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CAPITULO I

INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo surge con la necesidad de ofrecer un -
tratamiento mis adecuado a pacientes epilé?ticos, de acuerdo a la -
informacién disponible, se calcula que en nuestro pais existen apro
ximadamente 630,000 epilépticos, de los cuales 275,000 carecen de -

wn control de sus crisis comvulsivas ( 25 ).

En los fltimos afios se ha demostrado la importancia de establecer -
la vigilancia de los niveles sanguineos de firmacos anticonvulsivos
con e]: objeto de incrementar la eficacia y seguridad de la farmaco-
terapia, detectando y corrigiendo las fallas terapéuticas ( 31 ), -
sin embargo, ]_.a experiencia en otros paises recanoce que el mejor -
resultado del control de crisis convulsivas en pacientes epilépti—
cos, se obtiene cuando se combina el juicio clinico con la informa-
cién de laboratorio ( 23 ).

La 5,5-Difenilhidantoina ( DFH ), es wn £irmaco ampliamente utiliza
do en el tratamiento de la epilepgsia de gran mal y epilepsia psico-
motora. Para la determinacifn de la 5,5-Difenilhidantoina en plasma,
inicialmente ge utilizaron métodos espectrofotométricos; actualmen-
te se cuenta con varios m&todos como el de cromatografia de gas 1i-
quido, que ofrece la ventaja de mayor especificidad, reproducibili-
dad y sensibilidad apropiados para determinar niveles plasmiticos -
de 5,5-Difenilhidantoina, después de su administraciém a dosis nor-
males. Se ha establecido que el indice terapéutico de 5,5-Difenilhi
dantoina, en pacientes epilépticos de otros paises, es de: 10 - 20
mcg/ml para adultos y 5 - 20 mcg/ml o de 12 - 25 mcg/ml en nifios —
().

La experiencia gemeral del estudio de la vigilancia de los niveles



plasmiticos de 5,5-Difenilhidantoina indica, que en forma individual
hay wna correlacifn entre la dosis administrada, el nivel plasmitico,
efecto terapéutico y ciertos efectos téxicos ( 31, 16, 23, 22, ). Sin
embargo estas relaciones deben tomar en cuenta las variacicmes biolé-
gicas que origina una farmacocinética individual y por lo tanto carac
teristicas farmacodinimicas diferentes entre un paciente y otro. Las
relaciones son reproducibles en un paciente ya que bajo wn régimen de
dosificaciém se alcanzan las concentraciones de mantenimiento y al —
cambiar la dosis se induce una caida o incremento del nuevo nivel, —
Existen algunos factores que modifican los niveles plasmiticos de ——
5,5-Difenilhidantofna, como una precaria absorcién o wn répido metabo
lismo, adem&s algunos otros farmacos que se suministren durante el —
tratamiento, pueden alterar la concentraciém plasmitica de 5,5-Difenil
hidantoina, por ejemplo: el disulfiram, isomiazida, cloramfenicol, di
cumarol, incrementan la concentracién plasmitica de 5,5-Difemilhidanto
tna ( 34 ).

En este trabajo se estudiari la relacifm entre dosis prescrita y cam-
Centracifm plasmética de 5,5-Difenilhidantofna ( DFE ), la relacifm -
concentracién plasmitica y efecto terapéutico, la relacién concentra-
cifn plasmitica y evolucién del trazo electroencefalogrifico, cn pa--
cientes epilépticos que reciben tratamiento tmicamente con 5,5-Difc--—
nilhidanto{na, asi como la relacifm entre la concentraciém plasmitica
y salival de 5,5-Difenilhidantoina en wn voluntario sano, Los niveles
plasmiticos de 5,5-Difenilhidantoina deben vigilarse debido a los mfil
tiples trastornos que origina cuando se mantienen concentraciones té-
xicas en la sangre durante cierto tiempo, si las concentraciones plas
miticas de 5,5-Difenilhidantoina son subterapéuticas no se ofrece wn

control adecuado de las crisis comvulgivas en pacientes epilépticos.



CAPITULO 1II
GENBRALIDADES
2.1) DESCRIPCION Y BTIOLOGIA DE LA EPILEPSIA

La epilepsia es el mis importante de los desérdenes convulsivosg, por -
lo que la mayorfa de las i.nvestigacime.s experimentales y clinicas so-
bre convulgsiones, se han enfocado al estudio de la naturaleza y trata-
miento de este gindrome, La epilepsia puede gser definida como una dis-
rritmia cerebral paroxistica, autosustentada y autolimitada, caracteri
zada por descarga electroencefalogrifica excesiva, con perturbacifm de
la conciencia y puede asociarse o no com movimientos corporales o hi--
peractividad del sistema nerviogo autémomo,

Una de las clasificaciones mis conocidas de la epilepsia es la siguien
te: gran mal, triada del pequefic mal (Picnoepilepsia, sacudidas miocl$
nicas, ataques acinéticos) y epilepsia psicomotora.

Cada wno de estos sindromes de la epilepsia presenta un cuadro bastan-
te caracteristico y una forma tipica del electroencefalograma durante
y entre los ataques, y responde a cierta clase de fArmacos ( 42 ).

Se han dedicado suchos egtudios a la naturaleza del foco comvulsivo; -

generalmente se cree que el foco convulsivo eés un conjunto de neuronas

patolégicas que descargan excegsivamente afin en condiciones normales de

esfuerzo. Sin embargo es posible que el foco comvulsivo sea un &rea an
teriormente lesionada en la que las neuronas mis pequefias y vulnerables
de 1a red nerviosa han sido destruidas, esto originaria una regiém hji
peractiva estable, desprovista de su mecanismo inhibitorio interno, -—-

que evitarfa la necesidad de invocar esfuerzos anormales como causa de

los ataque§ y esti de acuerdo con la e:pgriencia clinica de que bastan
tes pacientes epilépticos tienen ataques durante muchos afios sin que -

pueda demostrarse en ellos una lesién neurolégica progresiva ( 42 ).



Puesto que las lesiones que originan los ataques son constantes y -
las convulsiones intermitentes, se han investigado los factores re-
presivos y precipitantes que pueden influir en la actividad del fo-
co epileptbgeno, entre ellos se encuentran: la concentracifm de glu
cosa en la sangre, de los gases sanguineos, el pH del plasma, la —
composicifn electrolitica y la presiém osmdtica total de los liqui-
dos extracelulares, los trastornos endocrinos, la desnutricibm, etc,
para citar alqunos ejemplos clinicos encontramos reportes que indi-
can, que la cetosis puede ser benbfica en el tratamiento de la epi-
lepsia, la hipocapnia producida por hiperventilaciém puede provocar
ataques del pequefio mal, La deficiencia de piridoxina en los lactan
tes puede causar convulsiones epileptiformes, la ingestifn excesiva

de agua puede precipitar el gran mal, asf son muchos los factores -

que entran en juego para que el cerebro predispuesto por las lesio-

nes o defectos hereditarios, presente actividad coavulsiva (42, 43,

20).

Las crisis epilépticas, son ocasionadas por diferentes causas, entre
las que se encuentran: los traumatismos, infecciones, intoxicacifm
por 8xido carbémico, alcohol o morfina, la arterioesclerosis, los -
tumores cerebrales, el hidrocéfalo, absceso cerebral, paralisis pro
gresiva, sifilis cerebral, paralisis cerebral infantil, meningitis,
esclerosis mfiltiple, En tales casos se denomina epilepsia sintomiti
ca (ya que si se ha encontrado una lesién causal) ( 42 ).

BEn aquellos casos donde no se demuestre una causa primitiva, se de-
nomina epilepsia idiopatica (demominada también gemuina, esencial,

verdadera, elemental o constitucional). En ambos casos, esti indica
do un tratamiento medicamentoso y dietético; en el primer grupo, en
algunos casos puede ser emprendida una terapfutica causal, mientras



que en el segundo grupo es decir, en la epilepsia idiopAtica, est§ in

dicado wn tratamiento medicamentoso y dietético.

