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RESUMEN

Cada dia, en la medicina clinica, cobra mayor auge el estudio de las enfermedades
relacionadas con la formacion del esqueleto y el metabolismo de los minerales, de
gran importancia en afecciones renales y las relacionadas con la nutricién, donde
desempeifia una funcién primordial el ion fésforo. Con vistas a ofertar a los
laboratorios clinicos de Cuba un diagnosticador para determinar fésforo por un
meétodo ultravioleta, se formulé un monorreactivo listo para su uso, realizando la
optimizacion de este, asi como de la técnica de analisis disefiada para su
determinacién, la cual es aplicable en los laboratorios clinicos de la red de salud
que cuentan con el equipamiento tecnolégico para la lectura en el espectro
ultravioleta. Se optimiz6 cada uno de los componentes del monorreactivo, asi como
la técnica analitica mediante disefios experimentales, y quedaron establecidos los
valores 6ptimos de cada uno. Adicionalmente, se realiz6 una evaluacion con el
reactivo optimizado donde se obtuvo una curva lineal en el intervalo de interés
clinico y un coeficiente de variaciéon menor del 3 %.
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ABSTRACT

Every day, in clinical medicine, increase the interest for the diseases study related
to skeletal development and the mineral metabolism, very important in renal
affections and those related to nutrition, where it has an essential role the
phosphorus ion. To offer Cuban clinical laboratories with diagnosis tool to determine
the presence of phosphorus by a UV method, we formulated a monoreactive
component ready for use, performing its optimization, as well as of the analysis
technique designed to its assessment, which is applicable in clinical laboratories of
health network with the technological equipment to read in UV spectrum. Each
monoreactive component was optimized, as well as the analytical technique by
means of experimental designs, staying the optimal values of each. Also, we
performed an assessment using optimized reactive obtaining a lineal curve in
clinical interest interval, and a variation coefficient lower than 3 %.

Key words: Phosphorus, optimization, clinical diagnosis, analytical.

INTRODUCCION

El ion fésforo es un elemento ampliamente distribuido en el cuerpo humano,
constituye el principal anién encontrado dentro de las células y se encuentra
fisioldgicamente relacionado con diversas funciones metabdlicas importantes. Esta
involucrado en el metabolismo de los carbohidratos como intermediario
fundamental y sirve como donante de fosfatos de alta energia (ATP) durante la
fosforilacién oxidativa en la mitocondria.® Esta fuente de energia mantiene muchas
funciones fisioldgicas como contractilidad muscular, funciones neurolégicas y
transporte de electrolitos. El fésforo, ademas es un componente estructural de
otras sustancias fisioldgicamente importantes: acidos nucleicos, fosfolipidos,
nucleétidos (NADP, NADPH), los cuales son importantes en sistemas enzimaticos. El
fésforo constituye un ele mento esencial en la membrana celular fosfolipidica, en
las fosfoproteinas, contribuye a mantener la concentracion critica intracelular y
proporciona sustrato para la mineralizacién de los huesos.?

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, la determinacion de fésforo en la
rutina del laboratorio clinico se encuentra relacionada con el diagnostico de diversas
afecciones como las enfermedades de los huesos, musculos debilitados,
enfermedades renales crénicas, en pacientes con dialisis, estatus poscirugia de
tiroides, enfermedades paratiroideas, pacientes con nefrolitiasis, alcoholismo
cronico, deficiencias de vitamina D (sindrome de mala absorciéon) y en pacientes
que requieren de cuidados intensivos (nutricién parenteral, ventilacién mecanica).?

