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Introduccion

l. Introduccion.

En Meéxico, las enfermedades del higado representan la quinta causa de muerte,
siendo de interés particular el desarrollo de nuevas metodologias para la evaluacion

del comportamiento de estas enfermedades.

Una de las enfermedades del higado con mayor prevalencia en México es la cirrosis
hepatica donde las complicaciones mas frecuentes son la aparicion de sintomas
relacionados con depresion del sistema nervioso central, que en conjunto se conocen
como sindrome de encefalopatia porto sistémica (EPS), la teoria mas consistente de

su origen es la intoxicacién por amonio.

El acido hipurico (AH) es un compuesto que surge de la condensacion de la glicina con
el acido benzoico (AB) y es un componente habitual de la orina sobre todo en
herbivoros ya que se encuentra en alimentos de origen vegetal. Su sintesis se lleva a
cabo mediante el ciclo fosfogliceraldehido-glicina que forma amino alcoholes y la
metilacion de estos amino alcoholes da lugar a diferentes sustratos de importancia

bioldgica entre ellos el acido hipurico.

Una de las alternativas terapéuticas para disminuir los niveles sanguineos de
nitrégeno es favorecer la eliminacion del mismo por via renal como acido hipurico,
siendo necesario contar con metodologia analitica que permita monitorear las

concentraciones en orina, por lo que se proponen los siguientes objetivos:

Objetivos

1. Desarrollar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
con deteccion Ultravioleta para cuantificar acido hipurico en orina humana para su

aplicacion estudios de excrecion urinaria.

2. Validar el método analitico de acuerdo a los lineamientos de la norma NOM-177-
SSA1-1998.




Generalidades

Il. Generalidades.

Uno de los factores de mayor peso para la evaluacion del grado de desarrollo de un pais, es la
inversion en su sistema de salud, y paradéjicamente el grado del indice de mortalidad es el
aspecto que mejor describe la situacion de la salud de una poblacién. En México, de acuerdo
a las estadisticas de la Secretaria de Salud,!” a partir de 1940 se aprecié un descenso
sostenido de la mortalidad en general; sin embargo, de acuerdo a la informacion
proporcionada por el INEGI @ las enfermedades del higado se han incrementado hasta llegar
a ocupar el quinto lugar de la causa de muerte en nuestro pais, tal y como se aprecia en el

tabla 1 “Porcentaje de defunciones generales a partir de 1990 hasta el 2004”.

El higado se encarga de cerca de 500 funciones organicas, es el lugar principal en el que los
nutrientes se han absorbido del intestino y luego son transferidos a la sangre. Los nutrientes
son procesados para ser utilizados por las otras células del cuerpo; la mayor parte del aporte
sanguineo que recibe proviene directamente del tracto intestinal (por la via de la vena porta).
Ademas, actua como filtro para eliminar patégenos y toxinas de la sangre. Teniendo en cuenta
la cantidad de funciones vitales que realiza el higado, no es sorprendente que las lesiones
hepaticas afecten a casi todos los sistemas organicos, entre ellos al digestivo, enddécrino,
cardiovascular e inmunitario. ®* Por tal motivo no es extrafio que las enfermedades del

higado ocupen un lugar importante en las principales causas de muerte en nuestro pais.

Dentro de la enfermedades del higado, la encefalopatia por la asociacion con otras
enfermedades propias del higado y por las complicaciones derivadas de la misma, es de
interés para realizar estudios de investigacion clinica relacionadas a la mejora de la calidad de

vida de pacientes con esta patologia.




les causas 1990 a 2004.
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Generalidades

I.1. Encefalopatia Hepatica.

La encefalopatia hepatica se define como un sindrome neuropsiquiatrico en donde se
altera el estado mental de pacientes con enfermedad hepatica, como consecuencia del
desarrollo de una derivacién portosistémica de la sangre asociada a la presencia de
hipertension portal. Se puede presentar en individuos con enfermedad aguda del higado
que progresa a falla hepatica fulminante (encefalopatia tipo A), o en personas que tienen
enfermedad hepatica crénica avanzada (cirrosis) con hipertension portal (encefalopatia tipo
C). En raras ocasiones la encepalopatia se puede presentar por una derivacion
portosistémica quirurgica (“Bypass”), en ausencia de enfermedad hepatica (encefalopatia
tipo B). ®

La aparicion de este sindrome se basa en la derivacion de sustancias potencialmente
nocivas para el sistema nervioso central, desde la circulacién portal a la circulacion
sistémica. Se ha evidenciado wuna asociacion con sustancias nitrogenadas,
fundamentalmente el amonio como principal factor causal de encefalopatia hepatica, ©
pero también se ha presentado con otros fendmenos desencadenantes como el uso de
sedantes en pacientes cirroticos, o con la presencia de hipoglicemia secundaria a

insuficiencia hepatica importante.

La encefalopatia hepatica se puede detectar con un examen médico y neuroldgico
adecuado, y asi poder establecer el grado de severidad. No obstante, se pueden encontrar
alteraciones subclinicas que sélo son evidentes con estudios adicionales como son las
pruebas psicométricas (conexion numeérica, evolucién de la firma personal), los potenciales
evocados y el electroencefalograma. Si el cuadro neuropsiquiatrico es irreversible o no,
aun no esta definido, pues desde el punto de vista clinico hay aparente recuperacion
completa. Sin embargo, al realizar pruebas sofisticadas neuroldgicas, aun se pueden
detectar alteraciones muy sutiles que persisten en forma indefinida. De igual forma, aun no
se ha establecido si se producen cambios organicos y/o estructurales en el sistema

nervioso central.
I.1.1 Fisiopatologia

Son multiples las hipétesis que se han descrito como posibles desencadenantes de la

encefalopatia hepatica, y aunque todas parecen intervenir en la fisiopatogenia de este




Generalidades

sindrome, hay tres que parecen predominar en el desarrollo de todo el cuadro

neuropsiquiatrico:
1. Hipdtesis del amonio.
2. Intervencion de falsos neurotransmisores

3. Aumento de la actividad de acido gamma aminobutirico (GABA)-benzodiacepinas

endogenas.

I.1.1.1 Hipétesis del amonio: el amonio normalmente se genera a partir de la ingestion
de proteinas u otras sustancias nitrogenadas. ©® Parte del amonio también se genera de
los musculos ejercitados y de los rifiones. En condiciones normales fisioldgicas, el amonio
es convertido en urea a nivel hepatico y en menor proporcion a glutamina. La urea sera

luego eliminada por via renal.

Cuando se presenta un compromiso importante de la funcién hepatica, como en la cirrosis,
la detoxificacion del amonio se compromete seriamente. Esto se debe al dafio de los
hepatocitos que por lo tanto no podran lograr la conversidon a urea. Ademas, por el
desarrollo de hipertension portal y aparicidon de circulacion colateral portosistémica, se va a
presentar derivacion de sangre rica en amonio de origen intestinal desde el sistema porta a

la circulacion sistémica.

El exceso de amonio que llega al torrente sanguineo sistémico logra pasar al cerebro a
través de la barrera hematoencefalica, lo cual se hace mas evidente cuando se presenta
un aumento del pH (p.gj. alcalosis hipokalémica) ya que esto permite un incremento del

amonio no ionizado el cual es mas permeable.

Una vez en el cerebro, el amonio es convertido a glutamina, lo cual aumenta la relacion
glutamina/glutamato. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del cerebro, y
ante la presencia de exceso de amonio, se convierte en glutamina que no tiene funcién
excitatoria. Asi, se produce un déficit de la funcion excitatoria del glutamato a nivel de la
funcion sinaptica del sistema nervioso central. Por otra parte, también se ha identificado
que el amonio en el cerebro produce inhibicion de receptores especializados de glutamato,
denominados NMDA (N-metil, D-aspartato), disminuyendo asi la actividad neuroexcitatoria.
También, el amonio lleva a la inhibicién de la proteinquinasa C, ©® lo cual producira un
aumento de la actividad de la Na-K ATPasa que llevara a una deplecién de ATP, fuente de

energia del cerebro.
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1.1.1.2 Intervencién de falsos neurotransmisores: se ha descrito una alteracion en el
metabolismo normal de aminoacidos por diferentes mecanismos: descarboxilacion
mediada por bacterias colonicas, desaminacion hepatica reducida, y metabolismo
extrahepatico aumentado. Esto conduce a un desequilibrio de aminoacidos, produciendo
un incremento de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano) y una

reduccién de aminoacidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina, valina). ")

El exceso de aminoacidos aromaticos desencadena la produccion de falsos
neurotransmisores, tales como feniletanolamina y octopamina, que desplazan
neurotransmisores verdaderos, necesarios para la transmision sinaptica, como las
catecolaminas (noradrenalina y dopamina). El resultado final es una depresion del sistema
nervioso central. Aunque esta hipoétesis es muy atractiva, no hay evidencia clara de que se

relacione directamente con el desarrollo de encefalopatia hepatica.

Se han disefado formulas de nutricién enteral ricas en aminoacidos de cadena ramificada
y pobres en aminoacidos aromaticos para ser empleadas en pacientes cirréticos con
encefalopatia hepatica. Los resultados sobre la resolucién de la encefalopatia no son
concluyentes, pero se ha visto una mayor tolerancia a este tipo de formulas enterales que

a otras formulas con mezclas convencionales de aminoacidos.

1.1.1.3 Hipétesis del aumento de la actividad de acido gamma aminobutirico (GABA)
y benzodiacepinas endégenas: GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del
cerebro. Se ha postulado que el GABA producido a nivel intestinal escapa el metabolismo
hepatico, atraviesa la barrera hematoencefalica y penetra al cerebro desencadenando la
encefalopatia hepatica. Esta hipétesis es controvertida, pues se han hecho mediciones de
GABA en el cerebro y liquido cefalorraquideo y no se encuentran aumentadas en los

pacientes cirroticos con encefalopatia hepatica.

