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RESUMEN

Los problemas de salud por insuficiencia renal son cada vez mayores. La
deteccién temprana de los problemas renales es de gran importancia para poder
dar un tratarmiento adecuado a los pacientes.

La Tasa de Filtracion Glomerular (TFG) es una medida del funcionamiento
de los rifiones. Recientemente se introdujo la cuantificacion del iohexol como un
marcador de la TFG por electroforesis capilar.

El objetivo de este trabajo fue !a estandarizacién de la cuantificacién del
iohexol por electroforesis capilar en muestras de plasma y orina de ratas
normaies. La determinacion se realizé con una columna capitar de 50 cm y un
amortiguador de boratos 220 mM, pH = 8.8; a una temperatura de 23° C y con un
voltaje de 12 kV. La deteccion se realizé por UV a 254 nm, E) tiempo de retencién
del iohexol fue de 11.5 minutos. El limite de cuantificacién del iohexol en plasmag
fue de 11.42 ppm y el limite de deteccién de 3.99 ppm. La curva de calibracién
presentd un coeficiente de correlacidn de 0.9978. Para las muestras de orina se
encontré un limite de cuantificacion de 0.889 ppm y un limite de deteccion de
0.328 ppm. La curva de calibracion presenté un coeficiente de correlacion de
0.9993.

La identificacion y cuantificacion del iohexol en muestras bioldgicas por
electroforesis capilar es un método confiable y preciso para la determinacién de la
TFG.




INTRODUCCION
ELECTROFORESIS CAPILAR
Origenes

En general, la electroforesis es la migracion de iones presentes en una
disolucion por influencia de un campo eléctrico [1-3].

Las leyes de la electrostatica establecen que ia fuerza eléctrica F de un ién
especifico con carga q en un campo eléctrico E (E = VL, en donde V es la
diferencia de voltaje aplicado en los electrodos) se expresa por

F=qE..(1)

Esta fuerza hace que los iones se dirijan hacia el electrodo con carga
opuesta y al aumentar ta velocidad, el contacto con los alrededores genera una
friccion (Fy)

Fr=vf..(2)

En donde f es el coeficiente de friccion, que de acuerdo a la ley de Stokes
para particulas esféricas de radio r que se mueven a través de un fluido de
viscosidad n es

f=6mr ..(3)

En un campo eléctrico constante, las fuerzas ejercidas sobre el i6n se
equilibran entre si

gqE =vf...(4)
sustituyendo 3 en 4 y despejando v

v = gE/6nnr ...(5)
sustituyendo los términos constantes por .,

v=pE ... (B)
en donde per es la movilidad electroforética para un i6n especifico y se define
como la constante de proporcionalidad entre la velocidad del ion y el campo
electrico. De la ecuacion 5 podemos sacar varias conclusiones, por ejemplo, como
la movilidad electroforética es igual a o/f; cuanto mayor es el radio, menor es la
movilidad, y que !as moléculas neutras exhiben una movilidad electroforética igual
a cero. Finalmente, también podemos decir que para las proteinas y otros
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polielectrolitos que poseen propiedades acido-base, |3 carga ionica, y por lo tanto
la movilidad electroforética depende del pH.

"Para la movilidad Huckel encontré la expresion siguiente:
et = DE/BN ... (7)
en donde D es la constante dieléctrica del medio y £ es el potencial zeta
electroforético definido por la ecuacién:

G =4nrpe/D ... (8)

en donde ¢ es el exceso de carga total en la solucién por unidad de area y o es el
radio de Debye definido por la expresién de Debye-Huckel:

ro = DxT/8ne?l ... (9)

en donde x es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, | es la
fuerza ibnica del medio y e es la carga eléctrica del i6n. En esta dltima ecuacién
podemos apreciar la importancia de la fuerza ionica pues al aumentar ésta en el
medio disminuye el radio de Debye, lo que implica que el potencial zeta también
disminuye. En consecuencia un aumento de la fuerza i6nica provoca una menor
movilidad y aumenta el tiernpo de retencién (eq. 7)

En el caso de la electroforesis capilar el medio es un electrolito de fondo y
resufta de gran importancia, pues ademas de proporcionar los iones necesarios
para mantener la corriente eléctrica a través del capilar, su concentracién es un
factor determinante en la resolucién de ia muestra siendo de gran importancia
mantener su valor constante, pues de eso depende en gran medida que los
tiempos de retencion sean reproducibles.

Cuando inicid la electroforesis, ésta se hacia utilizando como soporte
medios de celufdsa agar, almidén o poliacrilamida, que presentan resistencia al
paso de la corriente por lo que se genera calor que puede desnaturalizar solutos
tablles, dariar el gel o favorecer la evaporacion del disolvente. También este
calentamiento puede crear gradientes de temperatura que generan corrientes de
conveccion por lo cual en algin momento los compuestos que se habian logrado

separar, nuevamente se mezclaban. Otro factor que afecta los resultados de la




electroforesis es la electrodsmosis, fendbmeno por el cual se liegan a arrastrar
particulas de soporte o de electrolito, disminuyendo la resolucién de la separacién.

Para poder optimizar la técnica se llegé a la conclusién de que lo mas
conveniente era limitar la resistencia que presenta el soporte, disminuir la longitud
que tenia que atravesar la mezcla, ademas de que la electrodsmosis, que se veia
come una gran desventaja, podia ser de gran utilidad en una nueva variante de

esta técnica de separacion: la electroforesis capilar.

Generalidades

La electroforesis capilar es una técnica utilizada para separar e identificar
desde particulas idnicas hasta macromoléculas. Su historia es muy reciente, pues
fue en 1971 que se empez6 3 utilizar en la separacion de compuestos como una
alternativa a |la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) que en esa época y
por dos décadas mas fue considerada como la técnica de separacitn e
identificacion por excelencia. A partir de esa fecha, la electroforesis capilar ha ido
desarrolldndose aprovechando la experiencia acumulada en la CLAE y
actuaimente la supera por mucho en sensibilidad, resolucién y velocidad. También
iiene la ventaja de que se pueden hacer variantes a la técnica de acuerdo con lo
qQue se quiera realizar [2]. Ejemplos de esta especializacion de la electroforesis
capilar de alta resolucion (HPCE, por sus siglas en inglés high performance
capillary electrophoresis) son la electroforesis capilar de zona (ECZ), la
cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC, por sus siglas en inglés
miceilar electrokinetic cromatography), la electroforesis capilar de gel (ECG) y la
electrocromatografia capilar.

Una de las ventajas de la electroforesis capilar es que esta completamente
automatizada, disminuyendo asi errores debidos tanto al manejo de la muestra
como de los electrolitos. La columna en que se realiza la separacién tiene una vida
util muy larga y por sus dimensiones (didmetro interno de 10 a 300 um y longitud
de 20 a 100 cm), se disminuye el riesgo de generar gradientes de temperatura que

impidan la separacion de la muestra. Gracias a que el volumen de la muestra que




se necesita es del orden de nanolitros (nl), la electroforesis capilar se considera
una técnica ideal para hacer analisis a microescala.

En la figura 1 se muestran los principales componentes de un instrumento
de electroforesis capilar. Se observa que los extremos de una columna de silice
fundida estan inmersos en viales que contienen soluciones con el electrolito de
trabajo. Los electrodos también estan inmersos en estos viales para que a traveés
del electrolito de trabajo haya contacto entre la fuente generadora del alto voltaje y
el capitar. La muestra se inyecta en el capilar al reempiazar uno de los viales por
un vial que contenga la muestra y se aplica ya sea un alto voltaje (inyeccidn
electrocinética) o presién (inyeccién hidrodinamica), para que la muestra entre al
capilar, Una vez realizada la inyeccion, se intercambia el vial por el que contiene el
electrolito de trabajo y se aplica el campo eléctrico para que la separacion se lleve
a cabo. La deteccién se puede hacer en el lado opuesto al que se hizo la
inyeccidn, ya sea directamente a través de la pared del capilar por deteccion UV o
acoplando el capilar con alguna otra técnica de deteccién comao la espectroscopia
de masas o deteccién electroquimica a través de interfaces diseiiadas
especificamente para ello. [4]

&

Fig. 1. Esquema bisico de un instrumento de electroforesis
capilar. a) vial de entrada, bj columna capilar, c) fuente de poder,
d) detector, €) electrodos y 1) vial de salida.

