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1. RESUMEN

La determinacidn de plomo en sangre es importante debido a que es un metal tdxico que provoca
graves daios al organismo humano, se han constatado sus efectos nocivos para las funciones
renal y hepatica y los sistemas hematopoyéticos, nervioso central y periférico (Menke, 2006).

La amplia utilizacion del plomo y sus derivados en las actividades industriales le ha convertido en
un contaminante ambiental muy importante en el dmbito de la prevenciéon de patologias
profesionales (Lewis, 2014). Por tal razén las pruebas bioquimicas desarrolladas en los
laboratorios de andlisis se han convertido en parte fundamental para el diagndstico toxicolédgico
de saturnismo.

Los métodos espectrofotométricos son los de eleccién al momento de realizar analisis de
elementos traza, ya que presentan alta sensibilidad, volumen de muestra pequefio y menor

complejidad al momento de tratar la matriz.

En Guatemala, el laboratorio del Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala como parte de su labor realiza
analisis espectrofotométrico para determinar dicho metal.

Por lo cual en este trabajo se realizé la validacion del método analitico para la determinacion de
plomo en sangre por medio de espectrofotometria de absorcién atdémica con horno de grafito.
Para la medicién se utilizd un Espectrofotdmetro de absorcion atémica AAnalyst 700 con horno
de grafito pirolitico y Automuestreador AS-800 con lampara de plomo de catodo hueco marca

Perkin Elmer.

El objetivo consistié en validar, evaluar y verificar los respectivos parametros de calidad con los
cuales todo método que sea validado debe cumplir. Estos pardmetros fueron linealidad,
exactitud, precisidn, repetibilidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion, especificidad y
rango de trabajo; asegurando que los resultados obtenidos son vélidos y confiables, segun las
condiciones previamente establecidas tanto para el instrumento como para el modelo analitico.
Los resultados obtenidos se analizaron utilizando prueba de hipétesis y andlisis de varianza, a

través del programa estadistico IBM Statistics SPSS 22.



Se utilizaron estandares de plomo a distintas concentraciones preparados a partir de un material
de referencia certificado el cual contenia una concentracién 999 + 1.03 pug/mL de plomo en acido
nitrico al 5%. Se elabord una recta de calibracion lineal con estandares acuosos, la cual se utilizé
para evaluar los resultados obtenidos de las muestras fortificadas en el laboratorio.
Posteriormente para evaluar los parametros estadisticos se realizd una recta de regresion lineal
para las muestras de sangre fortificadas (método adicién de estandar).

Se determiné que los resultados del modelo de regresién lineal cumplen con los supuestos de
linealidad, independencia, normalidad y homocedasticidad, pues el método expresd una
adecuada relacidn lineal entre la absorbancia y la concentracidn de plomo tanto para la recta de
calibracion con estandares acuosos como en la medicidén con muestras bioldgicas, realizadas a

partir de la recta acuosa.

Se evalud la exactitud del método obteniendo porcentajes de recuperacidon con una media de
100.83% para el rango de concentraciones de 2 pg/dL a 40 pg/dL. Los datos presentaron precision

para dicho rango con coeficientes de variacion de 0.04% a 4.19%.

Se evalud que existe repetibilidad para una concentracion de 30 pg/dL de plomo en sangre,
encontrando una media de 30.37 pg/dL, una desviacion estandar de 0.24 y un coeficiente de
variacién de 0.77%. Tanto la precision como la repetibilidad cumplen con el limite aceptado para

un coeficiente de variacion (CV%) < 5.0%.

El limite de deteccidon se establecié en 0.66 pg/dL y el limite de cuantificacion en 1.99 pg/dL.
Luego del andlisis se determind que no existe interferencia de matriz, ya que se comprobd que
no hay diferencia significativa entre las pendientes de la recta de regresidn para muestras
bioldgicas y la pendiente de calibracién con estandares acuosos. El rango de trabajo establecido

durante el andlisis fue de 2 a 4 ug/dL.

Asi se considera que el método analitico es adecuado para su aplicacién debido a que se
obtuvieron resultados seguros y confiables, garantizando la calidad de los mismos a través del

proceso de validacion.



2. INTRODUCCION

La exposicion al plomo se considera un problema ocupacional y ambiental, que requiere atencion
especial debido a que ha causado casos graves de intoxicacién tanto aguda como crénica en la
poblacién mundial. Se estima que la exposiciédn provoca 143, 000 muertes cada afo y es

responsable del 0.6% de la carga de morbilidad a nivel mundial (Haeflinger, 2013).

El plomo es un metal pesado que se encuentra en forma natural en el medio ambiente, pero las
fuentes de contaminacion principales son antropogénicas, produciendo una gran cantidad de
efectos nocivos para el organismo. Actla a nivel del desarrollo de los glébulos rojos, el sistema
cardiovascular y el sistema nervioso (Molina et al, 2007). Los sintomas de exposicién al plomo
son numerosos. La exposicidn crénica, incluso a niveles bajos de plomo va en detrimento del
desarrollo mental de los nifos y se ha relacionado con una disminucidon en el coeficiente
intelectual y con problemas de comportamiento; otros sintomas de intoxicacion por plomo
pueden ser: irritabilidad, disminucién del apetito y la energia, suefo insuficiente, dolores de
cabeza, estrefiimiento. Ademdas son comunes la anemia y los célicos abdominales. Los altos
niveles de plomo pueden causar encefalopatia aguda, marcha inestable (marcha de steppage),

debilidad muscular, convulsiones y hasta coma (Bleecker, 2005).

Sin embargo el diagndstico clinico en ocasiones es dificil de establecer cuando no existen
antecedentes claros de exposicion, debido a que los intoxicados a veces no tienen sintomas y
porque los signos y sintomas, cuando estan presentes, son relativamente inespecificos (Haefliger,
2013). Es asi como las investigaciones de laboratorio son la Unica via fiable para confirmar el
diagnéstico clinico a las personas expuestas a plomo, por lo cual su papel en la identificacion,
cuantificacién y tratamiento de la intoxicacién por este analito es esencial. Por ello es necesario
contar con metodologias analiticas estandarizadas que cumplan con parametros de exactitud,
precision, linealidad, sensibilidad y selectividad que aseguren y garanticen la calidad de los
resultados analiticos. El proceso por el cual se evalian estos atributos se conoce con el nombre

de validacion (Gomez, 2013).

El presente trabajo de tesis validé el método analitico para la determinacién de plomo en sangre

por espectrofotometria de absorcién atdémica con horno de grafito, evaluando pardmetros que



permiten verificar y validar el uso del método por medio del equipo de espectrofotometria de
absorcion atdmica Perkin Elmer y la técnica analitica proporcionada por el laboratorio de
Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, con la finalidad de contribuir a un mejor diagndstico diferencial en la intoxicacién por

plomo, a través de resultados de laboratorio seguros.



3. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos trabajos e investigaciones relacionados con la detecciéon y
cuantificaciéon de plomo en sangre. Asi como la validacion de métodos analiticos utilizando la

Espectrofotometria de Absorcidon Atdmica con horno de Grafito (GFAAS).

En el area de Toxicologia Ambiental se han realizado diversas investigaciones como la del afio
2014 por la Sociedad de Ciencias Medioambientales, en dicho estudio se analizé plomo y otros
metales pesados presentes en el rio Tonghui en Beijing-China, por un método de extraccion
conocido como “cloud point extraction”, para la determinacion de dichos metales se utilizé el
método de Espectrofotometria de Absorcién Atémica acoplado a un Horno de Grafito (Ren, Zhao,

Suny Zhong, 2014).

En el afio 2012 Robledo, L y Castafio, A realizaron la validacién de la metodologia para el andlisis
de los metales cadmio y plomo en agua tratada por Absorcién Atémica con Horno de Grafito en
el Laboratorio de andlisis de aguas y alimentos de la Universidad Tecnoldgica de Pereira-Colombia

(Robledo y Castafio, 2012).

Otro estudio realizado por Pacheco, et al, en el 2011 consistié en determinar el contenido de
plomo sanguineo en mujeres expuestas al humo de madera en la ciudad de Temuco-Chile. Las
concentraciones de plomo en sangre fueron analizadas por Espectrofotometria de Absorcién

Atémica con Horno de Grafito (Pacheco, et al, 2011).

En Lima-Peru para el afio 2010 Castro, C y Sobrano, F determinaron y cuatificaron plomo en
muestras de sangre venosa de escolares de 12 a 17 aiios. La cuantificacién se realizd mediante el

método de Espectrofotometria de Absorcion Atémica (Castro y Sobrano, 2010).

Shrivas, Ky Kumar, D en el 2010 determinaron la concentracion de plomo en una gota de sangre
como muestra, utilizando un proceso de microextracion. La cuantificacidn de plomo se determiné
por medio de Espectrofotometria de Absorcién Atédmica con Horno de Grafito (Shrivas y Kumar,

2010).



En el afio 2008 La Universidad de Chile Desarrollo un método para la determinacion de Pb
mediante Espectrofotometria de Absorcidon Atémica Electrotérmica (ETASS) en suspensiones de

pelo y ufia como biomarcadores de exposicién (Valdebenito, 2008).

En el afio 2007 Molina, et al, determinaron y estandarizaron la cuantificacién de plomo en
muestras de sangre provenientes de operarios de estaciones de servicio del Estado de Mérida en
la ciudad de Buenos Aires-Argentina. La determinacién de plomo se realizé por
espectrofotometria de absorcion atémica por atomizacién electrotérmica (ETASS), (Molina, et al,

2007).

En el ano 2007, Cedano, K y Requena, L realizaron un estudio Toxicoldgico en el cual
determinaron las concentraciones de cadmio, magnesio y plomo en muestras de sangre y/u orina
(Cedano, Ky Requena, L, 2007). La determinaciéon de plomo se realizé por espectrofotometria de

absorcion atémica por llama.

En Trujillo-Venezuela en el 2003 Aranguren, F., Burgueren, J y Montilla, J realizaron un estudio
para determinar las concentraciones de plomo en sangre y en orina de trabajadores que laboran
en expendios de gasolina, los resultados de los andlisis se obtuvieron por el método

espectrofotométrico de absorcion atémica con horno de grafito (Aranguren, F., et al, 2003).

Yee, H., Nelson, J y Jackson, B en el afio 1994 publicaron en el Journal of Anayticall Toxicology un
estudio titulado Measurement of lead in blood by graphite furnace atomic absorption
spectrometry, en el cual validaron un método para determinar las concentraciones de plomo en
sangre utilizando para la curva de calibracién estandares acuosos (Yee H., Nelson, J y Jackson, B,

1994).

En Guatemala no se han publicado estudios de validacidn en temas de plomo.



4. JUSTIFICACION

Un caso de intoxicacidon por plomo resulta en ocasiones dificil de diagnosticar por parte del
médico debido a que en el examen fisico realizado al paciente los signos y sintomas encontrados

son inespecificos y probablemente la historia clinica no sea muy completa.

Por lo tanto es necesario realizar analisis de laboratorio que confirmen no solo la presencia sino
también la cantidad de dicho metal, y asi estos resultados puedan ser comparados con los limites
de plomo en sangre establecidos por las entidades sanitarias internacionales. Sin embargo para
gue los resultados sean seguros, confiables y objetivos es necesario que el método utilizado para

su cuantificacion esté validado.

Es asi como la principal finalidad de la validacién es verificar, confirmar y asegurar que los
resultados obtenidos por el método evaluado, en este caso la determinacidn de plomo en sangre
por espectrofotometria de absorcion atémica con horno de grafito sean exactos y precisos. Los
resultados de los andlisis seran informacion indispensable para el médico al momento de emitir
un diagndstico diferencial en los casos en que se encuentren valores anormales de plomo, con la
garantia que los resultados obtenidos en el laboratorio sean veraces y asi administrar un

tratamiento adecuado al paciente intoxicado con plomo.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

5.1.1 Validar el método analitico para la determinacién de plomo en muestras de sangre por

medio de espectrofotometria de absorcién atémica con horno de grafito.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Evaluar las caracteristicas de desempefio: linealidad, exactitud, precisién, repetibilidad,
limite de deteccidn, limite de cuantificacién, especificidad y rango del método para la

determinacién de plomo en sangre por medio de absorcion atémica con horno de grafito.

5.2.2 Definir las condiciones éptimas del método y del equipo para lograr asegurar que los
resultados obtenidos sean los adecuados y que cumplan con los pardmetros de calidad

requeridos.



6. HIPOTESIS

El método para determinar plomo en sangre por espectrofotometria de absorcion atémica
con horno de grafito utilizado en el laboratorio del Departamento de Toxicologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
cumple con los parametros de desempefio: linealidad, exactitud, precisidon, repetibilidad,
limite de deteccidn, limite de cuantificacidn, especificidad y rango, para ser considerado

como un método analitico util, valido, seguro y confiable.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

7.1.1 UNIVERSO DE TRABAJO

Metodologias para la medicion de plomo en sangre por espectrofotometria de absorcidn

atdmica con horno de grafito.

7.1.2 MUESTRA

Muestras de sangre fortificadas con estandar de plomo en los niveles establecidos.

7.1.3 RECURSOS

7.1.3.1 RECURSOS HUMANOS

7.1.3.1.1 Investigador: Br. José Manuel Marroquin Quifionez.

7.1.3.1.2 Asesora: MSc. Carolina Guzman Quilo.

7.1.3.13 Revisora: MSc. Mayté Donis de Recinos.

7.1.3.2 RECURSOS INSTITUCIONALES

7.13.2.1 Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

(CEDOF) de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

7.1.3.2.2 Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia.

7.1.3.23 Laboratorio del Departamento de Toxicologia de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
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7.1.4 INSTRUMENTACION

7.1.4.1 Agitador eléctrico marca Fisher.

7.1.4.2 Balanza analitica Shimadzu AY 220.

7.1.4.3 Bano de ultrasonido.

7.1.4.4 Cabina de extraccion de gases.

7.1.4.5 Microcentrifugadora.

7.1.4.6 Espectrofotdmetro de absorcion atédmica AAnalyst 700 con horno de

grafito y Automuestreador AS-800 Perkin Elmer.

7.1.4.7 Lampara de Pb de cdtodo hueco (C-HCL) de Perkin-Elmer.

7.1.4.8 Refrigeradora Frigideir.

7.1.5 MATERIALES Y CRISTALERIA.

7.1.5.1Balones aforados de diferente capacidad.

7.1.5.2 Bulbo de hule para pipetas de Pasteur.

7.1.5.3 Embudos de plastico.

7.1.5.4 Espatula.

7.1.5.5 Gradilla.

7.1.5.6 Pipetas de émbolo Transferpette Brand con capacidad de 10-100 ul y de
100-1000 pl.

7.1.5.7 Papel filtro Whatman No. 1

7.1.5.8 Pipetas de vidrio.

11



7.1.5.9 Puntas para pipetas de émbolo.

7.1.5.10 Recipientes plasticos para disoluciones lavadoras.
7.1.5.11 Soporte para copas de andlisis

7.1.5.12 Tubos vacutainer con EDTA.

7.1.5.13 Microtubos de centrifuga de 1.5 ml con cierre hermético.
7.1.5.14 Tubos de grafito.

7.1.5.15 Tubos plasticos de aproximadamente 5 ml de capacidad con cierre

hermético.

7.1.5.16 Vasos de precipitado de diferentes capacidades.
7.1.6 REACTIVOS

7.1.6.1 Solucion Stock de Plomo de 1000 pg/mL, en HNOs (comercial).

7.1.6.2 Acido nitrico ultrapuro 65 % p/p.

7.1.6.3 Fosfato Monobasico de Amonio.

7.1.6.4 Acido Nitrico 1.6 M

7.1.6.5 Tritdn X-100 (octil-fenoxi-polietoxietanol).

7.1.6.6 Agua destilada tipo I: £ 1.0 MU cm™?

7.1.6.7 Gas Argdn 99.99 %.

7.1.6.8 Disolucion de lavado.

7.1.6.9 Disolucidn estandar de plomo 10 pg/mL.
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7.1.6.10 Disolucidén de trabajo: 2 pg/dL, 4 pg/dL, 8 pg/dL, 12 pg/dL, 16 pg/dL, 20

ug/dL, 26 pg/dL, 30 pg/dL, 36 pg/dL, 40 pug/dL.
7.1.7 Materiales de oficina
7.1.7.1 Computadora.
7.1.7.2 Impresora
7.1.7.3 Hojas de papel bond tamaiio carta
7.1.7.4 Software Win lab 32 AA Furnace-Automated Analysis Control
7.1.7.5 Software estadistico XLSTAT

7.1.7.6 Software estadistico IBM Statistics SPSS version 22.0

13



7.2 ASPECTOS METODOLOGICOS Y TECNICA ANALITICA

7.2.1 PREPARACION DE ESTANDARES

7.2.1.1 Disolucidn estandar de Plomo de 10 pg/mL: De la solucién stock de Plomo

de 1000 pg/mL medir 100 pl y transferirlo a un balén volumétrico de 10 ml el cual

debe contener 500 pl de 4cido nitrico ultrapuro al 5% v/v mezclar y aforar con agua

destilada tipo I.

7.2.1.2 Disoluciones estandares: Preparar los estandares de 2, 4, 8, 12, 16, 20, 26,

30, 36, 40 pg/dL en

correspondientes de:

Tabla 1. Preparacidn de estandares acuosos

Disolucién STD de ML HNO3 pl Agua* Concentracion de
plomo 5% las soluciones de

[10 pug/mL] ul trabajo

20 500 c.s.p. 10 ml 2 ug/dL

40 500 c.s.p. 10 ml 4 pg/dL

80 500 c.s.p. 10 ml 8 ug/dL

120 500 c.s.p. 10 ml 12 pg/dL

160 500 c.s.p. 10 ml 16 pg/dL

200 500 c.s.p. 10 ml 20 pg/dL

260 500 c.s.p. 10 ml 26 pg/dL

300 500 c.s.p. 10 ml 30 pg/dL

360 500 c.s.p. 10 ml 36 pg/dL

400 500 c.s.p. 10 ml 40 pg/dL

Fuente: Datos Experimentales

balones aforados de 10 ml, tomando las alicuotas

*Mezclar y aforar con agua destilada tipo |
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7.2.2 PREPARACION DE REACTIVOS

7.2.2.1 Modificador de matriz: Pesar 0.2 g de Fosfato monobasico de amonio y
transferirlo a un balén de 100 ml, agregar agua hasta disolucidn, afiadir 0.5 ml de
Tritédn X-100 cuidando que no se forme espuma, 0.2 ml de acido nitrico ultrapuro

mezclar, sonificar y aforar con agua destilada tipo |

7.2.2.2 Disolucion de Tritén X-100 (solucion de lavado): Transferir 200 ml de agua
destilada a un baldn de 2 L, adicionar 10 ml de Tritén X-100, disolver en bafio de
ultrasonido y llevar a volumen de 2000 ml con agua destilada tipo |, trasvasar a un

recipiente de plastico de boca ancha con tapdn de rosca.

