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Interferencia de los componentes de las soluciones de diélisis peritoneal
en la medicion de la concentracion de sodio por electrodo ion selectivo
y por absorcion atomica.

RESUMEN

Antecedentes. La remocion de sodio es un elemento importante en la adecuacion de la
dialisis peritoneal. Sin embargo, las técnicas de medicion de sodio afectan
sensiblemente este parametro. Por Electrodo 16n Selectivo (EIS) se subestima la
concentracion y la Absorcion Atomica (AA) es poco practica como prueba de rutina.

Objetivo. Obtener factores de correlacion de la medicion de sodio por Electrodo 16n
Selectivo en soluciones de dialisis peritoneal considerando como referencia la
Absorcion Atomica.

Material y métodos. Se midié el sodio en liquido de diélisis peritoneal (24 h) por
Electrodo 16n Selectivo y Absorcion Atomica. Se analizaron las diferencias entre los
dos asi como el efecto de la composicion del liquido de dialisis sobre las diferencias.

Resultados. Se estudiaron 364 liquidos de 91 pacientes. De ellos 56.04 % fueron
hombres, y 45.4% diabéticos. La edad fueron 50 + 14 afos, el tiempo en dialisis
peritoneal 12 (1-120) meses. Las concentraciones de sodio fue de 131.28 * 16.55
mmol/L con AA 'y 119.72 + 13.53 mmol/L con EIS (p<0.001). La correlacién de sodio
entre los dos equipos fue de r=0.716 p<0.001, para la ecuaciéon y = 0.68x + 30.23. La
diferencia entre los dos métodos no se modificé por la composicion del liquido de
dialisis en cuanto a la concentracion de glucosa (1.5; 2.5y 4.25%) o de icodextrina.

Conclusién. Se encontré diferencia en las lecturas de los valores de sodio entre los dos
equipos: Absorcidn atdmica y electrodo i6n selectivo. Sin embargo, no se encontr6é una
diferencia entre cada una de las cuatro diferentes concentraciones de agente osmotico
(Glucosa e icodextrina) en ambos equipos.



1. INTRODUCCION

La insuficiencia renal cronica  (IRC) es una enfermedad caracterizada por
anormalidades estructurales o funcionales del rifion, con o sin disminucion de la tasa de
filtracion glomerular. De etiologia mdltiple y variada. La principal causa de muerte en
los pacientes con IRC son las enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial. En
México la insuficiencia renal es una de las principales causas de atencién hospitalaria y
se ha convertido en un problema de salud publica.

Las alternativas de tratamiento sustitutivo para los pacientes con IRC son: dialisis
peritoneal, hemodidlisis y trasplante renal. En nuestro pais, la diélisis peritoneal se
utiliza en el 80 % de los pacientes con insuficiencia renal cronica.

La hipertensién y retencion del agua son comunes en estos pacientes, son resultado de la
incapacidad del rifion para eliminar el sodio del organismo que ingresa con los
alimentos. Estudios recientes demuestran que la remocion de sodio y liquido
extracelular disminuye la mortalidad de los pacientes en didlisis peritoneal.

La remocion de sodio se ha propuesto como medida de adecuacion de la dialisis.

En las unidades de dialisis la medicion de sodio con equipos automatizados que utilizan
electrodo i6n selectivo es un procedimiento habitual. A pesar de la facilidad conceptual
del método, estudios realizados con liquido de diélisis fresco, han mostrado poca
exactitud por interferencia de la glucosa contenida en el liquido de dialisis.

Actualmente se utiliza la concentracién de sodio en liquido de didlisis y plasma
sanguineo para conocer la cantidad de sodio removido por la dialisis. De ahi la
importancia en conocer el valor real determinado por un equipo y los factores de
interferencia, para asi tener factores de correccion y aplicarlos segin se requiera. La
correcta determinacién de sodio en el liquido de dialisis en estos pacientes, es critica
para poder hacer un diagnostico confiable dar un tratamiento adecuado.



2. MARCO TEORICO

2.1. INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
Definicién

La insuficiencia renal cronica (IRC) es el dafio renal por 3 meses o mas, definido por
anormalidades estructurales o funcionales del rifion, con o sin disminucion de la tasa de
filtracion glomerular (TFG), manifestado por: anormalidades patoldgicas o marcadores
de dafio renal, incluyendo anormalidades sanguineas o urinarias, o anormalidades en
examenes imagenoldgicos; ademas de una tasa de filtracion glomerular < 60
mL/min./1.73 m? por 3 meses, con o sin dafio renal (1).

La tasa de filtracion glomerular se considera el indicador global de la capacidad
funcional renal. La TFG representa el numero de nefronas funcionales y en
consecuencia se ve influenciada por las enfermedades que reducen la masa renal,
aungue también se ve afectada por condiciones hemodinamicas que pueden ser
transitorias. Los valores normales de TFG se han establecido en promedio de 120 a 130
+ 30 mL/min/1.73m* (2,3).

Clasificacién

La IRC se clasifica independientemente de la etiologia, estas etapas se describen
tomando en cuenta la TFG vy la severidad del dafio renal. Cuadro 1 (1, 4,5).

Cuadro 1. Clasificacion de la insuficiencia renal crénica.

Fase Descripcion TFG (mL/min/1.73m°) Términos relacionados
1 Dafio renal con >90 Albuminuria, proteinuria, hematuria
TFG normal o 1
2 Dafio renal con 4 60-89 Albuminuria, proteinuria, hematuria
leve de la TFG
3 | moderada de TFG 30-59 Insuficiencia renal cronica ,
insuficiencia renal temprana
4 d severa de la TFG 15-29 Insuficiencia renal crénica ,
insuficiencia renal tardia, pre-ESRD*
5  Insuficiencia renal < 15 o didlisis Falla renal, etapa final de la

enfermedad renal

*ESRD es etapa final de la enfermedad renal (end-stage renal disease).

Prevalencia

A nivel mundial existen datos epidemioldgicos de enfermedad renal de paises europeos,
asiaticos y algunos latinoamericanos, aunque, el mejor registro nacional es el United
Status Renal Data System (USRDS). En México no existe un registro nacional de
enfermos renales, los dltimos datos proceden de una encuesta transversal de 3564
pacientes en dialisis peritoneal atendidos en el IMSS, en la que se estimd una
prevalencia de 1143 pacientes por millén de habitantes con una depuracion de creatinina
> 15 mL/min./1.73 m? (6).



En Meéxico la insuficiencia renal es una de las principales causas de atencion
hospitalaria ocupando el 4° lugar en hombres con 55 033 casos y el 10° lugar en mujeres
con 50 924 casos en mujeres, con una tasa de 115. 0 y 101.5 por 100.000 habitantes en
hombres y mujeres respectivamente, del sector pablico del sistema nacional de salud (7).

Fisiopatologia de la insuficiencia renal cronica

Las modificaciones funcionales renales se inician a partir de la destruccién de las
primeras nefronas, hasta la aparicion del sindrome urémico (edema generalizado,
acidosis y concentracion elevada de nitrégeno no proteico) con todas sus implicaciones
clinicas y bioquimicas; sin embargo, el organismo tiende a mantener un equilibrio
corporal, mediante la adaptacion de las nefronas remanentes (8).

El rifion enfermo sometido cada vez a mas trabajo, es capaz de mantener la homeostasis
del organismo y sobrevivir en condiciones clinicas satisfactorias. La capacidad de los
rifiones es tal, que la composicion de los liquidos corporales no se modifica hasta que se
ha perdido més del 80 % de la funcién renal.

Es indudable que a medida que avanza la enfermedad renal, el volumen y la
composicion de los liquidos corporales sufren modificaciones que varian ampliamente
en magnitud, importancia y momento de presentacion. Asi por ejemplo, solutos como la
urea y la creatinina se elevan en la caida de la funcién renal. Hay otras sustancias que
alteran su concentracion sanguinea como ocurre con el hidrégeno que se eleva en sangre
a medida que el bicarbonato desciende, ambas variables se modifican hasta alcanzar un
nuevo equilibrio, ya que la acidosis no es la regla en la IRC. Por otra parte los
electrolitos como el sodio, calcio, potasio, fésforo y magnesio mantienen una
concentracion sanguinea normal, su incremento en sangre dependera de la movilizacion
Osea y de los tejidos blancos y que se mantenga una ingestion y una absorcion intestinal
igual o equivalente a la excrecion urinaria. El &cido Urico también se eleva después de
que la pérdida funcional renal ha progresado. Otra caracteristica de los enfermos con
insuficiencia renal es la hipocalcemia, sin embargo, este signo también tiende a
aparecer tardiamente y por lo general no se hace aparente hasta que se presenta
hipofosfatemia, déficit de la vitamina D3 0 una mezcla de ambos.

