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RESUMEN

En este trabajo se propone un método de cuantificacion de fenobarbital en muestras de

plasma sanguineo para aplicacion en toxicologia forense. Este método procede a través
de tres etapas fundamentales: precipitacion &cida de las proteinas; ELL y determinacion
mediante espectrofotometria UV. El método para la determinacion espectrofotométrica
se fundamenta en el hecho de que la absorcion UV de las disoluciones acuosas de
barbitdricos esta intimamente ligada a su pH y sus formas no ionizadas solo absorben
muy débilmente. Se estudiaron las condiciones para la precipitacién de las proteinas
comparando diferentes agentes precipitantes, el mejor resultado se obtuvo con HCl al 35
%. Se realizaron dos ELL con éter dietilico de forma sucesiva, se realizo un lavado del
extracto etéreo con buffer de tetraborato de sodio (Na,B,0-) y colecté el extracto final
en hidroxido de sodio (0,45 mol/L). Se determino el FR de la extraccion para diferentes
concentraciones del analito y se comprobo la correlacion entre el recobrado y la
concentracion de fenobarbital en plasma a concentraciones entre 10 y 50 mg/L, no asi
para concentraciones menores que 10 mg/L. El estudio mostré que la concentracion del
analito debe expresarse en funcién de las diferencias de absorbancias medidas a 254 nm
y en condiciones de pH 13 y 2 respectivamente. Se determind, bajo estas condiciones,
que la curva patron cumple con los pardmetros de linealidad y correlacion. La
concentracion determinada en muestras de concentracion conocida siguiendo el método

propuesto mostr6 un error de solo el 0,99 %.



ABSTRACT

In this paper, we propose a method of quantification of phenobarbital in blood plasma

samples for application in forensic toxicology. This method proceeds through three
fundamental stages: acid precipitation of proteins; LLE and determination by UV
spectrophotometry. The method for the spectrophotometric determination is because the
UV absorption of the aqueous solutions of barbiturates is intimately linked to its pH and
its non-ionized forms only absorb very weakly. The conditions for precipitation of
proteins were studied by comparing different precipitating agents; the best result was
obtained with HCI (35 %). Two LLE were carried out with diethyl ether successively, a
washing of the ethereal extract was performed with sodium tetraborate buffer
(Na,B40,) and the final extract was collected in sodium hydroxide (0.45 mol/L). The
extraction RF was determined for different concentrations of the analyte and the
correlation between the recovery and the concentration of phenobarbital in plasma at
concentrations between 10 and 50 mg/L was verified, but not for concentrations below
10 mg/L. The study showed that the concentration of the analyte should be expressed as
a function of the absorbance differences measured at 254 nm and under conditions of
pH 13 and 2 respectively. It was determined, under these conditions; the standard curve
complies with the parameters of linearity and correlation. The concentration determined
in known concentration samples following the proposed method showed an error of
only 0.99 %.
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INTRODUCCION

Los barbituricos son una gran familia de compuestos farmacéuticos derivados del 5,5 -
disustituido del &cido barbiturico. Estos farmacos poseen propiedades ansioliticas,
sedativas, anticonvulsionantes y anestésicos. Son depresores del sistema nervioso
central con efectos excitantes e inhibitorios en la neurotransmision sinaptica (N.

Cheping Sanchez y Antlinez, 2006).

Esta familia de farmacos constituyd una frecuente causa de intoxicacion hasta la década
de 1960 (Escobar Roman y Silverio, 2012) por su alta toxicidad, debido al estrecho
margen existente entre la utilizacién de estos farmacos con fines terapéuticos y la facil
intoxicacion suicida, ya sea accidental o medicamentosa. En dosis excesivas puede
causar vasodilatacion periférica, hipotension, shock, hipoventilacion, hipotermia, coma,
convulsiones y dafio renal agudo (Ruiz Cuesta, 2013, N. Cheping Sanchez y Antlnez,
2006).

La muerte normalmente sobreviene por paro respiratorio, cardiorrespiratorio o
complicaciones respiratorias. En relacién con muchos de sus usos han sido sustituidos
por benzodiacepinas en muchos de los paises desarrollados (ONU, 2007). A pesar de
ello siguen viéndose casos de suicidio, muerte accidental y adiccion, principalmente por
uso ilicito (Escobar Roman vy Silverio, 2012, R.J. Flanagan et al., 1995, Ruiz Cuesta,
2013).

El barbitarico de mayor produccion en Cuba es el fenobarbital, farmaco de accién
prolongada, utilizado exclusivamente en la medicina (N. Cheping Sanchez y Antlnez,
2006). Puede ser introducido al organismo por via oral, parenteral o rectal y es
eliminado mediante un mecanismo de oxidacion microscopica hepética, y en parte por
la orina en forma inalterada. Esto permite su deteccién en este tipo de muestra, al
contrario que los barbitdricos de corta duracion, cuya eliminacion mediante la orina es

como metabolitos (Heredia Diaz, 2008,).

Es objetivo de la direccion de la criminalistica cubana fortalecer el trabajo de las
investigaciones y la respuesta pericial en funcién de un incremento en la efectividad del

trabajo de enfrentamiento al delito. Para cumplir con los requerimientos de la labor
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operativa se necesitan métodos que con un minimo gasto de muestra, costo tecnologico
y tiempo de ejecucion garantice la informacion necesaria para conocer los resultados

con gran peso en materia de informacion y con la mayor exactitud posible.

Actualmente los laboratorios de criminalistica solo realizan el andlisis cualitativo
mediante inmunoensayos enzimaticos, por lo que los peritajes son limitados y solo
permiten conocer la presencia del farmaco en la orina y se desconoce el tamafio de la
dosis. Consecuentemente el médico legista no puede juzgar con certeza si la muerte o el
estado grave de una persona estan condicionados por la ingesta de fenobarbital. Estos
hechos resaltan la importancia del estudio de un método que permita realizar el analisis
cuantitativo del fenobarbital.

Mediante técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion, electroforesis y
cromatografia gaseosa con acople a diferentes detectores, (espectrémetro de masas,
ionizacion por llama, RMN, y otros) se han desarrollado métodos para realizar la
cuantificacion del fenobarbital en los fluidos biolégicos. Sin embargo, estas técnicas son
costosas y el equipamiento necesario no esta disponible en todos los laboratorios del

pais, por lo que su aplicacién generalizada necesitaria de una inversion.

Analizando los factores circunstanciales se elabord un proyecto de trabajo que
permitiera llevar a cabo la cuantificacion del fenobarbital y de facil despliegue en los
laboratorios de criminalistica del pais; en tal sentido se plantea el siguiente
PROBLEMA CIENTIFICO:

Los laboratorios de criminalistica no disponen de un método analitico que permita
determinar la concentracion de fenobarbital en los fluidos bioldgicos para investigar

posibles intoxicaciones por este farmaco.
En respuesta se plantea la siguiente HIPOTESIS:

La investigacion de posibles intoxicaciones producidas por fenobarbital se puede llevar
a cabo en los laboratorios de criminalistica cuantificando su concentracion plasmatica

mediante espectrometria UV.

Para demostrar esta hipdtesis planteada se establece como OBJETIVO GENERAL :
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Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de fenobarbital en plasma para su

aplicacion en toxicologia forense.

A fin de complementar el objetivo general se plantean los OBJETIVOS
ESPECIFICOS:

1. Evaluar comparativamente métodos de precipitacion de las proteinas plasmaticas
para la extraccion del fenobarbital por el método liquido-liquido.

2. Proponer un método analitico que permita la cuantificacion de fenobarbital
utilizando la espectrofotometria UV.

3. Establecer algunos pardmetros de desempefio para la técnica espectrofotométrica
de cuantificacion de fenobarbital.

4. Determinar los factores de recobrado del fenobarbital para el procedimiento de
extraccion desde el plasma mediante la cuantificacion por espectrofotometria
uv.




Revision bibliografica

En 1863 Von Baeger sintetizo el acido barbiturico (M. C. Benito Rizo Zuiiiga, 2009),
desde entonces se han investigado mas de 2500 derivados de esta sustancia y mas de 50

se comercializan actualmente para usos clinicos en todo el mundo (ONU, 2007).

El &cido barbitdrico se forma por la condensacion del acido maldnico con la urea. La
naturaleza de los &cidos barbituricos disustituidos puede atribuirse a la ionizacion del
atomo de hidrégeno contenido en el grupo CO — NH — CO (Louis F. Frieser y Frieser,
1966).

H
0) N @)
NH, COOH
/ /
0o— + HC - + 2H,0
AN H NH
NH, COOH
H
(0]
urea acido malonico acido barbittrico

Los dos atomos de hidrogeno en la posicion 5 se pueden sustituir por diferentes
radicales organicos para formar un gran nimero de compuestos barbitlricos, es decir,
los barbituricos 5,5’-disustituidos. En algunos casos, también el 4tomo de hidrégeno en
la posicion 1 se sustituye por un grupo alkilo (por ejemplo, metilfenobarbital). EI atomo
de oxigeno vinculado al carbono en la posicion 2 se puede sustituir por azufre, es decir,
los tiobarbitdricos como por ejemplo, el tiopental. Algunos ejemplos se pueden ver en el
Anexo 1 (ONU, 2007).
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1.1. Fenobarbital

El fenobarbital, 5-etil-5-fenilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (Ver Figura 1.1), es un
barbitarico con propiedades depresoras del sistema nervioso central que frecuentemente
se utiliza como sedante e hipnotico, y en dosis subhipnédticas como anticonvulsivante
(N. Cheping Sanchez y Antlnez, 2006, ONU, 2007).

Esto junto con su estrecho rango terapéutico y

H
@) N @) con su capacidad de producir autoinduccion
\"/ enzimatica hacen que sea uno de los farmacos
HN mas frecuentemente monitoreados en el

laboratorio clinico (ONU, 2007).

También es conocido con los nombres de
fenobarbitona, aparoxal, comicial, edhanol, y
Figura 1.1. Estructura del fenobarbital. ~ fenemal (Clark, 2011).

1.2. Farmacocinética del fenobarbital

La via oral es la méas frecuente y completa en la absorcion de fenobarbital. No obstante,
es algo lenta porque la maxima concentracion plasmatica se alcanza de 9 a 10 horas
después de una sola dosis, alternativamente se introduce al organismo por via parenteral

o rectal (Pelayo Campos Garcia, 2011).

Las sales se absorben con mayor rapidez que los &cidos. La tasa de absorcién se
incrementa si la sal sodica se ingiere como una solucion diluida o se ingiere con el
estdbmago vacio (Reidenberg et al., 1995). La duracién de la accidn, que esta relacionada
con la velocidad a la que el fenobarbital se redistribuye todo el cuerpo, puede variar
entre personas y en la misma persona de vez en cuando. El fenobarbital tiene inicio de
accion de 1 hora o méas tiempo y la duracion es de 10 a 12 horas (ONU, 2007, Pelayo
Campos Garcia, 2011).

El fenobarbital es un acido débil que se absorbe y distribuye rapidamente a todos los
tejidos y fluidos ocasionando altas concentraciones en el cerebro, el higado y los

rifiones. De los barbitdricos es el menos liposoluble, el que menos se asocia a las
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proteinas del plasma, a las proteinas del cerebro, el que tarda mas tiempo en ejercer su
efecto y el de mayor duracion (Pelayo Campos Garcia, 2011). Se metaboliza
principalmente por el sistema microsomal de enzimas hepéticas, excretandose la mayor
parte de los productos de su metabolismo en la orina, y en menor cuantia en las heces,
aproximadamente del 25 al 50 % de la dosis de fenobarbital se elimina inalterado en la
orina, mientras que la cantidad de otros barbitdricos que se excreta sin cambios por la
orina es despreciable. La excrecion de barbituricos sin metabolizar es una caracteristica
que distingue a los de accion prolongada. Los metabolitos inactivos de los barbitdricos
son excretados como conjugados de &cido glucurénico (Guillet R, 2008, Hunter J, 1971,
Knudsen FU, 1978, Kokwaro GO, 2003, Painter MJ, 1999, ONU, 2007).

