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OBJETIVO 

VALIDAR EL METODO DE TRINDER DE ACUERDO A LOS CRITERIOS 
DE LINEALIDAD, PRECISION, EXACTITUD, LIMITE MINIMO DE 
DETECCION ESTABILIDAD DE LA MUESTRA Y TOLERANCIA DEL 
METODO, CON EL FIN DE EVALUAR SU EFECTIVIDAD Y CONOCER SUS 
LIMITACIONES. 

w



ANTECEDENTES 

Reciben el nombre general de salicilatos todos los derivados del acido salicilico; el 
Acido salicilico que antiguamente se extraia, después de una serie de transformaciones 
quimicas, de la corteza del sauce o Salix alba, puede prepararse a partir de salicilato 
de metilo 0 esencia de Wintergreen, extraido a su vez de las hojas de Ja Gaultheria 
procumbens o de la corteza de la Betula lenta, arbustos y arbol respectivamente, que 
crecen sobre todo en América dei norte y Gran Bretajia. 
Pero en la actualidad el acido salicilico y sus derivados se preparan por sintesis; el 
primero a partir del fenol y fos otros por trasnformacion quimica de aquél. 
EI Acido salicilico es un acido carboxilico aromatico que posee ademas un grupo 
fendlico en posicién orto (acido o-hidréxibenzoico). Ahora bien Tanto el acido 
benzoico como el fenol son inactivos aisladamente para proporcionar la accion 
analgésica y antirreumdtica por tanto son necesarios ambos grupos el carboxilo y 
sobre todo la posicién orto del oxhidrilo fendlico lo cual Je da la propiedad de 
quelacién que consiste en la formacién de un anillo quelato por la union del 
hidrégeno fendlico y el oxigeno del grupo carboxilo y esto se debe a la proximidad de 
ambos grupos y no en los acidos meta y para-hidroxibenzoicos. 
Los salicilatos se clasifican en tres grupos: 
a) Los salicilatos inorganicos o sales simples del acido salicilico: salicilato de sodio, 
sustancia facilmente ionizable. 
b) Esteres salicilicos: acido acetil salicilico, salicilato de metilo, salicilato de fenilo. 
c) Amida salicilica: salicilamida, sustancia que no es hidrolizada (23). 

OH 
COOH 

Acido salicilico 

we



El acido acetil salicilico es un agente analgésico, antipirético y antiinflamatorio muy 
utilizado pues es uno de los medicamentos con mayor demanda en el mundo, lo cual 
ha suscitado controversias debido a que se ha abusado en su consumo ,siendo una de 
las causas mas comunes de intoxicacién accidental en los nifios y es utilizado 
frecuentemente con fines de suicidio por adultos. Ademés, estudios recientes ( 18), 
han detectado un nuevo sindrome en nifios debido a su uso inadecuado. 
Otra causa de intoxicacidn es la intensa terapia con salicilatos, en el caso de artritis 
reumatoide y fiebre reumatica, que requieren constantemente niveles elevados en 
plasma ( 300mg/d] a 400mg/dl ), para lograr el efecto antitnflamatorio deseado (7, 
29,34). 

Por otro lado, al comparar los niveles plasmaticos con la edad del paciente, se 
encontré que en los lactantes menores de un afio se presenté una intoxicacién grave 
con dosis relativamente bajas de salicilatos, mientras que en nifios mayores se 
presenta el mismo cuadro de intoxicacién con dosis mas altas, No hay una 
explicacion clara de ésta mayor susceptibilidad del lactante, pero podria pensarse que 
los mecanismos deficientes de la conjugacién hepatica impida la unién de este 
farmaco con el acido glucurénico, ya que la eliminacion de los salicilatos se efecttia 
en un 50% en forma conjugada (2, 8, 13, 15, 32). 
Los salicilatos se absorben rapidamente en la porcién superior del aparato 
gastrointestinal y aparecen niveles maximos en sangre de 30 a 45 minutos después de 
la ingestion. 
E] acido acetil salicilico y el metil salicilato se hidrolizan rapidamente, formando el 
acido salicilico, la mayor parte del cual se une a la albmina. El metabolismo se lleva 
a cabo en muchos tejidos, pero principalmente en el higado. Los salicilatos libres y 
sus productos metabélicos, se excretan por el rifién y esta excrecién depende del pH 
urinario (11,15, 20, 27). 

Debido la variabilidad de la dosis, metabolismo y excrecién de los salicilatos entre 
pacientes, resulta esencial el seguimiento de las concentraciones plasmaticas de éstos, 
para construir regimenes racionales de terapia, evaluar su respuesta y sobre todo evitar 
la toxicidad. Por esta raz6n, las estimaciones frecuentes de los niveles plasmaticos de 
salicilatos demanda un método que cumpla con una serie de caracteristicas que nos 
den confiabilidad y rapidez en la obtencidn de los resultados
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Desde hace varios afios, se han elaborado diferentes clases de métodos para la 

determinacion de la concentracién de salicilatos en tejidos y fluidos bioldgicos; 
algunos de estos métodos han sido modificados a través de los afios y otros han 
surgido a la par con los avances tecnoldgicos (1, 6, 12, 20, 30). 

Entre estos métodos tenemos a los de identificacién y los de andlisis cuantitativo. En 
estos Ultimos estan incluidos los métodos colorimétricos, a los cuales nos enfocaremos 
en este trabajo. 

El método de Bernal B. Brodie (4), se basa en separar el dcido salicilico del plasma 
por extraccién con dicloruro de etileno; posteriormente se forma, en fase acuosa, un 
complejo colorido del ion salicilato con el fierro, el cual se determina 
colorimétricamente. La desventaja de este método es que requiere de un volumen de 
muestra de ] a 2 ml; una pequefia cantidad de Acido salicilurico en plasma (producto 
metabélico del acido salicilico) afecta un poco la lectura y la gran cantidad de acido 
salilcilurico en orina impide el uso de este procedimiento en dicho fluido porque altera 
mucho Ia lectura. 
El método de Tarnoky y Brews (33), también se basa en la determinacion 
colorimétrica del complejo colorido formado por el idn salicilato con sales férricas, 
pero este método tiene varias desventajas como son: a) No puede utilizarse plasma 
oxalatado ni orina porque se obtiene una solucién colorida turbia. b) La 
determinacién no es répida, ya que requiere de un tiempo aproximado de 45 minutos. 
c) Los porcentajes de recobro son del 91 al 96%. 
E] método de Smith y Talbot (22), se basa en la reaccién de salicilato con una 
solucién acuosa del reactivo fendlico de Folin Ciocalteu e hidréxido de sodio para dar 
un complejo colorido, el cual se determina colorimétricamente. Este método tiene la 
ventaja de que sdlo requiere de 0.2mI de muestra; la determinacién ocupa sélo 15 
minutos y cualquier suero o plasma oxalatado puede ser utilizado. Por otro lado, tiene 
la desventaja de que da valores elevados para el blanco y no es especifico porque 
interfieren compuestos fendlicos. 
Finalmente el método de Trinder (28), trata de combinar todas las ventajas de los 
métodos anteriores y para esto utiliza el color purpura dado por tos salicilatos con 
sales férricas. Para eliminar alguna inhibicién de este color por oxalatos o fosfatos se 
prepara un reactivo con una elevada concentracién de nitrato férrico. En la 
precipitacion de las proteinas séricas o plasmaticas se utiliza el cloruro mercurico vel 
acido clorhidrico.



Las ventajas que el método presenta son las siguientes: se requiere una cantidad de 
muestra de 0.2 a 0.5 ml, el porcentaje de recuperacién es alto, el proceso es rapido 
pues se requieren aproximadamente 15 minutos para la obtencién de los resultados, 
ademas es de muy bajo costo y de facil aplicacién. 

Por otro lado, debe aclararse que la primera etapa en la resolucién de problemas 
analiticos es precisamente su identificacién y una vez que este haya sido claramente 
identificado puede seleccionarse un camino para hallar su solucién (31). La eleccion 
de! método que proporcione Ja mejor solucién del problema es una importante tarea 
del quimico, y debe estar basada en los criterios de practicabilidad y confiabilidad (5). 
Los aspectos de practicabilidad incluyen la educacion, el entrenamiento requerido, la 
disponibilidad de reactivos, los requerimientos instrumentales, el tiempo de ejecucion, 
el costo y la seguridad. 