Causas de la IRC

Entre las principales causas de la IRC se encuentran las enfermedades metabdlicas
como la diabetes, enfermedad glomerular en sus distintas formas, hipertension,
enfermedad renal poliquistica, enfermedades tubulointersticiales, congeénitas y uropatias
obstructivas (1). Actualmente, las principales causas de IRC son en primer lugar la
diabetes y luego la hipertension arterial, que en conjunto representan aproximadamente
60% de los pacientes en dialisis cronica (4).



Tratamientos de IRC

Las alternativas de tratamiento sustitutivo para los pacientes con IRC son: la dilisis
peritoneal (DP) en sus diferentes modalidades: dialisis peritoneal continua ambulatoria
(DPCA), diélisis peritoneal automatizada (DPA) y la didlisis peritoneal intermitente
(DPI)), la hemodialisis y el transplante renal (2). En México, la dialisis peritoneal (DP)
es una modalidad de terapia sustitutiva de la funcion renal ampliamente aceptada, el
80% de los pacientes con IRC se encuentran en DP (9).

Dialisis Peritoneal

La DP implica un sistema cerrado en el que el liquido primero se instala en la cavidad
peritoneal. Las sustancias toxicas se movilizan desde la sangre y los tejidos que la
rodean a la solucion de didlisis por procesos de filtracion y ultrafiltracion. La
eliminacién de los productos de desecho y el exceso de agua del organismo se produce
cuando se drena el liquido dializado. La cantidad de solutos y agua eliminada depende
del balance existente, durante el periodo de permanencia del liquido en el abdomen,
entre el movimiento de sustancias a la cavidad peritoneal y la absorcion sobre esta (10)

En la DPCA, el dializado esta siempre presente en el abdomen. El liquido de dilisis se
recambia (mediante drenaje y rellenado) 4-5 veces al dia. EI abdomen se mantiene lleno
de liquido de didlisis durante la noche.

Soluciones de didlisis peritoneal

La membrana peritoneal parece impedir relativamente el paso de sodio durante la
ultrafiltracion osmatica. Cuando la solucion de diélisis contiene una alta concentracion
de glucosa y se practican recambios rapidamente, el agua extraida por ultrafiltracion
tiene una concentracion de sodio inferior a la del plasma. Este ultrafiltrado
hiponatrémico diluye el dializado presente en el abdomen. Durante cortos periodos de
permanencia, la concentracion de sodio en el dializado no tiene tiempo de equilibrarse
con el sodio plasmatico. Como consecuencia de ello, cuando se drena el liquido de
dialisis, el agua corporal se elimina en mayor proporcion que el sodio, efecto que podria
provocar una tendencia a la hipernatrémia.

Mucho tiempo ha pasado desde que Ganter introdujo la dialisis peritoneal como tal, y
desde entonces multiples soluciones con diversa composicion han sido usadas con el
mismo fin. Las soluciones actuales, aunque representan un modelo mejorado de las
precursoras, todavia no han alcanzado la solucién ideal, la cual exigiria los siguientes
requerimientos:

e Capacidad predecible de depuracién y ultrafiltracion.

e Capacidad de suplir solutos deficientes.

e Carencia de toxicidad peritoneal o sistémica.

¢ Incapaz de inducir respuesta inmunologica.

¢ No productora de trastornos bioquimicos y metabolicos.
e No inhibidora de los mecanismos locales de defensa.

e Rango fisioldgico de osmolaridad y pH.



Lenta y minima absorcién del agente osmotico.

Capaz de suplir nutrientes.

Capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos.
Facil manufactura.

Estabilidad durante el almacenamiento.

Bajo costo.

Las soluciones de DPCA estdn empaquetadas en bolsas de pléstico flexible y
transparente. Los volimenes pueden ser de 1.5, 2.0, 2.5 0 3.0. El volumen estandar es
de 2.0 L (10).

Los dializantes comerciales generalmente tienen pH &cido, contienen lactato como
amortiguador, glucosa a diferentes concentraciones como agente osmoético y son
esterilizados en autoclave. Hasta el momento se siguen produciendo en esta forma
porque las soluciones de dialisis con mezclas de bicarbonato, calcio, magnesio y
glucosa son dificiles de preparar, esterilizar y almacenar, puesto que debido a su alto
pH, durante la esterilizacion el calcio y el magnesio precipitan como carbonatos y la
glucosa carameliza (2).

En el proceso de manufacturacion, el pH de las soluciones de didlisis se desciende
aproximadamente a 5,5 para prevenir la “caramelizacion” de la glucosa durante los
procesos de esterilizacién. EI pH &cido de la solucion de diélisis para DPCA es
generalmente bien tolerado. Ademas, el pH del dializado aumentara rapidamente a
medida que se acumula bicarbonato procedente del paciente. Sin embargo, una minoria
de pacientes manifestara dolor durante la entrada de la solucion de dialisis.

La ultrafiltracién en la didlisis peritoneal se logra utilizando un liquido peritoneal
hipertdnico con respecto al plasma. Se requieren entonces sustancias que aumenten la
tonicidad del liquido de dialisis algunos ejemplos de estos agentes se mencionan en el
Cuadro2.

Cuadro 2. Clasificacion de los agentes osmoticos.

Compuestos de Bajo Compuestos de Alto

Peso Molecular Peso Molecular
Glucosa Polimeros de la glucosa
Glicerol Péptidos

Aminoacidos Alblimina

Xixilitol Polimeros sintéticos
Sorbitol Almidén

Fructosa

La adicién de glucosa o alguna otra sustancia osmotica en las soluciones de dialisis
peritoneal es absolutamente necesaria en casi todos los pacientes, incluso cuando no se
desee eliminar un exceso de liquido. Si no se afiadiera un agente osmético, una cantidad
apreciable de la solucion de didlisis seria absorbida por el paciente, originando una
sobrecarga de liquido.

La absorcion de glucosa de las soluciones de dialisis no es siempre beneficiosa. Su
absorcion puede complicar los requerimientos de insulina en los pacientes diabéticos y



provocar obesidad e hipertrigliceridemia en todos los demas. Se encuentra todavia en
estado de investigacion el uso de agentes osmoticos alternativos como aminoacidos,
glicerol o polimeros de hidratos de carbono poco absorbibles (2,11).

Soluciones de didlisis peritoneal con polimeros de glucosa (Icodextrina)

La reciente introduccién de soluciones para dialisis peritoneal con polimeros de glucosa
ha supuesto una gran contribucién para el manejo de pacientes con este tipo de dialisis,
especialmente en aquellos con pérdida de la capacidad de ultrafiltraciéon (UF) (12,13).

La icodextrina, el polimero de glucosa actualmente comercializado, procede de la
dextrina, obtenida del almidén de maiz. Tiene peso molecular medio de 16 000 dalton y
contiene polimeros de longitud variable, una media de entre 4 y 250 unidades de
glucosa unidas por enlaces o 1-4 (14). Una vez absorbidos, estos polimeros son
degradados a maltosa la UF obtenida no depende del gradiente osmolar cristaloide,
como ocurre en el caso de las soluciones de glucosa, ya que actda por 6smosis coloide.
Al tener un peso molecular y radio elevados es dificil su reabsorcion a través del
peritoneo, por lo que la capacidad de UF se mantiene durante largos periodos de tiempo
al ser isoosmolar con respecto al plasma y carecer de productos de degradacion de la
glucosa parece ser mas biocompatible y mantener mejor la integridad de la membrana
peritoneal (15).

Aunque su tolerancia en general es muy buena, se han descrito algunos casos de
reacciones adversas, basicamente dermatoldgicas, que se presentan durante las tres
primeras semanas del tratamiento.

2.2.S0DIO

El sodio es el cation determinante del volumen del espacio extracelular (LEC) y el rifion
es el regulador mas importante de su balance corporal. El incremento de la
concentracion de sodio en la pared de los vasos arteriales provoca vasoconstriccion y
como resultado hipertension (2,16).

Trastornos en la excrecion de sodio y agua en la IRC

El efecto de la insuficiencia renal sobre los liquidos corporales depende de 1) la
ingestion de agua y alimentos, 2) el grado de deterioro de la funcién renal. Si una
persona con IRC continua ingiriendo la misma cantidad de agua y alimentos, las
concentraciones de las distintas sustancias en el liquido extracelular aumentan. Entre
los efectos mas importantes de este aumento son: edema generalizado, secundario a la
retencion de agua y sales; acidosis, ya que los rifiones no pueden eliminar los productos
acidos del organismo; concentracion elevada de nitrégeno no proteico, en especial de
urea, creatinina y &cido Urico como consecuencia de la imposibilidad de excretar los
productos terminales del metabolismo proteico y concentracion elevada de otras



sustancias excretadas por los rifiones como fenoles, sulfatos, fosfatos, potasio y base de
guanidina. Al conjunto del cuadro se le denomina uremia, debido a la elevada
concentracion de urea que existe en los liquidos corporales (8).

