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CAPÍTULO 1 

 

 

 

INTRODUCCIÓN. 

 

 

 

1.1. Enfermedad renal crónica. 

 

La enfermedad renal crónica (ERC) constituye un problema de salud pública 

global y se define clínicamente por la presencia de anormalidades en la estructura o 

función renal durante un periodo mínimo de tres meses con implicaciones para la salud. 

Entre los criterios para su diagnóstico se encuentran una tasa de filtración glomerular 

(TFG) <60 mL/min/1.73 m² o la presencia de uno o más marcadores de daño renal, como 

una relación albúmina/creatinina urinaria ≥30 mg/g, alteraciones del sedimento urinario o 

anomalías estructurales detectadas mediante estudios de imagen (KDIGO, 2024). Se 

estima que la ERC afecta al 9.1% de la población mundial, lo que corresponde a más de 

788 millones de personas. De acuerdo con datos de 2023, la ERC es la novena causa de 

muerte a nivel mundial, con aproximadamente 1.48 millones de defunciones. Su 
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prevalencia continua en aumento debido al envejecimiento de la población y a la creciente 

incidencia de sus principales factores de riesgo, como la diabetes e hipertensión (GBD 

2023 Chronic Kidney Disease Collaborators, 2025). En este contexto, como se observa en 

la Figura 1, México se encuentra entre los países con las tasas de mortalidad por ERC más 

elevadas, expresadas como el número de defunciones por cada 100 000 habitantes. 

 

 

 

En México, la situación es especialmente preocupante. Como se muestra en la 

Figura 2, el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) reporta que la tasa de 

mortalidad por insuficiencia renal ha alcanzado su punto más alto en la última década 

durante 2024. Esto posiciona a la insuficiencia renal como la décima causa de muerte a 

nivel nacional, con más de 17,000 defunciones, de las cuales 78.9% son por ERC (INEGI, 

2025). Además, gran parte de los pacientes son diagnosticados en etapas avanzadas debido 

a la ausencia de síntomas específicos en fases iniciales. Esto implica que muchos ingresen 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica global de la tasa de mortalidad por ERC          

(GBD, 2025). 
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a programas de diálisis o requieran trasplante sin haber recibido un manejo preventivo 

oportuno (Gutiérrez-Peña et al., 2021). 

 

 

 

El incremento de la mortalidad asociada con la enfermedad renal crónica (ERC) 

representa un importante desafío para los sistemas de salud. Además, el tratamiento 

sustitutivo renal genera una elevada carga económica debido a los recursos necesarios 

para su atención, lo que limita la capacidad de los sistemas sanitarios para cubrir las 

necesidades de la población afectada (Cortés-Sanabria et al., 2017). 

 

La carga de la ERC no se limita únicamente a la falla progresiva del riñón. Existe 

una estrecha relación entre la disfunción renal y la enfermedad cardiovascular, ya que los 

pacientes con ERC presentan un riesgo cardiovascular 2 a 3 veces mayor que la población 

general (Jha et al., 2013). Esta asociación se debe principalmente a la acumulación de 

toxinas urémicas (Barril et al., 2023), las cuales son sustancias que se acumulan en la 

sangre cuando los riñones no funcionan correctamente, provocando daño tisular, 

inflamación crónica, estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo mineral óseo, lo 

que conduce a calcificación vascular y disfunción endotelial (Vaziri et al., 2013).  

 

En este contexto, la identificación y monitorización de biomarcadores que reflejen 

la carga tóxica acumulada y la actividad patogénica en ERC es esencial no solo para 

 

 

Figura 2. Tasa de mortalidad por insuficiencia renal en México (INEGI, 2025). 



4 
 

comprender su fisiopatología, sino también para diseñar intervenciones terapéuticas más 

efectivas (Vanholder et al., 2003). Algunos de estos biomarcadores son: los solutos 

urémicos derivados del metabolismo intestinal, como: urea, creatina, ácido úrico, beta 2- 

microglobulina, hormona paratiroidea, p-cresol sulfato (pCS) e indoxil sulfato (IS), siendo 

estas dos últimas las principales toxinas urémicas asociadas a la progresión de la ERC y 

en el aumento del riesgo cardiovascular asociado. 

 

 

1.2. p-cresol sulfato e indoxil sulfato en la enfermedad renal. 

 

Dentro del amplio espectro de toxinas urémicas, los compuestos derivados de la 

fermentación bacteriana de aminoácidos aromáticos en el intestino se han posicionado 

como determinantes relevantes en la progresión de la enfermedad renal crónica. Entre 

ellos destacan el p-cresol sulfato (pCS), derivado del metabolismo de la tirosina y la 

fenilalanina, y el indoxil sulfato (IS), derivado del triptófano (Gryp et al., 2017). Ambos 

son solutos urémicos de bajo peso molecular con elevada unión a proteínas plasmáticas, 

característica que dificulta su eliminación mediante hemodiálisis convencional y favorece 

su acumulación y toxicidad (Duranton et al., 2012). En la Figura 3 se muestran las 

estructuras químicas de estos compuestos y en la Tabla I se presentan sus principales 

propiedades fisicoquímicas. 

 

pCS IS 

  

 

Figura 3. Estructura química del pCS e IS (Pubchem, 2026). 
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La formación de ambas toxinas se inicia en el intestino a partir del metabolismo 

bacteriano de sus respectivos aminoácidos precursores. La tirosina y la fenilalanina son 

metabolizadas por la microbiota intestinal para producir p-cresol, el cual es absorbido y 

posteriormente conjugado mediante reacciones de sulfatación y glucuronidación, dando 

lugar principalmente a pCS y p-cresol glucurónido. De estos metabolitos, el pCS presenta 

una elevada afinidad por proteínas séricas, particularmente por la albúmina (Liabeuf et 

al., 2010). De manera similar, el triptófano es metabolizado por la microbiota intestinal 

para formar indol, que tras su absorción es metabolizado principalmente en el hígado y 

convertido en IS. Este último se ha relacionado con la activación de vías proinflamatorias 

y prooxidantes asociadas con la progresión de la enfermedad renal (Niwa et al., 2010; 

Watanabe et al., 2013). En la Figura 4 se representa el eje intestino-riñón y las principales 

rutas involucradas en la formación de estas toxinas urémicas ligadas a proteínas. 

 

Tabla I.  Propiedades fisicoquímicas del pCS e IS (Drug Bank, 2022) 

 

Propiedad 

fisicoquímica 

Compuesto químico 

pCS IS 

Peso molecular 188.20 g/mol 213.21 g/mol 

Log P 1.23 1.29 

Solubilidad 
1.58 g/L 

(Agua a 25 °C) 

0.787 g/L 

(Agua a 25 °C) 

pKa -2 -1.8 
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Figura 4. Formación de las toxinas urémicas. (Jelani et al., 2022). 

 

 

La enfermedad renal crónica también induce alteraciones significativas en la 

barrera intestinal. La uremia se asocia con disbiosis de la microbiota, ocasiona una 

reducción de bacterias productoras de butirato y aumento de especies proteolíticas, lo que 

favorece la producción de precursores de toxinas como indol y p-cresol (Vaziri et al., 

2013). Además, la acumulación de toxinas urémicas y el estrés oxidativo sistémico 

aumentan la permeabilidad intestinal al comprometer la integridad de las uniones 

estrechas en el epitelio intestinal (Evenepoel et al., 2009). Este incremento en la 

permeabilidad permite un mayor paso de metabolitos bacterianos hacia la circulación 

portal, potenciando la generación y acumulación de compuestos como pCS e IS. De esta 

manera, la disfunción renal deteriora la homeostasis intestinal y, a su vez, el intestino 

contribuye a la carga urémica y a la progresión de la enfermedad. (Arteaga-Muller et al., 

2024). 

 

Diversos estudios clínicos han demostrado que los niveles plasmáticos elevados 

de pCS e IS se asocian con un mayor riesgo de progresión a enfermedad renal terminal 

(ERT), eventos cardiovasculares y mortalidad en pacientes con ERC (Lin et al., 2020). 



7 
 

Estos solutos contribuyen al estrés oxidativo, disfunción endotelial y fibrosis renal 

mediante la activación de receptores de aril-hidrocarburos, incrementando la producción 

de especies reactivas de oxígeno y estimulando la vía de señalización del factor de 

crecimiento transformante beta y las proteínas Smad (TGF-β/Smad) (Schroeder et al., 

2010). Además, ambos metabolitos pueden alterar la viabilidad y proliferación de células 

tubulares renales, así como modular la expresión de citocinas inflamatorias y moléculas 

de adhesión en células endoteliales (Sun et al., 2012). 

 

En la práctica clínica, la cuantificación de pCS e IS en suero o plasma ha adquirido 

interés debido a su posible utilidad como biomarcadores asociados con el deterioro de la 

función renal, la progresión de la ERC y al riesgo cardiovascular. Como se observa en la 

Tabla II, las concentraciones séricas de ambas toxinas aumentan progresivamente 

conforme avanza el estadio de la enfermedad. El IS total incrementa de 1.03 ± 0.85 mg/L 

en el estadio 1 a 18.21 ± 15.06 mg/L en el estadio 5, mientras que el pCS total aumenta 

de 2.69 ± 4.34 a 27.00 ± 17.66 mg/L (Lin et al. 2011). 

 

Tabla II. Concentraciones de pCS e IS en diferentes estadios de la ERC (3, 4 y 5) 

y en hemodiálisis (HD). (Lin et al. 2011). 

 

Analito 
Estadio 3 

 (n = 24) 

Estadio 4  

(n = 21) 

Estadio 5  

(n = 22) 

Estadio 5 HD            

(n = 36) 

IS (mg/L) 3.2 ± 3.0 5.4 ± 3.6 19.9 ± 10.5 42.5 ± 15.6 

pCS (mg/L) 4.8 ± 4.3 5.9 ± 5.6 12.4 ± 7.9 21.8 ± 12.4 

 

 

Los resultados presentados en la Tabla II muestran que las concentraciones séricas 

de pCS e IS aumentan conforme avanza el estadio de la ERC y disminuye la función renal, 

observándose concentraciones menores en los estadios iniciales y una mayor acumulación 

en los estadios avanzados (Lin et al., 2011). Esta tendencia refleja la disminución 
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progresiva de la capacidad renal para eliminar estos solutos y evidencia una asociación 

entre su acumulación sérica y el deterioro de la función renal. Por lo tanto, la 

cuantificación de pCS e IS puede proporcionar información sobre el grado de acumulación 

de toxinas urémicas en pacientes con diferentes estadios de ERC y constituir un indicador 

complementario del deterioro de la función renal. Asimismo, este comportamiento 

sustenta la importancia de disponer de métodos analíticos sensibles y confiables para la 

determinación simultánea de ambas toxinas en muestras de suero. 

