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La difenihidantoina (DFH) es un fdrmaco utilizado
para de tipos de
convulsiones. Al ser una droga de estrecho indice

el tratamiento distintos

terapéutico, es decir, que pequefias variaciones en
las dosis pueden generar grandes variaciones en las
concentraciones sanguineas y consecuentemente
esto puede llevar a falta de eficacia y/o toxicidad. Los
niveles sanguineos deben controlarse, y esto se lleva

a cabo a través de métodos inmunoldgicos

preparados para esa matriz, entre otros. También se
pueden monitorizar los niveles de DFH en otros
fluidos como saliva. Para ello debemos poner a punto
dichos métodos para la matriz saliva. En este trabajo
se realiza la puesta a punto de un método para la
cuantificacion de DFH, en saliva.

CONCEPTOS CLAVES:

Existen muchos trabajos en los que se ha encontrado
una correlacién entre la concentracion de fenitoina
en saliva y la concentraciéon de fenitoina libre en
suero o plasma. Muchos investigadores realizaron la
validacién de métodos para el dosaje de fenitoina en
saliva.

El aporte de este trabajo radica en la validaciéon de
una metodologia util para el monitoreo de fenitoina
en saliva, una matriz con numerosas ventajas,
principalmente para el seguimiento y control de
aquellos pacientes pediatricos y de dificil acceso
Venoso que se encuentran en tratamiento crénico

con dicho anticonvulsivante.
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La Fenitoina (DFH), es un anticonvulsivante ampliamente utilizado para el tratamiento de distintos tipos
de convulsiones. (1) El monitoreo terapéutico (TDM) es requerido para la DFH debido a su estrecho rango
terapéutico y farmacocinética no lineal, entre otras caracteristicas. Los monitoreos se realizan
frecuentemente en plasma o suero (droga total) a través de métodos inmunolégicos. También se puede
monitorear DFH en saliva, la cual presenta una buena correlacion con el plasma. La concentraciéon de DFH
en saliva refleja la concentracién de droga libre y debido a la simplicidad en su recoleccidn, conlleva a un
proceso menos estresante para el paciente. El objetivo del trabajo fue validar el método inmunolégico de
interaccion cinética de microparticulas en soluciéon (KIMS) para la determinacion de DFH usando como
matriz bioldgica saliva. Se analizé linealidad, precisidn, limite de deteccidn y cuantificacion, exactitud e
interferencia. Se utilizé el software Infostat 8.0 version estudiantil para el andlisis estadistico. El método
fue lineal en un intervalo entre 0,41 y 5ug/ml. Los limites de deteccidn y cuantificacion fueron 0,14 y
0,45ug/ml respectivamente. La ecuacion de la recta obtenida en base a la comparacién de métodos entre
KIMS y HPLC-UV fue DFHKIMS= 0,81* DFHHPLC — 0,03.

El método KIMS demostré tener las caracteristicas analiticas suficientes paran ser aplicado como
herramienta Util y préctica para el seguimiento de aquellos pacientes de dificil acceso venoso y/o nifios
con tratamientos crénicos con DFH.

Palabras claves: fenitoina; saliva; inmunoensayo; monitoreo terapéutico

ABSTRACT
ADS IIRACT

Validation of the immunological method of kinetic
interaction of microparticles in solution (KIMS) for the
determination of phenytoin in saliva at the Hospital de
Nifios de Santisima Trinidad.

Phenytoin (DFH), is an anticonvulsant widely used for the treatment of different types of seizures. (1)
Therapeutic monitoring (TDM) is required for DFH due to its narrow therapeutic range and nonlinear
pharmacokinetics, among other characteristics. Monitoring is frequently done on plasma or serum (total
drug) through immunological methods. DFH can also be monitored in saliva, which shows a good
correlation with plasma. The concentration of DFH in saliva reflects the concentration of free drug and
due to the simplicity in its collection, it leads to a less stressful process for the patient. The aim of this
study was to validate the immunological method of kinetic interaction of microparticles in solution (KIMS)
for the determination of DFH using saliva as biological matrix. Linearity, precision, detection and
quantification limit, accuracy and interference were analyzed. Infostat 8.0 student version software was
used for statistical analysis. The method was linear in a range between 0.41 and 5ug/ml. The detection
and quantification limits were 0.14 and 0.45ug/ml, respectively. The equation of the straight line obtained
based on the method comparison between KIMS and HPLC-UV was DFHKIMS= 0,81* DFHHPLC — 0,03. The
KIMS method proved to have the necessary analytical characteristics to be applied as a useful and practical
tool for the follow-up of those patients with difficult venous access and/or children with chronic DFH
treatments.