Los criterios de confiabilidad describen la ejecucién analitica del método e identifica 
donde ocurren mas frecuentemente los errores y cuales son los que conciernen al 
experimento. Para esto definiremos dos tipos de error (14): 
a) Error sistematico: es aquel que se debe a la falta de control de calidad de la técnica 
analitica, y da lugar a medidas incorrectas. 
b) Error aleatorio: es el que permanece atin cuando se han hecho todos Jos esfuerzos 
por eliminar el error sistematico y da lugar a medidas imprecisas. 
Por lo tanto, el error sistematico puede disminuirse a su minimo valor con un control 
de calidad adecuado. El error aleatorio de un método analitico debe validarse. 
La validacion se define como el proceso por el cual se establece por estudios de 
laboratorio que el método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas 
deseadas. 
La validacion de un método analitico consiste en determinar cuantitativamente el error 
sistematico y el aleatorio, por lo tanto tiene como objetivo evaluar la exactitud y 
establecer Ja variabilidad del método. 
Los aspectos que se consideran necesarios para validar un método analitico son: 
linealidad, precision, perfil de precision y exactitud del sistema de medicién; y por 
otro lado la linealidad, precision, exactitud, limite minimo de deteccidn; estabilidad de 
Ja muestra y tolerancia del método (3, 5, 10, 14, 16, 19, 24, 25, 26,35).



CAPITULO 2 

MARCO TEORICO



  

MARCO TEORICO. 

1.-Linealidad del sistema de medicién. 
Es la relacién que se establece mediante una recta entre una propiedad fisica, quimica 
o bioldgica con la concentracién de) analito . Se determina construyendo una curva de 
calibracion de una solucién estandar, utilizando cuando menos cinco concentraciones 
y haciendo andlisis por duplicado para cada una. Las concentraciones a analizar 
dependeran del propdsito de} método, pero en el caso de farmacos en fluidos 
bioldgicos deben cubrir el intervalo de valores clinicamente utiles y donde ademas se 
demuestre que existe precision, exactitud y linealidad, entre mas concentraciones se 
utilicen, mejor sera la evaluacion de la linearidad. Para evaluaciones de la estabilidad 
de un farmaco y el seguimiento del mismo en un fluido bioldgico, deberd estar 
incluido el 100% de la dosis, el cual se define como la concentracién maxima 
terapéutica en el plasma, a partir de la cual también comienzan a observarse efectos 
toxicos (5, 14, 16). 

2.- Precision del sistema de medicién. 
Es expresada en términos de repetibilidad y se define como la concordancia relativa 
obtenida entre una serie de mediciones repetidas realizadas por un solo analista, 
utilizando los mismos aparatos y las mismas condiciones del sistema de medicion. Se 
determina por el andlisis quintuplicado de una solucion estandar correspondiente al 
100% de la dosis, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion definen el grado 
de imprecision del sistema (5, 14, 24, 25, 35). 

No se puede tener exactitud si no se tiene precision. 

3.- Perfil de precisién del sistema de medicidn. 
Sirve para evaluar en que niveles de concentracién existe mayor imprecisién. 
Se obtiene graficando en el eje de las “Ys” el coeficiente de variacién (CV) de cada 
uno de los puntos de la curva de calibracién en agua contra su respectiva 
concentracion en el eje de las “Xs”. Observandose cuales puntos de la curva son los 
que presentan mayor imprecisién (24). 

4.-Exactitud del sistema de medicion. 
Es el grado de concordancia que existe entre un valor obtenido experimentalmente y 
el valor de referencia (cifra verdadera). Se determina con la diferencia numérica entre 
la media de una serie de mediciones replicadas y el valor real (se puede expresar como 
el porcentaje del valor verdadero)(5, 14, 16, 24, 25, 35).



5.-Linealidad del método. 

Es la relacién que se establece mediante una recta entre una propiedad medible 
(cantidad de farmaco recuperado) y el valor real de la misma (cantidad de farmaco 
adicionado). La linealidad del método se determina adicionando al plasma diferentes 
cantidades conocidas de la sustancia en estudio, cada una de manera independiente. 

Estas cantidades se establecen en base a las concentraciones plasmaticas encontradas 
mas comunmente, incluyendo el 100% de la dosis y en donde se demuestre que el 

método es preciso exacto y lineal. 

Los resultados obtenidos se grafican como porcentajes adicionados contra porcentajes 
recuperados. El] valor de la pendiente y la ordenada al origen con sus respectivos 
intervalos de confianza nos indicaran si difieren significativamente del valor de la 
pendiente m=] (con un angulo de 45°) y del valor del intercepto b=0 (ordenada al 
origen). El calculo del error estandar de regresién nos da una idea cuantitativa del 
grado de desviacion existente por estimacién de la recta de regresién (5, 14, 24, 25). 

6.- Precision del método. 
Se define como el grado de concordancia relativa entre resultados analiticos 
individuales o independientes de un procedimiento. La precisién mide el grado de 
repetibilidad y/o reproducibilidad del método (5,14, 24, 25, 35). 
a) Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la 
concordancia obtenida entre determinaciones individuales realizadas por un solo 
analista, utilizando el mismo equipo y técnicas. Usualmente se expresa en términos 
de desviacién estandar o del coeficiente de variacién, el cual expresa el porciento de 
desviacion del método. , 
b) Reproducibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la 
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por diferentes 
analistas, en diferentes tiempos, en el mismo y/o diferente equipo, ambiente fisico, 
etc. Para evaluar la reproducibilidad se utiliza el andlisis de varianza. 

7.- Exactitud del método. 
Una técnica analitica es mas exacta cuando existe mayor concordancia entre un valor 
determinado experimentalmente y un valor de referencia. La estimacién de la 
exactitud de un método esta asociada con el error total, el cual es la suma del error 
sistematico y aleatorio. La medida de la exactitud de un meétodo analitico queda 
perfectamente definida por la media de las observaciones realizadas y el intervalo de 
confianza al 95% de probabilidad.



  

Si nosotros conocemos el valor real podemos conocer la exactitud del método. Por lo 

tanto, la mejor aproximacion que podemos hacer es medir cantidades conocidas del 

compuesto. La exactitud del método puede variar dependiendo de la concentracién y 
por lo cual no seria satisfactorio evaluar una sola concentracion; el procedimiento a 
seguir sera comenzar con "n" ensayos de cuando menos tres concentraciones 
diferentes. Si la media y los limites de confianza nos dan informacién que nos hagan 
desconfiar de la exactitud del método, podemos hacer dos ensayos mas; si la 
inexactitud persiste, el método no es exacto (5, 14, 24, 25, 35). 

8.- Limite minimo de deteccién. 
Es la menor cantidad detectable del compuesto en andlisis .También puede definirse 
como la minima concentracién de una sustancia en una muestra, la cual puede ser 
detectada, pero no necesariamente cuantificada. Es diferente de los valores obtenidos 
por un blanco (3, 5, 14, 32, 35). 

9.- Estabilidad de la muestra. 
En algunas ocasiones es conveniente conocer la estabilidad del farmaco y los 
componentes de la muestra, cuyos productos de degradacién interfieren con el 
andlisis; lo que en muchos casos puede ser la causa de una falta de exactitud y/o 
precisién de la técnica. Esto es necesario si las muestras van a ser almacenada un 
tiempo relativamente largo (por ejemplo: farmacos en fluidos bioldgicos). En cada 
caso lo recomendable es efectuar ensayos a intervalos preestablecidos y almacenando 
las muestras en las condiciones mas adecuadas (14). 

10.- Tolerancia de} método. 
Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el andlisis de las 
mismas muestras, bajo modificaciones de las condiciones normales de operacién, tales 
como diferentes temperaturas, lotes de reactivos, condiciones ambientales, longitudes 
de onda, pH, tiempos de reaccién, etc. (14, 16, 35).



CAPITULO 3 

FARMACOLOGIA
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FARMACOLOGIA 

A)PROPIEDADES FARMACOLOGICAS (23). 
1) Propiedad antiinflamatoria. 
Es la mas importante accion de los salicilatos y se ejerce sobre los tejidos inflamados, 
disminuyendo la vasodilatacién y permeabilidad capilar y por lo tanto la inflamacién. 
En los ultimos afios se ha descubierto que los salicilatos inhiben de forma competitiva 
la biotransformacion de los acidos grasos insaturados precursores de las 
prostaglandinas PGE, PGE-2 y PGF-2; las cuales producen una accion directa en la 
vasodilatacién y aumento de la permeabilidad capilar, que son los factores esenciales 
para producir la inflamacion. Por otro lado se cree que las prostaglandinas tienen una 
accion indirecta sobre el aumento de la accién de las quininas que también provocan 
vasodilatacion y permeabilidad capilar. 
It) Propiedad analgésica. 
La accion analgésica se ejerce especialmente en el dolor inflamatorio de estructuras 
somaticas como miusculo, articulaciones, nervios, dolor dentario y cefalea. Dicha 
accién no es muy potente ya que produce un ascenso maximo del umbral para el dolor 
del 35% con dosis de 30 a 180 mg/ml por via oral, lo cual indica que disminuye el 
dolor pero no lo desaparece. 
La accion analgésica de los salicilatos se lleva a cabo de la siguiente manera: 
1) Accién periférica: 
a) Mecanismo directo: Impide la sensibilizacién de los receptores periféricos del 
dolor (quimioreceptivos) por antagonismo con la bradiquinina que es la que lo 
produce. 

b) Mecanismo indirecto: Se debe a la inhibicion de la biosintesis de las 
prostaglandinas PGE, PGE-2 y PGF-2, que aumentan la accién de la bradiquinina. 
2) Accién central. 