2,2) DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LA EPILEPSIA
CONSIDERACIONES DIAGNOSTICAS ASOCIADAS CON LA EDAD

Cuando las crisis convulsivas aparecen en la infancia, se ha encontra
do que en un 50X de los casos se asocia con retardo mental o daffo ce-
rebral, con frecuencia no puede determinarse 1a patologia precisa du-
rante la vida del paciente a menos que se demuestre algtn defecto en

el desarrollo cerebral o lesién durante el nacimiento, en una pequefia
proporcién de casos un error metabblico, hematoma s\ibdural, enferme—
dad neuronal degenerativa o alglm otro proceso dg deterioro previamen
te adquirido. El mismo factor que propicia las crisis convulsivas en

la infancia, continfia proporciomfndolas hasta la adolescencia y dismi
nuyen hasta cierto punto; las crisis convulsivas debidas a una lesién
en el nacimiento usualmente se presentan 24 meses despuls de la lesibm
aunque pueden retardarse hasta la adolescencia. Las crisis convulsivas
que aparecen como una secuela de meningitis u otra infeccién también

pueden retardarse (17), después del segundo afio de vida, las crisis -
convulgivas de causa desconocida ripidamente incrementan su inciden-—-
cia, incluyendo los casos de la 1llamada epilepsia genbtica, el regis-
tro electroencefalogrifico y la historia clinica del paciente estable
cen el diagnéstico, estos casos de epilepsia de causa desconocida, ==
probablemente se deben a la coincidencia de factores genéticos y pato
logfa cerebral debida a otros factores. En la infancia es mis frecuen
te encontrar casos de epilepsia de gran mal, crisis focales y crisis

motoras.
CONSIDERACIONES DIAGNOSTICAS ASOCIADAS CON EL TIPO DE CRISIS

GRAN MAL, En el gran mal de epilepsia se desencadenan crisis con——



vulsivas generalizadas, de un aura no especifica que frecuentemente
se le dificulta al paciente su descripcifm y referida con frecuen—
cia al epigastrio, ocurre en ciertos pacientes pero su localizacién
no tiene valor prictico, Ocasionalmente la duracilm de la inconcien
cia puede ser corta y las fases caracteristicas témica o clonica -
pueden abreviarse o ausentarse. La epilepsia de gran mal, con fre—-
cuencia puede confundirse con otro tipo de crisis de corta duraciém,
cuando se presenta una crisis de gran mal, una vez que termina, el

paciente presenta dolor de cabeza, confusiém mental y somnolencia.-
Una vez que se han presentado las crisis convulsivas, deberd instru
irse al paciente que debe comunicar al médico acerca de las caracte
risticas del ataque como son: mordedura de la lengua, incontinencia
fecal o urinaria, o un posterior dolor muscular generalizado, Los -
detalles del aura y del periodo posterior a las crisis convulsivas

s8lo pueden ser relatados por el paciente y tiene un considerable -
valor diagnbstico, Las crisis de gran mal son las mis frecuentes en
todos los grupos de edades, y resultan de una lesifm en alguna par-
te ‘de la corteza cerebral, o en la epilepsia genética, Las crisis -
de gran mal, se presentan con un aura focal especifica y son consi-

deradas como crisis focales que empiezan a gemeralizarse,

CRISIS FOCALES, Las descargas durante los ataques epilépticos pue-
den permanecer razonablemente bien confinadas al &rea de la corteza
en que se origﬁm. Las crisis focales pueden durar de uno a dos mi
nutos, por horas o coantinuar hasta dias. La conciencia no se pierde
a menos que la descarga , durante la crisis, se propague a todo el

cerebro, esto puede suceder algunas veces como resultado de una cri
sis de gran mal Rx;agxutaria. Las crisis focales son una fuerte evi
dencia de un dafio cerebral estructural en todas las edades, asimis-

mo puede ser ocasionalmente causada por factores metabdlicos como -



hipoglucemia o hipocalcemia.

CRISIS PSICOMOTORAS, Ocurren en un 30X de los nifios epilépticos e

incrementa en frecuencia durante la adglescencia y en la vida adul-
ta. Tipicamente este tipo de crisis esti compuesta por tres fases:

fase de aura, fase corporal y Pase postictal (posterior a la cri--

sis), En 1a fase de aura, se presentan caracteristicas tipicas del

16bulo temporal, por ejemplo: alucinaciones, temor, etc., y el pa-

ciente usualmente puede relatarlo em detalle, Durante la fase cor-

poral, el paciente usualmente preseixta amnesia completa, durante -

la fase postictal, el paciente presenta somolencia, canfusidn men

tal y dolor de cabeza, La descripcifn del aura y la fase postictal,
por parte del paciente y la descripcih de la fase corporal, por -

parte de un observador, proporcioman un awxdlio diagnbstico. Las -

crisis psicomotoras son usualmente debidas a wna lesifm estructu——

ral en uno o ambos 1l6bulos temporales, la esclerosis temporal es la
patologia mis comfin, las crisis psicomotoras pueden aparecer como -
consecuencia de un trauma postnatal, el desarrollo de un tumor cere
bral o una malformacién vascular, Bray y ¥iser ( 17 ), han documen-
tado la ocurrencia ocasional familiar de crisis psicomotoras, El —
electroencefalograma en cada una de las crisis anteriormente descri
tag, tiene un importante poder diagnéstico, cuya interpretacifm que
da en manos de especialistas em electroencefalografia.

PRINCIPIOS DE LA TERAPIA

En la epilepsia el adecuado control sintomitico de los pacientes es
muy importante debido a las enormes implicaciones psicolégicas, so- .
ciales y econfmicas en los pacientes; por 1o tanto una adecuada te-
rapia debe encaminarse hacia un abgoluto control de las crisis con-

vulgivas, desafortunadamente en otros paises, esto @ltimo s6lo ha -



sido posible lograrlo en wn 50% a 70% de los pacientes epilépticos,
siendo que en muestro pafs esta cifra es todavia menor, por lo que
debe darse una especial atencilm a los detalles de la farmacotera-
pia. Una vez establecido el diagnfstico de epilepsia de gran mal,

epilepsia psicomotora o epilepsia focal, la terapia se inicia con

1a prescripcifn de un f£irmaco anticonmvulsivo, si despubs de cierto
tiempo de ingerir el anticonvulsivo, las crisis son adecuadamente

controladas, no se prescribe un segundo anticonvulsivo, pero si es
to no sucede, se recomienda coﬁbinar la farmacoterapia; generalmen
te se inicia con 5,5-Difenilhidantoina y en su caso se combina con
fenobarbital o primidona. Un aspecto muy importante que debe ser -
contemplado durante el tratamiento, es el establecimiento de un ré
gimen de dosificacifm adecuado, vigilando que la concentraciém del
férmaco anticomvulsgivo ge conserve dentro del indice terapéutico,

2.3 ) REGIMEN DE DOSIFICACION INDIVIDUAL EN PACIENTES QUE RECIBEN
TRATAMIENTO CON 5, 5-DIFENILHIDANTOINA

Este método fue inicialmente descrito por EISENTHAL y CORNISH-BOW-
DEN, fue PETER W. MULLEN quien le dib su primera aplicacién en far
macocinética ( 27 ).