7.2.1.3 Disolucién de Acido Nitrico 1.6 M: Medir 10.90 ml de acido nitrico
ultrapuro y transferirlos cuidadosamente a un balén volumétrico de 100 ml
conteniendo agua, mezclar dejar enfriar y llevar a volumen con agua destilada

tipo I.

7.2.3 PREPARACION DE ESTANDARES DE CALIBRACION Y DE LAS MUESTRAS

a. Estandares acuosos

° En tubos plasticos, identificados, agregar en el siguiente orden

Tabla 2. Preparacion del Blanco y del estandar de 40 pg/dL

Estandar de Agua Estandar Modificador de Acido nitrico
plomo (pg/dL) destilada | 40 pg/dL de plomo matriz 1.6 N
Blanco 200 pl ---- 800 ul 500 pl
Estandar 40 100 ! 100 i 800 500 pl
pg/dL de plomo

Fuente: Datos Experimentales
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Nota: Solo se prepara el estandar de 40 pg/dL y se programa el
Automuestreador del equipo para hacer las diluciones de 2, 4, 8,
12, 16, 20, 26, 30 y 36 pg/dL utilizando el mismo blanco para dichas
diluciones.

Todos los tubos se deben homogenizar durante 30 min en agitador
eléctrico, después de agregar el modificador de matriz.

Luego de agregar el acido nitrico 1.6 N, homogenizar por 15 min
mas en agitador eléctrico.

Trasvasar el contenido a las copas y colocar en el soporte rotatorio
del Automuestreador del Espectrofotometro de absorcidén atdmica
para la lectura correspondiente (ver condiciones del equipo en el
numeral 7.2.4 a).

Encender el Espectrofotdmetro de absorcion atdmica de acuerdo al
intervalo de temperaturas (ver condiciones del equipo en el

numeral 7.2.4 b).

b. Con adicion de estandar (muestra fortificada)

Previo a tomar la alicuota correspondiente, agitar manualmente el
tubo plastico que almacena la muestra, hasta conseguir que ésta
sea homogénea.

En tubos plasticos, identificados, agregar en el siguiente orden

como se indica en la tabla 3:
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Tabla 3. Preparacion de las muestras fortificadas

Sangre + EDTA | Estandar de Modificador | Acido Nitrico | Concentracién de
plomo de matriz 1.6 M las muestras
fortificadas
0[O V1 I 800 ul 500 ul BLANCO
100 pl 100 pl STD de 800 ul 500 ul 2 ug/dL
2 pg/dL
100 pl 100 pul STD de 800 ul 500 ul 4 pg/dL
4 pg/dL
100 pl 100 pl STD de 800 pl 500 pl 8 ug/dL
8 pg/d
100 pl 100 pl STD de 800 pl 500 pl 12 pg/dL
12 pg/dL
100 pl 100 pl STD de 800 ul 500 ul 16 pg/dL
16 pg/DI
100 pl 100 pl STD de 800 ul 500 ul 20 pg/dL
20 pg/dL
100 ul 100 pl STD de 800 ul 500 ul 26 pg/dL
26 pg/dL
100 ul 100 pl STD de 800 ul 500 ul 30 pg/dL
30 pg/dL
100 pl 100 pl STD de 800 pl 500 pl 36 pg/dL
36 pg/dL
100 pl 100 pl STD de 800 pl 500 pl 40 pg/dL
40 pg/dL

Fuente: Datos Experimentales
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e Todos los tubos se deben homogenizar durante 30 min en agitador
eléctrico, después de agregar el modificador de matriz.

e Luego de agregar el acido nitrico 1.6 M, homogenizar por 15 min
mas en agitador eléctrico.

e  Pasar el contenido de todos los tubos a microtubos de centrifuga
de 1.5 ml y centrifugar por 5 min.

e  Pasar todos los sobrenadantes a las copas de lectura identificadas
apropiadamente.

e  Colocar las copas en el soporte rotatorio del Automuestreador del
Espectrofotometro de absorcidon atdmica para la lectura
correspondiente (ver condiciones del equipo en el numeral 7.2.4 a).

e Leer blanco, estdndar y muestras fortificadas.

7.2.4 TECNICA ANALITICA:

a) CONDICIONES INSTRUMENTALES

Longitud de onda: 283.3 nm
Elemento: Pb

Rendija: 0.7 L

Corriente (mA): 10

Energia de la [dmpara de Pb: 48-50
Lectura: area de pico

Tiempo de integracion: 5 seg.

BOC: 2 seg.

Volumen de muestra: 20 uL
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b) PROGRAMA DE TEMPERATURAS

Tabla 4. Temperaturas optimizadas utilizadas en el horno de grafito para la

medicion de plomo.

ETAPAS TEMPERATURA °C T. RAMPA seg.

1 100 5
Secado 140 15
Mineralizacién 700 10
Atomizacion 1800
Limpieza 2600 1

* Nota: Temperatura de inyeccién: 110 °C

T. ESPERA seg.

20
15
20

Fuente: De acuerdo al método analitico

c) CALCULOS Y RESULTADOS

FLUJO ARGON

250
250
250
0
250

Automaticamente el equipo reporta la concentracion en pg/dL tanto para los

estandares de la recta de calibracién como para las muestras de sangre. Los

resultados para las muestras fortificadas se expresan obteniendo el porcentaje de

recuperacién. Antes de realizar un dictamen final, los resultados obtenidos

durante el analisis se comparan con los valores de referencia establecidos en la

siguiente tabla, reportando segun sea el caso.
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Tabla 5. Limites de concentracion de plomo en sangre segun distintas organizaciones

internacionales de la salud y el trabajo.

Paciente

No expuesto
Expuesto
Nifos

Mujeres en edad
fértil

7.2.5 CONTROL DE LA CALIDAD ANALITICA

OoMS
15-20 pg/dL

30-40 pg/dL
<15 pg/dL

<15 pg/dL

CDC
<10 pg/dL

<10 pg/dL

<10 pg/dL

Fuente: Datos Bibliograficos.

<40 pg/dL <30 pg/dL

Repetto
4-30 pg/dL

4-30 pg/dL

<10 pg/dL

El control de la calidad analitica permite verificar el procedimiento analitico, comparar

métodos y asegurar la transferibilidad de los resultados. El material empleado para el

control de la calidad analitica ha de ser de procedencia humana y la matriz similar a la de

los especimes, en este caso sangre. Asimismo, las concentraciones han de comprender

tanto las que estén dentro del intervalo de referencia como 3 concentraciones arribay 3

abajo del mismo intervalo.
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7.3 DISENO DE LA INVESTIGACION CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO

7.3.1 EXACTITUD:

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad de analito afladida a la muestra.

Para evaluar la exactitud se utilizaron las concentraciones de trabajo, se realizaron tres
determinaciones repetidas de cada concentracién.

Para estimar el % de recuperacion se calcula la media tedrica dependiendo de la cantidad
de estandar afiadida, se calculan los intervalos de confianza y se aplica la férmula

siguiente:

recuperacion|%) =100 x 1—
i

T . . . —
Donde I es la media de las concentraciones del estdndar afiadido vy

-

Hies la

concentracion teorica del estandar.

7.3.2 PRECISION

La precision del método se expresa en términos de repetibilidad. Es decir que los
factores de tiempo, analista, muestra, equipo y dia serdn bajo las mismas
condiciones. Asi el estudio de la precisién consistid en realizar 10 mediciones de la misma
muestra, misma concentracién, el mismo dia, con él mismo equipo y analista, se
expresd como la desviacidén estandar o la desviacidon estandar relativa (coeficiente de
variacion), para el analisis se utilizara el estandar de 30 pg/dL.

Ademas se calcularan los parametros de calidad para cada concentracion con el objetivo
de evaluar la precisidon del método analitico, los parametros de calidad son: la media,

desviacion estandar, CV% y sesgo.
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7.3.3 ESPECIFICIDAD:

Para verificar la ausencia de interferencias provocadas por la matriz se comprobara
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) que las pendientes de las rectas de regresion
lineal por el método de adiciones estandar sobre 10 muestras reales no son
estadisticamente diferentes de la obtenida con los patrones acuosos ese mismo dia. Si no
se observan diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes en ninguna
de las adiciones estdndar en relacién a la calibracién con patrones acuosos se concluye

que las interferencias quimicas son despreciables (Seijas, et al, 2009).

7.3.4: LIMITE DE DETECCION
Se determina a partir de la menor concentracién de plomo que puede detectarse pero no

necesariamente cuantificarse mediante la siguiente férmula:

30
Xip=—
LD S

Donde:
o = desviacion estandar de la respuesta del blanco
S = La pendiente de la curva de calibracién (Organismo Argentino de Acreditacién OAA,

2008).

7.3.5 LIMITE DE CUANTIFICACION:
Se calcula con la minima concentracidon de analito que puede ser determinado con
aceptable precisidon y exactitud, Su estimacion se realiza generalmente multiplicando por

10 la desviacién estandar del blanco aplicando la siguiente formula:

100

Xic=
LC S

Donde:
o = desviacion estandar de la respuesta del blanco

S = La pendiente de la curva de calibracién
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Criterio de precision de un coeficiente de variacion (CV) del 10% en el limite de

cuantificacion (Organismo Argentino de Acreditaciéon OAA., 2008).

7.3.6 LINEALIDAD:

Para su estimacion se analizardan 10 puntos de calibracién, correspondientes a las
concentraciones de 2, 4, 8, 12, 16, 20, 26, 30, 36, 40 ug/dL. Realizandose 3 lecturas para
cada concentracidn. Se elaborara una grafica de regresion lineal, se aplicara como limite
un coeficiente de correlacion r 2 0.995, ademas se evaluaran los residuales a través de un
grafico de dispersién y de un andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor. Para evaluar

la autocorrelacion de los datos se utilizara el estadistico de Durbin-Watson.

7.3.7 Rango:
Se determina a partir de la mayor a la menor concentracién de plomo que el equipo pudo
detectar, también conocido como intervalo de trabajo. Se determinara ademads el

intervalo lineal del método analitico.
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8. RESULTADOS

8.1 LINEALIDAD

Se realizd una curva de calibracion preparando estandares de plomo en solucién de acido nitrico
al 5% v/v a concentraciones de 2, 4, 8, 12, 16, 20, 26, 30, 36 y 40 pg/dL, trabajando cada uno por
triplicado (tabla 3).

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de regresién lineal (gréafica 1), obteniendo un
coeficiente de correlacién (R) de 0.998412 y un coeficiente de determinacién (R?) de 0.996826
(tabla 1), ademas se obtuvo un valor de p = 1.345886E-31 segun el andlisis de varianza (tabla 2).
De igual forma se realizd una grafica de residuales de la regresion lineal de la curva de calibracién
de estandares de plomo (grafica 2), donde se pudo determinar que los residuales tipificados
representados frente a la concentracién se distribuyen de forma aleatoria a un lado y otro de Ia
linea que representa la desviacion cero con respecto al dato esperado de la recta de regresion,
determinando que el error se distribuye simétricamente. La normalidad se evalud a través de un
Histograma y un Grafico de probabilidad normal (grafica 3 y 4). Lo homocedasticidad o igualdad
de varianzas se comprobo a través de una grafica de dispersion entre los prondsticos tipificados

y los residuos tipificados (grafica 5).

Tabla 1. Estadisticos de la regresidn lineal para la recta de calibracién con estandares acuosos

R 0.998412
R cuadrado 0.996826
R cuadrado ajustado 0.999999793
Error estandar de la estimacion 2.70639E-05
Durbin-Watson 2.096

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Anadlisis de datos en IBM Statistics SPSS 22.0
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Tabla 2. Analisis de varianza de la regresion lineal de la recta de calibracién y sus residuos.

Regresion 0.035379473 1 0.025393 48302473.91 1.345886E-31
Residuales 6.59211E-09 9 7.32457E-10
Total 0.03537948 10

* a0 = 0.05, SC = suma de cuadrados, g.L = grados de libertad, CM = cuadrado medio, F = F de Fisher.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics SPSS 22.0

Los resultados para la curva de calibracién son los siguientes.

Tabla 3. Valores obtenidos de la concentracion y absorbancia de los estandares acuosos
utilizados en la recta de calibracion.

Blanco 3 -0.983 0.0000
Std 2 3 1.966 0.0126
Std 4 3 3.985 0.0212
Std 8 3 7.498 0.0362

Std 12 3 12.461 0.0574

Std 16 3 16.541 0.0748

Std 20 3 20.738 0.0928

Std 26 3 26.628 0.1179

Std 30 3 30.697 0.1353

Std 36 3 36.191 0.1587

Std 40 3 38.276 0.1676

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.



Todos los casos contribuyen a la obtencion de la ecuacion de regresion lineal, pero no todos lo
hacen con la misma fuerza (Daniel, 2002), debido a esto los puntos de influencia son casos que
afectan de forma importante al valor de la ecuacién de regresion, la presencia de puntos de
influencia no tiene por qué constituir un problema en regresion, de hecho, lo normal es que en
un analisis de regresién no todos los casos tengan la misma importancia (desde el punto de vista
estadistico). Estos puntos de influencia fueron evaluados a través de los estadisticos de distancias

gue se observan en la tabla 4.

Tabla 4. Estadisticas de residuos, puntos de influencia (distancias) de la recta de calibracién con
estandares acuosos de plomo.

Valor pronosticado 0.000002 0.167626 0.0795 0.0594806 11
Valor pronosticado estandar -1.337 1.482 0 1 11
Error estdandar de valor 0 0 0 0 11
pronosticado

Valor predicho corregido 0.000002 0.167638 0.079501 0.0594823 11
Residuo -0.0000259 0.0000562 0 0.0000257 11
Residuo estandar -0.956 2.075 0 0.949 11
Residuo estudentizado -1.151 2.182 -0.019 1.034 11
Residuo eliminado -0.0000375 0.0000621 -0.0000011 0.0000307 11
Residuo estudentizado -1.175 2.999 0.065 1.23 11
suprimido

Distancia de Mahal. 0.006 2.195 0.909 0.764 11
Distancia de Cook 0.001 0.298 0.098 0.115 11
Valor de influencia centrado 0.001 0.22 0.091 0.076 11

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics SPSS 22.0
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Absorbancia

Grafica 1: Recta de calibracion con estandares acuosos
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
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Grafica 2: Gréfica de residuales tipificados de la recta de calibracidn con estandares acuosos.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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Grafica 3. Histograma de los residuos tipificados de la curva de calibracion con estandares acuosos de plomo.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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Grafica 4. Grafico de probabilidad normal de regresion residuo estandarizado para la recta de calibracion.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics

SPSS 22.0.
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Grafica 5. Diagrama de dispersion de prondsticos tipificados por residuos tipificados de la recta de calibracion con
estdndares acuosos de plomo.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0.
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Seguidamente se evaluaron muestras bioldgicas fortificadas con distintas concentraciones de
plomo, tomando en cuenta los valores normales de plomo en sangre 4 — 30 ug/dL (Repetto, 2013)
para adultos expuestos y < a 10 pug/dL para nifios, realizando tres niveles por debajo y dos niveles
por arriba de lo normal con 3 réplicas de cada concentracion (tabla 5). Los resultados de las
muestras fortificadas fueron corregidos previamente por la recta de calibracidn con acuosos.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de regresién lineal (grafica 6) obteniendo un
coeficiente de correlacién R = 0.9999, una pendiente (m) = 0.00427 y un intercepto (B) de
0.00414, con un valor de p =5.15011E-25 segun el analisis de varianza de un solo factor (tabla 6).
La incidencia de los puntos de influencia sobre la ecuacidon de regresioén lineal de las muestras
fortificadas se evallo a través de las distancias de Mahalanobis, Cook y valores de influencia
(tabla 7). También se muestra un andlisis grafico de los residuales (grafica 7), observandose una
distribucién normal de los mismos, a parte de la util inspeccidén visual de los gréaficos de
residuales, hemos aplicado el estadistico de Durbin-Watson que examina los residuos para
determinar si hay alguna correlacién significativa basada en el orden en que se han introducido

los datos (tabla 8).

Tabla 5. Valores medios de la concentracion y absorbancia de las muestras fortificadas
corregidas por la recta de calibracion con estandares acuosos.

Muestra X X

(sangre + Std de Pb) Concentracion ug% Absorbancia

Blanco 0.074 0.0045
Sangre + Std 2 pg% 2.167 0.0133
Sangre + Std 4 ug% 4481 0.0233
Sangre + Std 8 ug% 8.169 0.0393
Sangre + Std 12 ug% 13.147 0.0603
Sangre + Std 16 ug% 17.513 0.0787
Sangre + Std 20 ug% 20.807 0.0930
Sangre + Std 26 ug% 27.843 0.1233
Sangre + Std 30 ug% 30.407 0.1340
Sangre + Std 36 pg% 37.827 0.1657
Sangre + Std 40 ug% 41.140 0.1800

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.
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Tabla 6. Analisis de varianza de la regresion lineal de las muestras fortificadas con plomo y
sus residuos

Origen de las sC g.L M F Probabilidad*
Variaciones
Regresion 0.037600553 1 0.037600553 1663876 5.15011E-25
Residuales 2.03384E-07 9 2.25982E-08
Total 0.037600756 10

* a=0.05 SC=suma de cuadrados, g.L = grados de libertad, CM = cuadrado medio, F = F de Fisher.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics SPSS 22.0

Tabla 7. Puntos de influencia (distancias) de las muestras de sangre fortificadas con estandares

acuosos de plomo.

Minimo Madximo Media SD N
Valor pronosticado 0.00446 0.17994 0.083209 0.061311 1
Valor pronosticado -1.284 1.578 0 1 11
estdandar
Error estandar de valor 0 0 0 0 11
pronosticado
Valor predicho corregido 0.004446 0.179909 0.083207 0.0613099 11
Residuo -0.0002787  0.0002493 0 0.0001409 11
Residuo estandar -1.876 1.679 0 0.949 11
Residuo estudentizado -1.968 1.813 0.006 1.021 11
Residuo eliminado -0.0003067 0.0002909 0.0000018 0.0001637 11
Residuo estudentizado -2.459 2.145 -0.001 1.182 11
suprimido
Distancia de Mahal. 0.005 2.489 0.909 0.815 11
Distancia de Cook 0 0.274 0.078 0.09 11
Valor de influencia 0 0.249 0.091 0.082 11
centrado

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics SPSS 22.0
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Tabla 8. Prueba de Durbin-Watson

Estandar de Plomo Absorbancia Residuales
( pg/dL)
0.074 0.0045 3.90211E-05
2.167 0.0133 -0.000103661
4.481 0.0233 9.39938E-06
8.169 0.0393 0.000251822
13.147 0.0603 -1.749E-05
17.513 0.0787 -0.000271933
20.807 0.0930 -4.60814E-05
27.843 0.1233 0.000191468
30.407 0.1340 -6.36372E-05
37.827 0.1657 -6.67897E-05
41.140 0.1800 7.78809E-05
DW* 1.989
valor-p 0.679
Alfa 0.05

* DW = Estadistico de Durbin-Watson.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos en xIstat.

