20

15 2 48 Jdo 35 b 45 = I Lo

mg/;ml de fenobarbital



FIGURA II.

CURVA DE CALIBRACION DE ADIFENILHIDANTOINA.
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FIGURA III.

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN SUERO DE 100 ADULTOS.
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FIGURA Iv.

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN SUERO DE 100 NINOS,

de casos
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: FIGURA V.
HISTOGRAMA DE DIFENILHIDANTOINA EN SUERO DE 100 ADULTOS.
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FIGURA VI.

HISTOGRAMA DE DIFENILHIDANTOINA EN SUERO DE 100 NIROS.
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FIGURA VII.

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN 40 MUESTRAS DE SALIVA DE
ADULTOS Y NINOS.
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FIGURA VIII.

HISTOGRAMA DE DIFENILHIDANTOINA EN 70 MUESTRAS DE
SALIVA DE ADULTOS Y NIRNOS.
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RELACION SUERO/SALIVA DE FENOBARBITAL.
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FIGURA X.
'RELACION SUERO/SALIVA DE LA DIFENILHIDANTOINA.
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COMENTARIOS.

La determinacidén de las drogas anticonvulsivas es de gran
importancia, puesto que el clinico necesita saber la can-
tidad real que existe en un organismo sujeto a tratamien-
to.

Los factores, motivo de variacidn, en estas dbsis OSptimas

especificas para cada paciente son:

Edad, peso, rapidez para metabolizar de acuerdo con el es-

tado hep&tico.

Cada paciente reacciona con diferente sensibilidad a estos
medicamentos, los elimina en distinta forma. El grado de-
absorcibn en el sistema nervioso central también varia, por
lo gque se necesita conocer la cantidad 6ptima de cada una -
de estas drogas, que sin causar efectos tbxicos mantienen -

a cada paciente en las mejores condiciones posibles.

Por otra parte es muy frecuente el caso en que los parien -
tes de un paciente o &l mismo, aumentan las dbsis de las -
drogas o las disminuyen. Cuando se ha llevado un control -
en un paciente estas alteraciones se reflejan en los resul-

tados de su dosificacidn.

Como ya se a sefialado anteriormente, las drogas se combinan
con las proteinas de la sangre y en esas condiciones no ac-
tGan.



Las moléculas que permanecen libres son las finicas que atra
viesan las barreras para llegar al S.N.C.

Esta fraccibn de drogas es la que realmente puede tener una

accibn curativa.

Existen métodos para determinar con exactitud la concentra-
cidn de fenobarbital y difenilhidantoina que se encuentra -
libre en la sangre, como las pruebas fluoromé&tricas (3), -
cromatografia de gases (6), radio-inmunoandlisis (12) (14),
pero no estén al alcance de un laboratorio que realiza este

tipo de anélisis en forma rutinaria.

La aplicacibén del método Swensmark y Kristensen en forma mo
dificada para cuantear en saliva, la concentracidén de las -
dos drogas hace accesible a un laboratorio de rutina el rea
lizar estas determinaciones, recordando que Bochner y cola-
boradores, (i) encontrd que las concentraciones de Fenobar-
bital y difenilhidantoina en saliva, son equivalentes a la-

fraccidn libre de dichas sustancias anticonvulsivas.

En las gré&ficas de calibracién I y II se observa la exacti-
tud con que es posible determinar las drogas.

De las gréficas III y IV en donde se observan las concentra
ciones de fenobarbital en el suero de pacientes adultos y -
nifnos respectivamente, se ve claramente que dicha concentra
cidén es con frecuencia ligeramente mds alta en nifios que en

los enfermos mayores.



El criterio seguido en este trabajo fue de considerar como
mayores, aquellos pacientes que tenfan de 16 hasta 45 anos,
y agrupar entre los nifios a los menores de 15 anos.

En las determinaciones de difenilhidantoina se presentd un
fenbémeno similar al caso de fenobarbital.

El fenobarbital determinado en saliva en 40 casos de pa -
cientes sin discriminacidén de edades di6 un resultado en -
donde se observa que muy pocos pacientes presentan canti -
dades menores de dos microgramos; la mayoria de los pacien
tes presentaron una concentracidn de 2 a 8 mcg. por ml. -
disminuyendo los casos a medida que se eleva la concentra-
cidén hasta 14 mcg/ml.

En cuanto a la dosificacidén de difenilhidantoina se obser-
van que alrededor del 50 % de pacientes que tienen de 0.1-
a 2 mcg de esta droga por ml., y en el otro 50 % est&n'cog
prendidos pacientes que tienen de 2 a 7 mcg. de difenilhi-
dantofna por ml. de saliva, disminuyendo el nimero de ca -
sos inversamente a la concentracién de la droga.

Se comprobd -que la saliva era un material fécil de obtener

sobre todo en los nifios pequefos.

-

La dosificacién primero fija la cantidad Sptima del pacien
te. Segundo, congrola al paciente y tercero, se ve la re—
lacidn con la edad, peso, etc.



Se deduce que el método Swensmark y Kristensen adaptado
y modificado, es exacto, sensible y adaptable para de -
terminar fenobarbital y difenilhidantoina en forma 1i -
bre. :



DISCUSION.

En mi opinidn, es importante estar controlando a los pa-
cientes con epilepsia ya sea para ver si evolucionan, o
para disminuir las molestias que causa la enfermedad.

El m&todo da una nueva aplicacibén a un material bioldgi-
co f&cilmente obtenido, que causa menos molestias que -
una puncidn venosa. Y m&s afin cuando_se trata de un ni-
no pequeno al que hay que extraerle la sangre de la yugu
lar; muchos por ese motivo dejan de controlarse por me -

dio de andlisis.

Considero que el mé&todo es muy exacto, puesto que la re-
lacidn entre los mcg. de difenilhidantoina o de fenobar-
bital utilizadas como control, producen siempre una lec-
tura en el espectrofotbmetro, sabiendo que la lectura es
pectrofotométrica es directamente proporcional a las con
centraciones utilizadas como controles, lo cual se puede

comprobrar en las gré&ficas I y II.

Tambié&n quise saber si existia una relacidn en cuanto a-
la concentraéién en suero y saliva de un mismo paciente;
ésto representado en las figuras IX y X de donde deduzco
que si hay una relacibén constante salvo algunos casos -

que se disparan.



RESUMEN.

Se adaptd el método de Swensmark y Kristensen para deter
minar fenobarbital y difenilhidantoina en saliva.

Tambi&n se cuanteb fenobarbital en el suero de 100 pa -
cientes mayores de 16 afios, asf como a 100 nifios menores

de 15 anos.

Se determind difenilhidantoina en suero de 100 pacientes

mayores de 16 anos y 100 menores de 15 afios.

Se dosificd fenobarbital en saliva de 40 pacientes con -

epilepsia, sin discriminacidn de edades.

Se cuanteb difenilhidantoina en saliva de 30 pacientes,-

sin distincidn de edad.

Se calculd la relacibn entre la concentracién de fenobar
bital en el suero de 16 pacientes y la cantidad de droga

que se encontrd en la saliva de los mismos.

Se calcula la relacibn entre la concentracidn de difenil
hidantoina en el suero de 30 pacientes y la encontrada -

en la saliva de los mismos enfermos.

Se encuentra una relacidn constante entre las concentra
ciones de las drogas en suero y las de saliva, salvo ca



sos aberrantes, debidos posiblemente a dosis anormales
o0 a casos especiales de metabolismo, O eliminacidn -
anormal o a la ya mencionada unién con proteinas en -

forma fuera de lo comn.
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