La determinacion del fésforo inorganico se efectda en suero o plasma, con el
empleo de diferentes métodos como son la titulacion acidimétrica, procedimientos
enzimaticos, la determinacion fotométrica del compuesto no reducido a 340 nm, la
determinacién fotométrica en el espectro visible de la reaccién del fésforo con
diferentes compuestos cromogénicos entre ellos el acido molibdivanadofosférico, el
compuesto formado con verde malaquita, entre otros. De los métodos
mencionados, el método ultravioleta (UV) presenta mayor aceptacion
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(modificaciones hechas al método propuesto por Daly y Ertingshausen 1972).* Este
método posee varias ventajas entre las que se incluyen mayor sensibilidad,
estabilidad, simplicidad y rapidez ya que no requiere del uso de un segundo
reactivo en la determinacion; perfectamente automatizable lo que constituye la
clave para lograr una mayor reduccion de los costos y un mayor procesamiento de
muestras en el diagnéstico. Aproximadamente el 80 % de los laboratorios en el
mundo usan el procedimiento UV en las determinaciones de fésforo inorganico en
suero.® El fundamento de la técnica se basa en la reaccién de los molibdatos con los
fosfatos para formar compuestos heteropoli como el fosfomolibdato aménico
((NH4)3[P(M0O30,0]4) que presentan un maximo de absorcién en la zona del espectro
UV, a una longitud de onda de 340 nm.%’ Se describen modificaciones para esta
técnica basada en la composicion del juego de reactivo: sales de molibdato,
acidos,6 preservos, entre otros y las condiciones en que se realiza la técnica
analitica de las cuales la temperatura de reaccion y el tiempo de desarrollo de
reaccién son las mas frecuentes.*>®

En Cuba se desarrolla una técnica colorimétrica para la determinacién de fésforo
compleja que requiere del filtrado libre de proteinas. Con vistas a la introduccion
del método UV en los laboratorios clinicos de la red nacional de salud, que garantice
mayor rapidez y confiabilidad en los resultados analiticos, el objetivo de este
trabajo fue el disefio y optimizacion de un reactivo listo para su uso cuya técnica se
basa en el método UV, que evite el paso previo de desproteinizacion.

METODOS

Los productos quimicos utilizados fueron de calidad analitica, de la firma Merck,
Alemania. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron en un equipo
espectrofotometro LAMBDA EZ 201 de la firma Seppim, Francia. Las pesadas se
realizaron en balanza analitica Sartorius (d= 0,1), Alemania. Los resultados fueron
procesados por el programa estadistico STATISTIC versiéon 5.1.

Composicion del monorreactivo

Los estudios de optimizacion estan dirigidos a los componentes criticos de la
formulacién: amonio molibdato, acido sulflrico y un agente surfactante no iénico.
El fundamento de la técnica se basa en la reaccion de los fosfatos con el ion
molibdato en medio acido para formar un complejo inorganico molibdato fosférico
con un maximo de absorcion a 340 nm.

En la optimizaciéon de las concentraciones de amonio molibdato y acido sulfdrico se
tuvo en cuenta la relacion entre la variable dependiente (absorbancia) y las
variables independientes del juego: y= f (tp;Tg) donde t,= concentraciéon de amonio
molibdato; To= concentracion de acido sulfurico. Los puntos de las corridas son
colocados simétricamente alrededor del punto inicial, transformados a los valores
de las coordenadas en forma estandar con la relacion:

donde:
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xjm: valor de la variable xj en el centro u del plan experimental
hj: médulo de la variable xj

La optimizacion se realizé a través de un plan cuadratico 32, en el cual el intervalo
de concentraciones analizado (x;= amonio molibdato de 0,4 a 2,0 mmol/L y x,=
acido sulfarico de 200 a 500 mmol/L), varia para cada formulacién, lo que permite
definir la combinacién 6ptima de concentraciones. Las concentraciones estuvieron
centradas en un valor inicial hasta ahora utilizado: amonio molibdato 0,8 mmol/L y
acido sulfarico 210 mol/L. Con las 9 variantes preparadas se realiz6 el ensayo
funcional por triplicado para cada variante, con vistas a determinar los valores de
absorbancia: 2 mL de reactivo preparado por 20 pL de muestra de referencia de
fésforo, con la utilizacion de una sustancia de referencia producida por la Empresa
"Carlos J. Finlay" a una concentracion de 1,64 mmol/L. Las lecturas de absorbancia
se realizaron a 340 nm.

Con las concentraciones obtenidas para cada uno de los componentes durante la
optimizacion se preparo6 el reactivo y se determiné la absorbancia promedio en un
numero de 2 corridas a 340 nm.

Las concentraciones del agente surfactante se optimizaron a través de la
comparacion de las curvas de calibracion obtenidas a diferentes concentraciones
entre 0,1y el 0,5 % (m/v) del surfactante con un juego de soluciones de referencia
de fésforo de produccién nacional en un intervalo de concentraciones entre 0,83 y
4,00 mmol/L. Se realizé el analisis estadistico con el empleo del estadigrafo t de
Student para 2 coeficientes de regresion en ecuaciones lineales a partir de los
valores de las pendientes obtenidas, a las concentraciones 0,2 y 0,3 %.