El GABA actua a nivel del complejo receptor GABA-benzodiacepina, y mas que su propia
accion directa, se han identificado benzodiacepinas endégenas que parecen incrementar la
actividad neuroinhibitoria GABAérgica. ® Se ha determinado claramente que el uso de
sedantes narcéticos y benzodiacepinas en pacientes cirréticos pueden desencadenar o

empeorar la severidad de una encefalopatia hepatica. También se ha visto como el
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antagonista de las benzodiacepinas, flumazenil, logra mejorar el grado de encefalopatia en

forma transitoria cuando se aplica en cirréticos con alteraciones del estado de consciencia.

No obstante, el estudio de las benzodiacepinas endégenas se debe continuar para poder
aclarar mas el papel de esta hipotesis en el desarrollo de encefalopatia hepatica, y asi

poder disponer de nuevas alternativas terapéuticas en esta entidad.
1.1.2 Factores desencadenantes de encefalopatia hepatica

Multiples factores asociados pueden contribuir para que un individuo con insuficiencia
hepatica desarrolle encefalopatia hepatica. El sangrado digestivo provee al intestino de
substrato para la producciéon aumentada de amonio. La hipokalemia, frecuentemente
desencadenada por el uso excesivo de diuréticos, se asocia con alcalosis metabdlica que
aumentara la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y permite asi el paso libre del
amonio al cerebro. © La dieta con gran contenido proteico de origen animal también
constituye una fuente para la produccion intestinal de amonio. El uso de sedantes puede
aumentar la depresién del sistema nervioso central ya que debido a la presencia de
insuficiencia hepatica, estas sustancias no se eliminaran adecuadamente y se acumularan.
Por otra parte, el uso de benzodiacepinas puede aumentar la actividad GABAérgica,
potenciando asi el efecto de las benzodiacepinas enddgenas. Las infecciones se asocian
con estados hipercatabdlicos, en donde se produce un aumento de compuestos
nitrogenados y por lo tanto de amonio. El estrefiimiento permite un mayor contacto de
sustancias nitrogenadas con las bacterias intestinales, lo cual lleva a una mayor

produccion de amonio.

Cabe resaltar por separado, que la introduccién del TIPS (derivacion transyugular
intrahepatica portosistémica) ha sido un procedimiento innovador en el manejo de la
hipertension portal, fundamentalmente en el sangrado por varices esofagogastricas y en la
ascitis refractaria. ® No obstante, pacientes con grados importantes de insuficiencia
hepatica en donde se les practica la colocacién de TIPS, el riesgo de encefalopatia
hepatica aumenta por el incremento de la derivacion de la circulacién portal a la circulacién
sistémica. El diametro del TIPS influye mucho en el deterioro de la funcién
neuropsiquiatrica cuando no se escoge adecuadamente el paciente (p.ej. cirrosis
descompensadas) y en algunas ocasiones es necesario revertir este procedimiento para

controlar la encefalopatia.
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11.1.3 Diagnéstico

La base fundamental para el diagndstico es la evaluacion clinica y el examen fisico. Se
debe pensar en encefalopatia hepatica cuando uno se enfrenta a un paciente que tiene
disfuncion hepatica severa, alteracion neurolégica y del estado de conciencia. También se
deben realizar examenes basicos para descartar otras causas de encefalopatia (p.ej.

hipoglicémica, por desequilibrio hidroelectrolitico, por hipoxemia). ©

I.1.3.1 Cambios sugestivos de hepatopatia: las alteraciones que en el examen clinico
hacen pensar en hepatopatia importante son diversos. Algunos de los mas frecuentes son:
telangiectasias en arafa en la piel, eritema palmar, pérdida de vello pubico y axilar,
ginecomastia, aumento del tamano de parétidas, ictericia, ascitis y circulacion colateral,

esplenomegalia, xantomas y evidencia de rascado por depésito de bilirrubina.

Las pruebas de laboratorio para evaluar una hepatopatia deben incluir un perfil hepatico
completo en donde se aprecien elevaciones de aminotransferasas, fosfatasa alcalina y
bilirrubinas. Es frecuente la prolongacion del tiempo de protrombina por coagulopatia,
leucopenia y trombocitopenia por hiperesplenismo. Asimismo se deben realizar estudios
serolégicos para investigar etiologias virales, inmunologicas y metabdlicas, asi como un

interrogatorio exhaustivo sobre posibles sustancias o medicamentos hepatotéxicos.

11.1.3.2 Evaluacién del estado neuroldgico: no hay cambios neurologicos especificos en
la encefalopatia hepatica. En general, lo mas apreciable es una alteracion en el estado de

conciencia y una disfuncién motora generalizada.

Cambios iniciales pueden presentarse con somnolencia y alteracion del patron normal del
suefio. Puede evolucionar hasta el estupor y el coma dependiendo de la severidad del
cuadro clinico. Alteraciones en la personalidad y en el nivel intelectual también son
evidentes. En estadios iniciales se puede presentar irritabilidad y a veces personalidad
agresiva con comportamiento inapropiado, y a medida que va progresando, el estado de
consciencia se va deteriorando. La progresion de la encefalopatia se puede evaluar con
pruebas psicométricas como la prueba de conexién numérica. El tiempo para la conexion

de numeros se prolonga en la medida en que la encefalopatia sea mas severa.
Los grados de encefalopatia hepatica estan ampliamente descritos y se dividen en: ©

Grado 1. Alteracion leve del estado de conciencia, pero puede haber euforia, pérdida de la

capacidad de atencion y de calculo (sumas o restas).
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Grado 2. Paciente letargico, desorientacion temporo espacial, cambios de la personalidad

y comportamiento inapropiado.
Grado 3. Somnolencia progresiva y estado estuporoso, desorientacion severa.

Grado 4. Coma sin respuesta a estimulos. Hay que tener en cuenta que las pruebas
psicométricas s6lo son utiles en los grados 1 y 2, ademas de encefalopatia

hepatica subclinica que no es facilmente detectable al examen clinico.

Los trastornos motores también hacen parte del cuadro clinico general de encefalopatia
hepatica. Dentro de los hallazgos fisicos mas frecuentes esta el asterixis, que es
basicamente un temblor con aleteo de las manos mediante extension y flexion rapida, y se
aprecia mas con los brazos y las mufiecas extendidas y los dedos separados. ) El
asterixis es apreciable fundamentalmente en las encefalopatias grado 1 y grado 2. Otros
signos motores evidentes pero menos especificos de encefalopatia hepatica son la hiper-
reflexia, el signo de Babinski, movimientos parkinsonianos y los casos de falla hepatica

fulminante, posturas de descerebracién y decorticacion.

Algunos estudios que se estan realizando aplican potenciales evocados sensoriales, que
no son de comunes en la practica clinica para la evaluacién de encefalopatia hepatica,
pero que hacen parte de protocolos de investigaciéon. Las imagenes diagndsticas, como la
escanografia cerebral o la resonancia magnética, son mas utiles en mostrar cambios
estructurales relacionados a la cirrosis en si, pero no relacionados a la encefalopatia. El
electroencefalograma muestra cambios inespecificos, pero se ha documentado la
aparicion de ondas lentas, de gran amplitud, y trifasicas a medida que el cuadro
neuropsiquiatrico empeora. El estudio del liquido cefalorraquideo no aporta mayor
beneficio para el diagndéstico y puede ser peligroso debido a la presencia de coagulopatia

en la mayoria de los pacientes.
1.1.4 Tratamiento

La encefalopatia hepatica debe ser manejada teniendo en consideracién varios aspectos.
Primero, manejo de la encefalopatia en si; segundo, buscar y corregir los factores

desencadenantes; tercero, estudio y manejo de la enfermedad hepatica per sé.
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1.1.4.1 Manejo de la encefalopatia

a) Lactulosa: la base fundamental del tratamiento para la encefalopatia hepatica sigue
siendo la lactulosa, la cual es un disacarido que al ser ingerido no es absorbido por la
mucosa intestinal y al estar en contacto con las bacterias colénicas se transforma en
acidos organicos, reduciendo asi el pH intestinal. De esta manera, disminuira la absorcién
del amonio y por ende las concentraciones de nitrégeno que llegan al sistema nervioso.
Otras funciones importantes de la lactulosa son el aumento de la peristalsis y el efecto
laxante osmatico, lo cual favorecera una eliminacion fecal mas rapida y por lo tanto de la
carga nitrogenada intestinal. La dosis recomendada de lactulosa es de 30 mL via oral 2 a 4
veces al dia, hasta que se produzcan deposiciones semiliquidas, sin llegar a diarrea y
deshidratacién. Cuando no se puede dar via oral (encefalopatia grados 3 y 4) se puede
aplicar por enemas de 300 mL disueltos en 700 mL de agua. La lactosa y el lactitol pueden

ser alternativas con similar efectividad a la lactulosa. ©

b) Nutricion: se debe procurar disminuir las fuentes de alimentos que se transforman en
amonio por el contacto con las bacterias intestinales. Por lo tanto, es necesario restringir la
proteina en la dieta, y luego ir aumentando el aporte de acuerdo a la mejoria que se vaya
presentando en el estado de la encefalopatia. La cantidad de restriccion puede ir desde
ausencia total de dieta proteica e ir incrementando la cantidad en intervalos de 0.5
miligramos por kilogramo de peso diarios, hasta 1.0 mg/Kg. Si el paciente se encuentra
neurolégiamente estable, se puede beneficiar de mayores aumentos, hasta 1.4 mg/Kg de
peso diarios, ya que si se logra obtener un balance nitrogenado positivo, se puede
promover la regeneracioén hepatica y la capacidad del musculo para disminuir la carga de
amonio en la circulacion. Se recomiendan dietas con componente proteico
fundamentalmente vegetal y también son utiles suplementos de aminoacidos de cadena

ramificada (9.

c) Antibiodticos: el uso de antibidticos ha demostrado tener efectividad en el tratamiento
de la encefalopatia hepatica, basicamente por disminucion de la flora bacteriana intestinal

productora de amonio.