La parte esencial de la técnica de electroforesis capilar es la columna

capilar. De acuerdo con la muestra que se vaya a utilizar se puede usar una
7




recublerta intemamente con diferentes sustancias, ya sea para reducir la
adsorcion de fa muestra o para cambiar la carga eléctrica de la pared interna del
capilar,

La columna mas empleada es la de silice fundida (también llamada
negativa) pues ademds de que ésta no absorbe en el ultravicleta, la carga
negativa que empieza a adquirir el capilar a partir de un pH de 2 [1] permitiendo
gue una gran variedad de compuestos se puedan separar.

La pared interna de una columna capilar de silice fundida esta recubierta de
grupos silanol (Si-OH) que tienen una carga negativa {Si-O) por encima de un
pH>2. Esta carga negativa se ve equilibrada por una capa cargada positivamente
formada por los cationes del buffer, lo que da origen a una doble capa.

En un campo eléctrico, los cationes son atraidos por el catodo y los aniones
por el dnodo, el exceso de cationes en la doble capa se mueve hacia el catodo, lo
que ocasiona que el liquido que esta en el capilar también se mueva hacia el
célode & una velocidad constante, Este proceso es conocide como electrodsmosis
¥ la constante de proporcionalidad entre la velocidad electroosmética ve, v el
campo aplicado se llama movilidad electroosmética (L.} ¥ se define como:

Veo = MeoE ... {10)

oo = DG/Amn ... (11)
en donde D es la constante dieléctrica del medio, 1 es la viscosidad del medio y ¢
es el potencial zeta a través de la interfase sélido-liquido.

Tomando en cuenta el flujo electroosmético generado por la doble capa del
capilar, la velocidad ohservada (también llamada aparente) de cada i6n resulta de
la suma de su movitidad electroforética y de su movilidad electroosmética:

Vap = ( Mef + Moo } E -..(12)

Como resultado, los aniones pueden ser forzados a moverse en la misma
direccion que los cationes si la magnitud del flujo electroosmético es mayor que la
movilidad electroforética de los aniones. Los compuestos neutros pueden migrar a
la misma velocidad que el flujo electroosmético. (Fig.2) A pesar de que la

formacion de la doble capa se ve favorecida a un pH>2, se ha observado que




debajo de pH=4 la ionizacién es pequefia y el flujo electroosmético es poco
significativo, mientras que a pH>9 los grupos silanol estan completamente
ionizados y el flujo electroosmético es muy fuerte. [3]

Para fines practicos la movilidad aparente () de una especie dada es la
velocidad neta (vap) de la especie dividida por el campo eléctrico {E)

Bap = Vap/E = LgL#/V L ... (13)
en donde Ly es la longitud del capilar desde el punto de inyeccion hasta ef
detector, L; es la longitud total de la columna de extremo a extremo, V es el voltaje
aplicado entre los dos extremos y t es el tiempo necesario para que un soluto
migre desde el extremo de la inyeccién hasta el detector.

0000000000606000
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Fig. 2 El flujo electroosmético arrastra a las particulas
cargadas negativamente hacia el catodo.

Para determinar el flujo electroosmético, se inyecta una muestra neutra que
absorba en el UV y se mide el tiempo de migracion (tweurs) hacia el detector. La
movilidad electroosmdtica es la velocidad de las especies neutras (Vneura) dividida
por el campo eléctrico:

Meo = Vneurs/E = Ly Lt/ V theura ... (14)

Con estos valores se puede obtener la movilidad electroforética pues

Mef = Hap = Peo ---(15)




El flujo electroosmético de perfil plano contribuye a la gran resolucién de la
electroforesis capilar. Cualquier efecto que altere el perfil produce un
ensanchamiento de la banda y disminuye la resolucién, La cormiente eléctrica en el
capilar (flujo de iones) genera calor (fenémeno conocido como calentamiento
joute) lo que produce un incremento en la temperatura de acuerdo a la
proporcionalidad:

AT~E®? ...(16)

En donde A es la conductividad molar de la solucion y r es el radio del tubo.
De acuerdo con esto, tanto los campos eléctricos muy altos como una alta
conductividad en el buffer pueden lievar a un incremento en el calentamiento joule,

“por lo que es de gran importancia utilizar un diametro pequefio (de 25 a 200 pm)
en la columna para poder emplear voltajes de hasta 30 kV y obtener separaciones
rapidas.

Ademas del didmetro de la columna, los instrumentos de la electroforesis
capilar cuentan con un sistema regulador de la temperatura que hace pasar un
liquido enfriador afrededor de toda la columna para mantener una temperatura
constante en todo el proceso de separacion.

Para introducir fa muestra al capilar existen varias técnicas [5], la mas
utilizada es la inyeccién hidrodindmica o a presién; esta se realiza ejerciendo una
presién en el extremo de inyeccion y haciendo vacio en el extremo opuesto. El
volumen inyectado es una funcién de la diferencia de presién (AP) a través del
capilar, el tiempo de inyeccion (t) y el didmetro interno del capilar {d) y se expresa
como:

Volumen = APrd*t /128 L, ...(17)

En la practica el tiempo de inyeccion o ia diferencia de presidn son
utilizados como variables para modificar la cantidad de muestra inyectada, siendo
los volumenes tipicos inyectados de 10 a 100 nt de muestra.

En la inyeccién electrocinética se aplica un voltaje a través del capilar,
usualmente de 3 a 5 veces menor que el voltaje de corrida. Los moles de cada ion
tomados en el capilar durante t sequndos son:
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Moles inyectados = pap(E xu/xs) tnr’C ... (18)

En donde C es la concentracién de la muestra Y KufKs 5 la relacion de las
conductividades del buffer y de la muestra, Debido a que cada analito presenta
una movilidad diferente, la composicion de la muestra inyectada es diferente a la
de la muestra original, por lo que la inyeccién electrocinética es menos
reproducible que la inyeccidn hidrodindmica. Sin embargo, la inyeccion
hidrodinamica no puede realizarse cuando se emplea la electroforesis capilar de
gel, pues en este caso el liquido en el capilar es demasiado viscoso para una
inyeccién hidrodinamica.

Si el volumen de la inyeccion llega a ser muy grande la longitud del capitar
que esté ocupado por la muestra puede ser de algunos milimetros, lo cual llega a
ser de importancia para columnas que en ocasiones apenas alcanzan los 20 cm
de largo, pues disminuye (a longitud de la separacic'm de fa muestra. Para evitar
esto se han buscado técnicas por las cuales se puede concentrar ia muestra para
favorecer su separacion.

En la técnica de concentracién de muestra mas usada se ha encontrado
que la concentracién 6ptima de buffer en la disoluciéon de la muestra es 1/10 la
concentracion del electrolito de fondo y la muestra debe ser 1/500 de la
concentracion del electrolito de fondo [5). Dado que la disolucion de la muestra
tiene una fuerza i6nica menor, su conductividad es menor y su resistencia mayor
que la del electrolito de fondo. Et campo eléctrico a través de la muestra inyectada
en el capilar es mucho mayor que el campo eléctrico en el electrolito de fondo. Los
iones dentro de la muestra migran rapido porque el campo eléctrico es muy
grande. Cuando los iones llegan al limite de la zona, se ven frenados {se
estancan) porque el campo eléctrico es menor fuera de la muestra. Este proceso,
llamado apilamiento (stacking), continda hasta que la mayoria de los cationes se
concentran en el exiremo de la muestra, y la mayoria de los aniones o hacen en
el extremo opuesto. Por este medio se puede concentrar una inyeccién en bandas
estrechas de cationes y aniones. La zona de inyeccion puede llegar a ser de un 10
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a 20 % de la longitud del capilar, permitiendo asi analizar concentraciones
diluidas.

Debido a que la mayoria de los componentes de las muestras tienen grupos
ionizables, el pH del buffer es el factor de mayor importancia para la selectividad
del metodo, pues si se tienen dos o mas compuestos con pesos molecuiares
iguales, se pueden buscar las condiciones de pH necesarias para que su carga
neta sea diferente y asi sus movilidades efectivas permitan una buena separacién.
Lo anterior se puede ver en compuestos anféteros o con varios pka's, como los
aminoacidos, péptidos y proteinas.

Otra modalidad para cémbiar las propiedades del electrolito de fondo es
adicionar al buffer disolventes organicos y aditivos como el SDS. Estos Gltimos
modifican la estructura del analito produciendo cambios en su movilidad.