La optimizacion de la técnica analitica se realizé a través de disefos factoriales
independientes, como se indica a continuacion:

Volumenes de muestra y de reactivo: Se empleo el analisis estadistico a través
de la prueba ANOVA de clasificacion simple con disefios experimentales
independientes sencillos basados en la respuesta de absorbancia de la reaccién a
340 nm; se realizaron 9 réplicas para cada variante de combinacion entre los
volumenes.

Temperatura de reaccion: La técnica analitica se evalu6 segun plantea la
literatura4 para el método en estudio, donde se analizaron 5 réplicas a 25, 30y 37
©C; se evalud la funcionabilidad del ensayo con 20 pL de suero control por 2 mL de
reactivo, y se propuso un tiempo de incubacién de 1, 3 y 5 min. Los resultados
fueron procesados a través del método de Anova clasificacion simple y la prueba de
Duncan para muestras independientes.

Tiempo de desarrollo de color: Se varioé el tiempo de desarrollo de reaccion
hasta 120 min, y se realizaron 5 determinaciones en cada ensayo. El ensayo
funcional se realiz6 con las condiciones de volumenes de muestra y de reactivo
anteriormente establecidas durante este estudio, a temperatura ambiente de 25 a
30 ©C. Se analizaron los resultados por la prueba de Anova clasificacion simple y la
prueba de Duncan para muestras independientes.

Estudio de funcionabilidad

Con la nueva formulacion optimizada y la técnica analitica se estudio la linealidad,
en un intervalo de 0,8 hasta 4,8 mmol/L; se compararon los resultados con la
formulacién empleada como punto de partida a este disefio. Se evaluaron muestras
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de suero control a diferentes concentraciones: 0,34, 0,56, 1,25, 2,05y 2,23
mmol/L. Los resultados se expresaron en términos de coeficiente de variacion entre
los valores obtenidos para 9 réplicas, a cada concentracion, teniendo en cuenta el
valor de las medias aritméticas y la desviacion estandar.

RESULTADOS
Composicion del monorreactivo

Los resultados del plan factorial se muestran en la tabla 1. Existe un estrecho grado
de concordancia entre las variables, donde a medida que aumenta el valor de las
variables x1 y x2 aumenta el valor respuesta absorbancia. De los resultados
experimentales se obtuvo la ecuacion de regresion cuadratica siguiente:

¥=0,2801 + 0,0011x,+ 0,0014%,+ 0,00075 x; + D,0028x; - 0,001625x, %,

donde:

t- 0.6
K1= : Ko o~ W
0,2 25 g

F tabulado (os: 2: 6)= 5,10 < F experimental= 6,24

Mediante un sistema de ecuaciones del polinomio aproximado se obtuvo que las
variables que constituyen experimentalmente un punto 6éptimo son amonio
molibdato 0,505 mmol/L y &cido sulfarico 206,5 mmol/L, con un valor de
absorbancia promedio en el ensayo funcional de 0,279 + 0,001895.

Tabla 1. Resultados del disefio 32 para la optimizacion de las concentraciones de amonio

malibdato v acido sulfirico

Concentracion amaonio Concentracion acido Yalor masimo de
Yariantes molibdato {mmol/L) sulfurico {mol/L) absorbancia
1 0,6 205 0,27v9 £ 0,001
2 0,8 205 0,282 £ 0,002
K] 1,0 205 0,284 £ 0,001
4 0,6 210 0,288 £ 0,0002
5 0,8 210 0,277 £ 0,003
u] 1,0 210 0,285 £ 0,001
7 0,6 215 0,285 £ 0,002
=] 0,8 215 0,286 £ 0,002
=] 1,0 215 0,283 £ 0,002

Con el agente surfactante al 0,1 % no se obtuvo sefial cuantificable en niveles altos
de fésforo, a partir de 2,0 mmol/L. En el reactivo preparado con 0,4 y 0,5 % de
surfactante, la técnica no cumple con la funcionabilidad del reactivo. No asi con la
formulacién al 0,3 y al 0,2 %, donde se obtuvieron los valores de pendiente m (0,3
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%)= 0,396 y m (0,2 %)= 0,377 y los coeficientes de regresion y determinacion
r=1,000; r’= 0,999 al 0,3 % y r= 0,997, r’= 0,995 al 0,2 %, respectivamente.

