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Resumen:

La determinacion de protoporfirina IX eritrocitaria libre (PEL) constituye un método rapido, seguro,
sensible y econdmico que permite detectar deficiencias latentes de hierro (Fe), anemia por deficiencia
de este metal e intoxicaciones por plomo (Pb). La determinacion de la PEL es apropiada, como prueba
en la investigacion de personal expuesto, El desarrollo de un método espectrofotométrico, como
alternativa al método establecido por cromatografia liquida de alta resolucién se asume como una
prioridad que permita extender y simplificar la realizacion de estos analisis. Se desarroll6 el método
utilizando la espectrofotometria visible, la determinacion de los estadigrafos se realizé por los
programas STATGRAPHICS CENTURION y MICROSOFT OFFICE EXCEL 2013. Se realiz6 un
estudio de montaje y validacidon, analizando linealidad, precision, exactitud y costo del procedimiento.
Se mont6 y valido el procedimiento analitico que desde el punto de vista de costos el método constituye
una herramienta econdémica que representa un ahorro considerable de medios y reactivos.
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INTRODUCCIAN

La contaminacion ambiental por plomo y sus efectos potenciales adversos ha sido observada por dife-
rentes paises entre ellos Cuba. La presencia de plomo en sangre no es natural, esta produce una lesion
bioquimica que da lugar a un aumento de los niveles de Protoporfirina IX eritrocitaria libre. La era in-
dustrial trajo consigo enfermedades producidas por el plomo y una de las causas fue que las tuberias de
agua potable se construian con dicho metal. En la actualidad, tanto en nuestro pais como en el resto de
mundo existen oficios donde los obreros se exponen ocupacionalmente al plomo, por lo que es una ne-
cesidad determinar el nivel de exposicion a dicho metal, mediante determinados estudios que se le reali-
zan a la sangre (1,2).

En el Centro Nacional de Toxicologia de Cuba, se determina la concentracién en sangre de Protopor-
firina IX eritrocitaria libre, la cual constituye un marcador directo para determinar el nivel de exposicion
a plomo. Sus valores normales oscilan en un intervalo entre 0 — 59 ug/dL.(1) Esta se puede realizar me-
diante técnicas cromatogréficas o fluorimetria; que brindan resultados precisos y con buena sensibili-
dad. La determinacion se efectua por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con deteccion de Arre-
glo de Diodos, pero actualmente este equipo se encuentra fuera de servicio; por lo que para mantener la
atencion al personal expuesto surge la necesidad de desarrollar una técnica analitica alternativa a la
cromatografica para la determinacion de Protoporfirina IX Eritrocitaria Libre.

I. METODO

Se empleard la espectrofotometria UV — Vis como método analitico, esta técnica utiliza como instru-
mento de deteccidn el espectrofotometro. Consiste en la medicién de la cantidad de energia radiante que
absorbe o transmite un sistema quimico en funcion de la longitud de onda por medio de una solucion
que contiene una cantidad desconocida de analito, y una que contiene una cantidad conocida del mismo
analito (patron); es el método de anélisis 6ptico mas usado en las investigaciones quimicas y bioguimi-
cas (3,4,5). Se realizara un estudio de validacion, para aplicar el método de la curva de calibracion.

El equipo a utilizar es un espectrofotometro UV-Visible (Shimadzu), modelo: UV-1800.

Il. RESULTADOS

Para determinar la longitud de onda del maximo de absorcion (longitud de onda de trabajo) se obtuvo
primeramente el espectro UV — Vis de la protoporfirina IX. Como puede observarse en la figura 1 se
encuentra a 405 nm

La tabla 1 muestra el valor de la absorbancia correspondiente a cada patron. Estas mediciones se rea-
lizaron para construir las curvas de calibracién correspondientes, para relacionar la sefial analitica con la
concentracion del analito. En este estudio, se realizaron un total de 10 réplicas entre 2 analistas y en dias
diferentes.
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Figura 1: Espectro UV — Vis de la Protoporfirina 1X