La didlisis peritoneal y el sodio

Anteriormente, algunos estudios relacionaron el aclaramiento de pequefios solutos con
la tasa de mortalidad. Sin embrago, el estudio denominado “Adecuacién de la dialisis en
México” (ADEMEX) realizado en el Instituto del Seguro Social (IMSS), en 24 clinicas
de la Republica Mexicana (17) mostrd que el incremento en la depuracién de pequefios
solutos con didlisis peritoneal, no mejora los resultados de supervivencia de los
pacientes, por lo que ha resurgido el interés por entender la fisiopatologia de la
hipertension y la expansion cronica de volumen extracelular en la didlisis peritoneal por
ser factores que afectan sustancialmente las tasas de mortalidad.

En la préctica clinica, se utilizan varias estrategias para el manejo de este problema y
son: la restriccién de ingesta de sal y agua; el uso de icodextrina en la bolsa de dialisis;
farmacos antihipertensivos y diuréticos; el aumento de un recambio maés al dia. A pesar
de la aplicacidon de estas estrategias, la prevalencia de la hipertension es alarmante.
Debido a esto es importante acercarse a alternativas al tratamiento de la hipertension y
la sobrecarga de volumen (18,19).

La hipertension arterial de la IRC tiene como causa mas frecuente la retencién de sodio
por la incapacidad del rifidn dafiado para eliminar la carga de Na que ingresa con la
dieta. Aunque el rifion remanente tiene adaptaciones importantes para manejar el Na de
manera mas eficiente, el equilibrio entre ingesta y excrecion termina por romperse y
aparece la expansion creciente del espacio extracelular y la hipertension concomitante
(20). Por lo tanto un adecuado manejo de los liquidos y balance de sodio es crucial en el
manejo de los pacientes en dialisis peritoneal (DP) para prevenir enfermedades
cardiovasculares (16,21).

Se ha encontrado que la remocion de sodio y liquidos, pueden servir como predictores
de mortalidad en los pacientes con DP (22). En la dilisis peritoneal, el balance del
sodio depende de varios factores como son: la ingesta de sodio, la concentracion de
sodio en la bolsa de dialisis, la concentracién del agente osmotico, el tiempo de
permanencia del liquido de dialisis y al tipo de transporte peritoneal (23).

Por lo que es muy importante que los métodos analiticos que se utilizan para la
determinacion de sodio sean lo méas exacto posible.

2.3. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

El método de referencia para determinar la concentracion de sodio es la fotometria de
emision de flama, segun la National Committee on Clinical Laboratory Standard
(24,25). Sin embargo, algunos estudios realizados en Estados Unidos muestran que el
96 % de los 6041 laboratorios participantes, utilizan analizadores con electrodo ion
selectivo, contra solo 4 % que usan emision atobmica de flama (26).



El sodio también puede determinarse por espectroscopia de absorcién atdmica (AA),
método estrechamente relacionado con la emision atémica de flama, pero poco utilizado
para analisis de rutina. Los principios en los que se fundamenta este método estan
estrechamente relacionados con los de la emision atomica (EA) de flama. La diferencia
fundamental estriba en que la emision atébmica mide la luz emitida de los atomos
excitados en la flama, mientras que en la AA se mide la absorcion de luz por los &tomos
no excitados (27). Se ha demostrado que la medicion de sodio por la absorcion atomica
es confiable tanto a una longitud de onda de 330.2 nm como a 589.0 nm (28,29). La
radiacion emitida por una flama que contiene sodio es la combinacién de las longitudes
de onda antes mencionadas (30).

La medicion de sodio en el liquido de didlisis es un procedimiento habitual en las
unidades de dialisis. Sin embargo, a pesar de la simplicidad conceptual, la prueba tiene
dificultades metodoldgicas (31). Como es el caso de la concentracion de la glucosa y el
valor del pH.

2.3.1. ESPECTROSCOPIA ATOMICA

En la espectroscopia atdmica, las muestras se vaporizan a muy altas temperaturas y las
concentraciones de atomos seleccionados se determinan midiendo la absorcién o la
emision de sus longitudes de onda caracteristicas. La espectroscopia atdbmica comprende
tres clases, designadas cominmente de absorcién, de emision y de fluorescencia con los
instrumentos actuales es posible realizar experimentos de absorcion y emision con la
misma facilidad (32).

En la absorcion atomica los atomos en estado basal absorben energia luminosa
proveniente de una fuente a una longitud de onda especifica, llevando a los &tomos a un
estado de excitacion. La cantidad de luz absorbida es medida y determina
cuantitativamente la cantidad del analito (33).

2.3.1.1. EMISION ATOMICA

En la espectroscopia de emision atomica, la flama se utiliza para reducir iones metélicos
a atomos metalicos libres. Los &tomos metalicos absorben energia de la flama y llegan a
ser excitados. Cuando estos 4tomos vuelven a su estado fundamental, emiten energia
radiante. La longitud de onda de la energia radiante emitida es caracteristica del metal
gue la emite. La intensidad de emision y la longitud de onda del analito se puede
relacionar con la concentracion del mismo (30).
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El proceso de emision atdmica se ilustra en la Figura 1.
Figura 1. Proceso de emision atomica.
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La muestra es expuesta a un ambiente de alta energia térmica provocando un estado de
excitacion de los atomos. Sin embargo, este estado es inestable y los &tomos regresan
espontaneamente al estado basal y emiten luz caracteristica. EI espectro de emision de
un elemento consiste en la coleccion de las longitudes de onda de emision Ilamadas
lineas de emision. La intensidad de la emision de un elemento a una longitud de onda
caracteristica es proporcional a la concentracion del elemento en la muestra

La espectroscopia de emisién atomica (EA) es fundamentalmente o mismo que la AA.
La diferencia es que no se necesita una fuente de luz. Algunos de los atomos en la flama
son promovidos a estados electronicos excitados. Los &tomos excitados emiten su
radiacion caracteristica al regresar a su estado basal (32).

Instrumentacion para emision atomica.

Existen 2 tipos principales de instrumentos: los directos y los del tipo de estandar
interno. En el tipo directo la intensidad de la emisién espectral caracteristica es utilizada
como una medida de concentracion. En el de tipo de estandar interno, la intensidad de la
emision espectral del elemento a ser determinado se compara con la de un elemento
agregado como estandar interno (34).

Un instrumento tipico para determinar sodio y potasio es un dispositivo de tres canales,
como el de la Figura 2. Dos de los canales transmiten una linea de sodio y una de
potasio, respectivamente; el tercer canal es para la radiacion del litio, elemento
introducido como patrdn interno en una cantidad fija en todas las muestras y patrones
(35).
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Figura 2. Fotometro de flama de tres canales.
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En este instrumento la radiacion procedente de la flama se divide en tres haces de igual
potencia aproximadamente. Cada haz pasa a un sistema fotométrico separado,
consistente en un filtro interferencial, que transmite una linea de emision de uno de los
elementos mientras que absorbe las de los otros dos, un fototubo y un amplificador. Se
registra la relacion de las sefiales de salida del detector de sodio con respecto al litio y la
del potasio respecto al litio (30,35). La sensibilidad de estos equipos con una flama de
oxigeno-hidrogeno (2 800 °C), es de 0.001 ppm pero si se utiliza una flama de menor
temperatura puede disminuir (30).

Interferencias

En la espectroscopia de emision atomica, es fundamental que la flama se mantenga muy
estable, pues de lo contrario la intensidad de la emision variara en grado significativo. A
mayor temperatura de la flama menor seré el error producido por este fenémeno. La
inadecuada seleccion de la longitud de onda. La magnitud del error de emision basal
causado por la fotoemisién de elementos extrafios, es funcion del filtro o
monocromador. La seleccion exacta de las lineas de emisidn de sodio puede lograrse
con un monocromador y no con un filtro (30,32).

Por otro lado, En los equipos de medicion directa se preparan estandares que cubren un
intervalo de concentraciones desconocidas, construyendo de esta forma una curva de
calibracién. Ademas, sustituye el filtro por una red de difraccién. EI método es muy
similar al de absorcion atdbmica que se muestra a continuacion.

2.3.1.2. ABSORCION ATOMICA

Las técnicas de espectroscopia de absorcién atomica (AA) se basan en la
descomposicion de una muestra en &tomos mediante una flama, horno de grafito o un
plasma (un plasma es un gas muy caliente formado por iones y electrones libres). La
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cantidad de un elemento que hay en esa muestra se determina por la absorcién de sus
atomos en estado gaseoso.
El proceso de absorcion atdmica se ilustra en la Figura 3.

Figura 3. Proceso de absorcion atdmica.
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Se ha calculado que para los atomos de sodio en una llama de gas ordinario, s6lo unos
pocos de cada milldn estan realmente excitados para emitir luz. Asi en la llama, para
cualquier instante dado, tedricamente debera haber mas atomos que tedricamente
absorben luz, que los que emiten (32).

La AA consiste en medir la fraccion de luz de una determinada longitud de onda que
atraviesa por la muestra. La absorbancia de una muestra es proporcional a la cantidad
total de material que absorbe la luz incidente. En forma experimental, se puede
demostrar lo siguiente:

A =abc

Donde:

e Aces laabsorbancia (adimensional).

e a es una constante que es propiedad del material en si, ademas de la longitud de
onda de la medicion;

e Dbeslalongitud de la trayectoria que la luz atraviesa por la muestra; y
e ces la concentracion del material que absorbe luz.