 

Se ha reportado que concentraciones séricas altas de pCS se correlacionaban con 

un mayor riesgo de mortalidad cardiovascular en pacientes en diálisis (Liabeuf et al., 

2020). De manera similar, se demostró que niveles elevados de IS pueden predecir eventos 

cardiovasculares y muerte independientemente de otros factores de riesgo tradicionales 

(Barreto et al., 2009). Estos hallazgos refuerzan la hipótesis de que la acumulación de 

toxinas urémicas ligadas a proteínas contribuye de forma activa a la alta morbimortalidad 

observada en la ERC, más allá de únicamente actuar como marcadores de disminución de 

la función renal. 

 

Por otra parte, se han propuesto estrategias terapéuticas dirigidas a disminuir la 

generación y las concentraciones circulantes de pCS e IS mediante la modulación de la 

microbiota intestinal, entre ellas el uso de prebióticos, probióticos y adsorbentes 

intestinales, aunque los resultados clínicos han sido variables (Nakabayashi et al., 2011). 

Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar al pCS e IS no solo como 

biomarcadores asociados con la progresión de la ERC y sus complicaciones, sino también 

como posibles objetivos de estrategias terapéuticas dirigidas a disminuir su generación o 

acumulación. En este contexto, la cuantificación de pCS e IS permite evaluar los cambios 

en sus concentraciones y la respuesta a estas intervenciones (Meijers et al., 2010). Por lo 

tanto, se requieren métodos analíticos adecuados para su determinación y para evaluar la 

eficacia de estrategias dirigidas a disminuir su acumulación. 
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1.3. Técnicas para el análisis de pCS e IS. 

 

La cuantificación de pCS e IS en matrices biológicas representa un desafío 

analítico debido a su elevada unión a proteínas plasmáticas. Para favorecer la liberación 

de estas toxinas de su unión proteica se han empleado procedimientos de desnaturalización 

y precipitación de proteínas mediante la adición de ácidos o disolventes orgánicos. Una 

vez formado el precipitado proteico, este puede separarse de la fase líquida mediante 

centrifugación, recuperándose el sobrenadante que contiene los analitos para su posterior 

análisis cromatográfico (Polson et al., 2003). Para la determinación de pCS e IS se han 

desarrollado diferentes metodologías analíticas basadas principalmente en técnicas de 

separación cromatográfica acopladas a distintos sistemas de detección, entre ellos 

fluorescencia, ultravioleta y espectrometría de masas, con el propósito de alcanzar una 

determinación selectiva, sensible y reproducible. 

 

Los primeros intentos de cuantificación de pCS e IS se realizaron mediante 

técnicas colorimétricas y espectrofotométricas (Caggiano et al., 2023). Sin embargo, estas 

metodologías carecen de especificidad, ya que otros compuestos aromáticos presentes en 

suero podían interferir con la señal analítica (De Smet et al., 1998). Posteriormente, la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplada a detección ultravioleta (UV) 

se convirtió en una de las técnicas más empleadas, gracias a su mayor selectividad y 

capacidad de separación (Filosa et al., 2024). A pesar de ello, la sensibilidad limitada 

(mg/L) y la interferencia de compuestos endógenos en la matriz biológica representan 

limitaciones significativas (Meijers & Evenepoel et al., 2011). 

 

En años recientes, el acoplamiento de las técnicas cromatográficas con los 

detectores de espectrometría de masa (HPLC-MS), han permitido identificar con alta 

especificidad al pCS e IS, en niveles bajos (ng/mL) y en presencia de interferencias séricas 

(Filosa et al., 2024). No obstante, el elevado costo de los equipos, el mantenimiento 

especializado y la necesidad de personal altamente capacitado limitan su disponibilidad 
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en muchos laboratorios clínicos y de investigación, particularmente en países en 

desarrollo. 

 

Una alternativa ha sido el uso la cromatografía de líquidos con detección de 

fluorescencia (HPLC-FLD). Esta técnica combina la sensibilidad de la fluorescencia con 

la capacidad de separación de la cromatografía líquida, ofreciendo límites de detección 

bajos (ng/mL) y menor susceptibilidad a interferencias en comparación con la detección 

UV convencional (Silva et al., 2022). Además, estudios comparativos han mostrado que 

HPLC-FLD puede proporcionar resultados equiparables a HPLC-MS en la cuantificación 

de pCS e IS en suero o plasma, con la ventaja de una mayor accesibilidad económica 

(Mutsaers et al., 2013). 

 

 

1.4. Naturaleza de la matriz y tratamiento de muestra para el análisis de pCS e IS. 

 

La elección del procedimiento de tratamiento de muestra para el análisis de pCS e 

IS, depende en gran medida de la naturaleza de la matriz. En el caso del suero o plasma, 

este presenta múltiples interferencias por parte de los compuestos endógenos entre los que 

destacan proteínas, lípidos, sales y otras moléculas (Ingle et al., 2022). Además, el hecho 

de que estas toxinas urémicas se encuentran fuertemente unidas a proteínas, hace que sea 

necesario seleccionar un procedimiento de tratamiento de muestra que permita reducir las 

interferencias de la matriz, liberar a los analitos de la unión proteica y mantenerlos en 

solución con concentraciones adecuadas a la sensibilidad del método (Niu et al., 2018). 

 

Entre las principales estrategias utilizadas para el tratamiento de muestras 

biológicas, se han implementado diferentes técnicas de extracción y/o separación como la 

precipitación proteica con ácidos orgánicos (ácido perclórico, ácido tricloroacético) o 

solventes orgánicos (acetonitrilo, metanol), ultrafiltración, dilución, extracción en fase 
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solida (SPE) y extracción liquido-liquido (LLE) (Fernandes et al., 2023). Sin embargo, 

algunas de estas técnicas implican múltiples pasos de preparación, requieren reactivos o 

materiales especializados, mayor tiempo total de análisis y un alto costo (Shu et al., 2016).  

 

Como se muestra en la Tabla III, entre las técnicas anteriormente mencionadas, la 

precipitación proteica destaca por ser un procedimiento sencillo y ampliamente utilizado 

para el tratamiento de muestras biológicas previo al análisis cromatográfico (Polson et al., 

2003). En la determinación de toxinas urémicas como pCS e IS, la precipitación con 

solventes orgánicos, principalmente acetonitrilo y metanol, se utiliza para remover las 

proteínas de muestras de suero o plasma y obtener un sobrenadante que pueda emplearse 

en el análisis cromatográfico (Alquadeib et al., 2024). 

 

Tabla III.  Ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de tratamiento de muestra 

en matrices biológicas para la determinación de toxinas urémicas. 

 

Técnica Ventajas Limitaciones 

Precipitación 

proteica 

 Libera a los analitos de la 

unión proteica. 

 Tiempo corto de análisis. 

 Económica. 

 Simple de realizar. 

 Dilución de la muestra. 

Ultrafiltración 
 Separa las toxinas urémicas 

en sus fracciones totales. 

 Dispositivos específicos. 

 Mayor tiempo de análisis. 

 Costoso. 

Extracción en 

fase sólida 

 Buena selectividad y 

eliminación de 

interferencias. 

 Cartuchos costosos. 

 Mayor tiempo de análisis. 

Dilución 

 

 

 Técnica rápida y sencilla. 

 Económica. 

 Baja selectividad y 

eliminación de 

interferencias. 
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1.5. Precipitación proteica. 

 

La precipitación de proteica, también denominada desproteinización, es una de las 

técnicas más utilizadas para el tratamiento de muestras de suero y plasma antes del análisis 

cromatográfico. Su finalidad principal es remover las proteínas presentes en la matriz 

mediante su conversión de una fase soluble a una fase precipitada que posteriormente 

puede separarse mediante centrifugación o filtración (Bravo-Veyrat & Hopfgartner, 2022). 

 

Las proteínas deben eliminarse antes de su introducción al cromatógrafo debido a 

que pueden precipitar al entrar en contacto con los componentes orgánicos de la fase 

móvil, ocasionando obstrucciones en el inyector o deterioro de la columna cromatográfica 

(Bravo-Veyrat & Hopfgartner, 2022). 

 

El fundamento de la precipitación proteica consiste en modificar las condiciones 

fisicoquímicas del medio, de manera que disminuya la solubilidad de las proteínas. Los 

agentes precipitantes utilizados pueden clasificarse, de manera general, en disolventes 

orgánicos, ácidos y sales. La adición de estos agentes altera las interacciones entre las 

proteínas y el medio acuoso, favoreciendo su desnaturalización, agregación y posterior 

separación de la fase líquida (Bravo-Veyrat & Hopfgartner, 2022). 

 

 

1.5.1. Precipitación proteica utilizando disolventes orgánicos. 

 

Entre los agentes precipitantes más utilizados se encuentran disolventes orgánicos 

como acetonitrilo, metanol y etanol. Cuando estos se adicionan a una solución acuosa que 

contiene proteínas, modifican las propiedades del medio y disminuyen la solubilidad 

proteica. Este proceso se relaciona con cambios en la hidratación de las proteínas y en las 
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interacciones proteína-solvente y proteína-proteína, lo que favorece su agregación y 

precipitación. Posteriormente, las proteínas precipitadas pueden separarse de la fase 

líquida mediante centrifugación (Du et al., 2022; Akyüz, 2024).  

 

 

1.6. Antecedentes. 

 

Anteriormente se ha reportado la precipitación proteica, utilizando como agente 

precipitante diferentes disolventes orgánicos como acetonitrilo, metanol y mezclas, para 

el tratamiento de muestra en matrices biológicas para la determinación de toxinas 

urémicas.  

 

En el 2020, Fabrese y colaboradores utilizaron metanol como agente precipitante 

para determinar pCS e IS con recuperaciones de 87 a 92% (Fabrese et al., 2020). En el 

2012, Al za abi y colaboradores utilizaron acetonitrilo como agente precipitante para 

determinar IS con recuperaciones de 93.4 a 102.5 % (Al za abi., 2012). En el 2016, De 

loor y colaboradores utilizaron una mezcla de metanol con acetonitrilo en proporción 1:1 

como agente precipitante para determinar pCS e IS con recuperaciones de 83 a 100 % (De 

loor et al., 2016). 

 

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el empleo de disolventes orgánicos 

como agentes precipitantes para el tratamiento de muestras destinadas a la determinación 

de pCS e IS, obteniéndose recuperaciones entre 83 y 102.5 % para ambos analitos. Estos 

antecedentes respaldan el uso de la precipitación proteica con disolventes orgánicos como 

una alternativa sencilla para la preparación de muestras, ya que permite la eliminación de 

las proteínas precipitadas y la recuperación de los analitos en el sobrenadante para su 

posterior análisis cromatográfico. Asimismo, en comparación con procedimientos que 

requieren etapas adicionales de tratamiento de muestra, la precipitación proteica puede 
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simplificar el procedimiento, disminuir el número de reactivos empleados y reducir el 

tiempo de preparación de las muestras. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN. 

