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INTRODUCCION. 

El fenobarbital y la difenilhidantoína 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 más común - 

de lo que se supone. 

En un gran número de enfermos no se presentan los ata - 

ques característicos, pero se puede disgnosticar por - 

electroencefalograma y otros medios utilizados por los - 
clínicos que tratan este tipo de enfermedades. El tra- 

tamiento puede ser largo y a veces durante toda la vida. 
11) 

La difenílhidantoína se administra a juicio del médico, 

sola o combinada con otros medicamentos entre los cua - 

les se destaca el fenobarbital. ( 4) 

Las dosis ordenadas deben estar en función del estado evo

lutivo del paciente, la edad, peso y sensibilidad a la - 

droga. 

Además una dosis considerada óptima para un enfermo, no - 

produce en otros Tos efectos curativos esperados. 

Entre otras explicaciones para este fenómeno complejo se

tiene lo siguiente: 

Es sabido que las drogas se combinan con las proteínas - 

del suero senguineo y en especial con la albúmina ( 13) - 

8) , ( 10) , ( 12) . 
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En forma combinada no puede pasar al cerebro, por lo que

sólo la difenilhidantoina y fenobarbital que se encuen - 

tran libres tienen efecto sobre el sistema nervioso cen- 

tral. ( 9). 

Las -drogas que no están unidas a las proteínas, se han - 

analizado mediante una ultracentrifugacibn y ultradiáli- 

sis, pero estos métodos no resultan accesibles a un labo

ratorio de rutina y tampoco prácticos para cuantearlas - 

con la frecuencia y rapidez que se necesita. 

Bochner y colaboradores ( 1) demostraron que la concentra

ción en saliva de la difenilhidantoina es similar a la - 

que se encuentra libre en el plasma. Este descubrimien- 

to ha sido etil para determinar el indice de la activi - 

dad biológica de la difenilhidantoina, aplicable también

al fenobarbital. Puesto que los especialistas, están ca

da vez más interesados en que se determine la concentra- 

ción de difenilhidantoína 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- 
difenilhidantoína en saliva que resultara exacto, sensi- 

ble, especifico, rápido y condicionado a un laboratorio - 

de rutina. 
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METODO. 

Analizando varios métodos se escogió como base la técnica

espectrofotométrica propuesta por Swensmark y Kristensen- 

para determinar fenobarbital y difenilhidantoína en suero

15), ya probado y modificado ( 5).( 7), se adaptó para la- 

cuantificaci6n de esas drogas en saliva. 

A) BASES DEL METODO. 

El método consiste fundamentalmente en extraer de la sal¡ 

va el fenobarbital y la difenilhidantoína agitándola con - 

cloroformo a un pH de 6. 

Del cloroformo se obtiene primero el fenobarbital agitan - 

dolo con regulador de pH 8. 8 y la difenilhidantoína a pH - 

11. 5. 

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 difenilhidantoína, se realizan dos lec

turas a diferente longitud de onda: 
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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 leida a 260 nm. 

En esta forma se elimina la interferencia de sustancias

que son causa de errores en la determinación. 

MATERIAL. 

1.- Tubos de centrifuga Pyrex de 30 ml. con tapón de teflón. 

2.- Dos matraces aforados de 50 ml. 

3.- Pipetas Pasteur cortas y largas. 

4.- Pepetas semiautomáticas ( propipetas). 

5.- Frascos de vidrio de 10 ml. con tapones de polietileno. 

6.- Espectrofot6metro Unicam o Beckman DB y todos sus adi- 

tamentos, para leer en el espectro de luz ultravioleta. 

7.- Pipetas de 1, 2 y 10 ml graduadas hasta la punta. 

8.- Tubos de polietileno de centrifuga de 12 ml. 

9.- Tubos de centrifuga cónicos con tapón esmerilado de 12
ml. 

10.- Cinta de teflón. 

11.- Agitador mecánico. 

12.- Centrifuga. 
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REACTIVOS. 

1.- Cloroformo Merk para análisis. 

2.- Solución 0. 3 M. de NaH2PO4. 

3.- Solución amortiguadora de Na2HPO4 0. 05 M ajustada a
pH 8. 8. 

4.- Solución anortiguadora de Na2HPO407 IO H 2 0 0. 1 M a
pH 11. 5. 

5.- HG1 9 N. 

6.- Solucíón patrón de fenobarbital conteniendo 5 mg/ ml

en etanol absoluto Merck " Uvasol". 