En la eleccién del electrolito de trabajo también se debe tomar en cuenta
que no interfiera en la deteccién de la muestra, por ejemplo, si la deteccion se
hace por UV, entonces el electrolito no debe absorber a la A de trabajo y si la
detsccion se hace por masas, el electrolito debe evaporarse rapidamente al hacer
la inyeccion al detector para que no interfiera en la determinacion.

Debido a la gran versatilidad de la técnica de ia electroforesis capilar [6-10],
esta se puede dividir en la electroforesis capilar de zona (EZ), la cromatografia
micelar electrocinética (MECK) y la electroforesis capilar de gel (CGE).

Electroforesis Capilar de Zona

Hasta el momento, todas las propiedades descritas de la electroforesis
captlar corresponden a la electroforesis capilar de zona a menos que se haya
indicado ofra cosa. En esta técnica la separacién se basa en las diferencias de
movilidad electrofarética, de modo que los analitos deben ser especies cargadas
0 con posibilidad de tener carga, esto es, muestras de iones metalicos, aniones
inorgénicos, organometélicos, pequefios Acidos y bases organicas, péptidos y
proteinas.
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La diferencia en la movilidad se debe principalmente a las diferencias en la
densidad de carga de cada una de las especies idnicas, la cual se ve afectada por
el pH del electrolito de trabajo. Debido a esto, en el caso de ser necesario
optimizar la separacién de la muestra se hacen cambios de pH en el electrolito de
trabajo.

Cuando no es suficiente un ajuste de pH, se pueden agregar aditivos al
electrolito de trabajo, los cuales incluyen agentes complejantes (acidos
policarboxilicos, agentes quelantes), disolventes organicos (metanol, acetonitrilo,
etc.), éteres policiclicos y sus derivados, etc. [4).

Recientemente se ha encontrado que con un electrolito de trabajo hecho a
base de una especie anfétera “isoeléctrica”, como el acido aspartico, acido
iminodiacético o la histidina, se pueden hacer separaciones por aplicacién de un
campo eléctrico muy alto, de hasta 120 kV (comparado con los 30 KV o menos
empleados en una electroforesis capilar cotidiana) gracias a la baja conductividad
de las especies utilizadas. [8].

Debido a que este tipo de separacion se basa en la diferencia de densidad
de carga de las especies en la muestra a separar, la separacién de especies
neutras es muy dificil y si se llega a dar, la resolucién es muy baja, pues las
especies neutras pasan practicamente juntas a través del detector.

Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar (MECK)

Para resolver la separacin de las especies neutras se ided la
cromatografia capilar electrocinética micetar (MECK) que utiliza como aditivo en e
electrolito un surfactants, el cual es generalmente el dodecilsulfato de sodic
(SDS), el cual debe encontrarse por arriba de la concentracion micelar critica. El
analito establece un equilibrio entre el interior de la micela y el exterior,
modificando asi su movilidad aparente y su tiempo de migracién. Debido a que el
equilibrio es especifico para cada analito, por esta técnica se logra separar una
mezcla de analitos neutros, cosa que no se logra por la electroforesis capilar de

Z0na.
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La parte mas importante de este tipo de separacion es el tensoactivo, pues
de sus caracteristicas (tamafio de la cadena hidrofébica y carga de la parte polar)
depende que los componentes neutros de la muestra a analizar lleguen a
separarse satisfactoriamente. Esta técnica es muy versatil pues se pueden afiadir
surfactantes anionicos, catiénicos, hibridos y neutros para cambiar los coeficientes
de reparto de los analitos. Para algunos péptidos grandes y proteinas se han
utiizado disolventes organicos, ciclodextrinas y urea para incrementar la
solubilidad del analito en el agua, reduciendo la interaccién con la fase micelar,
aunque la adicion de disolventes organicos puede dariar las micelas.

Electrocromatografia Capilar _

Como las micelas llegan a actuar como una pseudofase estacionaria la
cromatografia capilar electrocinética micelar se puede considerar como una
separacion cromatografica. Hay una técnica mas reciente llamada
electrocromatografia capilar en la que si se utiliza una fase estacionaria pues el
capilar se empaca, generalmente con silice Cys y se aprovecha el que fas
particulas se reparten entre esta fase y el electrolito soporte para lograr su
separacion. Aunque esta técnica es muy parecida a la CLAE, tiene la gran ventaja
de que el electrolito no se mueve a través del capilar por aplicar una presion, sino
que lo hace por la aplicacién de un voltaje que genera un flujo electroosmadtico,
con lo que se logra una mejor resolucién. Aunque todavia se esta buscando como
resolver problemas como la formacion de burbujas y la absorcién de especies
cargadas, se piensa que en el futuro puede ser una técnica con muchas
aplicaciones.

Electroforesis Capilar de Gel
Otra técnica derivada de ia electroforesis capilar es la electroforesis capilar
de gel, en la cual se empaca el capilar con gel de poliacrilamida como en la

electroforesis tradicionat y los compuestos se van separando preferentemente por
su peso molecular, Esta es la técnica ideal para separar proteinas,
oligonucieétidos y fragmentos de ADN debido a que la relacién carga-peso es
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practicamente constante para estos biopolimeros de gran tamario por lo que
tecnicas como la electroforesis capilar de zona o la micelar no logran su
separacion. Sin embargo, por el momento la técnica aun tiene problemas como
son que el gel presente fracturas o se degrade por hidrélisis, ademas el extremo
de la inyeccion llega a taparse y el tiempo de vida de la columna es corto.

Detectores

Ademas de la importancia que tiene el elegir la técnica de acuerdo a las
propiedades de la mezcla que se vaya a separar, es muy importante tomar en
cuenta el tipo de detector que se va a utilizar, pues implica que el detector
necesita tener una alta sensibilidad debido a que los compuestos que se cbservan
llegan a estar en concentraciones del orden de 10° a 10°M.

El primer detector empleado en la electroforesis capilar fue el detector de
UV. La aplicacién de electrolitos permite que se utilice en un amplio rango que va
desde 185 nm hasta 380 nm. Este método de deteccién también resulta efectivo
para hacer mediciones de absorbancia cada décima de segundo, lo que posibilita
detectar la separacion de compuestos que debido al flujo electroforético y al flujo
electroosmotico es muy rapida. El limite de deteccion que se llega a alcanzar es
de 10* a 10°°M.

El detector de diodos para laser detecta compuestos con fluorescencia
intrinseca o tratados previamente a concentraciones del orden de 107 M. La
sensibilidad aumenta de 100 a 1000 veces con respecto a la deteccién por UV. Se
aplica cuando se desea analizar muestras bioldgicas en donde el analito no
absorbe en ef UV y/o lega a estar en concentraciones minimas.

Tanto en la deteccién por UV como en la deteccidn por fluorescencia se
puede hacer uso de la determinacion indirecta, por la cual se pueden detectar
compuestos gue no absorben o no fluorescen o que lo hacen muy poco. Esta
técnica consiste en adicionar al electrolito una sustancia que absorba fuertemente
en el ultravioleta o que fluoresca al interactuar con el laser, permitiendo asi tener
una ahsorbancia o fluorescencia constante durante toda la separacion; asi
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cuando el compuesto pasa por el detector, genera un pico negativo en el
electroferograma.

Recientemente se ha logrado acoplar la espectrometria de masas a la
electroforesis capilar, logrando con esto una mayor sensibilidad y selectividad que
en ofras técnicas, ademas de que se llega a recabar informacion estructurél, lo
que hace de esta técnica la mas completa en la electroforesis capilar. La clave
para lograr esta unién de técnicas es mediante interfaces que conectan la salida
del capilar con el espectrémetro de masas. Las dos interfaces son las de
ionizacion por electronebulizado (electrospray ionization, EI) y “matrix-assisted
laser desorption ionization, MALDI".

A pesar de que la electroforesis capilar acoplada a masas es una técnica
muy completa, llega a tener limitantes como el que la sensibilidad a compuestos
pequenos es baja o nula y que se debe tener especial cuidado en Ia eleccion del
electrolito soporte para que no interfiera con la determinacion del analito.

Electroferograma

Una vez que los detectores captan variaciones de los parametros que estan
midiendo, estos se fransforman en sefiales que se pueden visualizar en una
pantaila de computadora, las cuales permiten de manera rapida y sencilia
observar como se desarrolla la separacion.

