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1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue validar el método de Trinder modificado
por Bauer, Ackermann y Toro, para la determinacion de salicilatos en muestras
séricas. Este se basa en la formacion de un complejo de color purpura por
reaccion de los salicilatos con nitrato férrico y la precipitacion simultanea de las
proteinas séricas en presencia de cloruro mercurico en medio acido.
Posteriormente la solucion coloreada es sometida a un analisis
espectrofotometrico a 540 nm.

Los pardmetros evaluados en la validacion fueron linealidad, precision,
exactitud, rango, especificidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion.

Se realizé una prueba preliminar incluyendo concentraciones de 0.5, 1.0,
1.5, 2.0. 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 60.0 y 80.0 mg% de salicilatos en muestras
acuosas (curva estandar) y séricas. Los niveles menores de 2.0 mg%
mostraron porcentajes de recuperacion y coeficientes de variacién erraticos
(51.84 2 292.2% y 25.11 a 69.10 respectivamente).

Un segundo ensayo consistié en la evaluacion de muestras séricas como se
indicé anteriormente, de 2.0 a 80.0 mg%.

Se establecié la linealidad del método en el rango de 2.0 a 80.0 mg% (nivel
maximo analizado), con un coeficiente de correlacion de r = 0.999766.

El limite de deteccion se fijé en 0.5 mg% vy el limite de cuantificacién en 2.0
mg%.

La exactitud y la precision determinadas por el porcentaje de recuperacion
y el coeficiente de variacién, presentaron valores de 92.83 a 109.55% y de 0.65

a 5.58% respectivamente.



Se comprob6é que el método detecta la concentracion de salicilatos
presentes en muestras sericas en un rango de 2.0 - 80.0 mg%.

El método de Trinder se considera confiable, exacto y preciso para la
determinacion de salicilatos en muestras seéricas, con la ventaja de la rapidez

del analisis.



2. INTRODUCCION

Los salicilatos, especialmente el acido acetilsalicilico, han sido ampliamente
prescritos y utilizados como analgésicos, antiinflamatorios y antipiréticos de
primera eleccion por millones de personas a nivel mundial. Su venta libre y
facil acceso a la poblacion los convierte en un elemento comun en los
botiquines de primeros auxilios en la mayoria de los hogares, por este motivo a
menudo son causantes de intoxicaciones de diferentes tipos, desde agudas en
nifios menores de 12 afos hasta cronicas en pacientes de la tercera edad.

Algunos factores como la susceptibilidad del nifio a los cambios
hidroeletroliticos y su escaso poder de desintoxicacién, hacen que la
administracion de salicilatos adquiera especial importancia en la edad
pediatrica (8). Algunos infantes pueden desarrollar el sindrome de Reye que
consiste en una inflamacion cerebral (encefalopatia) y hepéatica que se
presenta en nifios a los que se ha tratado con salicilatos (9).

El efecto analgésico, antipirético y antiinflamatorio producido por los
salicilatos, ocurre predominantemente por inhibicion de la ciclooxigenasa, con
una subsecuente disminucién en la produccion de prostaglandinas y sus
respectivos autacoides (9).

Entre los sintomas mas comunes que presenta un paciente con intoxicacion
por salicilatos se pueden citar los siguientes: molestias gastrointestinales
(vémito, irritacion y hemorragia),hiperpnea, tinitus, alcalosis respiratoria y
acidosis metabdlica; en caso de una intoxicacién grave pueden manifestarse
convulsiones, coma, hipoglucemia (o en ocasiones hiperglucemia), hipertermia

y edema pulmonar (16, 18).



Recientemente se han encontrado nuevas aplicaciones terapéuticas al
acido acetilsalicilico, incluyendo terapia profilactica para migrafias y cancer de
colon, como un agente antiplaquetario para la prevencion de isquemia
coronaria y cerebro-vascular (9). Estos usos hacen que este farmaco adquiera
mayor popularidad en la poblacion que se ve afectada por los padecimientos
anteriormente mencionados, convirtiendo a sus nuevos consumidores en un
grupo expuesto a intoxicaciones.

Cuando se sospecha u ocurre una intoxicacion por salicilatos, es necesario
cuantificar y monitorear los niveles séricos del medicamento (presentes en el
suero sanguineo previamente extraido de sangre), para determinar el
tratamiento de soporte y el pronéstico de la intoxicacion.

El laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, realiza el
andlisis de salicilatos en sangre utilizando el método de Trinder. Con fines de

acreditacion de esta metodologia se hace necesaria su validacion (21).



3. ANTECEDENTES

El ion salicilato es la forma activa del acido acetilsalicilico in vivo y la
mayoria de procedimientos de analisis estan disefiados para medir la
concentracion de este metabolito (1). En la actualidad se puede encontrar una
amplia gama de métodos para analizar salicilatos en fluidos humanos desde el
tipico ensayo colorimétrico, hasta métodos alternos como procedimientos por
cromatografia de gases diseflados para determinar concentraciones
simultaneas de salicilatos y otros compuestos similares (6).