1.3. Identificacion y cuantificacion de barbitaricos

Los ensayos de identificacion deben detectar posibles resultados positivos con un alto
grado de fiabilidad y deben ser sensibles, rapidos y de bajo costo. Los inmunoensayos

en general satisfacen estos criterios pese a la posible existencia de reacciones cruzadas.

El andlisis cuantitativo por CG, HPLC o CG-EM posee un costo econémico mucho
mayor que los ensayos de identificacion y requiere de un estandar interno que se debe
afiadir a la muestra antes de la extraccion. Estos factores limitan la generalizacion a

todos los laboratorios de criminalistica porque implican inversiones en tecnologia.

Todos los barbitdricos poseen en comdn el mismo nucleo y solamente difieren en los
sustituyentes en el carbono en posicion 5. Realizando solo pequefias modificaciones en
la metodologia es posible identificar y cuantificar cualquier barbiturico; principalmente
mediante técnicas cromatograficas se logra una adecuada resolucion de los picos

correspondientes a cada especie.
1.3.1. Analisis cualitativo de barbituricos

Las técnicas de identificacion de estas drogas son las que mas abundan por su bajo
costo, simplicidad y rapidez. Estos métodos se han creado para la deteccion de cualquier
farmaco derivado del acido barbitarico, por lo que se hace necesario la implementacién

de técnicas auxiliares para la identificacion de un barbiturico en especifico.
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Resulta muy sencilla la deteccion de barbitdricos en diferentes muestras afiadiendo
solamente reactivos que formen complejos coloreados estables con el nucleo
barbitarico. Por ejemplo, los reactivos conocidos como Parry-Koppanyi, Dille-
Koppanyi y el reactivo de Zwikker que se basan en la formacion de un compuesto de

coordinacion coloreado.

El reactivo llamado Parry-Koppanyi consiste en una mezcla de nitrato de cobalto (1)
(Co(NO3),) y una disolucién de isopropilamina. Con esta mezcla se obtiene un color
violeta al formar el complejo. Analogo ocurre con el reactivo Dille-Koppanyi, que se
diferencia del primero en la utilizacién de acetato de cobalto (Il) (Co(CH3C00),) en
lugar de Co(NO;3),. Un color rojo azulado se obtiene al afadir a la mezcla
primeramente sulfato de cobre (Il) (CuSO,) y luego una solucién cloroférmica de
piridina. Esta combinacion recibe el nombre de reactivo de Zwikker (M. Dille y
Koppanyi, 1934, R.J. Flanagan et al., 1995, Theodore Koppanyi et al., 1933).

Cromatografia de capa delgada

Los métodos de TLC son ventajosos por su bajo costo en términos de capital, equipo y
otros costos iniciales. No obstante, requieren un elevado indice de mano de obra y
considerable experiencia para su utilizacion precisa debido a la naturaleza subjetiva de
su interpretacion, en general son menos sensibles que otras técnicas. Se recomiendan
como ensayo de confirmacion de los resultados de inmunoensayos de determinacion
(ONU, 2007).

En situaciones en que los recursos limitan a los laboratorios a la utilizacion exclusiva de
la TLC, los resultados del ensayo no se deben utilizar como la Unica prueba de la
presencia de drogas ni cuando pueden tener efectos graves sobre el individuo. Si no se
dispone de equipo mas avanzado, una solucién aceptable puede ser una confirmacion
utilizando por lo menos un sistema alternativo de disolvente y/o reactivos de deteccion
de TLC (ONU, 2007).

Inmunoensayos

Los inmunoensayos son el método preferido cuando se deben analizar grandes
cantidades de especimenes en un periodo limitado. Los resultados de la prueba son

rapidos, faciles de leer y no requiere de instrumentacion o reactivos adicionales. Los
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métodos mas comunmente utilizados son el radio-inmunoensayo, el inmunoensayo
enzimatico, el inmunoensayo de polarizacién por fluorescencia y el de inhibicion de la

aglutinacion en latex.

En los inmunoensayos se producen interferencias. Estas dependen del tipo de
inmunoensayo, el tipo y la calidad del espécimen y, por supuesto, la presencia de
sustancias diferentes de la clase que se ha de medir en el espécimen y que pueden tener
reacciones cruzadas con el anticuerpo. Por lo tanto, el analista debe considerar siempre
la posibilidad de que haya sustancias que interfieren en un andlisis. Todos los resultados
positivos obtenidos en un inmunoensayo de determinacion deben ser confirmados por
un segundo ensayo basado en principios quimicos diferentes. La TLC, ademas de la
CG, HPLC y CG-EM se puede utilizar como ensayo de determinacion. En el Anexo 2
se amplia informacidén relacionada con algunas técnicas de deteccién de barbituricos

mediante inmunoensayos.

Por citar algunos ejemplos de tiras de inmunoensayos para la deteccion de barbituricos
en muestras de orina comercializadas internacionalmente vale mencionar las Xerion
Barbituricos Bar de la marca registrada XERION® y el test Quickscreen que funcionan
mediante un ensayo inmunocromatografico; las DRI® que son un inmunoensayo

enzimatico homogéneo que utiliza reactivos liquidos listos para usar.

La entrada a Cuba de estos métodos de inmunoensayos se hace dificil por impedimentos
de patentes y propiedad intelectual, ya que todos son producidos en Estados Unidos de
América. Por estas razones los analisis de inmunoensayos utilizados en los laboratorios
de criminalistica en Cuba son el CONCATENO, producido en el Reino Unido y el
CROMATEST de fabricacién espafiola.

La tira reactiva CONCATENO se utiliza exclusivamente para la deteccion de drogas en
la orina. Es un inmunoensayo cromatografico de flujo lateral que se basa en el principio
de las reacciones inmunoquimicas. La prueba CROMATEST es un inmunoensayo

cromatografico rapido basado en el principio de uniones competitivas.
1.3.2. Analisis cuantitativo de barbituricos

En el analisis cuantitativo de los barbituricos se han desarrollado métodos que van

desde la electroforesis a las mas variadas formas combinadas de la cromatografia
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liguida o gaseosa con diferentes sistemas detectores. A continuacion se muestran

algunos ejemplos.
Electroforesis

En 1991 W. Thormann y otros, publican los resultados de un andlisis de barbituricos en
plasma y orina por electroforesis y cromatografia capilar electrocinética, con deteccion
de multiples longitudes de onda en una columna de exploracion rapida. Cuando se
trabajaron muestras de orina, fue necesario la extraccion de los barbitdricos antes del
analisis. Con el suero humano, se muestra que varios barbituricos, incluyendo
fenobarbital, eluyen libres de interferencias frente al acido urico y las proteinas,
permitiendo que estas sustancias se determinen mediante inyeccion directa de muestras.
Se demostrd ademas la necesidad de deteccion de multiples longitudes de onda en un
intervalo de longitud de onda relativamente amplio como medio de confirmacion de
pico en los andlisis capilares electrocinéticos y se expusieron las limitaciones de esta
técnica para compuestos con comportamiento de retencién y espectros de absorcién

similares (Thormann et al., 1991).
Cromatografia de gases

Una metodologia analitica fue desarrollada y validada en 2008 para la determinacion de
butabarbital, pentobarbital y fenobarbital en muestras de sangre, utilizando aprobarbital
como estandar interno. Para la identificacion de los diferentes farmacos se llevo a cabo
una ELL con posterior separacion cromatografica empleando una columna con helio

como gas portador y un detector de ionizacion de llama (Daza et al., 2008).

La preparacion de muestras para la CG y la CG-EM suele incluir la preparacion de
derivados quimicos del analito objetivo. Aunque este paso adicional puede requerir méas
tiempo y gastos en razon de los reactivos utilizados, se recomienda no obstante la
derivatizacion porque puede proporcionar una mayor sensibilidad; los compuestos
derivados pueden ser térmicamente mas estables; se pueden mejorar las propiedades
cromatograficas, es decir, la forma del pico, los tiempos de retencion y las separaciones;
el espectro de masas contiene iones que son mas adecuados para la CG-EM en el
seguimiento del ion seleccionado que el espectro de las formas no derivatizadas (ONU,
2007).
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Brochmann-Hanssen y E. Olawuyi Oke publicaron en el Periédico de Ciencias
Farmaceuticas un estudio demostrando que la inyeccion de disoluciones metanolicas de
derivados de sales de trimetilanilinio de barbitdricos, alcaloides fendlicos y
dimetilxantinas, produce descomposicion térmica en el inyector para dar derivados de

metilo adecuados para CG cuantitativa (Brochmann-Hanssen y Olawuyi Oke, 1969).
Cromatografia liquida de alta resolucion

Un método basado en la técnica HPLC fue utilizado para la identificacion y
cuantificacion de 12 barbitdricos a niveles toxicos y terapéuticos en plasma, orina,
contenido gastrico, sangre postmortem y tejidos. EI método resultd ser rapido, sensible,
reproducible, relativamente selectivo y aplicable a una gran variedad de fluidos
bioldgicos. Se ha utilizado regularmente en analisis forenses y clinicos toxicoldgicos
(Mangin et al., 1987).

Cromatografia de gases con acople de espectrometria de masas

La CG-EM es el método mas sensible disponible para confirmar la presencia de drogas
en un espécimen. Es el método con menos probabilidades de ser impugnado en un
tribunal y debe ser considerado como un activo necesario e importante de los programas
nacionales en los que los laboratorios de control seran la fuente final de la confirmacion

de los ensayos puestos en tela de juicio (Clark, 2011, Kenneth A. Rubinson, 2001).

Dado que algunos barbitdricos tienen el mismo espectro aun después de la metilacion
(por ejemplo, amobarbital y pentobarbital) cuando se utiliza la modalidad de impacto de
electrones, el criterio actual consiste en utilizar la ionizacién quimica de iones positivos
con metano como gas de reaccién. Los iones de mayor uso para la cuantificacion de

barbitaricos bajo fiscalizacion internacional se reflejan en el Anexo 3.

En 1997 se aplic6 SPME junto con la trampa de iones cuadrupolo en la CG-EM a la
determinacion de fenobarbital, secobarbital, amobarbital, pentobarbital, barbital,
butabarbital y butalbital. Se utiliz6 una fibra para SPME de Carbowax-divinilbenceno
de 65 um para extraer con exito barbitdricos de una solucion acuosa. Ademas, se evaluo
el método con respecto a la linealidad, el limite de deteccidn, la precision, el tiempo de

desorcion y el efecto de la sal: el limite de deteccion fue 1 ng/mL. Se establecio
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linealidad para los barbitdricos en un intervalo de concentracion de 10-1000 ng/mL, con
coeficientes de correlacion 0,99. En general, la precision del método vario entre 2,2 % y
6,5 %, dependiendo del barbitarico. SPME se aplicé a la identificacion y la

cuantificacion de los barbituricos en una matriz de orina (Hall y Brodbelt, 1997).

Zhao, Haixiang Qiu, Yueming Li, y Xiang desarrollaron un nuevo método para el
cribado répido y el andlisis de confirmacion de los residuos de barbital, amobarbital y
fenobarbital en cerdo por CG-EM. Los barbitdricos se derivatizaron con yoduro de
metilo (CH;I) bajo irradiacion de microondas. El limite de deteccidn de barbital fue de
0,2 pug kg-1 y el de amobarbital y fenobarbital fueron de 0,1 pg kg-1. El limite de
cuantificacion fue de 0,5 pg kg-1 para tres barbituricos. Se lograron recuperaciones
satisfactorias que oscilaron entre el 75 % y el 96 % de los tres barbitdricos enriquecidos
con carne de cerdo, con desviaciones estandar relativas en el rango de 2,1-7,8 % (Zhao
et al., 2007).