La ecuacion anterior corresponde a la ley de Lambert y Beer (36).

Equipos

Existen dos disefios basicos de instrumentos para absorcion atomica, haz sencillo y
doble haz.

Equipo de haz sencillo

Consiste en una fuente de luz (lampara de catodo hueco), un cortador o una fuente de

alimentacion de impulsos, un atomizador, un monocromador, un detector y lector de
salida. Figura 4.
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La fuente de luz emite un espectro especifico al elemento del que esta hecho, que es
enfocado a través de la celda de muestra (flama u horno) hacia el monocromador.

El haz que proviene de la fuente del catodo hueco se divide mediante un cortador
reflectante, para diferenciar entre la sefial de referencia que pasa a través de la flama y
la de la muestra. EI monocromador dispersa la luz a una longitud de onda especificay la
luz aislada pasa al detector, que usualmente es un fotomultiplicador de tubo. Una
corriente eléctrica es producida dependiendo de la intensidad de luz y es procesada por
los instrumentos electrénicos. (32,35).

Figura 4. Instrumento de haz sencillo
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Equipo de doble haz

La figura 5 muestra un esquema de un instrumento de doble haz. El haz proveniente de
la fuente se divide mediante el cortador, una mitad pasa por la flama y la otra fuera de
ella. Los dos haces se juntan mediante un espejo semiplateado y llegan a un
monocromador; un tubo fotomultiplicador actia como detector. Se amplifica entonces
la relacion entre las sefiales de la referencia y de la muestra, y pasan al sistema de
tratamiento de datos (32,33, 35).

Figura 5. Instrumento de doble haz
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Son 5 los componentes basicos en un equipo de absorcién atémica:

=

La fuente de luz que emita un espectro al del elemento a determinar.

2. Una celda de absorcion o muestra en la que se producen la atomizacion de la
muestra (flama u horno de grafito).

Un monocromador para la dispersion de la luz.

Un detector, que mida la intensidad de la luz y amplifique la sefial.

Un procesador de la sefial y de la lectura de salida.

o w

Fuentes de luz para absorcion atdmica

Los métodos analiticos basados en la absorcion atomica son muy especificos, ya que las
lineas de absorcion atdmica son considerablemente estrechas (de 0.002 a 0.005 nm) y
las energias de transicion electronica son Unicas para cada elemento.

Uno de los inconvenientes de esta técnica es la necesidad de una lampara distinta para
cada elemento (0 a veces grupo de elementos). Las fuentes mas usadas para absorcion
atomica son la lampara de catodo hueco y las lamparas de descarga sin electrodo.

Lamparas de catodo hueco

Este tipo de lampara (Figura 6) consiste en un anodo de Wolframio y un céatodo
cilindrico cerrados herméticamente en un cilindro de vidrio llenado con gas inerte (nedn
0 argon) a una presion de 1 a 5 torr. El catodo esta construido con el metal cuyo
espectro se desea obtener. El vidrio del cilindro es de cuarzo para una Optima
transmitancia de la radiacion emitida.

Figura 6. LAmpara de catodo hueco

Anodo Cétodo

Protector aislante Ne o Ar a 1-5 torr Ventana de
clarzo

Cuando se aplica una corriente de aproximadamente 5 a 15 mA, los cationes gaseosos
adquieren la suficiente energia cinética como para arrancar algunos de los atomos
metalicos de la superficie del catodo y producir una nube atomica. Una parte de los
atomos metalicos desprendidos se encuentra en estado excitado y de este modo al volver
al estado fundamental emiten una radiacion caracteristica (35,36).
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Sistema del quemador

La mayoria de los espectrometros de llama utilizan un quemador de premezcla como el
de la figura 7, caracterizado porque el combustible, el oxidante y la muestra se mezclan
antes de introducirlos en la flama. La disolucion de la muestra es aspirada hacia el
nebulizador neumatico por el flujo rapido del oxidante (aire), formando una fina niebla
de gotitas que se proyectan a una gran velocidad contra una bola de vidrio donde las
gotitas se rompen en particulas mas pequefias. La formacidn de esas pequefias gotitas se
llama nebulizacién. El aerosol, el oxidante y el combustible chocan con filtros, que
aumentan el grado de mezcla y retienen las gotitas mas gruesas. El exceso de liquido se
deposita en el fondo de la cAmara de nebulizacion y se elimina por drenaje. Solo una
neblina muy fina que contiene el 5% de la muestra inicial alcanza la flama (32,36).

Figura 7. Sistema del quemador
Cabeza del quemador

e
Aspa de flujo
) Camara de
Nebulizador nebulizacién

Mezclador
oxidante-combustible

Flamas

La combinacion mas frecuente de combustible oxidante es acetileno y aire, que produce
una llama con temperatura de 2 400-2 700 °K. Cuando se necesita una Ilama mas
caliente se utiliza acetileno-0xido de nitroso u otras mezclas como las de la cuadro3
(32).

Cuadro 3. Temperaturas maximas de las llamas

Combustible Oxidante Temperatura (°K)

Acetileno Aire 2 400- 2 700
Acetileno  Oxido de nitroso 2 900- 3 100
Acetileno Oxigeno 3 300-3 400
Hidrogeno Aire 2 300-2 400
Hidrogeno Oxigeno 2 800-3 000
Cianogeno Oxigeno 4 800

Se ha calculado que para los atomos de sodio en una llama de gas ordinario, s6lo unos
pocos de cada millon estan realmente excitados para emitir luz. Asi en la llama, para
cualquier instante dado, tedricamente debera haber més &tomos que teGricamente
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absorben luz, que los que emiten (27). Debido a esto, en la AA la variacion de la
temperatura de la flama no es tan critica (32).

Interferencias

Se entiende por interferencia cualquier causa que perturbe la sefial aun cuando las
concentraciones de analito no cambien. En la medicion de las sefiales de absorcion o
emisién atdmica, las interferencias son muy frecuentes y es facil pasarlas por alto.

Interferencia espectral. Se refiere a la superposicion de la sefial del analito con
sefiales debidas a otros elementos o a otras moléculas presentes en la muestra, 0 con
sefiales provenientes de la flama o del horno. La mejor forma de proceder con la
superposicion entre las lineas de diferentes elementos presentes en la muestra es
seleccionar otra longitud de onda para el analisis.

Interferencia quimica. Es causada por cualquier componente de la muestra que
reduzca el grado de atomizacion del analito. Los buffer de interferencia quimica son
sustancias que pueden agregarse a la muestra para reducir la interferencia quimica. Se
recomienda el uso de una flama reductora para reducir ciertas especies oxidadas del
analito que de otra forma podrian impedir la atomizacién. El uso de una flama de alta
temperatura elimina muchas clases de interferencia quimica.

Interferencia por ionizacion. Puede ser un problema cuando se analizan metales
alcalinos con una flama de temperatura relativamente baja, u otros elementos a mayor
temperatura.

Dado que los metales alcalinos tienen los potenciales de ionizacion mas bajos, son los
que se ionizan mas extensamente en la flama. A 2 450 °K y a una presion de 0.1 Pa, se
espera que el sodio se encuentre ionizado en un 5 %. Como los atomos ionizados tienen
niveles de energia diferentes de los atomos neutros, la intensidad de la sefial atdmica
deseada disminuye.

Un supresor de ionizacién es un elemento que se agrega a una muestra para reducir el
grado de ionizacion del analito. Por ejemplo, en el andlisis de sodio, se recomienda que
a las soluciones se les adicione una sal de alcali, al 0.1 % o mas, de cloruro de potasio o
cesio, en virtud de que el cesio y el potasio se ionizan mas facil que el sodio. Al
producir una alta concentracion de electrones en la flama, la ionizacion del potasio
suprime a la del sodio.

2.3.2. ELECTRODO ION SELECTIVO

Los electrodos i6n selectivos (EIS) se basan en el principio de potenciometria, en el cual
se produce un cambio de voltaje entre un electrodo de referencia y un electrodo
indicador, que es proporcional a la actividad del i6n que se mide. Los EIS para medir
sodio tienen una membrana de vidrio sensible a los iones sodio y que excluye otros
cationes (25).
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Clasificacion de los métodos de electrodo i6n selectivo

Existen dos tipos generales de mediciones por ISE que se efectian en muestras clinicas.
Los sistemas potenciométricos directos miden la actividad i6nica de la muestra sin
diluir. Los sistemas indirectos miden la actividad ionica en una muestra diluida. Dado
que las mediciones por ISE determinan la actividad de un ién en la fraccion de volumen
de agua en la cual esta disuelto, las mediciones “directas” no son afectadas por
condiciones de hiperproteinemia o hiperlipidemia que alteran la fraccion de volumen de
agua en suero. En cambio, los métodos “indirectos” usualmente son sensibles a este
efecto fisioldgico dado que la dilucidn esta basada en volumenes totales, y luego de la
dilucion el volumen ocupado por las moléculas solubles del suero se hace insignificante
respecto del volumen total del diluente (37).