Keywords: phenhytoin; saliva; immunoassay; therapeutic monitoring
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La Fenitoina (DFH), es un anticonvulsivante eficaz
en las convulsiones parciales y tonicocldnicas,
ademds de ser utilizada para el tratamiento en
convulsiones que ocurren durante o luego de
neurocirugias o traumatismos de craneo severos.
Su actividad anticonvulsiva la ejerce debido a que
limita la activacion repetitiva de los potenciales de
accion evocados por la despolarizacion sostenida
de las neuronas de la médula espinal. Este efecto
es mediado por retraso en la velocidad de
recuperacion de los canales de sodio activados por
voltaje a partir de la inactivacion. (1,2)

La absorcién de la DFH luego de una dosis oral es
variable y depende de la formulacién, con un
tiempo maximo (T max) de 1-12 horas. La
biodisponibilidad, también depende de Ia
formulacidn, y es mayor al 80%. (1)

Su farmacocinética es no lineal, tipo Michaelis-
Menten. Debido al metabolismo enzimatico
saturable, pequefias variaciones de dosis resultan
en grandes cambios en la concentracion sérica de
la droga. La unidn a proteinas de la fenitoina es del
90% y se metaboliza en higado, principalmente por
las CYP2C9y CYP2C19, para formar dos metabolitos
principales, que no presentan actividad
farmacoldgica, denominados 5-(p-hidroxyfenil)-5
fenilhidantoina y un derivado dihidrodiol. Debido a
que estas enzimas son encargadas de metabolizar
otros farmacos, es posible que se produzcan
interacciones farmacoldgicas. Ademads, las enzimas
del CYP450 son facilmente inhibidas o inducidas
por gran variedad de drogas, incluso la misma
fenitoina. La vida media de eliminacion en adultos
es de 30-100 horas ya que su depuracion
interindividual es muy variable. (1,2,3,4,5)

El monitoreo terapéutico de drogas (TDM) es
habitual para la DFH que tiene un estrecho rango
terapéutico y farmacocinética no lineal, entre otras
caracteristicas. Los dosajes se realizan en plasma o
suero frecuentemente, donde se mide la cantidad
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RESUIVIO.

Validacdo do método imunoldgico de interacdo
cinética de microparticulas em solugdo (KIMS) para
a determinacdo de fenitoina em saliva no Hospital
de Nifos de la Santisima Trinidad.

A fenitoina (DFH) é um anticonvulsivante amplamente utilizado para o tratamento de diversos tipos de
convulsGes. O monitoramento terapéutico (TDM) é necessario para DFH devido a sua estreita faixa
terapéutica e farmacocinética ndo linear, entre outras caracteristicas. A monitorizagdo é frequentemente
feita em plasma ou soro (droga total) através de métodos imunoldgicos. A DFH também pode ser
monitorada na saliva, o que mostra uma boa correlagdo com o plasma. A concentragdo de DFH na saliva
reflete a concentragdo do farmaco livre e devido a simplicidade em sua coleta, leva a um processo menos
estressante para o paciente. O objetivo do trabalho foi validar o método imunoldgico de interagdo cinética
de microparticulas em solugdo (KIMS) para a determinagdo de DFH utilizando saliva como matriz bioldgica.
Foram analisadas linearidade, precisdo, limite de detecgdo e quantificacdo, exatiddo e interferéncia. O
software Infostat 8.0 versdo estudante foi utilizado para analise estatistica. O método foi linear em uma
faixa entre 0,41 e 5 ug/ml. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram 0,14 e 0,45ug/ml,
respectivamente. A equacgdo da reta obtida com base na comparag¢do de métodos entre KIMS e HPLC-UV

foi DFHKIMS=0,81* DFHHPLC - 0,03.