La normalidad de los datos para la curva de regresion lineal de las muestras contaminadas se
evalué a través de un Histograma y un Grafico de probabilidad normal (grafica 8 y 9). La
homocedasticidad o igualdad de varianzas se comprobd a través de una grafica de dispersion

entre los prondsticos tipificados y los residuos tipificados (grafica 10).
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
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Grafica 7. Dispersion de los residuales tipificados de las muestras de sangre fortificadas
vrs. las concentraciones de plomo.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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Gréfica 3. Histograma de los residuos tipificados de la recta de muestras de
sangre fortificadas con estandares acuosos de plomo.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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Grafica 4. Grafico de probabilidad normal de regresidn residuo estandarizado para muestras de sangre
fortificadas con estandares de plomo.
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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Grafica 10. Diagrama de dispersion de prondsticos tipificados por residuos tipificados para la regresion lineal de
muestras de sangre fortificadas con estandares de plomo
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Analisis de datos en IBM Statistics
SPSS 22.0
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8.2 EXACTITUD Y PRECISION

Para evaluar la exactitud del método se calculd el % de recuperacién de cada repeticidn
obteniéndose un rango de 100.18% a 103.51% (tabla 9), con una media para todos los niveles de
concentraciones de 100.83%.

Se obtuvieron desviaciones estandar de 0.04 a 4.36 y coeficientes de variaciéon en un rango de
0.04% a 4.21%. También se pudo determinar la exactitud del método en términos de veracidad
a través del sesgo absoluto en un rango de 0.17 % para la concentracién de 40 pg/dL y de 3.55%
para la concentracion de 2 pg/dL.

Utilizando un analisis t-student se obtuvieron los intervalos de confianza al 95% (inferior y
superior) para cada uno de los porcentajes de recuperacion obtenidos segun los distintos niveles
de concentracion (tabla 10)

Se aplicé ademds un andlisis de varianza a fin de comprobar que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre el porcentaje de recuperacién de plomo a distintas
concentraciones y su variacion entre grupos, encontrandose un valor de p = 0.66645 (tabla 10y

11).
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Tabla 9: Parametros de calidad para la exactitud y precision segin el método analitico propuesto.

STD STD STD STD STD STD STD STD STD STD
# Replicas  [2ug%]  [4 ug%] [8ug%] [12pg%] [16ug%] [20ug%]  [26 ug%]  [30pug%]  [36 ug%]  [40 pg%]

1 2.250 4.392 8.032 13.11 17.75 20.41 27.99 30.36 38.19 41.13

2 2.182 4.708 8.409 13.28 17.40 20.99 27.70 30.39 37.69 41.14

3 2.070 4.343 8.067 13.05 17.39 21.02 27.84 30.47 37.60 41.16

[X] 2.167 4.481 8.169 13.147 17.513 20.807 27.843 30.407 37.827 41.140
Valor diana 2.09 4.41 8.09 13.07 17.44 20.73 27.77 30.33 37.75 41.07

SD 0.0909 0.1981 0.2083 0.1193 0.2050 0.3438 0.1450 0.0569 0.3178 0.0153
CV% 4.19 4.42 2.55 0.91 1.17 1.65 0.52 0.19 0.84 0.04

SESGO 3.55% 1.58% 0.96% 0.58% 0.42% 0.37% 0.26% 0.25% 0.20% 0.17%

Recuperacion 103.51%  101.61% 100.97%  100.56% 100.42% 100.35% 100.26% 100.24% 100.19% 100.18%
(%)* SD: 4.36 SD: 4.49 SD:2.57 SD:0.91 SD: 1.18 SD: 1.69 SD: 0.52 SD: 0.19 SD: 0.85 SD:0.04
CV:4.21% CV:4.42% CV:2.55% CV:0.90% CV:1.17% Cv:1.68% CV:0.52% CV:0.20% CV:0.84% CV:0.04%

* Nota: El porcentaje de recuperacion para concentraciones de analito de 100 ppb-1ppm es de 80-110% segun la AOAC Internacional (Asociaciéon de Quimicos
Analiticos Oficiales). SD = Desviacion estandar. CV% = Coeficiente de variacion

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
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Tabla 10. Porcentajes de recuperacion segun los distintos niveles de concentracion de plomo

2 4 8 12 16 20 26 30 36 40
Réplica pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL  pg/dL

1 107.67 99.59 99.28 100.31  100.41 98.45 100.90 100.09 101.17 100.15

2 104.40 106.76  103.94 101.61 99.77 101.25 99.86 100.19 99.84 100.17

3 99.04 98.48 99.72 99.85 99.71 101.39 100.36  100.46 99.60 100.22

IC95% 103.51 101.61 100.97 100.56 100.42 100.35 100.26 100.24 100.19 100.18
+8.01 +8.25 +4.72 +1.67 +2.17 +3.10 +0.96 +0.35 +1.56 +0.073

* Nota: Los resultados se expresan en %

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.

Tabla 11. Analisis de varianza para contrastar el porcentaje de recuperacién a diferentes niveles
de concentracion.

Origen de las sc g.L M F Probabilidad F crit
variaciones
Entre grupos 0.003383 9 0.000376  0.743444 0.66645 2.392814
Dentro de los grupos 0.010112 20 0.000506
Total 0.013495 29

*a=0.05 SC-=suma de cuadrados, g.L = grados de libertad, CM = cuadrado medio, F = F de Fisher.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos por IBM Statistics SPSS 22.0

Para evaluar el perfil de precisidon se determinaron los pardmetros de calidad como la desviacién
estandar en un rango de 0.015 a 0.34 y para el coeficiente de variacion un rango de 0.04% a
4.19%, tomando en cuenta para ambos casos todas las concentraciones (tabla 9), sin embargo
también se determiné la repetibilidad del método realizando 10 repeticiones del estandar de 30
ug/dL, se obtuvo un valor medio de 30.4 pg/dL, con una desviacion estandar de 0.2352 y un CV
de 0.77% (tabla 12).
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Tabla 12: Evaluacidn de la repetibilidad del método analitico para el STD [30 pg/dL]

Repeticion Concentracion Absorbancia
(Mx + STD 30 ug/dL)
1 30.36 0.134
2 30.39 0.134
3 30.47 0.134
4 30.26 0.133
5 30.89 0.136
6 30.23 0.133
7 30.28 0.134
8 30.56 0.135
9 30.13 0.133
10 30.08 0.133
X 30.365 pg/dL 0.1339
SD 0.2352 0.0009944
cv 0.77% 0.74%

* 5D = Desviacién estandar. CV% = Coeficiente de variacion

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia.

8.3 LIMITE DE DETECCION DEL METODO (LD)

Dada la gran dificultad de disponer de una sangre libre de plomo se procedid a estimar el limite
de deteccidn con un blanco de calibracién, para calcularlo se toman no menos de 10 réplicas del
blanco de calibracion, los resultados obtenidos se observan en la tabla 13. Asi el LD que se obtuvo
luego de analizar los datos es de 0.657 pg/dL (tabla 14). Las muestras por debajo del LD se
corrigen asignando un valor igual al LD dividido la V2 (Departamento de salud ambiental y

servicios humanos de Atlanta, 2003).

8.4 LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO (LC)
El LC es estrictamente la menor concentracion del analito que puede ser determinada con un
aceptable nivel de repetibilidad y exactitud. El limite de cuantificacidn que se obtuvo para este

modelo fue de 1.990 pg/dL (tabla 14).
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Tabla 13: Valores de las absorbancias de 10 réplicas de un blanco de calibracion para las
muestras de sangre fortificadas

Absorbancia del Blanco
0.005
0.003
0.005
0.005
0.006
0.004
0.004
0.004
0.004
0.005

X = 0.0045
SD = 0.00085

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia.

Tabla 14: Limite de deteccion y Limite de cuantificacion para la determinacion de Pb en sangre
por GFAA.

LD 0.657 pg/dL

LC 1.990 pg/dL

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia.

8.5 ESPECIFICIDAD

Los resultados de la mezcla de 3 sangres se muestran en la tabla 16. En los datos obtenidos no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes en ninguna de las tres
adiciones estandar en relacién a la calibracidon con acuosos ese mismo dia, por lo que parece no
existir efecto matriz en el método. Para el analisis se utilizd el estadistico F de Fisher y una

probabilidad p =0.999 (tabla 16).
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Tabla 15: Absorbancia de la muestra y de los estandares acuosos con sus correspondientes adiciones

Blanco 0 pg/dL 0.005 0.003 0.005 0.0000
1 2 ug/dL 0.014 0.014 0.013 0.0126
2 4 pg/dL 0.023 0.024 0.023 0.0212
3 8 pg/dL 0.039 0.040 0.039 0.0362
4 12 pg/dL 0.060 0.061 0.060 0.0574
5 16 pg/dL 0.080 0.078 0.078 0.0748
6 20 pg/dL 0.091 0.094 0.094 0.0928
7 26 pg/dL 0.124 0.123 0.123 0.1179
8 30 pg/dL 0.134 0.134 0.133 0.1353
9 36 pg/dL 0.167 0.165 0.165 0.1587
10 40 pg/dL 0.191 0.191 0.180 0.1676

pendiente 0.00438 0.00443 0.00426 0.00427

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.



Tabla No. 16: Andlisis de varianza de un factor para las absorbancias de las rectas de regresion
lineal de las muestras de sangre fortificadas y las absorbancias de la recta de regresion lineal
de los estandares acuosos.

Entre grupos 0.000171 3 5.07E-05 0.014951845 0.997463228 2.838745398
Dentro de los 0.152464 40 0.003812

grupos

Total 0.152635 43

*a=0.05 SC-=suma de cuadrados, g.L = grados de libertad, CM = cuadrado medio, F = F de Fisher.

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia. Analisis de datos por IBM Statistics SPSS 22.0

8.6 RANGO DEL METODO

EL rango o intervalo de trabajo se determind a partir de la concentracién de plomo mas pequeia
2 pg/dL a la concentracion mas grande 40 pg/dL. Sin embargo para ser mas especificos el
intervalo de trabajo es el intervalo de concentraciones de analito en el que puede obtenerse una
exactitud, precisién y linealidad adecuadas al objetivo del método, es decir desde el limite de

cuantificacidn hasta el limite de linealidad, como se observa a continuacion.

Tabla 17. Intervalo de trabajo segun el Método analitico propuesto

Intervalo de 1.99 ug/dL-40 ug/dL
Trabajo

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmaci
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9. DISCUSION

La validacion del método analitico para la determinacion de plomo en sangre por
espectrofotometria de absorcidon atédmica con horno de grafito es de importancia significativa,
debido a las aplicaciones y fundamentos que pueden desarrollarse en el area de la Toxicologia
ambiental, Toxicologia clinica, Toxicologia analitica y Toxicologia Forense, pues a través de este
estudio se proporcionan resultados basados en evidencia cientifica comprobable.

Beneficiando de esta manera tanto al Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia como a los individuos que directa o indirectamente necesitan una respuesta

fiable y segura del andlisis de plomo en sangre.

Ahora bien, se sabe que todas las operaciones de un procedimiento de medida suponen
introducir errores aleatorios y puede que también sistemdaticos. Por tanto sdlo la utilizacién de
un método validado permite al analista garantizar una respuesta fiable al problema analitico

planteado, en este caso la determinacién de plomo presente en muestras de sangre.

En este caso el Laboratorio de Toxicologia desarrollé el método para la determinacién de plomo
en sangre por lo cual se justifica su validacidén. Dicha validacion garantizara la calidad de la
informacidén analitica, la trazabilidad de las medidas y la comparabilidad de los resultados, con

otros laboratorios de analisis.

Validar un método analitico en términos de calidad es establecer la evidencia documental de que
un método conducird a la obtencidon de resultados aceptables dentro de las especificaciones de
calidad previamente establecidas.

Para llevar a cabo la validacion de este método, se evaluaron parametros de calidad como
linealidad, exactitud, precision, repetibilidad y se establecieron el limite de deteccion, el limite de
cuantificacion y el rango de trabajo del modelo analitico, a fin de cumplir con los objetivos y la

finalidad de esta investigacion.
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Sin embargo antes de evaluar cada uno de los parametros de calidad establecidos, es importante
mencionar brevemente el fundamento de la técnica instrumental utilizada en la validacion del

modelo analitico (ver anexos).

Para evaluar la linealidad, se prepard una curva de calibracién con estandares acuosos de plomo
a distintos niveles de concentracion desde 2 pg/dL a 40 ug/dL, cubriendo de esta manera el
intervalo de concentraciones a evaluar posteriormente en muestras de sangre fortificadas. Sin
embargo antes de utilizar niveles de concentracién dentro del rango de trabajo requerido por el
método propuesto, se evalud la linealidad con un rango de concentraciones mas amplio desde 2
ug/dL hasta 100 pg/dL, con la finalidad de comprobar hasta que concentracion la determinacion
de plomo en sangre por GFAAS (Espectrofotometria de absorcion atémica con horno de grafito)
es lineal, en este caso se observo linealidad hasta 100 pg/dL. No es necesario utilizar un rango
tan amplié de concentraciones durante el analisis rutinario para evaluar la linealidad del modelo
de regresion, debido a que el plomo es un metal toxico que a niveles incluso inferiores a los 10
ug/dL ya es posible observar dafios en la salud, por lo que internacionalmente se habla hoy de
niveles de plomo en sangre normales menores que 15-20 pg/dL en la poblacidon no expuesta
(WHO, 1996 ; Ewers, Krause, Schulz, and Wilhelm, 1999), otros como la CDC indica valores < a 10
ug/dL; y de hasta 30-40 pg/dL como limite de tolerancia biolégica recomendado para el control
de personas expuestas ocupacionalmente (WHO, 1995-1996; ACGH, 2001). Por lo cual se justifica
que en la validacién del método analitico propuesto se utilicen concentraciones de 2 a 40 pg/dL.
Ciertos autores indican que aun este rango es demasiado generoso dada la capacidad de la

técnicas espectroscépicas modernas (Palmer, et al, 2006)

El andlisis de regresion lineal se utilizd para explorar y cuantificar la relacidén entre la absorbancia
y la concentracién desarrollando una ecuacion lineal con fines predictivos.

Asi la ecuacién y = 0.0043x + 0.0042 es la mejor recta de regresidon que expresa la minima
distancia vertical que existe en la suma de los cuadrados de las distancias verticales entre cada
punto y la recta correspondiente a los estandares acuosos de plomo utilizados en la recta de

calibracidn.
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En la grafica 1 se puede observar con claridad como los puntos evaluados se ajustan
perfectamente sobre la recta, sin embargo un analisis grafico no explica del todo la relacidn real
entre la absorbancia y la concentracidn de plomo, por lo cual es necesario hacer un analisis
estadistico mas profundo.

La tabla 1 presenta los estadisticos del modelo de regresion de la recta de calibrado, al analizar
el coeficiente de correlacién (R) de 0.99842, nos podemos dar cuenta que su cercania a +1 indica
una perfecta relacion positiva (creciente) entre la sefal y la concentracion de plomo. El
coeficiente de determinacidn (R?) se utiliza para medir la bondad de ajuste lineal, ademds mide
la proporcién de variabilidad total de la variable dependiente respecto a su medida que es
explicada por el modelo de regresidn. El coeficiente de determinacién (R?) obtenido fue de
0.996826, este valor en porcentaje expresa que el 99.7% de la variacidon de la absorbancia
(variable dependiente) esta explicada por la concentraciéon de plomo. Fabrino, et al (2010)
determind un coeficiente de determinacién de 0.995.

También fue atil realizar un analisis de varianza (ANOVA) como se observa en la tabla 2, dicha
tabla informa sobre si existe o no relacion significativa entre las variables.

El estadistico F permite evaluar la hipétesis nula (Ho) que expresa que el valor poblacional de la
pendiente (B1) de la recta de regresiéon vale cero [Ho: B1 = 0]. Por tanto es improbable que B,
para este caso, tome el valor de 0 debido a que p < 0.05. Dadas estas circunstancias se rechazé
la hipodtesis nula, lo cual implica que el coeficiente de regresién (B1) es distinto de cero,
permitiendo concluir que entre absorbancia y concentracion existe relacidon lineal

estadisticamente significativa.

Como parte del analisis grafico de la regresiéon lineal, se construyé un grafico de residuales
(grafica 2), observando que la calibracién es lineal ya que los residuales representados frente a
la concentracién se distribuyen de forma aleatoria a un lado y otro de la linea que representa la
desviacion cero con respecto al dato esperado de la recta de regresidn, ningun residuo tipificado
se aleja de cero mas de 3 desviaciones estandar, en otras palabas el 99.9% de ellos se encuentra

en el rango [-3, +3].
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En la tabla 4 se muestra un analisis estadistico de los residuales de la regresién lineal con
estandares de plomo, es facil identificar que ningun valor se aleja a + 3 desviaciones estandar.

Los residuos tipificados indican un valor minimo de -0.956 y un valor maximo de 2.075.

Existen otros supuestos del modelo estadistico que se refieren a una serie de condiciones que
deben darse para garantizar la validez del modelo de regresidn lineal. Es importante mencionar
gue el verdadero interés de los residuos hay que buscarlo en el hecho de que el analisis de los
mismos nos proporciona informacidn crucial sobre el cumplimiento de varios supuestos del
modelo de regresion lineal. Por tanto se determind la independencia, la normalidad y la

homocedasticidad de los datos obtenidos.

Para evaluar la independencia de los datos es necesario hacer uso del estadistico de Durbin-
Watson, dicho valor se puede observar en la tabla 1, su interpretacion indica la autocorrelacion
de los residuos cuando se trabaja con series temporales. Ademas proporciona informacién sobre
el grado de independencia existente entre ellos. El resultado de este estadistico ha sido de 2.096;
como este valor se halla entre 1.5-2.5, se pudo determinar independencia entre los residuos, por
lo que no se puede descartar estadisticamente la linealidad del modelo.

Trasobares (2010) en su trabajo de tesis encontrd un valor para el estadistico de Durbin-Watson
de 1.86 y una probabilidad de p = 0.179. Un valor de Durbin-Watson aproximado a 2 indica que
se cumple correctamente el principio de que los términos de los residuos NO estan
correlacionados entre si (Pedroza y Dicovskyi, 2006), como sucedié durante la validacion del

método analitico propuesto.