En el congreso de la Confederacion Unificada Bioquimica de la Republica Argentina en
2013 se expuso un trabajo realizado por la Universidad de Buenos Aires donde se
desarrollan varios métodos para determinar drogas en abuso, incluyendo el fenobarbital,
en muestras de orina, plasma/suero, bilis, pelo y otros en muestras clinicas y forenses.
Los métodos de analisis citados se basan en la cromatografia liquida en combinacién
con la espectrometria de masas de ionizacion a presion atmosférica. Estos métodos se
usaron para analisis general, confirmacién y cuantificacion de 16 drogas comunmente
prescriptas en muestras de sangre. Se utilizo HPLC-MS para analizar varios cientos de
muestras de sangre, encontrandose que requieren menor preparacion de la muestra,
menor tiempo de andlisis total y también limites de cuantificacion significativamente

menores (Pomilio y Vitale, 2006).
1.4. Precipitacion de proteinas

La determinacién analitica de farmacos en fluidos bioldgicos requiere de varias etapas
que van desde la coleccion de la muestra hasta el reporte final de resultados. Entre estas
etapas se incluye la desproteinizacién de la muestra. Las muestras de plasma y suero
contienen proteinas que pueden interferir en la determinacion por espectrofotometria
UV. Ademas, estas proteinas pueden deteriorar las columnas cromatograficas, para

evitar esto deben ser sometidas a una de desproteinizacién. En el caso muy particular de
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los barbitdricos, estos presentan fuertes interacciones con las proteinas, al eliminar esta

interaccion se optimiza la extraccion de fenobarbital del plasma.

Otro inconveniente habitual en el analisis de los farmacos en el plasma o el suero
utilizando métodos espectrofotométricos UV es el solapamiento espectral de las sefiales
del farmaco y las proteinas presentes. La presencia de proteinas en el plasma puede
interferir en las determinaciones realizadas por métodos espectroscopicos Yy
cromatograficos. Las proteinas presentan maximos de absorcion en la region
ultravioleta a la longitud de onda 235 nm como consecuencia de la propiedad que tienen
los enlaces peptidicos de absorber en esta region. La sefial a 280 nm se debe a la
presencia de los residuos aromaticos de tirosina y triptéfano caracteristicos de las
proteinas, los cuales también son responsables de la absorcion al UV (Yamilé Heredia-
Diaz et al., 2016).

Evidentemente, estas propiedades espectrales pueden interferir en el estudio analitico de
farmacos. Por ejemplo, los barbitdricos, cuyos méaximos de absorcion se encuentran de
238 a 256 nm. Por lo tanto, es obligatorio desproteinizar las muestras para realizar

estudios analiticos de este farmaco empleando la espectrofotometria UV.

Los principios bajo los cuales se puede realizar la precipitacién de proteinas son la
disminucion de la solubilidad, la desnaturalizacion selectiva y por afinidad son los
diferentes principios. La precipitacion por disminucién de la solubilidad se efectla por
medio de un agente precipitante. Este puede ser una sal neutra, un agente que altere el
pH de la solucién, un solvente organico o algin polimero como el polietilenglicol. En la
desnaturalizacion selectiva se producen cambios en la conformacién de las proteinas
contaminantes con el propoésito de aislar en la soluciédn la proteina de interés, utilizando
como agentes precipitantes como temperatura, pH y algunos solventes organicos.
Métodos recientes de precipitacion de proteinas se basan en la capacidad que tienen las
proteinas de formar complejos mediante interaccion de los sitios activos de éstas con

ligandos especificos (Mansir et al., 2011).

Un estudio se desarrollo con el proposito de seleccionar el agente desproteinizante que
garantice la mayor eficacia para eliminar las proteinas para la determinacién
cuantitativa de carbamazepina en sangre y suero. Se utilizaron metanol y 4acido

tricloroacético al 10 %. Las proporciones de suero/plasma-desproteinizante utilizadas
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fueron 1:2 para el metanol y 1:0,2 para el &cido tricloroacético. La evaluacién de la
eficiencia de la desproteinizacion se realizo aplicando la espectrofotometria UV-Vis,
registrandose los espectros de las muestras desproteinizadas en un rango de absorbancia
de 200-340 nm. El criterio de seleccion empleado fue la disminucion de la intensidad de
absorbancia a las longitudes de onda de maxima absorcion de las proteinas. El metanol
garantiz6 una reduccién de la absorbancia en la region espectral cercana a los 235 nm y
280 nm tanto en el suero como en el plasma. El acido tricloroacético al 10 % no mostrd

efectividad para eliminar las proteinas (Yamilé Heredia-Diaz et al., 2016).

En otro trabajo se cuantificaron un conjunto de metabolitos procedentes de espectros
protonicos de resonancia magnética a partir de extractos de sangre total y plasma
preparados por precipitacion con acetonitrilo y acido perclérico. Se evalud la utilidad de
ambos métodos de desproteinizacién para su aplicacion en un futuro estudio combinado
por espectros de resonancia magnética y reconocimiento de patrones. Los resultados
demostraron que tanto la precipitacion en acetonitrilo como la precipitacion en &cido
perclorico producen espectros con una gran cantidad de sefiales provenientes de
diversos metabolitos, sin embargo, el acetonitrilo es un disolvente mas selectivo y su
uso puede ayudar a simplificar el espectro y proveer al mismo tiempo suficiente
informacion para la automatizacion de procedimientos de clasificacion basados en la
informacion de la espectroscopia de resonancia magnética (Eloy Daniel Alvarez-Guerra
et al., 2006).

Al estudiar las condiciones para una precipitacion de proteinas efectiva se garantiza una
mayor fiabilidad de los resultados experimentales porque se evitan interferencias
espectrales de proteinas disueltas y se destruyen posibles asociaciones entre el analito y
las proteinas. Indudablemente esto también repercute en un aumento del porciento de

recobrado.
1.5. Extraccion liquido-liquido

En 1934 Theodore Koppanyi y James M. Dille proponen dos métodos de ELL de
barbitaricos de muestras de sangre. El primer método que se propone es el conocido por
Folin-Wu, utilizando tungstato sédico y acido sulfurico, el cual se refiere puede ser
exitosamente adaptado para la extraccion de barbitaricos. Sin embargo, se descubrio

que en la dilucién la hemdlisis no fue necesaria. El otro método propuesto que también
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puede ser adaptado para la extraccion de barbitdricos se basa en el método de Myers-
Wardell para la extraccion de colesterol en la sangre. Si la prueba es negativa, el
extracto puede ser concentrado sobre un bafio de agua y analizado nuevamente.

Mediante este medio se obtienen recuperaciones de barbitdricos del 88,0 a 92,7 %.
1.6. Métodos espectrométricos de absorcion UV

La absorcién UV de las disoluciones acuosas de barbitdricos esta intimamente ligada a
su pH, ademas, las formas no ionizadas solo absorben muy débilmente. Esta
observacion unida a las concentraciones relativamente elevadas de barbiturico en
especimenes bioldgicos constituyen la base de determinacion mediante diversos
métodos espectrofotométricos (R.J. Flanagan et al., 1995, ONU, 2007).

Tabla 1.1. Longitud de onda de absorbancia maxima de barbituricos a diferentes
valores de pH basico (ONU, 2007).

Barbitaricos pH 10 pH 13 Barbitaricos pH 10 pH 13
Alobarbital 241 nm 256 nm Fenobarbital 239nm 254 nm
Amobarbital 240nm 255 nm Metilfenobarbital 244nm 243 nm

Barbital 239 nm 254 nm Pentobarbital 239nm 255 nm
Butobarbital 239 nm 254 nm Secobarbital 239nm 254 nm
Ciclobarbital 239 nm 256 nm Vinilbarbital _ 247 nm

Estas técnicas no se aplican en general a los otros grupos de drogas sometidas a
fiscalizacion. Los barbitiricos muestran poca absorcién UV a un pH acido y un cambio
en la posicién de los maximos de absorcion a pH 13y pH 9-10. Los limites de deteccidn
de estos métodos son deficientes, por lo que se utilizan solamente en situaciones en que
se trata de grandes cantidades de barbituricos, por ejemplo, casos de sobredosis (ONU,
2007).

Luego de extraer los barbituricos del plasma con un disolvente se pueden estimar por
colorimetria a 550 nm después de la formacion de un derivativo coloreado con un
reactivo de cloruro mercurico-difenilcarbazona (ONU, 2007). Esta es una determinacion
indirecta, al afadir un exceso de mercurio a la muestra problema se produce la
precipitacion del fenobarbital y luego se cuantifica el excedente de mercurio con el

indicador metalocromico de difenilcarbazona.
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Alternativamente, se puede utilizar la espectrometria en el rango UV si tras la
extraccion posterior del disolvente es recolectado en un medio donde exista una baja

probabilidad de interferencias.

1.6.1. Algunos métodos que integran la extraccion liquido-liquido

con cuantificacion por espectrofotometria UV

En Toxicologia Analitica Bésica (R.J. Flanagan et al., 1995) se reporta otra forma de
cuantificacion de fenobarbital en plasma sanguineo. Luego de la precipitacion de
proteinas con 2 mL de HCI al 10 % se realiza una extraccion con 60 mL de éter dietilico.
Segun esta técnica el extracto es agrupado y afiadido a un nuevo embudo separador que
contenga 10 mL de un buffer de tetraborato de sodio (pH 8,4). Después se agita, se deja
reposar y se desecha la fase acuosa. Posteriormente se afiade una mezcla de sulfato de
sodio y carbon activado, se agita y filtra el extracto a un erlenmeyer donde el extracto es
evaporado a sequedad y se reconstituye el extracto en 5 mL de agua destilada.
Finalmente se necesita volver a filtrar antes de pasar al analisis mediante espectrometria
uv.

El andlisis espectrométrico se debe realizar en un espectrofotdmetro de doble has a 240
nm midiendo la absorbancia de la muestra a pH 10 y pH 2. Los célculos se realizan

utilizando la formula siguiente:
CB = (Absorbancia a pH 10 — Absorbancia a pH 2) - FD - 25 Ecuacion 1.1

Donde CB es la concentracion de barbitarico expresada en mg/L, FD es el factor de

dilucion.

A 240 nm la mayoria de los barbitaricos, incluyendo el fenobarbital, poseen un maximo
de absorcién a pH 10 y practicamente no absorben a pH 2. En este método se cuantifica
el fenobarbital total basandose en que al cambiar el pH de la disolucion todo el
fenobarbital pasa de su forma molecular (pH 2, donde casi no absorbe a 240 nm) a su

forma ionizada (pH 10).

Esta diferencia de absorbancia es la correspondiente a la conversion de todo el
fenobarbital de una especie quimica a otra y es la magnitud que se correlaciona de
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forma lineal con las diferentes concentraciones del analito para la determinacion

cuantitativa en el presente estudio.

Otro método propuesto en el libro Bioquimica Préctica (Plummer y Barrera, 1981) se
realiza afiadiendo a un embudo separador que contenga de 5 a 10 mL de muestra hasta
18 veces este volumen de cloroformo dividido en tres extracciones simultineas. Este
extracto es agrupado y filtrado con papel Whatman No 38 hacia un nuevo embudo
separador donde se lava dos veces con cinco mL de un buffer de fosfato. Al desechar
por segunda vez el buffer se agregan 10 mL de hidréxido de sodio (0,45 mol/L), se agita
fuertemente y se deja reposar hasta que se separen las fases recuperando la fase acuosa
para la cuantificacion. La cuantificacion se realiza de forma similar al método explicado
anteriormente, solo que en este la longitud de onda de trabajo es 254 nm, la absorbancia
se mide a pH 10 y pH 13 y la ecuacion para la cuantificacion esta en funcion de los

coeficientes de extincion:

Coeficiente de extincion de la muestra

CB 20 Ecuacion 1.2

Coeficiente de extincién del patrom

Donde CB es la concentracion de barbituricos expresada en mg/L. El coeficiente de
extincion de la muestra es el coeficiente de extinciébn medido a pH 13 menos el
coeficiente de extincion a pH 10. De igual manera se calcula el coeficiente de extincion
del patrén. A 254 nm resulta anadlogo que a 240 nm, con la excepcion que a esta
longitud de onda el maximo de absorcién se encuentra a pH 13 y no a pH 10. La
diferencia de absorbancia en este caso estd asociada al fenobarbital que pasa de su

forma ionizada (pH 10) a su forma doblemente ionizada (pH 13).
Comparacion de los métodos de R.J. Flanagany D.T. Plummer

Para el presente estudio se consideraron criticamente las ventajas y desventajas de
ambos métodos teniendo en cuenta los diferentes disolventes, el buffer, la recoleccién
del extracto final en la ELL y en los valores de pH y longitud de onda para la

cuantificacion del fenobarbital mediante espectrometria UV.
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Eleccién del disolvente

La seleccion de un sistema de disolventes para los procedimientos de ELL debe tener en
cuenta la salud y seguridad del personal de laboratorio, evitando, de ser posible, los

peligros de toxicidad y la inflamabilidad asegurando la prevencion de riesgos.