Este es un método seguro para determinar el régimen de dosificacién
de 5,5-Difenilhidantoina, y tiene la finalidad de predecir la dosis
requerida para alcanzar una concentracifn plasmitica en el estado -
estacionario de 5,5-Difenilhidantoina que permanezca dentro del in-
tervalo de concentraciln considerado como terapéutico, tomando en -
cuenta que la 5,5-Difenilhidantoina gigue una cinética dosis-depen-
diente, se realiza de la siguiente forma: se requiere que el pacien
te logre la cancentraciln de 5,5-Difenilhidantoina en plasma en el

estado estacionario bajo dos diferentes regimenes de dosificaciéa, -
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sobre un papel milimétrico se dibuja un plano de ejes coordenados -
que abarque los dos primeros cuadrantes, el eje de abscisas, corres-
ponde a la concentracién plasmitica de 5,5-Difenilhidantoina en el -
estado estacionario, el eje de ordenadas, a la dosis prescrita; cada
concentracién plasmitica en el estado estacionario es arbitrariamen-
te asignada con wn valor negativo sobre el eje de abscisas, hasta el
correspondiente valor de dosis denotado sobre el eje de ordenadas, -
los valores de concentracifm plasmitica y dosis, se unen‘cou m 141-
nea recta que se extiende hasta el primer cuadrante, tebricamente se
asume que la relacifm entre dosis y concentracién plasmitica respec-
tiva, sigue una cinética de Michaelis-Menten, estas lineas se inter-
Ceptan en un punto comfin y a partir de este punto, se trazan dos rec
tas que intercepten al eje de abscisas y al de ordenadas respectiva-
mente nos darin el valor de vm y I- que corresponden a la ecuacién
de Michaelis-Menten. La dosis requerida para alcanzar una concentra-
cién de 5,5-Difenilhidantoina en el estado estaciamario se determina
simplemente extendiendo una linea recta entre el pwunto de intersec—
cifn y el correspondiente valor de concentracifm plasmitica de 5,5--
Difenilhidantoina deseado en el eje de abscisas, ver fig. N°, 1, el
punto donde cada recta que se trace para una correspondiente concen-
tracifn plasmitica de 5,5-Difenilhidantoina en el estado estaciona--
rio corte el eje de ordenadas, corresponderi a la dosis necesaria pa
ra alcanzar esa concentracifm plasmitica deseada,

BEn cuanto a sus efectos electroencefalégraficos, se ha visto que la

5,5-Difenilhidantoina en dosis tbéxicas provoca sefiales de excitacién.
En algunos casos se ha visto que la administracifm de 5,5-Difenilhi-
dantoina, produce mejoria del trazo electroencefalogréfico y en otros

aunque se controlen las crisis canvulsivas permanece anormal,

Los trabajos de Plaa, Hine y colaboradores ( 35 ) demostrarcn que la



DFH es parahidroxilada en el hfgado y excretada en la orina, como el
glucuronato en un 60% a 70% de la dosis diaria de 5,5-Difenilhidantg
ina, aparece en la orina como S~Fenil-5-Parahidroxifenilhidantoina y
de 1% a 5% como 5,5-Difenilhidantoina inalterada. -

Cuando la concentracién plasmitica de 5,5-Difenilhidantofna se man—
tiene en concentraciomes téxicas ( mis de 20 mcg/ml en nifios ). Los

primeros sintomas de toxicidad son: somnolencia, nistagmus, ataxia -
y visiém borrosa ( 22 ). Existen numerosos reportes acerca de los —
trastornos debidos a la toxicidad de 5,5-Difenilhidantoina cuando se
ingiere durante largo tiempo, algqunos de ellos se resumen en la ta—
bla K°, 1, es importante hacer notar que cuando se establece una vi-
gilancia de la concentracifn plasmitica de 5,5-Difenilhidantoina, se
asegura que ésta entre del intervalo de concentracién considerado co
mo terapéutico, y ademis se individualiza la farmacoterapia, la pro-
babilidad de presentarse estos efectos téxicos es menor, ademis de -

ofrecer un mejor control sobre las crisis convulsivas ( 23 ),

2.4) DESCRIPCION Y ASPECTOS GENERALES DE LA 5,5-DIFENILHIDANTOINA --
(orFR)

5,5-DIFENIL-2, 4-IMIDAZOLIDINDIONA (c15 1{12 N2 02)
0
?— (]
uN
0

J T

pka = 8.3
P.M.» 252.26 g/mol.

c (n.a %), 1 (4.8%),
¥ (11.11 %), 0 (12.68 %)
Pto. fusién - 295 - 298° C

Polvo blanco de sabor amargo, pricticamente insoluble en agua, 1lg.
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de DFH se disuelve en aproximadamente 60 ml, de alcohol, y aproxima-
damente 30 ml, de acetona,

Dosis letal media (MLD) en ratas = 2.2 g/kg.

La 5,5-Difenilhidantoina (DFH), fue introducida en el mercado por Me-

rrit y Putnam en 1938, como resultado de wun amplio estudio experimen-

tal de las gsubstancias quimicas que pudieran ser anticanvulsivas, in-

vestigaciones llevadas a cabo por medio de convulsiones por electro—

choque en animales de experimentacifm. El descubrimiento de 1a DFH co

mo agente anticonvulsivo, es un marcado adelanto de la terapfutica ——

POT tres razanes: en primer lugar, la substancia no tien.; un efecto -

sedante y esto va de acuerdo con el hecho de que las substancias qui-

micas efectivas en la epilepsia, no necesariamente tienen que ser hip

néticas, en segundo lugar, la eficacia de la dilantina en los ataques

psicomotores ha impulsado el estudio de las diferencias metabdlicas,-

neurofisiolégicas y electroencefalogrificas entre los diferentes tipos
de epilepsia y ha hecho ver que los anticonvulsivos descubiertos en el
laboratorio, pueden temer especificidad terapéutica en log diferentes

tipos de ataques y finalmente la DFH y sus afines, al igual que los me
dicamentos anticamvulsivos de otras clases, hag demostrado su valor en
el estudio experimental de los ataques, investigacién. que tiene el pro
pbsito de lograr un mejor entendimiento de la naturaleza del proceso -
canvulsivo y aclarar la relacifn existente entre la estructura quimica
y la accién anticonvulsiva ( 60 )



TRASTORNCS ASOCIADOS CON LA TOXICIDAD DE DFH
Disminucién de 24, 25-Dihidroxicolecalciferél -
(vitamina D)

Disminuciém de la Bilirrubina sérica no conjugada
Incremento de las lipoproteinas de alta densidad

Disminucién de la tiroxina total, tiroxina libre
y Triiodotironina libre

Induce a un incremento en la uniém de hormonas -
sexuales a globulina

En algunos casos reduce la secrecién de insulina

Se le ha asociado con la aparicién de hiperpla--
sia gingival

Produce deficiencia de IgA

Elevacifn del &cido S-Hidroxiindolacetico en —-
fluido cerebroespinal

Elevacién de la fosfatasa alcalina sérica y de -
hueso (Los osteoblastos son ricos en fosfatasa -
alcalina)

Induce aberraciones en el metabolismo de &cido -
£6lico y vitamina 312

Induce alteraciones hematolégicas

TABLA N°, I



CAPITULO III
'PARTE EXPERTMENTAL
3.1) SELECCION DE PACIENTES

Se seleccionaron 83 niffos epilépticos con edad promedio de 7 afios -
al azar, que acuden peribdicamuite al Departamento de Electroence—
falografia del Hospital Infantil de México; a cada wno de ellos, se
le tomd un electroencefalograma cada 6 meses para conocer la evolu-
cifmn del trazo electroencefalogrifico: al mismo tiempo se les inte-
rroga para indagar si persisten las crisis epilépticas y asi valo—

rar la efectividad del tratamiento,

Se seleccionaron solamente pacientes que ingieren 5,5-Difemilhidan-
toina durante su tratamiento, a los 83 pacientes se les tomaron 5 -

mililitros de sangre venosa y, de manera simultinea, a 39 pacientes

se les tomd un electroencefalograma para saber si el trazo electro- -

encefalogr&fico habia mejorado, comparando con el electroencefalo—
grama tomado previamente con 6 meses de anterioridad: adicionalmen-
te se registraron los siguientes datos, para los mismos 39 pacien-—

tes:

a) Edad
-b)  Sexo
c) Dosis diaria (mg de DFH/d1a)

d) Incidencia de crisis epilépticas (cuando tuvo la fltima cri-
sis)

e) Electroencefalograma (siA mejora el trazo o empeora)
£)  Tipo de epilepsia
g) Concentracifm plasmitica de 5,5-Difenilhidantofna
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Asimismo se registraron los siguientes datos de 35 pacientes:

a) Edad

b) Sexo

c) Tipo de epilepsia

d) Dosis diaria (mg/Xg/dta)

e) Concentraciém plasmitica (mcg/ml)

Se estudid la relaciémn de la condentraciém de 5,5-Difenilhidantoina -

en saliva y sangre en un voluntario sano, al que se le instruyé no to

mar alcohol, por lo menos un mes antes del estudio, se le administra-

ron 300 miligramos de 5,5-Difenilhidantofna por via oral y se muestred

5 mililitros de sangre venosa y 5 mililitros de saliva similtineamente
a los siguientes tiempos: O, 0.25, 0,5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 24, -

28 y 32 horas.