Al momento de evaluar el supuesto de normalidad se utilizd un histograma y un grafico de
probabilidad de normalidad de los residuos tipificados (grafica 3 y 4), estos diagramas informan
sobre el grado en el que los residuos tipificados se aproximan a una distribucién normal.

En el histograma de los residuos tipificados se observa una curva normal superpuesta, la curva

se construyo tomando una media de 0 y una desviacion tipica de 1, es decir, la misma media y la

50



misma desviacion tipica que los residuos tipificados. Observando como la frecuencia acumulada
se encuentra por debajo de la campana de distribucion normal ademads existe simetria dentro de
la curva. La distribucion de los residuos, por tanto, parece seguir el modelo de probabilidad
normal.

El grafico de probabilidad de normalidad permite obtener un diagrama de probabilidad normal,
cuando los residuos se distribuyen normalmente la nube de puntos se encuentra alineada sobre
la diagonal del gréfico, dicha alineacién puede ser observada en la gréfica 4, aunque pueden
detectarse ciertos puntos que no estan del todo alineados sobre la diagonal, sin embargo no son
estadisticamente significativos para rechazar el supuesto de normalidad del modelo de regresiéon

lineal.

Para evaluar el supuesto de homocedasticidad se utilizdé un grafico de dispersion en el cual se
evallan los pronésticos tipificados y los residuos tipificados como se observa en la gréfica 5. El
supuesto de homocedasticidad o igualdad de varianzas implica que la variacién de los residuos
debe ser uniforme en todo el rango de valores pronosticados, situacion que se observa
perfectamente en el grafico. O, lo que es lo mismo, que el tamano de los residuos sea
independiente del tamafio de los prondsticos, asi se observa que el rango de los prondsticos es
de [-1, 3.0] mientras que para los residuos el rango es de [-1.5, 1.5], de donde se puede afirmar
qgue el diagrama de dispersién no muestra ninguna pauta de asociacion entre los prondsticos y
los residuos, ambos parecen ser independientes.

De esta forma queda demostrada la validez del modelo de regresion lineal. Los resultados
estadisticos indican que se cumplen los supuestos de linealidad demostrando que no existen
diferencias significativas en la recta de calibrado acuoso, por lo tanto, las determinaciones de

muestras bioldgicas se pueden realizar a través de dicha recta.

Para las determinaciones en sangre se realizaron lecturas tomando en cuenta los valores

normales de plomo para personas expuestas y no expuestas. Evaluando concentraciones dentro

de este rango se construyd una recta de regresion lineal para muestras biolégicas contaminadas
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con estandares de plomo, cabe mencionar que los valores que se observan en la tabla 5 fueron

corregidos por la recta de calibracion previamente evaluada.

En la grafica 6 se muestra como los puntos evaluados se distribuyen sobre la recta de regresion
lineal, ademas se obtuvo un R = 0.999 y un R? = 0.9998. La interpretacién de estos valores
demuestra correlacion positiva perfecta, ademas a través del valor de R? obtenido se indica que
el 99.9% de la variabilidad de la “absorbancia”, se debe o se explica por la influencia de la variable
“concentracién de plomo”.

También se realizé una prueba de hipétesis utilizando el estadistico F, los resultados se observan
en la tabla 6. Se establecid la hipdtesis nula indicando que la pendiente de la recta de regresion
lineal para muestras de sangre fortificada es igual a cero [Ho: B1 = 0]. Debidoaquep<a(p=
0.0000°) se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa [Ha: B1 # 0]. Afirmando
gue no existe diferencia entre la regresion y sus residuos. Por tanto se acepta que el efecto de
regresion de la variable independiente “concentracion de plomo” es significativo sobre la variable

dependiente “absorbancia”.

La grafica 7 muestra el diagrama de dispersién de residuos tipificados frente a las
concentraciones de plomo, se observa que los puntos se distribuyen aleatoriamente a un lado y
otro de la desviacion cero, confirmando que la recta de regresién para muestras biolégicas es
lineal. De igual forma que en la recta de calibracién de estandares acuosos de plomo, se evalud

la independencia, normalidad y homocedasticidad.

La hipdtesis nula para evaluar la independencia de los residuos se evalud de la siguiente manera
[Ho: p = 0] indicando que los residuos no son autocorrelacionados.

El estadistico de Durbin-Watson (DW) encontrado fue de 1.989 (tabla 8) del cual se deduce que
los residuos son independientes. Debido a que p > 0.05 no se puede rechazar la hipdtesis nula,
utilizando la tabla de significancia de Durbin-Watson donde n =10y k = 1 se pudo determinar un
di=0.879 y un dy = 1.320, puesto que el estadistico DW > du no se puede rechazar la hipdtesis

nula. Concluyendo que los residuos no presentan autocorrelacion de primer orden, sino mas bien
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los residuos son independientes entre si, por lo cual no se puede descartar la linealidad del

método analitico propuesto.

La normalidad de los residuos se evalud a través de un histograma y de un grafico de probabilidad
de normalidad (grafica 8 y 9). En el histograma se puede observar una distribucién normal de los
residuos, es decir que para cada valor de la concentracidn de plomo, los residuos se distribuyen
normalmente con media cero, ademads se puede observar simetria para ambas colas de la
campana.

El grafico de probabilidad normal de los residuos para muestras de sangre fortificadas indica que
los residuos se distribuyen normalmente, ya que los puntos se encuentran alineados sobre la

diagonal del grafico.

Al momento de evaluar el supuesto de homocedasticidad de las muestras bioldgicas se pudo
observar que el tamaio de los residuos es independiente del tamafo de los prondsticos, la
inspeccidn visual de la grafica 9 demuestra que la dispersidn de los puntos no muestra ninguna
pauta de asociacién entre los prondsticos y los residuos. Por lo cual se asume que la varianza de

los residuos es constante.

Por ultimo se evaluaron los puntos de influencia del modelo lineal para las muestras de sangre
fortificadas con estandares de plomo. Todos los puntos evaluados contribuyen a la obtencién de
la ecuacidn de regresion, pero no todos lo hacen con la misma fuerza. Los puntos de influencia
son casos que afectan de forma importante al valor de la ecuacién de regresidon aun asi la
presencia de estos puntos no tiene por qué constituir un problema en regresién: de hecho, lo
normal es que en un andlisis de regresién no todos los casos tengan la misma importancia, claro

desde el punto de vista estadistico.

La tabla 7 muestra las “distancias” del modelo de regresién lineal, la distancia de Mahalanobis
mide el grado de distanciamiento de cada caso respecto de los promedios del conjunto de la

variable independiente, en este caso, la concentracién de plomo. Los valores obtenidos para
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dicha distancia fueron, un valor minimo de 0.005 y maximo de 2.489, con un valor medio de
0.909.

También se determind la distancia de Cook la cual mide el cambio que se produce en las
estimaciones de los coeficientes de regresidn al ir eliminando cada caso de la ecuacion de
regresion. El rango obtenido para la distancia de Cook fue de 0 —0.274, con una media de 0.078,
por lo general una distancia de Cook superior a 1 debe ser revisado.

En cuanto al andlisis de valores de influencia se observa un valor minimo igual a 0 y un valor
maximo de 0.249 con un valor medio de 0.090. Para su interpretacién se sabe que valores
menores que 0.2 se consideran poco problematicos; los valores comprendidos entre 0.2 y 0.5 se
consideran arriesgados. No se observaron valores mayores que 0.5 los cuales deberian evitarse.
Luego del andlisis de los puntos de influencia sobre la recta de regresion lineal para muestras de
sangre fortificadas con estdndares de plomo, podemos afirmar que estos no se alejan de los

valores establecidos estadisticamente como aceptables.

Por tanto luego de analizar los resultados, se considera que la linealidad es adecuada para el
método analitico validado, ya que tanto la recta de calibracién en donde se evaluaron
concentraciones de 2 a 40 pg/dL, como las determinaciones en muestras de sangre cumplen con
los requisitos necesarios para alcanzar una adecuada linealidad. Santiago (2007) determind la
presencia de plomo en biomarcadores afirmando que no existen diferencias significativas, por

tanto la determinacién se pudo realizar a través de la recta de calibrado.

La exactitud se determind a partir del porcentaje de recuperacién obtenido en cada muestra de
sangre contaminada con plomo. Los resultados obtenidos para cada nivel de concentracién se
muestran en la tabla 9.

Se puede observar un valor minimo de 100. 18%, que corresponde a la concentracion de 40 pg/dL
y un maximo de 103.51%, que corresponde a la concentracion de 2 pg/dL. Al comparar estos
valores con otros estudios se encontrd que Santiago (2007) evalué el porcentaje de recuperacion
utilizando para el analisis materiales de referencia certificados, los porcentajes obtenidos fueron

86.5%, 100.96% y 103.06 %, valores similares a los determinados en esta investigacién.
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Trasobares (2010) en su investigacion de plomo en sangre utilizando la misma técnica
instrumental, encontrd un valor medio de recuperacién de 101%. Para la validacién del método

analitico propuesto este valor fue de 100.83%.

También fue posible evaluar la exactitud del método a partir de la medicién del sesgo, reportando
en términos absolutos, se encontraron sesgos con valores desde 0.17% a 3.55% dichos valores
no sobrepasan el 5% del error establecido para un nivel de confianza del 95%, como lo propone
el método analitico a validar.

Con el objetivo de evaluar la variabilidad de cada una de las lecturas del porcentaje de
recuperacién (tabla 10) se realizé una prueba de hipdtesis a través de un analisis de varianza
(tabla 11) utilizando el estadistico F para rechazar o aceptar la hipdtesis.

Se establecieron la hipdtesis nula [Ho: [ % recuperacisn = 100%] 'y la alternativa [Ha: W % recuperacion #
100%], se determind que el valor p observado = 0.66645, es mayor que a, por tanto no se rechaza
la hipétesis nula, lo cual indica que el valor medio del % de recuperacidn es igual al 100%, es decir
gue no existe diferencia estadisticamente significativa entre los porcentajes de recuperacién
obtenidos durante la validacién del método. El porcentaje de recuperacion para concentraciones
de analito de 0.1 ppm-1ppm es de 80-110% segun la AOAC.

En la tabla 10 se resumen los intervalos de confianza al 95% para cada uno de los distintos niveles

de concentracion evaluados.

En cuanto a la precision de los datos analiticos, el objetivo consistié en evaluar el grado de
concordancia mutua entre los datos que se han obtenido de una misma forma, la precisién indica
la medida del error aleatorio, o indeterminado del analisis. Los parametros de calidad para la
precision evaluados fueron la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV%), estos
términos se describen en la tabla 9.

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites permitidos para la interpretacion
del coeficiente de variacion (< 5%) segun (Daniel, 2002) sin embargo otros autores mencionan
que una precisién aceptable puede tener valores hasta del 8% (DANE, 2008). El valor minimo fue

de 0.04% y el maximo de 4.19%. En otros estudios se determinaron valores del 8% como minimo
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aplicando correccion de fondo Zeeman con modulacidon de alta frecuencia polarizada (lvanenko,
Solovgev, Ivanenko y Ganeev, 2012). Santiago (2007), determino un CV% = 8% utilizando ETASS
en digeridos de mejillén. Trasobares (2010) encontrd valores desde 0.3 a 3.6% para muestras de

sangre.

Existe otro parametro por el cual se puede expresar la precision del método, para este caso se
evalud la repetibilidad, siendo esta una medida de la precisién obtenida bajo las mismas
condiciones de operacién en un intervalo corto de tiempo, por lo que se realizaron las mediciones
en el mismo dia, por un mismo analista, en la misma muestra homogénea y en el mismo equipo
obteniéndose los resultados observados en la tabla 13, para el estandar de 30 pg/dL, con una
media de 30.37 pg/dL, una desviacion estandar de 0.2352 y un coeficiente de variacién de 0.77%.
Otros estudios evaluaron la repetibilidad en materiales de referencia certificados con

concentraciones de 23.7 + 3.6 pg/dL (Fabrino, et al, 2010).

Para establecer el limite de deteccion (LD), se realizaron los calculos, utilizando datos de la
desviacidn estdndar y la pendiente con respecto a la recta de regresion lineal para muestras con
sangre. Asi se obtuvo el limite de deteccidn a una concentracion de 0.66 pg/dL (tabla 14), es decir
gue esta es la minima concentracién que el equipo puede detectar segun el método analitico
utilizado para la validacién. lvanenko, Solovgev, lvanenko y Ganeev (2012) publicaron un estudio
en el cual determinaron un limite de deteccién de 0.034 pg/dL utilizando correcciéon de Zeeman
polarizada con modulacién de alta frecuencia, por lo cual el LD es menor que el obtenido por
nuestro método. Trasobares (2010), encontré un valor de 0.043 pg/dL. Fabrino, et al (2010)
determino un limite de deteccidon de 0.21 pg/dL. Todos los estudios utilizaron sangre como
matriz. Hsieh, et al, (2011) utilizando ablacién laser con ICP-MS pudo determinar un LD de 0.013
pug/dL. Otros utilizaron como técnica instrumental la voltamperometria detectando
concentraciones de plomo hasta 1.0 pg/dL. Amore (1974) utilizo FAAS y a pesar que la
preparacion de la muestra fue bastante compleja pues utilizo Triton X-100 para hemolizar, DDC
para extraer y MIBK para acomplejar, solo obtuvo un LD de 8.0 pg/dL, confirmando de nuevo

qgue el GFAAS es mucho mas sensible.
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Para establecer el limite de cuantificacion (LC) se determind la desviacidén estandar del blanco y
la pendiente de la recta de regresién lineal, obteniéndose una concentracion de 1.99 ug/dL (tabla
14). Es decir que esta es la minima concentracién que el equipo puede determinar con exactitud
y precision. Como se puede observar el valor es muy cercano a la concentracién de 2 pug/dL, por
lo cual el CV% es muy cercanos a 5%. Por lo que a concentraciones menores al limite de
cuantificacién, no se puede dar certeza de resultados precisos y exactos.

De hecho en este punto se observa el % de recuperacién mas alto para los distintos niveles de
concentracién. Un estudio para determinar plomo en mejillones encontré un LC de 0.20 pg/g
(Santiago, 2007). Otros estudios que utilizaron sangre como matriz, determinaron un LC de 0.70

pg/dLy 0.130 pg/dL (Fabrino, et al, 2010; Trasobares, 2010).

La especificidad se define como la propiedad de un método de responder exclusivamente al
analito definido (Duffau, et al 2010). Muy frecuentemente la eficacia de los métodos depende de
la ausencia de interferencias que determina la especificidad. Para verificar la ausencia de
interferencias provocadas por la matriz se realizé un analisis de varianza (tabla 15 y 16) indicando
gue las pendientes de las rectas de regresidn por el método de adiciones estandar no difiere
estadisticamente de la obtenida con los patrones acuosos. Debido a que el valor de p es mayor
qgue el error a, no se puede rechazar la hipdtesis nula que las pendientes de la rectas de regresién
y de calibracién son iguales entre si, y no se observan diferencias significativas por lo que parece

no existir efecto matriz en el método.

Con el objetivo de determinar el alcance del método y por lo tanto el rango de concentraciones
de plomo que pueden detectarse a través de él, se realizaron determinaciones de estandares de
plomo a concentraciones mayores a las establecidas dentro de la metodologia de trabajo
llegando hasta 100 pg/dL con el objetivo de determinar el limite de linealidad del método. Asi el
intervalo de trabajo para la validacién del método analitico con exactitud, precision y linealidad

es de 2.0 — 40 pg/dL.
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Por todo lo anterior se puede afirmar aplicabilidad, debido a que el método de andlisis validado
puede utilizarse satisfactoriamente para determinar plomo en sangre en un intervalo de
concentraciones de 2 a 40 ug/dL, segun las condiciones del equipo y las especificaciones y
lineamientos establecidos por el método propuesto. Asi se demuestra que el método es apto
para su aplicacién obteniendo datos validos, confiables y seguros; garantizando de esta forma la
calidad de los resultados del analisis de plomo en sangre y de esta forma contribuir asi en el

diagnostico diferencial de una intoxicacién por plomo.
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10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

10. CONCLUSIONES

La validacién del método analitico propuesto presenté una adecuada linealidad tanto
para la recta de calibracion como en las lecturas de las muestras con sangre obteniéndose
un R de 0.998 con un R? de 0.996 para la recta con estandares acuosos y un R de 0.999
con un R?de 0.999 para la recta con muestras fortificadas representando una excelente

relacion entre la concentracidn y la absorbancia.

Se evaluaron los supuestos del modelo de regresién lineal observandose independencia,
normalidad y homocedasticidad de los residuos tipificados tanto para la recta de

calibraciéon como para la recta con muestras fortificadas.

Se determind la exactitud del método a partir del porcentaje de recuperacién en muestras
de sangre obteniendo valores de 100.18% a 103.51% con un valor promedio de 100.83%

por lo que el método es exacto para el rango de concentraciones establecido.

Se determiné a través de un andlisis de varianza con a = 0.05 que no existe diferencia
significativa entre los porcentajes de recuperacién obtenidos durante la validacion del

método analitico.

El método cumple con el parametro de precisidn para concentraciones de 2 pg/dL a 40

pg/dL en donde se obtuvieron coeficientes de variacidon en un rango de 0.04% a 4.19%.

Existe repetibilidad para una concentracion de 30 pg/dL de plomo encontrado una
media de 30.37 pg/dL, una desviacion estandar de 0.24 y un coeficiente de variacion de

0.77%.

Se determind un Limite de deteccion de 0.66 pg/dL y un Limite de cuantificacion de 1.99
ug/dL donde se puede dar certeza de resultados exactos y precisos hasta 2.0 pg/dL

para el modelo analitico propuesto.

59



10.8

10.9

10.10

10.11

Se evalud que no existe interferencia de matriz a través de un analisis de varianza donde
se acepta que las pendientes de la rectas de regresion lineal de las muestras bioldgicas no
difieren estadisticamente de la pendiente de la recta de calibraciéon confirmando que el

método es especifico y selectivo para la determinacidn de plomo en sangre.

El rango del método se establecié en concentraciones de 2 pg/dL a 40 pg/dL desde la
minima concentracién detectada hasta donde se presenta adecuada linealidad, exactitud

y precision.

Se determind que el método evaluado funciona adecuadamente bajo las siguientes
condiciones establecidas: un programa de temperaturas optimizado con temperaturas de
atomizacion para el plomo de 1800 °C y de limpieza de 2600 °C, a una longitud de onda
de 283.3 nm, con ancho de rendija de 0.7 L, lampara de plomo de catodo hueco

con una energia de 48-50 mA y corriente de 10 mA.