P. Trinder en 1954 desarrolld6 un método rapido para determinar la
presencia de salicilatos en fluidos humanos empleando 1 ml (mililitro) de suero
sanguineo. EIl método se basé en la precipitacion de las proteinas del suero al
adicionar cloruro mercurico y luego nitrato férrico para crear un compuesto
coloreado, midiendo posteriormente la absorbancia por espectrofotometria (2,
22).

Bauer, Ackermann y Toro en 1974 propusieron una modificacion del
método de Trinder utilizando 0.2 ml de suero o plasma, en lugar de 1 ml del
método original (2, 22).

Chiringos y Undenfriend en 1959 propusieron un analisis para determinar la
concentracion de salicilatos en sangre por medio de espectrofotometria
fluorescente. El método se basé en la extraccion con éter de los salicilatos en
medio acidificado y posterior extraccion de los mismos con solucién buffer a pH
10, analizados por fluorometria. El ensayo era apropiado para la medicion de
bajas concentraciones de salicilatos en muestras de 100uL (microlitros) de

plasma, teniendo como ventaja adicional que los componentes normales del



plasma no interferian con el ensayo, asi como tampoco lo hacian los

metabolitos conjugados del acido acetilsalicilico (7).

Un método de cromatografia de gases empleando detector de ionizacion de
llama para la determinacion simultanea de acido acetilslicilico, acido salicilico y
salicilamida en plasma fue disefiado. Los farmacos y un estandar interno
(acido m-toluico) contenidos en plasma acidificado, fueron extraidos con éter,
éste ultimo evaporado y el residuo sometido a una derivatizacion con solventes

organicos (20).

Blair y colaboradores en 1978 plantearon un método rapido utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion para el analisis de acido salicilico en
suero, empleando 3 microlitros de muestra diluida con un estandar interno
(acido o-metoxibenzoico), mostrando tiempos de retencion de 6 y 3.75 minutos
respectivamente, utilizando una columna en fase inversa (Bondapack
C18/Corasil) de 37-50um (micrometros) (3).

Otro método para cuantificar simultaneamente las concentraciones de
acetaminofen y salicilato en plasma por cromatografia liquida fue propuesto.
Se extrajeron el acido salicilico y acetaminofén con cloroformo e isopropanol,
utilizando 8-cloroteofilina como estandar interno y el extracto concentrado
analizado por cromatografia liquida de alta resolucién con detector UV a 248
nm (manémetros) (19).

Una técnica para determinar la concentraciéon de acido acetil salicilico,
salicilatos y &cido salicilirico en plasma por cromatografia liquida fue
desarrollada, empleando una columna de fase inversa (Spherisorb ODS con
tamafio de particula de 5um, 4.6x250 mm) a 234 nm, con una sensibilidad de

50 microgramos/litro. Ademas el método incluia una modificacion para



determinar metabolitos de acido acetilsalicilico (acido gentisico, acido salicilico
y acido salicilarico) en orina (4).

El laboratorio de analisis del Departamento de Toxicologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC, en la actualidad utiliza el método
de Trinder modificado por Bauer, Ackermann y Toro, para la determinacion de
salicilatos en sangre. Este método se seleccioné por ser el mas practico,
econdmico y confiable que los demas empleados en su momento.

Los parametros para la validacion de un meétodo analitico son los
siguientes: exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, linealidad y rango (26).



3.1

3.2

4. JUSTIFICACIONES

En la norma ISO 17025 homologada por COGUANOR (Comision
Guatemalteca de Normas) se indica que todo método modificado con
fines de acreditacion, debe ser validado para asegurar resultados
reproducibles y confiables.

La medicion precisa y exacta de los niveles séricos de salicilatos es
necesaria para la confirmacion de estados de riesgo debidos a la
intoxicacion por los mismos, y ello puede permitir el tratamiento

adecuado al paciente afectado por sobredosificacion.
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5. OBJETIVOS

4.1  Objetivo general:
Validar el método de Trinder* para determinacion de la concentracion

de salicilatos en sangre.

4.2  Objetivos especificos:

4.2.1 Establecer los parametros de exactitud, precision, linealidad y

especificidad del método de Trinder.

4.2.2 Determinar el limite de deteccidn, limite de cuantificaciéon y rango

del método de Trinder.

*Método de Trinder modificado por Bauer, Ackermann y Toro



11

6. HIPOTESIS

La concentracion de salicilatos en sangre puede ser medida
espectrofotométricamente utilizando el método de Trinder con precision,
exactitud y linealidad, especificidad determinando al mismo tiempo el limite

de deteccion, el limite de cuantificacion y rango.
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7. MATERIALES Y METODOS

6.1 UNIVERSO DE TRABAJO:
Método de Trinder para analisis por espectrofotometro para
cuantificar salicilatos en sangre.
6.2 MEDIOS:
6.2.1 Recursos Humanos:
Autora: Br. Nydia Nefertiti Lopez Garcia
Asesora: Licda. Fabiola Prado de Micheo
6.2.2 Instalaciones:
Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala, ubicado en la 3ra. Calle 6-47 zona 1 en la
Ciudad de Guatemala.
6.2.3 Recursos Materiales:
6.2.3.1 Equipo:
e Agitador eléctrico (VORTEX)
e Balanza analitica
e Campana de extraccion
e Centrifuga
e Espectrofotometro UV/Visible marca Thermospectronic
modelo Génesis 10 uv
e Refrigerador
e Estufa