 

La determinación de p-cresol sulfato e indoxil sulfato en fluidos biológicos es 

clave para la comprensión de la fisiopatología, del manejo clínico y complicaciones 

cardiovasculares de la enfermedad renal crónica. La preparación de muestras constituye 

un reto en el análisis de estas toxinas, ya que estos compuestos se encuentran fuertemente 

unidos a proteínas plasmáticas. Entre las diferentes estrategias de preparación de muestra, 

la precipitación proteica destaca por ser un procedimiento sencillo, rápido y ampliamente 

utilizado para eliminar proteínas y obtener extractos compatibles con el análisis 

cromatográfico. La implementación y validación de un método por cromatografía de 

líquidos de alta resolución con detección por fluorescencia para la determinación 

simultánea de p-cresol sulfato e indoxil sulfato permitirá disponer de una metodología con 

potencial aplicación clínica en muestras de pacientes obtenidas del Centro Regional de 

Enfermedades Renales del Hospital Universitario. "Dr. José Eleuterio González.”. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL. 

 

Implementar y validar un método analítico para la determinación simultánea de p-

cresol sulfato e indoxil sulfato en suero por cromatografía de líquidos de alta resolución 

con detección por fluorescencia. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

1. Implementar un sistema cromatográfico por HPLC-FLD para la determinación 

simultánea de pCS e IS. 

2. Seleccionar el agente precipitante adecuado para la determinación de pCS e IS en 

suero.  

3. Evaluar el desempeño del método. 

4. Aplicar el método en la medición de pCS e IS en muestras de suero de pacientes con 

ERC en diálisis obtenidas del Centro Regional de Enfermedades Renales del Hospital 

Universitario. "Dr. José Eleuterio González.”. 
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CAPÍTULO 5 

 

 

 

MATERIAL Y METODOS. 

 

 

 

5.1. Reactivos. 

 

Sal potásica de p-cresol sulfato (p-tolil sulfato de potasio) (≥95%), Sigma Aldrich. 

Sal potásica de indoxil sulfato (≥98%), Sigma Aldrich. 

Acetonitrilo grado HPLC, Tedia. 

Metanol grado HPLC, J.T. Baker. 

Ácido fórmico (98-100%), Sigma Aldrich. 
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5.2. Equipos. 

 

Balanza analítica, OHAUS 3510. 

Baño de ultrasonido, Branson 3510. 

Agitador tipo vórtex, Scientific Industries Genie 2. 

Microcentrífuga, Eppendorf 5415 C. 

Sistema de purificación de agua modelo Simplicity marca Merck Millipore. 

Bomba de vacío, GAST, modelo: 1 HA B-25-M1100X. 

Cromatógrafo de líquidos de alta resolución, Waters Alliance 2695, equipado con una 

bomba de cuaternaria, desgasificador en línea, automuestreador, horno de columna, 

detector de arreglo de diodos 2996 y detector de fluorescencia (FLD) 2475 con longitud 

de onda programable.  

Espectrofluorómetro FL 8500 con software Spectrum FL 21 CFR de Perkin Elmer. 
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5.3. Materiales. 

 

Columna Atlantis T3 (150 × 2.1 mm, 3 µm; Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). 

Sistema de filtración, Pall Corporation. 

Membranas para filtración para disolventes de Nylon 0.45 μm, Millipore. 

Frascos reservorios para la fase móvil de 250 y 500 mL con tapa rosca. 

Celda de cuarzo de 1 cm para el espectrofluorímetro.  

Viales de vidrio ámbar de 2 mL con tapón de rosca y septum de teflón/silicón. 

Viales de vidrio ámbar de 2 mL con inserto de 250 µL con tapón de rosca y septum de 

teflón/silicón. 

Viales de vidrio ámbar de 10 mL. 

Microespátulas. 

Bulbo para pipeta Pasteur. 

Pipetas Pasteur. 

Pipetas automáticas de 2 a 20 μL, de 20 a 200 μL y de 100 a 1000 μL, Eppendorf. 

Puntillas para pipeta automática. 

Jeringas de plástico. 

Filtros para jeringa de Nylon 25 mm de 0.22 μm, Thermo Scientific 

Matraces volumétricos de 1,5,10, 25, 250 y 500 mL. 

Vasos de precipitado de 10, 50, 100 y 250 mL. 

Tubos Eppendorf 1.5 mL. 

Papel Parafilm M. 

Programa Excel, Microsoft 365®, versión 2509 de 64 bits.  
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5.4. Métodos. 

 

 

 

5.4.1. Selección de las longitudes de onda de máxima excitación y emisión para pCS 

e IS. 

 

Con el propósito de determinar las longitudes de onda de máxima excitación y 

emisión del pCS e IS, se prepararon soluciones estándar individuales de cada analito a una 

concentración de 5 mg/L, empleando como disolvente una mezcla de solución acuosa de 

ácido fórmico al 0.15 % y metanol en proporción 1:1. Las mediciones se realizaron en un 

Espectrofluorómetro PerkinElmer FL 8500 utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de 

trayectoria óptica, la cual se llenó aproximadamente hasta la mitad de su capacidad. Previo 

al análisis de las soluciones estándar, se registró el espectro correspondiente al blanco, 

constituido por la mezcla de ácido fórmico al 0.15 % y metanol. 

 

Para la obtención de los espectros de emisión, se realizaron barridos espectrales 

manteniendo fija la longitud de onda de excitación en 270 nm para pCS y 280 nm para IS. 

Posteriormente, para la obtención de los espectros de excitación, se mantuvo fija la 

longitud de onda de emisión en 290 nm para pCS y 380 nm para IS. Los barridos se 

realizaron en el intervalo espectral de 250 a 500 nm. Cada medición se efectuó por 

triplicado con la finalidad de corroborar la reproducibilidad de los máximos espectrales 

obtenidos. A partir de estos espectros se determinaron las longitudes de onda de máxima 

excitación y emisión de cada analito, las cuales fueron utilizadas posteriormente para 

establecer las condiciones de detección mediante HPLC-FLD. 
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5.4.2. Implementación de un sistema cromatográfico por HPLC-FLD para la 

determinación simultánea de pCS e IS. 

 

Para el análisis simultáneo de pCS e IS se utilizó un cromatógrafo de líquidos de 

alta resolución Waters Alliance 2695 equipado con una bomba cuaternaria, desgasificador 

en línea, automuestreador, horno de columna, detector de arreglo de diodos 2996 y 

detector de fluorescencia 2475 con longitud de onda programable. 

 

Para la separación cromatográfica se utilizó una columna de fase inversa Atlantis 

T3 (150 × 2.1 mm, 3 µm; Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). Se empleó una 

FM compuesta por metanol como modificador orgánico y una solución acuosa de ácido 

fórmico al 0.15 %. En todos los experimentos se mantuvo un flujo constante de 0.15 

mL/min, se programó una elución isocrática y se probaron diferentes composiciones de la 

FM. El volumen de inyección fue de 5 µL y la detección de fluorescencia del IS se realizó 

utilizando una longitud de onda de excitación (λexc) de 280 nm y una longitud de onda de 

emisión (λem) de 380 nm. Para el pCS, se seleccionaron λexc de 270 nm y λem de 290 nm. 

El tiempo de análisis por corrida fue de 15 min. 

 

Se prepararon soluciones madre individuales de pCS e IS en metanol a una 

concentración de 1000 mg/L. A partir de estas soluciones se prepararon, de manera 

independiente, soluciones estándar individuales de cada analito a 5 mg/L en FM, las cuales 

se utilizaron inicialmente para identificar la respuesta cromatográfica y establecer los tR 

correspondientes a cada compuesto. Posteriormente, se preparó directamente a partir de 

las soluciones madre una solución estándar en mezcla que contenía pCS e IS, cada uno a 

una concentración de 10 mg/L en FM, con la finalidad de evaluar simultáneamente la 

retención y separación de ambos analitos durante la implementación del sistema 

cromatográfico.  
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Para la preparación de las soluciones empleadas en el sistema cromatográfico se 

utilizó agua desionizada obtenida mediante el sistema de purificación de agua (Merck 

Millipore). Se prepararon 500 mL de solución acuosa de ácido fórmico al 0.15 %, utilizada 

como componente acuoso de la fase móvil; 500 mL de metanol, utilizado como 

componente orgánico; y 500 mL de una mezcla metanol:agua 80:20, utilizada como 

solución de lavado de sellos del sistema cromatográfico. Todas las soluciones preparadas 

se filtraron a través de membranas de 0.45 µm y posteriormente se sonicaron durante 15 

min para su desgasificación. La filtración tuvo como finalidad eliminar partículas 

presentes en las soluciones antes de su introducción al sistema cromatográfico. Por su 

parte, la sonicación se realizó para disminuir la presencia de gases disueltos y prevenir la 

formación de burbujas que pudieran afectar el funcionamiento del sistema y la estabilidad 

de la señal. 

 

La selección de las condiciones cromatográficas para la determinación simultánea 

de pCS e IS se realizó mediante ensayos en los que se modificó la proporción de los 

componentes de la fase móvil, manteniendo constantes las demás condiciones 

cromatográficas. Se evaluó inicialmente una proporción 70:30 (ácido fórmico al 0.15 % - 

metanol) y posteriormente 65:35. Para estos ensayos se utilizaron las soluciones estándar 

individuales de 5 mg/L de cada analito para identificar sus tR y una solución estándar en 

mezcla de IS y pCS, cada uno a una concentración de 10 mg/L, para evaluar su resolución. 

 

Los cromatogramas obtenidos bajo cada condición fueron comparados 

considerando la separación de las señales correspondientes al IS y pCS, la forma de los 

picos, la ausencia de coelución, los tR, el tiempo total de análisis y la resolución 

cromatográfica (Rs). Asimismo, se evaluó la reproducibilidad de los tR y de las áreas 

cromatográficas mediante análisis por triplicado de la solución estándar en mezcla para 

ambos analitos. La condición seleccionada fue aquella que proporcionó una resolución 

mayor de 1.5, tR reproducibles y una reducción del tiempo de análisis, sin comprometer la 

resolución cromatográfica. 
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5.4.3. Validación del sistema cromatográfico implementado para la determinación 

simultánea de pCS e IS. 

 

Para la validación del sistema cromatográfico los parámetros que se evaluaron 

fueron la linealidad, precisión, exactitud y los límites de detección y cuantificación. Esto 

tomando en cuenta lo que estipula la guía de la ICH (2023). Para realizar la validación, se 

preparó una solución estándar mezcla de pCS e IS a una concentración de 100 mg/L de 

cada uno, en FM ácido fórmico al 0.15 % - metanol (65:35) como disolvente. A partir de 

esta solución, se prepararon las soluciones de trabajo para cada nivel de concentración, 

utilizando la FM ácido fórmico al 0.15 % - metanol (65:35) como disolvente.  