El método cumple efectivamente con los parametros de calidad: linealidad, exactitud,
precisién, repetibilidad y especificidad para ser considerado como un método de
analisis valido que garantiza la confiabilidad y seguridad de los resultados al momento de

un diagndstico de intoxicacién por plomo.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 El método, técnica y reactivos utilizados en este estudio dieron resultados confiables y
seguros, sin embargo se considera recomendable hacer un estudio utilizando extractores
de plomo como el DDC (dieteil- di-tiocarbamato) y formadores de complejos como el
MIBK (metil isobutil cetona), ademas de utilizar sales de paladio y magnesio como
modificadores de matriz, con la finalidad de comparar ambos resultados y establecer
analiticamente con cudl de las dos metodologias se obtiene un mejor analisis de plomo

en sangre.

11.2 Realizar otro estudio para evaluar la reproducibilidad del método analitico propuesto en
esta investigacion, es decir en distintos laboratorios, con diferentes equipos y operarios y

ademas establecer la robustez del mismo.
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13. ANEXOS

13.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL PLOMO

Simbolo quimico Pb

Ndmero atémico 82

Grupo 14

Periodo 6

Aspecto gris azulado
Bloque p

Densidad 11340 kg/m3
Masa atomica 207.2u
Radio medio 180 pm
Radio atémico 154

Radio covalente 147 pm
Radio de van der Waals 202 pm

Configuracion electrénica

[Xe]4f14 5d10 6s2 6p2

Estados de oxidacion

4, 2 (anfétero)

Estructura cristalina

cubica centrada en las caras

Estado solido

Punto de fusion 600.61 K
Punto de ebullicién 2022 K
Calor de fusion 4.799 kJ/mol

Presion de vapor

4,21 x 10-7Pa a 600 K

Electronegatividad

2,33 (Pauling)

Calor especifico

129 J/(kg-K)

Conductividad eléctrica

4,81 x 106 m-1-Q-1

Conductividad térmica

35,3 W/(m-K)
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13.2

GENERALIDADES DEL PLOMO

En su forma elemental es de color blanco plateado y se vuelve color gris azulada cuando
se expone al aire. Pertenece al Grupo IVA de la tabla periddica. Sus propiedades incluyen:
un bajo punto de fusidn, alta densidad, facilidad de fundicién, baja resistencia,

maleabilidad, facilidad de fabricacién, resistencia a los acidos y resistencia a la corrosion.

En la naturaleza el plomo se encuentra con el mineral de zinc, plata y cobre y se extrae
junto con estos metales. La mineria produce mas del 90% del consumo mundial actual y

el reciclaje representa alrededor del 10% del total del consumo mundial de plomo.

Aproximadamente tres cuartas partes del consumo de plomo se utilizan principalmente
en la fabricacion de baterias, mientras que un quinto en ldminas de plomo para el techado
de viviendas, para la fabricacion de municiones, balas de plomo para escopetas, en
aleaciones metdlicas, revestimientos de cables y para los aditivos de la gasolina (Real

Decreto 374, 2001), aunque cada vez menos.

La toxicidad del plomo sobre la salud es conocida desde la antigliedad, no obstante, el
uso indiscriminado del plomo durante el siglo pasado ilustra como el camino que va de la

ciencia a las politicas de Salud Publica es a veces largo y tortuoso (Trasobares, 2010).

En el siglo XX, EEUU se convirtio en el principal productor y consumidor de plomo; los dos
usos que constituian la principal via de exposicién en la poblacién general eran la adicién
de plomo en la gasolina y la utilizacién de plomo en pinturas (Lewis, 1985). Muchas
compaiiias como la General Motors contribuyeron por anos a la toxicidad tanto aguda
como crénica del plomo, ya que descubrieron que el plomo era un detonante y mejoraba
el octanaje de la gasolina. En cuanto a la toxicidad resultante de la utilizacién de plomo
en las pinturas, muchos pediatras relacionaron y documentaron sistematicamente los
peligros del plomo relacionando directamente la pintura a base de plomo con la

intoxicacion por plomo en los nifios.
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Asi, tras la publicacion de varios de estos estudios, en 1978 el CDC establece el nivel de
toxicidad en 30 pg/dL en adultos. En 1985 reduce el nivel a 25 pg/dL (CDC, 1985). En 1991
el CDC lleva a cabo una reevaluacién minuciosa de la literatura existente y reduce
nuevamente el nivel téxico a 10 pg/dL y ademas elabora guias de prevencion e
intervencién (CDC, 1991). En agosto del 2005 el CDC establece que existe evidencia de
que niveles de plomo en sangre inferiores a 10 pg/dL también se asocian a efectos
adversos en los nifios como déficit intelectual, trastornos en la audicidn, lenguaje, déficit
de atencion y comportamiento antisocial, aunque decide mantener el nivel de 10 pg/dL
como nivel de actuacidn, ya que considera que no existen intervenciones clinicas que
disminuyan los niveles de plomo en los nifios con concentraciones de plomo por debajo
de 10 pg/dL o que reduzcan el riesgo de efectos adversos en el desarrollo. Ademas, la
diferente metodologia que se utiliza en la medicién del plomo, aumenta la inexactitud
cuando las concentraciones de plomo son inferiores a 10 ug/dL, aparte que no existe

evidencia de que exista un umbral seguro para el plomo (CDC, 2005).

También en adultos, estudios realizados por la Third Nacional Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) revelaron una asociacidn significativa entre mortalidad por
infarto de miocardio e ictus y niveles de plomo > 2 pg/dL, ademas de una asociacion
significativa con mortalidad por causas generales por lo que la exposicion ambiental al
plomo incluso a niveles bajos es un determinante de mortalidad cardiovascular en la
poblacion general (Menke, et al, 2006). Ademas del riesgo cardiovascular numerosos
estudios han manifestado la preocupacion de que el plomo a dosis relativamente bajas

pueda afectar la funcidn cognitiva en adultos (Shih, et al, 2007).

El plomo se acumula principalmente en los huesos y puede constituir una fuente de
exposicion endégena. Cualquier situacidn que curse con un aumento de la resorcion ésea,
como la osteoporosis (Garrido, et al, 2003) el embarazo o la lactancia (Gulson, et al, 2003),
provocaria la consiguiente liberacion de plomo del hueso que pasaria a la sangre. Un

grupo especialmente vulnerable, serian las personas mayores de 65 en las que la
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13.3

13.3.1

exposiciéon ambiental al plomo ha sido continua y elevada durante casi 50 afios (Shih, et

al, 2007).

Todos estos datos sugieren que probablemente no exista un umbral de plomo seguro para
la salud y debido a la multiples fuentes de exposicién al plomo todavia existentes en la

poblacion general, sigue siendo un problema de salud publica.

FUENTES DE EXPOSICION

Las condiciones de ductilidad y maleabilidad del plomo han hecho que este metal haya
sido utilizado por el hombre desde la mds remota antigliedad. Sin embargo, la amplia
utilizacidn del plomo en el ambito del trabajo constituye la principal fuente de exposicién

al plomo y comporta un grave e importante riesgo para la salud de los trabajadores.

No obstante, la toxicidad del plomo no sdlo se extiende a los ambientes laborales en que
se utiliza este metal, sino que llega también a ser un elemento importante de

contaminacién ambiental y de exposicion en la poblacién general.

Los compuestos de plomo pueden ser inorganicos u organicos. El plomo inorganico lo
forman diversas sales y 6xidos del metal, siendo la principal fuente de plomo industrial y
comercial, el carbonato, el sulfuro, el sulfato y el 6xido de plomo. Entre los compuestos
organicos, el mas importante desde el punto de vista epidemioldgico es el plomo

tetraetilo y el plomo tetrametilo.

CONTAMINACION INDUSTRIAL U OCUPACIONAL

Hoy en dia las principales fuentes industriales que emiten plomo al medio ambiente son
las plantas de metadlica basica como fundidoras (66% de las emisiones industriales al aire)
y las centrales eléctricas (26% de las descargas de la industria en aguas superficiales). La
exposicidon no solo es importante para los mineros que trabajan en las mismas
instalaciones, sino para otros trabajadores, principalmente los del proceso de fundicién,

el cual es el que presenta el mayor riesgo, ya que durante la fundicion el plomo calentado
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desprende vapores con particulas de tamafio respirable (< 5 um) a concentraciones altas,

tales como 200 a 300 ug/m?3 de aire (Kosnett, et al, 2007).

Segun el riesgo de intoxicacion, las actividades industriales se pueden clasificar en
operaciones de elevado riesgo y de riesgo moderado, tomando en consideracién: las
caracteristicas fisicoquimicas del plomo, vias de entrada, intensidad de exposicién,
duracién. Asi se puede considerar que las actividades de mayor riesgo son aquellas en las
que el plomo metdlico o inorganico es calentado y se forman aerosoles y humos en
grandes cantidades. La norma para Plomo de la (OSHA) define cudl es el Limite de
Exposicion Permisible (PEL) para el plomo en el lugar de trabajo, asi como la frecuencia y
alcance de la vigilancia médica y demds responsabilidades del empleador. La
administracién para la Salud y la Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido un PEL
ejecutable para el plomo en el lugar de trabajo de 50 pg/m? promediado sobre una

jornada de 8-horas de trabajo, para trabajadores de la industria general.

Actividades de elevado riesgo:

e Metalurgia del plomo. Fundicidon y refinado.

e Recuperaciéon de plomo y de residuos metadlicos que lo contengan.

e Industrias de la construccion.

e Fabricacion y reciclado de acumuladores eléctricos (baterias).

e Soldaduras de objetos y aleaciones de plomo.

e Tratamientos térmicos en bafios de plomo.

e Fabricacidn de explosivos.

e Fabricacidon y manipulacién de arseniato de plomo como insecticida.

e Fabricacidn y utilizacién de pinturas, esmaltes y barnices compuestos de sales
y 6xidos de plomo.

e Industrias del plastico que utilicen aditivos a base de plomo.
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Actividades de riesgo moderado.

e Fabricacidn de municiones de plomo y su utilizacién en locales cerrados.

e Trabajos de demolicion, especialmente raspado, quemado y oxicorte de
materiales recubiertos con pintura de plomo.

e Fabricacion de cables.

e Fabricacion de tipos de imprenta.

13.3.2 CONTAMINACION ALIMENTARIA

Ademas de la acumulacién de plomo por causas naturales, existe aquella por causas
antropogénicas, como por ejemplo las emisiones provenientes de la combustion de
gasolina. La contaminacién por particulas en suspension atmosférica también puede
alcanzar el suelo por deposicién seca o por arrastre. El plomo depositado en el suelo es
almacenado en las raices de las plantas debido a su poca movilidad; la contaminacién
atmosférica, en cambio, dafia las partes aéreas de las plantas. Se necesitan
concentraciones relativamente altas para producir toxicidad, por ejemplo valores como

1000 mg/dm de plomo en el suelo (Trasobares, 2010).

En los animales sucede algo similar a lo que ocurre a las plantas con respecto al plomo. EL
mecanismo quimico de inhibicion de la clorofila en las plantas tiene su homélogo en los
animales, en la sintesis de la hemoglobina, al inhibir procesos enzimaticos que hacen que

se formen protoporfirinas (Harold, et al, 2005).

El plomo también puede entrar a los alimentos si éstos se colocan en envases de alfareria
o ceramica que han sido barnizados en forma inapropiada o desde cristaleria con plomo.

El humo de cigarrillo también puede contener pequefias cantidades de plomo.

La FDA ha adoptado un cierto nimero de niveles de accién (ejecutables) y de niveles de

preocupacion para la presencia del plomo en varios alimentos. Tales niveles se basan en
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13.3.3

los célculos que ha hecho la FDA para determinar qué cantidad de plomo puede consumir

una persona sin que tenga efectos adversos en su salud.

Por ejemplo, la FDA ha establecido un nivel de accion de 0.5 pg/mL de plomo en
productos que sean consumidos por infantes y nifios. Asi mismo, ha prohibido el uso de
latas de comida que tengan soldadura de plomo (FDA 1994 y FDA 1995, citadas en ATSDR
1999).

CONTAMINACION AMBIENTAL

La poblacién estd expuesta al plomo por la ingestion de alimentos y liquidos
contaminados, por inhalacion de humos y polvos y por la absorcion dérmica en el caso
particular de los compuestos orgdnicos. Aunque el sector industrial contribuye con la
emisién de plomo al ambiente, en nuestros paises latinoamericanos se calcula que el 80%
de la contaminacién, es debida a la combustidn y transformacion del tetraetilo de plomo

proveniente de los combustibles.

A mayor carga de trabajo, mayor absorcion. Una mala higiene en el trabajo, el habito de

fumar durante el mismo, aumenta la absorcion por via oral.

Suelo

El suelo contaminado con plomo puede ser un riesgo debido a su ingesta directa, a su

incorporacion a las cosechas, o a su entrada directa a los hogares.

e El suelo no contaminado tiene concentraciones de plomo menores a 50 ppm, pero

hay areas urbanas en las que éstos llegan a exceder las 200 ppm (AAP 1993).

e La norma de la EPA para plomo en el suelo de areas de juego es de 400 ppm. Para
areas que no son de juegos la norma es de 1200 ppm. Esta regulacion es aplicable a

los proyectos de limpieza que utilizan fondos federales.
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13.4

El nivel de andlisis de plomo en suelo (SSL) representa un estimado conservador para un
nivel que seria protector de la salud publica. Esta basado en el analisis de la ruta de

ingestidn directa para nifios. Tal valor es una guia y no es obligatorio.

Agua potable

La EPA ha elaborado la norma para el agua potable con dos niveles de proteccién.

e La meta de Nivel Maximo Contaminante (MCLG) es cero. Este es el nivel que se

considera seguro, independientemente de la viabilidad de conseguirlo.

e Ladeterminacién final de la EPA marca un nivel de accion de 15 pg/L.

El uso de soldadura de plomo y de otros materiales que contienen plomo y que se usan
para conectar tuberias al suministro publico de agua fue prohibido por la EPA a partir de
junio de 1988. Muchas estructuras antiguas todavia estan hechas de tubos con plomo, o
tienen internamente soldadura con plomo. Esto puede incrementar sustancialmente el

contenido de plomo del agua que sale del grifo.

En 1989 entraron en vigencia las regulaciones para controlar los niveles de plomo en el

agua de los bebederos escolares.

LIMITES DE EXPOSICION

Los niveles de plomo en sangre que se admiten como aceptables han sido reformulados
a medida que se ha ampliado el conocimiento de los trastornos que produce este metal
en el hombre, conllevando a una reduccion gradual de los niveles normales de plomo
sanguineo, asi se presenta: : 60 ug/dL (1960), 40 ug/dL (1971), 30 ug/dL (1975), 25 ug/dL
(1985), 15 ug/dL (1990), y finalmente 10ug/dL (1991), segun CDC.

Sin embargo los niveles de plomo en sangre oscilan entre 15y 40 ug/dL de sangre. La OMS
considera como limite aceptable hasta 40 ug/dL en adultos, inaceptable de 41 a 60 ug/dL

y peligroso cuando rebasa los 60 ug/dL de sangre (Corey y Galvao, 1989).
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El indice de Exposicion Bioldgica (BEI) es una guia que evalua los resultados del monitoreo

bioldgico. El BEI para plomo en sangre es de 30 pug/dL (ACGIH, 2005).

Tabla 1. Normas y regulaciones para el plomo

Agencia Medio Nivel
CDC Sangre 10 pg/dL
OSHA Sangre 40 pg/dL
60 ug/dL
ACGIH Sangre 30 ug/dL
OSHA Aire (lugar de trabajo) 50 pg/m3
30 pg/m?
CDC/NIOSH Aire (lugar de trabajo) 100 pg/m3
ACGIH Aire (lugar de trabajo) 150 pg/m3
50 pg/m?
EPA Aire (ambiente) 0.15 pg/m?
400 ppm
(adreas de
EPA Suelo (residencial) juego)
1200 ppm
(no juego)
EPA Agua (de bebida) 15 pg/L
0 ug/L
CPSC Pintura 600 ppm
(0.06%)

Fuente: Shia, RA et al, (2006)
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13.5

TOXICOCINETICA

13.5.1 ABSORCION

a)

El plomo es absorbido por inhalacién, por ingestidon y a través de la piel. La via de ingreso,
el tamafio de la particula y el tipo de compuesto de plomo (organico o inorganico),
determinan la concentracién y la posibilidad de difusion del plomo hacia el organismo.
Ademas, la absorcidn del plomo depende de factores propios del organismo tales como

la edad, el estado fisioldgico y la integridad de los tejidos (Trasobares, 2010).

Inhalacion

El plomo inorganico presente en el aire ambiental consiste en aerosoles de particulas que
pueden depositarse en el tracto respiratorio al inhalarse. La cantidad y los patrones de
deposicion de las particulas de los aerosoles en las vias respiratorias van a depender del
tamafio de las particulas inhaladas, el patrén de respiracién (por la nariz o por la boca) y
de la velocidad del flujo del aire en tracto respiratorio. A su vez, la absorcion del plomo
depositado depende también del tamafio de las particulas su solubilidad y su localizacién
dentro del tracto respiratorio. Asi, las particulas con un didmetro mayor a 2.5 um se
depositan en las vias respiratorias recubiertas de células ciliadas (regién nasofaringea y
traqueobranquial) y el sistema mucociliar puede trasportarlo hacia la faringe y ser
deglutido. Las particulas pequenas (menor a 1 um), pueden alcanzar la regién alveolar y
ser absorbidas y pasar a la sangre tras su disolucion en liquido extracelular o ingeridos por

las células fagociticas (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2011).

Tras la inhalacién de tetraetilo de plomo, el 37% se deposita inicialmente en tracto
respiratorio, de los cuales el 20% es exhalado en las siguientes 24 horas. Una hora después
de la exposicion, aproximadamente el 50% se encuentra en higado, el 5% en el rifidn y el
resto se distribuye ampliamente por todo el organismo (Agency for Toxic Substances and

Disease Registry, 2011).
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b) Ingestion

Las particulas de polvo de plomo son ingeridas directamente a través de las manos,

alimentos, bebidas o cigarrillos contaminados. En la poblacidn en general, constituyen la

principal via de entrada de plomo en el organismo. Hay también un porcentaje de plomo

gue después de haber sido inhalado es posteriormente vertido al tubo digestivo por los

mecanismos de aclaramiento pulmonar.

La absorcidn gastrointestinal del plomo inorgéanico tiene lugar principalmente en el

duodeno y se halla influenciada por estatus fisiolégico del individuo expuesto (edad,

ayuno, niveles de calcio y hierro) y por las caracteristicas fisicoquimicas del plomo ingerido

(tamariio de las particulas, solubilidad, especie, etc). La absorcién de plomo también varia

en funcién de la dosis de plomo ingerida (Trasobares, 2010).