3.2) METODO ANALITICO "CROMATOGRAFIA DE GASES"

3.21)  REACTIVOS

Etanol

Metanol

Tolueno

Acetana

Cloroformo

Acido acético

Fosfato manob&sico de sodio

5,5-Difenilhidantofna 99.93 X de pureza
(proporcionado por los laboratorios LA
CAMPANA)

S5-Parametilfenil-5-fenilhidantoina

Hidr6xido de tetrametilamonio al 10 ¥
en metanol

Trimetilclorosilano al 5 % en tolueno
0vV-17 (fase liquida)

Chromosorb ¥V H.,P, 80-100 mesh size
Lana de vidrio silanizada

ReA.
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
ReA.

ReA.

R.A.
ReA.
SUPELCO
SUPELCO
SUPELCO

(MERCK)
(MERCK)
(MERCT)
(MERCK)
(Me=cT)
(M=2cx)
(BAYER)

(ALDRICH)

(™ERCT)
(MERCK)

13



3.22) EQIPO EMPLEADO

CROMATOGRAFO DE GASES PACKARD MODELO 7300, EQUIPADO CON DETECTOR
DE IONIZACION DE FLAMA

CENTRIFUGA REFRIGERADA ADTOMATICA SERVALL MODELO XSB-R DE O A =
20,000 RPM

CENTRIFUGA CLINICA INTERNATIONAL EQUIPMENT Co. MODELO IEC DE 0 A
10,000 RPM

ROTAVAPOR - BUCHI RINCO INSTRUMENT Co. INC
AGITADOR TIPO VORTEX

BALANZA ANALITICA SARTORIUS MODELO EH-201
ESTUFA DE LABORATORIO MEDI-LAB MODELO EE-201
POTENCICMETRO INT. CIENTIFICA MODELO B 520
MATERTAL DE VIDRIO COMUN DE LABORATORIO

3.23) PREPARACION DE LA COLUMNA Y EMPACADO

El procedimiento para recubrir las particulas del soporte con la -
fase 1liquida a un porcentaje de 1%, se realizd de la siguiente ma-

neras

Pesar 9.9 g. de soporte
Pesar 0,1 g. de fase liquida

Disolver la fase liquida con un volumen equivalente al que ocupa -
el soporte pesado lcm cloroformo, vaciar esta solucifm en una caja
Petri limpia y seca, adiciomar el soporte lentamente y mezclar con
cuidado, pues las particulas del soporte se fragmentan com trata--
mientos bruscos, secar el soporte em la estufa a 100° C durante —
una hora. Lavar la columa de vidrio vacia con mezcla cromica, en-
Jjuagar con agua destilada, llenar la columna con una solucifn de -
trimetil clorosilano al 5% en tolueno durante una hora y enjuagar

con tolueno 3 veces y 3 mis con metanol, secar la columa a 100° C

en el horno del cramatégrafo.
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Colocar lana de vidrio silanizada en un extremo de la columa y en -
este mismo extremo, conectar la bomba de vacfo, por otro extremo, —
1lenar con el soporte recubierto y golpear suavemente com un 1l4piz -
_para acomodar las particulas del soporte 2 cm, antes de llenar la co
luma, colocar en este extremo lana de vidrio silanizada.

Condicionar a la columa empacada durante 48 horas a 250°C con un —
flujo de nigrégeno de 10 ml/min.

3.24) PREPARACION DE SOLUCIONES

Preparar wna solucién amortiguadora de fosfato monobAsico de sodio -

0.3 M, pesar 41.4 g. de Na Hz PO, . 1120 y disolver en wn matraz afo-

4
rado de 1 litro con agua desionizada, aforar a 1 litro, el pH de es-

ta solucién es de 4.8,

Preparar wma solucién patrén de DFE a una concentraciéa de 1 mg/ml,
pesar 100 mg de DFH y disolver y, en wun matraz aforado, aforar a -

100 m1 con etanol.

Preparar wna solucién patrén de S~Parametilfenil-5-Fenilhidantoina
(patrén interno) en tolueno a wna concentracién de 10 mcg/ml, pesar
50 miligramos del patrém interno, disolver y aforar em wn matraz afo
rado a 100 ml con tolueno, posteriormente de esta soluciém, tomar -
1 ml y transferir a otro matraz aforado de 50 ml y aforar com tolue
no a 50 ml.

Preparar wa solucién de S5-Parametilfenil-S-Fenilhidmntoina (patrén
interno) a wna concentracién de 0.1 mcg/ml, tomar 1 nl de la solu—
cién patrén de patrém intermo, es decir la que tenfa una concentra-
cién de patrén interno de 10 mcg/nl y aforar en un matraz aforado -
con tolueno a 100 ml.

Preparar una solucifn de DFH en etanol a una cancentracifa de 0.1 -
15



ng/ml, tomar un mililitro de la soluciémn patrém de DFH, es decir, la
que tenia una concentracién de 1.mg/ml y aforar a 10 mililitros con -

etanol, en un matraz aforado de 10 mililitros.
3.25) PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE DFH EN PLASMA

Este procedimiento de extracciém es aplicable tanto a la curva patrém

como a las muestras problema,

Colocar un mililitro de plasma en un tubo de pléstico para la centri-
fuga ref_rigerada y adicionar 0,5 mililitros de soluciém amortiguadora
de fosfato monobisico de sodio 0.3 y 5 mililitros de tolueno que con
tiene el patrfn intermo a wna cancentracifn de 10 mcg/ml, agitar 1 mi
nuto en el agitador vortex y centrifugar a 15,000 RPM durante 10 minu
tos, extraer 4 mililitros del tolueno sobremadante y tramnsferir a un

tubo de vidrio, agregar 50 microlitros de hidréxido de tetra-metilamo
nio al 10% en metanol, agitar 1 minuto, centrifugar a 5,000 RPM duran
te 10 minutos y proceder a inyectar al cromatbgrafo 2 microlitros de

la fase metanblica inferior.
3.26) PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE DFH EN SALIVA

Este procedimiento de extraccién es aplicable, tanto a la curva patrém

como a las muestras problema,

Colocar wn mililitro de saliva en wn tubo para la centrifuga refrigera
da, adicionar 0.5 mililitros de solucién amortiguadora de fosfato mono

b&sico de sodio 0.34 M y 5 mililitros de tolueno con el patrém interno

a wna concentracifn de 0.1 mg/ml, agitar un minuto, centrifugar a —

20,000 RPN durante 10 minutos, separar 3 mililitros del tolueno -
sobrenadante, transi’erir a un tubo de vidrio y adicionar 50 -
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microlitros de hidréxido de tetrametilamonio al 10% en metanol, agitar
w minuto y centrifugar a 5,000 EPM, finalmente inyectar 2 microlitzjos
de la fase metanblica inferior al cromatégrafo.

3.27) CONDICIORES DEL CROMATOGRAFO
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DEL METODO EN PLASMA

Se empled wa colurma de 6 pies de largo y 2 mm. de difmetro interior,
empacada con OV-17 al 1% sobre chromosord W.H.P, 80 - 100 mesh size -

TEMPERATURA DEL DETECTOR = 280°C FLUJO DE HIDR0GENO = 40 m.l/m.n
TEMPERATURA DEL INYECTOR = 300°C FLOJO DE AIRE = 250 ml/m.n
TEMPEPATURA DE LA COLUMNA = 210°C FLUJO DE NITROGENO = 20 ml/min
(Isotérmica)

VELOCIDAD DE LA CARTA = 10 —

min/pulgada
SENSIBILIDAD = 16 x 10™
SUPRESION DE CORRIENTE = 0.3 x
1070

Las condiciones cromatogrificas del método en saliva son las mismas, -

excepto que la sensibilidad en el caso de saliva fue de 16 x 10-12.