Técnica analitica

Volumenes de muestra y de reactivo: Se obtuvo un nivel de significacion p=
0,300 (= 0,05) a través de la prueba de Anova para un nivel de confianza de 95 %.
Con la relacién de 2 mL volumen del reactivo y 20 uL volumen de muestra de
suero, el valor de absorbancia: 0,325, fue mayor respecto a las restantes relaciones
estudiadas.

Temperatura de reaccioén: Los valores resultantes en este estudio se muestran
en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados del estudio de |a temperatura de reaccion

Metodao LY
Tiempo {min) Yalores de absorbancia
Temperatura {*C) oC 30 37 Fexp
0,245+ 0,004 | 0,239+40,003 | 0,243 +0,002 | 2,1848 ns
5 0,240 + 0,001 0,239+ 0,001 | 0,239+0,001 | 0,8750 ns
10 0,242 + 0,002 0,242 + 0,003 0,243 + 0,001 0,0185 ns

Fexp: estadigrafo Fisher experimental. Prueba Anova de clasificacion simple

Con la prueba de Duncan aplicada a las medias en cada tiempo, y cada
temperatura, no se observaron diferencias significativas p > 0,05, como se
muestra:

Probabilidades(nivel de confianza) p 0,05

Temperaturas (°C) tiempo (min)
1 min 0,194 25 °C 0,209
3 min 0,464 30 °C 0,680
5 min 0,981 37 °C 0,877

Tiempo del desarrollo de la reaccion: El comportamiento de los valores de
absorbancia obtenidos se muestran en la figura 1. Los resultados no difieren en el
tiempo de estudio, Fexp= 1,0738 (tabulado(o os:5:36)= 3,06); sin embargo, se puede
observar un ligero incremento de los valores de absorbancia de la mezcla de
reacciéon a los 90 min, con la posterior caida de los valores de absorbancia antes de
culminar el tiempo de estudio (120 min).
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Fig. 1. Resultados del estudio del tiempo de desarrollo de la reaccidn,

Estudio de funcionabilidad

Los resultados de la evaluacién de la linealidad del método entre la formulacion
optimizada y la formulacién no optimizada, se muestran en la figura 2, mientras
que los resultados del ensayo funcional aparecen en la tabla 3.

0,9
Cone, Farm.  Farm.
(mmaol/Ly  Inicial Optim.
L0 0,800 0,128 0,133
1,600 0,241 0,282
2,400 0,344 0,383
0,3 o 3,200 0,521 0,536
4,000 0,644 0,676
4,800 0,768 0,802
==
0.0
06 1,6 24 3,2 40 48

. Formm. optimizada "o Form. inicial

y=Dbx + a

Form. inicial= -0,164 + 0,131%x r=0,995
Form. optim.=0,167 + 0,133*x r= 0,998

Form. inicial: formulacidn de partida al estudio; Form. optim: forrmulacidn
optimizada; Ecuacidn de la recta= a: intercepto, b: pendiente; r: coeficiente de

determinacidn,

Fig. 2. Resultados del estudio de linealidad.

http://scielo.sld.cu




Revista Cubana de Farmacia. 2009; 43(2)

Tabla 3. Resultados del ensayo funcional

Yalores Bajos Medios Altos

Concentracion tedrica {mmal/L) 0,34 0,56 1,25 2,05 2,23

Concentracion aobtenida {mmal /L) 0,338 0,552 1,26 2,06 2,24

CW098) 2,46 % 1,98 % 1,53 % 0,55 9% 0,53 %
DISCUSION

La optimizacion de un reactivo, método de analisis o procesos, refleja la manera
mas eficiente de obtener mejores respuestas durante la investigacion con la
disminucion del tiempo del proceso de desarrollo. Para ello se emplean disefios
experimentales que le facilitan al analista, con el menor nimero de experimentos,
obtener una respuesta certera y confiable de la composicién que debe tener un
reactivo, asi como de las condiciones 6ptimas para el desarrollo de la técnica
analitica.

