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INTRODUCCION



l.- INTRODUCCION.

Creemos que la cuantificacion de los niveles séricos de anticon=

vulsivos es uno de los mayores adelantos que han ocurrido en el manejo de
. oj o - . P+ e

pacientes epilépticos; en el tratamiento de enfermedades crdnicas, como =

la epilepsia, la cudl requiere administracidn prolongada de agentes terapéu

ticos (ejem. : difenilhidantoina y fenobarbital ), es deseable contar con

métodos para comprobar las concentraciones de las drogas en el suero de =

los pacientes tratados por las siguientes razones :

1.~ Muchos enfermos toman menor cantidad de las dosis ordena=—
das o no toman nada, asegurando que se han sujetado al tratamiento co= =
rrecto.

2.~ Otros enfermos se automedican dosis mucho mayores que las
prescritas.

3.= Casos de enfermos que se sujetan al tratamiento prescritfo vy
las drogas no tienen los efectos suficientes sobre sus sintomas, necesitando-
se dosis mucho mayores que las normales o habituales para lograr resulta= =

dos positivos.



4.- Por otra parte la tolerancia a estos anticonvulsivos no es la
misma en distintos pacientes,

5.- En opinién de los clinicos, la defenilhidantoina actia sola—
mente cuando pasa al cerebro, por ser la difenildantoina libre; ya que su
unidn con las proteinas de la sangre limita su entrada al cerebro. Por lo
cual su determinacién resulta aln de mayor importancia.

6.~ Existen medicamentos que interfieren las uniones entre la di
fenilhidantoina y las protefnas, dando lugar a un incremento de la droga -
libre de proteinas.

7.- La difenilhidantoina y fenobarbital se administran frecuente=
mente en un mismo fratamiento, para obtener mejor efecto; el médico ne-
cesita conocer la dosis minima y mdxima de cada droga, para indicar la
dosis adecuada de cada una de ellas.

8.- Un fratamiento largo de ambas drogas, en especial de la di
fenilhidantoina puede causar dafios secundarios.  Se ha citado el caso de
la x ~glutamil- transpeptidasa, enzima cuya determinacion es una prue
ba especifica para investigar insuficiencia hepdtica, que se encuentra en -
niveles més altos a los normales, en algunos enfermos sujetos a tratamientos

constantes.

9.- En casos de infoxicacién voluntaria o involuntaria por dife—



nilhidantoina, fenobarbital o ambas, se necesita contar con un método que
proporcione, con rapidez, la conceniracidn de la droga o drogas ingeridas_
para tener un criterio correcto sobre el tratamiento a seguir de acverdo ==
con la evolucidén del paciente.

Por las razones sefialadas, cada dia se observa que se le dd ma_
yor importancia a las determinaciones de los cnticonyulsivos citados.

Se han citado métodos de diferentes tipos : espectrofotométri~ -
cos, colorimétricos, cromatogrdficos, radioinmunoensayo, etc.; pero no to
dos estdn al alcance de un laboratorio de rutina, por lo tanto, escoger un
método para separar y determinar la difenilhidantoina y el fenobarbital; ex
perimentarlo y modificarlo para mejorar su especificidad, sensibilidad y - -
exactitud, que al mismo tiempo resulte barato, rdpido y relativamente sen_

cillo, constituyen el objetivo de este trabajo.
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Il.- GENERALIDADES.

Con el nombre de drogas anticonvulsivas o antiepilépticas se de
signan aquellos depresores que tienen la propiedad de suprimir selectivamen
te las crisis de la epilepsia impidiendo su aparicidn, por tanto tienen que-

reunir las siguientes condiciones ideales (2 ) :

a).- Ha de ser eficaz y especifica para uno o mds tipos de - -
epilepsia.

b).- Debe ser poco téxica y con un indice terapéutico muy ele
vado,
c).- Ha de ser bien tolerada por via oral durante el tratamien
to largo.

d).- Debe tener accién prolongada.

e).- Debe suprimir los ataques sin causar reacciones indeseables.

f).= Ha de ser econdmico.

Hasta el presente no se ha hallado el antiepiléptico ideal pero -

mucho se ha avanzado en este terreno.



La mejor clasificacidn que puede realizarse de las drogas anti- =
L e - . ”> . -
epilépticas es la que considera la estructura quimica, todas de origen sin =

tético agrupandose en dos clases.

1.~ Antiepiléptico Sintéticos con estructura de Ureidos.

2.~ Antiepilépticos Sintéticos no Ureidos.

Solo mencionaremos al grupo de los primeros que se clasifica en
subgrupos :

a).- Barbitdricos y derivados; b).- hidantoinas; c¢).~ oxazoli--
nadionas y derivados; y d).- acetilureas. .