Existe un error significativo para EIS indirecto, que es atribuible a la alteracion de la
fraccion de volumen de agua en el suero que se observa en algunas enfermedades. Los
métodos directos por EIS no son afectados por este problema, pero son susceptibles de
desviaciones en la calibracion debido a desequilibrio electroquimico entre las soluciones
acuosas estandar y el suero. El desvid por calibracion que se observa en la mayoria de
los métodos ISE directos usualmente no se encuentra en los sistemas ESI indirectos
debido a que la dilucion de las soluciones para calibracion y las muestras de suero
producen un ambiente idénico que es esencialmente constante (37).

Por lo anterior, observamos que la principal complicacion que se tiene en la
determinacion de sodio, para cualquiera de los dos métodos, es alteracion de sus
electrolitos y la cantidad de proteinas y lipidos. A diferencia del plasma, el dializado
peritoneal tiene propiedades distintas y la concentracion de sodio medida por EIS-D y
EIS-1 puede variar de acuerdo a la concentracion de glucosa (38).

Principios de operacion

El rasgo distintivo de un EIS ideal es una membrana delgada, a traves de la cual puede
migrar solo el ién al que esta destinada, los de més iones no pueden atravesarla.

Consideremos la membrana de un EIS al ion calcio, que se muestra en la figura 8. la
membrana porosa esta saturada de una disolucién de un ligando unido a Ca**, y que esta
confinado en la membrana. En la disolucidn inicial de la figura 8 a hay una elevada
concentracion de Ca”* en el lado derecho de la membrana, y una baja concentracién en
el lado izquierdo. En la figura 8 b una pequefiisima cantidad de Ca®* se difundi6 a través
de la membrana (transportado en forma de Ca®* -ligando) del lado derecho al
izquierdo. La difusién crea un exceso de carga positiva en el lado izquierdo y un exceso
de carga negativa en el lado derecho. El exceso de cargas impide que siga migrando mas
Ca®*. La diferencia de potencial eléctrico en el equilibrio (E), que resulta de la difusion
del Ca®", representa la diferencia de concentraciones (en realidad actividades) a ambos
lados de la membrana (32,35).
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Figura 8. Mecanismo de un electrodo ion selectivo.
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El potencial de cada electrodo se mide con un voltaje fijo y estable, establecido por el
electrodo de referencia de cloruro de plata/plata. Cada electrodo genera un voltaje que
varia con la concentracion de los iones a la cual responde. La relacién entre el voltaje
generado y la concentracion del ion percibido es logaritmica (39), como se expresa en la
ecuacion de Nernst:

E=E°+RT Log (y C)

nF
Donde:
E = El potencial del electrodo en la solucion de la muestra.
E° = El potencial desarrollado en condiciones estandar.
RT/nF = Una temperatura dependiente “constante” conocida como pendiente.
n = 1 para sodio.
Log = Funcion logaritmica con base 10.
Y = Coeficiente de actividad del ion medido en la solucion.
C = Concentracion del ion medido en la solucion.

Los equipos con EIS directos utilizan un método comparativo de medicion. Primero, el
analizador mide los potenciales desarrollados cuando se bombea la muestra a través de
los electrodos. Despueés, se bombea un estdndar “A” a traves de los electrodos. La
diferencia entre los dos potenciales estd logaritmicamente relacionada con la
concentracion de los iones de sodio, dividida por su concentracion en la solucién
estandar. Como se sabe cual es la diferencia en potenciales y la concentracién de iones
sodio en la solucion estandar, la concentracion de los iones de sodio en la muestra se
puede calcular.

Utilidad de los electrodos selectivos de iones
Los electrodos no consumen poco analito, y apenas contaminan la muestra. EIl tiempo

de respuesta es de unos segundos o minutos. El color o la turbidez no interfieren en el
funcionamiento de los electrodos.



19

La precision raramente es mejor que el 1 %; por lo general peor. Los electrodos se
pueden contaminar con proteinas u otros solutos organicos, que ocasionan respuestas
lentas y con deriva. Ciertos iones interfieren con los electrodos. Algunos electrodos son
fragiles y tienen una vida limitada (32,34,35).

Un estudio in Vitro muestra que la elevacion de la concentracién de glucosa en las
soluciones de didlisis afecta las mediciones realizadas por EIS-D. A mayor
concentracion de glucosa las mediciones de Na aumentan, en el caso del electrodo y
disminuyen en el caso del de flama (31,40).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mortalidad de los pacientes con enfermedad renal terminal es de 10 a 20 veces
mayor que en la poblacion en general. En México alrededor del 90 % de los pacientes
en terapia sustitutiva, estan en tratamiento de DPCA. De esta poblacion un gran nimero
de pacientes sufren de hipertension y retenciéon de liquidos, padecimientos que se
incrementan con un mal manejo de la ingesta de sodio y liquido. En la préctica clinica
se han utilizado diversas estrategias para manejar estos problemas, una de ellas es la
introduccién de soluciones con polimeros de glucosa (icodextrina), que entre otros
beneficios aumentan la ultrafiltracion y mantienen la integridad de la membrana
peritoneal. El sodio es un parametro importante en el volumen de la ultrafiltracion por
lo tanto su determinacion exacta es determinante para la adecuacion de la dialisis. Se ha
visto que hay diferencias en los valores de medicion del sodio, obtenidos por el método
analitico de electrodo i6n selectivo, a diferentes concentraciones de glucosa; es decir,
que la concentraciéon de la glucosa tiene cierta interferencia en la determinacion de
sodio. Por otro lado no se ha reportado hasta el momento datos sobre la interferencia de
la icodextrina y su concentracién, en la determinacion analitica de sodio en el
laboratorio.

JUSTIFICACION

Actualmente en los laboratorios clinicos la determinacion del i6n sodio se lleva acabo
con equipos que utilizan electrodo de i6n selectivo. Conociendo la importancia del
sodio en el manejo del volumen extracelular y la hipertensién en los pacientes en
DPCA, es importante saber los valores reales de sodio por un equipo mas sensible y
especifico como es la absorcion atdbmica y posteriormente proporcionar un factor de
correccion que sirva al médico nefrélogo en el control de la ultrafiltracion de pacientes
en DPCA 'y asi mejorar su calidad de vida.
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4. OBJETIVO GENERAL

Obtener la correlacion de la medicion de sodio por Electrodo 16n Selectivo en
soluciones de didlisis peritoneal considerando como referencia la Absorcion Atémica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1 Realizar la validaciéon de la determinacion de sodio por el método de: Absorcién
Atomica (AAnalyst 100. Perkin-Elmer) y Electrodo 16n Selectivo (llyte Calcium
Analyzer).

2 Determinar la concentracién de sodio en liquido de dialisis con concentraciones de
glucosa al 1.5, 2.5, 4.2 % e icodextrina al 7.5 % con el equipo de electrodo i6n
selectivo y absorcién atémica.

3 Obtener la correlacion de las concentraciones de sodio en liquido de didlisis
obtenidas por ambos métodos.
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5. HIPOTESIS

La concentracion del agente osmdtico (glucosa o icodextrina) interfiere en la
determinacion del ién sodio por el método de electrodo i6n selectivo, ocasionando que
la concentracion sea menor cuando se compara con un método de referencia como el de
absorcion atomica. Si la diferencia es constante y esta relacionada con la concentracién
del agente osmotico, entonces se puede establecer una correlacion entre el equipo de
electrodo ion selectivo y el equipo de absorcion atdmica.
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6. MATERIAL Y METODO
Pacientes

Se realizd un estudio transversal y comparativo, en liquido de dialisis de 91 pacientes en
DPCA, con su previo consentimiento escrito. Las muestras se obtuvieron de cuatro
clinicas de la ciudad de México: HGR No. 25 Zaragoza, HGZ No. 47 Vicente
Guerrero, HGZ No. 27 Tlaltelolco y HGZ No. 8, del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS). El protocolo fue autorizado por el comité central de investigacion del
mismo instituto.

Criterios de inclusién:

Pacientes de cualquier género.

Entre 18 y 70 afos.

Sin importar la causa de insuficiencia renal.
Pacientes con por lo menos 1 mes en DPCA.

Criterios de no inclusién

Diagnostico positivo a hepatitis B o HIV.

Cirugias abdominales u hospitalizacion.

Tratamiento inmunosupresor.

Haber cursado algln episodio de peritonitis en el Gltimo mes.

Criterios de exclusion

Falla cardiaca.

e Diagnostico de neoplasias.

e Pacientes que por decision propia se retiren del estudio.

e Pacientes que no completen los cuatro diferentes esquemas de didlisis.
Variables:

¢ Independientes. Concentracion de glucosa o icodextrina en el liquido de dialisis.
e Dependientes:  Cantidad de sodio en liquido de diélisis.
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6.1. DESARROLLO

Todas las determinaciones bioquimicas fueron realizadas en la Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Nefroldgicas del Hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.