La neomicina © ha sido utilizada por mucho tiempo para el manejo de la encefalopatia
hepatica. Es un aminoglucésido con muy baja absorcion a nivel intestinal; con una

biodisponibilidad aproximada del 3%, lo cual puede tener potencial nefrotdxico y ototoxico.
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El metronidazol también disminuye la flora productora de amonio y no presenta los riesgos
de toxicidad que se presenta con la neomicina. La dosis recomendada es de 500 mg tres
veces al dia via oral o por via endovenosa cuando hay una alteracién marcada del estado

de conciencia.

Recientemente se ha introducido en el armamento para el tratamiento de la encefalopatia
hepatica un nuevo compuesto antibiético denominado rifaximina.” La rifaximina es
practicamente inabsorbible después de su administracién oral y tiene un perfil de seguridad
muy bueno, con efectos secundarios en menos de 1% de los casos, principalmente de tipo
gastrointestinal y urticaria, cefalea, pérdida de peso y leve aumento de sodio y potasio. La
dosis establecida es de 1200 mg diarios en varias dosis, con lo cual se vio una disminucién
sérica del amonio, mejoria de la prueba de conexidon de numeros, mejoria de los cambios

electroencefalograficos y por supuesto mejoria de la encefalopatia.

d) L-Ornitina, L-Aspartato (LOLA): este compuesto aminoacido es un sustrato importante
para la produccion de urea y de glutamina, logrando asi disminuir la concentracion de
amonio en cirréticos. Se ha visto disminucién significativa del amonio con L-Ornitina y con
L-Aspartato por separado, ® pero cuando se usan en un compuesto Unico, se produce un
efecto sinérgico que mejora la efectividad. La dosis establecida de L-Ornitina, L-Aspartato
es de uno a dos sobres granulados de 5 g cada uno por via oral, o en casos de
encefalopatia hepatica grados 3 a 4, la dosis parenteral es de 4 a 8 ampollas diarias de 5 g

cada una, en infusion continua.

e) Benzoato de sodio (CsH;COONa).- El uso del benzoato de sodio ha demostrado
mejorar el estado mental de pacientes con cirrosis hepatica. El mecanismo por el cual se
explica dicho beneficio se atribuye a que el benzoato de sodio tiene la capacidad de unirse
al grupo amino de la glicina, formando acido hipurico, la glicina tiene un libre intercambio
con la serina y esta a su vez puede convertirse en glutamato. De esta manera, se emplea

una via alterna de eliminacién del amonio paralela al del ciclo de la urea. '"

El acido benzoico puede ser generado a nivel intestinal por bacterias que metabolizan el
acido quinico. El acido quinico es el constituyente de diversas frutas, incluyendo la cereza,

ciruela, arandano, chabacano, manzana, durazno y ademas la canela y el clavo. (12)

El benzoato de sodio puede ser administrado por via oral, intravenosa o peritoneal. La

principal via de su metabolismo en mamiferos es la conjugacion con la glicina dando lugar
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a la formacion de hipurato el cual es excretado en la orina. Los seres humanos excretan
hasta 1 g de hipurato al dia. La formacién de hipurato a partir del acido benzoico mas la

glicina se realiza principalmente en el higado.™

desmetilacidrncon oo
COOHCHzNHym el oy 200 PPy

GLICINA zarcosing HED__NJ‘:_CEICI
betaina CHy
?I:IEIH
Hy . COOH
Cof + PPi+AMP®_|:DN|-|.|:H2c|:|DH |— - KH S-adenosil- Hy
acide hipdrico HoN—G=NH Metioning CH,
gquanidoacetato { HEN—G:NH
1 NH creatina
GHrCOCH-COOH
CHZ-COOH

o aminoaceto adipico

Fig 1. Formacién del acido hipurico, a partir del

acido benzoico conjugado con la glicina. ?”

El metabolismo del acido benzoico se lleva a cabo en la matriz mitocondrial del higado, la
energia requerida para llevarse a cabo la sintesis en el organismo proviene del ATP
exégeno en presencia de oxigeno o de sustratos oxidables como lo son el glutamato,
glicerol —3-fosfato, 2-oxoglutarato, piruvato o citrato. Las enzimas involucradas en este
proceso son la benzoil coenzima A sintetasa, glicina n-acetiltransferasa y benzoil coenzima
A hidrolasa. El paso limitante de la reaccién es la disponibilidad en el organismo de
coenzima A y de la glicina. La disponibilidad de la coenzima A depende de la beta

oxidacion.

Su aplicacion clinica basicamente es como diagnostico en pacientes con coma
hiperamonémico secundario a deficiencia enzimatica del ciclo de la urea y pacientes con

cirrosis hepatica y encefalopatia porto-sistémica. "

f) Otros medicamentos: se han investigado diversas sustancias que pueden tener efectos

benéficos adicionales para el manejo de la encefalopatia hepatica, con resultados
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controvertidos. Entre estas estan la administracion de zinc ©, aminoacidos de cadena

ramificada, bromocriptina y flumazenil.

Tal vez, el unico que ha podido demostrar un beneficio terapéutico es el flumazenil, que
aplicado en pacientes con encefalopatias hepaticas severas, ha producido mejoria
transitoria, posiblemente por su efecto antagonico contra las benzodiacepinas endégenas
a nivel del complejo receptor GABA-benzodiacepina. Sin duda, puede ser una alternativa

terapéutica en el futuro, si se logra disponer por via oral.

En general, se espera que un individuo con encefalopatia hepatica tenga una respuesta
favorable en las primeras 72 horas. De lo contrario, es necesario identificar si existe otra
causa de encefalopatia asociada, y es importante determinar si alguna causa

desencadenante aun persiste.

g) Corregir factores desencadenantes: la presencia de sangrado digestivo debe ser
controlada ya sea mediante intervenciéon endoscépica y farmacoldgica idealmente. Se
debe iniciar profilaxis antiulcerosa gastroduodenal. Los procedimientos para control de
sangrado digestivo portal hipertensivo de difici manejo son de tipo quirldrgico
(derivaciones) o radioldgico (TIPS) ® pero no son benéficos en pacientes con

encefalopatia hepatica porque la pueden empeorar.

Cualquier foco infeccioso o séptico debe ser tratado adecuadamente con antibiéticos para

disminuir el sustrato de amonio desencadenado por las infecciones.

Se deben corregir las alteraciones hidroelectroliticas y se deben evitar los diuréticos en el

manejo inicial de la encefalopatia.

Estan contraindicados los sedantes por el efecto depresor del sistema nervioso central

aumentado en los cirréticos. El uso de flumazenil © en esta situaciéon puede ser benéfico.

Manejo de la enfermedad hepatica de base: al mismo tiempo que se esta tratando la
encefalopatia hepatica, se debe investigar la enfermedad hepatica de base con el fin de

tener un plan terapéutico a largo plazo.

Se debe investigar si el desarrollo de la encefalopatia hepatica se origind a partir de una
falla hepatica fulminante o de una hepatopatia cronica avanzada con insuficiencia
hepatica, y decidir si se esta enfrentado ante un caso que requiere evaluacion para

trasplante hepatico.
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Sea la etiologia que esté presente (viral, inmunoldgica, metabdlica, téxica, tumoral,
criptogénica, post TIPS), se debe dirigir el tratamiento especifico para cada una de estas

entidades.
1.2 Justificacion del presente estudio

En base a lo anteriormente expuesto, se puede apreciar que una de las alternativas
terapéuticas para el tratamiento de la encefalopatia hepatica es la administracién del
benzoato de sodio, el cual favorece la eliminaciéon del amonio sanguineo como acido
hipurico en la orina, como resultado de la conjugacion del acido benzoico con la glicina.
Con la finalidad de contar con otras alternativas terapéuticas, el Centro de Investigaciones
Quimicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, esta desarrollando una serie
de moléculas homologas al acido benzoico, sustituyendo al sodio por zinc, esperando con
ello incrementar la cantidad de amonio eliminado por via renal y suplir la deficiencia de zinc

en pacientes con encefalopatia hepatica.
1.3 Acido Hipurico

El acido hipurico fue descubierto por el quimico Justus Von Liebig en el afio de 1824 en la
ciudad de Paris, Francia. El acido hipurico es el resultado de la conjugacion de glicina con
el acido benzoico y es un componente habitual de la orina, sobre todo en herbivoros ya

que se encuentra en alimentos de origen vegetal.('?

El nombre cientifico del acido hipurico es el acido benzoilamino acético, cuya masa
molecular es de 179.17 g/mol y su formula condensada es la CgHgNO;. Es un polvo
cristalino con punto de fusién de 187-188°C. Un gramo de AH se disuelve en
aproximadamente 250 mL de agua fria, 1 L de cloroformo, 400 mL de éter y 60 mL de
alcohol amilico. Es totalmente soluble en alcohol o agua caliente, también es soluble en
solucion de fosfato de sodio. Practicamente insoluble en benceno, disulfuro de carbono y

éter de petroleo.™
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I
NHCH,COOH

Acido Hipurico

El acido hipurico es el producto final de la via fosfogliceraldehido —glicina, el cual se
obtiene como resultado de la conjugacion de la glicina con el acido benzoico y excretado
por via urinaria. La tabla 2 resume la informacién de métodos analiticos en fluidos
biolégicos por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) para la cuantificacion

de &cido hipurico en fluidos bioldgicos.
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de dcido hipdarico.

Icacion

Tabla 2. Métodos analiticos para la cuantifi
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Generalidades

1.4 Otras aplicaciones del acido hipurico

I1.4.1 Defectos enzimaticos del ciclo de la urea ®

El déficit de arginasa es uno de los trastornos hereditarios raros del ciclo de la urea. Se
detecta una deficiencia de la arginasa citosodlica, que se expresa en el higado y en los

hematies o eritrocitos (los glébulos rojos de la sangre).