El fenobarbital y difenilhidantoina pertenecen a los Antiepilépti-

cos con estructura de ureidos, y se encuentran en los subgrupos a) y b) ==

respectivamente.,

FENOBARBITAL

Es la droga de eleccidn de todas las usadas en la epilepsia ma—
yor o gran mal, por ser la menos téxica, la més econdmica y de buena efi

cacia, pudiendo emplearse durante largos periodos. ( 3 )

ORIGEN Y QUIMICA
Corresponden quimicamente a la clase de ureidos ciclicos o diu=

refdos. Reciben el nombre de barbitiricos por que derivan del dcido barbi



tirico o metil drea, que resulta de la condensacién de la drea y el &cido

mdlonico para dar lugar al anillo de la tetrahidropirimidona. (Fig. No. =

] ).
ACCION FARMACOLOGICA

La accidén fundamental es la depresién no selectiva del sistema -
nervioso central, que puede ir segin la dosis desde la sedacién hasta la -
anestesia general o el coma y aln la muerte por pardlisis del centro respi_
ratorio; el origen de esta accién es por el grupo fenilo, otra accién del =
fenobarbital es en la epilepsia humana que impide los accesos del gran ==
mal (convulsiones ) y en el pequefio mal no actda.

En cuanto a la potencia con respecto a las dosis, es el més po-
tente, le sigue el mefobarbital y finalmente la primidona. El fenobarbi= =
tal es un sedante potente y capaz de provocar somnolencia, apatia y ata—

xia en el hombre.

ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION.

Se absorbe fdcilmente cuando se administra por las vias :

a).= Oral.~ La absorcidn es a través de estémago e intestino, -

se absorbe mds fdcilmente las sales sédicas que los Gcidos libres; (6 )
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Fig No. 1.- ESTRUCTURA QUIMICA DEL FENOBARBITAL
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b).- Rectal.- Es una de las vias més répidas.
c).- Parenteral, subcutdnea o intramuscular.- No es recomen--

dable las sales sddicas solubles suelen ser irritantes.

Una vez absorbida, pasa a la sangre combindndose en parte con
las proteinas. Desde la sangre pasan a todos los tejidos en los que se dis
tribuye més o menos uniformemente. La velocidad de pasaje al sistema ==
nervioso central depende de su liposolubilidad. Se concentra en el higado
y el rifién, en escasa cantidad. Atraviesa fécilmente la barrera placenta-
ria y se distribuye por los tejidos del feto, de manera que administrada du
rante el parto puede provocar la depresién del ceniro respiratorio del re- -
cién nacido. Pequefias cantidades pasan a la leche materna.

La eliminacidn en el organismo se realiza a nivel del higado y -

por excrecidén renal.

INTO XICACION

Durante el tratamiento de la epilepsia no se observan manifesta—

ciones importantes, porqué la dosis empleada no es muy elevada.

DIFENILHIDANTOINA

Se considera en la actualidad a las hidantoinas como la droga -

de segunda eleccidn frente al fenobarbital.
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ORIGEN Y QUIMICA

Es de origen sintético que deriva de las hidantoinas, nicleo se—
mejante a los barbitiricos y que es la glicolilurea, en vez de la malonily
rea. Este niclec adquiere propiedades anticonvulsivas potentes; si se = -
remplaza los 2 dtomes de hidrégeno en la posicidn 5 por un fenilo, obte-
niéndose la difenilhidantoina que puede dar lugar a una sal, la difenilhi=-=

dantoina sédica. Fig. No. 2.

ndcleo de drogas sinté
ticas con estructura --
de ureidos.

R'5 o nicleo de las hi-
dantoinas

o =N - R3

Fig. No. 2.- ESTRUCTURA QUIMICA DE LA DIFENILHIDANTOINA.
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ACCION FARMACOLOGICA

Poseen propiedades anticonvulsivas selectivas. En la epilepsia -
son capaces de impedir los ataques del gran mal y las crisis focales espe--
cialmente y también en la epilepsia sicomotora, aunque en menor grado.

Tiene accidn sedante, siendo un depresor central muy selectivo,

. . . -
en la epilepsia; pocas veces dosis elevadas provocan un estado de apatia=-

y somnolencia.

ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION.

La difenilhidantoina sédica se absorbe facilmente en el tracto di
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gestivo siendo muy soluble en agua, sus soluciones son demasiado alcalinas
para poder administrarse por las vias parenterales y es bastante irritante pa
ra el estémago cuando es ingerido,

Una vez absorbida, pasa a la sangre (5 ), combindndose con ==
proteinas especialmente con la albimina. Desde la sangre-llega al Siste-~
ma Nervioso Central; la droga se metaboliza en su mayor parte en el hi
gado, y finalmente se excreta a nivel de rifidn, (7 )y una pequefia parte
por la saliva, originando la gingivitis hiperplésica.

Los procesos de biotransformacién y excrecién son lentos de ma—
nera que es posible la acumulacién con dosis continuadas. Con las dosis -
usuales son necesarias varios dias para conseguir un nivel eficaz en el or=

ganismo, de manera que dicha droga no produzca efectos inmediatos.

INTOXICACION

La difenilhidentoina es capaz de provocar mareos, excitacién si
quica, insomnio, ataxia, temblores, a veces somnolencia, apatia y cefa- -
lea. La gingivitis hiperpldsica, es un trastorno caracteristico de la dife-~
nilhidantofna muy frecuente. La alcalinidad de la sal sédica es capaz de
provocar nduseas, vomitos y aln hematemésis.