6.2.3.2 Cristaleria:
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e Balones volumétricos
e Frascos Erlenmeyer
e Goteros
e Pipetas de Pasteur
e Pipetas volumétricas
e Probeta
e Espatula
e Vasos de precipitar
e Gradilla
e Bureta
e Tubos de ensayo para centrifuga con tapon esmerilado
de 15 ml
6.2.3.3 Reactivos:
e Agua destilada

Cloruro mercurico

Acido clorhidrico concentrado

Nitrato férrico

Acido acetil salicilico USP

6.3 METODOLOGIA:
6.3.1 Meétodo de Trinder, propuesto por Bauer, Ackermann y Toro
(2, 22):
Este método colorimétrico se basa en la formacién de un
complejo de color violeta con los salicilatos por iones
ferrosos, después de la precipitacion de las proteinas por la

sal de mercurio, midiendo la absorbancia a 540 nm.
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6.3.2 Preparacion de reactivos (2, 22):

6.3.2.1 Reactivo de Trinder: Se disolvieron por calentamiento 40 g

de cloruro mercurico quimicamente puro en 900 ml de
agua destilada, se enfri6 y agrego 10 ml de &cido
clorhidrico concentrado y 40 g de nitrato férrico, diluir

a 1 litro. Se filtro la solucion.

6.3.2.2 Solucién concentrada de Acido acetilsalicilico: Se

6.3.2.3

6.3.2.4

disolvieron 0.29 g de salicilato de sodio en agua
destilada y se aforo a 250 ml, esta solucion contiene 1
mg de acido salicilico por ml. Se guardo en

refrigeracion.

Soluciones de trabajo:

Se prepararon las diluciones necesarias en agua
destlada y se obtuvieron las siguientes
concentraciones: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 5.0, 10, 20, 30, 40,
60 y 80 mg% (curva de calibracion en agua).

Se prepararon muestras séricas marcadas con las
concentraciones mencionadas en el numeral anterior

(curva de calibracion en suero).

6.3.3 Procedimiento (2, 22):

6.3.3.1

Se transfiri6 a tubos de centrifuga 0.2 ml de las
soluciones de trabajo (incluyéndose las diferentes
concentraciones de todas las soluciones de trabajo), y
1.8 ml de agua destilada (curva de calibracién en

agua).
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6.3.3.2 Se midio en tubos de centrifuga 0.2 ml de las muestras
séricas marcadas y se agregdo 1.8 ml de agua
destilada (curva de calibracion en suero).

6.3.3.3 En ambos casos se trabajo un blanco al cual se
agregaron 2 ml de agua destilada y otro con suero
libre de acido acetilsalicilico.

6.3.3.4 Se agregaron 2 ml de reactivo de Trinder, se agitd por
30 segundos y centrifugd a 2000 revoluciones por
minuto durante 5 minutos.

6.3.3.5  Se transfirié el sobrenadante a tubos de ensayo para
espectrofotometria y se leyeron las absorbancias a

540 nm.

6.4 DISENO ESTADISTICO:

6.4.1 Obtencién de la curva de calibracion de las soluciones de
trabajo en medio acuoso:
Se analizaron tres concentraciones debajo del los niveles
terapéuticos normales (2.0 a 30.0 mg/dl), 0.5, 1.0, 1.5 mg/dI,
cinco dentro del rango: 2.0, 5.0, 10, 20, 30 mg/dl; y tres por
arriba del rango de aceptacion, 40, 60 y 80 mg/dl. Cada
concentracion se analizo tres veces.

6.4.2 Obtencion de la curva de calibracion de muestras séricas:
Se analizaron muestras séricas con las concentraciones de
salicilatos mencionadas en el parrafo anterior, para determinar

los pardmetros requeridos para la validacion de un método



6.4.3
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(exactitud, linealidad, precision, especificidad, rango, limite de
deteccidn y limite de cuantificacion).

Célculos:

Se trazo una gréfica en la cual se determiné la linealidad. Se
encontré para cada punto la desviacion estandar, porcentaje
de recuperacion y coeficiente de variacion de la siguiente
manera:

Linealidad: Se calcul6 por medio de la grafica aplicando
regresion lineal a los valores de los puntos de la concentracion
versus la absorbancia en la ecuacion correspondiente. Los
datos obtenidos se evaluaran estadisticamente por el
coeficiente de correlacion lineal (5, 24).

Precision: Se estableci6 utilizando cinco muestras de un
mismo punto con su respectiva desviacion estandar, y
coeficiente de variacion (5, 24).

Exactitud: Se calculé mediante el porcentaje de recuperacion
de cada punto con la siguiente formula:

% de recuperacion = valor encontrado x 100
valor original

Calculando ademas su desviacion estandar.

Especificidad: Se calculé6 comparando el valor obtenido en la
medicion a través del procedimiento, de la muestra de plasma
sin marcar y el valor registrado por el blanco de agua (numeral

6.3.3.3). Ambos valores son similares.
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Limite de deteccién: Se calculé a partir de la menor
concentracion que pudo ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada.