Los resultados de un estudio comparativo de la eficiencia de la extraccion de
barbituricos de orina y plasma donde se utilizan cinco disolventes diferentes (hexano,
éter etilico, tolueno, n-butil cloruro y cloroformo) indican que la extraccién de una
muestra de 2 mL de agua y plasma a un pH acido con 10 mL de disolvente dio los

porcentajes de recuperacion que se indican en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Eficiencias de extraccion de barbituricos del agua y el plasma”® (ONU,
2007).

Recuperacion (%) de Recuperacion (%) de

Disolvente
agua/orina plasma
n-butil cloruro 34-51 13-38
cloroformo 45 -78 41 - 68
éter etilico 81-97 78 - 93
hexano 0-14 0-8
tolueno 15 - 67 5-49

El hexano y el tolueno dan porcentajes de recuperacion bajos, mientras que el n-butil
cloruro, el cloroformo y el éter etilico dan porcentajes de recuperacion adecuados.
Notoriamente el cloroformo y el éter etilico poseen los mayores porcientos de
recuperacion, por esto fueron comparados en cuanto a niveles de costo, toxicidad,
inflamabilidad y solubilidad del fenobarbital (Ver Tabla 1.3). Tomando las medidas
adecuadas para el trabajo en el laboratorio y con el fin de obtener buenos resultados en
la extraccion del fenobarbital fue escogido el éter etilico como disolvente en el proceso

de extraccion liquido-liquido.

A Los datos se refieren sdlo a barbitlricos sujetos a fiscalizacion internacional.
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Tabla 1.3. Comparacion entre éter etilico y cloroformo (Clark, 2011, VERAVITRUM,
2014).

Cost Solubilidad
osto
Disolvente Toxicidad (en humanos) Inflamabilidad del
fenobarbital
Dosis letal (via oral): 420
: : lgeni3
Eter etilico mag/kg Inflamable 430/L .
m
Irritabilidad (ojos): 100 mg/L
Dosis letal (via oral): 140
mg/kg , 1 gen 40
Cloroformo ) ) No inflamable  410/L
Dosis letal (inhalado): 100 mL

mg/L

Recoleccién del fenobarbital

El método reportado en Toxicologia Analitica Basica propone una metodologia més
compleja, e incluye dos filtraciones por gravedad, evaporar a sequedad el éter dietilico y
reconstituir el extracto seco en 5 mL de agua destilada. Oportunamente se considerd
colectar el analito en una disolucion concentrada de NaOH al extracto contenido en el
éter dietilico como se plantea D.T. Plummer porque la ionizaciéon de los dos grupos
amino de los barbitaricos incrementa ostensiblemente la solubilidad en agua en medio
alcalino (Clark, 2011). Ademaés, al analizar posibles casos de intoxicaciéon el
fenobarbital debe encontrarse en altos valores de concentracion y en esos casos la
dilucion posibilita que a estos valores de concentracion se mantenga la linealidad de la

curva.
Valores de pH y longitud de onda

Los metodos reportados por la literatura consultada realizan la cuantificacion mediante
espectrofotometria UV a dos longitudes de onda distintas, segin los valores de pH a los

que se realiza la lectura de absorbancia (Ver epigrafe 1.6.1).
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1.7. Curva de calibracion

La curva de calibracion o patrdon refleja la relacion existente entre cantidad/contenido
del analito en una solucion de muestra y la respuesta de la medicidn resultante. La
respuesta de la medicion debe ser determinada utilizando al menos 6 puntos de
medicion diferentes. Las determinaciones se hacen sobre las muestras de referencia o
sobre muestras—blanco a las cuales se les ha afadido el analito en concentraciones
exactamente distribuidas cubriendo el rango de trabajo completamente. El experimento
se repite, al menos una vez. Los resultados pueden presentarse graficamente, se debe dar
la ecuacion de la regresion lineal, asi como el coeficiente de correlacion como una
medida de la distribucion (r>0,99). Para obtener la mejor recta que se ajusta a los
puntos experimentales, se procede a realizar lo que se denomina regresion lineal (A.C.
Calpena Campnamy et al., 1990, Cels, 1989, NC, 2014, Serret, 1996).

1.8. Analisis de regresion y linealidad

La linealidad es la capacidad de un método analitico de obtener resultados linealmente
proporcionales a la concentracion de analito en la muestra dentro de un intervalo
determinado. En muchos casos se considera la linealidad como criterio inicial de
validacion (A.C. Calpena Campnamy et al., 1990, Cels, 1989, Serret, 1996).

El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre disoluciones patron del analito
como sobre muestras problemas que contengan concentraciones crecientes del analito.
Se preparan una serie de patrones de analito de concentraciones crecientes. EI nimero
de disoluciones patron pueden ser de 3 a 10 y el intervalo de concentraciones se
selecciona de acuerdo con las cantidades esperadas de analito en la muestra (A.C.
Calpena Campnamy et al., 1990, Cels, 1989, Serret, 1996).

Para tener valores aceptables de los parametros de linealidad es necesario que la
ecuacion de la recta de regresion sea de la forma y = bx + a, poseer un coeficiente de
correlacion superior a 0,99, el coeficiente de variacion de los factores respuestas
inferior o igual al 5 %, la desviacion estandar relativa debe ser inferior al 2 % vy el
intervalo de la prueba de proporcionalidad debe incluir al cero para p = 5 (Cels, 1989,
Serret, 1996).
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1.8.1. Coeficiente de correlaciéon

El coeficiente de correlacion refleja el grado de relacién entre las variables x
(concentracion), e y (la respuesta). Su valor maximo es 1. Si r es cercano a 0, el ajuste
es pobre y la relacién es débil y no existe; si r es cercano a la unidad, el ajuste es bueno
y esto es indicativo de una fuerte relacion entre x e y, es decir, existe correlacion con
una probabilidad elevada. En andlisis quimico se obtienen valores de r elevados, iguales
o0 superiores a 0,999, si bien el andlisis de trazas se acepta valores méas bajos (iguales o
superiores a 0.990) (Cels, 1989, Serret, 1996).

1.8.2. Varianza de la pendiente b de la recta de regresion

La pendiente b se llama también coeficiente de regresion. A mayor pendiente, mayor
respuesta del método frente a los cambios de concentracion del analito. La varianza de
la pendiente S? se utiliza como expresion matematica de la linealidad partiendo de que a
menor varianza mejor linealidad. La desviacion estandar o error estandar de la
pendiente y la desviacion estandar relativa, también pueden ser empleadas para expresar
la linealidad. EI criterio de aceptacion debe cumplir con que S, , (%) debe ser menor o
igual que el 2 %. Los limites de confianza de la pendiente se hallan a partir de la
expresion: b + tS,, siendo t el valor de Student para n — 2 grados de libertad a la
probabilidad escogida (p = 0,05) (Cels, 1989, Serret, 1996).

1.8.3. Test de proporcionalidad

En el caso ideal el valor de la intercepcién con el eje de las ordenadas el origen
debe ser cero pues indica el error sistematico del método. Los limites de confianza
del término independiente sona + tS, siendo t el valor de la distribucion de
student para n-2 grados de libertad a la probabilidad escogida, generalmente p =
0,05. Si los limites incluyen el cero, se cumple la condicion de proporcionalidad
(Cels, 1989, Serret, 1996).
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1.8.4. Sensibilidad de calibrado

La sensibilidad de calibrado o coeficiente diferencial entre la sefial medida y la
concentracion del analito es igual al valor de la pendiente de la curva de calibrado a
una concentracion determinada. En el caso de una calibracion lineal, la pendiente b
de la recta de regresion coincide con la sensibilidad de calibrado y con el factor
respuesta. La sensibilidad indica la capacidad de respuesta del método analitico a
pequefias variaciones de la concentracion del analito. En un método analitico
sensible, ligeros (Cels, 1989, NC, 2014, Serret, 1996).

1.9. Seleccion de la matriz para la cuantificacion de

fenobarbital

En general, los barbitdricos suelen ser detectados en la orina hasta 24 horas después de
su uso en el caso de barbitaricos de accion corta, como el pentobarbital y el
secobarbital. Durante un periodo mucho mayor respecto de los barbitaricos de accién
larga, como el fenobarbital (hasta 14 dias 0 mas) (ONU, 2007).

Considerando el largo tiempo de retencion del fenobarbital en orina se propone realizar
el andlisis cualitativo en este medio, preferencialmente mediante inmunoensayos. Luego
se debe efectuar la cuantificacion en los casos positivos. No obstante, en los métodos
recomendados por la Organizacion de Naciones Unidas para la deteccién y ensayo de
barbitdricos se establece que la cuantificacion no debe realizarse en la orina porque las
concentraciones no se pueden relacionar con una dosis de droga o tiempo desde la
ultima dosis determinados. Esto es consecuente con el hecho de que la excrecion por la
orina depende del volumen de agua excretado, la eliminacion de creatinina (funcion

renal) y el tiempo transcurrido desde la Gltima dosis

Algunos barbituricos, como el fenobarbital son metabolitos de otros barbituricos y otras
drogas, como la primidona, aunque pueden ser utilizados como drogas directamente.
Hay que tener en cuenta esta posibilidad en cualquier interpretacion de la presencia de
barbitaricos detectada en la orina y también la gran diferencia en la capacidad de los
individuos para metabolizar drogas y, por lo tanto, hay cantidades variables de la droga

principal excretada en la orina. Las concentraciones en la orina no permiten inferir el
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grado probable de intoxicacion por lo que queda descartada para el analisis cuantitativo,
a diferencia que la sangre, suero o plasma, que si permiten una estimacion del grado de
uso de barbitdricos (ONU, 2007).

La sangre (o el suero o el plasma) se puede utilizar para obtener una estimacion del
grado de uso de drogas porque el fenobarbital tiene una semivida de 53 a 118 horas
(media: 79 horas) en el plasma. En los nifios recién nacidos la semivida plasmética es de
60 a 180 horas (media: 110 horas) (Hunter J, 1971, Painter MJ, 1999).

La sangre estd compuesta por dos fracciones bien diferenciables que son las células
sanguineas y el plasma sanguineo. Las células constituyen del 40 al 50 % del volumen total
de la sangre; el volumen restante corresponde al plasma, en el que esta presente una gama
de compuestos quimicos. Las células sanguineas son de tres tipos: eritrocitos o glébulos
rojos, especializados en la transportacion de oxigeno y didxido de carbono; leucocitos o
glébulos blancos, centrados en el sistema inmune para la defensa contra las infecciones; y
las plaquetas, que intervienen en el proceso de coagulacion de la sangre. El plasma
sanguineo esta compuesto por un 90 % de agua y un 10 % de solutos, de los cuales el 10 %

son sales idnicas, 20 % moléculas organicas pequefias, y el 70 % proteinas.
1.10. Interpretacion de los resultados

En la Tabla 1.4 se muestran las concentraciones usuales relacionadas con el uso
terapéutico y las posiblemente relacionadas con el desarrollo de sintomas toxicos
(ONU, 2007).