Los exantemas cutdneos son generalmente de naturaleza alérgica-

y en ocasiones se han producido formas graves de dermatitis exfoliativa. =
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Las manifestaciones hepdticas raras, son probablemente debidas a
fendmenos de hipersensibilidad. Los trastornos hemdticos excepcionales, =-

consisten en anemia magalobléastica.

CONTRAINDICACIONES.- No deben emplearse en los pacien-

tes con afeccidn hepdtica o sanguinea.



MATERIAL Y METODO



Ill.- MATERIAL Y METODO.

MATERIAL :
1.~ Tubos de centrifuga graduados con tapones de polietileno de
12 ml.
2.- Tubos de centrifuga de polietileno de 10 ml.
3.~ Matraces aforados de 50 ml.
4.~ Pipetas pasteur cortas y largas.
5.- Pipeta semiautomdtica ( propipeta ).
6.- Pipefr;:s graduadas de 1 y 10 ml.
7.- Agitador mecdnico.
8.- Centrifuga.
9.~ Espectrofotémetro Beckman DB y aditamentos para leer en el

espectro de ultravioleta.

REACTIVOS :

1.- CLOROFORMO.

2.- SOLUCION DE NaHpPO4. 0.3 M
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE BORATO. 0.1 M pH ==
8.7 + 0.2, Se disuelve 38 grs. de NayB4O-. 10 HyO en
980 ml. de agua y se ajusta el pH con HCL 1 N.  Se ==
completa el volumen a 1000 ml. con agua. Este pH se pue
de calibrar con tetraborato de sodio 10 mm. (pH 9.22 a -
20Cy 9.18a25C)

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS. pH 11.5 -
(MagHPO4 0.05 m en 0.02 N ).

HCL 9 N.

SOLUCION TIPO DE DIFENILHIDANTOINA (DFH ). Se -
prepara disolviendo 5 mg de difenilhidantoina en cada ml de
etanol absoluto.

SOLUCION TIPO DE FENOBARBITAL (FB )., Se prepara di
solviendo 5 mg de fenobarbital en cada ml de etanol absolu
fo.

SOLUCION PATRON DE DIFENILHIDANTOINA. En el mo
mento de usarse, se pone en un matraz de 50 ml (aforado )
48 ml de alcohol al 10%; se agrega un ml de la solucion -

6 y se afora con alcohol al 10%. La difenilhidantoina ==

precipita en funcién del tiempo. La solucién contiene 100~
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microgramos de la droga en cada ml,

9.- SOLUCION PATRON DE FENOBARBITAL. Se pone un ml -
de la solucién 7 en un matraz aforado de 50 ml y se afora_
con alcohol al 10%. Esta solucién contiene 100 microgra--~
mos de fenobarbital por ml.

10,- SOLUCION DE DIFENILHIDANTOINA Y FENOBARBITAL. -
Se prepara en el momento de usarse. En un matraz aforado
de 50 ml se pone 1 ml de la solucién 8 y un ml de la so--
lucién 9; se afora y se mezcla perfectamente.  Esta solu=

e
cién debe prepararse en el momento de usarse.

METODO :

FUNDAMENTO.~- Esencialmente el método se basa en la extrac
cién con cloroformo de las drogas en suero acidificado a pH 6. El feno--
barbital se separa de la difenilhidantoina en el cloroformo, por extraccion

fraccionada a diferentes pH.

TECNICA.~ Agitando con borato (pH 8.8 ) el cloroformo, conte
niendo las dos sustancias disueltas; pasa a la fase acuosa el fenobarbital ,
quedando la difenilhidantoina disuelta en el cloroformo, del cudl se exirae

con regulador fosfato (pH 1.5 ).
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Tanto el fenobarbital como la difenilhidantoina se leen en un =
espectrofotémetro de luz ultravioleta Unicam o Beckman DB, utilizando cel
dillas de cuarzo. |

Para el fenobarbital las lecturas se realizan a 240 nm a dos
pH 8.8 y 1.5, de las lecturas logradas y expresadas en D.O. a pH 1.5
se resta a las obtenidas a pH 8.8.

En el caso de la difenilhidantoina el pH se mantiene constante -
variando las longitudes de onda : leyendo a 235 nm y 260 nm.

Las D.O, obtenidas a 260 nm se restan las correspondientes a

235 nm.

METODO DE SVENSMARK Y KRISTENSEN.

( Método original ).