Para el disefio de la optimizacion es importante determinar los factores principales
que influyen en la variable objetivo, establecer el intervalo de los valores de estos
factores y admitir donde es mas probable que se encuentre el valor 6ptimo. En este
estudio las variables independientes que influyen en la absorbancia (variable
objetivo) son las concentraciones de amonio molibdato y acido sulfarico, las cuales
estuvieron centradas en un valor inicial hasta ahora utilizado en el laboratorio:
amonio molibdato 0,8 mmol/L y &cido sulfdrico 210 mol/L.

Para optimizar las concentraciones de estos componentes se selecciond un disefio
cuadratico que permitiera la combinacién de estos, por la relaciéon existente entre el
amonio molibdato, que reacciona con los iones fosforo en la formacion del complejo
medible espectrofotométricamente a 340 nm, y el acido sulfarico que confiere la
acidez requerida.

La combinacion 6ptima del reactivo la constituyen experimentalmente las
concentraciones de amonio molibdato 0,505 mmol/L y para el acido sulfarico 206,5
mmol/L. El analisis del coeficiente de determinacién indica que existe estrecha
relacion entre las variables independientes (concentracion de amonio molibdato y
acido sulfurico) y la variable respuesta (absorbancia).

El valor del estadigrafo F experimental fue mayor que el F tabulado (o 0s; 2; ), |a
regresion es significativa para una probabilidad de 0,05 lo cual indica que el modelo
es adecuado, y teniendo en cuenta la comparacion de los valores de absorbancia
para un nivel de confianza de 95 % (valor de absorbancia te6rica= 0,277), donde
no se aprecian diferencias significativas; se puede considerar que los valores de
concentraciéon obtenidos son éptimos para la formulaciéon estudiada.

En la proporciéon en que se forma el complejo fosfomolibdato, resultado de la
reacciéon del amonio molibdato con el ion fésforo presente en las muestras de
suero, influye la precipitaco de proteinas, por lo que para descartar la necesidad de
preparar un filtrado libre de proteinas, se emple6 el agente surfactante no iénico,
que ademas de solubilizar la mezcla de reaccidén y evitar, de esta forma, la
desproteinizacion previa de las muestras de suero, acelera la formacion de color de
la reaccion y le confiere estabilidad al reactivo.9

http://scielo.sld.cu 8



Revista Cubana de Farmacia. 2009; 43(2)

En la optimizaciéon del agente surfactante no i6nico se observo que las
formulaciones preparadas con el tensoactivo a las concentraciones 0,1, 0,4y 0,5 %
no ofrecen respuestas confiables en la determinacion de fésforo. Al analizar la
formulacién preparada con el 0,2 y 0,3 % de surfactante se comprobé
estadisticamente que existen diferencias significativas entre los valores de
pendiente para cada concentracion: t experimental= 4,355 (t tabulada (0.01;8)=
2,896). Se continud el desarrollo de la formulaciéon con concentracién de 0,3 % del
agente surfactante, con la cual como se muestra en los resultados, la curva
presenta mayor valor de pendiente y los coeficientes de regresiéon y determinaciéon
son mas cercanos al valor 6ptimo de una curva ideal.

De esta forma quedoé disefiado un juego de reactivos para la determinacién de
fosforo en suero, sencillo y rapido, conformado por amonio molibdato 0,505
mmol/L, acido sulfarico 206,5 mmol/L, surfactante no iénico 0,3 % (m/v) y la
solucion de referencia de fésforo.

El disefio de la técnica analitica es un paso mas en el desarrollo del diagnosticador
con el objetivo de lograr flexibilidad y resultados confiables en la técnica a
introducir en los laboratorios clinicos, tanto para uso manual como automatizado.

La relacion entre los volumenes de reactivo y de la muestra durante la reaccioén, es
un aspecto importante para la aplicacion de un nuevo producto, pues garantiza
menor costo en el laboratorio y mayor factibilidad para la automatizacion de las
técnicas analiticas. Con este estudio se decidié utilizar 2 mL de reactivo por 20 pL
de muestra de suero, a través del andlisis estadistico por el método ANOVA de
clasificacion simple, al no observarse diferencias significativas con un nivel de
confianza del 95 % con la variable respuesta reportada para este método (p=
0,300).