 

 

 Linealidad.  

 

Para evaluar la linealidad y el rango de trabajo, se construyó una curva de 

calibración por estándar externo por triplicado en tres ensayos independientes. Se 

utilizaron 5 niveles de concentración (1, 5, 10, 25 y 50 mg/L) para el pCS y 6 niveles de 

concentración (0.1, 1, 5, 10, 25 y 50 mg/L) para el IS. Utilizando las áreas de las señales 

obtenidas en los cromatogramas se construyó un gráfico de concentración en función de 

las respuestas (área de pico cromatográfico). 

 

Para la evaluación de este parámetro se realizó una inspección visual de la curva 

de calibración obtenida y posteriormente se realizó un análisis de regresión lineal por el 

método de mínimos cuadrados para obtener la ecuación de la recta y observar la relación 

de linealidad mediante el coeficiente de determinación R2 (ICH, 2023). Además, se 

calcularon los factores de respuesta obtenidos en cada nivel de concentración de la curva 

de calibración de acuerdo con la ecuación 1 y se calculó el porcentaje de desviación 

estándar relativa (% DER). (Portillo et al, 2022). 
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Donde:  

 

Ecuación 1.  

FR = factor de respuesta    

 

 

 Precisión.  

 

Se evaluó mediante el % DER de las respuestas para cada nivel de concentración 

de los estándares de la curva de calibración, de acuerdo con la Ecuación 2. La precisión 

también se evaluó con el porcentaje de desviación estándar relativa de los tR de cada 

analito. 

 

 

Ecuación 2. 

Donde:  

%𝐷𝐸𝑅 = Porcentaje de desviación estándar relativa 

𝑠 = Desviación estándar 

x̄ = Promedio 
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 Exactitud. 

 

La exactitud del sistema cromatográfico se evaluó mediante la concordancia entre 

las concentraciones nominales de los estándares de calibración y las concentraciones 

calculadas experimentalmente. Para cada nivel de concentración, la respuesta 

cromatográfica obtenida se sustituyó en la ecuación de regresión lineal de la curva de 

calibración correspondiente a cada analito, obteniéndose así la concentración calculada. 

Posteriormente, se construyó una gráfica de la concentración calculada (y) en función de 

la concentración nominal (x) y los datos se ajustaron mediante regresión lineal por el 

método de mínimos cuadrados. A partir de la ecuación resultante se evaluaron la pendiente 

(m) y el coeficiente de determinación (R²), considerando como criterios de aceptación una 

pendiente cercana a 1 y un R² ≥ 0.99 (Burke, 2001; Swartz & Krull, 2015) 

 

 

 Límite de cuantificación y límite de detección.  

 

El límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOC), se determinaron 

mediante la relación señal ruido, tomando como base el procedimiento descrito por la 

Guía para la Validación de procedimientos analíticos ICH Q2 (2023), mediante las 

ecuaciones 3 y 4. 

 

El LOD se determinó mediante la relación señal/ruido, considerando como criterio 

una relación S/N de aproximadamente 3. La señal (S) correspondió a la altura del pico 

cromatográfico del analito y el ruido (N) a la amplitud del ruido de la línea base en una 

región representativa del cromatograma. La concentración del analito que produjo una 

relación S/N cercana a 10 se estableció como el LOC y se expresó en mg/L. 
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LOD = 3 (𝑆/𝑁)                                                                                                 Ecuación 3 

Donde:  

LOD = Límite de detección 

S= Altura de la señal del analito, medida desde la línea base hasta el máximo del pico 

cromatográfico.  

N= Altura que abarca representativamente el ruido en la línea base del analito. 

 

 

LOC = 10 (𝑆/𝑁)                                                                                                 Ecuación 4 

Donde:  

LOC = Límite de cuantificación  

S= Altura de la señal del analito, medida desde la línea base hasta el máximo del pico 

cromatográfico.  

N= Altura que abarca representativamente el ruido en la línea base del analito. 

 

 

5.4.4. Selección el agente precipitante para la determinación de pCS e IS en suero. 

 

Para seleccionar el agente precipitante adecuado para el tratamiento de las 

muestras para la determinación de pCS e IS en suero, se realizó el procedimiento de 

precipitación proteica reportada por el trabajo de Wu y colaboradores (Wu et al., 2010) 

con algunas modificaciones, la metodología consistió en que se obtuvieron 3 mL de 

muestra de sangre venosa de diferentes sujetos sanos (no padecían ERC), se dejaron 

reposar 30 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se 

separó el suero con una pipeta desechable, se recolectó en un tubo de plástico de 50 mL y 

se realizó un pool de suero de sujetos sanos. 



28 
 

Después, se preparó por triplicado una muestra de suero fortificada para tener una 

concentración de 25 mg/L de ambos analitos añadiendo la cantidad correspondiente de 

una solución estándar en mezcla de pCS e IS a un matraz volumétrico de 1 mL y se aforó 

con el pool de suero de sujetos sanos. Para el proceso de precipitación, se tomaron 200 µL 

de esta muestra fortificada con una pipeta automática y se colocaron en un tubo 

Eppendorff y se le agregaron 600 µL del agente precipitante. Se agito el tubo en el vórtex 

durante 1 minuto para facilitar la precipitación de las proteínas. Posteriormente, el tubo se 

centrifugó durante 10 minutos a 12,000 rpm para lograr la sedimentación del botón 

proteico en el fondo del tubo, se tomó el sobrenadante con una jeringa y se filtró a través 

de una membrana de nylon de 0.22 µm, se colocó directamente en los viales de HPLC con 

insertos 250 µL y se inyectaron 5 µL al cromatógrafo. Este procedimiento se realizó por 

triplicado para cada uno de los 3 diferentes agentes precipitantes (metanol, acetonitrilo y 

una mezcla acetonitrilo/metanol (1:1).  

 

La selección del agente precipitante se realizó mediante la evaluación de la señal 

cromatográfica comparando las áreas de los picos cromatográficos correspondientes a IS 

y pCS obtenidas después del tratamiento de las muestras con los diferentes agentes 

precipitantes evaluados. Los datos se analizaron Excel mediante una prueba estadística de 

análisis de varianza de un factor para buscar si existía diferencia significativa en las áreas 

obtenidas con cada agente precipitante; adicionalmente, se inspeccionó visualmente el 

extracto obtenido de la precipitación proteica, con la finalidad de observar con cuál agente 

precipitante se obtenía un sobrenadante más claro y menos turbio, indicando una 

precipitación proteica más eficaz. De igual forma, se revisaron los cromatogramas 

obtenidos en los experimentos para evaluar el ruido cromatográfico en cada uno de ellos. 
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5.4.5. Evaluación del desempeño del método. 

 

La validación del método se llevó a cabo evaluando los parámetros de selectividad, 

linealidad, precisión, exactitud, estabilidad, límite de detección y límite de cuantificación 

(ICH, 2023). Para evaluar el desempeño del método se realizaron los ensayos 

correspondientes a cada parámetro de validación, aplicando el procedimiento de 

precipitación proteica descrito en la sección 5.4.4., con el agente precipitante seleccionado 

y el posterior análisis mediante HPLC-FLD con el sistema cromatográfico previamente 

implementado y validado. 

 

 

5.4.5.1. Selectividad. 

 

Para evaluar la selectividad del método se analizaron diferentes tipos de muestras 

de suero: un pool de sueros de sujetos sanos sin fortificar, el mismo pool de sueros de 

sujetos sanos fortificado con una solución estándar en mezcla de pCS e IS a 

concentraciones de 3, 30 y 60 mg/L y muestras de pacientes con ERC. A todas las muestras 

se les aplicó el procedimiento de precipitación proteica con el agente precipitante 

seleccionado y posteriormente se analizaron mediante HPLC-FLD con el sistema 

cromatográfico previamente validado. La selectividad se evaluó verificando la ausencia 

de interferencias provenientes de los componentes endógenos de la matriz en los tR 

correspondientes a las moléculas de estudio. Adicionalmente, se compararon los espectros 

de absorción UV obtenidos mediante el detector DAD del sistema cromatográfico y los 

espectros de emisión de fluorescencia obtenidos mediante el detector FLD para todas las 

señales o picos cromatográficos obtenidos con el propósito de corroborar la identidad de 

las señales atribuidas al pCS e IS. 
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5.4.5.2. Linealidad. 

 

La linealidad se evaluó mediante una curva de calibración en matriz, utilizando 

seis niveles de concentración (1, 5, 10, 25, 50 y 75 mg/L) para ambos analitos. El 

procedimiento fue el siguiente: mediante la adición de una solución estándar en mezcla 

de ambos analitos a un pool de suero de sujetos sanos se preparó una muestra fortificada 

a 75 mg/L de IS y pCS. A partir de esta preparación, se tomó el volumen correspondiente 

y se completó a 200 µL con el mismo pool de suero sin fortificar para obtener cada nivel 

de concentración de la curva de calibración: 1, 5, 10, 25 y 50 mg/L. Para la construcción 

de la curva de calibración, además de la medición de los estándares previamente 

preparados, se midieron 200 µL de la muestra fortificada a una concentración de 75 mg/L. 

A todas las preparaciones se les aplicó el procedimiento de precipitación proteica con el 

agente precipitante seleccionado y posteriormente se analizaron mediante HPLC-FLD con 

el sistema cromatográfico validado. Debido a que el IS y el pCS son compuestos 

endógenos presentes en el suero, el pool sin fortificar se analizó por triplicado y se calculó 

el promedio de las áreas obtenidas para cada analito. Esta respuesta basal de la matriz se 

sustrajo de las áreas correspondientes a cada nivel de concentración tal como lo reporta 

(Silva et al., 2022). Cada nivel de concentración se analizó por triplicado y el ensayo se 

realizó en tres ocasiones independientes. Para cada ensayo se realizó un análisis de 

regresión lineal de las áreas cromatográficas corregidas en función de la concentración de 

cada analito. 

 

La evaluación de los parámetros de linealidad de las curvas de calibración se 

realizó como se menciona en la sección 5.4.3. 
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5.4.5.3. Exactitud y Precisión. 

 

Para evaluar la exactitud y precisión del método, se prepararon muestras 

fortificadas a partir del pool de suero de sujetos sanos, en tres niveles de concentración de 

IS y pCS: bajo (3 mg/L), medio (30 mg/L) y alto (60 mg/L). Cada nivel se preparó y 

analizó por triplicado. Todas las muestras fueron preparadas de acuerdo con el 

procedimiento de precipitación proteica con el agente precipitante seleccionado y 

posteriormente se analizaron mediante HPLC-FLD mediante el sistema cromatográfico 

validado. 