El catabolismo de los aminoacidos conduce a la producciéon de amoniaco libre que es
sumamente toxico para el sistema nervioso central (sistema formado por el encéfalo y la
médula espinal). EI amoniaco es detoxificado convirtiéndose en urea, que se excreta
normamente en la orina, a través de una serie de reacciones conocidas como ciclo de la
urea o de Krebs-Henseleit. Se necesitan 5 enzimas para sintetizar la urea: la carbamil
fosfato sintetasa (CPS), la ornitina transcarbamilasa (OTC), la argininosuccinato sintetasa
(AS), la argininosuccinato liasa (AL) y la arginasa. La prevalencia (nUumero de casos de una
enfermedad en una poblacién) global de todos estos trastornos es de 1 por cada 30.000
nacidos vivos y constituyen la causa mas frecuente de hiperamonemia (nivel elevado y
téxico del amoniaco en la sangre) en los lactantes. Los nifios afectados pueden presentar
retraso mental, crisis epilépticas y espasticidad, pero no suele haber episodios de
hiperamoniemia intensa. La deficiencia de arginasa se hereda como un rasgo genético

autosomico recesivo.

1.4.2 Monitoreo de acido hipurico como indicador de la exposicion

ocupacional a tolueno.

El tolueno es el disolvente mas popular en la industria y puede ser que este presente como
uno de los contaminantes ambientales al cual la poblacion en general se encuentre
expuesta. El tolueno es primeramente metabolizado a acido benzoico que conjugado con
glicina forman el acido hipurico. El &cido hipurico es el indicador mas usado en el
biomonitoreo de la exposicion ocupacional a tolueno, ya que muestra una buena

correlacion y especificidad del nivel de exposicién. ('©

La Norma Oficial Mexicana NOM-047-SSA1-1993, QUE ESTABLECE LOS LIMITES
BIOLOGICOS MAXIMOS PERMISIBLES DE DISOLVENTES ORGANICOS EN EL
PERSONAL OCUPACIONALMENTE EXPUESTO, publicada el 23 de Septiembre de 1996,
en el diario de la federacion, es producto de la necesidad de contar con una guia para

valorar el riesgo a que pueden estar expuestos los trabajadores que laboran con
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sustancias como hidrocarburos aromaticos, benceno, xileno y tolueno y los efectos que
generan a la salud y prevencion de dafos en esta, de la poblacién ocupacionalmente

expuesta.

En el caso del monitoreo bioldgico de la exposicion a tolueno la NOM-047-SSA1-19931""
establece que se realice mediante la determinacion del acido hipurico en orina e indicando

como criterio de aceptacion maximo 2.5 g/g de creatinina al final de la jornada de trabajo.
11.4.3 El acido hipurico en urologia.

Desde mediados del siglo XIX se pudo comprobar que los frutos del Arandano, conocido
en Inglaterra como “Cranberry”, eran capaces de aliviar los sintomas irritativos urinarios.
Los frutos son bayas comestibles, negruzcas, rojizas o azuladas, de gusto agridulce.

Provoca al masticarlas una sensacion refrescante y astringente. ¥

Una proporcion significativa de la poblacién estadounidense consideran que las bebidas
derivadas de los arandanos previenen o alivian las infecciones en el tracto urinario. El
presunto efecto antibacterial del jugo de cranberry es polémico, atribuido a la acidificacion

y al efecto bacteriostatico directo del acido hipurico sobre E. coli. '

@0 dentro de las

En el trabajo prospectivo realizado por el Dr. Potenziani y cols.,
recomendaciones que se tienen para disminuir la recurrencia de infecciones urinarias en

mujeres, se menciona:

a) Mantener la orina con un bajo pH (5.5 0 menos) es decir mantener la orina acida a
través de la ingesta de vitamina C, con tabletas de arandano o con la ingesta
elevada de frutas y proteinas. El jugo de arandano (Cranberries) ha sido usado
para la prevencién y tratamiento de infecciones urinarias, ya que contiene acido
quinico que produce cantidades considerables de acido hipurico el cual tiene
propiedades antibacterianas. El jugo de arandano previene la adherencia

bacteriana de la E coli. a las celulas uroepiteliales de la pared vesical.
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lll. Parte Experimental

El estudio se dividid en tres etapas, cada una de ellas precedidas por una extensa

revision bibliografica:

a) Elaboracion del protocolo analitico
b) Desarrollo del método analitico
c) Validacion del método analitico

El desarrollo del método analitico tomo como punto de partida las condiciones
reportadas en la literatura. Sin embargo, durante el transcurso de la misma fue
necesario realizar modificaciones para establecer las condiciones cromatégraficas
finales de acuerdo a los recursos con los que se contaban en el Laboratorio de

Farmacologia Analitica y a las respuestas obtenidas del analito de interés.
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Elaboracion del protocolo analitico

Antes de iniciar con la fase de desarrollo del método analitico, se elaboré el protocolo

ana
.1

Se

litico, considerando los siguientes aspectos:
.1.Seleccién de las condiciones cromatoégraficas

determinaron las condiciones del sistema cromatégrafico, tales como tipo de

columna, fase movil, longitud de onda de deteccion, flujo, temperatura, tiempo y

volumen de inyeccion, de acuerdo a los siguientes criterios:

b)

d)

Tiempo de retencion Libre de interferencias a componentes endégenos
de la orina.

Factor de coleo menor o igual a 2

Resolucion mayor o igual a 2

Eficiencia Superior a 3000 platos tedricos.

Fase estacionaria (Columna): Todos los métodos reportados, indican que la
columna mas adecuada es de fase reversa Ci. Se evalud la sefal de acido
hiparico en solucion con la columna Gemini Cig 5um (250 x 4.6 mm) con la que

disponia el Laboratorio.

Fase movil: Se realizaron pruebas, inyectando soluciones de acido hipurico a una
concentracién de 100 yg/mL, comenzando con proporciones 50:50 de disolventes
organicos-agua. Se realizaron cambios en la fase organica en incrementos vy

decrementos del 10% de la composicion final.

Flujo: Seleccion del flujo de la fase movil mas adecuado para obtener picos que
cumplieran con los criterios cromatograficos anteriomente descritos. Se seleccioné

como punto de partida el flujo de 1 mL/min.

Deteccion: La mayoria de los métodos analiticos para acido hipurico en fluidos
bioldgicos reportan longitudes de onda de 254, 250 y 235 nm. Sin embargo, con la
finalidad de establecer la longitud de onda de maxima absorcion en nuestro equipo
cromatoégrafico, se realizd6 un barrido en tercera dimensién con el detector de
arreglo de diodos, este barrido se compard contra muestras de acido hipurico en
orina. La longitud de onda de trabajo seleccionada presenté una mayor absorcién

del analito y una minima de los componentes endogenos de la orina.
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e) Volumen de inyeccién: La primera inyeccién se efectuo con una cantidad
considerable de muestra para verificar la elucién del analito. Asi evitamos
confundir el pico buscado con otros picos que eluyen en el frente de disolvente o
durante la prueba. Dado el intervalo de concentraciones tan amplio que se requiere
de 50 a 1500 pg/mL, se evaluaron volumenes de inyeccion alrededor de 10 a 20
ML.

111.1.2 Seleccion del método de extraccion

El método de extraccién para el acido hipurico se determind de acuerdo a lo reportado
en la literatura; siendo el de primera eleccion el método de precipitacion de proteinas,
por adicion de acetonitrilo o acido acético, y la inyeccion directa del sobrenadante al

sistema cromatégrafico.
1.1.3 Seleccion del intervalo de trabajo de la curva estandar

De acuerdo con la informacién reportada en la literatura donde se determina la
farmacocinética del acido hipurico en orina humana, se establece trabajar la curva
estandar en el intervalo de concentraciones de 50 a 1000 pg/mL, decidimos

incrementar el intervalo de trabajo a 1500 pg/mL.

Considerando que el acido hipurico es un componente endégeno del metabolismo del
ciclo de la urea en el ser humano y la cantidad presente en la orina es variable debido
a factores ambientales como: fumadores, exposicion a agentes tdxicos (gasolina,
tolueno, benceno), habitos alimenticios; como ingesta de verduras, arandanos,
duraznos y granos de café verde. Es necesario que cada dia de trabajo se reste la

cantidad de acido hipurico endégeno presente en la muestra blanco.
lll.1.4 Seleccion del estandar interno

Se selecciono el estandar interno mas adecuado para el método analitico en base a
los criterios establecidos en la seccion 11l.1.1, ademas de la evaluacion del recobro

donde se tomo como criterio de aceptacion, un coeficiente de variacion inferior al 15%.

La concentracion del estandar interno se establecio en base a la respuesta
cromatoégrafica (area), la cual deberia corresponder a la mitad del punto mas alto de la

curva estandar en orina.
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111.1.5 Seleccion del modelo matematico

Los valores de respuesta (relacion de areas AH/AB) y los valores de la variable
conocida (relacion de concentraciones AH/AB) se ajustaron a diferentes modelos
matematicos (lineal, cuadratico y potencial). La eleccién del modelo matematico se
determin6é en base a los valores de correlacién y a los valores de concentracion
recuperada que deberian cumplir con los criterios de Desviacion Estandar Absoluta

(%DEA) inferior al 15% y hasta el 20% en el punto mas bajo de la curva. ?®
lll.1.6 Optimizacion del método analitico

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas y el método de extraccion, fue
necesario optimizar el método con la finalidad de mejorar la respuesta del analito de

interés.

lll.L2 Desarrollo del método analitico para cuantificar acido hipurico en

orina humana

lll.2.1 Materiales

e Tubos de ensayo de vidrio de 16 x 100 mm.

e Combitips para pipeta de repeticion Repeater Plus.

e Puntas para micropipetas de 200 y 1000 pL.

¢ Matraces volumétricos de 2, 5, 10, 25, 50, 500, 1000 y 2000 mL.

¢ Vasos de precipitados de 50, 100, 250, 1000 y 2000 mL.

¢ Probetas de 50, 100 y 500 mL.

¢ Pipetas de transferencia de plastico.