Se piensa que los salicilatos actiian deprimiendo el talamo éptico el cual es uno de los 
centros fundamentales de las sensaciones dolorosas, pero el mecanismo como Jo hace 
no se conoce. 
IH) Propiedad antipirética. 
La acci6n antipirética de los salicilatos, se debe a que acta descendiendo el nivel del 
centro térmico hipotalamico a un nivel inferior normal, produciendo un transporte de 
agua desde los tejidos a la sangre, con aumento del volumen plasmatico y disminucién 
de los elementos sdlidos, lo que favorece la pérdida de calor por vasodilatacién 
cutanea y la sudoracién.



a) Mecanismo de accion directa. 

Se realiza por inhibicidn competitiva con el pirégeno enddgeno liberado por los 
leucocitos polimorfonucleares, que actian sobre el centro termorregulador del 
hipotalamo para provocar el ascenso de la temperatura. 
b) Mecanismo de accion indirecta. 

Se debe a la inhibicién competitiva de la biosintesis de las prostaglandinas PGE, PGE- 
2, PGF-2, que son unos agentes pirogénicos potentes. 

B) FARMACOCINETICA. 

1.-ABSORCION (23) 
a)Gastrointestinal 

Por via oral los salicilatos se absorben rapidamente en el estomago y sobre todo en la 
porcion superior del intestine delgado 

EI salicilato de sodio se transforma a acido salicilico (pKa=3.0) en el medio acido del 
jugo gastrico (pH=1.4); el acido acetil salicilico (pKa=3.5) se absorbe como tal; 
dichos acidos se encuentran poco disociados y esta ionizacién depende del pH del 
medio por lo que se absorben facilmente en el estomago y en el duodeno (pH=5.3) por 
transporte pasivo. 

En el hombre después de la ingestién de 1 a 6 gramos de salicilato de sodio se detecta 
una salicilemia ( niveles de salicilato en sangre) alta a Jos 30 minutos después de la 
ingestion y se alcanza el maximo a las 2 o 3 horas para luego descender 
encontrandose concentraciones registrables a las 24 horas. 
A nivel del intestino delgado los ésteres del a4cido acetil salicilico se hidrolizan 
parcialmente y la aspirina se absorbe como tal y como salicilato; si se administra una 
dosis de 1 a 2 gramos se observa una salicilemia importante a los 30 minutos (debida 
al ién salicilato liberado de hidrdlisis del Acido acetil salicilico y al salicilato total), 
alcanzando su maximo a las 2 horas encontrandose atin niveles registrables a las 24 
horas. 

b) Rectal. 
La absorcién es mas lenta que cuando se administra por via oral y no se puede confiar 
que por esta via se obtengan acciones utiles sobre todo cuando se requieren de dosis 
altas como en Ja fiebre reumatica. 
c) Parenteral. 

Por las vias subcutaneas e intramuscular los salicilatos se absorben, pero debido a la 
accion irritante no se utiliza por dichas vias.



2.-DISTRIBUCION. 
Una vez absorbidos los salicilatos, pasan a la sangre donde se unen a las proteinas 
plasmaticas, el 85% esta unido a la albumina mientras que el resto se adhiere a las 

globulinas alfa y beta. La fraccion del salicilato unido a la proteina incluve 
primariamente a] grupo carboxilico libre, pero el grupo orto-fendlico aumenta 
marcadamente la atraccion de las proteinas. La aspirina como tal experimenta poca o 
ninguna fijacion, por tal motivo es evidente que este medicamento sea completamente 
hidrolizada a salicilato en la sangre o de otro modo no causaria el efecto 
farmacoldgico deseado (15, 11, 21). 

La concentracion de salicilato usualmente es mayor en el] suero que en la sangre total. 
Se cree que la membrana del eritrocito es facilmente permeable al farmaco pero éste 
no es fijado por las proteinas de los eritrocitos. 
Desde la sangre los salicilatos pasan a los tejidos distribuyéndose en todos los érganos 
y liquidos corporales como la saliva, bilis, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial en 
concentraciones variables e inferiores a las de la sangre. 
En algunos casos se ha medido la concentracién de salicilatos en liquido articular, 
aunque las concentraciones no ligadas en el plasma y el liquido sinovial son 
esencialmente iguales, la concentracién total del liquido articular es solamente ta 
mitad de la concentracion plasmatica maxima, puesto que el liquido articular contiene 
menos proteina y por lo mismo menos medicamento ligado a las mismas. 
Los salicilatos se distribuyen a través de un volumen de agua corporal mucho mayor 
que el del liquido extracelular. Estudios en ratas mostraron que las concentraciones en 
higado, pulmén y rifiones eran similares a las del suero. Cuando se calcula la 
concentracion de salicilatos sobre la base del contenido acuoso el higado contiene 
aproximadamente dos tercios de lo que contiene el suero y el musculo alrededor de un 
quinto. 

El paso a través de la barrera meningea es relativamente incompleto. Después de la 
administracién de Ja aspirina 0 de salicilato se encuentra salicilato en agua del cerebro 
en ratas y alcanza un maximo de un 10% de Ja concentracién plasmatica. 
Es de interés mencionar que la insulina aumenta notablemente la accién analgésica y 
su concentracion en el cerebro y en otros tejidos tanto en animales normales como en 
animales diabéticos. 
Aparentemente los salicilatos cruzan la barrera placentaria. Cuando se dan grandes 
dosis de salicilato de sodio a conejas embarazadas la concentracién de salicilato en 
suero fetal es aproximadamente dos tercios de la concentracion en el suero materno. 
Los salicilatos también se encuentran en la leche.



  

3.-CONJUGACION Y DEGRADACION. 

En el organismo, los ésteres hidrolizados parcialmente en el intestino del dcido 
salicilico asi como los del acido acetil salicilico, son totalmente hidrolizados por 
estearasas plasmaticas y tisulares. 

El ién salicilico circulante en sangre se conjuga con la glicina para dar acido 
salicilurico y con el acido glucurénido forma aproximadamente en partes iguales un 
glucuronido estérico y otro etérico. 
La oxidacion de salicilato a acido gentisico ocurre en pequefio grado y se forma el 
acido 2,5-dihidroxibenzoico y el acido 2,3,5-trihidroxibenzoico 

4.-EXCRECION 
El salicilato administrado es excretado primariamente en la orina y si es absorbido por 
frotacion en la piel, comienza a excretarse en menos de 15 minutos después de la 
aplicacion, la excresién renal se realiza por filtracién glomerular, reabsorcién y 
secreci6n tubular, y esto depende del pH urinario, ya que cuando la orina es acida el 
salicilato esta poco ionizado y se produce una intensa reabsorcién tubular por lo que 
se eliminaria lentamente; en cambio cuando el pH es alcalino el farmaco esta muy 
ionizado ( es hidrosoluble) y no se reabsorbe en los tubulos renales, eliminandose 
rapidamente. Por otra parte al pH normal de la orina la eliminacién es lenta con una 
vida media de 5.5 horas. 

Las proporciones relativas de salicilato excretado en orina son Jas siguientes: Para el 
salicilato de sodio y a aspirina, se excreta como promedio 61% de Acido salicilico 
libre; 22% como glucurénido éter; 5% como glucurénido éster; 8% como Acido 
salicilurico y un 1% como acido gentisico (15, 11, 21). 
C) TOXICIDAD. 
A pesar de su toxicidad relativamente baja los salicilatos son causantes de un gran 
numero de intoxicaciones desde leves, graves e incluso mortales. 
En general la aparicién de los sintomas t6xicos esta en relacién con la concentracion 
plasmatica con un nivel de 30 a 40 mg/100 ml. 
Existen varias formas de intoxicacién con salicilatos, las cuales se mencionan a 
continuacion: 

a) Sensibilizacion alérgica. 
Se observa especialmente con la aspirina atin con dosis pequefias y se manifiesta con 
erupcién cutanea; edema angioneurotico, afectando la cara, lengua, laringe; 
acceso asmatico y puede ser mortal.



b) Intoxicacion leve o salicilismo. 

Se presenta con niveles plasmaticos por arriba de los 30 mg/100 ml provocando 
trastomos nerviosos, gastrointestinales, respiratorios, metabélicos y hematoldgicos. 
c) Intoxicacién grave 
Se presenta con concentraciones elevadas en plasma de aproximadamente 70 a 100 
mg/l00 ml y el cuadro es semejante al del coma diabético, presentando 
manifestaciones nerviosas, metabdlicas y circulatorias. 

d) Intoxicacion mortal . 

La dosis mortal usual en adultos con excepcidn de las personas hipersensibles a los 
salicilatos se encuentra entre los 20 a 30 gramos, pero algunos pacientes han 
sobrevivido a 130 g de aspirina.