Los principales factores que influyen en la absorcion de plomo a nivel gastrointestinal son:

Edad

La absorcion gastrointestinal de compuestos de plomo solubles (cloruro, acetato
o nitrato de plomo) parece ser que es mayor en nifios que en adultos. En estudios
realizados se ha estimado que en los nifos la absorcién es aproximadamente del
40-50 % de plomo ingerido, mientras que en adultos el porcentaje de absorcion
oscila entre 3-10% (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2011). Esta
diferencia puede deberse a la mayor densidad de trasportadores de proteinas a

nivel intestinal durante los periodos de crecimiento (Peraza, et al, 1998).

Ayuno

La presencia de alimentos en el tracto gastrointestinal disminuye la absorcién de
plomo. En adultos, la absorcidon de plomo puede aumentar hasta un 63% si es
ingerido en situacion de ayuno (Agency for Toxic Substances and Disease Registry,

2011). En nifios este aumento puede ser incluso mayor en periodos de ayuno mas
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cortos, ya que tienen un vaciamiento gastrico mas rapido que los adultos, por lo

gue es importante que los niflos no espacien mucho las comidas (Mahaffey, 2005).

Nutricion

La absorcion gastrointestinal de plomo depende del estatus de micronutrientes en
el lumen intestinal. La deficiencia de calcio aumenta la absorcidon intestinal de
plomo, ya que ambos compiten por sitios de unidn similares en las proteinas de la
mucosa intestinal. Ademads, existe otro mecanismo por el que la absorcién de
plomo se puede incrementar cuando hay una deficiencia de calcio. Cuando los
niveles de calcio estan bajos, aumenta la concentracién de 1,25-dihidroxivitamina
D, para estimular la absorcion intestinal de calcio y la sintesis de calbidina-D, que
es una proteina de unién al calcio y el plomo. De manera que la vitamina D no sélo
incrementa la absorcion de calcio y fdésforo, sino que también aumenta la

absorcién del plomo (Peraza, et al, 1998).

La deficiencia de hierro durante periodos de rapido crecimiento como en la
infancia también aumenta la absorcién gastrointestinal de plomo. El zinc también
parece tener cierta influencia sobre la absorcién del plomo ya que varios estudios
han mostrado que a medida que el contenido en zinc de la dieta aumenta, la
absorcién de plomo y su consiguiente toxicidad disminuyen, lo que indica que el
zinc ejerce su efecto con relacion al plomo a nivel gastrointestinal (Peraza, et al,

1998).

Dosis ingerida

Se ha observado en numerosas ocasiones que existe una relacién no lineal entre
la concentracion de plomo en la sangre y la ingesta de plomo en humanos lo que
sugiere la existencia de un mecanismo de absorcidn saturable en el proceso de
distribucién de plomo en los seres humanos. Sin embargo, se desconoce la dosis a

partir de la cual la absorcion se ve limitada (Peraza, et al, 1998).
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c)

13.5.2

A través de la piel

La absorcidn a través de la piel de los compuestos de plomo inorganico es mucho menos
importante que la via inhalatoria y oral. Aunque algunos estudios han cuantificado la
absorcion dérmica de plomo inorganico, su contribucion a la sobrecarga corporal de

plomo en los humanos aun se desconoce.

El plomo tetraetilo y el plomo tetrametilo, debido a su caracter hidro y liposoluble
penetran con facilidad a través de la piel, siendo una importante via de entrada del plomo

en el organismo (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1999).

DISTRIBUCION

El patrén de distribucion de plomo es independiente de la ruta de absorcion, siendo
ademas similar en los nifios que en los adultos, excepto que en estos ultimos la cantidad

de plomo acumulada en el hueso es mayor.

La concentracién de plomo en sangre varia considerablemente con la edad, el estado
fisiolégico (embarazo, lactancia, menopausia) y los factores de exposicién al plomo. La
vida media del plomo en sangre, en adultos, es aproximadamente 30 dias. El plomo en
sangre se halla principalmente en los hematies (99%), unido mas a las proteinas
intraeritocitarias que en la membrana del hematie. Aproximadamente el 40-75% del
plomo en el plasma se halla unida a proteinas plasmaticas, especialmente a la albdmina.
También puede unirse a la gammaglobulina y a compuestos sulfidricos de bajo peso

molecular (cisteina, homocisteina).

EL contenido de plomo en hueso aumenta con la edad a lo largo de la vida. En los nifios
aproximadamente un 73% del contenido de plomo en el organismo se halla en el hueso,
aumentando este porcentaje al 94% en la edad adulta. Este depdsito de plomo en los
huesos colabora en el mantenimiento de las concentraciones de plomo en sangre mucho
tiempo después de que haya cesado la exposicion. El plomo no se distribuye
uniformemente en el hueso. Se acumula principalmente en las regiones que tiene tienen
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mayor calcificacion activa en el momento de la exposicion. Durante la infancia y la nifiez,
la calcificacion mas activa tiene lugar en el hueso trabecular, mientras que en la edad
adulta la calcificacién se produce en los sitios de remodelacidon ésea tanto en hueso
trabecular como cortical. Ademas dentro del hueso trabecular y cortical existen dos
compartimientos fisiolégicos. En uno de los compartimientos el plomo es inerte y tiene
una vida media de varias décadas y el otro compartimiento, labil, permite el
mantenimiento del equilibrio del plomo entre el hueso y la sangre y los tejidos blandos.
El contenido de plomo en el hueso contribuye en 40-70% al plomo presente en la sangre

(Smith, et al, 1996).

Aunque en los nifios la tasa de formacidn 6sea es muy elevada y la captacién de plomo
circulante muy rapida, el contenido de plomo en el hueso es menos que en los adultos
(73% del plomo del organismo) porque la tasa de resorcion dsea también es mas altay se
recicla otros compartimentos con mas facilidad. En general, la tasa de recambio dseo
disminuye con la edad dando lugar a un aumento de la concentracién de plomo en los
adultos. Sin embargo, en algunos huesos, como el fémur y la cadera, el incremento del
contenido de plomo alcanza una meseta en la edad media de la vida para ir disminuyendo
posteriormente. Esta reduccién es mas pronunciada en las mujeres asociandose a la
menopausia. Se ha observado en estudios epidemiolégicos un aumento de la
concentracion de plomo en sangre tras la menopausia asocidandose a una disminucion de
la densidad dsea. La osteoporosis produce un aumento de la resorcidon désea con la

consiguiente liberacién del plomo del hueso (Garrido, et al, 2003).

Ademas, durante el embarazo y la lactancia, la resorcidn dsea temporal constituye una
fuente de exposicidon enddgena significativa para la madre, el feto en desarrollo, ya que
atraviese la barrera placentaria, y pasa a la leche materna exponiendo al lactante a plomo
(Gulson, et al, 2003; Ettinger, et al, 2006). Sin embargo la suplementacién con calcio se ha
asociado con una reduccién moderada de la concentracién de plomo, cuando se
administra durante el embarazo y la lactancia (Ettinger, et al, 2009). Este efecto

probablemente se deba a una disminucidn de la absorcidn intestinal del plomo ingerido.
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13.5.3

13.5.4

Ademas, el plomo se distribuye ampliamente en los tejidos blandos. El contenido relativo
de plomo en los tejidos blandos, expresado como porcentaje del contenido total de plomo
en los tejidos blandos es: higado (33%), musculo esquelético (18%), piel (16%), tejido
conectivo (11%), grasa (6.4%), rifion (4%), pulmon (4%), aorta (2%) y cerebro (2%) y otros
tejidos (<1%) (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2011).

EXCRECION

Independientemente de la ruta de exposicion, el plomo absorbido se excreta
principalmente en orina y heces y en menor cantidad por sudor, saliva, pelo, ufias y leche

materna.

MODELO FARMACOCINETICO DEL PLOMO

El plomo absorbido se distribuye y acumula en el organismo siguiendo distintos esquemas
segln los autores que se estudien. De todos los modelos propuestos el mas aceptado es
el sistema de intercambio del plomo en el organismo propuesto por Rabinowitz et al, en
1976 (Rabinowitz, et al, 1976), que sigue vigente, en el que se propone un modelo

tricompartimental: sangre, tejidos blandos y esqueleto, que se muestra en la Figura 1.

Una vez absorbido el plomo, éste pasa a la sangre dénde esta representado el 2% de
contenido total de plomo en el organismo. En las personas no expuestas, este plomo
puede alcanzar cifras de 1.7-2 mg, con una vida media de aproximadamente 28-38 dias.
Este compartimiento se encuentra en contacto directo con las vias de absorcion
comentadas, y con los otros compartimentos, con los que mantiene una situacion de

equilibrio.

El segundo de los compartimentos se encuentra representado por los tejidos blandos. El
plomo presente en estos érganos puede alcanzar valores de 0.3-0.9 mg, con una vida

media algo superior al que se encuentra en el compartimiento sanguineo.
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El tercer compartimento lo constituye el hueso, en donde practicamente se encuentra el

90% del plomo almacenado en el organismo y tiene una vida media de unos 30 afos.

Figura 1: Modelo tricompartimental de distribucion del plomo.
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~Tug/dis ~2ug/dia
A 10 ’
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~12ug/dia

Fuente: Rabinowitz et al (1976)
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13.6

13.6.1

TOXICODINAMICA (MECANISMOS DE ACCION)
NEUROTOXICIDAD

El plomo puede afectar al sistema nervioso a través de muchos mecanismos, siendo uno
de los mas importantes la suplantacién de cationes polivalentes (esencialmente calcio y
zinc) en los sitios celulares de unién a iones. Entre los sitios proteicos para cationes
polivalentes que ocupa el plomo podemos mencionar los de unién a zinc, por los que el
plomo tiene una afinidad muy elevada, y los de calcio, por lo que si bien tiene afinidad
menor, es mas alta que la del propio calcio. Dada la amplia distribucidén e importancia que
tienen estos ultimos en la fisiologia celular, actualmente se considera la sustitucién de
iones calcio en la maquinaria proteica como el principal mecanismo patogénico del plomo
(Garza, et al, 2005). La unién del catién calcio a los sitios de unidn de las proteinas se
traduce en la adopcion de una conformacién determinada. Las caracteristicas idnicas del
plomo le permiten formar interacciones con los sitios de unién para calcio de manera
similar a como lo haria el ion nativo, pero ocasionando conformaciones no fisioldgicas,
alterando de esta manera el funcionamiento de las proteinas y perturbando la

homeostasis del calcio.

En la membrana citoplasmatica, ademas de causar dafios peroxidativos en lipidos y
proteinas, el plomo afecta funcionalmente a proteinas extracelulares de unién a calcio.
Diversos intercambiadores y transportadores para calcio y otros metales divalentes son
afectados en mayor o menor medida por el plomo entre ellos varios canales tanto
activados por voltaje como por ligando. Al ser estos canales la base de la excitabilidad
celular, constituyen uno de los blancos patogénicos de mayor importancia para el
organismo. Los canales de calcio regulados por voltaje permiten una gran diversidad de
cationes mono o polivalentes. Cuanto mayor es la afinidad del cation, mas répida sera su
entrada al poro del canal y mas lenta su salida por el extremo intracelular del mismo. A
ser competitivas las interacciones entre los diferentes cationes normalmente es el cation

con mas afinidad el que se une y desplaza los demas iones del interior del canal. Por esta
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razén en condiciones fisioldgicas, dichos canales conducen fundamentalmente iones
calcio, cation por lo que tiene una gran afinidad (Shih, et al 2006). Pese a ello, el plomo
tiene mayor afinidad que el calcio, lo que hace que su transito por el poro sea mas lento
que el del calcio, con lo que actian como bloqueadores del canal, ademas de ser una de
las principales vias de entrada de los metales pesados hacia el espacio intracelular en

células excitables.

En neuronas y células excitables la activacion de los canales de calcio determinan un
aumento intracelular de este ion, sefal que dispara procesos entro los que destaca la
liberacidon de neurotransmisores como la dopamina y acetilcolina, que se ve suprimida
por los efectos del plomo sobre estos canales. Ademas de producir alteracién en la
liberacion de los neurotransmisores también afecta los receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) (LidsKy and Schneider, 2003).

A nivel intracelular, el plomo es un activador mas potente que el calcio para la
calmodulina, la proteina kinasa C (PKC) y la sinaptotagmina | todas ellas involucradas de
forma importante en la sefializacién intra e intercelular (Garza, et al, 2005). La alteracidn
gue el mal funcionamiento de estas proteinas provoca en los sistemas de segundos
mensajeros y procesos exociticos contribuyen en gran medida a la neurotoxicidad del
plomo. Numerosas cascadas de fosforilacion y defosforilacidén, asi como la generacién
/degradacion de diversas moléculas sefializadoras como el AMPc o el éxido nitrico
dependen de la activacion correcta de la calmodulina y su interaccidn con proteinas a las
cuales regula. Un caso similar al de la calmodulina y su interaccién con proteinas a las
cuales regula. Un caso similar al de la calmodulina es el de la PKC, proteina activada
anormalmente por el plomo aun a concentraciones aln menores que las requeridas por
la calmodulina y que participa en diversos sistemas reguladores de la célula, estando
también implicada en la potenciacidn a largo plazo, una forma de plasticidad neuronal

gue estd involucrada en la memoria y el aprendizaje.
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Acorde con la presencia, funcion, ubicacion de las distintas proteinas de unién a cationes,
el plomo afecta en forma distinta los diferentes organelos celulares, hay algunos que
tienden a acumularlo. El plomo se concentra y produce dafios en la mitocondria,
reduciendo el metabolismo energético celular y favoreciendo la generacion de radicales
libres. También inhibe la captura mitocondrial del calcio citoplasmatico a la vez que
favorece la liberacion del calcio contenido en este organelo. Al promover la apertura del
poro de transiciébn mitocondrial, con la consiguiente liberacidon ce citocromo C al

citoplasma, induce la muerte celular por apoptosis.

Ademas, como actla sobre la sintesis del grupo inhibiendo la enzima acido 6-
aminolevuilino deshidratasa (ALA-D) se produce un aumento de la concentracién de su
precursor acido aminolevulinica (ALA) que inhibe la neurotransmisién mediada por GABA
inhibiendo su liberacién y también posiblemente compitiendo con los receptores GABA

(LidsKy and Schneider, 2003).

Otro efecto indirecto del plomo es que a concentraciones elevadas produce
encefalopatia, alteracidn de la barrera hematoencefdlica y edema. Pero ademas, incluso
a concentraciones bajas, el plomo también altera el funcionamiento de la barrera
hematoencefdlica, lo que resulta en incrementos especificos regionales de la

permeabilidad a proteinas plasmaticas sin producir edema (Trasobares, 2010).

Resumiendo, entre los mecanismos por los que le plomo causa dafos en el sistema
nervioso, podemos mencionar la peroxidacion de lipidos, la excitotoxicidad, las
alteraciones en la sintesis, el almacenamiento y la liberacidén de neurotrasmisores, en la
expresion y el funcionamiento de receptores, las alteraciones en el metabolismo
mitocondrial, la interferencia con los sistemas de segundos mensajeros, los dafios a las
células cerebrovasculares, la astroglia y la oligodendroglia, que causan defectos en la
mielinizacidn, la interferencia con los receptores NMDA (receptor glutamatérgico N-
metil-D-Aspdrtico) y de forma indirecta, la formacion de acido §-aminolevulinico (6-ALA),

gue inhibe la neurotransmisién por GABA (Garza, et al, 2005). Aunque el plomo llega a
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13.6.2

todos los tejidos del organismo, algunos componentes del Sistema Nervioso Central
exhiben un mayor daifio tras la exposicién y el hipocampo es una de las areas mas

afectadas.

TOXICIDAD CARDIOVASCULAR/RENAL

Los mecanismos por los que el plomo produce los efectos cardiovasculares descritos se
han intentado explicar mediante estudios realizados en animales, tejidos aislados vy
cultivos celulares. Estos estudios han mostrado que la exposicion crénica al plomo causa
estrés oxidativo, disminuyendo la disponibilidad de éxido nitrico (NO), altera los sistemas
de transduccion de sefales en los que interviene el NO, promueve la inflamacién,
aumenta la actividad del sistema nervioso simpdtico, incrementa la produccién de
endelina, altera el sistema renina-angiotensina, aumenta la produccién de
prostaglandinas vasoconstrictoras, disminuye la produccién de prostaglandinas
vasodilatadores, altera los mecanismos de transduccidn de la sefial en los que interviene
el calcio en el musculo liso vascular y disminuye la relajacion vascular mediada por el
endotelio. Ademads, el plomo puede causar dafio endotelial, impedir su reparacién, inhibir
la angiogénesis, reducir el crecimiento celular endotelial, suprimir la producciéon de
proteoglicanos, estimular la proliferacién de células del musculo liso vascular (VSCM),
disminuir la produccién del activador del plasmindgeno tisular y aumentar la produccién
del inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1). De esta manera, la exposicién al
plomo puede promover la aparicion de hipertensién, arteriosclerosis, aterosclerosis,

trombosis y enfermedad cardiovascular (Vaziri, 2008).

El plomo actla sobre la produccidon de especies reactivas de oxigeno y sobre la via del

oxido nitrico (NO).

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se producen normalmente en las células como
producto del metabolismo celular. La concentracion de EROs es finamente controlada por
los sistemas de defensa antioxidantes. Si un agente estresante induce un aumento en la

produccién de EROs, este equilibrio puede romperse produciéndose alteraciones en las
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estructuras celulares. Si no se recupera el equilibrio se produce disfunciones que pueden
desembocar en la muerte celular. De manera que un compuesto o situacién puede
producir estrés oxidativo mediante un aumento de la produccidn de especies reactivas de
oxigeno, una disminucién en los sistemas de defensa antioxidantes de las células o
mediante una combinacién de ambos factores. Parece ser que el mecanismo por el que

el plomo induce estrés oxidativo es este ultimo (Navas-Acien, et al, 2007).

La exposicion al plomo se asocia con un aumento en la produccidén de EROs, y estrés
oxidativo que se confirma con la elevacion de malondialdehido en plasma, producto final
de la peroxidacioén lipidica. También provoca una disminucién de la disponibilidad de

oxido nitrico (NO) por su interaccidn con el radical superdxido (Gurer and Ercal, 2000).

El NO es generado por la oxidacidon del grupo guanidino del aminodcido L-arginina
catalizada por enzimas de la familia de las NO Sintasas que utilizan O, y NADPH como
cosubstratos y generan L-citrulina y NADP* como coproductos. La mayoria de las acciones
bioldégicas del NO estan mediadas por su activacién de la enzima guanilato ciclasa soluble
(GCs) que resulta en la formacién de GMPc. EL GMPc promueve la vasodilatacién
disminuyenco la concentracién de Ca?* citosdlico en las céluas del musculo liso vascular e

inhibiendo a su vez la entrada de Ca%* (Navas-Acien, et al, 2007).