La temperatura y el tiempo de desarrollo de la reaccidon son parametros
indispensables en el estudio de optimizacién y dan criterio de la flexibilidad de la
técnica para su aplicacion en el laboratorio de forma manual o automatizada, lo que
responde a la necesidad o no de una infraestructura determinada para la
implementacion de los métodos de analisis.

Los resultados de estos experimentos garantizan el desarrollo de la técnica bajo
diferentes condiciones de temperaturas, por no existir diferencias significativas para
una probabilidad de 0,05 entre las variables analizadas en los tiempos de
incubacién a las temperaturas estudiadas cuando se analizaron por el método
ANOVA vy por la prueba de Duncan para muestras independientes, por lo que la
técnica se puede realizar a temperatura entre 25 y 30 ©C. En dependencia del
equipo de laboratorio, se podra incubar la reaccion a 37 ©C, sin variacion de la
respuesta analitica. La reaccion se completa a los 3 min, los valores de absorbancia
a partir de este tiempo se estabilizan hasta los 90 min, ademas cuando se
analizaron las medias individuales a través de la prueba de Duncan se demostrd
que no existen diferencias significativas para una probabilidad de 0,05 a partir de
que se alcanza los 3 min. Por lo que se propone realizar la lectura de absorbancia
del complejo a partir de los 3 min en una técnica automatizable, y a los 5 min con
la técnica manual.

Con todos los parametros optimizados en la técnica de analisis, el desarrollo del
ensayo funcional manualmente queda disefiado: 20 pL de muestra por 2 mL de
reactivo, esperar 5 min a temperatura entre 25 y 30 °C y leer a 340 nm, con
flexibilidad a leer a los 3 min en equipos automatizados e incubar a temperatura 37
©C, si asi lo requiere de acuerdo con la infraestructura tecnolégica del laboratorio.
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Con estas condiciones se evaluaron las caracteristicas funcionales del
diagnosticador para avalar la confiabilidad y seguridad de los resultados obtenidos
durante la optimizacion.

En el ensayo de linealidad se compard la formulacién optimizada con la formulacion
punto de partida a este disefio, la cual se obtuvo a través de la estimacion del valor
promedio de un intervalo de valores reportados en la bibliografia consultada®®”’
para cada componente seleccionado y disefios experimentales 22 con los que se
ofrecen respuestas analiticas para esta formulacién. La formulacion antes de ser
optimizada cumple con el criterio de aceptacion r > 0,99; sin embargo, se observo
un mayor incremento en las lecturas de absorbancia y en el valor de la pendiente,
lo que indica que la formulacién optimizada brinda mayor sensibilidad frente a los
cambios de concentracion.

Las concentraciones de fésforo en el suero se encuentran entre 0,81 y 1,45
mmol/L. La variacién de estas concentraciones se relaciona con afecciones
provocadas por hipofosfatemia o hiperfosfatemia, de ahi la necesidad de realizar un
ensayo de precision que demuestre la funcionabilidad del reactivo optimizado.

En el estudio de funcionabilidad, el reactivo debe ser capaz de brindar valores
confiables en la respuesta analitica, lo cual es medible con la utilizacion del
coeficiente de variacion que debera ser menor al 3 % para esta determinacion. Se
obtuvieron valores del coeficiente de variacion entre 0,55 y 1,98 % en los niveles
clinicamente significativos de mayor incidencia, lo que garantiza seguridad en las
respuestas analiticas en un amplio intervalo de concentraciones de fosforo. A una
concentracion de fésforo de 0,3 mmol/L, el coeficiente de variacion es mayor, pero
se encuentra dentro del limite permisible para este estudio (3 %), lo cual no es
significativo, si se tiene en cuenta que un 98 % de las determinaciones de este
analito en el laboratorio se asocia con intervalos normales, patoldgicos altos y
patolégicos bajos (superiores a una concentracion de 0,60 mmol/L) y el 2 % de las
determinaciones restantes se encuentra presente en patologias mas frecuentes a
valores inferiores por debajo de 0,6 mmol/L asociados al metabolismo de fosforo,
por lo que los resultados garantizan el diagndstico de las afecciones relacionadas
con el ion fésforo.
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