Procedimiento. Extraccién.- Afiadir 2 ml de suero, 1 ml de so
lucién de NaHoPOy, y 5.5 ml de cloroformo a tubos de ensayo, agitar y
centrifugar. Incluyendo 2 blancos (2 ml de HyO ) y 2 estdndars de dife-
nilhidantoina=fenobarbital (2 ml ) en la determinacién. El cloroformo vy
las soluciones amortiguadoras fueron distribuidos con pipetas semiautomdti=-
cas, las pipetas usadas para los extractos filtrados fueron operados por je=-
ringas conectadas a las pipetas; a través de tubos de pidstico, (utilizan—

do el mecanismo de Craing y Craig. (Fig. 3).
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cerrar

€¢———— tubo de acero

succion

Tubo

recipiente

¢ Fase bofer

u fase cloroformo

L

Fig. No. 3.- MECANISMO DE CRAING Y CRAIG.

SEPARACION DE DIFENILHIDANTOINA Y FENOBARBITAL.

Afiadir 4 ml de filtrado, extracto cloroformo (Cy )y 4 ml de ==
borato (Bj ) a tubos de ensayo, agitar y centrifugar, transferir el clorofor
mo (C] ) a tubos conteniendo 4 ml de borato (By ); agitar y centrifugar.-
Transferir el cloroformo (Cj ) a tubes conteniendo 3 ml de fosfato, agitar-
y centrifugar. Descartar (Bp ). Transferir poco més de 1 ml de fosfato a
la celdilla de silica para la determinacién espectrofotométrica de difenil--

hidantoina.
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Afiadir 4 ml de cloroformo ( By ), agitar y centrifugar, transfe--
rir 3 ml de (B ) a la celdilla para la determinacion espectrofotométrica =

de fenobarbital. Descartar el sobrenadante.

¥

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE DIFENILHIQANTOINA.

La extincién ( A E ) medida de la fase fosfato a 235 y 260 nm,
contra fosfato. Los cdlculos de la concentracidén de difenilhidantoina en =

la muestra es dada por :

(AE AEquncos) 159 mg/ml. Cuando AE = AE235 -

muestra ~

AEy¢o

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FENOBARBITAL.

La extincién medida en 3 ml. de borato (B ) a 240 nm contra=
borato antes y después de afiadir 0.1 ml de HC1 9 N; mezclar cuidadosa-
mente con una espdtula de polietileno.

Calcular el contenido de fencbarbital en la muestra por : - - -

( A€ AEp|4nco ) 105 mg/ml. Cuando AE = AE 240 -

muestra

pH 8.8 - 1.03 AE 240 pH 1.5.

DESCRIPCION DEL METODO MODIFICADO.

En tubos de centrifuga de 12 ml graduados, con tapén esmerila=--
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do conteniendo 2 ml de suero, 1 ml de NagPOy 0.3 M para acidificar y
6 ml de cloroformo, se tapa y asegura con cinta teflon, agitar 5 minutos ;
el contenido de cada tubo se transfiere a otros de centrifuga graduados, =
para centrifugar 20 min a 3 000 rpm.

Después de este tratamiento aparecen 3 fases : la superior o -
acuosa que se elimina con pipeta pasteur, la intermedia constituida por un
tapén de proteinas, que varian en grosor desde 0.5 mm hasta mas de 1 ==
cm, dependiendo de la concentracién proteica del suero y la Gltima fase -
que es el cloroformo el cual contiene a la difenilhidantoina y fenobarbi- -
tal.

No obstante el tiempo de centrifugado es dificil lograr la separa
cién total de las 3 fases y en muchos casos no se logra el volumen de ==
4 ml de cloroformo ya que se embebe en la capa de proteinas.  Por ésta_
razén la primera modificacién consistié en agregar 6 ml de cloroformo en -
lugar de 5.5 ml. Esta pequefia diferencia evita las dificultades que se -~
presentan en la técnica original.

Una segunda modificacién fué asegurar el tubo con cinta teflon=
para evitar que se derrame el cloroformo. Tercera modificacion consiste -
en la forma de recoger la fase del cloroformo por debajo del tapdn de pro

teinas.
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El aparato de succidn descrito en el método original (Fig. 3) =
resulta muy complicado; obteniéndose mejores resultados utilizando pipetas_
pasteur, que se hacen pasar a través de la capa proteica succionando cui
dadosamente la fase cloroférmica. El tubo se mantiene inclinado durante -
este proceso.

El extracto de cloroformo se vierte en otro tubo de centrifuga =
de tapdn esmerilado, si se pasan particulas de proteinas estas quedan en la
superficie, elimindndose fdcilmente y obteniéndose los 4 ml de extracto |i
bre de proteinas.

Como se menciond anteriormente los clinicos administran frecuen
temente a los pacientes difenilhidantoina y fenobarbital juntas, por lo tan-
to los sueros deben ser tratados como si tuvieran ambas drogas.

Svensmark y Kristensen recomiendan utilizar un patrén de 20 mg/
ml. Experimentalmente se observé que tratdndose de la determinacion de—
cantidades tan pequefias; en que ambas requieren un control de precisidn =
extremo, obteniéndose esta seguridad con el uso de 3 a 4 patrones, ya =
que el uso de uno solo (método original ) nos dan valores irreales, puesto_
que hay emores incontrolables. En este trabajo se utilizan de 10, 20, 30,
y 40 mg/ml tanto de fenobarbital como de difenilhidantoina, contenidas en

2 ml DFH - FB en alcohol al 10%, ademds un blanco (2 ml de alcohol -
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al 10% y un blanco de suero normal (2 ml ). Son tratados en la misma =

forma que los problemas.