La dosis letal minima estimada es 1,5 g, aunque luego de la ingestién es posible
recobrar 16 g. Los efectos tdxicos estan asociados con concentraciones sanguineas de 4
0 17 a 90 mg/L vy las letales de 4 o 45 a 120 mg/L. Para personas con un grado de
tolerancia la concentracién fatal en sangre se encuentra en el rango de 10 a 300 mg/L
(Parker, 1970, Clark, 2011).
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Tabla 1.4. Concentraciones terapéuticas y toxicas de barbituricos en la sangre® (ONU,
2007).

Barbitarico Nivel terapéutico Nivel minimo de

maximo (mg/L) toxicidad (mg/L)
Alobarbital 40 50
Amobarbital 12 10
Barbital 30 20
Fenobarbital 40 3
Metilfenobarbital 15 40
Pentobarbital 10 5
Secbutabarbital 10 10

En 12 muertes causadas por intoxicacion con fenobarbital las concentraciones se
reportaron entre 15 y 540 mol/L en la sangre, de 0 a 833 mg/L en el cerebro, de 17 a
867 mg/L en los rifiones y de 24 a 1450 mg/L en el higado (Clark, 2011, Sunshine | y E,
1957).

B Las concentraciones indicadas en la tabla constituyen sdlo una guia. Las concentraciones en plasma
deben interpretarse con cautela. Los efectos toxicos de los barbitricos dependen del grado de tolerancia
desarrollado por la persona o presencia de cualquier enfermedad natural de las vias respiratorias o
cardiovasculares, la presencia de cualquier otra droga sicoactiva, por ejemplo, el alcohol y otras drogas
que deprimen el SNC ONU 2007. Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito.
METODOS RECOMENDADOS PARA LA DETECCION Y ENSAYO DE BARBITURICOS Y
BENZODIAZEPINAS EN ESPECIMENES BIOLOGICOS..




Materiales y métodos

En el presente capitulo se definen las condiciones bajo las cuales se desarrollo el
procedimiento analitico de la extraccion del analito de la matriz, diferencias entre los
diferentes métodos de cuantificacion, asi como materiales, equipos e instrumentos

empleados.

2.1. Seleccion y toma de las muestras

De acuerdo con lo regulado por la Organizacién de Naciones Unidas para este tipo de
analisis toxicologico en los laboratorios de criminalistica no se debe efectuar la
cuantificacion en la orina, por ello se considerd trabajar con muestras de sangre o sus
derivados (suero o plasma). Para el analisis cuantitativo se selecciond finalmente la
matriz plasmatica por poseer una menor complejidad en su composicion con respecto a

la sangre, aspecto que contribuye a evitar posibles interferencias espectrales.

El plasma utilizado para esta investigacion fue obtenido por mediacion del Banco
Provincial de Sangre de Sancti Spiritus. La muestra provino de un donante voluntario
perteneciente al grupo sanguineo A, factor positivo.

2.2. Condiciones para la precipitacion de proteinas

Tomando en consideracion los argumentos planteados en el epigrafe 1.4 no existe
unidad en cuanto a criterio de agente precipitante. Por lo tanto, para el desarrollo de la
presente investigacion se propuso un estudio comparativo de varios agentes
desproteinizantes en diferentes proporciones considerando siempre muestras de 5 mL de

plasma.

Se decidio realizar la precipitacion siguiendo el principio de disminucion de la

solubilidad. Para ello se utilizaron un solvente organico, en este caso metanol, y dos
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agentes modificadores del pH, el acido tricloacético y el acido clorhidrico. Las
cantidades afiadidas y las respectivas concentraciones con las que se realizaron los

ensayos se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Condiciones para la precipitacion de proteinas.

Agente desproteinizante Volumen Concentraciones
1mL® 10 %
Acido tricloroacético 2mL 30 %
1mL 80 %
Metanol 10 mLA 99 %
2 mLP 10 %

Acido clorhidrico

1mL 35 %

Reactivos

e Acido clorhidrico p.a. (35 %), marca Sigma-Aldrich
e Acido tricoloroacético p.a. (98,5 %), marca Unichem
e Metanol p.a. (99 %), marca GERMED

e Agua desinizada
Utensilios

e Micropipetas marca Accumax PRO de 100 a 1000 pL
e Pipeta aforada de 20 mL
e Matraz aforado de 100 mL

© Valor reportado en YAMILE HEREDIA-DIAZ, MACHADO-GARCIA, R., MENDOZA-SUAREZ,
M., JARDINES-CALA, D. y ALBISVAZQUEZ-DOMINGUEZ 2016. Desproteinizacion de muestras de
suero y plasma para el estudio analitico de carbamazepina. Revista Cubana de Quimica.

D Valor reportado en R.J. FLANAGAN, R.A. BRAITHWAITE, S.S. BROWN, B. WIDDOP y WOLFF,
F. A. D. 1995. Basic Analytical Toxicology..
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Preparacion de disoluciones

e La disolucién de acido clorhidrico al 10 % fue preparada tomando del acido
clorhidrico (35 %) 20 mL y se enrasé con agua desionizada a 100 mL.

e Las disoluciones de TCA se prepararon pesando y trasvasando de forma
cuantitativa 80 y 30 g de TCA a un matraz de 100 mL para tener

concentraciones al 80 y 30 % respectivamente.
2.3. Metodologia para la extraccion liquido-liquido

En el epigrafe 1.6.1 se realiza una comparacion de los métodos de extraccion propuestos
por R.J. Flanagan y D.T. Plummer en cuanto al disolvente a utilizar y la recoleccion del
extracto final que resultaria méas factible. Considerando los resultados obtenidos por
ambos autores se seleccion6 como disolvente el éter dietilico y recolectar el extracto
final en 10 mL de NaOH (0,45 mol/L).

Reactivos

e Acido clorhidrico p.a. (35 %), marca Sigma-Aldrich
e Hidrdxido de sodio p.a. (99 %), marca Sigma-Aldrich
e Acido sulfarico p.a. (95-97 %), marca Sigma-Aldrich
e Eter dietilico p.a. (99 %), marca Sigma-Aldrich

e Fenobarbital p.a. (99,9 %), marca Sigma-Aldrich

e Metanol p.a. (99 %), marca GERMED

Utensilios

e Micropipeta marca Accumax PRO de 10 a 100 pL
e Micropipeta marca Accumax PRO 100 a 1000 pL
e Embudos separadores de 250 mL

e Beakers Pyrex de 50 mL

e Embudo de vidrio

e Erlenmeyer de 100 mL

e Pipetade 10 mL
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e Vialesde1,5mL

e Probetas de 10 y 50 mL

e Cubetas de cuarzo marca Hellma, con 10 mm de paso Optico
e Pipeta graduada de 10 mL

e Matraz aforado de 100 mL

e Matraz aforadode 1 L

Equipos

e Balanza analitica Sartorius BP121S
e Espectrofotometro UV de doble haz fabricado por GBC Scientific Equipment,
modelo Cintra 101. Se utilizaron. Este equipo tiene como registrador la version

2,2 del software Cintral.
Preparacion de disoluciones

e Para preparar la disolucion de hidroxido de sodio se pesaron 18 g se enrasaron a

1 L con agua desionizada para obtener una concentracién de 0,45 mol/L.
Procedimiento

Considerando los resultados experimentales obtenidos anteriormente se decidid
proceder a la extraccion y cuantificacion modificando algunas de las condiciones de
precipitacion de proteinas, extraccion y determinacion cuantitativa. Las pautas a seguir

en el trabajo experimental se describen a continuacién en este epigrafe.

Se colocaron 5 mL de plasma dopado con el patrén de fenobarbital en un embudo
separador de 250 mL y se agreg6 1 mL de &cido clorhidrico al 35 % para lograr la
precipitacion de las proteinas plasmaticas. Para extraer el fenobarbital del plasma se
realizaron dos extracciones sucesivas con porciones de 30 mL de éter dietilico. Se

trasvasd el extracto obtenido en éter dietilico a un segundo embudo separador
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conteniendo 10 mL de buffer®, este paso contribuye a eliminar interferencias. Se agitd
por un minuto y dejo reposar por cinco minutos y se desecha la fase acuosa inferior por
el vastago del embudo. A la fase etérea le fueron adicionados 10 mL de una disolucién
de NaOH de concentracion 0,045 mol/L (llegando a pH 13) y con el fin de colectar en
esta fase el extracto final. Este extracto alcalino se envasé en un tubo de ensayo para

luego efectuar la cuantificacion utilizando la espectrofotometria UV.
2.4. Seleccion del buffer

Se realizd un estudio comparativo entre los buffers utilizados en los dos métodos
descritos previamente en el epigrafe 1.6.1 con el objetivo de seleccionar el que
proporcionara mejores valores de recobrado ya que el amortiguador de pH utilizado

difiere entre los métodos de R.J. Flanagan y D.T. Plummer.
Reactivos

e Acido clorhidrico p.a. (35 %), marca Sigma-Aldrich

e Tetraborato de sodio p.a. (99,5 %) marca Unichem

e Dihidrégenofosfato de sodio dodecahidratado p.a. (99 %), marca Unichem
Hidrogenofosfato de sodio dihidratado p.a. (98,5-101 %), marca ALPHA
CHEMIKA

e Agua desionizada
Utensilios

e Beakers Pyrex de 50 mL

e Pipeta graduada de 10 mL
e Matraz aforado de 100 mL
e Matraz aforado de 1 L

e Probeta graduada de 50 mL

E En el epigrafe 2.4 se explica como se realiza la eleccion del buffer a utilizar, el cual quedo sujeto a
resultados experimentales que se obtuvieron siguiendo este procedimiento de extraccién y Gnicamente se
sustituyo respectivamente el buffer de fosfato y el de tetraborato.

"N —
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Equipos
e Balanza analitica Sartorius BP121S
Preparacion de disoluciones

e El 4acido clorhidrico al 5 % se preparé tomando de la disolucién concentrada (35
%) 10 mL y se enrasd a 100 mL.

e Para el buffer de tetraborato de sodio (pH 8,4) se pesaron 11,2 g de tetraborato
de sodio y se afiadieron cuantitativamente a un matraz que contenia 38 mL de
acido clorhidrico al 5 % para luego enrasara 1 L.

e Se pesaron 24,14 g de dihidrégenofosfato de sodio dodecahidratado y 87,85 g de
hidrogenofosfato de sodio dihidratado para enrasar a 1 L para preparar el buffer
de fosfato de pH 7,4.

Procedimiento

En la eleccion del buffer para la cuantificacion se realizaron tres extracciones con el
buffer de tetraborato de sodio (pH 8,4) y tres con el buffer de fosfato (pH 7,4) de sodio
para comprobar los recobrados. Para determinar la efectividad de cada buffer se
procedio a la extraccion segun se describi6 en el epigrafe anterior y se determinaron los

porcientos de recobrado.
2.5. Seleccion de la longitud de onda de trabajo

Para seleccionar la longitud de onda de trabajo y los valores de pH Optimos para la
cuantificacion se realizaron tres espectros a una disoluciéon de fenobarbital en agua
desionizada con una concentracién de 25 mg/L. Las lecturas de los tres espectros se
realizaron en el rango de 200 a 300 nm. Los respectivos valores de pH a los que fueron
registrados fueron de 2, 10 y 13. Estos valores de pH propician que el fenobarbital se
mantenga en su forma molecular (pH 2), simplemente ionizada (pH 10) y doblemente
ionizada (pH 13).

En la presente investigacion se decidio llevar a cabo un estudio comparativo de ambos

métodos para determinar bajo qué condiciones y pardmetros se obtiene una mejor

] 2o I
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correlacion entre las diferencias de absorbancia y la concentracion del analito. A este
estudio se le atribuyd gran importancia porque ninguno de los dos autores realiza la
cuantificacion mediante una curva de calibracion, sino que utilizan las ecuaciones 1.1y
1.2. En adicion, para profundizar en este estudio se decidié determinar la diferencia de
absorbancia a 240 nm a valores de pH 10 y 13 y también a 254 nm en condiciones de
pH 13y 2.