3.3) LINSARIDSD Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO

Para validar el método de B Solow (14), se deternind la lincaridad y =
reproducibilidad del mismo, esto se¢ realizb preparando una curva patréa
con 6 diferentes concentraciones de DFH en plasma: 5, 10, 20, 30, 40,
50 mcg/ml. En el caso de la curva patrém en saliva, el intervalo fus -
de 0 a 1 mcg/ml de DFY con las siguientes conceatraciomes: 0.2, 0.4, -
0.8, 1, mg/ﬂl y en ambos casos se incluye un blanco de plasma y sali-

va respectivamente; wna vez que se termind de inyectar al cromatdgrafo,



se procede a calcular la razfn de alturas en cada cromatograma ob
tenido; esto se realiza dividiendo la altura del pico de la DFH,-
entre la altura correspondiente a su patrén interno y se procede

a realizar el anAlisis estadistico,
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4,1) SELECCION DE PACIENTES

En el Departamento de Electroencefalografia del Hospital Infantil de M§
xico, se recopilaron los datos que se presentan en la tabla N°, 2, co--
rrespandientes a: edad, sexo, tipo de epilepsia, diagndstico, dosis dia
ria (mg/dfa), evolucién electroencefalogrifica, sintomatologia, conjun-
tamente con el anAlisis de la concentracién plasmitica de DFH, de 39 de
los pacientes estudiados; adicionalmente se recopilaron los datos de: -
edad, sexo, dosis diaria (mg/kg de peso corporal/dia) y concentracién -
plasmitica de 35 pacientes estudiados. Puede observarse que en esta ta-
bla, el tipo de 'epilepsia que fue diagnosticada a cada paciente asi co-
mo la evolucibn del trazo electroencefalogrifico que cada paciente mani
fiesta durante su tratamiento, la sintomatologia se establecib en rela-
cifmn a la incidencia de convulsiones considerando a un paciente como ~--
asintomitico cuando la @ltima crisis convulsiva se presenté en un perfo-
do de tiempo no menor a 6 meses antes de la toma de muestra sanguinea,

tembién se presentan los datos de edad, sexo y dosis de la DFH prescri

ta.
4,2) METODO ANALITICO

Al reproducir el método reportado por E. B, Solow (14) y optimizar, tan
to el método de extraccién de DFH en plasma como las condiciones croma-
togr&ficas, se procedi§ a analizar muestras de pacientes, en la Figura

N°, 2, se presenta un cromatograma tipico que se obtiene al analizar una

muestra plasmitica de DFH, puede observarse claramente el pico de la --
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T, Ee

PACIEN EDAD SEXO DOSIS CONCENTRACION EE G SINTOMATOLOGIA
TE F°. EN DIARIA PLASMATICA DE
afios DFH

1 5 P #EGTC. 9 mg/ala 6 mcg/m1 ANORMAL,. ASINTOMATICA
2 16 P ssew Jpenn 6 . ANORMAL ASINTOMATICA
3 13 M P 4 v » ANORMAL ASINTOMATICO
4 3 | "emw 158 ®0w € » » ANORMAL G/CONVULSIONES
5 s M sens Pwsw 3 " . ANORMAL ASINTOMATICO
6 6 M ewaw 1ppene 6 = = ANORMAL ASINTOMATICO
? n u swse Jwes 7 % . ANORMAL ASINTOMATICO
8 2 M seew Jxpewe 5 » ANORMAL ASINTOMATICO
9 3 M senw J5umn 4 = ANORMAL ASINTCMATICO
10 n « ssss 250080 1 . ANORMAL ASINTOMATICO
u 2 M wsww geew 3 . ANORMAL C/CONVULSIONES
12 7 P mane jooeww 8 » » ANORMAL ASINTOMATICA
13 10 & wsan genw o ANORMAL ASINTOMATICO
14 14 N "enw 250 % ww 3 ® = ANORMAL P/MBJOR  ASINTCMATICO
15 12 X wenas xews 1.7 » = ANORMAL ASINTOMATICO
16 2 P "sew ggunme 2.5 " "  ANODIAL P/MEJOR  ASINTOMATICA
17 4 P meww  gGeun 4.5 ® ® ANORMAL P/MEJOR  ASINTOMATICA
18 14 x msen peen 4 " » ANORMAL P/MEJOR  ASINTOMATICO
19 12 H wnww 200® e 5 . ANOTMAL ASINTOMATICO
20 ] P meess 1300w 1.5 = » ANORMAL C/CONVULSIONES
21 12 F mwew v 2 ® * ANOBMAL PMEJOR  ASINTOMATICA

# E.G.T.C. = EPILEPSIA GENERALIZADA TONICO CLONICA

TABLA K°. 2, DIAGNUSTICO, EDAD, SEXO0, TIPO DE EPILEPSIA (TE),
DOSIS DIARIA, CONCENTRACION PLASMATICA DE DFE
ELECTROENCEFALOGRAMA ( E E G ), SINTCMATOLOGIA



PACIZN EDAD SEXO T, B,  DOSIS CONCENTRACION B E G SINTOMATOLOGIA
TE N°. DIARIA PLASMATICA DE
DFR
22 19 P *EG.T.C. 400 mg/dfa 6.3 meg/ml ANORMAL C/CONVULSIONES
23 10 M weww 200 ®* 133" *  ANOMMAL P/MEJOR C/CONVULSIONES
24 3 P wenae Q" » m» - NORMAL C/CONVULSIONES
25 17 M wweww 00" * 10 *»  ANORMAL P/MEJOR  ASINTOMATICO
26 13 M wwwae 00" » 6" = ANORMAL ASTHTOMATICO
27 9 P nven 200" * 8% "  ANORMAL PMMEJOR C/CONVULSIONES
28 9 M wwww 6" » 3% = ANORMAL G/CONVULSIONES
29 2 M weww 6w = 1.3 = ANORMAL C/CONVULSICHES
0 10 M emww O 3e » ANORMAL C/CONVULSIONES
3 F #1.C.B. 0% » 105* = NORMAL C/CONVULSIONES
32 M B.G.T.C. a5 47" » NORMAL C/CONVULSIONES
kX] 13 F *unae 10" = 425" * ANORMAL C/CONVULSIONES
34 3 K eesws  150%." 46" ANORMAL C/CONVULSIGNES
35 12 N wewnw 00 * 6.7" ®  ANORMAL PMEJOR  C/CONVULSIONES
36 15 P wewaw 00" 4" = ANORMAL ASINTOMATICA
37 4 N weew 10" 5% » ANORMAL ASTNTOMATICO
38 1 F ownn 200 e 5% w ANORMAL ASINTOMATICA
39 6 F ®*Q.EI. 150 % = ge » ANORMAL ASINTOMATICA
% T,C.E, = TRAUMA CRANEO ENCEFALICO
* QAL = UISTE BN HEMISFERIO IZQUIERDO

BEeGeToCo = EPILEPSIA GENERALIZADA TONICO CLONICA

TABLA N°, 2 CONTINUACION:

DIAGNOSTICO, EDAD, S2X0, TIPO DE EPILEPSIA (TE),
DOSIS DIARIA, CONCENTRACION PLASMATICA DE DFH
ELECTROENCEPALOGRAMA ( E E G ), SINTOMATOLOGIA



PACISNTE EDAD SEXO T. E. DOSIS CLUCZNTXACITH

b DIARIA PLASMATICA
1 5 F E.G.T.C. 5.6 mg/kg/dla 2 acg/m
2 6 M u-ees 6.8 ® =® » ‘ " o
3 6 F . 0en 7.5 " ® = 4 L ]
4 1 X anww 7.5 « = » 6 = =
5 17 M LR 1,5 = = » 2 o
6 19 X R 2.8 w » » 7 e =
7 3 M . N an 3'8 " B = 1 " »
8 3 M "eew 5 . % » 4 =
9 1 " amaw s " e 1 * -
10 7 P cnes 5.4 o = n g = =
n m M LN BN BN ] ‘.6 . 0 o B . =
12 10 " “ene 2.3 = = = f e =
13 14 X "o 4.5 =~ » 3 .
14 s M LRI ) 6 " 1 ® =
15 12 P "awa 5.7 = = = 13° -
16 12 x LR 3.5 = = = 1.7 *
17 3 " enww 6 "o o. 4 =
18 4 F LR 4.5 = n » 45" =
19 3 x LI ? LI 8.6 =
20 s P seme 61 ® n = 1.5 «
21 12 P L] 5.2 = v = 2 -
22 19 F neew 7.7 ® * 0w 63" *
23 10 X swww 6,9 = = » 13,3 *
24 17 M sannw 5.8 ® * « 10 =