SEPARACION DE FENOBARBITAL Y DIFENILHIDANTOINA CON EL ME--
TODO MODIFICADO.

A 4 ml de extracto cloroformo se afiade 4 ml de borato, los
tubos se tapan con cinta teflén, se agitan 5 min y centrifugar 5 min a —
3 000 rpm. La pequefia variante en el pH de bofer de borato que es de -
8.8 + 0.02 en lugar de 8.7 + 0.02 es otra modificacién que da seguridad
en que la difenilhidantoina no sea arrastrada y leida como fenobarbital al
terando el resultado.

Del sobrenadante se toma 3 ml y se vierte a la cubeta de cuar-
zo para la determinacién espectrofotométrica del fenobarbital.

La determinacién de fenobarbital resulta mucho més sencilla que
la difenilhidantoina, para lograr esta, los autores recomiendan lavar una-
vez el cloroformo con 4 ml de borato, de donde se extrajo el fenobarbi- -
tal; y en esta forma pasa un 10% de fenobarbital que es leido como dife-
nilhidantoina.

La cuarta modificacidén fué lavar 2 veces con regulador de bora_
to eliminando asf el arrastre del fenobarbital; 4 ml de cloroformo lavado -

y 4 ml de bofer fosfato se agitan y centrifuga 5 min a 3 000 rpm.
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Del sobrenadante se toma 3 ml y se vierte a la cubeta de cuar=

zo para la determinacidn espectrofotométrica de la difenilhidantoina.

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FENOBARBITAL.

Las lecturas se realizan a 240 nm a pH 8.8 afiadiéndole poste-~-
riormente a la cubeta 0.1 ml de HCL 9 N, mezcldndose con pipeta pas==
teur para realizar una segunda lectura a pH 1.5. El 100% de trasmitan==
cia se fija en el espectrofotémetro con un blanco de agua destilada, en el
primer caso, afiadiendo a este 0.1 de HCL, se fija nuevamente el 100% -
de trasmitancia para hacer la segunda lectura,

Con las diferencias de lecturas de los patrones, obtenidas en la
resta de las AE a pH 1.5 a las de pH 8.7; se construye una grdfica -

en papel milimétrico, en la cual se leen los mg/ml de los problemas.

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE DIFENILHIDANTOINA,

Las lecturas obtenidas en AE a 260 nm se restan a las corres
pondientes 235 nm. En el caso de los patrones, la diferencia de onda se
le sustrae el valor del blanco; y al problema el valor del suero normal.

Con la diferencia de los patrones se construye una grafica en ==
funcién de mg/ml, leyéndose en esta la concentracién de los problemas.

La Gltima modificacion en el método fué la de fijar el 100% en
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las dos determinaciones con agua en lugar de los bofers adecuados para ca
da determinacién. Se vié que las diferencias de lecturas, usando agua no

-
varida.



RESULTADOS
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1.- Datos y grdfica de fenobarbital (puro ). La ANE en fun--
cién de mgs/ml de fenobarbital; utilizando cantidades de 10, 20, 30 y --

40 mgs/ml. Las dos determinaciones fueron hechas con el método modifica

do.
Datos y grafica No. 1
mgs/ml (D EpH 8.8 - /NEpH 1.5)
B 0.0
10 15.5
20 30.0
30 46.5
- 40 60.5
60 -
55 ~
50 -
45 4
40 4
fLE 5o
30 -~
25 -
20
15 -
10— N\
o b\\§
0  Z— T T T T | T T ; e}"f

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 mgs/ml

Grafica No. 1.- Gréfica de calibracién para fenobarbital.
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2.~ Datos y grdficas de difenilhidantoina (pura ). La OE -
en funcién de mgs/ml de difenilhidantoina; utilizando cantidades de 10, -

20, 30 y 40 mgs/ml. Las determinaciones fueron hechas con el método --

modificado.
Datos y grdfica No. 2
mgs/ml  ( AE235 - QAEy)
B 3.8
10 5.0
= 20 10.0
30 15.0
. 40 20.0

Ae

15

10 -

] ¥ 1 1 1 1 B )
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 mgs/ml.

Grdfica No. 2.- Gréafica de calibracidén de definilhidantoina.
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3.- Datos y grafica de fenobarbital (mezcla DFH +FB ).  Se
compard los resultados de fenobarbital (puro ), con los de fenobarbital —
(mezcla DFH+FB ); fué hecha con cantidades de 10, 20, 30, y 40 mgs/-

ml; tratados y lefdos en la misma forma que el fenobarbital (puro ).

Datos y grafica No. 3.
mgs/ml  ( AEpH 8.8 - AEpH 1.5)

B 0.0
10 16.0

20 29.5
65 - 30 46.0
60 = 40 60.0
55
50
45 E
Y 40
35 4
30 - £
25
20
15+
10 4

T T T ¥ T T { L !
5 10 15 20 25 30 35 40 45  mgs/ml.