O método KIMS mostrou ter as caracteristicas analiticas necessarias para ser aplicado como uma
ferramenta (til e pratica para o acompanhamento de pacientes com acesso venoso dificil e/ou criancas

em tratamento crénico de DFH.

Palavras chaves: fenitoina; saliva; imunoensaio; monitoramento .

de droga total, es decir la droga libre mas la unida
a proteinas. El rango terapéutico de DFH en suero
es de 10-20 ug/mL, mientras que el rango para la
fraccién libre es de 1-2 ug/mL (3,6,7) El dosaje de
DFH puede realizarse en otras matrices bioldgicas
como saliva, lagrima, sudor, LCR, entre otros. (1,4)
La matriz saliva tiene numerosas ventajas sobre el
uso de suero o plasma para el TDM, ya que refleja
la concentraciéon de droga libre en suero, la
recoleccidon es mas simple, menos invasiva, menor
costo, causa menos estrés, miedo y malestar,
especialmente en pacientes con discapacidades,
ancianos y nifios, la misma puede ser recolectada,
en el tiempo ideal, en el hogar y luego ser
trasladada al laboratorio para la medicion. (1,8)
Existen numerosos trabajos donde se ha
demostrado que existe correlacion entre las
concentraciones de DFH en saliva y Ia
concentracion de DFH libre en plasma o suero.
Estas determinaciones se han llevado a cabo a
través de métodos inmunoldgicos que han sido
validados para la determinacion de DFH en saliva,
como por ejemplo inmunoensayo de polarizacion
de fluorescencia (FPIA), enzimoinmunoensayo
(ELISA), inmunoensayo de reactivacion de
apoenzimas en fase seca (ARIS),
Radioinmunoanalisis (RIA), etc. (5,9 10,11,12)

Por todo lo expuesto anteriormente el objetivo de
nuestro trabajo fue validar el método interaccién
cinética de microparticulas en solucion (KIMS)en la
matriz saliva

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de
Toxicologia del Hospital de Nifios de la Santisima
Trinidad.

La validacién se realiz6 segun las guias para
validacién de métodos analiticos del comité para
productos medicinales de uso humano de la
Agencia Europea de Medicamentos. (13)
linealidad,

Los pardmetros validados fueron:

precision, limite de deteccién, limite de
cuantificacidn, exactitud, interferencia.

Para realizar este estudio se utilizé un pool de saliva
libre de drogas, el cual se fortificé con una solucion
de Difenilhidantoina (DFH) preparada a partir de un
estdndar Sigma Aldrich (Argentina). El pool de
saliva se recolectd a partir de voluntarios sanos que
no reciben ningun tipo de medicacidn. La saliva se
obtuvo sin estimulacién, mediante una torunda de
algoddn, posteriormente el fluido fue extraido
aplicando presion con una jeringa. Se prepararon
estandares de DFH en saliva de concentraciones
desde 0 a 5ug/mL, rango que incluye los niveles de
decision médica de 1y 2 ug/mL para pacientes que
requieren monitoreo de drogas terapéuticas en
dicha matriz, a partir del pool mencionado
anteriormente.

Las determinaciones de DFH se llevaron a cabo por
cinética de
microparticulas en solucién (KIMS) en un
autoanalizador COBAS 6000 de la linea Roche y los

reactivos provistos fueron utilizados segun las

el método de interaccion

especificaciones y procedimientos recomendados
por el fabricante. Este método utiliza anticuerpos
(Ac) Anti-DFH que se fijan de manera covalente a
microparticulas, mientras que el derivado de
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farmaco se une a macromoléculas. La interaccién
cinética de microparticulas en solucién se induce al
unirse el conjugado de la DFH al Ac que recubre las
microparticulas y se inhibe por la DFH presente en
la muestra biolégica. El conjugado de DFH y la DFH
presente en la muestra, compiten por fijarse al Ac
anti-DFH que recubre las microparticulas. La
interaccion cinética de microparticulas resultante
es indirectamente proporcional a la cantidad de
farmaco presente en la muestra.