IOHEXOL
Este compuesto (Fig. 3) tiene un PM de 821.14 g/mol y es soluble en agua.
Se conoce con los nombres de:
+ 5-facetil(2,3-dihidroxipropil)Jamina]-N,N"-bis(2,3-dihidroxipropil}2,4,6-triyodo-
1,3-bencenodicarboxamida
¢ N,N’-bis(2,3-dihidroxipropil}-5-[N-(2,3-dihidroxipropilacetamido]-2,4,6-
triyodoisotatamida Omnipaque
« Exipaque, etc. [11].
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Se detecta faciimente en la region del UV preseritando una Amax @ 244 nm
[12] v genera una sefal intensa a 254 nm (Fig. 4).

(')H
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OH

Fig. 3 Estructura quimica del iohexol

Fig. 4 Espectro de absorbancia del iohexol con el ultravioleta

El iohexol cotidianamente se utitiza como medio de contraste en rayos X.
Debido a que se filtra libremente por ef glomérulo se utiliza para medir Iz Tasa de
Filtracion Glomerular (TFG), ademéas de gque resulta menos téxico que los
compuestos radiactivos empleados con este propésito. La determinacién de este
compuesto en muestras de plasma y orina se ha hecho por medio de la CLAE, la
cual presenta varios inconvenientes al determinar muestras clinicas, pues utiliza

17




un gran volumen de disolventes lo que aumenta el costo de la determinacion; el
tiempo que se utiliza entre muestra y muestra para lavar y acondicionar la columna
es inclusive de horas, por lo que esta técnica es poco practica para un laboratorio
clinico, [13, 14]

Desde 1992 se ha podido determinar el iohexol en muestras de plasma y
orina por medio de la electroforesis capilar. [15, 16] Se realiza el andlisis en
cuestién de minutos lo cual Incluye los lavados para acondicionar la columna.
Ademas Onicamente se utilizan mi de electrolito de trabajo y agua para estos
lavados. Debido a esto y a que la electroforesis capilar presenta una buena
resolucién y reproducibilidad se presenta con amplias ventajas sobre la CLAE
para determinar el iohexol en estas muestras biolégicas. Esto se puede
aprovechar para la determinacion de la TFG pues es prioritario encontrar métodos
para la deteccion temprana de los problemas renales; pues la frecuencia con que
se presentan y el costo gue genera su tratamiento son altos.

LOS RINONES

Los rifiones estan localizados en la parte media de la espalda; junto con los
uréteres, la vejiga urinaria y la uretra constituyen el sistema urinario.

Si se practica un corte transversal del rifion, las dos regiones principaies
que pueden verse son la corteza externa y la region interna llamada médula. La
medula se divide en numerosas porciones de tejido de forma cénica llamadas
piramides renales. (Fig.5) La corteza y las piramides renales estan formadas por
aproximadamente 1.3 millones de nefronas, las cuales constituyen la unidad
anatémica minima funcional del rifién y de la cual se hablara mas adelante.

Los rificnes realizan funciones diversas [17] como son:

» Excrecion de los productos metabdlicos de desecho y de sustancias quimicas
extrafias. Esto se logra a través de un proceso de filtracién de plasma realizado
por las nefronas, después del cual se secretan productos de desecho, y se
reabsorben metabolitos importantes como electrolitos y agua. Los productos
principales de desecho son: la urea, la creatinina, el acido Urico y las toxinas
{plaguicidas, farmacos) ingeridas por el cuerpo.
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*

Requlacién_del equilibrio_hidrico vy electrolitico. Para mantener al cuerpo en
buen estado fisico, los rifiones desechan electrolitos como el cloruro, potasio,

magnesio, hidrogeno, calcio y fosfato en caso de que se encuentren en
exceso. Es en los rifiones en donde se regula la homeostasis de todo el
CUerpo.

Piramide
renal

Cilices

Arteria renal

Vena renal

Uréter

Corteza

Fig. 5 Esquema general de un rifién

* Regulacion de !a presién arterial. Esto se hace a largo plazo gracias a la

excrecion de cantidades variables de sodio y agua, ademas de que a corto
plazo se produce y secreta la renina que da origen a la angiotensina It que es
un vasoactivo, es decir, puede regular la constriccion arterial incrementando la
presion sistolica y diastdlica.

Requiacién de la produccién de eritrocitos. En los rifiones se produce el 85%
de la eritropoyetina en los adultos, por lo que cuando sufren algin dafio que
reduzca su masa, se produce anemia. La eritropoyetina es una hormona que
incrementa la cantidad de células progenitoras de los eritrocitos- que se
encuentran en la médula ésea. Dependiendo de la cantidad de eritropoyetina
iberada al torrente sanguineo sera la cantidad de eritrocitos producidos.

19




* Requlacion de la produccién de 1.25-dihidroxicolecalciferol {calcitral). Este

compuesto es determinante en la absorcién de Ca® en el intestino, en la
reabsorcion de calcio por los riiones y en la movilizacion de Ca®* y PO en
los huesos. En caso de que este compuesto no se sintetice en forma
adecuada, genera problemas dseos que en casos graves provoca raquitismo
en los nifios y osteomalacia en los adultos.
« Sintesis de glucosa. En situaciones de ayuno extremas, los rifones al igual que
el higado, sintetizan glucosa & partir de aminoacidos (gluconeogénesis).
Cuando llega a presentarse algin problema renal todas estas funciones se
ven alteradas siendo necesario en muchos casos practicar la hemodiglisis. Con
este tratamiento se llega a reestablecer el equilibrio de los liquidos y electrolitos
corporales de manera artificial.

La nefrona

Para comprender la funcion de los rifiones es importante saber que toda la
sangre del cuerpo humano (3 | en promedio) se filtra por los rifiones, repitiéndose
este proceso 60 veces en un dia por lo que los rifiones llegan a filtrar hasta 180 |
de plasma al dia [18).

La sangre flega por medio de la arteria renal y a medida que se interna en
el riién se va dividiendo en arterias interlobulares, arciformes y finalmente en
arteriolas aferentes.

La arteriola aferente llega a la nefrona la cual es la unidad funcional del
rfidn. La nefrona estd formada por un gloméruio (formado por capilares
glomerulares) que esta contenido en la capsula de Bowman, la cual es seguida
por la parte tubular de la nefrona. La nefrona se subdivide en el tabulo proximat, el
asa de Henle, el tubulo distal y el tibulo colector, siendo este vltimo el que se
conecta con el uréter,

La sangre que pasa por los capilares glomerulares atraviesa la pared del
capilar y pasa al espacio de la capsula de Bowman dando origen a la filtracion del
plasma. Este proceso es conocido como filtracion glomerular y se hablara de él
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mas adelante. En esta fifracién todas las proteinas y particuias con didgmetros
mayores a 8 nm permanecen en los capilares, mientras que e resto de las
particulas atraviesan el capilar y entran a la capsula de Bowman, de donde pasan
al sistema tubular de la nefrona. En esta region se reabsorben sustancias como la
glucosa, aminoacidos, agua y iones como el bicarbonato, el sodic y et cloruro.
Ademas de la reabsorcion, en los tibulos se llegan a secretar sustancias como el
acido p-aminchipurico, estercides, sulfatos de éter, penicilina y ofras sustancias,
para finalmente desecharlos en forma de orina.

La secrecion y la reabsorcion de sustancias se llevan a cabo gracias a que
los tibulos se encuentran rodeados por sistemas capilares que se originan ya sea
en la arteriola aferente (vasos rectos) o en la arteriola eferente (vasos
peritubulares). Estos vasos se conectan finalmente a ia arteria renal para que la
sangre prosiga su ¢irculacidn. (Fig. 6)

Fig.6 Esquema general de vnz nefrona

Filtracion Glomerular
Como se coments anteriormente, los capilares glomerulares estan
contenidos en la capsula de Bowman; es en este sitio en donde se realiza la
filtracion del plasma conocida como filiracion glomerular.
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Los capilares glomerulares son los dnicos en el cuerpo humano formados
por tres partes: el endotelio, la membrana basal y el epitelio [18] que permiten el
paso libre de sustancias menores a los 8 nm de diametro, pero excluyen
practicamente a todas las proteinas (que ademas de ser grandes llegan a estar
cargadas negativamente). Esta selectividad de los capilares glomerulares se da
gracias a que los poros que se presentan en estas capas tienen un diametro de 8
nm, ademnas de que estan recubiertas por cargas negativas.