Tabla 1: Valores de absorbancia correspondientes a cada patron
Conc Absorbancia
(ug/dL) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
20 0,074 | 0,068 | 0,071 | 0,074 | 0,074 - 0,067 | 0,063 | 0,064 | 0,065
40 0,152 | 0,140 | 0,149 | 0,150 | 0,154 | 0,120 | 0,138 | 0,137 | 0,141 | 0,14
50 0,198 | 0,177 | 0,184 | 0,188 | 0,189 | 0,155 | 0,173 | 0,173 - 0,176
60 0,225 | 0,204 | 0,217 | 0,224 | 0,227 | 0,206 | 0,207 | 0,205 | 0,203 | 0,211
80 0,309 | 0,268 | 0,293 | 0,302 | 0,305 | 0,278 | 0,273 | 0,277 | 0,271 | 0,293
100 0,394 0,361 | 0,369 | 0,375 | 0,373 | 0,349 | 0,345 | 0,343 | 0,361 | 0,354

Para el estudio de validacion del método que se propone desarrollar, se calcularon los estadigrafos:
media aritmética (Media), desviacion estandar (DS) y coeficiente de variacion (CV) y se calcul6 el in-
tervalo de trabajo para cada patrén.

Tabla 2: Estadigrafos descriptivos

(S;%IE) Media DS (%/OV) Intervalo de trabajo
20 0,069 0,004 6,510 0,064 - 0,073
40 0,142 0,010 7,002 0,132 - 0,152
50 0,179 0,012 6,912 0,167 - 0,192
60 0,213 0,009 4,458 0,203 - 0,222
80 0,287 0,015 5,323 0,272 - 0,302
100 0,362 0,016 4,359 0,347 - 0,348

A partir de la interpretacion y analisis de los estadigrafos calculados, puede apreciarse que en corres-
pondencia con los valores de la media calculados, los valores para la desviacion estandar son relativa-
mente pequefios. Esto puede comprobarse ademas con los valores de CV, que oscilan por debajo del
10%, comportamiento que cumple con el criterios de validacion de un método analitico, que establece
que el valor del CV debe ser inferior al 15%.
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En la figura 2 se muestra la representacion gréafica de los valores de las mediciones, donde es aprecia-
ble la correspondencia entre las mediciones, lo que se justifica con los valores del coeficiente de varia-
cién. Por tanto, resulta evidente de acuerdo con los valores reportados en la tabla 2 que el método tiene
una buena precision y por consiguiente buena reproducibilidad y repetibilidad. En la tabla 2 pueden
verse los intervalos de trabajo de cada patron. Se determiné el intervalo del patron, que es el intervalo
de concentraciones en que las mediciones son confiables. Esta dado por la media = DS. Los valores de
absorbancia fuera de este intervalo no son confiables.
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Figura 2: Dispersion de las mediciones realizadas
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Figura 3: Curva de calibracion para la determinacion de Protoporfirina 1X eritrocitaria libre
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Se construyo la curva de calibracion para la determinacion de Protoporfirina IX eritrocitaria libre. En
grafico 1 dicha curva, donde puede apreciarse la tendencia lineal de las mediciones. Se obtuvo la ecua-
cién de la recta, siendo a el intercepto y b la pendiente, donde:

a=-0,0046
b =0,0037

De manera que al sustituir estos valores en la ecuacion de una linea recta, obtenemos la ecuacion de
la curva de calibracion:

A =0,0037c —0,0046

Donde:

A: absorbancia

c: concentracion masica [ug/dL]

El coeficiente de correlacion (r?) de la recta obtenida es 0,9999. Para que un método analitico sea
considerado que posee una buena linealidad, el valor de r? debe ser mayor que 0,9800, de manera que
puede considerarse que el ajuste es lineal y que por tanto, el método también es lineal en el intervalo
estudiado; que se encuentra comprendido entre 20 — 100 pg/dL

I11. CONCLUSIONES

= Se obtuvo la ecuacidn de la curva de calibracion.

= Se comprobé el cumplimiento del criterio de linealidad y reproducibilidad del procedimiento
desarrollado.

= Se determinaron los estadigrafos descriptivos: DS, CV vy el rango de trabajo para cada patron,
quedando demostrada la factibilidad de la determinacién cuantitativa de Protoporfirina IX eri-
trocitaria libre mediante espectrofotometria UV-Visible, lo cual permite restablecer el servicio
de atencion al personal expuesto e intoxicado por plomo.
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