Gréfica No. 3.- Grafica de calibracién de fenobarbital ( mezcla ).
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4.~ Datos y grafica de difenilhidantoina ( mezcla DFH +FB ). Se_

compard los resultados de difenilhidantoina (puro ); con los datos de difenilhi_

tantodna (mezcla - DFH +FB). Las determinaciones de difenilhidantoina =~

(mezcla) fué hecha con cantidades de 10, 20, 30 y 40 mgs/ml; tratados y —

leidos en la misma forma que la difenilhidantoina (sola ).

25
20
Ae

15

10+

Datos y grafica No. 4
mgs/m| ( A E235 e AEzéo )

B 3.6
10 4.9
20 2.9
30 15.1
40 20,

L) L} L) L 1

T T 7
5 10 15 20 25 30 35 40 45 mgs/ml

Gréfica No. 4.~ Grdfica de calibracién de difenilhidantoina ( mezcla ).
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5.- Las determinaciones que a continuacion se describen con sus
correspondientes datos: se observa con claridad la separacion de las 2 dro
gas utilizando la ténica modificada. El trabajo fué hecho por cuadruplica
do con cantidades de 30 mgs/ml.

A.- Determinacion de fenobarbital. Se utilizé 4 tubos conte--

niendo 30 mgs/ml de fenobarbital, se trata y lee como fg

nobarbital .
Datos :  mgs/ml ( AEm - AEb)
FBy 50.6
FBo 50.7
FB3 50.6
FBy 50.6
B.- Determinacion de fenobarbital. Se utilizé 4 tubos conte--

niendo 30 mgs/ml de difenilhidantoina, se trataron y leye

ron como fenobarbital.

Datos :

mgs/ml ( AE. - AEb )
DFH, 0o
DFH, 0
DFH4 0

DFH 4 0
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Determinacién de difenilhidantoina y fenobarbital ( mezcla).
Se utilizé 4 tubos conteniendo 30 mgs/ml de difenilhidan—

toina y fenobarbital, se trataron y leyeron como fenobarbi

tal.
Datos :
mgs/m ( ME, - Ag)
FB + DFH, 80.7
FB + DFH, 50.5
FB + DFH3 50.6
FB + DFH, 50.6

Determinacion de difenilhidantoina. Se utilizé 4 tubos con
teniendo 30 mgs/ml de fenobarbital, se trataron y leyeron-

como difenilhidantoina.

Datos :
mgs/ml ( AE;n - AEb )
FB, 3.8
FBy 3.6
FB 3.8

3
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E.- Determinacion de difenilhidantoina. Se utilizd 4 tubos - -
conteniendo 30 mgs/ml de difenilhidantoina, se trataron vy

leyeron como difenilhidantoina.

Datos :
mgs/ml ( AEm - AEb )
DFH] 27.4
DFH2 27.6
DFH4 27.6
DFH4 27.7
F.~ Determinacidén de fenobarbital + difenilhidantoina ( mezcla).

Se utilizé 4 tubos conteniendo 30 mgs/ml de difenilhidan—

toina.
Datos :
mgs/ml ( AEm - AEb)
FB + DFH; 27.6
FB + DFH, 27.6
FB + DFH3 27.8

FB + DFHy 27.4
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G.- Determinacién de blancos. Fueron tratados y leidos como—

fenobarbital ( trabajados por cuadriplicado ).

Datos :
mgs/ml ( AE)
By 0
By 0
B3 0
By 0

H.- Determinacién de blancos como difenilhidantoina.

Datos :
No. de blancos ( AE)
B] 3.7
82 3.7
B3 3.6
B 3.8
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6.- Con la curiosidad de encontrar causas de error en las dos de
terminaciones : se leyé la  AAE de alcoholes absolutos y cloroformos de
diferentes marcos : se demostrd con ésto que hay variacién en la  AE en
las distintas marcas, ocasionando errores.

A continuacién se muestra la Tabla 6.1 y 6.2 de las AE de

los alcoholes y cloroformos respectivamente.

MARCAS AE,s5 D,y
HARLECO 60.2 69.9
GADIR 58.5 68.8
BACKER 28.4 24.4
UVASOL 1.6 1.1

Tabla 6.1.~ Diferencia de AE en alcoholes.

MARCAS DEyss DEogo
MERck - de 0 4.8
BACKER -de 0 6.1
SIGMA - de 0 24.0

Tabla 6.2.- Diferencia de

DE en cloroformo.
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7.~ Estabilidad de la difenilhidantoina.- Para conocer la estabi-

lidad de la droga se hicieron dos trabajos.