El método utilizado como referencia fue la
cromatografia liquida de alta performance con
detector ultravioleta (HPLC-UV), en un equipo de la
marca Agilent, 1220 LC System; las condiciones
cromatograficas utilizadas fueron: columna Agilent
ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4.6x150mm, 5 um; fase
movil isocratica compuesta por un buffer fosfato
0,025M y Acetonitrilo (100:10 v/v) a pH 3, con un
flujo de 1 mL/min; el volumen de inyeccién
utilizado fue 20 uL y la lectura se realizé a 205 nm.
La extraccion de la DFH de la matriz saliva se realiz6
utilizando una columna de extraccion en fase sélida
Strata C-18-E (Phenomenex). El procedimiento se
llevé a cabo seguiin Kabra P. M. et al. (15) Se utilizo
un estandar de DFH Sigma Aldrich y como estandar
interno Carbamazepina (CBZ)(Supelco PHR1067).

DFH saliva KIMS

Estudio de Linealidad: se realizd una curva de
calibracién donde se utilizaron estandares de saliva
de concentracién conocida: 0; 0,3; 0,63; 1,25; 2,5;
5ug/ml. Cada esténdar se analiz6 por cuadriplicado
utilizando el método KIMS. La curva de regresion
lineal se obtuvo graficando la concentracion de los
estandares conocidos en funcion de la
concentracion de DFH obtenida por el método
inmunoldgico.

Estudio de Precision: se tomaron los datos del
analisis por cuadriplicado de los distintos
estdndares de saliva preparados y se calculd el
desvio estandar (DE) y el coeficiente de variacion
porcentual (CV%) a cada nivel de concentracion.
Limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion
(LOQ): Los (LOD) vy
cuantificacién (LOQ) se obtuvieron a partir de la
curva de linealidad; LOD= 3Sa/b; LOQ= 10Sa/b,
donde Sa es el desvio estandar de la ordenada al

limites de deteccion

origen y b la pendiente
Estudio de Interferencia:
interferencia se utilizaron dos estdndares de DFH

Para el estudio de
en saliva de concentraciones 1y 2ug/ml a los cuales
se les agregd 100ul de calibrador Preciset TDM. El
calibrador Preciset TDM contiene Carbamacepina
(2ug/mL), Digoxina (0,5ug/mL), Gentamicina
(0,87ug/mL), Fenobarbital (6ug/mL), Primidona

5,25+

L}

3,881

2,50+

1,13

-0,25

006 1,36 265 394 524

Std DFH Saliva
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(2,4ug/mL), Theofilina (4ug/mL), Tobramicina
(lug/mL), Acido Valproico (15ug/mL) vy
Vancomicina (8ug/mL). Se analizaron los dos
estandares de saliva de concentracién conocida
con KIMS sin agregado y con agregado de los
interferentes con un n= 10. Se aplico el test t para
muestras apareadas para el analisis de los
resultados.

Exactitud: se realizé una comparacion de métodos
en donde se procesaron estandares de DFH en
saliva simultaneamente por ambos métodos, KIMS
y HPLC, con los datos obtenidos se realizé una
regresion lineal.

Linealidad: Del analisis de regresion se obtuvo la
siguiente ecuacioén de la recta: y=0,88x—0,09; R2 =
0,99. Del analisis estadistico se obtuvo un tobs>tcrit
(75,20>-0,87) lo que permite concluir que existe
una correlacion lineal estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95%. El

rango de medicién obtenido fue de 0,41 a 5 pug/mL.

Figura N° 1. Linealidad del método KIMS para la determinacién de DFH

Precision:

en saliva 0,41- 5 y= 0,88x — 0,09; R2 = 0,99.

Los resultados del estudio de precision se expresaron en términos de desviacién estandar (DE) y coeficiente de variacidn porcentual (CV%) y se muestran en la

Limite de Deteccion y Cuantificacion:

En base a los resultados donde Sa=0,04 y b=0,88, se
pueden establecer LOD= 0,14 pg/mL (LOD= 3Sa/b)
y; LOQ= 0,45 pg/mL (LOQ= 10Sa/b).