CAPITULO 4 

MATERIAL Y METODO



MATERIAL 

Reactivos, equipo y material de laboratorio. 

a)Material biolégico: 
-Plasma humano 
b)Reactivos: 

-Salicilato de sodio (Merck) 
-Cloruro mercurico (Merck) 

-Nitrato Férrico nonahidratado (Merck) 

-Acido clorhidrico concentrado (J.T. Baker) 

-Cloroformo (Merck) 
-Agua desionizada (Resistencia = 1.2 ohms a 22°C 
c)Equipo: 

-Espectrofotémetro digital de CARL ZEISS Modelo PM6 
-Celdas de vidrio de lcm. de longitud de paso éptico 
-Microbalanza o balanza analitica 
-Balanza granataria 
-Conductimetro 
-Parrilla eléctrica 
-Agitador en vortex 

-Bomba de vacio 
-Campana extractora 
d)Material de laboratorio 
-1 vaso de precipitados de 5 ml 
-10 vasos de precipitados de 100 ml 
-3 vasos de precipitados de 250 ml 
-1 vaso de precipitados de 600 ml 
~2 vasos de precipitados de 1000 ml 
~10 matraces volumétricos de 5 ml 
-10 matraces volumétricos de 10 ml 
-10 matraces volumétricos de 100 ml 
-2 matraces volumétricos de 250 ml 
-2 matraces volumétricos de 1000 ml 
-] matraz Kitazato para vacio de 1000 ml 

-2 probetas graduadas de 100 ml 
-1 pipeta automatica (Ependorf) de 500 mi 
-Puntas para pipeta Ependorf 
-2 pipetas graduadas de 1 ml



-3 pipetas graduadas de 5 ml 

-4 pipetas graduadas de 10 ml 
-Pipetas volumétricas de 1,2,3,5,10 y 20 ml 

-2 agitadores de vidrio 
-1 embudo Buckner para filtracion al vacio 
-6 frascos con tapén esmerilado de color ambar de | litro 

-4 frascos con tapon esmerilado de color ambar de 100 mi 
-50 frascos viales con tapon de hule de color ambar de 20 ml 
-60 tubos de ensaye de 13X100 mm 
-3 gradillas de 72 espacios 
-1 espatula 
Papel filtro Whatman del No. 4 y 5 
-Etiquetas 

-papel parafilm 

METODO 

Se utiliza la absorbancia dada por el complejo formado con salicilato y sales férricas. 
Para eliminar cualquier inhibicion en Ja formacién del complejo colorido por fosfatos 
u oxalatos, se prepara un reactivo que contiene una elevada concentracién de nitrato 
férrico. Para la precipitacidn de proteinas en el plasma, se incorpora cloruro 
mercurico y acido clorhidrico en la solucién.



CAPITULO 5 
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DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Preparacioén del reactivo y soluciones 

a) Reactivo de Trinder: 

Con la ayuda del calor, 40 g de cloruro mercurico se disuelven en 650 ml de agua 
desionizada; la solucién se deja que alcance la temperatura ambiente y se adicionan 
120 ml de acido clorhidrico (1 N). Finalmente se agregan 40 g de nitrato férrico 
nonahidratado, disueltos previamente en agua desionizada. Cuando todos los 
reactivos se hayan mezclado, el volumen de la solucién se lleva a un litro con agua. 

b) Solucién Stock de salicilato de sodio en agua desionizada: 
Se pesan 290 mg de salicilato de sodio y se disuelven en agua y se aforan a un 
volumen de 250 ml para tener una concentracion final equivalente a 1000 pg/ml de 
acido salicilico. Antes de almacenar esta solucion, se adicionan unas cuantas gotas de 

cloroformo como conservador. 

c) Solucién estandar de salicilato de sodio en agua desionizada: 
A partir de la sotucién Stock anterior, se preparan soluciones estandar de salicilato de 
sodio conteniendo e] equivalente a 10,30,50,70,100,200,300,400 y 500 pg/ml. 

d) Solucion Stock de salicilato de sodio en plasma: 
Se pesan 57 mg de salicilato de sodio y se disuelven en plasma para obtener un aforo 
final de 50 ml. Esta solucién tiene una concentracién final de 1000 1g/ml de salicilato 
de sodio. 

e) Solucion estandar de salicilato de sodio en plasma: 
-A partir de la solucion Stock en plasma, se preparan soluciones estandar de salicilato 
de sodio con concentraciones equivalentes a 40,80,160,200,360,400,440,480 y520 
pg/ml. 

f) Preparacion del complejo colorido de salicilato de sodio en agua: 
Colocar en un tubo de ensaye 2.5 ml de reactivo de Trinder y adicionar 0.5 ml! de 
solucién estandar de salicilato de sodio en agua, agitar e] tubo durante la adicién por 
30 segundos. Posteriormente esta solucién se transfiere a una celda de vidrio para ser 
leida en el espectrofotometro a 540 nm. E] blanco para ajustar a cero, es una mezcla 
de 2.5 ml de reactivo de Trinder y 0.5 ml de agua desionizada.
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g) Preparacion del complejo colorido de salicilato de sodio en plasma: 
Colocar en un tubo de ensaye 2.5 ml de reactivo de Trinder y adicionar 0.5 ml de 

solucion estandar de salicilato de sodio en plasma, agitar el tubo durante la adicion por 

30 segundos para asegurar que la proteina precipitada sea finamente dispersada, 
posteriormente se centrifuga a 2300 r.p.m. durante 10 minutos y el sobrenadante se 
filtra y el filtrado se transfiere a una celda de vidrio para ser leido a 540 nm. El blanco 
para ajustar a cero, es una mezcla de 2.5 ml de reactivo de Trinder y 0.5 ml de plasma 
sin salicilato.



Analisis de muestras en agua. 
1) Linealidad de sistema de medicién: 

Se realizan andlisis por triplicado de soluciones estandar de salicilato de sodio en agua 
en concentraciones de 10,30,50,70,100,200,300,400 y 500 pg/ml. Posteriormente se 

obtienen los promedios de absorbancia de cada concentracién los cuales se grafican 
relacionando la concentracion contra la absorbancia. Esto es con el fin de verificar si 
dicha relacion presenta un comportamiento lineal. La linealidad del sistema de 
medicién se verifica graficamente y ademas se corrobora con el andlisis de regresion 
lineal. 

Todo el] proceso que se sigue para la determinacién de la linealidad del sistema se 
realiza en dos dias diferentes, por lo que se obtiene una curva por dia y a las cuales se 
les hace la prueba de t-Student (anexo 2), para verificar si existe diferencia 

significativa entre las pendientes de las dos rectas y si ambas tienen como intercepto el 
cero, obteniéndose como resultado de la prueba estadistica que no existe diferencia 
significativa entre las dos pendientes y ademas ambas tienen como origen al cero. De 
acuerdo al reasultado de la prueba t-Student se procede a la elaboracién de una sola 
curva de linealidad del sistema de medicion, la cual es construida a partir de la 
relacién entre la concentracién y el promedio de las seis lecturas de absorbancia 
obtenidas en los dos dias (ver fig.1). 

2) Precision del sistema de medicion: 
Se determina por el andlisis de cinco réplicas de una solucién estandar de 
concentracién de 400 g/ml, que corresponde al 100% de la dosis. Dicho andlisis se 
realiza en dos dias diferentes. El criterio de precisién del sistema se define con el 
promedio de-los coeficientes de variacién de los dos dias (cuadro 1). 

3) Perfil de precision del sistema de medicién. 
Se prepararon concentraciones baja y altas de silicato de sodio en agua y se determind 
la absorbancia promedio a 540 nanémetros la cual proviene de un analisis por 
triplicado de cada nivel de concentracion, obteniéndose también los respectivos 
coeficientes de variacién los cuales se grafican contra la concentracion y asi 
determinar las concentraciones que presentan mayor imprecisién (ver fig. 2).



4) Exactitud del sistema de medicion. 

La exactitud del sistema de medicion del Acido salicilico en agua se valora 
comparando la concentracién teorica de cada uno de los puntos de la curva (como el 
100%) y la concentracién experimental, calculandose el porcentaje de recuperacién 
para cada nivel. Los diferentes porcentajes obtenidos se suman y se dividen entre el 
niimero de estandares para obtener la recuperacion promedio, la cual entre més 
cercana sea a 100 indicara una mayor exactitud (cuadro 2). 

Analisis de muestras en plasma. 

5) Linealidad del método. 

La elaboracion de la curva estandar de salicilatos en plasma se establece relacionando 
la concentracién y sus respectivos promedios de absorbancia (provienen de 6 
réplicas) los cuales se interpolan en la gafica de linealidad del sistema con el fin de 
obtener los porcentajes de farmaco recuperado y conocer la relacién existente entre los 
microgramos adicionados contra los microgramos recuperados. A estos resultados 
también se les hace fel analisis de regresion ( ver fig. 3). 