Restar de la absorbancia medida a dos valores de pH y a una misma longitud de onda
permite eliminar los incrementos de absorbancia que pueden producir las diferentes
especies quimicas presentes en el equilibrio del fenobarbital. Esto también favorece la
selectividad del método cuantitativo porque elimina posibles interferencias ocasionadas
por otras especies quimicas o fArmacos que coexisten en la matriz y sus absorbancias no

varian significativamente con el pH.
Reactivos

e Acido sulfarico p.a. (95-97 %), marca Sigma-Aldrich
e Amoniaco p.a. (25 %), marca MERCK
e Hidrdxido de sodio (99 %), marca Sigma-Aldrich

e Agua desionizada
Utensilios

e Micropipeta marca Accumax PRO de 10 a 100 pL
e Vialesde 1,5mL

e Cubetas de cuarzo marca Hellma, con 10 mm de paso 6ptico
Equipos

e Balanza analitica Sartorius BP121S
e Espectrofotometro UV de doble haz fabricado por GBC Scientific Equipment,
modelo Cintra 101. Se utilizaron Este equipo tiene como registrador la version

2,2 del software Cintral.
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Preparacion de disoluciones

e Para preparar la disolucién de hidroxido de sodio 4 mol /L se pesaron 40 g se

enrasaron a 250 mL con agua desionizada.
Procedimiento

Los valores de pH 2 se obtienen afiadiendo 25 uL de &cido sulfurico concentrado en 1
mL de disolucion. Anadiendo 12,5 pL de amoniaco al 25 % a 1 mL de disolucion se
obtienen valores de pH 10. Para obtener el pH 13 se afiaden 25 pL de una disolucién de
NaOH a 4 mol /L.

Curva de calibracién

Se decidio utilizar una curva de calibracion correlacionando con las diferentes
concentraciones del analito las restas de absorbancias medidas a una misma longitud de
onda y diferente pH. Evidentemente, asi se cumple lo establecido por las normas de
validacién para métodos analiticos. También se puede estudiar los parametros de
linealidad y regresion y se logra una mayor certeza del resultado experimental. Este
proceder constituye una mejora frente a las ecuaciones utilizadas en los métodos de R.J.

Flanagan y D.T. Plummer.

Para este estudio comparativo se prepararon cuatro curvas de calibracién a partir de
disoluciones de fenobarbital en agua desionizada. En la preparacion de estas se parte de
una disolucion de fenobarbital en metanol a 2500 mg/L, de la cual son pipeteados
diferentes alicuotas para enrase en seis matraces de 25 mL que constituyeron cada punto

de la curva de calibracion. Los volimenes y concentraciones se indican en la Tabla 2.2.

Las curvas de calibracion se realizaron representando la concentracion de los patrones
contra la diferencia de absorbancia a los valores de pH 10, 13y 2 a 240 y 254 nm. Una
vez obtenidas las curvas se compararon en cuanto a parametros de linealidad, regresion

y error relativo. El procedimiento de este analisis se muestra en el epigrafe 1.8.




Capitulo 2

Tabla 2.2. Concentraciones de la curva de calibracion y alicuotas a tomar de la

disolucién de 2500 mg/L de fenobarbital en metanol para enrase en matraces de 25 mL.

Concentracién (mg/L) Volumen (uL)
2,5 25
5 50
10 100
25 250
40 400
50 500
2.6. Recobrado y cuantificacion del fenobarbital

Luego de un procedimiento de ELL se procede al calculo del recobrado para conocer la

cantidad de analito que se ha perdido durante la extraccion.

En este estudio el recobrado no se utilizd con estos fines. El objetivo principal del
calculo de recobrado fue conocer la concentracion de fenobarbital que tenia

inicialmente una muestra problema (Ver epigrafe 3.6.1y 3.7).

Reactivos

e Metanol p.a. (99 %), marca GERMED
e Fenobarbital p.a. (99,9 %), marca Sigma-Aldrich

Utensilios

e Micropipeta marca Accumax PRO de 2 a 10 pL

e Micropipeta marca Accumax PRO de 10 a 100 pL
e Micropipeta marca Accumax PRO 100 a 1000 pL
e Beakers Pyrex de 20 mL

e Sijete matraces aforados de 25 mL
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Preparacion de disoluciones

e Para preparar una disolucién de fenobarbital en metanol a 2500 mg/L fue
necesario pesar 62,5 mg de fenobarbital y trasbasrlo a un matraz aforado de 25

mL y enrasar con metanol (99 %).
Procedimiento

Para determinar el indice de recobrado se realizé el dopaje de muestras de plasma con
fenobarbital. Las disoluciones de fenobarbital en plasma se preparan partiendo de una
solucién de fenobarbital en metanol de concentracion 2500 mg/L para seis alicuotas y
afiadirlos a 5 mL de plasma con el fin de preparar disoluciones de fenobarbital en
plasma de concentraciones conocidas. Se considerd despreciable el incremento de

volumen producto del dopaje.

Tabla 2.3. Concentraciones para el calculo del recobrado y alicuotas a tomar de la

disolucién de 2500 mg/L de fenobarbital en metanol para afiadir a 5 mL de plasma.

Concentracién (mg/L) Volumen (uL)
2,5 5
5 10
10 20
25 50
40 80
50 100
2.7. Determinacion de algunos parametros de desempefio

de la técnica espectrofotométrica

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales se calcula el coeficiente de
correlacion lineal (r), ,a varianza de la pendiente SZ, la desviacion estandar relativa de

la pendiente S;, . y el intervalo de confianza del intercepto.
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Se realiza también una prueba de t de student, para evaluar la sensibilidad del
calibrado, donde se plantea como hipétesis nula que la pendiente es igual a cero (b = 0)

y como alternativa (b =0).

Criterios de aceptacion:

Coeficiente de correlacion lineal: r > 0.99.

Pendiente: b # 0.

Desviacion estandar relativa de la pendiente: Shrel (%) < 2%.

Intervalo de confianza del intercepto: que contenga al cero.

Teniendo en cuenta los datos de las curvas individuales se determina el intervalo de
confianza de la pendiente y del intercepto para la curva de calibracion (Ver epigrafe 3.5)
con el objetivo de demostrar su linealidad y correlacion, y seleccionar la mas 6ptima en
el caso del estudio donde se comparan las cuatro curvas de calibracion (Ver epigrafe
3.2).




Anélisis y discusion de los resultados

Siguiendo las técnicas y procedimientos experimentales descritos anteriormente se

desarroll6 el trabajo de laboratorio y los posteriores procesamiento e interpretacion

quimica de los resultados obtenidos.

3.1. Precipitacion de proteinas

Los resultados obtenidos para la precipitacion de proteinas utilizando diferentes

disolventes y a diferentes concentraciones se encuentran representados en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Resultados del estudio de agentes precipitantes

Agente
desproteinizante

Volumen Concentraciones

Observaciones

1mL
Acido

10 %

No se observa una precipitacion
completa. Interfiere con el
méaximo de absorcion del
fenobarbital.

tricloroacético 2 mL

30 %

1mL

80 %

Se observa una precipitacion
completa. Interfiere con el
méaximo de absorcion del
fenobarbital

Metanol 1mL

99 %

Se observa una precipitacion
completa. El fenobarbital posee
mayor solubilidad en metanol que
en éter dietilico.

2mL
Acido

10 %

No se observa una precipitacion
de proteinas. Se obtiene un
recobrado medio de 63,39 % para
concentraciones de 30 mg/L.

clorhidrico
1mL

35 %

Se observa una precipitacién
completa. Se obtiene un recobrado
medio de 88,71 % para
concentraciones de 30 mg/L.
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Figura 3.1. Espectro del &cido tricloroacético de 220 a 300 nm.

Se logrd una precipitacién de proteinas acorde a los requerimientos propuestos, con
excepcion las disoluciones de TCA y HCl al 10 %. En el caso de la disolucion de &cido

clorhidrico al 10 % la precipitacion es la de peores resultados y casi imperceptible.

Con la adicién del metanol se logré una precipitacion 6ptima, tal como se esperaba,
porque la precipitacion con disolventes organicos produce agregados de moléculas
proteicas que favorecen la precipitacion. EI metanol presenta una constante dieléctrica
menor que la del agua y por lo tanto produce un incremento en las fuerzas de atraccion
entre cargas opuestas y una disminucion en el grado de ionizacién de los radicales de las
proteinas, y en consecuencia una disminucién en la solubilidad de éstas. Sin embargo, la
solubilidad del fenobarbital es mayor en metanol que en éter dietilico por lo que resulta
un inconveniente en la ELL del fenobarbital. En este caso se requeriria evaporar a

sequedad y reconstituir la muestra para proseguir con los procedimientos.

ElI TCA también mostré buenos resultados en la precipitacion proteica, ademas la
garantia de un medio &cido es conveniente para la extraccion del fenobarbital de la fase
acuosa. No obstante, se colecta en el extracto final segun el procedimiento de extraccion
seleccionado. Esto constituye un inconveniente porque interfiere en la determinacion
del fenobarbital. EI TCA presenta absorcion en el rango comprendido entre los 224 y
los 280 nm (Ver Figura 3.1).

Con el HCI al 35 % se logra una disminucion sustancial de la solubilidad de las

proteinas y la precipitacion ocurre practicamente en su totalidad. EI HCI no presenta
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absorbancia en la region UV y asi no representard una interferencia espectral como el
TCA.

3.2. Eleccion de los valores de pH y longitud de onda

Entre las formas ionizadas se crea un equilibrio que crea una fluctuacién en relacién al
grado de ionizacion del fenobarbital a pH 10, donde se debe encontrar la especie
simplemente ionizada y a pH 13, la doblemente ionizada. En la Figura 3.2 se observa

los espectros obtenidos para los tres pH de estudio.

H _

) 0 ﬁ O O N O i OYN 0

Y Et ?/ Ft _N Et

© 15 - HN N
e Ph Ph Ph
_CE o) o) 0

1 pH 2
§ \\ \ pH 10
o)

/\
0 T T T Tr— —
200 220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)

Figura 3.2 Espectros de disoluciones de barbitdricos a diferentes valores de pH.

Se realiz6 un estudio cuantificando fenobarbital disuelto en agua desionizada. Este
estudio esta orientado en dos directrices: conocer la diferencia de pH que favorece la
repetibilidad y reproducibilidad de los resultados experimentales, y en paralelo la
longitud de onda de lectura de las absorbancias porque el maximo de absorcion tiene
desplazamiento batocrémico con el incremento del pH. La lectura se desarrollé a pH 2,
pH 10 y pH 13 en las longitudes de onda donde se encuentran sus maximos a 240 nm
medido a pH 10 y 254 nm a pH 13. Al valorar cuél de las rectas correlaciona mejor los
datos, se puede considerar una medida de cuan lejos esta cada dato de la recta
propuesta. La mejor recta es aquella en la que la suma de las distancias al cuadrado de
los puntos a la recta sea minima. El analisis de algunos parametros de linealidad y

correlacion se encuentran en la Tabla 3.2.
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Figura 3.3. Curvas de calibracion teniendo en cuenta el méximo de absorcion a 254 nm.
A: Diferencia de absorbancia a valores de pH 13 y 2, B: Diferencia de absorbancia a
valores de pH 13y 10.
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Figura 3.4. Curvas de calibracién teniendo en cuenta el maximo de absorcion a 240 nm.
C: Diferencia de absorbancia a valores de pH 10 y 2, D: Diferencia de absorbancia a

valores de pH 10 y 13.

Tabla 3.2. Parametros de regresion y linealidad.