#  B.G.T.C. » EPILEPSIA GENERALIZADA TONICO CLONICA
TABLA N°, 2,.- CONTINUACION:

DIAGNOSTICO, . SEXO, TIPO DE EPILEPSIA (TE)
DOSIS DIARIA, CONCENTRACION PLASMATICA DE DFH
ELECTROENCEFALOGRAMA (E B G)



PACTER EDAD  SEXO T.E. DosIs CONGENTRACICN
™ K, DIARIA PLASMATICA
25 13 X E.G.T.C. 8.5 mg/kg/ata 6 mcg/m
26 9 » e 7.0 % ® = 9 » »
27 19 it "aee 41 » = » 6" =
28 3 M eann 4;.3'2'nnn 5 " »
29 9 o [N 2,5 » » w 3 " »
30 2 Y eww 521 % n w 13 * v
(3] 10 P NN 1.8 » * = 3 % w
32 6 P "ewn 66 " » = 0,5 » »
33 9 M ENR 5.6 * v ® 47 = =
34 13 F neww 7.8 » » » 42.5 ° =
35 12 F vene 5.3 ® * = 67 % =

#* B.G.T.C, = BPILEPSIA GENERALIZADA TONICO CLONICA
TABLA N*, 2 CONTINUACION:

DIAGNOSTICO, EDAD, SEXO, TIPO DB EPILEPSIA (TE),
DOSIS DIARIA, CONCENTRACION PLASMATICA DB DFH,

* BLRCTROENCEFALOGRAMA (E E G)



DFH sefialado con el N°, 1, que tiene un tiempo de retencilm de 9 minutos
y el pico del patrém interno (5-Parametilfenil-5-fenilhidantoina), sefia-
lado con el N°, 2; el patrfn interno tieme un tiempo de retencifn de 13

minutos, también se observa en la Figura N°, 2 los picos de algunas impu
rezas plasmiticas marcadas com la letra x, que no se eliminan durante -
el procedimiento de extracciém, pero se separaix lo suficiente del pico -

de DFH y no interfieren en el anilisis,

En la Pigura N°, 3 se observa un cromatograma tipico que se obtiene al -
analizar muestras salivales de DFH, se sefiala con el N°, 1 el pico de —
DFH que tiene un tiempo de retenciém de 9 minutos y se sefiala con el —
N°. 2, el pico de su patrén interno (5-parametilfenil-5-fenilhidantoina),
con wn tiempo de retenciém de 13 minutos, el tiempo que consume amalizar

una rnuestra plasmitica o salival de DFH, es de 15 minutos,
4,3) LINEARIDAD DBi. METODO ANALITICO

Para conocer la linearidad del método en el intervalo de concentraciém -
de interés teraplutico se realizaron 6 curvas patrém de DFH en plasma -
hunano y se realizb el chlculo de coeficiente de correlacifn, intercepto
y pendiente de cada wna de las curvas patrén como puede observarse en -
la tabla M°, 3, la correlacién de cada wna de lags curvas patrén es buena
(r20.95), esto nos indica que el método analitico tiene una buena linea-
ridad, en el intervalo de concentracién de 5 a 50 mcg/ml, ademss el cil-
culo del intercepto nos indica que cada wma de las curvas patrén inter--
cepta al eje de ordenadas cerca del origen,

En 1a Figura N°, 5, se observa una curva patrén de DFH en saliva (r=0.95)
y en la Figura N°, 4, una curva patrén de DFH en plasma humano (r=0.99).

4,4) REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ARALITICO

Para validar la reproducibilidad del m&todo analitico, ademis de las 6 -
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FIGURA N*, 2 CROMATOGRAMA TIPICO DEL ANALISIS DE DFH EN -
PLASMA, EL PICO (1), CORRESPONDE A LA DFH, -
EL PICO (2), CORRESPONDE A SU PATRON INTERNO,
X CORRESPONDE A IMPUREZAS PLASMATICAS



~N

-omin -<=4q

FIGURA N°. 3  CROMATOGRAMA TIPICO DEL ANALISIS DE DFH EN
SALIVA, EL PICO (1), CORRESPONDE A LA DFH,
EL PICO (2) CORRESPONDE A SU PATRON INTZRNO



COEFICIENTE

CURVA PATRON DE PENDIENTE INTERCEPTO
CORRELACION (m) (v)
(r)

1 0.98 0.026 - 0.05

2 0.99 0.021 - 0.04

3 0.99 0.025 0.01

4 0.95 0.025 0.01

5 0.97 0.026 - 0.04

6 0.99 0.027 (]

TABLA N®*, 3 COEFICIENTES DE CORRELACION Y CURVAS
DE REGRESION LINEAL OBTENIDAS POR EL
METODO DE MINIMOS CUADRADOS A PARTIR
DE CURVAS PATRON DE DFH EN PLASMA
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curvas patrén realizadas, se incluyeran 2 concentraciomes diferentes de
la curva patrén (10 y SO mcg/ml), esto nos permitid determinar variacio

nes entre un dfa y otro del método analitico.

BEn'la Tabla N°, 4 se incluye la media aritmetica de la razém de ireas -
para cada concentracifmn estudiada de las diferentes curvas patrém asi
como desviacifn standard, coeficiente de variacién e intervalo de con—
fianza, Puede observarse al analizar estos datos que el cilculo de des-
viacién standard no presenta una dispersifn comsiderable en relacién -
a su valor medio, el cilculo de coeficiente de variacifm expresado en -
por ciento indica que las concentraciones de: 5, 10 y 20 mcg/m.'l. tienen
una menor precisifn de comparaciém a las concentraciones de 20, 40, 50
mcg/ml; la precisifn aqui encontrada, se puede considerar apropiada pa-
ra el prop8sito de vigilancia de niveles plasmiticos de firmacos anti—-
convulsivos, .
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CONCENTRACION

NUMERO DE - - DESVIACION COEPICIENTE INTERVALOS
(mcg/m1) MUESTRAS ANA MEDIA (X) TIPICA (S) DE VARIACION DE CONFIANZA
LIZADAS (N) (x) (95%)
5 6 0.12 0,03 24.6 0.12 ¢ 0.03
10 1 0.23 0.03 16.4 0.23 ¢ 0,02
20 6 0.46 0.10 23.2 0.46 + 0,12
30 6 0.76 0.04 6.4 0.76 + 0.05
w© 6 0.99 0.08 8.5 0.99 + 0.09
50 1 1.21 0.12 10 1.21 + 0,08
TABLA N°, 4 REFRODUCIBILIDAD DEL METODO DE CROMATOGRAFIA DE GAS-LIQUIDO

PARA LA CUANTIFICACION DE DFH EN PLASMA




4,5) RESULTADOS DEL ANALISIS DE MUESTRAS DE PACIENTES

A continuacifn se exponen los resultados del anilisis de 83 muegtras
de diferentes pacientes que se incluyen en un histograma de frecuen-
cia-concentracifn plasmitica, Pigura N°, 6, puede observarse que la
mayor frecuencia se encuentra en el intervalo de 0-3.9 mcg/ml de -
DFH en plasma, siguiendo el orden decreciente de frecuencia el inter
valo de 4 a 7.9 mcg/ml de DFH en plasma, 8 a 11.9 meg/ml y por @lti-
mo, el intervalo de menor frecuencia que es el de 12-15.9 mcg/ml de
5,5-Difenilhidantoina en plasma.