Limite de cuantificacion: Se calculd con el valor menor del
analito en la muestra que pudo ser determinado con una

exactitud y precision aceptables.
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8. RESULTADOS

Con el objeto de validar el método de Trinder modificado por Bauer,
Ackermann y Toro, para la determinacion de salicilatos en muestras séricas,
se realizaron dos ensayos. Tomando en cuenta los niveles terapéuticos, en el
primero se incluyeron concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0,
30.0 mg%; y de 40.0, 60.0 y 80.0 mg% consideradas toxicas. Se analizaron
simultdneamente soluciones acuosas de salicilatos, (curva de calibracion) y
muestras séricas marcadas con los niveles indicados, haciendo 5 réplicas de
cada una, asimismo, se analizaron blancos de reactivos y de muestra, usando
agua destilada y el mismo suero sin salicilatos respectivamente.

Los resultados (Cuadro No.1), obtenidos a partir de la curva de calibracion
de estandares (Gréfica No. 1) mostraron mucha variacién, especialmente las
concentraciones menores de 2.0 mg%, donde se puede observar que los
porcentajes de recuperacion estuvieron muy distantes del 100% (51.84 a
292.9%), igualmente, los coeficientes de variaciéon muy altos (25.11 a 69.10%),
considerandose estos resultados inexactos e imprecisos, lo que permitié
establecer que el limite de cuantificacion es de 2 mg%.

En el segundo ensayo se procedié de igual manera, pero se evaluaron
niveles séricos de salicilatos de 2.0 a 80.0 mg%, en quintuplicado.
Simultaneamente se hizo una curva de calibracion en solucién acuosa con las
mismas concentraciones, en triplicado. A partir de esta ultima se calcularon los
niveles de las muestras séricas ensayadas.

En el Cuadro No.2 se presentan los valores de absorbancia de los

estandares analizados y su respectiva curva de calibracion se observa en la
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Gréfica No.2, la cual obtuvo un coeficiente de correlacion lineal de
0.99969914.

Los datos correspondientes al segundo ensayo de salicilatos en muestras
séricas, se encuentran en el cuadro No.3 (cuarta y quinta columna), y en la
Grafica No.3 la curva de regresion lineal a partir de estos datos,
estableciéndose en esta forma, el parametro de linealidad, se comprobo que el
método es lineal en el rango ensayado (2.0 - 80.0 mg%), con un coeficiente de
correlacion lineal de 0.99976652.

En el Cuadro No.4 se encuentra reunido el valor de absorbancia de los
blancos de muestras séricas y el promedio de los blancos de estandares. La
diferencia encontrada se calculé por medio de la ecuacién de la Grafica No.2,
obteniéndose la concentracion aportada por la coloracion de los componentes
del suero (sin analito), la cual dio un valor promedio de 0.57 mg%. La
especificidad, expresada como la habilidad del método analitico para
determinar un compuesto sin interferencia de otras sustancias presentes en la
matriz, se determiné por el valor anteriormente mencionado.

La exactitud y la precision del método, se determinaron por el porcentaje de
recuperacion y el coeficiente de variacion de las concentraciones de salicilatos
en las cinco réplicas de las muestras séricas ensayadas (2.0 - 80.0 mg%). De
acuerdo al andlisis de los datos, se puede observar en el Cuadro No.5 (Gréfica
No.4), un rango de variacion de 92.83 a 109.54 para el primero y de 0.65 a 5.58
para el segundo (Grafica No.5).

Siguiendo la respuesta instrumental del método, el limite de deteccion se
estableci6 sumando 3 veces la desviacion estandar (SD) a la respuesta

promedio del blanco y el limite de cuantificacion sumando 10 veces la SD de la
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respuesta promedio del blanco (Cuadro No.6), en 0.26565814 mg% vy
1.382824729 mg% respectivamente.

Considerando el limite de deteccion como la cantidad mas pequefia de
analito en una muestra, que puede ser detectado pero no necesariamente
cuantificado, se determin6 experimentalmente en 0.5 mg% (Cuadro No.1) y en
2.0 mg% el limite de cuantificacion con adecuadas precision y exactitud
(Cuadro No.5).

Se establece como rango del método las concentraciones trabajadas en el
segundo ensayo (2.0 a 80.0 mg%), pues se demostré un nivel aceptable de
linealidad, precision y exactitud, como se puede observar en los Cuadros No.3

y 5,y en las Graficas No. 3, 4y 5.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del primer ensayo de salicilatos en muestras séricas (0.5 a
80.0 mg%) Cuadro No.1, mostraron mucha variacion, principalmente con
relacion al porcentaje de recuperacion y al coeficiente de variacion de los
niveles inferiores a 2.0 mg%, 51.84 a 2922% y 25.11 a 69.10%
respectivamente, considerandose inexactos e imprecisos por lo que no son
cuantificables concentraciones menores de 2.0 mg%.

A diferencia del anterior, en el segundo ensayo, la exactitud expresada por
el porcentaje de recuperacion, tuvo un rango de variacion de 92.83 a 109.55
para las cinco réplicas de las muestras séricas en las concentraciones de
salicilatos analizadas (2.0 a 80.0 mg%) Cuadro No.5. EIl método original de
Trinder reporta valores de 99 a 100.5% en concentraciones de 10 a 50 mg%
(27), casi con un 100% de exactitud; sin embargo otro autor indica una
variacion de 95 a 105% (25), dentro de este rango se encuentra la mayoria de
los valores obtenidos en el segundo ensayo (Cuadro No. 3). Utilizando el
método de Trinder modificado, la literatura revisada cita recuperaciones de 88.8
a 98.75% en concentraciones de 5 a 150 mg% (22).