7.- Solución patrón 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 solución petrón de fenobarbital - 

y un ml de solución patrón de difenílhidantoína a - 

50 ml con etanol al 10 %. Esta solución 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. 



8 - 

B) TECNICA PARA DETERMINAR LA DIFENIMIDANTOINA Y FENO

BARBITAL EN SALIVA. 

EXTRACCION DEL FENOBARBITAL EN SALIVA. 

1.- Se miden 20 ml de la saliva del paciente, 
almacenada

en el congelador y se vierte en un tubo de 50 ml con
tapón de teflbn. 

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

fenobarbital. 

3.- Se prepara un blanco con 2 ml. de alcohol diluido al

10 % con agua. 

4.- Se le añade a todos los tubos un ml de amortiguador - 

de NaH2PO4 0. 3 M. 

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

6.- Se tapan los tubos herméticamente y se agita a una ve
locidad de 120 agitaciones por min., 

durante 10 min. 

7.- La fase acuosa se elimina por vacío. 

8.- La fase clorofórmica se centrifuga a 2500 rpm. duran- 

te 15 minutos en tubos de polietileno. 

9.- El cloroformo conteniendo las drogas se recoge por me
dio de una pipeta pasteur larga, a través de la capa - 

de proteínas y se vacía en otro tubo. 

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

lado. 

11.- Se añaden 4 ml de amortiguador a pH 8. 8. 

12.- Se agita durante 5 min. a una velocidad de 120 agi- 

taciones por minuto. 

13.- Se centrifuga durante 5 minutos a 2500 rpm. 

14.- 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. 

15.- El cloroformo del que se extrajo el fenobarbital se

guarda para extraer y determinar la difenilhidantoí- 

na. 

LECTURA ESPECTROFOTOMETRICA DEL FENOBARBITAL. 

Se utilizan cubetas de cuarzo para leer en el espectrofotb

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 varía el pH; La primera a pH 8. 8 - 

para leer el fenobarbital. Después se añade 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 óptica a pH 8. 8 se resta la obtenida a pH - 

1. 5



10 - 

Con las lecturas en D. O. de los controles corregidos se

construye una gráfica o se calcula un factor. 

EXTRACCION DE LA DIFENILHIDANTOINA EN SALIVA. 

1.- Sé lava el cloroformo que la contiene, dos veces agi

tándolo 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 ESPECPROFOTOMETRICA DE LA DIFENILHIDANTOINA. 

Se ponen en cubetas de cuarzo, el blanco, los controles y - 

los problemas. El blanco se pone en D. O. cero y el apara- 

to se lleva a uña longitud de onda de 235 nm, tomando la - 

primera lectura;: la segunda lectura se realiza a 260 nm per

maneciendo constante el pH. 

A la D. O. obtenida a 235 nm se le resta la leída a 260 nm

y en esta forma se elimina la interferencia de sustancias
que son causa de error. 



Con los controles se construye una gráfica o se calcula

un factor. 

CALCULOS. 

En esta forma se puede determinar con facilidad la concen

tración de fenobarbital y difenilhidantoína. La concen - 

tracibn obtenida en saliva se divide entre 10 para tener - 

el resultado correcto puesto que se utilizó en esta deter

minación un volumen 10 veces mayor que el caso del suero - 

en la determinación en suero se utilizan 2 ml). 

Los resultados se expresan en microgramos por ml. 

C) DETERMINACION DE FENOBARBITAL Y DIFENILHIDANTOINA EN

SUERO. 

La determinación se realiza en la misma forma que en la - 

saliva pero usando 2 ml. de suero en lugar de 20 ml. que

se utilizó en el caso de la saliva. 

Además, tratándose de suero, después de la agitación con - 

cloroformo y amortiguador de NaH2PO4 0. 3 M, se realiza - 

una centrifugación previa a 1000 rpm durante dos minutos. 

En esta forma se separa la fase acuosa junto con la mayor

cantidad de proteínas. 

Esta nueva modificación tiene por objeto facilitar la se- 

paración posterior del cloroformo, conteniendo los anti - 
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convulsivos. Cuando se centrifugan en esta forma 10 mi

nutos a' 2500 rpm es fácil atravesar la capa de proteínas

porque es muy delgada, de otra forma sería muy gruesa, e

influye mucho si algunos grupos de proteínas pasaran a - 

la fase acuosa para la determinación. 

Con la técnica modificada para determinar fenobarbital - 

y difenilhidantoína se realizaron las siguientes expe - 

riencias: 

1.- Curva de calibración de fenobarbital. 