6) Exactitud del método: 

Debido a que Ia exactitud puede variar dependiendo de la concentracin, es necesario 
selecionar por lo menos tres concentraciones diferentes. En este estudio se evalu la 
exactitud de todas las concentraciones con las que se elabor6 la linealidad del 
método ( 40, 80, 160, 200, 240, 360, 400, 440 y 520 pg/ml plasma ). Se hicieron 
andlisis de 6 réplicas para cada concentracién, a los resultados obtenidos se les 
determiné la absorbancia promedio, el coeficiente de variacién y el porcentaje de 
recuperacion para cada nivel. 
La exactitud del método queda definida con el promedio del porcentaje de 
recuperacion total y sus respectivos intervalos de confianza (cuadro 3). 

7) Precision del método. 

a) Precision expresada en términos de repetibilidad. 
Donde se establece que las evaluaciones se hacen con un mismo analista, mismo 
equipo, mismo dia y bajo un estricto contro! de calidad. Se obtiene a partir de los 
resultados de la figura 6 sdlo que los parametros que determinan el grado de 
repetibilidad son el coeficiente de variacion.



b) Precisién expresada en términos de reproducibilidad. 

Cuando introducimos mas de una variacién en las condiciones de operacién, la 
precision se evalua con el analisis de varianza ya que !as determinaciones se realizan 
con diferentes analistas, diferentes concentraciones y diferentes dias. 

La forma como se evalita es realizando respectivamente andlisis por quintuplicado de 
soluciones plasmaticas con concentraciones de 40, 200, 400 y 520 pg/ml. Esto se hizo 
en dos dias diferentes y con dos analistas diferentes, cuadros (4, 5, 6 y 7). 

8.-Limite minimo de deteccion. 

Para la determinacion de este se utilizaron dos métodos de evaluacién: 
a) Método grafico. 

Cuando se trabaja con fluidos bioldégicos la concentracién minima detectable se debe 
establecer experimentalmente. Para esto se eligié la concentracién correspondiente al 
40 pg/ml, la cual cumple con los requisitos de precision y exactitud. A partir de aqui 
la concentracién se va disminuyendo en intervalos pequefios manejandose de esta 

manera concentraciones, equivalentes a 2,6,10,20,30 y 40yg/ml. 

Para la determinacién de dichos limites se realizan analisis por quintuplicado de 
soluciones plasmaticas que contienen cada una las concentraciones de salicilatos antes 
mencionados. posteriormente se hace una grafica de la concentracién de salicilatos 
contra los promedios de absorbancia. 
La evaluacién del limite minimo de deteccién a partir de lo anterior se hizo 
graficamente utilizando intervalos de confianza y el ruido del aparato ( ver fig. 4) 
b) Método estadistico. 

A partir de este método el limite minimo de deteccién se obtuvo de diferentes formas. 
Primero se utilizaron los resultados obtenidos para la evaluacién por el método grafico 
(fig. 4) y a partir de dichos valores se obtuvieron los resultados del cuadro 8 el cual 
contiene los parametros que evaluan el limite minimo de deteccién por el método 
estadistico (19). 

Por otro lado se obtuvieron los limites minimos de deteccién por este método a 
concentraciones altas, utilizando los resultados obtenidos en la linealidad del sistema 

de medicion (fig. 1) y los de la curva de calibracién en plasma y de ahi se derivaron 
los cuadros 9 y 10. los cuales también contienen los parametros que evaltan el limite 
minimo de deteccion por el método estadistico. 

9.-Estabilidad de la muestra. 
Para su evaluacion lo primero que se hizo es preparar 25 ml de solucién estandar de 
salicilato en plasma con las concentraciones de 200 y 400 pg/ml cada una, estas 
soluciones son las que se analizan durante este estudio.



Por otro lado cada solucién se divide en alicuotas de 5 ml y se almacenan a 4°C y en 
la obscuridad junto con una solucién de plasma sin salicilato para la preparacion del 
blanco. El mismo dia que se prepararon las soluciones se hace el anilisis por 
sextuplicado y se obtienen los resultados del dia 1, posteriormente las alfcuotas que se 
encuentran almacenadas se extraen de esas condiciones y se dejan que alcance Ja 
temperatura ambiente para poder asi ser analizadas. Este ultimo proceso se repite tres 
veces mas pero con la diferencia de que las soluciones que se estan analizando 
corresponden a soluciones que tienen diferencias en el] tiempo de almacenamiento de 
7, 15 y 30 dias respectivamente cuadro 11 y 12. 

La evaluacién de la estabilidad de la muestra se hizo utilizando el método de Dunnet. 

10.-Tolerancia del método 
La aplicacién de variaciones ajenas al método, nos sirve para conocer hasta donde 
podemos variar las condiciones de trabajo sin que los resultados obtenidos difieran 
significativamente con respecto a los obtenidos en el procedimiento original. 
A partir de esto, para determinar |a tolerancia del método en nuestro experimento se 
eligieron las siguientes variaciones: 

a) Variacion de la longitud de onda. 

Se hizo el espectro de absorcién de una solucién de salicilato de sodio en agua con 
una concentracion de 214.00 pg/ml. 
La longitud de onda fue variada con el fin de precisar la longitud de onda de maxima 
absorcién. Los resultados obtenidos son mostrados en el cuadro 13, en donde se puede 
ver que la maxima absorcion se encuentra dentro del intervalo de longitudes de onda 
de 520 a 540 nanémetros, ya que las variaciones de absorbancia obtenidas en dicho 
intervalo son muy pequefias y pueden deberse a variaciones incluso del ruido del 
aparato. 

b) Variacion de la concentracién de acido clorhidrico utilizado en la preparacién del 
reactivo de Trinder. 
Se quiso verificar el efecto que tenia la disminucién de la concentracién de Acido 
clorhidrico, para esto se prepararon varias soluciones de acido clorhidrico con 
concentraciones de 0.04, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 Normal, cuadro 14 
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El reactivo de Trinder fué preparado bajo las mismas condiciones que el 

procedimiento original, a excepcién de que la concentracién de acido clorhidrico 
utilizado cambio, es importante mencionar que no se midié el pH. 

Por otro lado se prepararon soluciones de salicilato de sodio en agua desionizada de la 
concentracién de 10,20,30,40, y 50 g/ml. y a partir de estas concentraciones se 
prepararon soluciones de producto colorido por duplicado. 
Los resultados obtenidos son representados en el cuadro 14. 

c) Estabilidad del producto colorido. 

Se prepararon tres soluciones de salicilato de plasma de una concentracién de 10,200 
y 400 g/ml, a partir de estas soluciones se prepararon 14 ml del producto colorido, 
utilizando una porcién diferente de esta solucion en cada determinacidén las cuales 
fueron leidas en diferentes intervalos de tiempo ( 15,30,60,90 y 120 minutos cada 
una).Los resuitados son mostrados en ej cuadro 15. 
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RESULTADOS 
GRAFICAS Y TABLAS 

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION 
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Figura 1.-L inealidad del sistema de medicion. 

Las lecturas de absorbancias son obtenidas a 540 nm y provienen del promedio de 6 réplicas 

para cada concentraci6n ta cual es expresada en yg de ac. salicilica/ml de agua 

600 

meg / ml 

  

Abs ( 540) 

10 0.014 

30 0.044 

50 0.0723 

70 0.0895 

100 0.147 

200 0.288 

300 0,427 

400 0.5767 

500 0.7172 

ir? = 0.999934 

yn = 1436x107 

lb = ~7.285x10°° 

te = 0.0755 

to.gs.g = 2:31       
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PRECISION DEL SISTEMA DE MEDICION 

  

  

  

  

  

          

Absorbancia (dia 1) | Absorbancia (dia 2) 

0.561 0.568 

0-559 0.573 

0.560 0.562 

0.560 0.576 

0.565 0.572 

Xo, = 0561 Xpag = 0570 

Say = 235x107 Spay = 540x107 

C¥ ya = 0.48% Vyas = 0.95% 

Xora, = 9566 

Sapna, = 6.24 x 10% 

CV¥ yor, = 110% 

Cuadro 1-Precisién del sistema de medicion. 

Se realiza el andlisis de cinco réplicas de 1a concentracién de 400 g/ml en dos dias 

diferentes, obteniéndose la media, la desviacién estandar, el coeficiente de variacién 

de cada dia y el total de los dos dias. Las lecturas de absorbancia son obtenidas a 540 
nm. Los coeficientes de variacion de cada dia y el coeficiente de variacion total de los 
dos dias nos indican que el sistema es preciso



PERFIL DE PRECISION DEL SISTEMA DE MEDION 
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Figura 2.- Perfil de precision del sistema de medicién 

Se prepararon concentraciones bajas y altas de salicilato de sodio en agua y se 

determiné la absorbancia a 540 nm de un anilisis por triplicado de cada nivel de 

concentracion, obteniéndose los coeficientes de variacién los cuales van a ser 

graficados contra la concentracién. Como se puede observar en el rango de 

concentraciones de 10 a 420 pg/ml los coeficentes de variacién son menores del 5% 
lo cual nos indica que los resultados son precisos, sin embargo en las concentraciones 

por abajo de este intervalo se obtienen coeficientes de variacién mayores del 5% lo 

que nos indica la imprecision de las determinaciones.