7.1.- El primero consistié en comparar lecturas de soluciones =
patrén de difenilhidantoina, una recién preparada (DFH_ ) y ofra de un -
afio de preparada (DFH,, ). Se utilizé 10,20 y 30 mgs/ml de DFH, y --
DFH,,. Las lecturas fueron hechas a 235 nm y 260 nm. Se obtuvieron -

los siguientes resultados (Tabla 7.1 ).

mgs/ml AE DFH_ AE DFH, 2;:engSF;T i
Y /-9 10 >15 %
20 15.0 20 >]5 %
30 23.0 30 >]3 %

Tabla No. 7.1.- Comparacién de estabilidad de DFH_y DFH,, y)—-

de la DFH,, con respecto a la DFH_ expresado en porciento.

7.2.- El segundo trabajo consistié en determinar difenilhidantoi’
na con el método modificado cantidades de 10, 20, 30 y 40 mgs/ml; y -

leerlos a las O, 24, 48 y 72 horas.  Se obtuvieron los siguientes resulta—
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dos (Tabla 7.2 ) y su grafica.

mgs/ml | INE O hr | AE 24 hr ]AE 48 hr | NE 72 hr
10 4.5 5.0 6.0 6.5
20 9.5 10.5 It.5 12.5
30 14.0 15.5 17.0 19.0
40 19.0 21.0 22.5 25.5
Tabla No. 7.2.- Patrones de difenilhidantoina leidos a los O,
24, 48 y 72 hrs.
72" hrsa
ol 48 hrs

- '/
‘/ 24 hrs.
20— 7 0 hrs
* ]
) %
& 15 b ’.
Ne '

10—

] | { ! |
10 20 30 40 mgrs/ml.

Gréfica No.- 7.2.- Patrones de DFH lefdos a las 0, 24, 48 y 72 hrs.
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8.- Estabilidad de fenobarbital .- Con respecto a esta droga solo
se compard soluciones patrén de fenobarbital recién preparada (FB )y =
otra de un afio de preparacién (FB,, ). Se leyd cantidades de 10, 20, 30
y 40 mgs/ml de FB, y FB , las lecturas fueron hechas a 240 pH 1.5. Se

obtuvieron los siguientes resultados. (Tabla 8.1)

mgs/ml NE FB, NE FB, { de FB,, con res-
pecto FBn

10 4 3.5 < 125 %

20 9 7.0 <Cna ow

30 14 10.0 <250 %

40 18 14.0 < 22.2 %

Tabla No. 8.1.- Comparacién de FB_ y FB,, y < de ==

FB,, con respecto a FB, expresado en porciento.

El segundo trabajo no se realizd ya que al agregar dcido en la-
segunda lectura, hace imposible realizar la primera lectura a 240 nm pH -
8.8.

9.~ Al poner en prdctica el método de Svensmark y Kristensen -
se utilizd un solo patrén (20 mgs/ml ); como lo indica los autores; origi-

nando aumentos y disminuciones de un 20 hasta 40 % en los resultados. Se
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presentan datos, tablas y grdficas una de fenobarbital y otra de difenilhi- -
dantoiha: en ambos se muestran los errores con el uso de un solo patrén y
la correccién hecha al utilizar cuatro patrones (10, 20, 30 y 40 mgs/ml ),

en las determinaciones.

9.1.- Determinacién de fenobarbital. Errores en muestras desco
nocidas al determinarles fenobarbital, cuando estas dan lecturas menores de
20 nm y mayores de 20 nm, al ser graficadas con un solo patrdn y correc-

cién con el uso de 4 patrones.

Datos de la grdfica fenobarbital usando 4 patrones.

mgs/ml ( DE)
10 15
20 30
30 45
40 60

Datos de diferentes grdficas obtenidas con un solo patron de fe—

nobarbital .

mgs/ml ( OE)
20 20
20 25

20 37
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Patrones AE en muestras des mgs/ml % de FB
conocidas
mgs/ml
20 18 12.0 100 %
20 18 17.5 > 47.5 %
20 18 14.5 > 20.8 %
20 18 9.5 < 20.0 %

Tabla No. 9.1.- Resultados de problemas desconocidos con lecturas meno

res de 20 nm (en este caso 18 nm ), y > y < de fenobarbital, expre-

sado en % con respecto al patrén de 20 mgs/ml de la gréfica de calibra

cion.
Patrones DE muestra desconoci mgs/ml % de FB
das

mgs/ml
20 42 27.5 100 %
20 42 41.0 > 45.4 %
20 42 34.0 > 23.6 %
20 42 22.0 < 20.6 %

Tabla No. 9.2.- Resultados de problemas desconocidos con lecturas mayo—

res de 20 nm en este caso 42 nm > y < de fenobarbital, expresado en

% con respecto al patrén de 20 mgs/ml de la gréfica de calibracidn.
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9.2.- Determinacién de difenilhidantoina. Errores en nuestras -
desconocidas al determinatles Hifenilhidantoina, cuando estas dan lecturas -
menores de 10 nm y mayores de 10 nm, al ser graficadas un solo patrén -

y correccion con el uso de 4 patrones.