Cuando estas cargas negativas se llegan a perder debido a algin daiio en
el rifidn, algunas proteinas como la albUmina, llega a filtrarse y se desecha por la
orina, dando origen a lo que se conoce como proteinuria o albuminuria. [18]

Para que la filtracién glomerular se lleve a cabo, es necesario que existan
diferencias de presion entre los capilares glomerulares y la capsula de Bowman.
En los capilares glomerulares la presion hidrostatica favorece la filtracion del
plasma, mientras que la presion osmotica se opone a la filtracién glomerular, Un
factor que puede alterar la presion osmética es el flujo sanguineo. De esta
manera, el aumento del flujo sanguineo que pasa por el glomérulo tiende a elevar
la filtracion glomerular, mientras que el descenso del flujo sanguineo tiende a

disminuir la filtracion glomerular.

Tasa de Filtracién Glomerular (TFG)

En animales y humanos se puede determinar la tasa de fiitracion glomerutar
(TFG) con una sustancia que se filtre libremente por el rifién. (Fig. 7)

La TFG equivale a la concentracién de una sustancia X en la orina (Uy),
multiplicada por el flujo urinario por unidad de tiempo ({V), y el resultado dividido
entre la concentracién plasmatica arterial de X (Px). Este valor se denomina
depuracion de X {Cy), es decir:

Cx= (Ux) (V) (Px)... (17}

La TFG se puede afectar por alguna enfermedad renal, la hipertension, la
diabetes mellitus, la obstuccién de vias urinarias, etc., por lo que en muchas
ocasiones una buena medicion de la TFG puede dar o confirmar algin diagnéstico
relacionado con este tipo de padecimientos.
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Fig. 7 Manejo renal de cuatro sustancias hipotéticas. La sustancia A se
filira libremente. La sustancia B se filtra libremente, pero parte de la carga
filtrada se reabsorbe. La sustancia C se filtra libremente, pero la totalidad de
la sustancia filtrada se reabsorbe por los tibulos y regresa a la sangre. La
sustancia D se filira libremente, pero ademds se secreta desde la sangre de
los capilares peritubulares a los ibulos renales. [18]

Las sustancias ideales para medir la TFG son aquellas que no se secretan
por el cuerpo y gue pasan libremente por ef glomérulo sin que se reabsorban o
secreten por los tubulos de la nefrona. Las sustancias que se han utilizado con
este propdsito son los radioisétopos  '®l-yodotalamato, el acido
etilendiaminotetraacético de  cromo  ('Cr-EDTA) y el  4cido
dietilentriaminpentaacético (**Tc-DTPA). Estas sustancias debido a su caracter
radiactivo presentan el problema de ser téxicos, acasionando algunas reacciones
adversas en los pacientes, por lo que se han buscado otros marcadores. Las
sustancias que se utilizan frecuentemente para determinar la TFG en diinicas son
fa creatinina y la inulina las cuales son menos toxicas y su cuantificacion
suficientemente confiable. Sin embargo, la inulina presenta la desventaja de su
alto costo y de que su determinacion es laboriosa. Por lo que el marcador mas
empleado es la creatinina, pues su manejo en la clinica es sencillo y 5u costo es

menor debido a que no se tiene gue administrar creatinina sino simplemente
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determinar la que el organismo en si estd generando y desechando
constantemente; la determinacién se logra haciendo reaccionar la creatinina con
acido picrico y monitoreando la formacién de un complejo colorido a 520 y 560 nm.
Sin embargo, debido a que la toma de muestras de orina en humanos se realiza
por los mismos pacientes muchas veces se hace de manera incorrecta pues no se
hacen ias tomas de muestras en los tiempos indicados, generando resuttados
erréneos en la medicién del flujo urinario. Ademas de esto, cuando llega a existir
alguna insuficiencia renal leve, la creatinina se llega a secretar por los tabulos
dando también resultados erroneos de la TFG [19-21]. Lo anterior genera errores
en la medicion de la TFG aungue muchas veces es preferible a los efecios
adversos de los compuestos radioactivos.
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OBJETIVO GENERAL

Determinacion del iohexol por electroforesis capilar en muestras
bioldgicas de ratas normales.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Optimizacién del método.
» Determinacién del ichexo! en muestras de orina y plasma de raias normales.

» Comparacién de los resultados con los obtenidos por la determinacion
colorimétrica de ia creatinina.

HIPOTESIS

Si el iohexol se filtra libremente en el rifion, la cantidad que se administre
a la rata se desechara completamente, por lo que su cuantificacion en el plasma y
la orina de la rata sera una medida precisa de la tasa de filtracion glomerular en el
rifidn.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL
MATERIALES

El estandar de iohexol se consiguié en su forma comercial OMNIPAQUE de
350 mgl/ml de los laboratorios NYCOMED IMAGINS AS, NORUEGA. Ei electrolito
de trabajo se prepar6 con &cido bérico de SIGMA CHEMICAL CO. USA en agua
bidestilada y desionizada. El hidroxido de sodio de MERK-MEXICO y el Acido
clorhidrico de J. T. BAKER-MEXICO. Para desproteinizar se utilizé acetonitrilo
CHROMASOLY grado HPLC de SIGMA CHEMICAL CO. USA

EQUIPO

Se utilizé un equipo de electroforesis capilar de la Compafila Beckman
Coulter, de la Serie P/ACE 5010 equipado con un detector UV con un rango de
190 a 380 nm y con filtros para 200, 214, 254 y 280 nm.

CONDICIONES DE TRABAJO EN EL LABORATORIQ

Las condiciones utilizadas en este trabajo para ia determinacion del iohexol
se basaron en las reportadas en ia bibliografia [15]. Después de evaluar la
concentracion, el pH del electrolito de trabajo v las condiciones del lavado del
capilar, se decidié trabajar con un electrolito preparado con acido bérico 220 mM a
pH 8.8. La temperatura fue de 23°C y el voltaje de 12 kV, una columna de silice
fundida de 57 cm de longitud total, 50 cm al detector y un didmetro interno de 75
um. Se inyectaron 18.8 nl de muestra.

USO DEL EQUIPO

Para realizar los lavados de la columna, la solucién se hace pasar a través
del capilar de un vial con la solucién de lavado hacia otro vial vacio. Los lavados
del capilar al iniciar la jornada son de &cido clorhidrico 0.5 M por 5 min., agua
desionizada por 3 min., hidréxido de sodio 2 M por 10 min., agua desionizada por
3 min. y electrolito de trabajo por 15 min. Para los lavados del capilar entre
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corridas se empleé hidréxido de sodio 2 M durante 0.7 min. y electrolito de trabajo
por 1.5 min.

En la inyeccién de la muestra, ésta pasa del vial en el que esta contenida
hacia ef capilar, y al final de éste se encuentra un vial con el electrolito de trabajo.
Durante la separacion, a la entrada del capilar y a la salida se encuentran viales
con el electrolito de trabajo. Se utilizan diferentes viales para los lavados y para la
separacion.

Al finglizar los ensayos se lava el capilar con agua y luego con aire para
evitar que la columna se deteriore. Ademés se hace una limpieza semanal de los
efec*trbdos, los extremos de la columna, la ventana del capilar y el drea de la
interfase entre los viales y el cartucho de la columna para €l buen funcionamiento
de! equipo.

Cuando el equipo se reutiliza después de un periodo de 5 0 méas dias, el
capilar se lava con &cide clorhidrico 0.5 M durante 10 min., agua desionizada por 4
min., hidréxido de sodio 2 M durante 20 min., agua desionizada por 4 min, y con el
electrolito de trabajo 30 min.

PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES Y LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Se preparé una disolucién de ichexol en H,Q de 100 ppm para determinar
ta concentracion y el pH del electrolito de trabaijo.

También se prepararon disoluciones de iohexol en plasma con las
concentraciones finales de 33, 66, 100, 200 y 400 ppm (40, 80, 120, 240, 485 uM,
respectivamente) en las cuales el plasma esta diluido 1:2.5 en acetonitrilo y esta
disolucion finalmente se diluye 1:6 en BBS 20 mM pH = 8.8. Con estas
disoluciones se obtiene la linealidad del método en plasma de rata diluido 15
veces, ademas de los limites de cuantificacién y deteccion dei método.

De la misma manera se preparan disoluciones de iohexol en orina con las
concentraciones finales de 5, 25, 50, 80, 100, 150, 200 y 400 ppm { 8, 30, 60, 100,
120, 185, 245 y 490 pM, respectivamente). Con estas disoluciones se obtienen la




lineatidad del método, limites de deteccion y de cuantificacidn en orina de rata
diluida 1500 veces.