Recoleccién de muestras

Los pacientes se les solicitd el liquido de dialisis de 24 horas, se realizdé una mezcla de
las 4 bolsas, se midi6 el volumen total y se tomaron 3 alicuotas de 1.5 mL, que fueron
almacenadas a —20 °C para su posterior analisis.

Para la obtencion de la muestra, cada paciente recibié cuatro esquemas de dialisis con
tres diferentes concentraciones de glucosa (A, B, C) y una de icodextrina (D). Los
esquemas (Cuadro 4) son de cuatro recambios de dos litros cada 6 horas integrados de la
siguiente manera.

Cuadro 4. Esquemas de dialisis.

Glucosa Glucosa Glucosa lcodextrina
15% 25% 425% 75%

Esquema A 4x2L 0 0 0
EsquemaB 3x2L 1x2L 0 0
EsquemaC 3x2L 0 1x2L 0
EsquemaD 3x2L 0 0 1x2L

En la Cuadro 5 se muestra la composicion de las diferentes soluciones de dialisis
comerciales que se utilizaron en el estudio.

Cuadro 5. Liquido estéril para dialisis peritoneal (bolsa comercial)

Formula Glucosa Glucosa Glucosa Icodextrina
1.5% 2.5 % 4.2 % 7.5 %
Glucosa 159 259 429
Icodextrina 759
Cloruro de sodio 538 mg 538 mg 538 mg 540 mg
Lactato de sodio 448 mg 448 mg 448 mg 450 mg
Cloruro de calcio - 2H,0 25.7mg 25.7mg 25.7mg 25.7mg
Cloruro de magnesio - 6H,0 5.08 mg 5.08 mg 5.08 mg 5.10 mg
Agua inyectable cbp 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
pH 5.0-5.6 5.0-5.6 5.0-5.6
Osmolaridad tedrica 347 398 486 284

(miliosmoles por litro)
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6.2. VALIDACION

Para el calculo del por ciento de coeficiente de variacion (CV)se utilizé la siguiente
formula:

% CV= (DS/x)-100
Donde:

DS = Desviacion estandar del conjunto de datos.
X = Valor promedio de las lecturas obtenidas.

Para el calculo del por ciento de recuperacion se utilizé la siguiente formula:

% recuperacion = (V1/Vy) - 100

Donde:

V1 =Valor obtenido

Vo = Valor tedrico
6.2.1. Equipo de absorcion atomica (AA)
Precision.
a) Estandares y controles.
Para determinar la precision intra-ensayo (en un dia), se calculd el coeficiente de
variacion (CV) de los 5 estandares. Las concentraciones de los estandares fueron 87,
173, 258, 340 y 445 mmol/L (20, 40, 60, 80 y 100 ppm). Las determinaciones de sodio
en cada caso se realizaron 12 veces, de los valores obtenidos se determin el por ciento

de coeficiente de variacion.

Para los 3 controles comerciales con valores de 110, 135 y 153 mmol/L, también se
realizaron 12 determinaciones.

Para determinar la precision inter-dias (durante tres dias) se realizd el mismo
procedimiento que para el intra-ensayo.
b) Muestras.

A tres muestras de liquido de dialisis identificadas con los numeros 1,2 y 3, también se
le realizaron 12 determinaciones, y a cada una de ellas se le determino el CV.
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Recuperacion
Estandares y controles.

A cada uno de los 5 estandares, 87, 173, 258, 340 y 445 mmol/L (20, 40, 60, 80 y 100
ppm) y los tres controles (110, 135 y 153 mmol/L) se les determin6 sodio en 12
ocasiones. De las cuales se les determiné el % de recuperacion en cada una. Se realizo
el mismo procedimiento en el dia y durante tres dias.

Linealidad

Para la linealidad del método se prepararon 8 concentraciones de estandar, de 5 a 100
ppm. Se realizaron 3 diferentes soluciones y a cada una de ellas se le determind sodio en
tres ocasiones para un total de 9 determinaciones. Con el promedio de estos valores se
determino la linealidad.

Determinacion de sodio por Absorcion atomica.

Material

Micropipetas de 0.2, 1.0 y 10.0 mL, matraces aforados de 25, 50,100, 500 y 1000mL,
tubos de 15mL y puntas desechables de propileno, espatulas, guantes, cubrebocas,
lentes de seguridad.

Reactivos

Estandar para espectroscopia atomica 1000 ppm sodio en HNO3 2 % Perkin-Elmer,
solucion de KCI 2 %, solucion de HNO3 10 %, cloruro de sodio grado analitico, agua
desionizada.

Todo el material fue lavado con solucion de HNO; al 10 % y enjuagado 3 veces con
agua desionizada para evitar la contaminacion que es muy frecuente en estos casos.

Equipo

AAnalyst 100. Perkin-Elmer, Germany.

Condiciones para sodio por espectroscopia de absorcion atémica.

Flama Aire-acetileno, oxidante (azul, delgada)
Acetileno 12-14 Lb/plg?

Aire 50-65 Lb/plg?

Corriente 8 mA (lampara)

Longitud de onda 330.2

Tiempo de integracion 2s

No. de replicas 3

Tipo de calibracién Lineal
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Preparacion de la curva estandar

Partiendo de una solucion estandar stock de 1000 ppm, se utiliz6 la siguiente formula
para calcular el volumen necesario para cada una de las diferentes concentraciones.

mL de soln. Stock requerida - (conc. del estdndar diluido) (vol. del estandar diluido)
(conc. de la solucion stock)

La preparacion de los estandares se muestra el siguiente cuadro:

Cuadro 6. Construccion de la curva estandar

mL de solucion mL de KCI Aforo con Equivalente

STD Stock 1000 ppm 2%* H,O en

desionizada mmol
(mL)

Bco (0 ppm) 0 10 100 0
1 (20 ppm) 2 10 100 (87 mmol)
2 (40 ppm) 4 10 100 (173 mmol)
3 (60 ppm) 6 10 100 (258 mmol)
4 (80 ppm) 8 10 100 (340 mmol)
5 (100 ppm) 10 10 100 (445 mmol)

*Para controlar la ionizacion se adiciona una sal de alcali (KCI 2 %) a las muestras y a
los estandares.

e Preparacion de la muestra

Para preparar la muestra se realizé una dilucion 1:100 de la siguiente manera:

100 pL de lig. de dialisis + 1mL KCI2 % — Aforara 10 mL con H,O desionizada

Técnica

e Encender el equipo por lo menos 30 minutos antes de su utilizacion para que tenga
tiempo de estabilizarse y no existan variaciones en las mediciones.

e Seintroducen los parametros en el software del equipo.

e Se enciende la flama hasta el momento en el que los estandares y las muestras estén
completamente preparadas.

e Se corre inicialmente la curva estdndar y a continuacion las diluciones de las
muestras, colocando la muestra en la sonda aspiradora del nebulizador.

e Recalibrar el equipo cada 5 muestras.
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e Una vez terminadas las determinaciones apagar la flama y purgar la tuberia de los
gases.

e Antes de apagar el equipo en general, se debe apagar la lampara para evitar averias
de la misma.

e Cerrar todas las llaves de gas y aire.

6.2.2. Equipo de electrodo ion selectivo

Precision.
a) Controles.

Para determinar la precision intra-ensayo, se utilizaron 3 controles comerciales con
valores de 110, 135y 153 mmol/L, a los cuales se les realizd 5 determinaciones. A cada
uno de ellos se le determind el CV.

Para determinar la precision inter-ensayo, se realiz6 el mismo procedimiento que para el
intra-ensayo. Lo Unico que cambia es el niUmero de determinaciones realizadas.

b) Muestras.

Para las 3 muestras de liquido de dialisis identificadas con los numeros 1,2 y 3, se les
realiz6 4 determinaciones y a cada una de ellas se le determing el CV.

Recuperacion

Controles.

A cada uno los tres controles (110, 135 y 153 mmol/L) se les determin6 sodio en 5
ocasiones para el intra-ensayo. El promedio obtenido de estas determinaciones, se
utiliz6 en la determinacion del por ciento de recuperacion. Para el inter-ensayo se
realizd el mismo procedimiento pero en este caso fueron 9 las determinaciones
realizadas.

Linealidad

Para la linealidad del método se prepararon concentraciones de estandar de sodio, de 5
a 200 mmol/L. Se realizaron 3 diferentes soluciones y a cada una de ellas se le
determind sodio en tres ocasiones para un total de 9 determinaciones. Con el promedio
de estos valores se determin0 la linealidad.
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Medicion de sodio por Electrodo idn selectivo.

Reactivos
Paquete de solucion ILyte Na/K/Ca 400mL, kit de control de calidad IL Test, niveles:
alto, normal y bajo, solucién de lavado ILyte.

Equipo

Ilyte Calcium Analyzer (Instrumentation Laboratory, USA).