Datos de la grdfica de difenilhidantoina usando 4 pahoneQ.

mgs/ml ( DE)
10 5
20 10
30 15
40 20

Datos de diferentes gréficas obtenidas con un solo patrdn de dife
nilhidantoina.

mgs/ml ( AE)

20 8

20 12

20 16
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Patrones AE muestras desco mgs/ml % de DFH
nocidas
mgs/ml
20 6 12 100 %
20 6 15 D25 %
20 6 10 <16.6 %
20 6 7.5 < 37.5 %

Tabla No. 9.2.1.- Resultados de problemas desconocidos con lecturas me
nores de 10 nm (en este caso 6 nm ), y ) y ( de difenildantoina, ex—-

presado en % con respecto al patrén de 20 mgs/ml en la gréfica de cali--

bracidn.

Patrones DE muestras desco mgs/ml % de DFH
nocidas

mgs/ml
20 17 34,0 100 %
20 17 42.0 > 25.5 %
20 17 28.5 < 161 %
20 17 21.Q <{38.2 %

Tabla No. 9.2.2.- Resultados de problemas desconocidos con lecturas ma—
yores de 10 nm (en este caso 17 nm ). y ) y <de difenilhidantoina, -

expresada en % con respecto al patrén de 20 mgs/ml de la gréfica.



65 =
60
55
50
45
40 - I /1 l
3\ L/
30 - L/
25 - |
20 -

15 -
10 -

—— — — o— — — om— ——— ——m
—— —— —— — — m— ——  ——— omm—— ———s s —— =

— e — — " t—

!
|
|
|
|
I
|

0 ]lO 2|0 :;0 4b éO mgs/ml

Tabla No. 9.~ Determinacién de fenobarbital y difenilhidantoina, en nues
tras desconocidas; grdficas de un solo patrén, y su correccidn con la gréfi

ca de 4 patrones.
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V.- RESUMEN.

Se presentd un método (Svensmark y Kristensen ) para la dosifi—
cacién de antiepilépticos en el suero sanguineo humano, los resultados ob—
tenidos al poner en préctica este método demostraron que es él mas adecua
do para un laboratorio de rutina. La seleccién de este método, se basé -

principalmente en :

A).- Las condiciones con que cuenta el laboratorio donde se realizé el —
trabajo, respecto a los aparatos que se utilizaron ( espectrofotéme--

tro, centrifuga, agitador, etc. ).

B).- Con respecto al costo podemos decir que si la comparamos con otros
métodos por ejem.; Método de Radioinmunoensayo, el método se--

leccionado es mds econdmico.

C).- Con referencia a la facilidad de conseguir el material que utiliza—
mos en nuestro método, diremos que no encontramos dificultad ya
que en nuestro pais lo hay. En cambio el método de RIA, los - =

equipos que se utilizan son de importacidn.
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D).- Otro punto importante es lo sencillo y rdpido del método pues se -
hicieron modificaciones a éste que hacen eliminar pasos del méto—

do original, que lo hacian laborioso y tardado.

Con respecto a los datos obtenidos podemos resumir que :

1.- Con el método de Svensmark y Kirstensen se logré la separa
cién de la difenilhidantoina y fenobarbital en un 100%.

2.- La difenilhidantoina y fenobarbital son estables.

Dentro de los factores causantes de error, analizados en las de—

terminaciones estdn :

a).- La marca del alcohol y cloroformo empleado, ya que la im
pureza de los mismos, hacen que haya incrementos en la AE originando_
aumentos y disminuciones en los resultados.

b).- Una variacién en el pH de los reguladores dan lugar que -
al determinar el fenobarbital o difenilhidantoina, no se logren extraer com
pletamente; y ademds que la difenilhidantoina sea arrastrada y leida como
fenobarbital; en el caso del fenobarbital que sea leido como difenilhidan=
toina.

¢).- Las soluciones tipo de fenobarbital y difenilhidantoina; son

causas de error, ya que la pérdida de la droga en los patrones proporcio—=
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nan una grafica con datos bajos o altos.

d).- Cabe incluir el cuidado y exactitud en las determinaciones.



CONCLUSIONES



.~ CONCLUSIONES.

La necesidad de contar con un método para determinar la concen
racién de las drogas, ha traido mayor facilidad para el control del pacien

e en los siguientes casos :

A).- Pacientes que deben utilizar miltiples drogas, y desarrollan signos =
de intoxicacidn.

3).~ Pacientes en quienes se puede confundir la enfermedad que se estd-
tratando con la intoxicacidén producida por las drogas empleadas.

_).~ Pacientes que tienen trastornos renales o hepdticos y en quienes se
sabe que el metabolismo, de la droga serd normal; y

)).~ Pacientes en quienes se utilizan, otras dorgas no antiepilépticas que

interfieren con el metabolismo de los antiepilépticos.

Para dichos propésitos la seleccion de un método para determinar
a difenilhidantoina y fenobarbital; el cual sea especifico, sensible, exac
o, barato, sencillo y rapido es muy importante.

En este trabajo se estudié y probd el método de Svensmark y - -
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Kristensen, comprobando que relne las condiciones anteriores.
Lo anterior hizo posible que se estableciera como método de ruti

na en los Laboratorios Clinicos de México, donde se realizd este trabajo.
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