EXACTITUD DEL SISTEMA DE MEDICION 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          
  

Ceorica (HE/m1) Cosperinenat (HE/ M1) %RECUPERACION 

10 9.71 97.10 

30 28.52 95.07 

50 30.33 100.66 
70 69.29 98.99 
100 102.39 102.39 
200 100.30 100.30 

300 99.17 99.17 
400 100.46 100.46 

500 99.95 99.95 

¥ = 99,34 

s=215 

CV = 216% 

LClygy, (95 ~104) 

Cuadro 2.-Exactitud del sistema de medicién. 
Debido a que la exactitud puede variar dependiendo de la concentracién, se muestra su 
evaluacién en todo el intervalo de concentraciones de la curva de calibracién, 
determinando los porcentaje de recuperacién de cada nivel y finalmente obtener Ja 
recuperacién promedio, la cual mientras mas cercana sea a 100 indicara una mayor 
exactitud. La concentracién esta expresada en ug de ac. salicilico/ml de agua. De 
acuerdo a los resultados se observa que el sistema de medicién es exacto en ese 
intervalo de concentraciones.



e 

LINEALIDAD DEL METODO 
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Figura 5.- Linealidad del método 

Adiciona Recuperados 
meg / mi 

40 
80 

160 

200 
240 
360 
400 
440 

480 

520 

meg / ml 

38.94 
76.08 

153.16 
199.04 

233.6 
344.34 
390.66 
423.28 

463.32 
503.84 

  

ir? = 0.9998 

in = 0.9664 

\b = 0.4001 

leg = 0.257 

Toss. = 2.26       

Las lecturas de absorbancia son obtenidas a 540 nm y provienen del promedio de 
réplicas para cada concentracion, la cual es expresada en yg de salicilato/m! plasma 
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EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        
  

C(ug/ml) Absorbancia CV(%) %Recuperacion 
40 0.055 2.55 98 

80 0.109 2.11 97 

160 0.221 1.80 99 

200 0.286 2.38 102 

240 0.334 0.51 99 

360 0.501 1.34 99 

40 0.566 1.08 101 

440 0.611 0.72 99 

480 0.663 1.66 99 

520 0.727 0.98 100 

YoRECprmedm = 99 

s=142 

CV = 143% 

Cuadro 3.-Exactitud y precisién del método. 

1x, (96 — 102 

Se obtuvieron los promedios de absorbancia (a partir de 6 réplicas), los coeficientes de 
variacién y los porcentajes de recuperacién para cada nivel de concentracién, y 
finalmente se obtiene el % de recuperacién promedio el cual nos indica el grado de 
exactitud del método. La concentracién esta expresada en jag. de salicilato/ml plasma 
y las lecturas de absorbancia se obtuvieron a 540 nm. Los resultados nos indican que 
el método es preciso y exacto en ese intervalo de concentraciones 

 



PRECISION DEL METODO EXPRESA EN TERMINOS DE REPRODUCIBILI- 
DAD PARA LAS CONCENTRACIONES DE 40 Y 200 pg/ml 

  

  

  

    

Fuente de Grados de Suma de Media de | F calculada F tablas 

variacion libertad Cuadrados | Cuadrados 

Analista so 629.88 629.88 22.46 FI=18.5 

F2=98.5 
Dia 2 56.08 28.04 3.46 Fj=3.63 

F2=6.23 
Error 16 123.27 7.70             
  

Cuadro 4.-Precisién del método en términos de reproducibilidad. 
Analisis de varianza para la concentracién de 40 pg/ml aplicando el disefio factorial 
2 x 2 con el dia anidado en el analista. Fl y F2 son obtenidos de tablas al 95 y 99% 
recpectivamente. 

  

  

  

  

Fuente de Grados de Suma de Mediade | F calcuiada F tablas 
variacion libertad Cuadrados | Cuadrados 

Analista } §.53 5.53 1.23 FI=18.5 
F2=98.5 

Dia 2 9.03 4.52 8.14 F1=3.63 

F2=6.23 
Error 16 8.88 0.55                 

Cuadro 5.-Precisién del método en términos de reproducibilidad. 
Analisis de varianza para la concentracién de 200 pg/ml aplicando e] modelo factorial 
2 x 2 con el dia anidado en el analista. Fl y F2 son obtenidas de tablas al 95 y 99% 
respectivamente. 
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PRECISION EL METODO EXPRESADA EN TERMINOS DE REPRODUCIBILI- 
DAD PARA LAS CONCENTRACIONES DE 400 Y 520 pg/ml. 

  

  

  

    

Fuente De Grados de | Sumade | Mediade | F calculada | F de tablas 
variacion libertad Cuadrados | Cuadrados 

Analista 1 25.33 25.33 $.27 FI=18.5 

F2=98.5 
Dia 2 9.61 4.81 7.68 F1=3.63 

F2=6,23 
Error 16 10.02 0.63             

  

Cuadro 6.-Precisién de] método en términos de reproducibilidad. 
Andlisis de varianza para la concentracién de 400 g/ml, aplicando el disefio factorial 
2 x 2 con el dia anidado en el analista. F! y F2 son obtenidos de tablas al 95 y el 99% 

  

  

  

  

respectivamente. 

Fuente de Grados de Suma de Media de Fcalc. Ftab. 
variacion libertad cuadrados cuadrados 
Analista 1 22.17 22.17 0.78 F1=18.5 

F2=98.5 
Dia 2 56.34 28.17 42.23 F1=3.63 

F2=6.23 
Error 16 10.67 0.66             

Cuadro 7.-Precisién del sistema en términos de reproducibilidad 
Anilisis de varianza para la concentracién de 520 pg/ml, aplicando el disefio factorial 
2 x 2 con el dia anidado en el analista; F1 y F2 son obtenidas de la tablas de Fisher al 
95 y al 99 % respectivamente. 
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LIMITE MINIMO DE DETECCION 

meg/ml Absorbancia 

  

  

0 0 

oa : oe 
0.04 10 0.0154 

0.035 20 0.0298 
0.03 30 0.04227 

0.025, 

0.02 0 Ir? = 0.9997 

0.015 im = 1.42x107 

0.01 b = 637x107 

0.005 Sy = 652x104 
9 ICI, = 0.0212 

0 10 20 30 40 = 1543 

ees we ICI, =-6.4x10" 
Yay = 0.003 

L1D pra few = 2-5. Hg | m       

Figura 11.- Limite minimo de deteccién. 
Se realizan analisis de cinco réplicas de soluciones plasmaticas a concentraciones bajas 
la linea paratela al eje de las " proviene de ta absorbancia que da el ruido del equipo ia 
cual corta con la recta de regresi6n y justo en ese punto se interpola en el eje "x" para ob- 
tener la concentracién !a cual corresponderia al limite minimo de deteccion.
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LIMITE MINIMO DE DETECCION A CONCENTRACIONES BAJAS EN PLASMA 

  

  

  

  

  

  

    

xi (ig/ml) yi (absorbancia) Yi 

2 0.0036 0.0037408 
6 0.0088 0.0093597 
10 0.0154 0.0149787 
20 0.0298 0.0290262 
30 0.0427 0.0430736 
40 0.0570 0.0571210         

Yc= 0.0023621873 
YD=0.003 7623895 

XD=2.0 

Cuadro 8.-Limite minimo de deteccién por el método estadistico en el intervalo de 
concentraciones bajas en plasma. 

La concentracién es expresada en wg de salicilato/ml plasma y las lecturas de 
absorbancia son obtenidas a 540 nm. 
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LIMITE MINIMO DE DETECCION OBTENIDO CON LOS RESULTADOS DE 
LINEALIDAD DEL SISTEMA DE MEDICION. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

xi (ug/ml) yi (absorbancia) Yi 

10 0.0140 0.014267 

30 0.0410 0.042985 

50 0.0723 0.071702 
70 0.0995 0.100419 

100 0.1470 0.143495 

200 0.2880 0.287080 

300 0.4270 0.430665 

400 0.5767 0.57425) 

500 0.7172 0.717836       

Yc=0.0048627 
YD=0.0097965 
XD=6.886 

Cuadro 9.-Limite minimo de deteccién por el método estadistico utilizando los 
resultados de linealidad del sistema. 
La concentracién es expresada en yg de ac. salicilico/ml agua y la absorbancia es 
obtenida a 540 nm. 
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LIMITE MINIMO DE DETECCION OBTENIDOS A PARTIR DE LA CURVA DE 
CALIBRACION EN PLASMA 

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

xi (ug/ml) yi (absorbancia) Yi 

40 0.055833 0.0562175 

80 0.109166 0.1116935 

160 0.219833 0.2226455 

200 0.285666 0.2781215 
240 0.335333 0.3335975 

360 0.494333 0.5000255 

400 0.560833 0.5555015 

440 0.607666 0.6109775 
480 0.665167 0.6664535 

520 0.723333 0.7219295         
Y¥c=0.0103525 
YD=0.0198581 
XD=13.78 

Cuadro 10.-Limite minimo de deteccién por el método estadistico, utilizando los 
resultados de la curva de calibracion en plasma. 
La concentracion es expresada en pg de salicilato/ml plasma y la absorbancia es 
obtenida a 540 nm. 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PARA LA CONCENTRACION DE 200 pg/ml. 