¢ Sistema de filtracion para disolventes HPLC.

e Frascos graduados para fase movil de 1000, 2000 mL.
ll.2.2 Cromatoégrafo de Liquidos de Alta Resolucion

e Bomba cuaternaria modelo G1311A, Agilent Technologies.

e Detector de arreglo de diodos con microcelda modelo G1315A, Agilent

Technologies.
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¢ Degasificador en linea modelo G1322A, Agilent Technologies.
o Automuestreador automatico modelo G1329A, Agilent Technologies.
e Termostato del automuestreador modelo G1330A, Agilent Technologies.

e Compartimento de columna con termostato modelo G1316A, Agilent

Technologies.

e Gabinete para columnas con control de temperatura modelo G1316A, Agilent

Technologies.
e Programa Chemstation Rev. A. 08.03 (847), Agilent Technologies.
e Unidad de poder In-interrumpible modelo: RL-2K, EBS
l.2.3 Equipos
¢ Ultracongelador vertical marca Thermoforma modelo 923.
¢ Refrigerador marca Thermoforma modelo 3771.
e Equipo de agua bidestilada marca Millipore modelo Ellix 5.
e Equipo de agua HPLC marca Millipore modelo Milli Q Gradient A10.
e Campana de extraccion de gases marca Labconco modelo Basic 47.
e Bomba de presion al vacio marca Millipore No. Catalogo XX55 000 00.
¢ Agitadores tipo vortex marca IKA modelo MS1-S1 Minishaker.
e Bafio de ultrasonido marca Brandson modelo: 5510R-DTH.
¢ Parrilla termoagitadora marca VELP Scientific modelo ARE/10.1162.
¢ Parrilla termoagitadora marca Thermolyne modelo Cimarec 2.
e Termohigrometro marca Daigger KX-14442
lll.2.4 Instrumentos
e Balanza Analitica marca Sartorius modelo BP121S
¢ Balanza de precision marca Sartorius modelo BP 410
¢ Centrifuga refrigerada marca Jouan modelo MR23i

¢ Pipetas de repeticion marca Eppendorf modelo Repeater Plus
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¢ Pipetas de volumen variable marca Eppendorf modelo 100-1000 uL

e Pipeta de volumen variable marca Eppendorf modelo 20-200 pL
ll.2.5 Reactivos y sustancias de referencia

e Agua grado HPLC (Milli Q)

e Acetonitrilo grado HPLC marca Mallinckrodt

e Metanol grado HPLC marca Mallinckrodt

e Acido acético glacial marca J.T. Baker

e Controles de orina sintética marca Bayer.

« Acido hiparico marca Aldrich pureza 98%

« Acido benzoico marca Sigma-Aldrich pureza 99.5%
1ll.2.6 Preparacion de la mezcla de orina humana.

Se obtuvieron muestras donadas de orina de 6 voluntarios sanos bajo condiciones de
ayuno de al menos 10 horas, no fumadores y libres de medicacion y se mezclaron las

muestras de orina de los 6 voluntarios sanos.
111.2.6.1 Solucidon de orina diluida 1:100 % v/v

En un matraz volumétrico de 1 L colocar un volumen aproximado de 500 mL de agua
grado HPLC, agregar 10 mL de la mezcla de orina humana. Llevar a volumen con

agua grado HPLC y agitar vigorosamente.
11.2.7 Preparacion de la fase movil.
Solucién de acido acético al 3%

En un matraz volumétrico de 1L colocar un volumen aproximado de 500 mL de agua
grado HPLC, en una probeta de 50 mL medir un volumen de 30 mL de acido acético
glacial y transferir al matraz volumétrico conteniendo el agua. Llevar a volumen con

agua grado HPLC.
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Fase movil acido acético al 3 %- acetonitrilo 65:35 % viv

Colocar en frascos reservorios por separado la solucion de acido acético al 3 % vy el
acetonitrilo, previamente filtrados y desgasificados por ultrasonido durante 5 minutos.
Por medio del programa computacional del equipo cromatografico ajustar las

proporciones de acido acético al 65 % y acetonitrilo al 35 %.
1ll.2.8 Preparacion de las soluciones estandar.
Solucién estandar de acido hipuarico en metanol 50 mg/mL

Pesar el equivalente a 2.5 g de acido hipurico y transferir a un matraz volumétrico de
50 mL. Disolver con aproximadamente 25 mL de metanol grado HPLC, llevar a

volumen con metanol HPLC y agitar vigorosamente.
Solucién estandar de acido hipurico en orina 2500 ug/mL

Tomar una alicuota de 2.5 mL de la solucion de acido hipurico de 50 mg/mL, transferir

a un matraz de 50 mL y llevar a volumen con orina diluida.
Solucién estandar de acido hipurico en acetonitrilo 2500 pg/mL

Tomar una alicuota de 2.5 mL de la solucion de acido hipurico de 50 mg/mL, transferir

a un matraz de 50 mL y llevar a volumen con acetonitrilo grado HPLC.
Solucién estandar de acido benzoico 10 mg/mL

Pesar el equivalente a 100 mg de acido benzoico y transferir a un matraz volumétrico
de 10 mL. Disolver en aproximadamente 5 mL de acetonitrilo grado HPLC, llevar a

volumen con acetonitrilo y agitar vigorosamente.
Solucién estandar de acido benzoico (El) en acetonitrilo 300 pg/mL

Tomar una alicuota de 1.5 mL de la solucion de acido benzoico de 10 mg/mL,

transferir a un matraz de 50 mL y llevar a volumen con acetonitrilo grado HPLC.
Solucién de verificacion de la adecuabilidad AH/AB (40/100 pg/mL)

Tomar una alicuota de 160 pL de la solucién de acido hipurico 2500 ug/mL y 100 pL
de la solucién acido benzodico de 10 mg/mL y llevar a un matraz volumétrico de 10

mL, aforar con acetonitrilo grado HPLC.
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1.2.9 Preparacion de la curva estandar

A partir de la solucién estandar de acido hipurico en orina de 2500 ug/mL, preparar la

curva estandar de 50 a 1500 pg/mL y muestras control de acuerdo al siguiente

esquema:

Tabla 3. Preparacion de la curva estandar y muestras control.

Alicuota (uL)

Aforo con

orina

Concentracion

(ug/mL)

100

200

400

50

400

600

800

1200

150

600

1000
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111.2.10 Método de extraccion

En un tubo de ensaye de 16 x 100 mm colocar

adicionar 400 pL de la solucion de estandar interno acido benzoico de 300 ug/mL en
acetonitrilo. Agitar el tubo durante 20 s en un agitador mecanico tipo vortex,

posteriormente centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos a una temperatura

200 pL de la muestra de orina y

aproximada de 20°C. Inyectar 10 uL del sobrenadante.

Tomar 200 uL de la solucion
con el analito en orina.

Adicionar 400 pL de la
solucidn de acido benzoico
(El) 300 pg/mL en ACN.

Agitar en vortex 20 s.

A 4

Centrifugar a 5000 rpm,

durante 5 minutos a 20°C.

\ 4

Inyectar 10 pL del
sobrenadante.

Figura 2. Diagrama de Flujo del método analitico
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11.2.11 Preparacion de las muestras control de acido hipurico en sistema.

A partir de la solucion estandar de acido hipurico de 2500 pg/mL en acetonitrilo,

preparar las muestras control en sistema, de acuerdo a la tabla 4.

Tabla 4. Preparacion de muestras control para recobro

Alicuota

(bL)

Muestra

Aforo con

Acetonitrilo

Concentracion

(ng/mL)

MCB 150

MCM 600

5mL

75

MCA 1000

En un tubo de ensaye de 16 x 100 mm colocar 200 uL de cada una de las soluciones

control de acido hipurico en acetonitrilo y adicionar 400 pL de la solucion de estandar

interno acido benzoico de 300 ug/mL en acetonitrilo. Agitar el tubo durante 20 s en un

agitador mecanico tipo vortex. Inyectar 10 yL de cada muestra.
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ll.2.12 Condiciones cromatograficas

De acuerdo con los resultados obtenidos en la fase de desarrollo las condiciones

cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

Fase estacionaria
Fase movil

Flujo

Temperatura columna
Temperatura inyector
Deteccion

Volumen inyeccion

Gemini C18 5um 4.6 X 250 mm.

acido acético al 3%:acetonitrilo (65:35 % v/v)
1 mL/min

30°C

4° C

235 nm y ancho de banda de 8nm

10 L
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lll. 3 Validacién del método analitico

El método analitico desarrollado se validdé de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana.

NOM-177-SSA1-1998, la cual cubre los siguientes parametros:

Linealidad
Precision
o Repetibilidad
o Reproducibilidad intraanalista
o Reproducibilidad interanalista
Exactitud
Recobro absoluto
Selectividad
Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
Estabilidad
o A temperatura ambiente
o Bajo condiciones de almacenamiento
» A una temperatura controlada de -70°C
» En refrigeracion
o Ciclos de congelacion-descongelacion
o En el automuestrador

Tolerancia
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ll1.3.1 Linealidad

El intervalo de trabajo en orina se determin6 de 50 a 1500 pg/mL. La evaluacién de
este parametro consistid en preparar 3 curvas estandar en orina. Los resultados se
ajustaron a una ecuacién cuadratica, en donde se incluyo como variable dependiente
la relacion de areas del acido hipurico entre el acido benzoico (El) y como variable
independiente la relacidon de las concentraciones de los mismos analitos y se
determiné el factor de correlacién. A partir de la ecuacion cuadratica para cada una de

las curvas se determind la concentracion recuperada y el % DEA.

Criterio _de aceptacion: coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.99 y DEA

inferior al 15% a excepcion del limite inferior hasta un 20%.
111.3.2 Precisién
Repetibilidad

A partir de soluciones independientes, se analizaron por quintuplicado los tres niveles
de muestras control (75, 300 y 1250 pg/mL). Se determiné la concentracion
interpolando las muestras en la curva estandar como se indica en la linealidad del
método. Se determind el valor promedio de concentracion recuperada y el coeficiente

de variacién con la aplicacion de la siguiente ecuacion:
CV %=100x DE
X
En donde:
DE = Desviacion Estandar

"X = Promedio

Criterio de aceptacion: Coeficiente de variacion (CV) menor o igual al 15 %.