MUESTRAS DE PLASMA Y ORINA DE RATA

Las muestras de plasma y orina de rata (Fig. 8) fueron obtenidas en el
laboratorio de la Dra. Norma Bobadilla por la M. en C. Jazmin Maren Pérez Rojas
en el Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
MNutricion “Salvador Zubiran™.

Se coloca a la rata en una mesa termomreguladora a 37° C, se le anestesia
con pentobarbital sédico (30 mg/kg de peso corporal) y se revisan continuamente
sus signos vitales y sus reflejos para en caso necesario, administrar mas
anestesia por el peritoneo. Se cateteriza la tragues, las venas yugulares, ias
arterias femorales y la vejiga. La presién arerial promedio se registra
continuamente con un transductor de presién.

La rata se mantiene en condiciones de euvolemia {volumen constante) a
fravés de una infusién de 10 ml/kg de plasma y se toma una muestra de plasma
como control. Se continda con la infusién de iohexol de 188.75 mg/ml a una
velocidad de 2.2 mbhr. Se toma una muestra de sangre de la arteria femorai a los
60, 90 y 120 min. de haber infundido ei iohexol. La ofina se colecta duranie este
periodo en dos muestras a los 60 y 80 min. de haber perfundido el iohexoi.

Fig. 8. Las muestras biolégicas se obtienen de ratas
tratadas con iohexol
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_ Las muestras de sangre se centrifugan para obtener las muestras del
plasma y se mantienen en congelacién a —20°® C hasta un dia antes de la
determinacion del iohexol por electroforesis capilar. Para desproteinizar estas
ruestras de plasma se diluyen 1:2.5 en H20 con acetonitrilo, esta mezcla se agita
durante 1 min. y luego se centrifuga a 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante
se diluye 1:12 en BBS 22 mM pH=8.8 para tener finalmente el plasma diluido 1:30.
De esta manera las muesfras diluidas se mantienen en congelacién hasta el
momento del analisis.

Las muestras de orina se mantuvieron en congelacién durante el tiempo
previo al analisis. Momentos antes de iniciar el andlisis se descongelan a
temperatura ambiente y se diluyen 1:1500.

En este trabajo se presentan los resultados que se obtuvieron con 6 ratas
sanas. Por cada rata se obtuvisron 3 muestras de plasma y dos de orina para
determinar la concentracién del ichexol en cada una de ellas.
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RESULTADOS

En la identificacion del iohexol por electroforesis capilar se estudit el efecto
del manejo de la muestra de plasma, de la concentracion y del pH del electrolito,
Para estudiar los dos ultimos se realizaron tres determinaciones en cada caso,
utilizando soluciones de iohexol en H,O. Para evaluar la calidad de la sefial
obtenida, se determindé la cantidad de platos tedricos obtenidos para un
electroferograma representativo de cada grupo de determinaciones de acuerdo a

2
=]
N=| — ...{20)
Wh

en donde N es el nimero de platos teéricos, t, es el tiempo de retencién en

la ecuacion:

minutos ¥y wy, es el ancho de |la banda a la mitad de la altura de la misma. Entre
mayor sea el numero de platos teéricos es mejor ta resolucion de fa banda.

a) Efecto del tratamiento de las muestras de plasma.

Se probaron tres formas de desproteinizar el plasma encontrandose que al
desproteinizar con acetonitrilo se obtuvieron los mejores resultados.

b) Efecto de fa concentracién del electrolito. (Tabla 1)

En este caso para un valor constante de pH = 8.8 se utilizaron tres
concentraciones del electrolito evaludndose cada una de ellas por triplicado
(Fig. 9). Se obtiene un mayor nimero de platos tedricos con una concentracién
de 220 mM del buffer.

Tabla 1. Efecto de la concentracién del electrolito
Concentracion (mM) Area {No. de platos)
200 1.244 + 0.01 175484
220 1.356 £ 0.008 502660
250 1.440 £ 0.014 321354
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c) Efecto del pH del electrolito. (Tabla 2)
La concentracion del electrolito fue de 220 mM y se utilizaron tres valores de

pH (n=3), (Fig10). A pH = 8.8 se obtiene el mayor numero de platos teéricos.

Tabla 2. Efecto del pH del electrolito
pH Area No. de platos
85 1.04 £ 0.007 371727
3.8 1.356 + 0.008 502660
9 2581 +0.025 264221

Con base en estos resultados se establecié que el buffer de boratos se

debe utilizar en una concentracion 220 mM a un pH = 8.8 en las determinaciones

del iohexol.

200mM
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Fig. 9 Efecto de la variacién en la concentracidn del electrolito. Electroferogramas de

absorbancia vs. tiempo (min.) para 3 concentraciones diferentes del electrolito
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Fig. 10 Efecto de 1a variacién en el pH del electrolito. Electroferogramas de absorbancia

vs. tiempo (min.) para 3 valores diferentes de pH del electrolito

CONTROLES EN PLASMA

Se evalué la linealidad en plasma en un intervalo de 0 a 400 ppm de iohexol
(Tabla 3 y Figs. 11, 12 y 13) utilizando el electrolito soporte de boratos 220 mM
pH= 8.8. Las curvas se obiuvieron al graficar el area del pico contra la

concentracién del iohexol. Cada punto se evalué por triplicado.

Tabla 3. Datos obtenidos para la evaluacion del intervalo lineal del método en plasma
Muestra (ppm) Area t desviacion estindar
(n=3)
0 0
33 0.3042 £ 0.0058
66 0.5923 £ 0.0128
100 0.8136 £ 0.0298
200 1.7041 + 00472
400 3.1218 £ 0.0708
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Los electrferogramas de las figuras 11 y 12 corresponden a muestras de
plasma sin iohexol y con iohexol respectivamente, observandose que no hay sefial
cuando no se tiene ichexo! en la muestra.

En la grafica de la Fig. 12 se puede ver que el coeficiente de la ecuacion de
regresion del estudio de linealidad del método es cercano a la unidad por lo que
podemos decir que el modelo de linea recta se ajusta para representar el
comportamiento de los datos obtenidos. En la misma grafica podemos observar la

ecuacion de regresién que comesponde a la forma y = bx + a.

Muestra control del plasma

0.025 -
0.02 1
0.015 |
0.01

Absorbancia

0.005 -

0 5 10 15 20
Tiempo {min.)

Fig. 11 Electroferograma de una muestra de plasma de rata sin iohexo!
Muestra de plasma caon lohexol

0.03 , 115
0.025 -
0.02 4
0.015 -
0.01 -
0.005 4

0 7 = 7
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min.}

Absorbancia

Fig. 12 Electroferograma de una muestra representativa de plasma de rata sana




15 1 it y = 0.0078x + 0.0517
11 N R? = 0.9978

0 € : : . : ,
0 100 200 300 400 500

Concentracién {ppm)

Fig. 13 Grafica para evaluar el intervalo lineal del método para la determinacién del

iohexol en plasma con la indicacién de su intervalo de confianza

Para evaluar si el coeficiente de correlacion (r) es realmente significativo se

calcuia r de acuerdo a la ecuacion
_ Z{(xi-x)yi-y)}
r= .. {19}
{IZ (a)*] ey 2

En donde x; comesponde a los valores de concentracion de las soluciones
en ppm, x es el valor promedio de las concentraciones, y; representa los valores
de area del pico mientras que y corresponde al valor promedio de las mediciones
del area. Con el resultado obtenido en la ecuacidon anterior se emplea el

_ il
VoA

estadistico de prueba

.. (20)

El valor calculado de t se compara con el tabulado para una prueba t de
student con (n-2) grados de libertad y un nivel de significancia o= 0.01.
Considerando Ia hipotesis nula de que no existe correlacién entre x e y, si el valor
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calculado de t es mayor que el tabulado, |a hipétesis nula (Ho) se rechaza; es
decir, se concluye que existe una correlacion significativa. En nuestro método se
encontré que existe una correlacion significativa entre x e y. (Tabla 4)

Tabla 4. Verificacion de la hipotesis nula para el estudio de la linealidad en plasma

r tealculado n toos, s éAceptar Hy?