El coeficiente de variacion (CV) present6 valores de 0.65 a 5.58%, dentro
de este rango se observé un aumento en los niveles de 2.0, 5.0 y 10.0 mg%
(Cuadro No. 5). Se puede observar en la Grafica No. 5, que a partir de 20.0
mg% el CV disminuyé gradualmente, sin embargo no se puede afirmar que
valores inferiores a dicha concentracion sean imprecisos ya que la precision no
es una caracteristica absoluta, dependiendo de la experiencia del analista, del

equipo de laboratorio, etc. (6). Normalmente tiende a disminuir conforme
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aumenta la concentracion del compuesto en la muestra, tal y como se
menciona en la literatura (23).

Este parametro no es fijo, aplicable a todos los métodos y debe ser
establecido para cada uno y para cada sustancia (23). Burnett y Ayers han
determinado que el CV para el andlisis de rutina de una serie de medicamentos
es aproximadamente de 10%, mayor al obtenido en el presente trabajo (0.65 a
5.58%). Asimismo, Recinos refiere CV superiores, de 1.3 a 10.59% en
concentraciones de salicilatos de 5 a 150 mg% (22).

La especificidad es la capacidad de un método analitico para determinar un
compuesto sin la interferencia de otras sustancias presentes en la matriz (23).
En un método espectrofotométrico, la respuesta en una muestra libre del
compuesto a analizar, deberia seriguala“ 0", es decir, su absorbancia igual a
la del blanco de reactivos. En la validacién de salicilatos, la lectura de los
blancos fue mayor, correspondiendo al calcularlos con la curva de calibracién,
a un valor promedio de 0.57 mg% (Cuadro No.4), esto se debe a las sustancias
normales del suero de personas que no reciben salicilatos, que producen una
ligera coloracion con el reactivo de Trinder. La literatura indica en este caso,
valores menores de 1 mg%, asi como variaciones que raras veces sobrepasan
de 1.5 mg%, sin importancia, si se toman en cuenta los niveles que deben
alcanzarse y mantenerse durante un tratamiento con salicilatos (2.0 a 30.0
mg%) (17, 28).

En la practica, se puede efectuar la correccién debida a esta coloracion,
restando de la absorbancia de los estandares y de las muestras, la lectura de

los blancos correspondientes, (promedio de los blancos de muestras libres de
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salicilatos) o sumando la diferencia de absorbancia de los mismos a la lectura
de los estandares (28).

De acuerdo a las concentraciones de salicilatos analizadas en muestras
séricas, se comprobo6 que el método es lineal en el rango ensayado (2.0 a 80.0
mg%, Grafica No0.3), con un coeficiente de correlacion lineal de 0.99976652.
En la literatura consultada, no se indica rango de linealidad, por lo que tendria
que determinarse experimentalmente, si fuera de interés, un rango que
incluyera concentraciones arriba de 80 mg%.

Se considera como coeficiente de correlacion lineal ideal, un valor de 1,
pues este indica una perfecta asociacibn positiva aumentando “y”
(absorbancia) al aumentar “x” (concentracion de salicilatos mg%) (5).

El rango del método sujeto a variaciones de los CV y de los porcentajes de
recuperacion, demostré niveles de precision, linealidad y exactitud aceptables
en las concentraciones analizadas, por lo que el rango se definié
experimentalmente como el intervalo entre 2.0 y 80.0 mg% (incluyendo estos
valores).

Por medio de andlisis estadistico de los datos obtenidos y la respuesta
instrumental (23), el limite de deteccidn igual al triple de la desviacion estandar
sumado a la media del blanco, se establecié en 0.26565814 mg% y el limite de
cuantificacion sumando 10 veces la desviacion estandar a la media del blanco,
en 1.382824729 mg% (Cuadro No.6). Sin embargo experimentalmente niveles
de salicilatos inferiores a 2 mg% (0.5, 1.0 y 1.5 mg%), no pueden ser
cuantificados. Considerando el limite de cuantificacion como la menor cantidad
del analito que puede medirse con adecuada precision y exactitud (26), el valor

establecido por la respuesta instrumental, no seria confiable. Por lo expuesto
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anteriormente, se establecidé en 0.5 mg% el limite de deteccién y en 2.0 mg%,
el limite de cuantificacion. La literatura consultada no menciona valores para

estos limites.
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10.CONCLUSIONES

El método de Trinder cumple con el parametro de linealidad pues tiene un

coeficiente de correlacion lineal de 0.99976652.

En la presente investigacion se determind que el rango al cual el método de

Trinder* es lineal, exacto y preciso corresponde a las concentraciones de 2.0 a

80.0 mg%.

El método de Trinder* es confiable, rapido y econdémico para determinar la

concentracion de salicilatos en sangre.

Por la cantidad de muestra requerida para llevar a cabo este analisis, se

considera de primera eleccion para usarse en infantes.