Técnica

El equipo ILyte se purga, se lava y se calibra para confirmar que el equipo se
encuentra en condiciones Optimas de trabajo.

Se programan los controles normal, alto y bajo, y se verifica que los valores
reportados se encuentren dentro de los rangos establecidos para cada lote.

La determinacion de sodio de las muestras en éste equipo se realizan de forma
directa, por lo que so6lo se coloca la muestra en la aguja de aspirado para que el
equipo absorba la cantidad necesaria y realice la determinacion. Una vez hecha la
determinacion se toma nota de los valores.

Dependiendo del nimero de muestras se programan los 3 controles normal, alto y
bajo a mitad de las muestras, y al final de las mismas.

Por altimo, se lava el equipo con solucion de lavado ILyte y se deja el equipo en
modo de reposo.

Antes de usar el equipo con la muestra problema, se realizo la validacion.

6.3. DETERMINACION DE SODIO EN MUESTRAS DE PACIENTES

A las muestras de los pacientes se les determind sodio por el método de electrodo ion
selectivo y por absorcion atomica Siguiendo los procedimientos descritos en la
metodologia de cada equipo.
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6.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de la validacién expresaron en medias, desviaciones estandar y por ciento de
coeficientes de variacion. Para comparar los resultados de sodio en los dos equipos
(EIS-D y AA) t de Student. Para conocer la asociacion entre las lecturas de sodio de un
equipo y otro se utilizé la correlacién de Pearson. Con un nivel de significancia de 95 %
(P< 0.05). Para conocer el efecto de la concentracion de la glucosa e icodextrina en las
determinaciones de equipo se uso ANOVA de una via. Se utilizaron los paquetes
estadisticos SPSSw, v 9.0 y GraphPad Prism, v 4.02 .
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7. RESULTADOS

7.1. VALIDACION

7.1.1. Equipo de absorcion atémica (AA)

Precision

a) Estandares y controles.

La precision intra-ensayo (en un dia) para el equipo de AA se muestra en la Cuadro 7.
A pesar de que se observo que el mayor CV es el del estandar 4 (80 ppm), no hubo
diferencia significativa en los estdndares con un anélisis ANOVA una via con F = 0.935
y unap = 0.47.

De los 3 controles el mayor CV que se obtuvo fue el control bajo (1.56 mmol/L), pero
no se encontro diferencia significativa en el analisis estadistico (F = 0.0 y p = 1.0) entre

los controles.

Cuadro 7. PRECISION INTRA-ENSAYO ABSORCION ATOMICA

Estandar 1 2 3 4 5
# repeticiones 12 12 12 12 12
Media (ppm) 20.00 39.69 59.02 78.14 104.25
Media (mmol/L) 86.9 1725 256.5 339.7 453.2
D.S. 0.057 0.450 0.675
C.V. (%) 0.77 0.76 0.64
Controles Bajo Normal Alto
# repeticiones 12 12 12
Media (mmol/L) 111.6 138.3 151.0
Media (ppm) 25.69 31.82 34.73
D.S. 0.400 0.366 0.470
C.V. (%) 1.56 1.15 1.35

La precision inter-ensayo (durante 3 dias) para el equipo de AA se muestra el Cuadro 8.
El coeficiente de variacion maximo fue de 0.93, en el estdndar 80ppm (347.8mmol/L).
Se puede observar que los valores disminuyen en comparacion con los resultados del
intra-ensayo. Aun asi, no existio diferencia significativa entre las lecturas obtenidas en
los dos ensayos ( F = 0.52, p =0.84).

En los 3 controles el mayor CV que se obtuvo fue para el control de 110 mmol/L, pero
no se encontrd diferencia significativa entre los controles entre dias, con F =132y p =
0.32.
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Estandar 1 2 3 4 5
# repeticiones 12 12 12 12 12
Media (mmol/L) 86.96  168.55 255.60 346.64  436.12
Media (ppm) 20.00 38.77 58.59 79.73 100.31
D.S. 0.025 0.269 0.417 0.744 0.699
C.V. (%) 0.82 0.69 0.71 0.93 0.69
Controles Bajo Normal Alto
# repeticiones 12 12 12
Media (mmol/L) 111.3 137.2 150.3
Media (ppm) 25.61 31.56 34.56
D.S. 0.345 0.491 0.446
C.V. (%) 1.92 1.09 1.29

b) Muestras.

La precision obtenida en muestras de liquido de dialisis por AA, se muestra el Cuadro 9.

Cuadro 9. PRECISION ABSORCION ATOMICA (MUESTRAS)

Muestras (Intra -ensayo) 1 2 3
# peticiones 12 12 12
Media (mmol/L) 134.52 134.3 145.3
Media (ppm) 31.10 30.90 33.43
D.S. 0.76 0.23 0.54
C.V. (%) 2.45 0.73 1.62
Muestras (Inter-ensayo) 1 2 3
# repeticiones 12 12 12
Media (mmol/L) 134.7 133.1 145.5
Media (ppm) 30.97 30.61 33.46
D.S. 0.61 0.46 0.52
C.V. (%) 1.96 151 1.55

La variabilidad del CV en un dia para cada una de las muestras fue de 1 = 2.45, 2 =
0.73, 3 = 1.62. Por otro lado, no hubo diferencia significativa entre las determinaciones

de cada muestra, efectuadas durante 3 dias (F = 0.48, p = 0.63; F =

0.33; p =0.72).

3.46, p=0.09; F =



Recuperacion.

Estandares y controles.

El por ciento de recuperacion para los estandares y controles para Absorcidn atémica se

muestra el Cuadro 10.

Cuadro 10. RECUPERACION EN ABSORCION ATOMICA

Estandar n Intra-ensayo Inter-ensayo
(ppm) (MM) % %
20 87 12 99.99 £0.09 99.81+0.38
40 173 12 100.18 +£1.51 100.46 +1.84
60 258 12 9891 +£2.12 98.77+1.71
80 340 12 98.44 +£0.32 97.80+1.14
100 445 12 103.47 £1.68 101.02 +1.90

Controles

(mM)

110 12 101.89+2.69 101.23+1.19
135 12 102.88+0.78 101.65+1.11
153 12 99.24+2.06 98.22+1.27

Los valores de recuperacion en el intra-ensayo fueron 99.99 % y 100.18 % para los
estandares de 20 y 40 ppm, rango en el que se encuentran las muestras de nuestro
estudio. Durante el inter-ensayo se obtuvieron valores de recuperacion aceptables, 91.81
% y 100.46%.

En el caso de los controles se obtuvo una buena recuperacion en el intra e inter-ensayo
para los tres niveles. Podemos decir que los valores obtenidos son menores a lo
establecido.

Linealidad.
La linealidad del método en Absorcion Atomica se muestra en la figura 9. En el eje “y”

se encuentran los valores de absorbancia y en el eje “x” las diferentes concentraciones
de sodio.
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Figura 9. Linealidad Absorcion Atémica
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La linealidad estd dentro del rango de valores normales y patolégicos. Con un limite
inferior de 5 ppm y el superior de 100 ppm. La concentracion promedio de las muestras
de liquido de didlisis fue de 133.2 mmol/L, por lo que hay una amplia cobertura.

7.1.2. Equipo de electrodo ion selectivo

Precision

a) Controles.

La precision intra-ensayo e inter-ensayo, para el equipo de EIS se realiz6 con 3
controles y se muestra el Cuadro 11.

Cuadro 11. PRECISION CONTROLES ELECTRODO ION SELECTIVO

Controles (Intra-ensayo) Bajo Normal Alto

# repeticiones 5 5 5
Media (mmol/L) 112.17 137.01 157.03
D.S. 1.19 0.69 1.96
C.V. (%) 1.06 0.51 1.25
Controles (Inter-ensayo)

# repeticiones 9 9 9
Media (mmol/L) 111.8 138.20 157.8
D.S. 1.62 1.61 1.96

C.V. (%) 145 116  1.24
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La variabilidad del CV en un dia para cada uno de los controles fue de 1.06, 0.51y 1.25
para los controles bajo, normal y alto respectivamente. No hubo diferencia significativa
en las determinaciones efectuadas durante 3 dias en cada control (F =0.28, p =0.76; F
=0.28,p=0.09; F=1.14, p = 0.37).

b) Muestras.

La precision obtenida en muestras de liquido de didlisis por EIS se muestra el Cuadro
12.

Cuadro 12. PRECISION DE MUESTRAS EN ELECTRODO ION SELECTIVO

Muestras (Intra-ensayo) 1 2 3

# repeticiones 4 4 4
Media (mmol/L) 120.83 116.63 118.33
D.S. 1.21 0.81 0.46
C.V. (%) 1.00 0.69 0.39
Muestras (inter-ensayo) 1 2 3

# repeticiones 9 9 9
Media (mmol/L) 121.47 117.20 118.88
D.S. 1.17 0.78 1.23
C.V. (%) 0.96 0.66 1.03

La variabilidad en el % de CV en un dia para cada una de las muestras fue 1 =1.00; 2 =
0.69; 3 = 0.39. No hubo diferencia significativa entre las determinaciones de sodio en
las muestras durante 3 tres dias (F = 3.09, p = 0.08; F=1.27, p=0.34;F =141, p =
0.31).