Reproducibilidad intra-analista (efecto dia)

A partir de soluciones independientes, se analizaron por duplicado durante tres dias
por un solo analista, los tres niveles de concentracion de las muestras control (75, 300
y 1250 pg/mL). Se determin6 el valor promedio de concentracién recuperada y el

coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion: CV menor o igual al 15 %.
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Reproducibilidad inter-analista (efecto analista)

A partir de soluciones independientes, se analizaron por duplicado durante tres dias
por dos analistas, los tres niveles de concentracion de las muestras control (75, 300 y
1250 pg/mL). Se determind el valor promedio de concentracion recuperada y el

coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion: C.V menor o igual al 15 %.

ll1.3.3 Exactitud

Se determiné a partir de los datos de la precision, determinando la desviacion estandar
absoluta del valor promedio de las concentraciones recuperadas respecto a la

concentracién adicionada con la aplicacién de la siguiente ecuacion:

% DEA = 100 x [Concentracion A — Concentracion R]

Concentracion A
En donde:
Concentracion A = Concentracion Adicionada.
Concentracion R = Concentracion Recuperada

Criterio de aceptacion: DEA menor o igual al 15 %.

111.3.4 Recobro absoluto

Se analizaron por triplicado las muestras control en acetonitrilo (sistema) y en la orina
(método) a cada uno de los tres niveles de las muestras control (75, 300 y 1250
pg/mL). Se determiné el porciento de recobro, considerando la respuesta de los

analitos en solucién como el 100%.

Criterio de aceptacion: C.V del promedio de recobro menor o igual al 15 %.
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111.3.5 Selectividad

La selectividad del método se realizdé evaluando la no interferencia de la matriz
biolégica (orina humana) en la cuantificacion del acido hipurico y el estandar interno

(acido benzoico) bajo los siguientes esquemas:

e Blancos de orina adicionados con tolueno como conservador en tubos marca
Sarterds.

¢ Blancos preparados a partir de orina sintética marca Bayer.

e Muestra de orina de un paciente con dafio renal recibiendo los siguientes
medicamentos: Furosemida, Metoprolol, Isorbide, Enalapril, Ranitidina,

Calcitrol, Sucralfato y gel de aluminio.

Criterio de aceptacion: No interferencia en los tiempos de retencion del acido hipurico

y el acido benzoico.
111.3.6 Limite de deteccidn

Se establecié como la concentracion a la cual la sefal del compuesto en la orina es al
menos 3 veces la altura del nivel de ruido en la misma regién cromatégrafica de los

analitos de interés.

Se prepararon tres muestras blanco de orina, se determiné el nivel de ruido (valor

numerico).

Se realizaron muestras a las concentraciones de 25 y 12.5 ug/mL en orina, se

inyectaron y se determind la altura de los analitos de interés.

Criterio de aceptacion: concentracion a la cual la altura de los analitos es al menos 3

veces la altura de la respuesta correspondiente a los niveles

endogenos de AH.
111.3.7 Limite de cuantificacién.

Se analiz6 por quintuplicado la concentracion mas baja de la curva estandar (50

pg/mL).

Criterio de aceptacion: C.V y DEA menor o igual al 20 %.
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111.3.8 Estabilidad
Estabilidad a temperatura ambiente

Se prepararon por duplicado los tres niveles de concentracion correspondientes a las
muestras control (75, 300 y 1250 ug/mL) en orina y se dejaron reposar sobre la mesa
de trabajo a temperatura ambiente. Se sometieron a extraccion a las 4 horas posterior

a su preparacion.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 5. Evaluacion de estabilidad a Temperatura ambiente.

Condiciones de | Tiempo de

Muestra | Replica

almacenamiento analisis

Temperatura
4 horas

Ambiente
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Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento
> Estabilidad a largo plazo en congelacién a -70°C.

Se prepararon dos series de muestras control de los tres niveles de concentracion en
orina y se dividieron en dos fracciones iguales, posteriormente se almacenaron en un
ultracongelador a una temperatura controlada de -70 °C. Las muestras se analizaron

en los dias 30 y 60 posterior a su preparacion.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 6. Evaluacion de estabilidad a largo plazo.

Condiciones de | Tiempo de

Muestra | Replica

almacenamiento analisis

Congelacion

-70°C
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> Estabilidad en refrigeracién (2-8°C).

Adicionalmente se prepararon dos series de muestras control en los tres niveles de

concentracion en orina, las cuales se almacenaron en refrigeracién a una temperatura

promedio de 4°C. Las muestras fueron analizadas 5 dias posteriores a su preparacion.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 7. Evaluacion de Ila estabilidad en refrigeracion.

Muestra Replica

Condiciones de

almacenamiento

Tiempo de

analisis

Refrigeracion
Aproximadamente

4°C




Parte Experimental

Estabilidad a ciclos de congelacion — descongelacion

Dos series de muestras control a los tres niveles de concentracion (75, 300 y 1250

pMg/mL) en orina fueron sometidas a dos ciclos de congelacion a -70° C por al menos

24 horas y descongelacion a temperatura ambiente. Se analizaron a los ciclos 0, 1y 2.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 8. Evaluacion de Ila estabilidad en ciclos de congelacion y descongelacion.

Muestra Replica

Condiciones de

almacenamiento

Tiempo de

analisis

Ciclos de
congelacion -

descongelacion

0,1y2

ciclos
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Estabilidad en el automuestreador

Se prepararon por duplicado las muestras control en los tres niveles de concentracion,
a las que se les realizd el proceso de extraccion y fueron colocadas en el
automuestreador a una temperatura controlada de 4 °C. Las muestras fueron
analizadas a las 12 y 18 horas después de haber sido colocadas en el

automuestreador.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 9. Evaluacion de la estabilidad en el automuestreador.

Condiciones de | Tiempo de

Muestra | Replica
almacenamiento analisis

Automuestreador
a 4°C
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111.3.9 Tolerancia

Se prepard una curva estandar a la cual se le realizé la determinacién analitica bajo
las condiciones normales del método analitico, adicionalmente se prepararon 2 series
de muestras control para cada experimento, las cuales se analizaron con las

siguientes modificaciones:

Modificacion de la proporcion de la fase organica en la fase movil.

Dos series de muestras control fueron analizadas bajo las condiciones establecidas en
la tabla inferior como: Tolerancia 1. Donde la fase moévil fue modificada a acido acético
al 3 %- acetonitrilo 60:40 % v/v.

Adicionalmente dos series de muestras control fueron analizadas bajo las condiciones
establecidas en la tabla inferior como: Tolerancia 2. Donde la fase movil fue

modificada a acido acético al 3 %- acetonitrilo 70:30 % v/v.

Criterio de aceptacion: CV y DEA menor o igual al 15 %.

Tabla 10. Evaluacion de las dos diferentes condiciones de Tolerancia.

Acido acético 3%

Validacion 65

Tolerancia 1 60

Tolerancia 2 70
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IV. Resultados y analisis de resultados

Las condiciones cromatograficas y el método optimizado se describen a continuacion,

después de probar distintos métodos y distintas concentraciones de fase movil, las

condiciones cromatograficas y el método de extraccion con que se trabajé para

determinar &cido hipurico son los siguientes:

IV.1 Condiciones cromatogréficas

Las condiciones cromatograficas optimizadas para realizar el analisis de cada una de

las muestras son las siguientes:

Fase estacionaria

Fase movil acido acético al 3%:acetonitrilo (65:35 % v/v)
Flujo 1 mL/min

Temperatura columna 30°C

Temperatura inyector 4°C

Deteccion 235 nm y ancho de banda de 8nm

Volumen inyeccion 10 L

Los valores obtenidos para los parametros cromatograficos evaluados a

Gemini C18 5um, (4.6 X 250 mm)

condiciones establecidas se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 11. Pardmetros cromatogréficos de validacion.

Parametro

Cromatogréafico

Acido
Hiparico

(ED)

Acido Benzoico

Tiempo de retencion

(minutos)

6.767

Factor de coleo

1.054

Resolucion

14.238

Eficiencia

15055

las
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IV.2 Método de extraccion optimizado

Tomar 200 pyL de la muestra de orina y adicionar 400 yL de la solucion de acido
benzoico (El) en acetonitrilo de 300 ug/mL. Agitar en vortex, durante 20 segundos y
centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 20 °C. Inyectar 10 uL

del sobrenadante en el cromatdgrafo, con las condiciones cromatograficas descritas

en el punto IV.1.

Tomar 200 yL de la soluciéon
con el analito en orina.

Adicionar 400 pL de la
solucién de acido benzoico
(El) 300 pg/mL en ACN.

Agitar en vortex 20 s.

A 4

Centrifugar a 5000 rpm,

durante 5 minutos a 20°C.

A 4

Inyectar 10 uL del
sobrenadante
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IV. 3 Linealidad del método

Las curvas estandar se ajustaron a un modelo matematico cuadratico con valores de
correlacion superiores al 0.99 en el intervalo de 50 a 1500 yg/mL cada una de ellas.
Las respuestas en relaciéon de areas a cada nivel de concentracion fueron repetibles

con CV inferior al 4.9 %.

Linealidad Promedio.

1.4

1.2 y =-0.0161x2+ 0.285x + 0.0024
1.0 R?=0.9999

0.8

0.6
0.4

Relacién de areas

0.2
0.0

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Relacién de Concentraciones

Figura 3. Linealidad promedio del método analitico

Los valores de Desviacion Estandar Absoluta (DEA), para cada punto de la curva se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Precisiéon y exactitud para linealidad.