4,6) RESULTADOS DE UN ESTUDIO REALIZADO EN UN VOLUNTARIO SANO DES-
PUES DE LA INGESTION DE 300 mg DE DFH POR VIA ORAL

El objetivo de este estudio es el de comprobar la existencia de la -
correlacitn de DFH en plasma y la correspondiente concentracién de -
DFH en saliva a un tiempo determinado (28),

El voluntario se present§ al estudio en ayunas y sin haber ingerido

bebidas alcoh8licas desde un mes anterior al estudio, se le propor—-
cionaron 3 chpsulas de dilantine (PARKE DAVIS) de 100 mg cada una, -
se le colocd un cateter en la vena y se le tomaron muestras de plas-
ma y saliva simultineamente, a los siguientes tiempos: O (blanco), -
0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 28 y 32 horas; una vez que ter,
miné el mestreo; se valoraron las muestras encontrindose 1os resul-

tados que se presentan en la Tabla N°, 5,
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TIEMPO (mcg/m2) (mcg/m1)
(ns) CONCENTRA CONCENTRA
CION PLAS CION SALL
MATICA VAL
0.25 3 1.3
0.5 3.7 *
1 3.7 *
1.5 9 0.7
2 4.8 »
3 * *
4 3.8 L
6 * 1.6
8 * »
24 2.3 0.7
28 1.5 *
32 1.5 .

# NO DETECTADA

TABLA N°, 5. CONCENTRACION DE DFH EN PLASMA Y
SALIVA A DIFERENTES TIEMPOS, DES
PUES DE LA ADMINISTRACION DE: -
300 mg. POR VIA ORAL



CAPITULO V

ANALISIS DE RESULTADOS

5.1) METODO ANALITICO

Actualmente existen numerosos reportes que demuestran el creciente «
interés que ha tenido la determinaciém de DFH en plasma humano, por
el método de cromatografia de gas liquido,

En algunos reportes publicados en revistas especializadas, se mueg—s
tran modificaciones principalmente en el método de extraccifn de la
DFH a partir de plasma, asi como en la fase liquida utilizada para <
recubrir el soporte con el que se empaca la columa, las condicioned
de temperatura y flujo de gas portador con las que se estabiliza el
cromatégrafo, estas modificaciones han originado una variabilidad en
el control de calidad inter-laboratorios ( 1 ). En este trabajo se -
empled el método reportado por E. B. Solow (14), realizando algunas
modificaciones con el fin de ajustarlo a las posibilidades del labo-

ratorio y a las necesidades del método, estas modificaciones son:

a) Disminucién en el porcentaje de fase liquida, con el que se re-
cubrid el soporte, de 5% a 1X debido a que el método reportado por -
E.B. Solow, es aplicable a la determinacifén simultinea de varios far

macos anticonvulsivos y en este trabajo, sélo se determiné DFH.

b) En el método reportado por E. B, Solow, se empled como soporte
cromosord Q, aqui se empled chromosorb W, pues es mis inerte.

c) En el método de E.B. Solow, se empled temperatura programada en
la colwma, aqui se eligid tmperat\ira isotérmica ya que nuestro ani
ligis fue para un solo f&rmaco y ademis con temperatura isotérmica -
los resultados son mis reproducibles.
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Al hacer estas modificaciones, encontramos que los resultados obtenidos

san satisfactorios, como puede apreciarse, en la secciénm de resultados,

la linearidad del método, es buena, en cada una de las curvas patrén --

que se realizaron, los coeficientes de correlacién cercanos a la unidad;
la reproducibilidad del método analitico es aceptable, a las concentra-

ciones de 5, 10, 20 mcg/ml y en las concentracicnes de 30, 40 y 50 mcg/
ml, la reproducibilidad encontrada es buena,

5.2) RELACION DCSIS-CONCENTRACION PLASMATICA DE DFH

Existen numerosos reportes en la actualidad acerca de la dificultad que
representa alcanzar niveles plasmiticos de DFH en el estado estaciona--
rio que proporcicnen un adecuado efecto terapéutico (16), de acuerdo a

1o reportado por Z., Niazi (44), no hay una buena correlacién, entre do-
sis prescrita y concentracién plasmitica de DFH entre los diferentes pa
cientes, debido a la gran variabilidad interindividual; en nifios esta -
variabilidad es afm mis marcada, segfm el reporte de Wilson y colabora-
dores (26), quien report$ que no se han logrado establccer con precisién
intervalos de concentraciém de DFH considerados como terapéuticos. Los -
intervalos  de concentracifn de DFH en plasma de nifios epilépticos repor-
tados por diferentes autores, son considerados como apropiados pero no

efectivos en todos los casos (16).

on este trabajo no cncontramos una buena relacién catre dosis prescrita
por kilogramo de peso corporal por dia y concentracibn plasmitica alcan
zada de DFH, en los pacientes estudiados (r=0.4) como se aprecia en la
Figura N°, 7, esto concuerda con lo reportado por Z, Niazi (44), en el

sentido de que existe una gran varizbilidad en la disposicién de DFH,

5.3) RELACION CCNCENTRACION PLARMATICA DE DFH-LICIDZNCIA DE CCHVULSIO
NES

Actualmente existen numerosos reportes acerca de la dificultad que re—

24



45

40~

35+

meg do DFN 257

20

154

10+

ng de myn/au

Ecvacieon do rogrosion limsal J§:16x-3.1
Coofisionts do correlagion £z 0.41

Figura l!'l. Relacion Doesis - Concentrasion plasmatica

de DFN.



presenta el obtener una respuesta terapéutica adecuada en pacientes -
que reciben tratamiento con DFE (26); D.B, Humninghake (16), reporté
que la variabilidad interindividual de DFH se debe a miiltiples facto-
res, algunos de ellos se citan a contimuacifn: peso corporal, edad, -
absorcién, metabolismo, distribucifm y excrecifm renal, pero princi—-
palmente a diferencias metabdlicas interindiv;'.duales de DFH, J,T, Vil
son reportd algunos casos de intoxicaciém debidos a la acumulaciém del
farmaco que resultan por una capacidad de biotransformacifn limitada
en algunos pacientes, Borofsky y colaboradores (29), reportaron que -
en nifios’ el intervalo de concentracién terapéutico es de 5 a 20 mcg/
ml, Noreli y colaboradores (29), reportd que en nifios el intervalo de
concentracibn de DFH considerado como terapbutico es de 12 a 25 mncg/
ml, 7illian A, Sibley, entre otros, reporté que em algunos casos, =-
cuando las crisis convulsivas persisten afm cuando la concentracifn
plasmitica de DFH se encuentre en el intervalo de concentracién con-
siderado como terapéutico, es necesario combinar la farmacoterapia -
utilizando fenobarbital, primidana u otro anticonvulsivo: esto se ha
ce disminuyendo paulatinamente la dosis de DFH y al mismo tiempo, in
crementando la dosis de femobarbital u otro firmaco anticonvulsivo -

hasta alcanzar niveles sanguineos estables de ambos farmacos.

En este trabajo se traté de buscar la correlacifn entre concentracibn
plasmitica de DFH y la incidencia de convulsiones en 39 pacientes es-
tudiados, clasificando a dichos pacientes de la siguiente manera: o=
s:f.n convulsiones corresponde al grupo de pacientes que no presentaron
crisis convulsivas durante 6 meses anteriores a la toma de muestra -
sanguinea y con convulsiones corresponde al grupo de pacientes que st
presentaron convulsiones durante 6 meses anteriores a la toma de smueg
tra sanguinea; en la Figura N° B8, puede obscrvarse que de los 19 -
pacienites con una cancentracién plasm&tica de DFH dentro del inter—-
valo de concentracifn considerado como terapéutico, 12 no presentaron

convulsiones durante los 6 meses anteriores a la toma de muestra san-
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guinea, mientras que 7 s{ presentaron convulsiones en el mismo perio
do de tiempo, en este grupo de pacientes se sugiere la posibilidad -
de combinar la farmacoterapia con algém otro farmaco anticonvulsivo;
de los 19 pacientes con una concentracién plasmitica de DFH subtera-
péutica (menor de 5 mcg/ml), 12 no presentaron convulsiomes, mientras
que 7 si presentaron convulsiones durante 1os 6 meses anteriores a
la toma de muestra sanguinea, en este dltimo grupo de pacientes se -
sugiere reajustar la dosis con la finalidad de lograr una concentra-
cifn plasmitica de DFH, dentro del intervalo de concentracién consi-
derado como terapéutico; por flltimo, se encontrd que un paciente pre
sent una concentracién plasmStica de DFH a un nivel téxico (42.5 —
mg/nl). se sugiere que en este paciente se disminuya paulatinemante
la dosis de acuerdo a lo recomendado por Hunninghake (16).