  

  

  

  

  

  

  

Muestra Cero dias 7 dias 15 dias 30 dias 
1 100 97 96 98 

2 100 100 98 101 

3 100 100 99 101 

4 100 99 98 100 

5 100 100 98 102 

6 100 100 97 100             

t dunner (7 dias)=-1.8282886 

to dunnet qs dias)=-4.30179 

to dunnet (30 dias)= 0.7800957 

fodunnet (tablas)= 2.4 

Cuadro 11.-Estabilidad de la muestra. 
Para la concentracion de 200 j1g/ml, aplicando el método de Dunnet. Los resultados 
son dados en 

obtenidos en el primer dia del andlisis, el cual se hizo por sextuplicado. 
% de recuperacién; considerando como 100 % a los resultados 
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PARA LA CONCENTRACION DE 400 pg/ml. 

  

  

  

  

  
  

  

            

MUESTRA | CERO DIAS 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 

} 100 98 38 30 

2 100 106 101 102 

3 100 100 8 03 

4 100 101 100 103 

5 100 101 101 102 

: 100 101 100 102 

lamer (Tduasy = ~0.059 

lames (Sain) = ~ 1188 

Fumes (20 dusy = 4.336 

Fpaunes (obiesy = 24 

Cuadro 12.-Estabilidad de la muestra. 
Para la concentracién de 400 pg/ml aplicando el método de Dunnet. Los resultados 
son dados en porcentajes de recuperacién considerando como e} 100% a los resultados 
obtenidos en el primer dia del analisis el cual se hizo por sextuplicado. 
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TOLERANCIA DEL SISTEMA DE ACUERDO A LA VARIACION DE LA 
LONGITUD DE ONDA 

LONGITUD DE ONDA (nm) ABSORBANCIA 
475 0.292 

480 0.306 

485 0.320 

490 0.332 

495 0.344 

500 0.354 
505 0.362 

510 0.368 

515 0.373 
520 0.377 

525 0.379 
530 0.380 

535 0.379 
540 0.377 

545 0.375 

550 0.369 
555 0.365 

560 0.356 

565 0.347 

570 0.338 

  

Cuadro 13.-Tolerancia del sistema: Variacién de la longitud de onda. 
Espectro de absorcion del acido salicilico en agua desionizada. 
Lecturas de absorbancia obtenidas con cambios de longitud de onda de 5 nandémetros. 
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TOLERANCIA DEL METODO DE ACUERDO A LA VARIACION DE LA 
CONCENTRACION DEL ACIDO CLORHIDRICO. 

  

  

  

  

  

  

    

  

Ac.salicilico Concentracion Normal de acido clorhidrico 

u/ml 0.04N 0.2N 0.4N 0.6N 0.8N 

10 0.021 0.017 0.019 0.018 0.016 

20 0.039 0.035 0.036 0.034 0.032 
30 0.057 0.052 0.054 0.050 0.048 

40 0.073 0.071 0.069 0.066 0.064 

50 0.098 0.088 0.089 0.084 0.080             

Cuadro 14,-Tolerancia del método. Variacién de la concentracion del Acido 
clorhidrico utilizado en la preparacién del reactivo de Trinder. 

Se muestran los promedios de absorbancia obtenidos a concentraciones bajas del 
acido salicilico en agua desionizada, utilizando reactivo de Trinder preparado con 
diferentes concentraciones de Acido clorhidrico. Cada promedio proviene de dos 
réplicas. 

TOLERANCIA DEL METODO DE ACUERDO A LA ESTABILIDAD DEL 

  

  

  

  

  

PRODUCTO COLORIDO 

TIEMPO (min) TOug/ml 200ng/ml 400p/ml 
5 0.010 0.285 0.579 

30 0.009 0.0285 0.579 
60 0.010 0.0284 0.578 

90 0.010 0.0284 0.578 
120 0.011 0.0283 0.576 
          

Cuadro 15.-Tolerancia del método: Estabilidad del producto colorido. 
Lecturas de absorbancia de salicilatos en plasma obtenidas a diferentes 
concentraciones e intervalos de tiempo. 
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CAPITULO 7 

ANALISIS DE RESULTADOS



ANALISIS DE RESULTADOS 

Como se puede observar en la figura 1, el sistema es lineal en el intervalo de 
concentraciones de 10 a 500 yg. ac. salicilico/ml, ya que el 99.99% de las 
desviaciones quedan explicadas por la regresion lineal, y esto significa que existe una 
asociacion lineal o proporcionalidad directa entre la concentracién y la absorbancia. 
Ademis existe un 95% de confianza de que la recta pasa por el origen de acuerdo a la 
prueba del intercepto ( anexo 1 ) 

La precision del sistema que se evalua con los resultados de la figura 2 nos muestra 
que el sistema es preciso en términos de repetibilidad y lo cual se explica con los 
coeficientes de variacion del dia 1 y dia 2 que deben ser menores del 5%. 

Por otro lado en términos de reproducibilidad también se puede ver que el sistema es 
preciso y lo cual queda explicado en el coeficiente de variacién total menor al 5%. 

EI Perfil de precision de] sistema de medicion que se obtiene en la figura 2 al graficar 
el coeficiente de variacion contra la concentracién nos indica que los puntos que 
presentan mayor imprecision son los que se encuentran por abajo de la concentracion 
de 10 pg/ml. 

Debido a que la exactitud del sistema de medicién puede variar dependiendo de la 
concentracién, se muestra en el cuadro 2 que es mas confiable su evaluacién en todo 
el intervalo de concentracién de la curva de calibracién y donde se observa que el 
porcentaje de recuperacién promedio es muy cercano al 100% lo que nos indica una 
buena exactitud. 

De acuerdo a los resultados de la figura 3 podemos ver que el método es lineal en el 
intervalo de concentraciones de 40 a 520 wg. ac.salicilico/ml plasma, donde el 99.97% 
de las desviaciones quedan explicadas por la regresién lineal, esto significa que existe 
una asociacién lineal o proporcionalidad directa entre el porcentaje adicionado y el 
porcentaje recuperado. Ademas existe un 95% de confianza de que la recta pasa por el 
origen de acuerdo a la prueba del intercepto (Anexo 2.). 

En la determinacién de la exactitud del método que se muestra en los resultados del 
cuadro 3 se obtiene una recuperacién de 97-102%, lo que nos indica que el método es 
exacto en el intervalo de concentraciones de 40 a 520 y1g ac. salicilico/ml. 
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La precision del método expresada en términos de repetibilidad se evalia con el 
coeficiente de variacién y podemos referirnos también a los resultados del (cuadro 3) 
para observar que los coeficientes de variacién indican que el método es preciso en 
ese intervalo de concentraciones. 
Por otro lado para la evaluacion de la precision en términos de reproducibilidad se 

utiliza el analisis de varianza el cual se muestra en los cuadros (4, 5, 6 y 7), donde se 

puede observar que existe reproducibilidad entre analistas para las concentraciones de 
200, 400 y 520pg/ml con un 95% de confianza. 

Con un 99% de confianza podemos ver que para todas las concentraciones (40, 
200,400 y 520 pg/ml) existe reproducibilidad entre analistas, en cambio para un 
mismo analista en dias diferentes sdlo existe para la concentracién de 40 pg/ml. 

De acuerdo a lo anterior podemos apreciar que el andlisis de varianza no siempre 
puede ser confiable ya que nos puede confundir y provocar que tomemos decisiones 
equivocadas; pues la reproducibildad del método no queda definida adecuadamente 
debido a que la variaci6n entre los resultados es tan pequefia que provoca que nuestro 
rango de tolerancia sea muy cerrado y que una ligera desviacion de ese rango nos 

indique un incremento significativo en el error experimental. 
Por otro lado cabe mencionar que para efectos de estudio en muestra bioldgicas existe 
una mayor cantidad de variables que afectan directamente nuestro sistema, lo cual nos 
permite hacer la observacién de que el intervalo de variacién en muestras de éste tipo 
debe ser mas amplio para no condenar de antemano la reproducibilidad del método. 
Por tanto se puede decir que la reproducibilidad va a ser establecida de acuerdo a la 

aplicacién del método y al criterio del analista tomando en cuenta que para nuestro 
caso se propone capacitar al analista y de ser posible el analista correra estandares 
para hacer su ajuste y de ésta manera obtener resultados mas confiables. 