0.998 36.89 & 2.353 No

Limites de confianza
Para evaluar los limites de confianza en donde los errores aleatorios de la
pendiente y ta ordenada al origen (b y a respectivamente) sean minimos, se

calcula el valor estadistico sy, dado por la ecuacion:
172

v )2
syh::{ {y-#) } 21
n-2

En la ecuacion y representa ios puntos sobre la recta de regresion
calculada. Después de obtener un valor de s, se pueden calcular s, y s, que son
las desviaciones estandar para la pendiente (b) y la ordenada al origen({a) de
acuerdo a las ecuaciones siguientes:

Sy
Sp = .. (22)
{ (xiex)*}'"?

142
Ex;z

8, = Sm (23)

nx (Xr)()z

Con los valores de s, y s, se estiman los limites de conflanza para ia
pendiente y la ordenada al origen de la forma siguiente:
btts),
atts,
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obtenidos se resumen en |a tabla 5.

en donde t se obtiene para un o= 0.01 y (n-2) grados de libertad. Los resultados

Tabla 5. Obtencion de los limites de confianza en plasma

Valor to.o1,4 Sz Limite de confianza
0.0077 3.747 0.00018 0.00068
0.327 3.747 0.03477 0.13029

Con estos resultados se graficaron los limites de confianza en Ia gréfica de
ia Fig. 13.

Limite de deteccion del método para las discluciones en plasma

Para obtener el limite de deteccion del método (LDD) se realiz6 el andlisis
de 8 mediciones de la solucién de 33 ppm en plasma por el método analitico
desarrollado. EI LDD se estima mediante la ecuacién:

LDD= t{n1, ax0.005)S ... (24}

donde t{n.1, 4=0.005) €s el valor de t de student apropiado para un nivel de confianza
del 99% con (n-1) grados de libertad v S es la desviacién estandar expresada en
unidades de concentracion.

El limite de cuantificacién del método (LDC) se estima muitiplicando por 10
la desviacién estandar expresada en unidades de concentracion.

Tabla 6. Deterrinacion del LDD y del LDC en plasma

n t(?. «=0.005) S LDD LDC
ppm ppm
8 3.707 1.1427 3.99 11.427




CONTROLES EN ORINA

La linealidad en orina se evalué en un intervalo de 0 a 400 ppm de iohexol
de la misma manera que para el iohexol en plasma (Tablas 7 y 8; Figs. 14, 15 y
16). Se realizé la separacion en un electrolito soporte de acido bérico 220 mM pH=

8.8.
Tabla 7. Datos obtenidos para fa evaluacién del intervalo lineal del método en orina
Muestra (ppm) Area * desviacién estindar
(0=3)
0 7 0
5 0.0604 + 0.0002
25 0.2375 £ 0.0015
50 0.4577 + 0.0096
80 0.7200 + 0.0055
100 0.2173 £ 0.0058
150 1.3512 £ 0.0040
200 1.7581 £ 0.0259
400 3.3990 + 0.0049

Tabla 8. Verificacion de la hipotesis nula para el estudio de Ia linealidad en orina
r teatculado n to0s,6 ¢Aceptar Ho?
0.999 99.97 8 1.943 No
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Fig. 14 Electroferograma de una muestra de orina de rata sin ichexol

Muestra de orina con ichexol
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Fig. 15 Electroferograma de una muestra representativa de orina de rata sana
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Fig, 16 Grifica para evaluar el intervalo lineal del método para la determinacién

de soluciones de iohexol en orina

Al igual que para el iohexol en plasma, también se evaluaron los limites de
confianza, (Tabla 9) LDD y LDC (Tabla 10) del iohexol en soluciones de orina de
rata.

Tabla 9. Obtencion de los limites de confianza de b y a en soluciones de orina

4 Valor toor, 7 Sz Limite de confianza
b 0.0077 2.998 0.000047 0.00014
a 0.327 2.998 0.0008654 0.00196

Con estos resultados se graficaron los intervalos de confianza para la curva
de calibracién del iohexol en orina (Fig. 16). Comparando los intervalos de
confianza para las graficas de linealidad de plasma y orina se encuentra que la
determinacién del iohexol en las muestras de orina es mas precisa que la
determinacion en plasma.
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Para calcular los limites de deteccién y cuantificacion en muestras de orina

se hicieron 7 mediciones de la solucién de 5 ppm en orina, encontrandose los

siguientes resultados:

Tabla 10. Determinacién del LDD y del LDC en soluciones de orina

n t(5| u.=0.005) S LbD LDC
ppm ppm
7 3.707 0.0888 0.3294 0.8886

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL IOHEXOL EN EL PLASMA Y
LA ORINA DE RATA SANA
(MUESTRAS DE LAS RATAS A, B, C, D, Ey F)

Las muestras 1 a 18 comresponden a las muestras de plasma de 6 ratas
sanas. (Tabla 11) Las muestras se diluyeron 30 veces. Como se indica en la tabla
y de acuerdo al proceso descrito anteriormente, algunas muestras se toman a los
80, 90 y 120 min. después de haber perfundido el ichexol.

Las muestras 19 a 30 son de orina de las 6 ratas sanas (Tabla 12) que se
obtuvieron de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente. Como se indica en
I2 tabla y de acuerdo a lo descrito en la pagina 25 de esta tesis, una se recolectd a
los 60 y otra a los 90 min. de haber perfundido el iohexol.

Diariamente se hicieron curvas de calibracién en plasma y orina con las
cuales se determiné la concentracién de las muestras analizadas en el transcurso

de ese dia.
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Tabla 11. Relacion de los resultados del iohexol en las muestras de plasma de
ratas sanas
Rata | Toma | Muestra Area promedio + Concentracién (ppm)
al desviacion estandar + desviacion
minhuto; (n=3) estandar (n=3)
60 1 1.2403 + 0.0302 134.51 + 3.437
A 90 2 1.2509 + 0.0557 135.7268 + 6.330
120 3 1.8649 + 0.0189 205.4962 + 2.157
60 4 1.2014 £ 0.029 134.436 + 3.120
B a0 5 1.371 £ 0.0101 152.769 + 1.095
120 6 1.598 + 0.0218 177.163 + 2.348
60 7 1.120 £ 0.0149 119.271 + 1.704
C 90 8 1.605 + 0.0135 174.376 + 1.543
120 9 1.655 + 0.0348 180.104 + 3.960
60 10 1.447 £ 0.0148 158.011 + 1.686
D 90 11 2.357 £ 0.071 261.420+8.077
120 12 2.518 +0.0415 279.79+4.725
60 13 1.402 + 0.0350 156.123 + 4.072
E 90 14 1.426 £ 0.0159 158.954 + 1.851
120 15 1.419 £ 0.0252 158.060 + 2.934
60 16 1.263 £ 0.0147 148.537 £ 1.824
F 90 17 1.477 £ 0.0254 174.919 + 3.141
120 18 1.500 + 0.0086 177.790 £ 1.069

Tanto en las muestras del plasma como en las muesiras de la orina {que se
muestran a continuacion) se esperaria que para una misma rata las tres muestras
del plasma presentaran una concentracién muy parecida, al igual que con las dos
muestras de la orina, sin embargo, gracias a este estudio se observa que esto
unicamente se cumple para las tres muestras de plasma de la rata E, mientras que
en los ofros casos no es asi, lo cual se debe a que la rata necesitaba mas tiempo
para que esto sucediera.
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Tabla 12. Relacion de los resultados def iohexol en las muestras de orina de
ratas sanas
Rata | Toma |Muestra Area promedio Concentracion (ppm)
al desviacién estandar desviacion estindar
minuto: {n=3) {n=3)
A 60 19 0.89 £ 0.004 95.330 + 0.467
90 20 1.09 + 0.009 117.976 + 1.076
B 60 2 0.99 + 0.001 91.320 + 0.161
90 22 0.85 + 0.002 76.844 + 0.237
C 60 23 1.031 +0.018 90.551 +1.632
a0 24 1,281 +0.009 112.854 + 0.878
D 60 25 1.020 + 0.023 100.100 £ 2.421
90 26 1.848 + 0.019 184.619 + 1.969
E 60 27 1.521 + 0.027 157.118 +2.900
90 28 1.645 + 0.014 170.1056 £ 1.477
F 60 29 1.077 + 0.016 121.827 + 1.944
90 30 1.429 + 0.014 162.743 + 1.649

42




ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El efecto de aumentar la concentracién del electrolito y el pH tuvo como
consecuencia un aumento en el tiempo de retencion. De acuerdo a las ecuaciones
5 y 6 al aumentar la concentracién del electrolito, la viscosidad aumenta y en
consecuencia, la movilidad electroforética disminuye. En el caso de aumentar el
pH se aumenta la carga negativa. De acuerdo a la ecuacion 5 el efecto de
aumentar la carga provoca una mayor movilidad electroforética que al ir en contra
del flujo electroosmético también genera un mayor tiempo de retencién de acuerdo
con la ecuacién 9.