El NO es una molécula pequena, no cargada y con un electron desapareado. Debido a su
condicidn de radical libre, el NO reacciona rapidamente con otras moléculas que contiene
electrones no pareados, como son los radicales libres La reaccién del NO con el anién
superdxido producido por la exposicidn al plomo da lugar por un lado, a la formacién de
peroxinitrito (ONOO) que es una molécula muy reactiva capaz de oxidar
irreversiblemente a practicamente todas las biomoléculas y por otra parte a una
disminucion de la biodisponibilidad del NO, lo que junto a la observaciéon de una
disminucion de la expresion de GCs resulta en un aumento de la resistencia vascular

sistémica y en consecuencia a un aumento de la presion arterial (Navas-Acien, et al, 2007).
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13.6.3

Ademas, la exposicion al plomo provoca un aumento de la actividad de la SOD (superoéxido
dismutasa) y de la NADPH oxidasa, no observandose ningiin cambio en la actividad de la
catalasa o de la glutatién peroxidasa lo que genera la acumulacion de perdxido de
hidrégeno a partir del anién superdxido. El aumento de perdxido de hidréogeno provoca
por un lado la activacién de transcripcién nuclear-kappaB (NF-kB) que el factor de
transcripcién general para numerosas citoquinas, quemoquinas y moléculas de adhesion
promoviendo inflamacidn, fibrosis y apoptosis y por otro, al ser sustrato de las reacciones
de Fenton y Haber-Weiss, aumenta la produccion de radical hidroxilo, que es la especie

reactiva de oxigeno mas reactiva (Navas-Acien, et al, 2007).

La disminucion en la biodisponibilidad de NO aumenta la actividad del sistema nervioso
simpdtico, observandose niveles elevados de norepinefrina en plasma y una disminucion
del receptor B-adrenérgico vascular lo que provoca vasoconstriccion y contribuye al
desarrollo y mantenimiento de la hipertensién. (Vaziri, 2008). La exposicidn crénica al
plomo aumenta la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), y eleva las

concentraciones de renina y aldosterona plasmatica (Lin, et al, 2003).

TOXICIDAD HEMATOLOGICA

El plomo inhibe la sintesis del grupo hemo y en consecuencia de la hemoglobina. En la
sintesis del grupo hemo, la enzima que es mas sensible a los efectos tdxico del plomo es
el acido 6-aminolevdlinico deshidratasa (ALA-D). A partir de concentraciones de plomo
superiores a 15 pg/dl, se produce la inhibicién de este enzima citosélico, al unirse a sus
grupos SH que son esenciales para su actividad catalitica, ademas de disminuir la actividad
de la ferroquelatasa mitocondrial, lo que conduce a una disminucién en la sintesis del
grupo hemo, que por un mecanismo feedback estimula la actividad de la acido 6-

aminolevulinico tanto en sangre como en orina.

El plomo también produce alteraciones morfoldgicas de los precursores de los hematies.
Su accioén inhibidora sobre la pirimidin-5"-nucleotidasa, enzima que cataliza la hidrdlisis

desfosforilativa de los nucleétidos pirimidinicos, produce un acimulo de nucleétidos
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fosforilados en los reticulocitos alterandose la degradacién del RNA y observéandose el

caracteristico punteado basoéfilo (Muntner, et al, 2003).

Debido a que el plomo provoca un aumento de la peroxidacién lipidica de los acidos
grasos de la membrana del hematie, disminuye la capacidad de deformabilidad de éstos

y aumenta la hemolisis (Gurer y Ercal, 2000).

De manera que la inhibicidn de la sintesis del grupo hemo conduce a una disminucién de
la concentracion de hemoglobina en sangre que junto con el incremento en la
destruccién de los hematies, resulta en una anemia hipocrémica normocitica asociada

con reticulocitosis.

La inhibicion de la enzima ferroquelatasa resulta en la acumulacion de la protoporfirina
IX, que se encuentra en los eritrocitos circulantes como protoporfirina zinc (ZPP), ya que
el zinc ha sustituido al hierro. Sin embargo, no es una determinacién adecuada si los

niveles de plomo se hallan por debajo de 25 pg/dL.

MANIFESTACIONES CLINICAS

Los efectos téxicos que el plomo produce en el organismo humano son diversos y de cierta
gravedad, si el nivel de intoxicacién es elevado. Figura 2. Presentando dos tipos marcados

de intoxicaciéon (Castro y Sobrano, 2010).

13.6.4.1 INTOXICACION AGUDA

Los sintomas son:

e Anivel del aparato digestivo: célico saturnino con dolor, vémitos y estrefiimiento.

e Anivel del sistema nervioso: encefalopatia saturnina con convulsiones y coma que

conduce a la muerte en dos o tres dias. También puede presentarse en forma de
delirio o psicosis toxica.

e Anivel renal: albuminuria, cilindruria u oliguria.
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e Anivel hepatico: pudiendo aparecer desde una necrosis hepatica hasta una ligera

citolisis (Sanz, et al 1987).

13.6.4.2 INTOXICACION CRONICA

Pueden distinguirse tres fases (Lauwerys, 1992):

a) Fase de impregnacion:

Caracterizada por una plumbemia menor de 70ug/100ml. Es en esta fase cuando
la accion de prevencion del saturnismo es clave. No se trata todavia de una
enfermedad establecida, pero existen ya datos indicadores de alteraciones
metabdlicas acompanadas de una sintomatologia vaga e imprecisa que nos
indican los primeros efectos del plomo. Puede haber estrefiimiento y molestias
gastrointestinales, fatiga, modificaciones del humor, pérdida de memoriay, de la
capacidad de atencién, dolores musculares y articulares e insomnio. Actualmente,
el ribete gingival de Burton se ve muy raramente. En cuanto a las alteraciones
bioldgicas, en esta fase comienzan a evidenciarse los efectos sobre el tejido

hematopoyético.

b) Fase de intoxicacion franca:

Las manifestaciones pueden ser:

e Alteraciones del estado general.

e (Cdlico saturnino.

e Polineuritis motora: Se trata de una afeccién motora que atafie en general a
los musculos mas activos de las extremidades superiores.

e Pardlisis flacida y progresiva sin alteraciones sensitivas.

e Hipertensién paroxistica.

e Encefalopatia saturnina.
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e Afectacién tiroidea: disminucién de la captacién de yodo por la glandula
tiroides.

e Afectacidn testicular: hipoespermia.

e Las formas mas agudas pueden variar del delirio y la psicosis toxica, a las
convulsiones, coma y muerte. La forma crénica consiste en pérdida de
capacidad intelectual y de rendimiento psicomotriz e incluso afasia transitoria

y hemianopsia.

¢) Fase de impregnacion antigua:

La absorcién prolongada de plomo puede tener como consecuencia hipertension
permanente, nefritis cronica a menudo asociada a gota y alteraciones cardiacas

(Lauwerys, 1992).
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Figura 2: Principales efectos adversos en Adultos en condiciones de exposicion estable a largo
plazo al plomo, segun las concentraciones sanguineas alcanzadas por el metal.
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13.7 DIAGNOSTICO

13.7.1 RECONOCIMIENTO MEDICO

Para diagnosticar correctamente a un sujeto con intoxicacidon por plomo son necesarios:
entrenamiento clinico adecuado; la elaboracién de una historia clinica completa desde el
punto de vista ocupacional y ambiental; los laboratorios deben ser especializados y contar
con instalaciones que permitan determinar la existencia y cuantificacién de plomo; y los

profesionales de la salud deben estar conscientes del problema

13.7.1.1 Reconocimiento de ingreso

Debe incluir los antecedentes médicos y una exploracién fisica, que comprenda en
especial los sistemas Hematopoyético, nervioso y renal. También se debe medir la

hemoglobina de la sangre (Cedano y Requena, 2007).

13.7.1.2 Reconocimiento parddico

Es habitual efectuarlo anualmente. Se debe examinar a los trabajadores en
funcién de los signos y sintomas clinicos bien conocidos de exposicién al plomo
habra que realizar pruebas de laboratorio que midan la absorcion excesiva de

plomo y otras que confirmen la accidn téxica del metal.

La OMS ha establecido en los paises industrializados, plomo normal en sangre
promedio 17 pg/dL sobre un rango de 15-40 pg/dL.

Por esto en 1986 la OPS establece que el efecto precoz se inicia por arriba de los
40 pg/dL de plomo en sangre, y la intoxicacidon con efectos reversibles en los 50
ug/dL y las secuelas clinicas cuando rebasa los 100 pg/dL, aclarandose que existe

un amplio margen en la respuesta individual (Cedano y Requena, 2007).
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13.7.2 PRUEBAS CLINICAS

13.7.2.1 En orina
e Plomo (PbU)
e Acido d-Aminolevulinico (ALA U)

e Coproporfina (CPU)
13.7.2.2 En sangre

e ALA-Dehidrasa (ALA-D)

e Protoporfirina eritrocitaria (PPE) y Zinc (PPZ)

e Plomo eritrocitario (PE)

Figura 3. Valores normales de plomo en muestras de sangre y/u orina.

EXAMEN DE LABORATORIO VALOR NORMAL
Pb U Menos de 80 ug/L
ALAU Menos de 6mg/L
ALA-D Mas de 21 ug/mL
PE Menos de 40 ug / 100mLI
CPU Menos de 80 ug /Hb 14-16 g/100mL

Fuente: Cedano, Ky Requena, L. (2007).
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13.7 TRATAMIENTO

En caso de ingesta oral reciente habra que tomar medidas de descontaminacién digestiva
habituales (vaciado gastrico, carbon activado, etc). En la mayoria de los casos la intoxicacién
es del tipo crénica y el tratamiento fundamental es retirar al paciente de la fuente de

exposicion al téxico (Trasobares, 2010).

En las intoxicaciones por plomo metal o sus compuestos inorganicos debe decidirse si se
aplica tratamiento quelante con EDTA calcico disédico, D-penicilamina o dimercaprol (BAL).
Los quelantes forman complejos inertes y estables con el plomo, que son excretados por la

orina (Cedano y Requena, 2007).

En las intoxicaciones agudas o en las agudizaciones de intoxicaciones crdnicas, en las que el
enfermo esté sintomatico, con signos de toxicidad biolégica o con plumbemias superiores a
70 ug/dL debe instaurarse tratamiento quelante. EI EDTA calcico disédico es el quelante de

eleccién. En general se utilizan tres compuestos para quelar plomo:

e Edetato-Disddico-Calcico (EDTA Ca) a dosis de 30-50 mg/Kg/dia.

e Dimercaprol (BAL) en casos de encefalopatia o plumbemia mayor a 100 mg/dL en

adultos y mayor a 60 mg/dl| en nifios a dosis de 3 a 5 mg/Kg/dosis.
e Acido dimercaptosuccinico (DMSA), tiene la ventaja de que provoca pocos efectos

adversos y de que se usa por via oral a dosis de 10 mg/kg/dosis (Cedano vy

Requena, 2007).

99



14.

141

DETERMINACION DE PLOMO EN SANGRE MEDIANTE GFAAS

FUNDAMENTO

La absorcién atémica es el proceso que tiene lugar cuando dtomos de un elemento en
estado fundamental absorben energia radiante a una longitud de onda especifica y pasan
al estado excitado. La cantidad de radiacién absorbida aumenta al hacerlo el nimero de
atomos del elemento presentes en el camino dptico. La ley de Beer, que establece una
proporcionalidad directa entre la absorbancia y la concentracién, se observa en absorcién
atémica. Por ello se puede realizar una curva de calibracion con estdndares de
concentraciéon conocida en la que la parte lineal sigue la ley de Beer y realizar una

determinacién cuantitativa del analito presente.

La determinacién de plomo en sangre se ha realizado con llama, horno de grafito y
generador de hidruros que son atomizadores, también se ha determinado utilizando
técnicas analiticas como la voltamperometria entre otras, no obstante Ia
espectrofotometria de absorcion atémica con atomizacién en horno de grafito, correccién
de fondo por efecto Zeeman y bajo condiciones STPF ha dado muy buenos resultados

segln los diferentes estudios realizados.

El horno de plataforma con temperatura estabilizada (STPF) es un concepto que hace uso
correcto de la instrumentacidn existente para maximizar la seial del analito y minimizar
las interferencias Figura 4. Este concepto fue propuesto por W. Slavin, D. Mannin y G.

Carnrick e incluye las siguientes condiciones.

Electronica rapida

Debido a la rapidez con que se producen las sefiales del horno se requiere una electrénica

digital rapida para seguir los perfiles de las absorbancias.
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C.

Integracion de sefal

La velocidad de vaporizacion de un analito depende a menudo de la matriz. Asi, cuando
la matriz de los patrones y de las muestras difiere, las absorbancias de altura de pico
pueden ser diferentes. EIl empleo de absorbancia integrada ayudad a corregir las

diferentes velocidades de vaporizacion.

Figura 4. Horno de Grafito calentado transversalmente
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Fuente: Harris, D. (2007)

Exacta correccion de fondo (efecto Zeeman)

La correccion de fondo es necesaria para eliminar las sefales de absorcidon que no son
debidas al analito de interés. Los dos tipos de correccion de fondo principales son la
correccion por fuente continua y la correccidon por efecto Zeeman. Los sistemas de
correccion de fondo miden la sefial de absorcion de fondo y la restan de la sefial de
absorcién total (absorcidn atémica + fondo), dando una sefnal corregida. Cuando se
somete un dtomo a un campo magnético intenso, las lineas de emisién o absorcién se
desdoblaran en tres o mas componentes polarizados. Este fendmeno se conoce como
efecto Zeeman. Debido a que sdélo afecta a los d&tomos se puede emplear para separar la
absorcién atdomica de la sefial de fondo. En el caso mas simple este desdoblamiento

origina tres lineas, el componente 1 es polarizado linealmente con el vector eléctrico
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paralelo al campo magnético y dos lineas desplazadas que estan polarizadas
circularmente, en direcciones opuestas, con los ejes de polarizacidn paralelos al campo
magnético. En los instrumentos Zeeman la diferencia entre las medidas realizadas con el
campo magnético apagado y encendido da lugar a la sefial de absorcion atémica del
analito. Esta técnica proporciona la correccion de fondo exactamente a la longitud de
onda en que se mide la absorcion atdmica, a diferencia de la correccién de fondo por
fuente continua (lampara de Deuterio), permitiendo en muchos casos eliminar el efecto

de matriz, junto con el resto de condiciones STPF.

Calentamiento rdpido del horno (200°/seg)

La elevada velocidad de calentamiento permite una mayor estabilizacién térmica hasta

gue el elemento es volatilizado, permitiendo menores temperaturas de atomizacién.

Plataforma de L’vov y tubos de grafito con recubrimiento pirolitico

La Plataforma L'vov permite que el sistema alcance el equilibrio térmico antes de la
atomizacion. El recubrimiento pirolitico minimiza la reaccidn del analito con la superficie

de grafito.

Parada de gas durante la atomizacion

La interrupcidon de la corriente de gas en el interior del tubo es importante para la

estabilizacidn térmica, ofreciendo una mayor sensibilidad para todos los elementos.

Empleo de modificadores de matriz

Los modificadores de matriz reaccionan con el analito formando un compuesto mas

estable térmicamente, pudiendo aumentar la temperatura de mineralizacion.

Todos estos parametros estan en cierta manera relacionados entre si y se deben usar en
conjunto para obtener el mayor beneficio a las condiciones STPF, que idealmente elimina

las interferencias (Trasobares, 2010).

102



La espectrofotometria de absorcion atdmica es una técnica que se usa mayoritariamente
para la determinacion de metales traza, con la Unica variacién del atomizador. Para fines
de la investigacidén se utilizd la atomizacidn electrotérmica aunque también existe la
atomizacion en llama y la atomizacion via formacidn de hidruros covalentes del metal
(Santiago, 2007).

La espectrofotometria de absorcién atédmica se basa en la absorcion de la radiacion por
parte de dtomos o iones elementales. Las regiones del espectro que proporcionan mas
informacién atdmica son la ultravioleta/visible y la de rayos X (Skoog, Holler y Crouch,

2008).

Para esta validacién se trabajé en la region UV-visible, a una longitud de onda de 283.3
nm, que es la zona en la que van a absorber los &tomos o iones gaseosos de la muestra a
analizar, dando lugar a lo que se denomina espectros atémicos que sirven para la
determinacion tanto cualitativa como cuantitativa de los elementos de interés, en este
caso plomo.

En espectrofotometria atdmica lo ideal es que los atomos estén libres de la influencia de
la matriz, lo cual implica que no estén formando enlaces con otros atomos, de modo que
todas las particulas, moléculas y compuestos deben estar disociados (Santiago, 2007).
Esto se consiguid en la practica experimental atomizando correctamente la muestra a
analizar con un horno de grafito. Este tipo de atomizacién proporciona mayor sensibilidad
gue otras técnicas debido a que toda la muestra se atomiza en un periodo muy breve y el
tiempo promedio de los 4tomos en el camino dptico es de un segundo o mas (Skoog y
Leary, 1994), esto se pudo comprobar al observar el tiempo transcurrido durante la rampa
de temperaturas al momento de realizar cada lectura.

El mecanismo de formacion de los atomos de plomo depende de numerosos factores
como los compuestos presentes en el tubo de grafito a la temperatura de atomizacion, la
atmadsfera dentro del horno, la velocidad de calentamiento del horno o la temperatura de
operacion del mismo (Rubinson, J y Rubinson, K; 1998), factores que el modelo analitico

propuesto pretende minimizar.
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El horno de grafito consiste en un cilindro abierto en los dos extremos y que tiene un
orificio central para la introduccién de la muestra, en el interior del cilindro se encuentra
una plataforma, de L 'Vov, también de grafito, situada justo debajo del orificio de entrada.
En esta plataforma es donde se evapora y calcina la muestra (Fuller, 1977). Utilizar esta
plataforma fue muy importante al momento de la determinacién de plomo, debido a que
su uso, hace que cuando se produce el calentamiento rapido en el proceso de
atomizacion, el aumento de temperatura en la plataforma sea mas lento, y cuando el tubo
y la fase gas alcanzan la temperatura de atomizaciéon y permanecen en equilibrio, la
plataforma se caliente rapidamente. Esto provoca que la muestra de sangre depositada
en la plataforma sea atomizada en un ambiente en el cual la temperatura no cambia,
produciendo que apenas se encuentren interferencias de tipo quimico (Willard, et al,
1988).