En la evaluacién del limite minimo de deteccién se utilizé un método grafico y uno 
estadistico. 
En el método grafico el limite minimo de deteccién se obtuvo al graficar 
concentraciones menores de] 40 ug/ml contra su respectiva absorbancia y en dicha 
grafica se interpola el valor del ruido del aparato y asi. conocer la concentracion 
minima detectable, la cual es de 2.5 g/ml, (fig. 4). 
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En la evaluacion estadistica del limite minimo de deteccion se utilizaron los resultados 
obtenidos experimentalmente a concentraciones por abajo de 40 pg/ml; los de 
linealidad del sistema y del método Jos cuales incluye concentraciones altas, cuadros 

(8, 9 y 10), en estas dos ultimas evaluaciones se puede observar que al cambiar las 
caracteristicas del medio acuoso y plasmatico el limite minimo de deteccién es 

diferente, casi al doble en el calculado en la linealidad del método, pero ademas no 
hay que olvidar que los resultados obtenidos a bajas concentraciones en linealidad del 
sistema y del método son calculados estadisticamente. 

Por otro lado al evaluar el limite minimo de deteccién estadisticamente utilizando los 
resultados obtenidos experimentalmente a bajas concentraciones nos damos cuenta 
que su valor de 2.0 pg/ml no es muy diferente del limite minimo de deteccién 
obtenide graficamente el cual es de 2.5 g/ml. Lo anterior nos permite decidir que es 
necesario determinar experimentalmente dicho limite ya que en ese evento se 
involucran todas las posibles variantes que interfieren en su deteccién. 

Al analizar la estabilidad de la muestra en el cuadro 11, observamos que para la 
concentracion de 200pg/ml la muestra se comportaria estable a los 7 y 30 dias e 
inestable a los 15 dias y en el caso de los resultados del cuadro 12 para la 
concentracion de 400 pg/ml se indica que 1a muestra es estable a solo a los 30 dias. 
Como podemos ver de lo anterior resulta dificil definir un criterio adecuado acerca de 
ta estabilidad de la muestra sobre todo para la concentracién de 200 ug/ml. 
En éste estudio se puede tomar en cuenta dos factores importantes los cuales pudieran 
tener una influencia directa sobre la interpretacion de los resultados. 
Lo primero que debemos hacer notar es que el error experimental es incrementado 
significativamente debido a la pequefia variacién entre las lecturas lo cual nos hace 
dificil definir la estabilidad por el método estadistico de Dunnet. 

Por otro lado también cabe mencionar que atin cuando no se realizaron estudios de 
especificidad de la muestra, se menciona en la bibliografia (28) que el método no es 
especifico lo cual nos hace pensar que la muestra pudo haber sufrido alguna alteracion 
por las condiciones a las que fue expuesta y es probable que esto no podamos 
detectarlo y por tanto tampoco asegurar que los resultados obtenidos en las pruebas de 
estabilidad se deban especificamente a los salicilatos presentes.



En el estudio de la tolerancia del método se evaluaron tres variables las cuales se 
analizan a continuacion: 

En la variacién de la longitud de onda que se muestra en e] cuadro 13 nos indica que 
existe un intervalo de longitud de onda de 520 a 540 nm donde se puede decir que la 
sefial es la misma. 
La variacion de la concentracion de acido clorhidrico utilizado en Ja preparacién del 
reactivo de Trinder (reactivo de color) que se muestra en el cuadro 14 nos permite 
observar que el efecto del aumento de la concentracién del acido clorhidrico provoca 
un decremento en las lecturas de absorbancia lo que nos indica que e! efecto del pH 
influye directamente sobre la concentracién del complejo formado entre el fierro y el 
salicilato, aunque es importante mencionar que no se midié el pH. 
La estabilidad del producto colorido que muestra el cuadro 15 nos indica que las 
lecturas de absorbancia del complejo colorido no se ven afectadas dentro de uh 
intervalo de tiempo de 90 minutos ain cuando se trabaje con concentraciones bajas.



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES 

El método de Trinder fue adaptado satisfactoriamente a nuestras condiciones de 
trabajo. 

De los resultados obtenidos se Ilevé a cabo la validacién del método encontrandose 
que el método es lineal en el intervalo de concentraciones de 40 a 520 ug salicilato/ml 
plasma, también es exacto y preciso en ese intervalo de concentraciones. 
Por otro lado la precision del método expresada en términos de reproducibilidad no 
queda definida adecuadamente debido a que la variacién entre los resultados es tan 
pequefia que provoca que el error experimental se incremente significativamente. 
El limite minimo de deteccién obtenido experimentalmente a bajas concentraciones 
por el método grafico y estadistico es mas confiable que el obtenido estadisticamente 
a partir de los resultados de linealidad del método. 
La estabilidad del método no queda definida adecuadamente porque no se puede 
asegurar que los resultados sean especificos. 

En la tolerancia del método se determind que la sefial obtenida en el intervalo de 
longitud de onda de 520-540 nm. es la misma; que el producto colorido es estable por 
lo menos 90 minutos en condiciones ambientales. Por otro lado la concentracién del 
acido clorhidrico utilizado en la preparacion del reactivo de color tiene una influencia 
evidente en los resultados y aunque no se define especificamente su causa considero 
importante conocer las condiciones de pH del producto colorido ya que esto nos puede 
dar una visién clara de lo que quimicamente estd sucediendo y de ésta forma poder 
optimizar o evitar los factores que pueden afectar directamente la reaccién y por lo 
tanto la validacién del metodo. 

Finalmente se debe mencionar que es muy importante validar un método analitico 
para conocer si e] mismo satisface los requisitos de las aplicaciones analiticas que 
deseamos al evaluar la confiabilidad y establecer su variabilidad. 
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Anexo 1.- 

1. Prueba de paralelismo : 
Inddica si dos rectas difieren significativamente . 

  

2.+ Prueba del intercepto : 
Indica si una recta tiene como origen et cero . 

   

Suz > ; 

SSS. 

3.- Modelo de analisis de varianza para reproducibilidad del metodo . 
Disefio factorial 2x2 con el dia anidado en el analista . 
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4.- Limite minimo de deteccién ( método estadistico ) 

F¥=pt+m(x,-*X) 

[Xo.-¥) 
Say Na? 

x 
P= 7 roy N* Daw) 
Ve=Vqt PS 

(%p-¥) O= 1 Co ere SG —3) 
Vp = NK pt Myereccerceecees A 

yp =F, 45Q. B 

Igualando A y B: 

mx Y= Yet SQ 
Despejando xy: 

Yea Vy — SQ 

  

5,- Estabilidad de la muestra . 

  

x, 7 4, , = ee 
o” F2MCelr 

SC, 
MC. Ten 

SC, = VE ry- Uri 
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ANEXO2 

1.-Prueba de paralelismo. 

top = 0.007151 
bas = 211 

2.-Prueba del intercepto. 

t = 0.44 ep (reed 1) 

f, 

3.-Definicién de términos empleados en el ANEXO 1. 

A).-Prueba de paralelismo. 

Vg ="t" calculada 

m, = pendiente de la recta} 

m, = pendiente de la recta 2 

Ss y =error estd ndar de regresion 
x ft 

Sy, = error estd ndarde regresién de la recta 2 

SS, = suma de cuadrados de la desviacién de" x" en la recta 

SS,, = suma de cuadrados de la desviacién de" x" en la recta 2 

B).-Prueba del intercepioo. 

leg = "0" experimental 

b= intercepto de la recta 

& =intercepto en el origen 

S, = variacién de los valores de" y" en el int ercepto 

C.-Analisis de varianza para reproducibilidad del método. 

A= Analista 

D= Dia 

E = Error 

a = Numero de analistas 

d = Numeros de dias 

r = Numero de replicas 
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D.-Limite minimo de deteccion (metodo estadistico). 

yi = Sefial observada de una linea caracteristica del elemento de 

interes medido en el iesimo estandar. 

Yi = Sefal calculada correspondiente a x, 

x, = Concentracion del elemento de interes en el iesimo estandar 

x = media de las concentraciones 

y = media de la sefial observada 

m = pendiente de la linea de regresion 

N = Numero de concentraciones 

S = Estimador residual de la desviacion estandar 

P = Factor de (S} con nivel de confianza |~ « 

Yc = Nivel de sefial neta, o sea respuesta del aparato arriba de la cual 

una senal observada es reconocida confiablemente 

Yo = Intercepto de la linea de calibracion 

Q = Factor de {S) con nivel de confianza 1- B 

x) = Contenido minimo 

X, = Contenido minimo que podemos distinguir de cero 

}¥py = Sefial correspondiente ax, en la linea de calibracion 

E.- Estabilidad de fa muestra. 

t, ="f" de Dunnet 

Xy = Promedio de farmaco recuperado, a determinado int ervalo de tiempo 

X¢ = Promedio de farmaco utilizado como control 

SC, = Suma de cuadrados del error 

MC, = Medida de cuadrados del error 

r = Numero de replicas 

{ = Numero de tratamientos. 
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