La curva de calibracién para el iohexol en plasma fue lineal en un rango
amplio de concentraciones {de 0 a 400 ppm) y presentd un coeficiente de
determinacién (%) de 0.9978, el cual junto con los limites de deteccién y de
cuantificacién deben mejorarse, probablemente esto se logre al realizar una nueva
curva de calibracion con un mayor nimero de puntos cercanos a 0.

En cuanto a la curva de calibracion para el iohexol en orina, se encontrd
que para un rango amplio de concentraciones (de 0 a 400 ppm) el comportamiento
fue lineal, presentando un coeficiente de determinacién (rz) de 0.9893.

- Los limites de cuantificacion del ichexol en plasma y en orina fueron de
1142 y 0.8886 ppm respectivamente y los limites de deteccién en plasma yen
oﬁna fueron de 3.99 y 0.3294 ppm, respectivamente. En la bibliografia no se
encontraron estos datos reportados [15, 16]. Por CLAE se encontré que el limite
de cuantificacién del iohexol en plasma es de 9 ppm [14]. mientras que e! limite de
deteccion es de 1.2 ppm [13), los cuales estan en el rango de nuestros resultados.
Para la orina no se encontraron estos datos.

El que las determinaciones en orina hayan presentado desviaciones
estandar mencres que en plasma (Tablas 11 y 12) se debe a que la orina tiene
una osmolaridad mayor que el plasma [18], esto deriva en una mayor
concentracién de iones, es decir una mayor fuerza idnica que ayudd en la
determinacion del iohexol (egs. 7, 8 y 9).
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Debido a que las muestras de plasma y orina se diluyeron en H.O no se
enconiraron diferencias significativas entre las movilidades del iohexol en las
diferentes preparaciones en los andlisis realizados en un mismo dia, mientras que
en las determinaciones realizadas en diferentes dias se encontraron diferencias
significativas (el tiempo de retencién varié de 11.5 a 11.0 min. durante el tiempo
que duré el analisis) por lo que fue necesario agregar a las muestras del plasmay
de la orina alicuotas de [a solucién estandar del ichexol como un control. Al
aumentar el pico correspondiente al ichexol, se corroboré que efectivamente se
trataba del compuesto analizado (Fig. 17). También fue necesario realizar
diariamente una curva de calibracién tanto en el plasma como en la orina con lo
cual se disminuyS el riesgo de tener lecturas emdneas. La variacién en los
tiempos de retencion se debe al desgaste de fa columna, pues estos analisis se
realizaron en un periodo de 8 meses.
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Fig. 17 Prueba de adicién del iohexol para verificar la identidad del pico en una muestra de
plasma de rata sana

Con las concentraciones de iohexol obtenidas por este método se
determind la tasa de filtracion glomerular de acuerdo a la ecuacién general

siguiente:




Cx= (Ux) (F) ! (Px)

En donde Ux es la concentracién del marcador X en la orina {en nuestro
caso X = iohexol), Px es la concentracion del marcador en el plasmay F es el
flujo urinario que es igual al volumen de orina recolectado por unidad de tiempo.

En la tabla 13 se muestran los valores obtenidos para la TFG de acuerdo
con la determinacion del ichexol por EC:

Tabla 13. Resultados de
la TFG para las ratas

a  [TFG(ml/min
2.6148
1.8754
1.7287
1.2207
1.9798
1.8456
[PROMEDIO] 1.8775
[D.E. 0.41
Ic.v. 21.837

'rlmcnw:bg

Se observa que a pesar de tratarse de animales sanos hay una variacién
relativa de 21% en los valores obtenidos, lo cual puede deberse a problemas en la
toma o el tratamiento de las muestras.

En la tabla 14 se comparan los resultados obtenidos de la TFG con la
medicion de la creatinina y del iohexol en las muestras biolégicas de las mismas
ratas. La creatinina es un marcador end6geno por lo que se pudieron determinar
simultaneamente la creatinina y el ichexol. .

Se observa que para ambas determinaciones los resultados obtenidos son
muy semejantes, pues tomandc en cuenta que la TFG para una rata normal se
encuentra entre 1.5 y 2 mi/min tanto el promedio de las determinaciones de
creatinina como el del iochexol se encuentran dentro de este rango, observandose
lo mismo en el caso de la desviacién estandar y el coeficiente de variacion, pues

aunque se observan diferencias, estas no son significativas.
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Tabla 14, Comparacién de los resultados
de la TFG por determinacion de creatinina
y de iohexol en ratas sanas

Creatinina- | lohexol-TFG
Rata TFG{ml/min) ] {ml/min)
A 1.998 2.6148
B 1.611 1.8754
C 1.240 1.7287
D 0.985 1.2207
E 1.934 1.9798
F 1.508 1.8456
PROMEDIO 1.54 1.8775
D.E. 0.355 0.41
C.V. 22.96 21.84

Sin embargo, si omitimos el resultado mas alto y el mas bajo de las
determinaciones de la TFG (de acuerdo a la experiencia que se tiene en el
laboratorio de la Dra. Norma Bobadilla) que corresponden a las ratas A y D
respectivamente y obtenemos la desviacion estandar y el coeficiente de variacién
estandar (Tabla 15), podemos observar que con la medicién del iohexol por
electroforesis capilar se obtienen resultados de la TFG mas confiables, pues la
desviacion estandar es menor para el iohexol que para creatinina, mientras que el
coeficiente de variacion esténdar nos esté diciendo que para las mediciones de
creatinina hay una variacion del 15.7%, mientras que para el iohexof s6lo es del
4.8%.

Tabla 15. Comparacién de los resultados
de la TFG por determinacion de creatinina
de iohexol en ratas sanas para una n=4

Creatinina- [ lohexol-TFG
TFG(ml/min}] (ml/min)
PROMEDIO 1.573 1.8754
D.E. 0.248 0.89
C.V. 15.79 4816
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CONCLUSIONES

>

Se pudo identificar y cuantificar en forma confiable el iohexol en las
muestras de plasma y orina de rata.

La electroforesis capilar (EC) demostré ser una técnica muy sensible en
la deteccion del ichexol por lo que la dosis administrada a la rata puede
incluso ser menor a la administrada en este trabajo.

Los valores de los limites de cuantificacion y de deteccién en plasma
fueron parecidos a los de la CLAE [13 y 14} sin embargo la EC presenta
la ventaja de requerir un tiempo menor para el anélisis de las muestras.
En las muestras de orina los valores obtenidos fueron mejores que los
obtenidos para plasma por cualquiera de las dos técnicas

Otra ventaja de la EC sobre la CLAE es el uso de voliimenes pequefos
(ml) de soluciones acuosas. Lo anterior es impensable en una técnica
como la CLAE en donde se utilizan litros de solventes organicos al dia
para reacondicionar la columna para una cantidad equivalente de
muestras.

Al comparar el método de la creatinina y el del ichexol para determinar
la TFG se encontré que el método del iohexol fue mas preciso pues
presenté un coeficiente de variacién de 4.8% mientras que el de la
creatinina fue de 15.7%. Ademas, la ventaja de la electroforesis capilar
e@s la rapidez y el tratamiento minimo de las muestras en la
determinacion del marcador.
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PERSPECTIVAS

Se continuara con el estudio de la medicién de la TFG en ratas con
insuficiencia renal. Debido a que se obtuvieron buenos resultados en la
identificacion y cuantificacion del iohexol por electroforesis capilar en las muestras
biologicas, se contempla la posibilidad de aplicar esta técnica de manera
sistematica en animales de experimentacién en los laboratorios del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran", ya que la cantidad
de reactivos y tiempo utilizados se verian disminuidos.

Por otra parte se hara la validacion formal del método de determinacién del
iohexol pues esta técnica ha llamado la atencién para ser empleada en la
determinacion de la TFG en pacientes, lo cual ayudaria a decidir si su insuficiencia
renal todavia puede ser tratada con medicamentos o si es necesario que se
proceda a la dialisis.
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