2.- Curva de calibración de difenilhidantoína. 

3. Determinación de Histogramas en fenobarbital cuan - 

teado en: 

a) 100 sueros de adultos a los que se administró la

droga. 

b) 100 sueros de niños a los que se administró la - 

droga. 

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

tró la droga. 

4.- Determinación de Histogramas con la cuantificación

de difenilhidantoína en: 

a) 100 sueros de adultos sujetos a tratamiento. 

b) 100 sueros de -niños sujetos a tratamiento. 
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c) 70 salivas de pacientes en tratamiento. 

5.- Se determinó el indice fenobarbital suero/ fenobar- 

bital saliva y difenilhidantoína suero/ difenilhi - 
dantoina saliva. 

Se buscó la relación entre ambos datos. 
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RESULTADOS. 

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

Las figuras III y IV representan comparativamente los his- 
togramas obtenidos con la determinación de fenobarbital en

100 sueros de adultos y 100 sueros de niños sujetos a tra- 

tamiento. Se observó una diferencia ligera en la concen - 

tración de la droga en casos de pacientes menores de 15 - 

años. Siendo la moda de 15. 7 para adultos y de 17. 5 para - 

niños. 

En las figuras V y VI se observan los histogramas construi

dos con los datos obtenidos en la determinación de difenil

hidantoína en el suero de 100 adultos y 100 niños que re - 

cibian la droga. Se encontró en los niños concentraciones

semejantes de la droga en relación a la concentración en - 

el suero de adultos. 

En la figura VII representa el histograma de 40 determina- 

ciones de fenobarbital en salíva, un 82. 5 % de pacientes - 

presentaron una concentración de 2 a 8 mcg/ ml. 

La figura numero VIII corresponde a los datos obtenidos en

70 casos de cuantificación de difenilhidantoina. El 50 % - 

de los enfermos presentó en, su, saliva de 0. 1 a 2 mcg/ ml. 

La figura IX representa la relaci6n. entre microgramos de - 

fenobarbital en el suero y saliva de 16 pacientes. El pro

medio de esta relación fue de 4. 77. 

En la figura X se observa la relación 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 relación es de - 

7. 26. 



F I G U R A I. 

CURVA DE CALIBRACION DE FENOBARBITAL. 
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F I G U R A II. 

CURVA DE CALIBRACION DE DIFENIMIDANTOINA. 
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F I G U R A III. 

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN SUERO DE 100 ADULTOS. 
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F I G U R A IV. 

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN SUERO DE 100 NIÑOS. 
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F I G U R A V. 

HISTOGRAMA DE DIFENILHIDANTOINA EN SUERO DE 100 ADULTOS. 
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F I G U R A VI. 

HISTOGRAMA DE DIFENI MIDANTOINA EN SUERO DE 100 NIÑOS. 
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F I G U R A VII. 

HISTOGRAMA DE FENOBARBITAL EN 40 MUESTRAS DE SALIVA DE
ADULTOS Y NIÑOS. 
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F I G U R A VIII. 

HISTOGRAMA DE DIFENILHIDANTOINA EN 70 MUESTRAS DE

SALIVA DE ADULTOS Y NIÑOS. 
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F I G U R A IX. 

RELACION SUERO/ SALIVA DE FENOBARBITAL. 
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F I G U R A X. 

RELACION SUERO/ SALIVA DE LA DIFENILHIDANTOINA. 
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COMENTARIOS. 

La determinación de las drogas anticonvulsivas es de gran

importancia, puesto que el clínico necesita saber la can- 

tidad real que existe en un organismo sujeto a tratamien- 

to. 

Los factores, motivo de variación, en estas dósis óptimas

específicas para cada paciente son: 

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

tado hepático. 

Cada paciente reacciona con diferente sensibilidad a estos

medicamentos, los elimina en distinta forma. El grado de - 

absorción en el sistema nervioso central también varia, por

lo que se necesita conocer la cantidad óptima de cada una - 

de estas drogas, que sin causar efectos tóxícos 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 él mismo, aumentan las dósis 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 dosificación. 

Como ya se a señalado anteriormente, las drogas se combinan

con las proteínas de la sangre y en esas condiciones no ac- 

túan. 
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Las moléculas que permanecen libres son las tánicas que atra

viesan las barreras para llegar al S. N. C. 

Esta fracción de drogas es la que realmente puede tener una

acción curativa. 