Recuperacion
El por ciento de recuperacion para los estandares y controles para Electrodo 16n

Selectivo se muestra en la Cuadro 13.

Cuadro 13. RECUPERACION EN ELECTRODO ION SELECTIVO

Controles (mmol/L) n Intra-ensayo n Inter-ensayo
110 5 101.97+1.08 9 101.93%0.72
135 5 10156+056 9 102.35%+1.19
153 5 102.64+128 9 103.16+1.28

La recuperacion para los controles es aceptable de acuerdo a los pardmetros establecidos
en las especificaciones para este equipo.
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Linealidad

La linealidad en el equipo de electrodo 16n Selectivo se muestra en la Figura 10. Las
dos escalas son de concentracion de sodio debido a que el equipo reporta solo la
concentracion de acuerdo a la actividad del ion.

Figura 10. Linealidad Electrodo 16n Selectivo
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La linealidad estd dentro del rango de valores normales y patolégicos. Con un limite
inferior de 20 mmol/L y el superior de 170 mmol/L. La concentracién promedio de las
muestras de liquido de dialisis fue de 121.7 mmol/L, por lo que hay una amplia
cobertura.
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7.2. COMPARACION CON LOS DOS EQUIPOS

La diferencia en la lectura de los valores de sodio entre equipos y soluciones de dialisis
se muestra en la figura 11. Los puntos graficados (triangulos para absorcion atomica y
cuadros para Electrodo i6n selectivo) representan las medias y las desviaciones
estandar, de los valores de sodio, que fueron 91 para todos los grupos (glucosa 1.5, 2.5,
4.2% e icodextrina 7.5%).

Figura 11. Diferencias en la lectura de los valores de sodio entre equipos y soluciones
de dialisis
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Para conocer si existia diferencia en las mediciones de sodio entre los dos equipos se
realizd una t =Student (p < 0.0001); solucion de glucosa al 1.5 % en AA con solucion de
glucosa al 1.5 % en EIS y de la misma forma con las otras tres soluciones. Luego se
compararon (ANOVA una via) las mediciones de las cuatro soluciones, en cada uno de
los dos equipos (AA: F = 0.45 p = 0.71; EIS: F = 1.15 p = 0.32). Esto quiere decir que
no se encontrd diferencia entre las 4 diferentes soluciones de dialisis por equipo.

En el Cuadro 14 se muestra la correlacion por solucion individual entre los dos
métodos. Se encontrd diferencia significativa en todas las concentraciones de agente
osmatico.
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Cuadro 14. Correlacion individual por soluciones

2

Glucosa Icodextrina r r p
1.5% 0.86 0.66 0.001
2.5 % 0.61 0.37 0.001
4.2 % 0.87 0.75 0.001

7.5% 0.82 0.67 0.001

La correlacién de las lecturas de sodio entre los dos equipos se presenta en la figura 12.

Figura 12. Correlacion entre lecturas de sodio en Absorcion Atémicay Electrodo
de 16n Selectivo
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La correlacion obtenida entre las lecturas de sodio de AAyEIS fuede r=0.716y p
< 0.0001. La ecuacién de regresion es la siguiente y = 0.68x + 30.23.

Despejando: x = (y — 30.23)

0.68
Con esta ecuacion se puede observar que las lecturas obtenidas por EIS son menores a
las obtenidas por AA.
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8. DISCUSION

Con respecto a la validacion del método, en Absorcion Atomica (AA), la precision
obtenida con los estandares y controles se considerd buena, 0.93% en el diay de 1.92
% entre dias. Estos valores se encuentran por de bajo de los reportados por Boer, el cual
obtuvo coeficientes de variacion de 1.5 % y 2.6 % (28) respectivamente, con la
diferencia, de que en su estudio utilizo fluido renal tubular. En cuanto a las muestras,
también se obtuvo una precisidn aceptable, durante varios dias se obtuvo como maximo
un 1.96%. En este sentido, Burguera y colaboradores reportan un 1.14% (41) para
muestras de sangre total. La precision obtenida por Electrodo ion selectivo (EIS)
concuerdan con los obtenidos en otros estudios (42,43), que son de 1 % para el intra-
ensayo Yy 2 % para el inter-ensayo.

El por ciento de recuperacion tanto en estandares y en controles fue aceptable porque se
obtuvo valores cercanos al 100 %, el que mas alto fue de un 103 % para AA y para los
cuales se han reportado valores de 97.2 a 102.8 % (44). Para el caso del EIS el valor
mas alto obtenido fue de 102.6 %, muy cercano al reportado en un estudio de diferentes
analizadores de sodio con Electrodo 16n Selectivo, el cual es de 100 % + 1.9 (43).

La linealidad en el equipo de AA lee un intervalo de 5 ppm a 100 ppm, adecuado para la
lectura de nuestras muestras. La linealidad de EIS es parecida a la Obtenida para equipos
que funcionan bajo el mismo principio (43).

En los pacientes con dialisis peritoneal, el sodio del liquido de dialisis ha sido medido
por diferentes métodos, flamometria y potenciometria (23,45,46). Actualmente, se
utiliza con mayor frecuencia en los laboratorios equipos de electrodo i6n selectivo
directo e indirecto (26), ya que los resultados se producen en cuestion de minutos y son
equipos faciles de utilizar. Estas cualidades los hacen indispensables en el manejo de
pacientes en estado critico, especialmente en las unidades de dialisis y terapia intensiva.

En pacientes, los resultados mostraron una diferencia en las mediciones de sodio, que
depende del método de analisis. Es notable que, en el equipo de EIS se subestimen los
valores de sodio comparandolos con los obtenidos por AA. Esto es debido, como ya se
ha mencionado en otros estudios (39,47), a que uno mide actividad ionica y el segundo
mide la concentracion del analito.

Por otro lado, no se encontr6 una diferencia significativa en cuanto a las mediciones de
sodio con las diferentes concentraciones de glucosa en el equipo de electrodo i6n
selectivo, al igual que otro estudio (31). Lo que nos sugiere, que existen otros factores
que también afectan a las mediciones de sodio y que se suman a la interferencia
provocada por la concentracion de la glucosa.

Esta interferencia podria estar asociada a la concentracion de algun anién que interactda
con el electrodo de sodio, como seria lactato y el pH, evitando que el EIS pueda
registrar la actividad de todos los cationes de sodio. Asi también, se ha observado que el
pH del liquido de dialisis fresco cambia su pH de &cido a basico a medida que pasa el
tiempo en cavidad peritoneal (31).
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Aunque el objetivo principal del estudio fue establecer una correlacion entre las lecturas
de sodio obtenidas por los dos métodos, lo cual fue posible. Se busco también establecer
una diferencia constante entre soluciones de acuerdo a su concentracion de glucosa,
pero no fue posible de acuerdo a lo anteriormente mencionado.

En el caso de la solucion con icodextrina (polimero de glucosa) se esperaba tener
valores mas altos de sodio, sin embargo es importante enfatizar, que esto dependera
también de la cantidad de liquido extraido, debido a la capacidad de este agente
osmotico de inducir mayor ultrafiltracion (48).

La ecuacion de regresion lineal obtenida en nuestro estudio, es muy parecida a la
obtenida para muestras de plasma (47). Aunque son casos diferentes, debemos de tomar
en cuenta que existen pocos estudios de este tipo en liquido de didlisis y que en los
estudios previos no se ha aportado ecuacion alguna para liquido de dialisis.

Se considera que el aportar esta ecuacion es muy importante para la lectura mas
confiable de sodio en los laboratorios que cuenten con un equipo de ion selectivo
directo.

La lectura de Sodio precisa es relevante en el liquido de dialisis de estos pacientes, ya
que la remocion de sodio juega un papel importante en los resultados de sobrevida de
los pacientes, incluso, tiene un mayor impacto que la remocion de otros solutos como la
urea, creatinina (22). Se conoce que a mayor remocion de sodio y ultrafiltracion hay
menor inflamacién, debido a que se retiene una cantidad menor de agua. Esto se refleja
en una disminucidn del dafio cardiaco y a su vez en menor mortalidad (16).
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9. CONCLUSION

Los resultados de este estudio nos corroboran que las mediciones del sodio por
electrodo ién selectivo son menores que las de Absorcidén atémica, por lo tanto es
necesario hacer la correspondiente correccion.

Se encontrd diferencia en las lecturas de los valores de sodio entre los dos equipos:
Absorcion atomica y electrodo i6n selectivo. Sin embargo, no se encontré una
diferencia entre cada una de las cuatro diferentes concentraciones de agente osmético
(Glucosa e icodextrina) en ambos equipos.

La ecuacion de regresion lineal y = 0.68x + 30.23 es la que puede servir para hacer las
correspondientes correcciones para el equipo de Electrodo lon Selectivo.
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