Las concentraciones menores de 2.0 mg% de salicilatos contenidos en

muestras séricas no pueden ser cuantificadas utilizando el método de Trinder*.

*Método de Trinder modificado por Bauer, Ackerman y Toro.
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11.RECOMENDACIONES

Para estudiar mas a fondo la especificidad del método es conveniente que se
realicen andlisis en muestras que estén contaminadas con diferentes
sustancias (medicamentos de uso frecuente, medicamentos para
enfermedades croénicas, etc...), para evaluar la influencia de estas sobre los

resultados.

Es aconsejable realizar un estudio sobre la robustez del método de Trinder, es
decir comprobar la precision del método por medio de la reproducibilidad,
evaluando el grado de variacion que se obtiene cuando el procedimiento es

aplicado por diferentes analistas, bajo diversas condiciones de analisis.

Elaborar un estudio comparativo del método de Trinder y de otros analisis
cuantitativos de referencia para establecer el grado de concordancia de los

mismos.
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Cuadro No. 1
Resultados obtenidos de muestras séricas en el primer ensayo general
(analisis estadisticos)

C?UC' Muestra Concentracién Da,to_s Porcentaje de Pa_tos
tedrica . 0% estadisticos recuperacion estadisticos (%
mg% No detectada mg% (conc.) P de recup.)
1 0.4308 86.16
2 0.6026 Media=0.67 120.52
0.5 3 1.4610 SD=0.46 292.20 Media=134.24
4 0.2592 CV=69.10 51.84
5 0.6026 120.52
1 2.6628 266.28
2 0.9459 Media=1.32 94.59
1.0 3 1.1176 SD=0.76 111.76 Media=132.36
4 1.1176 Cv=57.57 111.76
5 0.7743 77.43
1 2.4912 166.08
2 1.8044 Media=1.77 120.29
15 3 1.6327 SD=0.44 108.85 Media=118.00
4 1.2893 Cv=25.11 85.95
5 1.6327 108.85
1 1.9761 98.81
2 2.4912 Media=2.08 124.56
2.0 3 1.9761 SD=0.23 98.81 Media=103.96
4 1.9761 Cv=11.08 98.81
5 1.9761 98.81
1 47321 94.46
2 5.4099 Media=5.20 108.20
5.0 3 5.0665 SD=0.31 101.33 Media=104.08
4 5.4099 CVv=5.90 108.20
5 5.4099 108.20
1 10.0456 100.46
2 9.7022 Media=9.70 97.02
10 3 9.7022 SD=0.21 97.02 Media=97.02
4 9.5305 Cv=2.17 95.31
5 9.5305 95.31
1 19.3169 96.58
2 19.4886 Media=19.56 97.44
20 3 19.8319 SD=0.26 99.16 Media=97.78
4 19.8319 Cv=1.33 99.16
5 19.3169 96.58
1 28.9315 96.44
2 28.9315 Media=28.66 96.44
30 3 28.5882 SD=0.26 95.29 Media=95.52
4 28.4165 Cv=0.91 94.72
5 28.4165 94.72




Continuacién Cuadro #1
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Conc. . Datos . Datos
tedrica Muestra Concentracmg] estadisticos Porcentaje de | o2 jisticos (%
mg% No. detectada mg% (conc.) recuperacion de recup.)
1 37.1727 92.93
2 37.6878 Media=37.55 94.22
40 3 37.5161 SD=0.22 93.79 Media=93.88
4 37.6878 CV=0.59 94.22
5 37.6878 94.22
1 57.6039 96.01
2 57.7756 Media=57.60 96.29
60 3 57.4322 SD=0.12 95.72 Media=96.01
4 57.6039 Cv=0.21 96.01
5 57.6039 96.01
1 76.3182 95.40
2 76.6616 Media=76.63 95.83
80 3 77.0050 SD=0.25 96.26 Media=95.79
4 76.4899 Cv=0.33 95.61
5 76.6616 95.83

Precision : coeficiente de variacion (CV)
Exactitud : porcentaje de recuperacion




Cuadro No. 2
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Resultados obtenidos de muestras acuosas (estandares) en el segundo

ensayo general

Concentra})ci()n Absorbancia Absorbancia sin el
en mg % valor del blanco
0.051 0
0 0.051 0
0.051 0
0.051 0
0.063 0.012
2 0.063 0.012
0.063 0.012
0.081 0.030
5 0.081 0.030
0.081 0.030
0.109 0.058
10 0.108 0.057
0.108 0.057
0.168 0.117
20 0.162 0.111
0.164 0.113
0.222 0.171
30 0.220 0.169
0.219 0.168
0.286 0.235
40 0.279 0.228
0.278 0.227
0.388 0.337
60 0.382 0.331
0.379 0.328
0.510 0.459
80 0.500 0.449
0.497 0.446
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Cuadro No. 3 : Resultados obtenidos de muestras séricas en el segundo
ensayo general