5.4) RELACION CONCENTRACION PLASMATICA DE DFH-EVOLUCION DEL T2AZ0
ELECTROENCEFALOGRAFICO

Exigten algunos reportes que muestran la importancia que tiene corrc
lacionar la concentracién plasmitica de DFH, la evolucibn del trazo

electroencefalogrifico y mejoria clinica en pacientes epilépticos, -
que reciben tratamiento con DFH tnicamente (24). ’

La variabilidad en la respuesta inter-individual a la terapia con DFH,

puede deberse a diferencias en absorciém, metabolismo, distribucién -
y excrecifn de DFH, adicionalmente una deficiente ‘distribucién de DFYH
en los tejidos puede originar un nivel subterapéutico cn el tejido --
blanco (SMC), por lo tanto correlaciomar la concentracibn plamdtica

de DFH con la correspondiente en el tejido blanco es diffcil (45), -
ademis en el caso de firmacos que act@lan en el sistema nervioso cen——
tral, la barrera hematoencefilica origina concentraciones més bajas -

en el tejido dlanco que en la sangre, por 1o que se ha sugerido deter

26



minar 1a evolucién del trazo electroencefalogrifico, como un parime
tro mis de auxilio para verificar la eficacia del tratamiento de pa
cientes epilépticos que ingieren DFH, Goodman y Gilman reportaron -
que el efecto de la administracifn de DFH sobre el electroencefalo-
grama entre los ataques, en pacientes con epilepsia de gran mal y -
con epilepsia psicomotora, es variable, En algunos casos hay una me
jorfa notable del electroenccfalograna con remisiém clinica, pero -
agimismo se observa can frecuencia que los ataques clinicos, son do
minados permaneciendo en forma anormal el electroencefalograma, --
Fritz Buchihal y colaboradores reportaron que en un grupo de pacien
tes epilépticos de diferentes edades estudiados, presentaban una --

disminucién en la actividad paroxismal cuando el nivel plasmitico -

de DFH fue mayor de 10 n:g/ml, agimismo reportaron que cuando la -

concentracifn plasmitica de DFH fue menor de 10 mcg/ml, se incremen
t8 la actividad paroxismal (24).

En este trabajo se tratd de buscar la correlacifn entre concentra-—
cifn plasmitica de DFH y la evolucién del trazo electroencefalogri-
fico en 39 pacientes estudiados, clasificando los hallazgos electro
encefalogrificos de la siguiente manera: E.E.G. anormal, E.E.G nor-
mal, E.E.G, anormal pe'ro con mejorfa del trazo, E.E.G., anormal pero
con empeoramiento del trazo, estos electroencefalogramas se tomaron
a cada uno de los 39 pacientes estudiados de manera simulténea a la
toma de muestra sanguinea, y se compararon con un electroencefalo—-—
grama tomado 6 meses antes, en la Figura N°, 9, puede observarse -
que solanmente 3 pacientes presentan un electroencefalograma normal,
de los cuales sblo 2 tienen una cancentraciém plasmitica de alrede-
dor de 10 mcg/ml y uno de ellos menor a 10 n:g/ml; 27 pacientes pre
sentaron un trazo electroencefalogrifico francamente anormal, 25 de
los cuales tenian una concentraciém plasmitica inferior a 10 mcq/ml

y solamente un paciente tuvo una concentracifn plasmitica de 11 —--
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mcg/ml y otro paciente con una concentracidn plasmitica de 42.5 meg/ml,
también present§ un trazo anormal; 9 pacientes presentaron w trazo -
electroencefalogrifico anormal pero que mejord al compararlo can wm —-
electroencefalograma tomado can 6 meses de anterioridad, de los cuales
7 pacientes tuvieron una concentracipn plasmitica de DFH inferior a 10
meg/ml, wno de ellos presentd una concentracién plasmitica de DFH de -
10 mcg/ml y otro tuvo wna concentraciln plasmitica de DFH de 13 mcg/ml;
no se observd ningfm paciente com un trazo anormal que hubiese empeora
do con relacibn a un. electroencefalograma tomado 6 meses antes. Estos
resultados concuerdan con 10 reportado por Buchthal (24), ya que encon
tramos que el 87.1% de paciﬁ\tes con una concentracifn plasmitica de -
5,5-Difenilhidantofna inferior a 10 meg/ml, pres'mta un trazo electro-
encefalogrifico anormal, mientras que 1 de los 5 pacientes con wa con
centracién plasmitica de 5,5-Difenilhidantofna mayor de 10 mcg/ml, pre
sentaran un trazo electroencefaldgr&fico anormal,

5.5) RELACION CONCENTRACION PLASMATICA-CONCENTRACION SALIVAL DE DFH
EN UN VOLUNTARIO

Actualmenge existen algunos reportes que muestran la relacifn entre con
centracifn plasmitica y salival de DFH (28, 55). En el caso de f£Srmacos
como DFH, as posible calcular la fraccién del farmaco enlazado a protei
nas haciendo la determinacilm en plasma y saliva, simulténeamente, indi
vidual o repetidamente, J.C., Mucklow reporté que la concentracién de -
DFH en saliva, es un reflejo de la concentracién plasmitica de DFH, ya
que en el caso de fArmacos que al pH normal de la sangre no se encuen——
tran ionizados, la relacién S/P que debe determinarse para cada pacien-
te no se altera considerablemente,

En este trabajo se encontré que existe cierta relacifn entre la cancen-
tracién plasmitica y salival de DFH, 1o cual puede observarse en la Fi-
gura N°, 10, haciendo notar que para validar mis este resultado, es ne-

cesario estudiar un nfimero estadfsticamente representativo de pacientes
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por 1lo que s8lo se sugiere que exigte cierta temndencia lineal entre -
la concentracién plasmitica de DFH y su respectiva concentracién de -

DFH en saliva a un tiempo dadp.



CAPITULO VI

' CONCLUSIONES

Bn relacifm al método analitico se puede cancluir que la cromatografia
de gases es un buen método para implementarse como rutina en la deter-
minacién de niveles plasmiticos de f&rmacos anticonvulsivos, con el —

cual pueden cuantificarse 20 muestras diariamante con un solec operador.

Se puede sugerir el empleo de la fase SP-2510 DA de supelco, ya que --
tiene la'ventaja de cuantificar varios frmacos anticonvulsivos simul-

tineamente, evitando la necesidad de derivar la muestra (5, 6).

Se encontrd una precaria relacién entre dosis prescrita y concentracién
plasmitica de 5,5-Difenilhidantoina (r= 0.4); se hace evidente la nece-
sidad de establecer un régimen de dosificaciém individual y evitar la -
dosificaciém empirica, una vez establecido el régimen de dosificacitn -
en cada paciente, es importamte notar que para que este régimen permanez

ca las marcas comerciales de 5,5-Difenilhidantoina sean bioequivalentes

(45).

Se encontrd que el 51.2% de los pacientes estudiados presentan wna con-
centracifn plasmitica de 5,5-Difenilhidantofna inferior a la reportada
como terapfutica, asimismo el 38.4% de los pacientes estudiados no tie=
nen un adecuado control de sus crisis convulsivas, por lo cual se consi
dera que un importante porcentaje de pacientes estudiados no tienen un

adecuado control sintomAtico de su cnfermedad,

Se sugiere realizar un estudio con un mayor nfimero de pacientes con el
£in de determinar la concentracifm plasmitica de 5,5-Difenilhidantoina
y tratar de establecer intervalos de concentracifn terapéutica en pa--

cientes mexicanos, Se sugiere la determinaciém de la concentracién de



5,5-Difenilhidantoina en saliva, evitando de esta manera la venipun-
tura, especialmente fitil tratindose de lactantes, adicionalmente la
determinacién de la concentracién de 5,5-Difenilhidantofna en plasma
y saliva simultfmeamente, ofrece la ventaja de conocer la concentra-
cifn de 5,5-Difenilhidantofna libre, asi{ como la concentraciém total

de 5,5-Difenilhidantoina en plasma.
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