 

La precisión se evaluó mediante dos enfoques, precisión intradía e interdía. La 

precisión intradía se evaluó mediante el porcentaje de desviación estándar relativa 

(%DER), calculado de acuerdo con la ecuación 2, tanto para las concentraciones obtenidas 

en los niveles de concentración adicionados considerando la concentración basal de IS y 

pCS presente en el pool de suero sin fortificar, como para los tR para cada analito en las 

réplicas analizadas durante un mismo día. La precisión interdía se evaluó mediante el 

mismo procedimiento en tres días diferentes.  

 

Por otra parte, la exactitud se determinó mediante el porcentaje de recuperación, 

calculado de acuerdo con la ecuación 5, para cada nivel de concentración adicionado, 

considerando la concentración basal de IS y pCS presente en el pool de suero sin fortificar. 

 

 

% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎 −𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎
 𝑥 100     Ecuación 5 
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5.4.5.4. Estabilidad. 

 

Para evaluar la estabilidad de los analitos en la matriz, se analizaron muestras de 

suero de pacientes con ERC, las cuales fueron sometidas a dos condiciones distintas: 

trabajo a temperatura ambiente durante 8 horas (Muestra: M1 P6) y ciclos de 

congelación/descongelación (Muestra: M1 P7). Para esta última condición se realizó un 

ciclo de congelación/descongelación cada 24 horas y ambas condiciones se analizaron por 

triplicado durante tres días consecutivos. En cada condición evaluada, las muestras fueron 

sometidas al procedimiento de precipitación proteica con el agente precipitante 

seleccionado y posteriormente analizadas mediante HPLC-FLD con el sistema 

cromatográfico previamente validado. La estabilidad del pCS e IS en suero se evaluó 

mediante la comparación de las concentraciones, los tR obtenidos bajo las diferentes 

condiciones evaluadas con respecto a la condición inicial y la aparición de nuevas señales 

en los cromatogramas. Los datos fueron procesados mediante Microsoft Excel y 

analizados estadísticamente mediante un análisis de varianza de un factor, con el propósito 

de determinar la existencia de diferencias significativas entre las condiciones evaluadas. 

 

 

5.4.5.5. Límites de detección y cuantificación. 

 

El LOD y LOQ se determinaron tomando como base en la reacción señal ruido de 

los cromatogramas mediante las ecuaciones 3 y 4 (ICH, 2023).  
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5.4.6. Aplicabilidad del método. 

 

Para la aplicabilidad del método, se recibieron 79 muestras de suero pertenecientes 

a pacientes con ERC en diálisis provenientes del Centro Regional de Enfermedades 

Renales del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio González" bajo lo establecido en el 

protocolo que tiene como registro NF25-00008 ante la Subdirección de Investigación de 

la facultad de medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León. Las muestras fueron 

sometidas al procedimiento de precipitación proteica con el agente precipitante 

seleccionado y, posteriormente analizadas mediante HPLC-FLD con el método validado. 

La concentración de pCS e IS en cada muestra se calculó a partir del área de la señal 

cromatográfica correspondiente a cada analito, utilizando la ecuación de regresión lineal 

obtenida de su respectiva curva de calibración. Para ello, se despejó x de la ecuación de la 

recta y = mx + b, donde x es la concentración, y corresponde a la respuesta obtenida o área 

cromatográfica, m a la pendiente de la recta de regresión y b a la ordenada al origen de la 

misma recta. Las concentraciones obtenidas correspondieron directamente a las 

concentraciones de IS y pCS presentes en las muestras de suero y se expresaron en mg/L; 

por lo tanto, no se realizó una sustracción de una concentración basal. 
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CAPÍTULO 6 

 

 

 

RESULTADOS. 

 

 

 

6.1. Selección de las longitudes de onda de máxima excitación y emisión para pCS e 

IS. 

 

Con el objetivo de determinar las condiciones óptimas de detección por 

fluorescencia, se obtuvieron los espectros de excitación y emisión de los analitos en 

estudio. Para ello, se prepararon soluciones estándar individuales de pCS e IS a una 

concentración de 5 mg/L en una mezcla de ácido fórmico 0.15 % - metanol (1:1) y se 

realizó un barrido espectral en el intervalo de 250 a 500 nm utilizando el 

Espectrofluorómetro FL 8500 Perkin Elmer. 
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El pCS presentó longitudes de onda máximas de excitación y emisión en 270 nm 

y 290 nm, respectivamente. Por su parte, el IS exhibió máximos de excitación y emisión 

en 280 nm y 380 nm, respectivamente.  

 

Los espectros de barrido se observan en la Figura 5 para el pCS y en la Figura 6 

para el IS. Estos valores fueron utilizados para la selección de las longitudes de onda de 

trabajo en el sistema HPLC-FLD. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Espectro de excitación y emisión del pCS a 5 mg/L empleando la mezcla de 

ácido fórmico 0.15 % y metanol (1:1) como disolvente. 
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Figura 6. Espectro de excitación y emisión del pCS a 5 mg/L empleando la mezcla de 

ácido fórmico 0.15 % y metanol (1:1) como disolvente. 
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6.2. Implementación de un sistema cromatográfico por HPLC-FLD para la 

determinación simultánea de pCS e IS. 

 

Se seleccionó una columna Atlantis T3 (150 x 2.1 mm, 3 µm) como fase 

estacionaria. La fase móvil estuvo compuesta por una solución acuosa de ácido fórmico 

0.15 % (fase A) y metanol (fase B), el flujo fue de 0.15 mL/min, la temperatura de la 

columna se mantuvo a 45 °C, el volumen de inyección fue de 5 µL y se mantuvieron 

constantes en todos los casos. En la Tabla IV se muestran las condiciones cromatográficas 

que se probaron para la implementación del sistema cromatográfico, en las Figuras 7, 8 y 

9 se muestran como cromatogramas representativos obtenidos bajo las condiciones 

evaluadas.  

 

Tabla IV. Condiciones evaluadas en la implementación del sistema 

cromatográfico para la determinación de pCS e IS. 

 

Condición 
Fase móvil λexc λem 

Fase A Fase B IS pCS IS pCS 

1 70 30 
280 nm 270 nm 380 nm 290 nm 

2 65 35 
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a) 

 

  

b) 

 

 

 

Figura 7.  Cromatogramas obtenidos para una solución de (a) IS y (b) pCS a 5 

mg/L con la Condición 1. 
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a) 

 

  

b) 

 

 

 

Figura 8. Cromatogramas obtenidos para una solución de (a) IS y (b) pCS a 5 

mg/L en la Condición 2. 
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Figura 9. Cromatograma de una solución estándar en mezcla de IS y pCS a 10 mg/L en la 

Condición 2. 

 

 

Se seleccionó la condición 2 debido a que se obtuvo una disminución en el tR del 

IS y pCS a 6.194 min y 9.637 min, respectivamente. En la Tabla V se resumen las 

condiciones cromatográficas seleccionadas como las más adecuadas para el análisis de los 

analitos. 

 

 

Tabla V. Condiciones cromatográficas seleccionadas para el análisis de pCS e IS. 

 

Condiciones cromatográficas 

Columna Atlantis T3 (3 µm, 150 x 2.1 mm) 

Fase móvil Ácido fórmico 0.15 % - metanol (65:35) 

Volumen de inyección 5 µL 

Flujo 0.15 mL/min 

Temperatura de la columna 45˚C 

Longitud de onda de excitación IS: 280 nm pCS: 270 nm 

Longitud de onda de emisión IS: 380 nm pCS: 290 nm 
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6.3. Validación del sistema cromatográfico implementado para la determinación 

simultánea de pCS e IS. 

 

El sistema cromatográfico fue validado incluyendo los parámetros de linealidad, 

precisión, exactitud, límite de detección y límite de cuantificación. Los resultados de la 

validación se presentan en la Tabla VI. Las curvas de calibración resultantes se muestran 

en la Figura 10. 

 

 

Tabla VI. Validación del sistema cromatográfico para la determinación simultánea de 

IS y pCS. 

 

Analito 

Parámetro 
IS pCS 

Tiempo de retención (tR) 6.169 ± 0.021 min 9.575 ± 0.072 min 

Rango lineal (mg/L) 
0.1 - 50 mg/L 1 - 50 mg/L 

Linealidad 

Ecuación de regresión 
y =3.978 x 107x - 

1.109 x 107 

y = 3.707 x 106x + 

2.982 x 106 

R2 0.9995 0.9945 

%DER de los factores 

de respuestas  
6.62 5.97 

Precisión 

%DER de las 

respuestas de cada 

nivel de concentración 

0.45 - 4.28 0.31 - 2.45 

% DER de tR 0.34 0.75 

Exactitud 

Pendiente 0.9994 0.9945 

R2 0. 0.9995 0.9995 

Límite de detección 0.04 mg/L 0.33 mg/L 

Límite de cuantificación 0.13 mg/L 1.08 mg/L 
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a) 

 
  

b) 

 
 

Figura 10. Curvas de calibración de a) IS y b) pCS bajo las condiciones 

cromatográficas seleccionadas. 

 

 

6.4. Selección el agente precipitante para la determinación de pCS e IS en suero. 

 

Como se muestra en la Figura 11, se encontró una mayor respuesta cromatográfica 

(mayor área) para ambos analitos cuando se empleó acetonitrilo como agente precipitante. 

Esta tendencia fue consistente con las observaciones realizadas durante el tratamiento de 

las muestras. 
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Figura 11. Áreas cromatográficas promedio de IS y pCS obtenidas después de la 

precipitación proteica con acetonitrilo, metanol y acetonitrilo/metanol (1:1) como 

agentes precipitantes. Las barras de error representan la desviación estándar (n = 3). 

 

 

Sin embargo, como puede verse en la Tabla VII de los resultados del análisis de 

varianza de un factor aplicado a las áreas cromatográficas obtenidas con los distintos 

agentes precipitantes, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los tratamientos, al obtenerse un valor de F calculada menor que F critica.  

 

 

Tabla VII. Análisis de varianza de un factor de las áreas cromatográficas obtenidas 

para IS y pCS con los diferentes agentes precipitantes. 

 

 
Area 

𝒙̅ 

𝑭 
crítica 

𝑭 
Calculada 

IS 215106589 5.143 1.751 

pCS 25997366 5.143 1.167 
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En las Figuras 12, 13 y 14 se presentan los cromatogramas obtenidos después del 

tratamiento de las muestras con los diferentes agentes precipitantes. Al comparar los 

cromatogramas, puede verse que, el uso de acetonitrilo como agente precipitante, produjo 

una mayor respuesta cromatográfica para el pCS e IS, así como una línea base más limpia, 

en comparación con el metanol y la mezcla acetonitrilo/metanol (1:1). 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cromatograma obtenido de la precipitación proteica de una muestra 

fortificada de 25 mg/L de pCS e IS utilizando metanol como agente precipitante. 