X (ug/mL) SD (ug/mL)
0 0

0,14 0,08

0,42 0,08

1,1 0,06

2,26 0,10

4,38 0,83

Interferencia:

Los resultados obtenidos, en la prueba t para
muestras apareadas, demostraron que no se
observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras de estdndar de

DFH con y sin el agregado de los interferentes

CV% (ug/mL)

57,14
19,9
55
4.4

18,96

descriptos previamente tanto para el nivel de 1
como 2 pg/mL (p= 0,16 y 0,49 respectivamente).
(Tabla 2)
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Estandar  DFHlug/mL  Sin = Estdandar DFH 1ug/mL con Estandar DFH 2ug/mL
Interferente. Interferente. Interferente.
1,3 1,0 1,9

0,9 1,1 2,0

0.8 0,9 1,8

0.9 0,4 1,8

1,8 0,2 1,5

15 0,7 2,0

1,0 0,8 2,8

1,3 2,2 2,6

1,2 1,3 2,3

1,2 1,0 2,5

Exactitud:

sin = Estandar de DFH 2ug/mL con

Interferente.

19

1,8

2,1

1,1

0,9

0,1

08

1,5

2,4

2,2

Se realizé una comparacién de KIMS vs HPLC donde se obtuvo la siguiente ecuacion de la recta DFHKIMS=0,81* DFHHPLC — 0,03 con un R2=1,0. Tanto la pendiente

como la ordenada al origen se encuentran dentro de los parametros estadisticamente significativos (p= 0,656 y < 0,0001respectivamente).

5,84

4,68

3,451
w -
=
b7 . L)
s 221
(™
(]

0,584

-0,25 T T T 1
-0.28 1,25 278 431
HPLC

Figura N2: Comparacién de métodos, KIMS vs HPLC-UV. y= 0,81x — 0,03 R2= 1,0

Numerosos investigadores realizaron la validacion
de dosaje de DFH en saliva. En general se observa
que los métodos inmunoldgicos cuantifican por
encima del método considerado como referencia.
(11,16,17,18) En nuestro caso también se obtuvo
que el método KIMS cuantifica por encima de los
valores obtenidos por HPLC, DFH KIMS= 0,81* DFH
HPLC - 0,03 coincidiendo con lo que publicaron
otros autores.

La linealidad del método fue de 0,41 a 5,0 ug/mL,
esto difiere con el de otros trabajos publicados en
donde los rangos en general son mas amplios e
incluyen concentraciones mayores, de hasta 10
ug/mL. Sin embargo, el rango obtenido por KIMS es
aceptable para realizar el TDM de DFH usando
como matriz saliva ya que incluye las
concentraciones de DFH que corresponden a los
niveles de decision médica (1-2 ug/mL) en esta
Ademas, DFH

suponen

matriz. concentraciones de

superiores a 5 ug/mL en saliva,
concentraciones de DFH en suero de 50ug/mL que

sobrepasa el rango terapéutico en esta matriz (10-

20 ug/mL) e indica una intoxicacién, para lo cual la
matriz saliva no seria la indicada para dosar DFH en
este caso, sino el suero o plasma.

Respecto del limite de deteccién en el trabajo
realizado por equipo de trabajo
anteriormente, donde se validé el dosaje de DFH en

nuestro

saliva por el método inmunolégico FPIA fue de
0,15ug/mL siendo el nuestro similar, 0.14ug/mL,
cubriendo las minimas concentraciones que se
necesitan medir en esta matriz. (11)

Los ensayos de interferencia mostraron que no
existe reaccion cruzada o interferencia significativa

91



con las drogas que habitualmente se coadministra
la DFH, como se ha observado en otros trabajos

Se realiz6 la validacion del método KIMS para
cuantificar DFH en la matriz saliva resultando un

método con la sensibilidad y especificidad

adecuada para el monitoreo de DFH. La validacion
de esta metodologia ofrece una herramienta util en
laboratorio para el seguimiento y control de los
pacientes en tratamientos crénicos, pediatricos y
de dificil acceso venoso para la cuantificacion de
DFH en saliva.
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