Existen métodos para determinar con exactitud la concentra- 

ción de fenobarbital y difenilhidantoína que se encuentra - 

libre en la sangre, como las pruebas fluorométricas ( 3), - 

cromatografía de gases ( 6), radio- inmunoanálisis ( 12) ( 14), 

pero no están al alcance de un laboratorio que realiza este

tipo de análisis en forma rutinaria. 

La aplicación del método Swensmark y Kristensen en forma mo

dificada para cuantear en saliva, la concentración de las - 

dos drogas hace accesible a un laboratorio de rutina el rea

lizar estas determinaciones, recordando que Bochner y cola- 

boradores, ( 1) encontró que las concentraciones de Fenobar- 

bital y difenilhidantoína en saliva, son equivalentes a la- 

fracci6n libre de dichas sustancias anticonvulsivas. 

En las gráficas de calibración I y II se observa la exacti- 

tud con que es posible determinar las drogas. 

De las gráficas III y IV en donde se observan las concentra

ciones de fenobarbital en el suero de pacientes adultos y - 

niños respectivamente, se ve claramente que dicha concentra

ci6n es con frecuencia ligeramente más alta en niños que en

los enfermos mayores. 
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El criterio seguido en este trabajo fue de considerar como

mayores, aquellos pacientes que tenían de 16 hasta 45 años, 

y agrupar entre los niños a los menores de 15 años. 

En las determinaciones de difenilhidantoína se presentó un

fenómeno similar al caso de fenobarbital. 

El fenobarbital determinado en saliva en 40 casos de pa - 

cientes sin discriminación de edades dió un resultado en - 

donde se observa que muy pocos pacientes presentan canti - 

dades menores de dos microgramos; la mayoría de los pacíen

tes presentaron una concentración de 2 a 8 mcg. por ml. - 

disminuyendo los casos a medida que se eleva la concentra- 

ción hasta 14 mcg/ ml. 

En cuanto a la dosificación de difenilhidantoína 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 % están com

prendidos pacientes que tienen de 2 a 7 mcg. de difenilhi- 

dantoína por ml. de saliva, disminuyendo el número de ca - 

sos inversamente a la concentración de la droga. 

Se comprobó -que la saliva era un material fácil de obtener

sobre todo en los niños pequeños. 

La dosificación primero fija la cantidad óptima del pacien

te. Segundo, congrola al paciente y tercero, se ve la re- 

lación con la edad, peso, etc. 
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Se deduce que el método Swensmark y Kristensen adaptado

y modificado, es exacto, sensible y adaptable para de - 

terminar fenobarbital y difenilhidantoína en forma li - 
bre. 
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DISCUSION. 

En mi opinión, 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 método da una nueva aplicación a un material biológi- 

co fácilmente obtenido, que causa menos molestias que - 

una -punción venosa. Y más aún cuandowse trata de un ni- 

ño pequeño al que hay que extraerle la sangre de la yugu
lar; muchos por ese motivo dejan de controlarse por me - 

dio de análisis. 

Considero que el método es muy exacto, puesto que la re- 

lación entre los mcg. de difenilhidantoína 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 gráficas I y II. 

También quise saber si existía una relación en cuanto a- 

la concentración en suero y saliva de un mismo paciente; 

ésto representado en las figuras IX y X de donde deduzco

que sí hay una relación constante salvo algunos casos - 

que se disparan. 
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RES OMEN . 

Se adapte el método de Swensmark y Rristensen para deter
minar fenobarbítal y difenilhidantoína en saliva. 

También se cuanteb fenobarbital en el suero de 100 pa - 

cientes mayores de 16 años, así como a 100 niños menores

de 15 años. 

Se determinó difenilhidantoína en suero de 100 pacientes

mayores de 16 años y 100 menores de 15 años. 

Se dosificó fenobarbital en saliva de 40 pacientes con - 

epilepsia, sin discriminación de edades. 

Se cuanteb difenilhidantoína en saliva de 30 pacientes, - 

sin distinción de edad. 

Se calculó la relación entre la concentración de fenobar

bital en el suero de 16 pacientes y la cantidad de droga

que se encontró en la saliva de los mismos. 

Se calcula la relación entre la concentración de difenil

hidantoína en el suero de 30 pacientes y la encontrada - 
en la saliva de los mismos enfermos. 

Se encuentra una relación constante entre las concentra

ciones de las drogas en suero y las de saliva, salvo ca
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sos aberrantes, debidos posiblemente a dosis anormales

o a casos especiales de metabolismo, o eliminación - 

anormal o a la ya mencionada unión con proteínas en - 

forma fuera de lo común. 
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