 

 

Figura 12. Cromatograma obtenido de la precipitación proteica de una muestra 

fortificada de 25 mg/L de pCS e IS utilizando acetonitrilo como agente precipitante. 
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Por otra parte, como se muestra en la Figura 15, el acetonitrilo produjo un sobrenadante 

más claro que el obtenido con metanol y con la mezcla acetonitrilo/metanol (1:1), lo que 

sugiere una mayor eliminación de los componentes precipitados de la matriz. Con base en 

la mayor respuesta cromatográfica, la menor interferencia observada en los 

cromatogramas y las características visuales del sobrenadante, se seleccionó el acetonitrilo 

como agente precipitante para el tratamiento de las muestras en los ensayos posteriores. 

 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

Figura 15. Aspecto visual de los sobrenadantes obtenidos después de la precipitación 

proteica con (a) acetonitrilo, (b) metanol y (c) la mezcla acetonitrilo/metanol (1:1). 

 

 

Figura 14. Cromatograma obtenido de la precipitación proteica de una muestra 

fortificada de 25 mg/L de pCS e IS utilizando la mezcla acetonitrilo/metanol (1:1) 

como agente precipitante. 
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6.5. Evaluación el desempeño del método. 

 

Una vez establecidas las condiciones para el tratamiento de las muestras, se evaluó 

el desempeño del método desarrollado para la determinación simultánea de IS y pCS en 

suero. Los resultados obtenidos para los parámetros de selectividad, linealidad, precisión, 

exactitud, estabilidad, límite de detección y límite de cuantificación, se presentan a 

continuación. 

 

 

6.5.1. Selectividad. 

 

Como se muestra en la Figura 16, en el cromatograma del pool de suero de sujetos 

sanos sin fortificar se observan las señales correspondientes a ambos analitos en sus 

respectivos tR, sin presencia de interferencias cromatográficas que coeluyeran con el IS y 

pCS.  

 

 

 

 

Figura 16. Cromatograma obtenido del análisis del pool de suero de sujetos sanos.  
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Al analizar los cromatogramas de las muestras de suero fortificadas a 3, 30 y 60 

mg/L mostrados en las figuras 17, 18 y 19, se observó un incremento en la respuesta 

cromatográfica de ambos analitos conforme aumentó la concentración adicionada, 

manteniéndose sus tR y sin observarse alteraciones evidentes en la forma de los picos ni 

señales interferentes en las regiones cromatográficas correspondientes a los analitos.  

 

 

 

 

Figura 17. Cromatograma obtenido del análisis del pool de suero de sujetos sanos 

fortificado a 3 mg/L de IS y pCS.  

 

 

 

Figura 18. Cromatograma obtenido del análisis del pool de suero de sujetos sanos 

fortificado a 30 mg/L de IS y pCS. 
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Asimismo, en el cromatograma de la muestra de un paciente con ERC, figura 20, 

fue posible identificar las señales del IS y pCS en sus respectivos tR, no se observaron 

interferencias cromatográficas que impidieran su diferenciación. 

 

 

 

 

Figura 20. Cromatograma obtenido del análisis de una muestra de suero de un 

paciente con ERC.  

 

 

 

Figura 19. Cromatograma obtenido del análisis del pool de suero de sujetos sanos 

fortificado a 60 mg/L de IS y pCS.  
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La identificación de las señales correspondientes al IS y pCS se complementó 

mediante la comparación de los resultados obtenidos con los detectores de FLD y DAD. 

Como se muestra en las Figuras 21 y 22, los cromatogramas obtenidos mediante ambos 

sistemas de detección para la muestra fortificada a 60 mg/L y la muestra del paciente con 

ERC presentaron señales correspondientes al IS y pCS en tR similares. 

 

 

a) 

 

      

b) 

 

 

Figura 21. Cromatogramas obtenidos del análisis de una muestra de suero 

fortificada a 60 mg/L de IS y pCS a) detector FLD y b) detector DAD. 



50 
 

a) 

 

b) 

 

 

Figura 22. Cromatogramas obtenidos del análisis de suero de un paciente 

con ERC: a) detector FLD y b) detector DAD. 

 

 

Adicionalmente, en la Figura 23 se presenta la comparación de los espectros de absorción 

UV obtenidos mediante el detector DAD para ambos analitos en las dos muestras 

analizadas. 
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a) 

 

b) 

 

 

Figura 23. Espectros de absorción UV de IS y pCS obtenidos mediante DAD para: a) 

una muestra de suero fortificada a 60 mg/L y b) una muestra de suero de un paciente 

con ERC. 

 

 

 

6.5.2. Linealidad. 

 

Los resultados de la validación de la curva de calibración en matriz después de la 

precipitación proteica con acetonitrilo se presentan en la Tabla VIII.  

 

La curva de calibración obtenida para ambos analitos se muestra en la Figura 24. 
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Tabla VIII. Resultados de la evaluación de la linealidad del método para la 

determinación simultánea de IS y pCS. 

 

Analito 

Parámetro 
IS pCS 

Tiempo de retención (tR) 5.966 ± 0.026 9.378 ± 0.064 

Área en el blanco (suero sin 

fortificar) 
22818435 ± 2422479 7253740 ± 611405 

Rango lineal (mg/L) 1 - 75 mg/L 

Linealidad 

Ecuación de regresión 
y =2.763 x 107x - 

3.261 x 107 

y = 2.627 x 106x - 

3.511 x 106 

R2 0.9990 0.9960 

%DER de los factores 

de respuestas 
11.76 5.94 
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b) 

 

 

Figura 24. Curvas de calibración de a) IS y b) pCS realizada en matriz después de la 

precipitación proteica con acetonitrilo. 

 

 

 

6.5.3. Exactitud y precisión.  

 

En las Tablas IX y X, las recuperaciones obtenidas para ambos analitos en los tres 

niveles de concentración se encontraron dentro del intervalo de aceptación establecido de 

85 - 115 % (ICH, 2022). Asimismo, los valores de % DER obtenidos para las 

concentraciones determinadas durante los ensayos de precisión intradía e interdía fueron 

inferiores al criterio de aceptación de 15 % (ICH, 2022). Por lo tanto, los resultados 

obtenidos cumplieron con los criterios establecidos para la exactitud y precisión del 

método. 
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6.5.4. Estabilidad. 

 

Como se muestra en la Figura 25, las concentraciones de IS y pCS se mantuvieron 

constantes respecto a la concentración inicial bajo las condiciones de estabilidad 

evaluadas. La estabilidad a temperatura ambiente se evaluó durante 8 horas en tres días 

distintos por triplicado, mientras que la estabilidad frente a ciclos de 

congelación/descongelación se evaluó mediante tres ciclos realizados a intervalos de 24 

horas. 

Tabla IX. Resultados de la evaluación de la exactitud y precisión del método para la 

determinación de IS. 

Nivel 

adicionado 

(mg/L) 

Concentración 

obtenida (mg/L) 

Exactitud 

Precisión 

Intradía (n=3) Interdía (n=9) 

% Recuperación 

(𝒙̅) 

% DER % DER 

tR Concentración tR Concentración 

3  3.41 ± 0.23  113.61 % 0.038 % 1.190 % 0.515 % 5.301 % 

30  28.66 ± 0.41  95.54 % 0.179 % 0.953 % 0.653 % 3.118 % 

60  59.62 ± 1.39  99.36 % 0.202 % 0.468 % 0.603 % 1.798 % 

Tabla X. Resultados de la evaluación de la exactitud y precisión del método para la 

determinación de pCS.                                                                                       

Nivel 

adicionado 

(mg/L) 

Concentración 

obtenida (mg/L) 

Exactitud 

Precisión 

Intradía (n=3) Interdía (n=9) 

% Recuperación 

(𝒙̅) 

% DER % DER 

tR Concentración tR Concentración 

3  3.28 ± 0.07 109.43 % 0.528 % 0.426 % 1.417 % 1.387 % 

30  30.39 ± 0.39 101.31 % 0.178 % 1.319 % 0.753 % 3.627 % 

60  56.94 ± 2.11 93.24 % 0.185 % 1.347 % 0.496 % 2.695 % 
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Figura 25. Concentraciones de IS y pCS obtenidas durante la evaluación de la estabilidad 

bajo diferentes condiciones: a) ciclos de congelación/descongelación cada 24 horas y b) 

permanencia a temperatura ambiente durante 8 horas. Las barras de error representan la 

desviación estándar de las determinaciones realizadas por triplicado (n = 3). 

 

 

 

En las Tablas XI y XII se muestran los resultados del análisis de varianza de un 

factor, en los cuales, para ambos analitos, los valores de F calculada fueron menores que 

los valores de F crítica, tanto para las concentraciones determinadas como para los tR en 

las condiciones evaluadas. 
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Tabla XI. Análisis de varianza de un factor para la evaluación de la estabilidad del IS 

y pCS en muestras de suero de pacientes con ERC a temperatura ambiente durante 8 

horas. 

 

 

Concentración 

mg/L 

𝒙̅ 

𝑭 

crítica 

𝑭 

calculada 

tR 

𝒙̅ 

𝑭 

crítica 

𝑭 

Calculada 

IS 38.44 5.143 0.412 6.053 5.143 0.099 

pCS 39.76 5.143 2.292 9.561 5.143 0.359 

 

 

Tabla XII. Análisis de varianza de un factor para la evaluación de la estabilidad del IS 

y pCS en muestras de suero de pacientes con ERC durante ciclos de 

congelación/descongelación cada 24 horas. 

 

 

Concentración 

mg/L 

𝒙̅ 

𝑭 

crítica 

𝑭 

calculada 

tR 

𝒙̅ 

𝑭 

crítica 

𝑭 

Calculada 

IS 27.07 5.143 0.598 6.057 5.143 1.663 

pCS 6.89 5.143 3.256 9.518 5.143 2.647 

 

 

De igual forma, en los cromatogramas no se observó la aparición de señales 

cromatográficas que no correspondieran a los picos cromatográficos de los analitos. 

 

 

6.5.5. Límites de detección y cuantificación. 

 

Los LOD y LOC se evaluaron mediante la relación señal ruido de los 

cromatogramas. Para el IS se obtuvo un LOD de 0.07 mg/L y un LOC de 0.25 mg/L, 

mientras que para el pCS los valores fueron de 0.09 mg/L y 0.29 mg/L, respectivamente. 
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En la Tabla XIII, se muestra un resumen de los resultados obtenidos en la 

validación del método propuesto. 

 

 

Tabla XIII. Resumen de los resultados obtenidos durante la validación del método para 

la determinación simultánea de IS y pCS en suero. 