CEmEErEEII Concentracién recuperada (ug/mL)

de &cido hipurico

Curval Curva 2 DEA % Curva 3 DEA % Promedio
(Mg/mL)

50 54.4 . 52.4 4.9 46.7 6.6 51.2

101.7 . 102.7 2.7 99.5 0.5

191.2 . 194.5 27 198.7 0.6

4901 . 498.0 0.4 520.0 4.0

785.7 . 743.5 0.9 741.9 11

971.7 . 1016.5 1.7 981.6 1.8

1508.8 . 0.8 1526.2 1.7
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La tabla siguiente muestra los resultados de correlacion obtenidos para cada una de

las curvas:

Tabla 13. Modelo matematico de linealidad.

Concentracion

acido hipdrico
(Hg/mL)

RELACION DE AREAS AH/AB

CURVA 1

CURVA 2

CURVA 3

PROMEDIO

50

0.072

0.073

0.078

0.074

0.137

0.141

0.150

0.143

0.255

0.261

0.278

0.265

0.604

0.610

0.636

0.617

0.881

0.838

0.834

0.851

1.019

1.035

1.002

1.019

1.267

1.234

1.208

1.236

y =-0.016x" +
0.287x — 0.005

y =-0.016x" +
0.285x —0.001

y = -0.016x" +
0.282x +0.013

y = -0.016x" +
0.285x + 0.002

Para cada dia de trabajo, se resto la respuesta cromatografica correspondiente a la

0.9994

0.9999

0.9997

muestra blanco promedio de orina humana diluida.

0.9997
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IV.3.1 Determinacion de la bondad de ajuste de concentracién adicionada

vs. Concentracion recuperada.

Tabla 14. Pardmetros estadisticos de la bondad de ajuste 1600 Curva deregresion ajustada
| o]
£ 1400 +
P Lz 2 1200 +
Estadisticas de la regresion =
3 1000 + )
IC 95 % g 800 | -
m = 1.00252 0.98922 1.01583 § 600 -
=-0.84129 -11.04259 9.36001 i 400 + m Conc. Re-Cl.,lperada
r=0.99993 | No es estadisticamente significativolf | § 2% T g8 o ¢ Cone. Adicionada
r?=0.99987 p = 6.96066E-11 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Conc. Adicionada
Hg/mL

Figura 4. Grafica de regresion de la Conc. Recuperada vs. la Conc adicionada

Grafico de los residuales
8
*
4 1 .
X3 *
9 0 | | |
S [0 500 1000 1500
S 4+ -
@
© gl
-12 + *
-16
Concentracién pg/mL

Figura 5. Gréfica de la Conc. Adicionada vs. Residuos.

Tabla 15. Residuos obtenidos para cada concentraciéon adicionada.

Observacion Pronéstico | Residuos | Residuos
estandares

1 49.3 1.9 0.3

2 99.4 1.9 0.3

3 199.7 4.8 08

4 500.4 2.3 0.4

S 751.1 6.0 1.0

6 1001.7 117 19

7 1502.9 4.5 0.7
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Como podemos ver no existe ninguna tendencia con los residuos y la regresién entre
la concentracion recuperada y la concentracidn adicionada se superponen
completamente, por lo que podemos decir que el modelo se ajusta perfectamente a

una ecuacion cuadratica.

IV.4 Precision del método
IV.4.1 Repetibilidad

En la tabla 16 se presentan los resultados de repetibilidad, que fueron analizadas por

el mismo analista, bajo las mismas condiciones de trabajo y en el mismo dia.

Los datos indican que el método analitico es repetible con un coeficiente de variacion

maximo obtenido de 3.5 %.

Tabla 16. Resultados de repetibilidad.

REPETIBILIDAD

Muestras Control (ug/mL)

Replica 75 300 1250

317.2 1094.3

312.2 1096.5

300.7 1083.5

305.0 11111

308.7 1102.4

Promedio 308.8 1097.6

CV % 24 0.9

2.9

DEA %
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IV.4.2 Reproducibilidad intra-analista (efecto dia)

Los resultados de la reproducibilidad del método analitico de cada dia se muestran en
las tablas 17 y 18, para cuantificar acido hipurico en orina humana, para el analista 1 y

el analista 2, respectivamente.

Tabla 17. Reproducibilidad Intra-analista 1.

REPRODUCIBILIDAD INTRA-ANALISTA 1

Analista 1: Ixzel Hernandez

Muestras Control (ug/mL)

Dia Replica

75

300

1250

1

306.3

1191.0

2

3154

1202.8

298.9

1288.6

297.3

1235.9

300.9

1221.8

297.3

1205.4

PROMEDIO

302.7

1224.2

CV%

23

29

DEA %

0.9

2.1
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Tabla 18. Reproducibilidad Intra-analista 2.

REPRODUCIBILIDAD INTRA-ANALISTA 2

Analista 2: Carmen Saldafa Muestras Control (ug/mL)

Dia Replica 75 300 1250

1 . 327.8 1109.8

2 . 336.7 1167.3

302.7 1241.0

301.3 12701

294.0 1118.2

297.0 1143.5

PROMEDIO . 309.9 1175.0

CV% . 5.7 5.6

DEA % . 3.3 6.0

Los resultados para cada analista demuestran que el método es reproducible y exacto,

ya que el C. V y DEA maximos son inferiores al 15% permitido.
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IV.4.3 Reproducibilidad inter-analista (efecto analista)

La siguiente tabla resume la precisién entre los analistas en los tres dias de la
evaluacion, con un CV y DEA méaximos de 4.7 y 5.9 % respectivamente.

Tabla 19. Reproducibilidad Inter-analistas.

REPRODUCIBILIDAD INTER-ANALISTAS

Muestras Control (ug/mL)

Dia Replica 75

1

2

Analista 1

Analista 2

Promedio

CV%

DEA %
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IV.5 Exactitud del método

Las tablas 17, 18 y 19 muestran los resultados de la desviacién estandar absoluta en
porcentaje. Donde podemos ver que la exactitud cumple con la especificacion
establecida que indica que la desviacion estandar absoluta debe ser menor al 15% del

valor nominal.
IV. 6 Recobro absoluto

En la tabla 20, se muestra el por ciento de recobro absoluto obtenido para el acido

hipurico en orina.

La recuperacion promedio estuvo entre 99 y 102.8%, en los tres niveles de
concentracion el recobro fue consistente con un C V de 2.0%, por lo que cumple con

los requerimientos para este parametro.

Tabla 20. Recobro obtenido para acido hipdrico.

, ) ) Area de AH -
Concentracién | Areas (AH) [ Areas (AH)
) i Comp. % Recobro
(ug/mL) en sistema | en método 5
Enddégeno
660.0 733.4
75
635.0 698.2
MCB 678.8 102.8
675.8 727.6
PROMEDIO 656.9 719.7
2665.2 2775.2
300
2781.2 2751.4
MCM 2707.5 101.6
2651.9 2718.7
PROMEDIO 2699.4 2748.5
8884.3 8896.8
1250
8684.2 8759.9
MCA 8792.2 99.0
9247.0 8842.6
PROMEDIO 8938.5 8833.1
PROMEDIO 101.1
Respuesta del blanco = 40.9 CV% 2.0
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Al estandar interno (acido benzoico), también se le determino el recobro absoluto,

donde la recuperacion promedio resulto de 98.1%, el resultado fue consistente con un

CVde 1.9 %.

Los resultados se pueden observar en la tabla 21.

Tabla 21. Recobro obtenido para acido benzoico (E. I).

Acido Areas (AB)

benzoico en sistema

Areas (AB)

en método

7259.2

6984.2

7478.8

7073.1

7262.0

7264.8

7260.1

7342.5

300 pg/mL 7436.7

7156.6

6950.5

7197.8

7315.7

7113.8

7367.5

7090.2

7170.8

7020.0

% Recobro

CV%

98.1

1.9
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IV.7 Selectividad

Dado que el acido hipurico es un componente habitual de la orina, la evaluacion se

realizd determinando el porcentaje en el incremento en la respuesta de acido hipurico

en cada una de las muestras analizadas con respecto a la respuesta obtenida en el

blanco de orina.

Tabla 22. Selectividad del método.

Analito

Tiempo retencioén

(min)

Selectivo

Acido hipurico

3.88

NA

Acido benzoico

6.71

NA

Orina Humana

3.9

No*

Controles de orina sintética,

marca Bayer.

ND

Si

Conservador de tubos

Sarsterd

Muestra de orina de la dialisis
de un paciente con
insuficiencia renal cronica,
tomando los siguientes

medicamentos:

Furosemida, Metoprolol,
Insorbide, Enalapril,
Ranitidina, Calcitriol,

Sucralfato y Gel de aluminio.

* Dado que el AH es un componente enddgeno del organismo, se requiere restar la

respuesta correspondiente al promedio de las determinaciones de blanco de orina.

En cada dia de trabajo.
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Fig. 6 Selectividad del método. A) Blanco de orina humana. B) Orina humana adicionada con 50
pg/mL de acido hiparico y 200 pg/mL de acido benzoico.
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DADT A, 519=235 8 Raf=off (HIP-DES'01SEFDI7.0)
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Fig. 6 Selectividad del método. C) Control positivo de orina sintética marca Bayer. D) Control
negativo de orina sintética marca Bayer.
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F) Orina de un paciente dializado y bajo tratamiento médico.

Fig. 6 Selectividad del método. E) Orina humana en contacto con tolueno como conservador.
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DADT A, 5ig=235,5 Ref=off (HIF-WVALZSMAYD18. b)
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paciente con encefalopatia hepatica en tratamiento médico.

Fig. 6 Selectividad del método. G) Orina humana de un voluntario sano. H) Orina humana de un
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IV.8 Limite de deteccidon

El limite de deteccion encontrado es de 25 ug/mL, con una altura promedio de

67.2395, superior a 3 veces el nivel de ruido.

Tabla 23. Limite de deteccién para el método.

Muestra

Replica

Nivel de ruido

(Respuesta AH
endogeno)

Blanco de

Plasma

1

2

3

17.1335

15.0012

16.5902

Promedio

16.2

Nivel de ruido * 3

48.7

Muestra

Replica

Altura

25 pg/mL

1

2

3

62.75286

68.51379

70.45177

Promedio

67.2

12.5 pg/mL

1

40.05908

42.66463

46.61062

Promedio

43.1
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IV.9 Limite de cuantificacioén.