El material con el cual debe ser fabricado un tubo deber ser inerte, debe poseer buena
conductividad eléctrica y térmica, ademas de ser de alta pureza y poseer un coeficiente
de expansidon bajo y ademas tener baja porosidad, el grafito presenta todas estas
cualidades, a pesar de ello durante la validacidon del método analitico se utilizaron tubos
de grafito pirolitico, debido a que el grafito normal es poroso por naturaleza y esta
porosidad se ve aumentada con la aplicacion de altas temperaturas, ademas de provocar
efecto memoria ya que el vapor atémico tiende a difundirse por el tubo de grafito

(Santiago, 2007).

Utilizando un tubo de grafito pirolitico con plataforma de L'Vov durante el analisis se
disminuyeron los efectos tipo matriz y problemas de reproducibilidad y se aumenté la
sensibilidad del modelo analitico para la determinacién de plomo.

Asi, las etapas de atomizacion electrotérmica, previamente optimizadas y utilizadas en la
validacién del método analitico para determinar plomo en muestras de sangre fueron las
siguientes, para la etapa de secado 140 °C en el cual se elimina el disolvente, para la etapa
de mineralizacion 700 °C en esta etapa se destruye la matriz de la muestra, para la etapa

de atomizacion 1800 °Cy para la etapa de limpieza 2600 °C, esta ultima se realizé con el

104



objetivo de evitar efectos de memoria, de modo que no se produzcan interferencias en

analisis posteriores.

A pesar de las obvias ventajas de la espectrofotometria de absorcion atémica
electrotérmica con horno de grafito, existen interferencias espectrales, fisicas y quimicas
que resultan en un problema al momento de realizar el andlisis, sin embargo el método
analitico planteado para la validacién, reduce al minimo las posibles interferencias.

Los efectos de memoria por incompleta atomizacion o la limpieza inefectiva se
minimizaron utilizando temperaturas de atomizacién y limpieza elevadas como se
menciond anteriormente en el programa de temperaturas.

Trasobares, E en su investigacion utiliza temperaturas de 1700 °C para atomizar la
muestra y 2400 °C para la etapa de limpieza. Otro estudio con biomarcadores para téxicos
metalicos utiliza una temperatura de atomizacidon para el plomo de 1800 °C, igual a la
temperatura utilizada durante la validacién del método y una temperatura de limpieza de
2200 °C (Santiago, 2007), similar a la temperatura de limpieza utilizada.

Las interferencias de tipo fisico por correccién de fondo se disminuyeron utilizando el
método de adicién estandar (Fuller, 1977), ya que el equipo no cuenta con correccién de
fondo Zeeman o una ldmpara de deuterio.

La l[dmpara utilizada durante la validacion del método fue una l[dmpara de plomo de
catodo hueco con una energia entre 48-50 mA y una corriente de 10 mA para su
funcionamiento.

Las interferencias quimicas potenciales que se pudieron producir durante el andlisis es
gue el plomo reaccionara con elementos de la matriz, componentes del tubo de grafito o
con el gas inerte (Lajunen y Peramaki, 2004), para evitar este tipo de interferencias se
utilizan modificadores de matriz, que son tanto sales organicas como inorganicas, el
objetivo es aumentar la volatilidad de la muestra y disminuir la volatilidad del analito por
formacion de sales, 6xidos y otros compuestos de altos punto de fusién (Harris, 2007).
Durante la investigacién se utilizdé fosfato monobdsico de amonio como modificador de

matriz. Otros estudios para la determinacién de plomo en sangre utilizaron Pd (NO3s), vy
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Mg (NOs3); como modificadores de matriz (Trasobares, 2010), en general los
modificadores mas utilizados son sales de paladio y magnesio, este tltimo denominado
comunmente modificador universal (Lajunen y Peramaki, 2004).

Otro estudio realizado para la determinacion y estandarizacion de plomo en sangre en
operarios de estaciones de servicio, indica que se utilizaron como modificadores de matriz
fosfato monobasico y dibasico de amonio (Molina, et al, 2007). También un estudio
publicado en Peru que determind la cantidad de plomo en escolares, utilizd6 como
modificador de matriz fosfato monobdasico de amonio al 10% (Cedano y Requena, 2010),

respaldando de esta manera el uso de dicho reactivo en el modelo analitico propuesto.

Es asi como con esta técnica se alcanzan mejores limites de deteccidn y sensibilidad,
debido a que como ya se indicd, en los hornos de grafito la concentracion atémica es
mayor y ademas se evita la dilucion del analito con el disolvente (Willard, et al, 1988).

La aseveracion anterior resulta verdadera si y solo si las condiciones instrumentales del
equipo se encuentren optimizadas y hayan sido calibradas previamente, la base de una
buena validacién analitica es una excelente calibracion instrumental.

Es importante analizar las especificaciones y condiciones del espectrofotémetro de
absorcién atémica utilizado durante la investigacion pues los parametros de calidad
obtenidos son validos y garantizan fiabilidad Unicamente bajo las especificaciones

establecidas en el modelo analitico propuesto por el Laboratorio de Toxicologia.
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15.

15.1

VALIDACION DEL METODO

Para demostrar la validez de un método la norma UNE-EN-ISO 15189 propone una serie
de pardmetros a determinar: limite de deteccién y de cuantificacién, especificidad,

precision, exactitud, linealidad, intervalo y masa caracteristica.

La Norma UNE-EN ISO/IEC 17025 indica que un laboratorio de analisis no debe validar los
métodos normalizados (métodos oficiales y métodos de referencia) y si debe validar los
métodos que no han sido normalizados, es decir los métodos desarrollados en el
laboratorio, los métodos normalizados utilizados fuera de su campo de aplicacién
previsto, y las ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados (ISO 17025,

2005).

Limite de deteccion y limite de cuantificacion:

El limite de deteccidn se define como la cantidad o concentracion minima de analito que
puede ser distinguida con fiabilidad de cero. Se encuentra ampliamente aceptado, para
la validacion de un método, que se estime multiplicando por 3 la desviacién estandar de
al menos 6 (se recomiendan 20) determinaciones independientes y completas del
procedimiento analitico de blancos de una matriz los mds similar posible a las muestras,

teniendo en cuenta los valores cero o negativos.

Sin embargo, al tratarse de un elemento téxico con un intervalo de referencia que sdlo
tiene limite superior, es importante determinar con mas exactitud el limite de deteccion.
Por lo cual cientificos de la ISO y de la IUPAC se introdujeron dos conceptos relacionados

con la capacidad de deteccion.

Limite de blanco: Valor critico por encima del cual, con una probabilidad 1-a determinada,
se encuentra diferenciado del estado basico (ISO, 2003) o valor sin presencia del analito,

ruido o sefial de fondo (ISO, 2003).
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Limite de deteccidon o concentracién minima detectable: es aquella concentracién que,
dado una probabilidad 1-a de no confundirse con el blanco, tiene una probabilidad 1- de
no ser tomado como un falso negativo (NCCLS, 2004). Los valores por defecto

recomendados por la IUPAC son a=B=0.05 (IUPAC, 1995).

Asumiendo una distribucion gaussiana, el limite de blanco (LB) para una probabilidad del

95% corresponderia a:

LB=z O

Donde Z1-q s el factor correspondiente a una probabilidad 1-a en una distribucién normal
de una sola cola con una desviacién estdndar O g. Sin embargo, si queremos mantener un

riesgo beta pequefio de cometer un falso negativo, el LD del método debe ser mayor. Asi
pues, tomando en consideracién ambas probabilidades de error, el limite de deteccién

(LD) es:

LD =LB+= . O;

Si a=B=0.05
LD 3,19-05
La ICH (Internacional Conference on Harmonization of Technical Requiremements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) indica directamente este valor “3.3”

como factor por el que hay que multiplicar la desviacién estandar para determinar el LD

(ICH, 2005).

108



15.2

Si no se conocen las desviaciones estandares poblacionales y deben estimarse a partir de

andlisis replicados, entonces los valores de O g deben ser reemplazados por sus

correspondientes estimaciones, S g. De la misma forma, los valores de Z, basados en
distribuciones normales deben ser reemplazados por los correspondientes valores t de

una distribucidn t-Student con n grados de libertad (df).

Tomando a= las expresiones para LB y LD (asumiendo varianza constante) son:
L5 =.|r'. . '55
LD =21 cqr S5

df=N-1

Alrededor de 30 replicados generalmente aseguran que la desviacion estandar estimada

no difiera mdas de un 30 % de la desviacion estandar poblacional.

El limite de cuantificacion se define como la minima concentracién de analito que puede
ser determinado en un tipo de muestra determinada con una determinada precisién y

exactitud (ICH, 2005) o con una determinada incertidumbre (IUPAC, 2002).

Su estimacidn se realiza generalmente multiplicando por 10 la desviacién estandar del
blanco (IUPAC, 1995; ICH, 2005). Dada la gran dificultad de disponer de una sangre libre

de plomo se procedera a estimar el limite de deteccidn con un blanco de calibracién.
Especificidad

La especificidad se define como la propiedad de un método de responder exclusivamente
al analito definido. Muy frecuentemente la eficacia de los métodos depende de la

ausencia de interferencias que determinan la especificidad.
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15.3

Las interferencias en espectrofotometria de absorcién atdomica pueden ser fisicas,
espectrales o quimicas aunque también se tiene que tener en cuenta la reactividad de los
diferentes compuestos o especies quimicas y estados de oxidacion del analito

(Trasobares, 2010).

Para evitar las interferencias de absorcion moleculares estos métodos utilizan una
longitud de onda especifica del elemento a analizar junto con un corrector de fondo. En
cuanto a las interferencias espectrales, la existencia de otro elemento quimico con una

linea de absorcidn solapada de intensidad significativa no es frecuente.

Linealidad

Un método analitico cuantitativo es lineal cuando existe una relacién de linea recta,
verificada matemadticamente, entre el valor producido por método y la verdadera

concentracion o actividad del analitico.

Para comprobar la linealidad se examinan los residuales de la regresién lineal, es decir,
las diferencias, en tanta por uno, del dato experimental con respecto al dato tedrico

obtenido en la recta de regresién (IUPAC, 2002; CITAC, 1998).

Si la calibracion es lineal, los residuales representados frente a la concentracidon se
distribuirdn de forma aleatoria a un lado y otro de la linea que representa la desviacién
cero con respecto al dato esperado de la recta de regresién. Sin embargo, si no hay

linealidad, se podra percibir una tendencia en la grafica de los residuales.

Aparte de la util inspeccién visual de los gréaficos de residuales se recomienda aplicar el
andlisis de la varianza de los residuales (o test de ANOVA) para comprobar si la diferencia

entre los residuales es estadisticamente significativa.

También se puede aplicar el estadistico de Durbin-Watson, que examina los residuos para
determinar si hay alguna correlacion significativa basada en el orden en que se han
introducido los datos, proporcionandonos un valor objetivo de si existe una tendencia en
los puntos de calibracidn (Seijas, eta al, 2009).
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15.4

Exactitud y Precision

Todo método analitico lleva implicito un error sistematico y un error aleatorio. Sin
embargo, todavia no existe un consenso global entre los documentos reguladores de los
diferentes organismos (I1SO, SFSTP, ICH, EURACHEM, CLSI, IUPAC, AOAC, FDA.) en cuanto

a los términos exactitud, veracidad y precisidn (Trasobares, et al, 2009).

La SFSTP, ICH y EURACHEM, incorporan la terminologia de la ISO, que define el término
exactitud como el grado de concordancia entre el resultado de una medicién y el valor de
referencia aceptado. El término exactitud cuando se aplica a un conjunto de resultados
(lo mas habitual) implica la combinacion de componentes aleatorios y de un error
sistemadtico o sesgo por lo que la definicion de exactitud (accuracy) incluiria el término
veracidad (trueness), que se define como el grado de concordancia entre la media
obtenida de una serie de mediciones y el valor de referencia aceptado y refleja el error
sistematico total. EL término precisién, que se define como el grado de concordancia
entre los resultados obtenidos en mediciones repetidas de un mismo mensurando bajo
condiciones establecidas y que depende Unicamente de la distribucion de los errores
aleatorios y no del valor verdadero o especificado (Hubert, et al, 2007; 1SO, 1994).
Esencialmente la exactitud es la ausencia de error. Un método no es exacto si los
resultados que proporciona no son precisos. En conjunto ambos términos, precision y

veracidad, describen la exactitud de un método.

Sin embargo, clasicamente no se mide en un Unico parametro la diferencia existente con
respecto al valor de referencia aceptado y la dispersién de los resultados, por lo que se

determina por separado la veracidad y la precision.

a. Precision

La precisidon se define como el grado de concordancia entre los resultados obtenidos en
mediciones repetidas de un mismo mensurado bajo unas condiciones establecidas. La
precisidon se expresa habitualmente en términos de imprecisién y se computa como la

desviacion estandar de los resultados de la prueba.
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La Precision puede estudiarse bajo condiciones de repetibilidad, de reproducibilidad e
intermedias. Las condiciones de repetibilidad son aquellas condiciones en las que los
resultados de una medicién se obtienen con el mismo método, en muestras idénticas, con
el mismo operador, utilizando el mismo instrumento de medida, durante un corto
intervalos de tiempo vy sin calibraciones entre las mediciones (Trasobares, 2010). Las
condiciones de reproducibilidad, son aquellas condiciones bajo las que los resultados se
obtienen con el mismo método, la misma muestra, en laboratorios diferentes, en
diferentes equipos y con operarios distintos y las condiciones intermedias, son las
condiciones, que como su nombre indica, se encuentran entre las de repetibilidad y las

de reproducibilidad.

De manera que repetibilidad y reproducibilidad son dos condiciones extremas de la
precisién. La primera describe la minima y la segunda la maxima variabilidad en los

resultados.

Tanto la repetibilidad como la reproducibilidad son heterocedasticas, es decir,
dependientes de la concentracidn del analito, por lo que se debe evaluar la precisién a
distintos niveles de concentracién, que deben estar cercanos o incluir los niveles de

decision clinicos (IUPAC, 2002; CITAC, 1998;).

En la validacion de un método mediante un estudio intralaboratorio se va a estimar la

precision intermedia y la repetibilidad.

Precision intermedia y repetibilidad

Existen muchos factores que pueden contribuir a la variabilidad de los resultados de un

método de medida, sin embargo los cuatro factores que mas influyen en la precision son:

a. Tiempo: el intervalo de tiempo existente entre las mediciones.
b. Calibracidn: si se ha calibrado entre las mediciones.
c. Operador: sisiempre es el mismo operador o son diferentes operadores los que llevan

a cabo las mediciones.
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d. Equipo: si se utilizada el mismo equipo (o el mismo o diferentes lotes de reactivos) en

las mediciones.

El objetivo de la determinacién de la precision intermedia es medir la capacidad del

método de medida para repetir los resultados de la prueba bajo condiciones definidas.

Es importante definir las condiciones en las que se va a realizar la medicion de la precisién

intermedia indicando qué factores se han variado mediante sufijos:

e S (1): Desviacion estdndar de la precision intermedia obtenida de la
realizacion de las mediciones en tiempos diferentes.

e S (o: Desviacién estandar de la precision intermedia obtenida con
diferentes operadores.

e S (t0): Desviacién estandar dela precision intermedia obtenida en
diferentes tiempos con diferentes operadores.

® S(c): Desviacion estandar de la precisidn intermedia variando la calibracion

del equipo.

Para determinar la repetibilidad, los cuatro factores permanecen constantes, se realizaran
15 mediciones como minimo de la misma muestra (misma concentracion) el mismo dia.
Otros organismos como por ejemplo EUROCHEM consideran que 10 mediciones son

suficientes (CITAC, 1998) y el CLSI11 recomienda 20 (NCCLS, 2004).

La estimacion de la desviacién estandar de la precision intermedia esta dada por:

D )

n=-1%73

donde y* es cada uno de los resultados de los n replicados y ¥ es la media del total de los

n replicados. Se indicard entre paréntesis con simbolos las condiciones en las que se ha

realizado la medicion.
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Antes de la aplicacion de la formula, se recomienda que se identifiquen los valores

alejados con la prueba de Grubbs.

Como en el caso de la reproducibilidad, la imprecisidon intermedia y la repetibilidad, se
pueden expresar como desviacion estandar o como coeficiente de variacién (también

llamado desviacién estandar relativa (%RSD).

b. Veracidad

La evaluacién de la veracidad del procedimiento analitico del laboratorio se realiza
normalmente utilizando materiales de referencia y aplicando pruebas de significacidn,

aunque también se puede realizar a partir de la comparacién (Trasobares, 2009).

La veracidad se expresa en términos de sesgo o inexactitud y se calcula hallando la

diferencia entre la media aritmética de las concentraciones !y el valor de referencia
aceptado U. El sesgo se puede expresar en términos absolutos o relativos (Hubert, et al,

2007).

Sesgo = [} —x;

(=]

Sesgo; |['? u]l =100 x—

También se puede utilizar la prueba t de Student-Fisher con n-1 grados de libertad, para
ver si existen diferencias estadisticamente significativas entre la media hallada y el valor

tedrico, siempre y cuando el nimero de determinaciones, n, sea = a 30.

xj =M,

i -

I
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La desviacion estandar, s, es la desviacion estandar de la precision media en condiciones
de repetibilidad. Como la prueba es bilateral el valor p se obtiene multiplicando por 2 el

area de la cola derecha:

Phi =2 xPr(t,, 21)

Si p es menor de 0.05 la diferencia es estadisticamente significativa y si p es mayor de 0.05
la diferencia no es estadisticamente significativa y si p es mayor de 0.05 la diferencia no

es estadisticamente significativa.

También se puede calcular el intervalo de confianza 1 — a de la diferencia:

IC 95% de & Xj =l g n X—=

Si el intervalo de confianza incluye el valor 0, la diferencia no es estadisticamente

significativa.
c. Estudio o Porcentaje de recuperacion

Es un método util cuando no se dispone de materiales de referencia o en este caso como
complemento en la evaluacién de la veracidad. Para ello se afiade a una muestra de
concentracion conocida, diferentes cantidades de estandar, por lo menos 3
concentraciones diferentes, que cubran todo el rango de medida, y se halla la diferencia
entre la muestra analizada sin la adicidn de estandar y las muestras a las que se ha afiadido

estandar.

Para estimar el sesgo expresado en términos de recuperacién se calcula la media tedrica,
gue tendria que dar dependiendo de la cantidad de estandar afiadida y se aplica la

férmula siguiente

recupe?acfdn[‘? n} =100 = 1—
p.
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Aunque tedricamente los estudios de recuperacion Unicamente evallian el sesgo debido
a los efectos que se producen sobre el analito afiadido y no necesariamente sobre el
presente en la muestra, tiene la gran ventaja de que la matriz es representativa de
las muestras auténticas y se puede evaluar la existencia de interferencias de matriz.
Ademas, son de gran utilidad ya que aunque el hallazgo de una recuperacién adecuada
no es garantia de una buena veracidad, una recuperacion baja indica claramente una falta

de veracidad (IUPAC, 2002).
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