 
 

Parámetro Resultado 

Selectividad No hay señales interferentes. 

Linealidad 
Inspección visual: tendencia lineal para ambos analitos 

Coeficiente de determinación (R2): ˃ 0.99 para ambos analitos 

Precisión 

(% DER de la 

concentración) 

Intradía 
IS: 0.47 a 1.19 % 

pCS: 0.43 a 1.35 % 

Interdía 
IS: 1.79 a 5.30 % 

pCS:  1.39 a 3.63 % 

Exactitud 

(% Recuperación) 

IS: 95.54 a 113.61 % 

pCS: 93.24 a 109.43 % 

Estabilidad 

Las muestras de pacientes con ERC se mantuvieron estables 

durante tres ciclos de congelación/descongelación cada 24 

horas y durante 8 horas a temperatura ambiente durante tres 

días distintos. 

LOD 
IS=0.07 mg/L 

pCS= 0.09 mg/L 

LOC 
IS= 0.25 mg/L 

pCS= 0.29 mg/L 
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6.6. Aplicabilidad del método. 

 

Como parte de la aplicabilidad del método validado, se determinaron las 

concentraciones de IS y pCS en 79 muestras de suero de 47 pacientes con ERC estadio 5 

bajo tratamiento de diálisis peritoneal. En la Figura 26 se muestra, como ejemplo, el 

cromatograma obtenido para una muestra de suero de un paciente con ERC, en el cual se 

muestra el perfil cromatográfico de un paciente con ERC, donde se identificaron las 

señales correspondientes al IS y pCS en sus respectivos tR, además de la presencia de 

señales secundarias correspondientes a los compuestos endógenos de la matriz y otras que 

podrían estar relacionadas con otras toxinas urémicas que no están siendo evaluadas en 

este estudio. 

 

 

                                                                                                                                           

Figura 26. Concentración (mg/L) de muestras de pacientes con ERC en estadio 5 con 

tratamiento de diálisis peritoneal durante diferentes periodos de toma de muestra. 
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Las concentraciones obtenidas para IS y pCS en las muestras analizadas se presentan en 

la Tabla XIV. Los pacientes se agruparon de acuerdo con el tiempo de permanencia en 

diálisis peritoneal, y se identificaron mediante un código de colores: 1 a 3 meses (naranja), 

4 a 6 meses (amarillo), 7 a 9 meses (verde) y 10 a 12 meses o más (azul).  

 

Tabla XIV. Concentración (mg/L) de muestras de pacientes con 

ERC tipo 5 con tratamiento de diálisis peritoneal durante diferentes 

periodos de toma de muestra. ND= no detectado. 

Paciente 

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 

IS pCS IS pCS IS pCS 

1 7.49 48.40 8.32 45.59 8.91 51.00 

2 10.44 34.58 - - - - 

3 27.45 5.51 - - - - 

4 9.34 4.73 32.98 8.56 24.27 *ND 

5 32.74 7.54 25.02 9.18 10.12 4.32 

6 38.87 39.89 11.91 22.13 - - 

7 26.96 6.81 21.70 16.17 - - 

8 13.17 5.60 - - - - 

9 6.87 14.10 - - - - 

10 8.86 24.54 - - - - 

11 83.36 17.28 - - - - 

12 20.18 8.48 17.67 2.68 14.32 6.05 

13 31.31 9.44 50.27 17.75 - - 

14 19.45 6.01 - - - - 

15 20.76 7.21 19.61 9.16 17.07 ND 

16 26.62 22.23 25.94 17.14 34.10 25.52 

17 8.94 7.87 29.01 9.37 - - 

18 11.33 14.22 11.23 5.74 - - 

19 10.23 4.10 - - - - 

20 53.00 32.03 21.50 17.61 - - 
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21 22.85 30.89 40.48 26.05 30.41 10.68 

22 9.95 46.13 12.17 43.39 - - 

23 46.04 19.27 47.16 34.05 - - 

24 12.07 5.01 24.11 2.93 - - 

25 18.37 8.74 27.71 3.37 - - 

26 28.06 7.37 - - - - 

27 12.80 6.74 9.17 5.66 - - 

28 35.31 16.85 49.67 16.96 - - 

29 29.56 9.79 19.70 4.45 - - 

30 2.42 4.04 34.31 4.23 - - 

31 34.09 6.57 - - - - 

32 34.12 12.37 12.42 33.68 - - 

33 36.41 26.77 40.93 13.47 - - 

34 12.92 11.98 - - - - 

35 24.58 6.62 - - - - 

36 24.75 7.36 - - - - 

37 28.53 10.64 - - - - 

38 70.26 6.12 - - - - 

39 19.73 80.64 34.72 63.00 - - 

40 25.69 16.78 - - - - 

41 22.08 14.28 30.50 16.87 - - 

42 54.64 22.79 - - - - 

43 15.84 19.67 - - - - 

44 55.71 13.08 - - - - 

45 15.42 27.27 - - - - 

46 15.34 8.96 - - - - 

47 25.14 27.73 - - - - 
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CAPÍTULO 7 

 

 

 

DISCUSIÓN. 

 

 

 

7.1. Selección de las longitudes de onda de máxima excitación y emisión para pCS e 

IS. 

 

Se observó una diferencia entre las longitudes de onda máximas de excitación y 

emisión para ambos analitos, correspondiente a aproximadamente 20 nm para pCS 

(270/290 nm) y 100 nm para IS (280/380 nm). Esta separación espectral puede describirse 

en términos del desplazamiento de Stokes, fenómeno característico de la fluorescencia en 

el cual la emisión ocurre generalmente a una longitud de onda mayor y, por lo tanto, a 

menor energía que la excitación. Este comportamiento se debe a la pérdida parcial de 

energía del estado excitado mediante procesos de relajación no radiantes antes de que 

ocurra la emisión de fluorescencia. (Lakowicz, 2006). Las diferencias entre las longitudes 

de onda de excitación y de emisión, pueden atribuirse a sus distintas estructuras 
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moleculares y sistemas cromóforos: el pCS posee un anillo fenólico sustituido, mientras 

que el IS presenta un sistema indólico conjugado, por lo que ambos compuestos presentan 

diferentes transiciones electrónicas y procesos de relajación del estado excitado 

(Lakowicz, 2006). De manera consistente, se han reportado diferentes longitudes de onda 

de excitación y emisión para la detección por fluorescencia de ambos analitos (Pretorius 

et al., 2013). En el presente estudio, los máximos determinados experimentalmente 

permitieron establecer condiciones específicas de detección para cada compuesto durante 

el análisis cromatográfico. 

 

Las longitudes de onda seleccionadas experimentalmente mostraron concordancia 

general con las utilizadas previamente para la determinación de estas toxinas urémicas 

mediante HPLC-FLD. Para el pCS, De Loor et al. (2009) utilizaron λexc=260 nm y λₑₘ= 

288 nm para su determinación en suero. Asimismo, Natarajan et al. (2014) emplearon 

264/290 nm para pCS, mientras que Crespo-Salgado et al. (2016) utilizaron 260/288 nm. 

Por lo tanto, las longitudes de onda obtenidas experimentalmente en el presente trabajo 

para pCS (270/290 nm) presentan una longitud de onda de emisión similar a la reportada 

en la literatura (288 - 290 nm), mientras que la longitud de onda de excitación mostró una 

mayor diferencia respecto a los valores empleados en otros métodos (260 - 265 nm). No 

obstante, estos resultados muestran una concordancia general con las condiciones de 

detección por fluorescencia reportadas para pCS. 

 

Para el IS, De Loor et al. (2009) emplearon 280/390 nm, condiciones que también 

han sido utilizadas posteriormente para su determinación mediante HPLC-FLD. Wu et al. 

(2010), por ejemplo, determinaron IS en suero utilizando una longitud de onda de 

excitación de 280 nm y una longitud de onda de emisión de 390 nm. Por su parte, 

Natarajan et al. (2014) utilizaron 272/374 nm. En comparación, los valores obtenidos 

experimentalmente en este trabajo para IS (280/380 nm) presentan una longitud de onda 

de emisión cercana a las condiciones de 374 - 390 nm descritas previamente, mientras que 

la longitud de onda de excitación obtenida coincide prácticamente con las longitudes 

reportadas en varios métodos publicados. 
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Las pequeñas diferencias entre las longitudes de onda obtenidas 

experimentalmente y las reportadas en la literatura no necesariamente representan una 

discrepancia, ya que las propiedades espectrales de fluorescencia pueden verse 

influenciadas por las características del medio, particularmente por la polaridad y las 

interacciones entre el fluoróforo y el solvente, lo que puede producir desplazamientos en 

los máximos espectrales (Homocianu, 2024). En el presente trabajo, las longitudes de 

onda de excitación y emisión fueron seleccionadas a partir de barridos espectrales 

realizados directamente a soluciones individuales de pCS e IS preparadas en una mezcla 

de ácido fórmico al 0.15 % y metanol (1:1). Como puede verse, las condiciones del medio 

en las que se determinaron los máximos de fluorescencia difieren de las empleadas en 

otros métodos reportados en la literatura, los cuales utilizan composiciones de fase acuosa, 

sistemas amortiguadores de formiato o fosfato y diferentes proporciones de modificador 

orgánico. Las variaciones entre los máximos espectrales obtenidos en el presente trabajo 

y los reportados por otros autores pueden estar relacionadas con las condiciones del medio, 

ya que las interacciones entre el fluoróforo y el solvente pueden producir desplazamientos 

en los máximos espectrales de fluorescencia (Zacharioudaki et al., 2022). 

 

En este sentido, la selección experimental de 270/290 nm para pCS y 260/380 nm 

para IS permitió establecer condiciones específicas de detección para cada analito en el 

sistema desarrollado. El empleo de longitudes de onda próximas a los máximos de 

excitación y emisión permite obtener una mayor intensidad de fluorescencia, debido a que 

la excitación se realiza en una región de elevada absorción del fluoróforo y la emisión se 

registra en una región de máxima intensidad. Como consecuencia, se incrementa la 

respuesta del analito respecto al ruido de fondo, mejorando la relación señal/ruido y 

facilitando la detección de las señales cromatográficas, aspecto particularmente relevante 

para la determinación de analitos en matrices biológicas complejas (Perucho et al., 2015). 

En conjunto, la concordancia de las condiciones obtenidas para pCS con las reportadas en 

la literatura y la proximidad de la longitud de onda de emisión seleccionada para IS con 

los valores descritos en otros métodos HPLC-FLD respaldan las condiciones de detección 

establecidas experimentalmente para el desarrollo posterior del método. 
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7.2. Implementación de un sistema cromatográfico por HPLC-FLD para la 

determinación simultánea de pCS e IS. 