En la tabla 24 se muestran los resultados de las respuestas de acido hipurico para la
concentracion de 50 pyg/mL, donde el limite de cuantificacion resultd ser exacto y

preciso con un C V y DEA de 2.6 y 10.8 % respectivamente

Tabla 24. Limite de cuantificacion para el método.

» Concentracion
Concentracién
Recuperada
(Mg/mL)
(Hg/mL)
56.1
57.4
50 55.1
53.4
55.1
Promedio 55.4
cve | 26
DEA % - 108
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V.10 Estabilidad.
IV.10.1 Estabilidad a temperatura ambiente.

En la tabla 25 se muestran los resultados de estabilidad para las muestras en orina
con acido hipurico que permanecieron a temperatura ambiente, y que fueron

analizadas en el tiempo 0 y 4 h, después de su preparacion.

La estabilidad a temperatura ambiente presentd un C V maximo de 3.2 % y una DEA
de 6.3 % para t= Oh y al t= 4h el C V y la DEA méaxima de 7.8 y 6.7 %

respectivamente.

Tabla 25. Resultados de estabilidad a temperatura ambiente.

t=0h t=4h
Concentracién Recuperada Concentracién Recuperada
(Mg/mL) (Mg/mL)
Replica 75 300 1250 75 300 1250
1| 74.8 313.2 12771 76.4 332.0 1160.6
2] 715 324.4 1251.4 71.0 297.4 1172.4
Promedio 73.1 318.8 1264.3 73.7 314.7 1166.5
CV% 3.2 25 1.4 5.2 7.8 0.7
DEA % 25 6.3 1.1 1.8 4.9 6.7
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IV.10.2 Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento
> Estabilildad a Largo Plazo a— 70 °C.

En la tabla 26 se resumen los resultados obtenidos para la estabilidad bajo
condiciones de almacenamiento para las muestras en orina con acido hipurico que
permanecieron a — 70 °C y que fueron analizadas en el tiempo t= 0 dias, t= 37 dias y

t= 64 dias, después de su preparacion.

Los resultados demuestran que las muestras en orina con acido hipurico son estables

durante 64 dias con un C V y DEA maximas de 6.4y 8.9 % respectivamente.

Tabla 26. Resultados de estabilidad a largo plazo.

Replica

t =0dias t = 37 dias t = 64 dias

Concentracién Recuperada
(Mg/mL)

Concentracién Recuperada
(Mg/mL)

Concentracién Recuperada
(Mg/mL)

300 300 300

289.8

287.3

287.8

305.9 284.1 315.3

Promedio

297.8 285.7 301.6

CV %

3.8 0.8 6.4

DEA %

0.7 4.8 0.5
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> Estabilidad en refrigeracion

Adicionalmente 2 series de muestras control fueron preparadas y refrigeradas
durante 5 dias, posteriormente se analizaron, obteniéndose que las muestras son

estables, con un C V y DEA méaximas de 1.3 y 2.2 % respectivamente.

Tabla 27. Resultados de estabilidad en refrigeracién.

t = 0 dias, Refrigerador t =5 dias, Refrigerador
Concentracién Recuperada Concentracién Recuperada
(pg/mL (ng/mL

300 300

Replica

75 1250

75 1250

1] 67.3 280.3 1347.6 74.9 296.1 1248.0

2] 729 291.0 1299.2 75.5 290.8 1243.8
Promedio 70.1 285.7 1323.4 75.2 293.5 1245.9
CV% 5.7 2.6 2.6 0.5 1.3 0.2

DEA % 4.8 5.9 2.2 0.3

IV.10.3 Estabilidad a ciclos de congelacién y descongelaciéon

En la tabla 28 se muestran los resultados de la estabilidad para las muestras en orina
que estuvieron bajo dos ciclos de congelacién-descongelacion y que fueron analizadas
al tiempo de 0, 24 y 48 h, después de su preparacion. Las cuales cumplieron con los
criterios de exactitud y precision con un C V maximo de 3.8% y una DEA maxima de
14.9%.
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Tabla 28. Resultados de estabilidad a dos ciclos de congelacion y descongelacion.

Replica

Ciclo 0

Ciclo 1 Ciclo 2

Concentracion Recuperada
(Hg/mL)

Concentracién Recuperada
(Hg/mL)

Concentracién Recuperada
(ng/mL)

300 300 300

1

312.2 285.3 299.0

2

3121

276.9

302.4

Promedio

312.2 281.1 300.7

CV%

0.0 2.1 0.8

DEA %

4.1 6.3 0.2

IV.10.4 Estabilidad en el automuestreador

En la tabla 29 se muestran los resultados para la estabilidad de las muestras en orina
que fueron preparadas, procesadas y almacenadas en el automuestrador durante 24 h
a una temperatura controlada de 4 °C. El analisis de las muestras se realiz al tiempo
0,12y 18 h.

En el caso del analisis de las 12 h, los resultados de C. V y DEA maximos cumplen

con los criterios de exactitud y precision.

Para la estabilidad t= 18h, los resultados son exactos y precisos con un C V y DEA

maximos de 4.1y 2.8 % respectivamente.
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Tabla 29. Resultados de estabilidad en al automuestreador.

t=0h

t=12h

t=18h

Concentracién Recuperada

Concentracién Recuperada

Concentracién Recuperada

(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Replica | 75 300 1250 75 300 1250 75 300 1250
1] 67.3 | 280.3 1347.6 736 | 2846 1246.4 75.6 301.5 1286.9
2| 729 | 291.0 1299.2 76.7 | 296.5 1229.2 76.5 | 2845 1282.7
Promedio | 70.1 285.7 1323.4 752 | 2906 1237.8 76.1 293.0 1284.8
CV% 5.7 2.6 2.6 3.0 29 1.0 0.8 4.1 0.2
DEA % 6.5 4.8 5.9 0.2 3.1 1.0 1.4 2.3 2.8

IV.11 Tolerancia.

Las muestras control, cambiando la proporcién de fase mévil, como se especifica en el

punto 111.3.9 “Modificacion de la proporcién de la fase organica en la fase movil”,

resultaron ser exactas y precisas con un CV y DEA maximas de 7.0 y 3.7 %

respectivamente.
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Tabla 30. Resultados de la tolerancia al variar la proporcién de fase movil.

Tolerancia 1 Tolerancia 2

Muestras Control (ug/mL) Muestras Control (ug/mL)

Replica

75 300 1250 75 300 1250

1 . 312.0 1205.3 . 293.2 1212.5

2 . 297.4 1212.5 . 302.8 1255.7

Promedio . 304.7 1208.9 . 298.0 1234 1

CV% . 3.4 0.4 . 23 25

DEA % . 1.6 3.3 . 0.7 1.3

IV.12 Analisis de resultados

El método analitico desarrollado y validado cumple con los criterios de la NOM -177-
SSA1-1998, demostrando su confiabilidad y puede ser aplicado en estudios de

excrecion urinaria de acido hipurico.

Por medio de la validacion se demostré la confiabilidad del método para la

cuantificacién del acido hipurico en orina, de acuerdo a los siguientes criterios:
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Tabla 31. Resumen de resultados durante la validacién

i Criterio de .
Parametro » Resultado Dictamen
aceptacion
No interferencia de los No interferencia de los compuestos evaluados.
Selectividad analitos en el tiempo Cumple
de retencion de AH
) ) Valor de r superior a Lineal en el intervalo de 50 a 1500 pg/mL con valor
Linealidad Cumple
0.99 promedio de r de 0.9999.
Precision y exactitud
Repetibilidad CVyDEA<al15.0% CV<35yDEA=<122 Cumple
Reproducibilidad analista1 CVyDEA<al150% CV<29yDEA<28 Cumple
Reproducibilidad analista2 CVyDEA<al15.0% CV<57yDEA<9.0 Cumple
Limite de cuantificacion CVyDEA<al20.0% 50 pg/mLconunCV=26yDEA=10.8 Cumple
La altura del pico de
Limite de deteccion AH debe ser 3 veces la 25 pg/mL Cumple
sefal de ruido
Acido hipurico Acido benzoico
Nivel bajo =102.8 % Promedio 98.1 %
% recobro consistente .o medio = 101.6 %
Recobro absoluto en los tres niveles de Cumple
H = 0,
concentracion Nivelalto = 99.0 %
Promedio = 101.1 %
CV=20%
Estabilidad
condiciones de
CVyDEA<al15.0% hasta 64 dias a-70° C con valores de CV < 6.4 y DEA < 8.9. Cumple
almacenamiento
. hasta 6 horas a temperatura ambiente con CV <7.8y
temperatura ambiente CVyDEA<al15.0% Cumple
DEA<6.7.
ciclos congelacion-
CVyDEA<al15.0% hasta 2 ciclos con valores de CV < 3.8 y DEA < 14.9. Cumple
descongelacion
automuestreador CVyDEA<al15.0% hasta 24 horas con valores de CV < 4.1y DEA<2.8. Cumple
. Modificacién en la proporcion de ACN en un 5 %. Valores de
Tolerancia CVyDEA<al 15.0 % Cumple

CV<7.0yDEA<3T.




Conclusiones

V. Conclusiones

e Se desarrolld6 un método analitico por Cromatografia de liquidos de alta
resolucion, facil, rapido y econémico para la cuantificaciéon de acido hipurico en
orina humana, que demostré ser confiable al cumplir con los criterios de
validacién que establece la NOM-177-SSA1-1998. Y puede ser aplicado en
estudios de excrecion urinaria para el monitoreo de niveles de nitrogeno en

pacientes con deficiencia hepatica.

e El método validado ademas de ser una alternativa para los pacientes que
presentan encefalopatia hepatica y que requieren un monitoreo continuo de los
niveles de nitrogeno, también se prodria utilizar en el laboratorio clinico para el
monitoreo de la exposicion ocupacional a agentes toxicos como tolueno y

benceno.
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