Concentracion . Absorbancia sin | Concentracion detectada
mg% Muestra No. Absorbancia total blanco mg%
1 0.055 -0.0004 -0.284190752
2 0.055 -0.0004 -0.284190752
0 3 0.057 0.0016 0.072608686
4 0.055 -0.0004 -0.284190752
5 0.055 -0.0004 -0.284190752
1 0.068 0.0126 2.035005593
2 0.068 0.0126 2.035005593
2 3 0.068 0.0126 2.035005593
4 0.068 0.0126 2.035005593
5 0.067 0.0116 1.856605874
1 0.086 0.0306 5.246200532
2 0.085 0.0296 5.067800813
5 3 0.083 0.0276 4.711001375
4 0.085 0.0296 5.067800813
5 0.083 0.0276 4.711001375
1 0.116 0.0606 10.5981921
2 0.113 0.0576 10.06299294
10 3 0.11 0.0546 9.527793784
4 0.112 0.0566 9.884593222
5 0.118 0.0626 10.95499153
1 0.173 0.1176 20.76697607
2 0.167 0.1116 19.69657776
20 3 0.169 0.1136 20.0533772
4 0.166 0.1106 19.51817804
5 0.167 0.1116 19.69657776
1 0.227 0.1716 30.40056089
2 0.223 0.1676 29.68696201
30 3 0.221 0.1656 29.33016258
4 0.23 0.1746 30.93576005
5 0.221 0.1656 29.33016258
1 0.282 0.2266 40.21254543
2 0.285 0.2296 40.74774458
40 3 0.283 0.2276 40.39094514
4 0.281 0.2256 40.03414571
5 0.279 0.2236 39.67734627
1 0.396 0.3406 60.55011337
2 0.398 0.3426 60.90691281
60 3 0.392 0.3366 59.8365145
4 0.394 0.3386 60.19331394
5 0.392 0.3366 59.8365145
1 0.502 0.4466 79.46048357
2 0.495 0.4396 78.21168554
80 3 0.497 0.4416 78.56848498
4 0.495 0.4396 78.21168554
5 0.498 0.4426 78.74688469




Cuadro No. 4
Diferencia de la absorbancia entre el blanco de estandares y el blanco de
muestras séricas
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Absorbancia de Promedio de la Concentracion de
absorbancia de Diferencia entre analito obtenida de la
blancos de muestras . :
h blancos de blancos diferencia entre
séricas .
estandares blancos mg%

0.055 0.051 0.004 0.5
0.055 0.051 0.004 0.5
0.057 0.051 0.006 0.85
0.055 0.051 0.004 0.5
0.055 0.051 0.004 0.5

Ecuacion de la curva de calibraciéon de estandares (gréfica No. 2)

Por lo tanto:

Valor promedio:

y = 0.0056x +0.0012

x =0.57 mg%

x =y —0.0012
0.0056
y = 0.004 y = 0.006
x= 0.5mg% x = 0.857 mg%
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Resultados obtenidos de muestras séricas en el segundo ensayo general

(analisis estadisticos)

Concentracién
tedrica mg%

Concentraciéon
detectada mg%

Datos estadisticos
conc. detectada

Porcentaje de
recuperacion

Datos estadisticos
% de recup.

2.035005593 101.75028
2.035005593 Media=1.99 101.75028

2 2.035005593 SD=0.08 101.75028 Media=99.96
2.035005593 Cv=3.99 101.75028
1.856605874 92.8302937
5.246200532 104.924011
5.067800813 Media=4.96 101.356016

5 4.711001375 SD=0.24 94.2200275 Media=99.21
5.067800813 CVv=4.82 101.356016
4.711001375 94.2200275
10.5981921 105.981921
10.06299294 Media=10.21 100.629929

10 9.527793784 SD=0.56 95.2779378 Media=102.06
9.884593222 CV=5.58 98.8459322
10.95499153 109.549915
20.76697607 103.83488
19.69657776 Media=19.94 08.4828888

20 20.0533772 SD=0.49 100.266886 Media=99.73
19.51817804 CV=2.49 97.5908902
19.69657776 98.4828888
30.40056089 101.335203
29.68696201 Media=29.93 98.95654

30 29.33016258 SD=0.71 97.7672086 Media=99.79
30.93576005 Cv=2.37 103.1192
29.33016258 97.7672086
40.21254543 100.531364
40.74774458 Media=40.21 101.869361

40 40.39094514 SD=0.39 100.977363 Media=100.53
40.03414571 CV=0.99 100.085364
39.67734627 99.1933657
60.55011337 100.916856
60.90691281 Media=60.26 101.511521

60 59.8365145 SD=0.46 99.7275242 Media=100.44
60.19331394 Cv=0.77 100.32219
59.8365145 99.7275242
79.46048357 99.3256045
78.21168554 Media=78.64 97.7646069

80 78.56848498 SD=0.51 08.2106062 Media=98.30
78.21168554 CV=0.65 97.7646069
78.74688469 98.4336059

Precision : coeficiente de variacion (CV)

Exactitud : porcentaje de recuperacion




Cuadro No. 6 :
Resultados obtenidos de blancos de muestras séricas (analisis
estadistico), limite de deteccidn y cuantificacion

Concentracion teérica mg% Absorbancia Concentracion detectada
0 -0.0004 -0.284190752
0 -0.0004 -0.284190752
0 0.0016 0.072608686
0 -0.0004 -0.284190752
0 -0.0004 -0.284190752
Concentracion
Media -0.21283086
Desviacion estandar 0.15956556
Varianza de la muestra 0.02546117