Parametros Curva A CurvaB CurvaC CurvaD
r 0.9992 0.9967 0.9905 0.9504
r? 0.9983 0.9934 0.9811 0.9032
Sh 4.2803-107 2.2840-107 6.2630-10° 4.3410-10°
a 0.0079 0.0187 0.0612 0.0574
b 0.0321 0.0118 0.0361 0.0127
S, 0.0007 0.0005 0.0025 0.0021
S 2.0391 4.0628 6.9381 16.3712
Test de 0.0079+0.05 0.0187+0.03 0.0612+0.19 0.0574+0.16

proporcionalidad
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Limite de
confianzadela  0.0321+0.001  0.0118+0.001  0.0361+0.007  0.0127+0.005
pendiente
F exp 2405.0791 605.8229 207.7391 37.3114
F critica 1.0344-10° 1.6169-10° 0.0001 0.0036
Error tipico 0.0290 0.0211 0.1107 0.0922
Residuales 0.1255 0.0850 0.4810 0.3970

En este caso se observd que la de menor valor residual es B, pero antes de tomar los
valores de pH y longitud de onda es necesario continuar con el anélisis de regresion
lineal. De estas cuatro curvas, el mayor grado de correlacion entre las variables
concentracion y absorbancia se encuentra en la curva A y el menor en D, esta Ultima
posee un coeficiente de correlacion ligeramente superior a 0,95. La mayor pendiente la
posee la curva C, y la curva A tiene el valor méas proximo al de C. Estos coeficientes de
regresion de C y A son ligeramente superiores que los obtenidos para las curvas
restantes. Sin embargo, la desviacion estandar relativa de la pendiente no es inferior al 2

% en ninguno de los cuatro casos, pero el mejor valor se obtiene para el caso de A.

El valor del error tipico es mucho menor en las curvas Ay B que en los casos C y D, al
igual que los valores de la varianza de la pendiente. En la prueba de proporcionalidad
los cuatro casos analizados incluyen al cero dentro de su intervalo por lo que todos
cumplen el requisito de este parametro. Segun los célculos realizados partir de la tabla
ANOVA se observa que la mayor diferencia entre F critica y F experimental es la curva
A.

Se prepararon tres disoluciones de fenobarbital de concentracién conocida con el
objetivo de determinar las respectivas concentraciones segun las curvas de calibracion
A, B, C, D y asi calcular el error relativo correspondiente a cada determinacién. Estos

resultados se pueden ver en la Tabla 3.3.

Evidentemente los mejores resultados son los obtenidos en el caso A donde se
correlaciona la concentracion con la diferencia de los valores medidos de absorbancia

en las disoluciones a pH extremos a la longitud de onda de 254 nm.
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El andlisis anterior demostro que la diferencia de los valores de absorbancia a pH 13 y
pH 2 medidos a 254 nm (caso A) obtiene la mejor correlacion de linealidad respecto a
las variaciones de concentracion del analito. Por consiguiente, se establece que la

determinacion de fenobarbital se realizara siguiendo estas pautas.

Garantizar que el analito se encuentre ionizado solo una vez, pH 10, y sean
reproducibles los valores de la absorbancia bajo estas condiciones es algo maés
complicado. Esto puede producir significativos corrimientos, hipsocromicos o
batocrémicos, en las bandas de absorcion y por lo tanto el maximo de absorbancia se
desplaza de 240 nm segun el pH real al que se realiza la lectura. Indudablemente existe
aqui un error sistematico en la determinacion del analito que se propaga desde el pH

establecido de forma inicial.

Tabla 3.3. Concentraciones y error calculados para tres muestras de concentracion

conocida segun las curvas A, B, C, D.

Error Error Error Error
Concentracion
por A B por B C por C D por D
real (mg/L)
(%)F (%)F (%)F (%)F
10,07 10,16 0,86 10,08 -0,80% 9,14 -9,28 10,52 -7,34
17,62 17,89 1,52 18,73 4,67% 16,34 -12,74 16,17 -8,23
32,73 32,86 040 35,18 7,04% 3045 -1343 2981 -8,92

Como se expresaba con anterioridad una variacién de pH tiene una marcada influencia
en la absorbancia a valores intermedios de los pK, de las dos ionizaciones del
fenobarbital. Reducir estos efectos negativos implica un control estricto de pH y
complica los procedimientos analiticos porque el extracto final es en un medio
fuertemente alcalino, pH 13. Resulté mas sencillo lograr el pH 2 por adicion de un

exceso de acido.

F Este valor representa al error relativo calculado (Conc real — Conc calculada)/Conc real donde
Conc real es la concentracion real de fenobarbital y Conc calculada es la concentracién calculada por la
ecuacion de la curva correspondiente a cada caso (A, B, C o D).
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Conc.FB =

3.3. Metodologia para la extraccion y cuantificacion de
fenobarbital por espectrofotometria UV

Considerando los resultados experimentales obtenidos anteriormente se establecieron
las pautas a seguir para la determinacion de fenobarbital en muestras de plasma el cual
se describe a en el siguiente procedimiento:

Procedimiento

v" Se colocaron 5 mL de plasma dopado con el patrén de fenobarbital en un embudo

separador de 250 mL y se agregd 1 mL de acido clorhidrico al 35 % para lograr la
precipitacion de las proteinas plasmaticas. Para extraer el fenobarbital del plasma se
realizaron dos extracciones sucesivas con porciones de 30 mL de éter dietilico.

Se trasvaso el extracto obtenido en éter dietilico a un segundo embudo separador
conteniendo 10 mL de amortiguador de tetraborato de sodio a pH 8,4, este paso
contribuye a eliminar interferencias. Se agitdé por un minuto y dejo reposar por cinco

minutos y se desecha la fase acuosa inferior por el vastago del embudo.

v A la fase etérea le fueron adicionados 10 mL de una disolucién de NaOH de

concentracion 0,045 mol/L (llegando a pH 13) y con el fin de colectar en esta fase el
extracto final. Este extracto alcalino se envasé en un tubo de ensayo para luego
efectuar la cuantificacion utilizando la espectrofotometria UV.

La disolucién de blanco se debe constituir solo de NaOH a 0,45 mol/L, y efectuar la
lectura a 254 nm.

Para la determinacion cuantitativa de fenobarbital en plasma mediante espectrometria
UV se debe tomar una alicuota de 1 mL del extracto final obtenido en NaOH, de
concentracion 0,45 mol/L y pH 13, y medir la absorbancia a 254 nm. Luego se
necesita adicionarle 25 pL de acido sulfurico (95-97 %) a esta alicuota de muestra

para obtener una disolucién de pH 2 y repetir la lectura de la absorbancia.

Calcular la diferencia de absorbancia de pH 13 con respecto a la absorbancia a pH 2 y

sustituir en la ecuacién de la curva de calibracion.

(absorbancia a pH 13—absorbancia a pH 2)+intercepto .,
Ecuacion 3.1

pendiente

] 1 I



Capitulo 3

Donde Conc.FB es concentracion de fenobarbital. Este procedimiento se repitio 30
veces, con el fin de obtener cinco réplicas para cada concentracion analizada (2,5, 5, 10,
25, 40 y 50 mg/L).

3.4. Eleccion del buffer

Siguiendo la metodologia planteada en el epigrafe 3.3 los resultados arrojaron un
recobrado medio de 66 % para el buffer de fosfato de sodio y 85,02 % para el buffer de
tetraborato de sodio, siendo este ultimo el Optimo para la extraccion de muestras

dopadas con 24,8 mg/L de fenobarbital.
3.5. Curva de calibracion

Para construir la curva de calibracion se tomaron seis puntos reflejados en la Tabla 3.4.
Para preparar estas disoluciones se parte de una disolucion de fenobarbital en metanol a
2500 mg/L, de la cual son pipeteados 25, 50, 100, 250, 400 y 500 pL respectivamente
para cada punto de la curva de calibracion y posteriormente se enras6 a 25 mL con una

disolucién acuosa de NaOH a 0,45 mol/L.

=
co

=
(2]

r?=0.9997

=
~

=
= N

Absorbancia
o
[o0]

o ¢
<2}

o
~

r?=0.9557

o
[N

o
|

10 20 30 40 50 60
Concentracion (mg/L)

o

¢ Absorbancia a pH 2 Absorbancia a pH 13

Figura 3.5. Recta de Absorbancia contra concentracion a pH 13y 2 a 254 nm.
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Aunque la curva posee un buen coeficiente de correlacion, este se ve afectado por el
bajo valor de 2 en la recta de pH 2 a 254 nm (Ver Figura 3.5).

1,6

1,4

y = 0.0285x - 0.0047
rz=0.9991

=
N

[N

Diferncia de absorbancia pH 13
y pH 12)

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (mg/L)

Figura 3.6. Curva de calibracion Absorbancia a pH 13 — Absorbancia a pH 2 vs
concentracion.

Tabla 3.4. Concentraciones para los puntos de la curva de calibracion con NaOH (0,45
mol/L), alicuotas a tomar de la disolucion de 2500 mg/L de fenobarbital en metanol

para enrasar a 25 mL y la diferencia de absorbancia a pH 13 y pH 2 a 254 nm.

Concentracién (mg/L) Volumen (pL) Absorbancia a pH 13 -
Absorbancia a pH 2

& > 0,0593

° 10 0,1381

10 20 0,2691

2 >0 0,7404
40 80 1,1391

>0 100 1,4076

Tabla 3.5. Parametros de regresion y linealidad de la curva de calibracion.

Parametros Valores Parametros Valores

r 0,9996 Sb,o 1,4967
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r? 0,9991 Tes-t de ) -0,0047+0,03
proporcionalidad
Limite de
sz 1,7679-107 confianza de la 0,02850,001
pendiente
-0,0047 Fexp 4463,8929
0,0285 F critica 3,0066-10°7
Sb 0,0004 Error tipico 0,0188

La desviacion estandar relativa de la pendiente es menor que el 2 % necesario para
comprobar la linealidad de la recta, el intervalo de confianza del término independiente
incluye al cero. La varianza de la pendiente es menor que en las cuatro curvas
analizadas previamente, al igual que la diferencia entre la F critica y la F experimental
demostrando que hay una relacion obvia entre la concentracion y la
diferencia de absorbancia. Lo anteriormente planteado se reafirma con el resultado

del andlisis de residuales que mostr6 una sumatoria de -1,3210Y7 (Ver tabla 3.5).

Los resultados anteriormente discutidos permiten concluir que la curva de calibracién
realizada cumple los pardmetros de linealidad requeridos. Los resultados anteriormente
discutidos permiten concluir que la curva de calibracion realizada cumple los

parametros de linealidad requeridos.

3.6. Cuantificacion de fenobarbital por espectrofotometria
uv

El célculo de la concentracion real de fenobarbital en la muestra problema depende del
factor de recobrado. Siguiendo el procedimiento descrito en el epigrafe 2.6 para
establecer el valor de recobrado a diferentes concentraciones del analito en muestras de

plasma dopado, se obtienen los valores representados en la Tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Resultados de la cuantificacion de fenobarbital para el calculo del recobrado.

Concentracion real Concentracién Error (%)¢ Recobrado (%)
(mg/L) calculada
2,51 1,13 0,55 45,24
4,52 2,54 0,44 56,28
10,04 7,78 0,22 77,53
25,06 21,46 0,14 85,65
40,08 38,23 0,05 95,38
50,12 48,48 0,03 96,74

3.6.1. Calculo del factor de recobrado

En la figura 3.7 se aprecia que para las concentraciones de 2,5y 5 mg/L el recobrado
reporta valores inferiores al 60 %, mientras que para las concentraciones de 10, 25, 40 y

50 mg/L se obtienen valores adecuados, entre el 75y el 97 %.

110,00
100,00
90,00
80,00

70,00

% Recobrado
4

60,00

50,00 ~
-
40,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Concentracion (mg/L)

Figura 3.7. Curva de correlacion entre la concentracion y el recobrado.

G Este valor representa al error relativo calculado (Conc real — Conc calculada)/Conc real donde
Conc real es la concentracion real de fenobarbital y Conc calculada es la concentracién calculada por la
ecuacion de la curva patron.

'
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Tabla 3.7. Parametros de regresion y linealidad de la correlacion entre la concentracion

y el recobrado.