LIMITE DE DETECCION: 0.265865814 mg%

LIMITE DE CUANTIFICACION:  1.382824729 mg%




38

Grafica No. 1 : Curva de calibracién de estandares (ler. ensayo

general)
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Grafica No. 3: Curva de calibracion de muestras séricas (2do. ensayo

general)
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Coeficiente de variacién

Grafica No. 5: Coeficiente de variacion vrs. Concentracion tedrica
(2do. ensayo general)
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SALICILATOS

A pesar de la introduccion de nuevos farmacos, el acido acetilsalicilico es el
antiinflamatorio, analgésico y antipirético mas recetado y constituye el
compuesto estandar en la comparacion y evaluacion de otros productos (14).

El tipo de dolor que alivian usualmente los salicilatos es de poca intensidad,
nacido de estructuras integumentarias y no de visceras y, en particular,
cefalalgia, mialgia y artralgia (14).

La facilidad con que se adquieren estos medicamentos provoca una alta
incidencia de intoxicaciones por consumo excesivo de los mismos. La dosis
letal de salicilatos es de 0.4 a 0.5 gramos/Kilo en nifilos y 20 a 30 g en adultos
(8).

Segun reporta la literatura, para los salicilatos un nivel sanguineo de 20-100
pug/mL corresponde a una concentracion terapéutica normal, si se llega a tener
mas de 300 pg/mL se trata entonces de un nivel toxico el cual se manifiesta
principalmente por hiperventilacion. Cuando se evalia un paciente bajo
tratamiento de salicilatos por enfermedades reuméticas, un nivel sanguineo de
150-300 pg/mL muestra una concentracion terapéutica normal (12).

Los salicilatos tienen un efecto directo sobre el sistema nervioso central que
da lugar a hiperpnea por estimulacién bulbar, vomitos y alteraciones
neurosensoriales. Producen ademas una alteracion metabolica fundamental, el
desdoblamiento de la fosforilacion oxidativa, debido a la cual hay una
disminucién de la producciéon de ATP y un aumento del consumo de Oz y de la

produccion de CO2 con generacion de acidos organicos. La consecuencia mas
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importante es la aparicion de alteraciones respiratorias y del equilibrio acido-
base, perturbaciones ionicas, deshidratacion e hipertermia (10,18).

Las medidas generales para tratar un caso de intoxicacion causada por
salicilatos indican como primer paso la extraccion de la sustancia mediante
emesis o lavado gastrico y utilizar liquidos alcalinos intravenosos para combatir
la acidosis metabdlica, alcalinizar la orina y acelerar la eliminacion del téxico.
Debe vigilarse la respiracion y oxigenacion del paciente asi como sus signos
vitales.  Controlar las convulsiones teniendo en cuenta no administrar
depresores del sistema nervioso central como barbitdricos de accion
prolongada, hidrato de cloral, o morfina. Administrar vitamina K en caso de
coagulopatia. Es necesario rehidratar a los pacientes en forma adecuada, es
decir vigilando si llega a presentarse edema pulmonar y cerebral. La
hemodidlisis es un procedimiento Util pero sofisticado, el cual solo es posible
realizar en centros hospitalarios y el volumen requerido hace dificil su

aplicacion en nifios (8, 10, 16).
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VALIDACION

Se hace necesaria la validacion de métodos analiticos, para determinar la
efectividad y las limitaciones de los mismos. Cualquier proceso de validacion
es unico para cada método analitico, y se disefia especificamente de acuerdo
al objetivo de la validacion y la aplicabilidad (13, 21).

La validacion se define como la obtencidn de pruebas documentadas que
demuestran que un método o proceso es lo suficientemente fiable como para
producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos (13).

Los parametros evaluados dentro de una validacion son: precision,
exactitud, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad
y rango (26).

Exactitud: es la similitud entre los resultados de las pruebas obtenidos por
ese método, y los valores verdaderos (11, 26). Se puede decir que es la
diferencia entre el valor medio hallado y el valor verdadero (13, 26).

Precision: es el grado de concordancia entre los resultados individuales de
las pruebas cuando el método es aplicado repetidamente a multiples muestras
de una muestra homogénea (26). Usualmente es expresada por la desviacion
estandar (11).

Especificidad: también se conoce como selectividad, es la capacidad de un
método para identificar o determinar inequivocamente el analito, sin
interferencia de sustancias que se supone estaran presentes dentro de una
muestra, tales como impurezas, productos de degradacion, excipientes,

etc...(13, 26)
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Limite de deteccidn: es la cantidad mas pequefa de analito en una muestra
que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las
condiciones establecidas experimentalmente (26).

Limite de cuantificacion: es la menor cantidad del analito en una muestra
que puede ser determinada, con precision y exactitud aceptables bajo las
condiciones establecidas experimentalmente (26).

Linealidad: es la capacidad de un método analitico de obtener resultados
linealmente proporcionales a la concentracion de analito en la muestra dentro
de un intervalo determinado (13, 26).

Rango: es la diferencia entre la mayor y menor concentracion de analito que
puede determinarse satisfactoriamente con adecuada linealidad, exactitud y

precision (26).
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