Parametros Valores Parametros Valores
r 0,8963 Sh,. 24,7404
Test de
r? 0,8033 o 52,6293+19,60
proporcionalidad
Limite de
sz 6,16:10-2 confianza de la 1,0033+0,6
pendiente
52,6293 F exp 16,3376
1,0033 F critica 0,0156
Sp 0,2482 Error tipico 10,8881
100,00
95,00
S 90,00
o
S 8500 y = 0,4837x + 73,138
X r?=0,9969
80,00
75,00 I
70,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Concentracion

Figura 3.8. Curva de calibracion % Recobrado vs Concentracion

Observando detalladamente la representacion grafica de recobrado en funcién de las

concentraciones se distingue una aparente correlacion lineal. Sin embargo, los bajos

valores de recobrado obtenidos a 2,5 y 5 mg/L afecta la linealidad. La Tabla 3.7 muestra

los resultados de un estudio de la linealidad para esta correlacion.
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Tabla 3.8. Parametros de regresion y linealidad de la correlacion entre la concentracion

y el recobrado excluyendo los puntos de bajas concentraciones.

Parametros Valores Paradmetros Valores
r 0,9984 Sbyo 1,9008
r? Testde 73,1384+2,86
0,9969 proporcionalidad
Limite de
Y 3,69-10% confianza de la 0,4837+0,08
pendiente
73,1384 F exp 634,4939
0,4837 F critica 0,0016
Sp 0,0092 Error tipico 0,5812

Esta curva no cumple con ninguno de los pardmetros necesarios para comprobar
linealidad. El coeficiente de correlacion es menor 0,99, la desviacion estandar de la
pendiente es superior al 2 % y el intervalo de confianza del término independiente no
incluye al cero. Considerando Unicamente los valores de recobrado obtenido a 10, 25,
40 y 50 mol/L se logra una representacion mas aproximada a una linea recta. Se realiz

un analisis de linealidad y los resultados se muestran en la Tabla 3.8.

La recta representada en la Figura 3.8 tiene un alto coeficiente de correlacion, el valor
de la desviacion estandar es ligeramente inferior al 2 %. El intervalo de confianza del
término independiente no incluye al cero, lo que denota la presencia de un error

sistematico, probablemente producido por el efecto matriz.

El recobrado se calcula mediante la ecuacion de la recta y = 0,4837x + 73,138,
donde x representa la concentracion determinada por la curva de calibracién y la

variable dependiente representa el recobrado. El factor del recobrado se calcula
. , 100
mediante la ecuacion FR = — donde FR es el factor de recobrado y R es el

recobrado determinado por la ecuacion de la recta.
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3.7. Calculo de la concentracion de fenobarbital

Tabla 3.9. Resultados del calculo de la concentracion utilizando el factor de recobrado.

Conc.Real Conc. Calc % de Factor de Conc. Error
(mg/L) mg/L Recobrado recobrado  Calculada
por la (FR) (mg/L) (%)H
ecuacion (FR)

9,98 7,74 76,96 1,2994 10,06 0,99
24,96 21,40 83,63 1,1957 25,59 0,98
39,94 37,03 91,27 1,0957 40,57 0,98
49,92 48,37 96,81 1,0329 49,96 1

La concentracion real se calculé mediante la multiplicacion del factor de recobrado por
la concentracion obtenida por la curva de calibracion. Estos resultados se muestran en la
Tabla 3.9 donde los valores de error relativo son minimos, por lo que la concentracién
calculada por este método difiere muy poco de la concentracion real y no parece tener
una marcada dependencia del error sistematico que se deduce en el test de

proporcionalidad realizado como parte de los estudios de linealidad.

H Este valor representa al error relativo calculado (Conc real — Conc calculada(F))/Conc real donde
Conc real es la concentracion real de fenobarbital y Conc calculada (F) es la concentracion calculada
por la ecuacion de la curva patrén multiplicada por FR.




CONCLUSIONES

1. Al comparar los métodos para la precipitacion de las proteinas presentes en el

plasma para la extraccion del fenobarbital por el método liquido-liquido los
mejores resultados se obtuvieron con la disolucion de HCl al 35 % por lograr una
precipitacion eficiente y no interferir en la determinacion del analito y se
propone realizar dos extracciones liquido-liquido sucesivas con éter dietilico
purificar con buffer de tetraborato de sodio y colectar el extracto final en NaOH
a 0,45 mol/L.

2. Se establece que la concentracion del analito debe expresarse en funcion de las
diferencias de absorbancias medidas a 254 nm y en condiciones de pH 13y 2

respectivamente.

3. El uso del acido tricloroacético como agente precipitante quedd descartado
porgue presenta absorbancia en la longitud de onda de trabajo interfiriendo en el

anélisis.

4. Se determinaron los parametros de desempefio establecidos para la técnica
espectrofotométrica de cuantificacion de fenobarbital y se demostré la linealidad
y correlacién de la curva patron, determinando que el método de extraccidn
propuesto no posibilita la obtencién de valores de recobrado apropiados para

concentraciones de fenobarbital en plasma menores que 10 mg/L.




RECOMENDACIONES

1. Estudiar condiciones de extraccion que permita mejorar los valores de recobrado

a bajas concentraciones.
2. Realizar la validacion del método.
3. Comprobar con HPLC y CG-EM los resultados obtenidos por este método.
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ANEXOS

Anexo 1. Barbituricos sometidos a fiscalizacion internacional.

Nombre Estructura

Alobarbital H,C=—

H,C
5,5-diallylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione

H
O N @)
H;C NH
Amobarbital
H;C o)
CH;
5-ethyl-5-isopentylpyrimidine-2,4,6(1H,3H ,5H)-trione
H
0) N O
. NH
Barbital
H,C
O
CH,
5,5-diethylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione
H
o N\’/O
H5C NH
Butalbital
H;C 6]
H,C=

5-allyl-5-isopentylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione
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H
(@) N\]/O
. NH
Butobarbital
H,C CH, o

5-butyl-5-ethylpyrimidine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione

H
@) NYO
NH
H,C
Ciclobarbital 0

5-(cyclohex-1-en-1-ylmethyl)-5-
ethylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-

trione
1
@) N O
\ _~
NH
) ) H3C
Metilfenobarbital
O
/ |
\
5-benzyl-5-ethyl-1-methylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione
H
O N O
i Y
NH
Pentobarbital
O
H;C CH,

5-ethyl-5-(pentan-2-yl)pyrimidine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione
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NH

Fenobarbital 0

5-benzyl-5-ethylpyrimidine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione

@) N o

H,C
NH

Secbutabarbital H,C
O

CH,
5-(sec-butyl)-5-ethylpyrimidine-
2,4,6(1H,3H,5H)-trione

Secobarbital
H
@) N O
H,C
e ey - NH
Vinilbital
H,C | 4

H,
5-(pentan-2-yl)-5-vinylpyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione
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Anexo 2. Resumen de inmunoensayos disponibles para los barbitaricos (ONU, 2007,
CONCATENO, 2005, LinearChemicals, 2010).

Ensayo Principio de Compuesto de Umbral

inmunoensayo calibracion (ng/mL)
EMIT-10-2 Vinculo enzimético Secobarbital 300
Coat-A-Count RIE Marcado con radio Secobarbital 100
ONTRAK Aglutinacion de latex Secobarbital 200
EZ-SCREEN Vinculo enzimatico Fenobarbital 300
Triage Aglutinacion competitiva Secobarbital 300
OnLine Interaccion cinética Secobarbital 200
CEDIA Vinculo enzimatico Secobarbital 200
CONCATENO Vinculo enzimatico Secobarbital 300
CROMATEST Vinculo enzimético Fenobarbital 300
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Anexo 3. lones prominentes y abundancia para barbitiricos sujetos a fiscalizacién

internacional.

Barbitarico m/z (Abundancia)

Alobarbital 167(100), 124(97), 80(68), 193(23), 208(2)
Barbital 169(100), 141(97), 98(22), 112(20), 83(12)

Butobarbital 141(100), 156(96), 98(19), 184(10), 197(2)

Fenobarbital

204(100), 117(29), 232(23), 161(20)

Pentobarbital

156(100), 141(84), 69(12), 98(10), 197(4)

Secobarbital

168(100), 167(80), 195(25), 141(11), 209(4)

Amobarbital 169(100), 141(73), 197(9), 198(6), 211(2)
Butalbital 168(100), 167(88), 181(30), 141(24), 209(3)
Ciclobarbital 207(100), 141(33), 236(3)

Metilfenobarbital

218(100), 117(39), 146(23), 246(10)

Sechutabarbital

141(100), 156(87), 57(27), 98(13), 157(12)

Vinilbital

157(100), 83(29), 71(15), 209(1), 195(1)
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Anexo 4. Propiedades espectroscopicas del fenobarbital.

Wavelength
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Espectro por espectrofotometria de masas del fenobarbital.
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Absorbance

.. pH9.2
A e

| ia aay
200 225 250 75 300 325 350 375 400
Wavelength

Espectro UV del fenobarbital (pH 9,2 con bérax a 0,05 mol/L y pH 13 con hidroxido de

sodio a 1 mol /L).
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Anexo 5. Ecuacion para el calculo de algunos parametros de regresion y linealidad.

Parametros Ecuacion
L XY
DR XY=
r _ _ 2 2
(X =X)2 S (Y =V)? . QX)) [y, V)
x/z 2 \[ZX = DY =
_ 2 y-byx
a a= n
SOREIRINY
b - x)?
X — i)?
Sy Sim= Sz
5
S = y/x
Sb b= S5
Sy, (%) Sby (06) = >~ 100
¢ _|rlvn-2
exp texp = i
SaZ—SbZZXZ— sy, X DXE sy X Y X?
2 = = 7 = 2
Sa n sz_(znx) n Z(X—Xj "
Sa.., (%) %Mw=%mo
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Anexo 6. Resultados experimentales para las cinco replicas realizadas para la

determinacion del recobrado.

Concentracion  Abs(pH 13-  Concentracion  Error  Recobrado
real (m/L) pH2) calculada (%)
2,51 0,01042105 1,06 0,575 42,51
4,52 0,028876021 2,36 0,528 47,20
10,04 0,103581305 7,60 0,239 76,11
25,06 0,30225 21,54 0,137 86,30
40,08 0,55166 39,04 0,022 97,76
50,12 0,667322 47,16 0,055 94,47
Concentracion  Abs(pH 13- Concentracion Error Recobrado
real (m/L) pH2) calculada (%)
2,51 0,011944551 1,17 0,532 46,80
4,52 0,026621605 2,20 0,560 44,03
10,04 0,111113324 8,13 0,186 81,40
25,06 0,310722702 22,13 0,113 88,68
40,08 0,531270291 37,61 0,058 94,18
50,12 0,67192726 47,48 0,049 95,12
Concentracion  Abs(pH 13- Concentracion Error Recobrado
real (m/L) pH2) calculada (%)
2,051 0,010212974 1,05 0,581 41,93
4,52 0,031683571 2,55 0,489 51,15
10,04 0,108575408 7,95 0,204 79,62
25,06 0,290073921 20,69 0,171 82,88
40,08 0,520901723 36,88 0,076 92,36
50,12 0,700516407 49,49 0,009 99,14
Concentracion  Abs(pH 13- Concentracion Error Recobrado
real (m/L) pH2) calculada (%)
2,51 0,011631553 1,15 0,541 45,92
4,52 0,033536834 2,68 0,462 53,75
10,04 0,102232608 7,50 0,248 75,16
25,06 0,303424977 21,62 0,134 86,63
40,08 0,55065 38,97 0,024 97,59
50,12 0,709050497 50,09 -0,003 100,34
Concentracion ~ Abs(pH 13- Concentracion Error Recobrado
real (m/L) pH2) calculada (%)
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2,51 0,012357883 1,20 0,520 47,96
4,52 0,035598724 2,83 0,433 56,65
10,04 0,102773024 7,54 0,245 75,54
25,06 0,295049952 21,04 0,157 84,28
40,08 0,54015 38,24 0,043 95,74
50,12 0,673911389 47,62 0,046 95,40