 

La implementación del sistema cromatográfico para la determinación simultánea 

de pCS e IS se realizó tomando como referencia las condiciones cromatográficas 

reportadas en la literatura para el análisis de estas toxinas urémicas mediante HPLC-FLD.  

 

Los métodos reportados para el análisis de los compuestos diana, presentan 

diferentes condiciones de separación, aunque generalmente emplean columnas de fase 

reversa y fases móviles constituidas por una fase acuosa, en combinación con 

modificadores orgánicos como metanol o acetonitrilo. De Loor et al. (2009), por ejemplo, 

emplearon una fase móvil basada en ácido trifluoroacético 0.2 % como fase A y 

acetonitrilo como fase B en proporción 92:8 para la determinación simultánea de IS y pCS 

en condiciones isocraticas. Por su parte, Pretorius et al. (2013) utilizaron formiato de 

amonio 50 mmol/L (pH 5.0) como fase A y acetonitrilo como fase B, mediante un 

gradiente que inició en una proporción 95:5 y cambio en 2.1 min a 75:25. Al Za'abi et al. 

(2013) emplearon una solución amortiguadora de acetato de sodio (pH 4.5) como fase A 

y acetonitrilo como fase B en proporción 10:90, bajo condiciones isocráticas. Estas 

diferencias muestran que la composición de la fase acuosa y la proporción del modificador 

orgánico varían entre los métodos empleados para la separación cromatográfica de estas 

toxinas urémicas. 

 

Considerando estos antecedentes, se seleccionó como fase móvil una solución 

acuosa de ácido fórmico al 0.15 % y metanol. El ácido fórmico se incorporó para 

establecer condiciones ácidas y reproducibles de la fase móvil durante la separación 

cromatográfica. Debido al carácter fuertemente ácido de los grupos sulfato presentes en 

IS y pCS, no se espera que la acidificación empleada modifique sustancialmente su estado 

de ionización. Sin embargo, el pH de la fase móvil puede modificar las interacciones entre 

los analitos y la fase estacionaria y, por lo tanto, influir en su retención y selectividad 
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cromatográfica (Ganesh et al., 2023). Adicionalmente, el empleo de una fase acuosa 

acidificada permitió mantener una composición sencilla de la fase móvil y evitar 

inicialmente el uso de soluciones amortiguadoras constituidas por sales. En estas últimas, 

debe considerarse la solubilidad de las sales al aumentar la proporción de disolvente 

orgánico, debido al riesgo de precipitación en el sistema cromatográfico (Stoll, 2024). El 

metanol se seleccionó como modificador orgánico debido a la experiencia previa del 

grupo de trabajo con este disolvente y a su adecuado desempeño en el sistema 

cromatográfico utilizado. 

 

La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna Atlantis T3, una fase 

reversa C18 diseñada específicamente para favorecer la retención de compuestos polares, 

los cuales generalmente presentan una baja retención en fases C18 convencionales. Su 

tecnología de enlace C18 trifuncional, menor densidad de ligando y proceso de 

endcapping favorecen la retención de analitos polares y su compatibilidad con fases 

móviles altamente acuosas (Alden et al., 2006). Estas características hicieron de la fase 

T3 una alternativa adecuada para el desarrollo del método, debido a la naturaleza 

aromática y polar del pCS e IS, con valores de log P de 1.23 y 1.29, respectivamente (Drug 

Bank, 2022), los cuales reflejan una polaridad relativamente similar entre ambos analitos 

y a la necesidad de obtener una retención suficiente que permitiera separar sus señales 

tanto entre sí como de los componentes de la matriz que pudieran eluir próximos al tiempo 

muerto. Asimismo, el empleo de una fase estacionaria C18 es consistente con diferentes 

procedimientos reportados en la literatura para la separación cromatográfica de IS y pCS, 

en los cuales se ha utilizado ampliamente la cromatografía de fase reversa (Al-Dajani et 

al., 2024); las características particulares de la fase T3 proporcionaron una alternativa para 

conseguir una retención adecuada de ambos analitos bajo las condiciones desarrolladas. 

 

Se evaluaron diferentes proporciones de ácido fórmico al 0.15 % y metanol. 

Inicialmente se empleó una proporción 70:30, con la cual fue posible obtener la separación 

de ambos analitos. Bajo estas condiciones, el IS presentó un tiempo de retención de 7.463 

min, mientras que pCS eluyó a 12.356 min. Los cromatogramas obtenidos mostraron 



66 
 

señales diferenciadas para ambos analitos, sin observarse solapamiento entre sus picos; 

posteriormente, la proporción de metanol se incrementó hasta establecer una composición 

65:35. El aumento del contenido de modificador orgánico disminuyó la retención de 

ambos analitos. Bajo estas condiciones, el IS y pCS presentaron tiempos de retención de 

6.194 y 9.637 min, respectivamente, inferiores a los obtenidos con la proporción 70:30, 

permitiendo reducir el tiempo total de análisis de 15 min a 10 min. Asimismo, se obtuvo 

una resolución (Rs) de 2.46 entre IS y pCS, valor superior al criterio de Rs ≥ 1.5 

establecido para considerar una separación cromatográfica a línea base, lo que confirmó 

una adecuada separación entre las señales de ambos analitos (European Pharmacopoeia, 

2025). Este comportamiento es consistente con el mecanismo de separación en 

cromatografía de fase reversa, en el cual la proporción de modificador orgánico en la fase 

móvil constituye una variable que influye en la retención de los analitos; en términos 

generales, el incremento de su proporción favorece una disminución de la retención 

(Ganesh et al., 2023). Por lo tanto, la composición 65:35 representó un equilibrio entre la 

resolución de los analitos y la duración del análisis.  

 

La temperatura de la columna se mantuvo a 45 °C durante la implementación del 

método. El control de la temperatura constituye un factor importante para mantener 

condiciones reproducibles durante la separación cromatográfica, debido a su influencia 

sobre la retención, selectividad y eficiencia (Dolan, 2002). Asimismo, el incremento de la 

temperatura disminuye la viscosidad de la fase móvil y, consecuentemente, la 

contrapresión del sistema, además de favorecer la difusión de los analitos y los procesos 

de transferencia de masa entre la fase móvil y la fase estacionaria (Guillarme et al., 2004). 

Sin embargo, debido a que la temperatura de la columna puede modificar tanto la retención 

como la selectividad cromatográfica de los analitos, esta variable se mantuvo constante a 

45 °C durante la elección de la composición de la fase móvil. El empleo de 45 °C es 

además comparable con las condiciones utilizadas por Pretorius et al. (2013) para la 

determinación simultánea de IS y pCS mediante UPLC-FLD. 
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El flujo de la fase móvil se estableció en 0.15 mL/min, valor seleccionado con el 

propósito de mantener una adecuada separación cromatográfica y una presión de 

operación compatible con las características de la columna y el sistema cromatográfico 

utilizado. En cromatografía líquida, el flujo de la fase móvil influye en el tiempo de 

análisis y en la eficiencia cromatográfica, debido a su efecto sobre los fenómenos de 

difusión longitudinal y transferencia de masa. A velocidades bajas de la fase móvil 

aumenta la contribución de la difusión longitudinal al ensanchamiento de las bandas, 

mientras que a velocidades elevadas adquiere mayor importancia la resistencia a la 

transferencia de masa entre las fases móvil y estacionaria (Desmet et al., 2022). De 

acuerdo con la relación descrita por la ecuación de van Deemter, existe una velocidad 

lineal óptima en la que se minimiza la altura equivalente a un plato teórico; a velocidades 

elevadas puede incrementarse el ensanchamiento de banda asociado a las limitaciones de 

transferencia de masa, mientras que velocidades bajas aumentan el tiempo de análisis y 

favorecen la contribución de la difusión longitudinal (Gritti & Guiochon, 2013). Bajo las 

condiciones evaluadas, el flujo de 0.15 mL/min permitió obtener una separación adecuada 

de IS y pCS, manteniendo una resolución satisfactoria y un consumo reducido de fase 

móvil. Además, el empleo de un flujo relativamente bajo contribuyó a disminuir el 

consumo de reactivos de los componentes de la fase móvil por análisis, lo que representa 

una ventaja en términos de costo y generación de residuos frente a métodos que emplean 

flujos mayores. 

 

El volumen de inyección se estableció en 5 µL, considerando las características 

del procedimiento de preparación de muestra empleado posteriormente. La precipitación 

proteica con disolventes orgánicos puede producir una dilución de la muestra y, 

consecuentemente, disminuir la concentración de los analitos en el sobrenadante destinado 

al análisis cromatográfico (Bravo-Veyrat & Hopfgartner, 2022). En el procedimiento 

desarrollado en este trabajo, la proporción de muestra y acetonitrilo utilizada produjo una 

dilución de cuatro veces respecto a la concentración inicial de los analitos. Por esta razón, 

se seleccionó un volumen de inyección de 5 µL con el propósito de obtener una respuesta 

cromatográfica adecuada después del tratamiento de las muestras y evitar una pérdida 
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importante de sensibilidad asociada con dicha dilución. Este volumen permitió mantener 

una respuesta suficiente para ambos analitos sin comprometer las características 

cromatográficas de los picos bajo las condiciones establecidas. 

 

En la Tabla V, se muestran las condiciones seleccionadas para el análisis de pCS e 

IS, bajo estas condiciones se obtuvo la mejor resolución entre los analitos, además de 

tiempos de retención suficientemente alejados del tiempo muerto. Esta última 

característica resultó particularmente importante considerando la posterior aplicación del 

método a muestras de suero, ya que una mayor separación respecto a la región inicial del 

cromatograma disminuye la probabilidad de interferencias ocasionadas por componentes 

de la matriz con escasa retención.  

 

En conjunto, las condiciones seleccionadas proporcionaron un equilibrio adecuado 

entre resolución, sensibilidad y tiempo de análisis, además de un menor consumo de 

disolventes por el bajo flujo de trabajo, disminuyendo costos y generación de residuos, 

por lo que fueron establecidas como las condiciones finales para la posterior validación 

del sistema cromatográfico. 
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7.3. Validación del sistema cromatográfico implementado para la determinación 

simultánea de pCS e IS. 

 

La Tabla VI muestra los resultados de la validación del sistema cromatográfico. El 

intervalo lineal se estableció de 0.1 a 50 mg/L para IS y de 1 a 50 mg/L para pCS. La 

selección de diferentes límites inferiores se realizó considerando la distinta sensibilidad 

de detección observada experimentalmente para ambos analitos. El IS presentó una 

respuesta de fluorescencia de mayor intensidad que permitió incluir concentraciones más 

bajas dentro de su intervalo de calibración, estableciéndose 0.1 mg/L como límite inferior. 

Por su parte, debido a la menor respuesta de fluorescencia observada para pCS, se 

estableció 1 mg/L como límite inferior del intervalo evaluado para la linealidad. Para 

ambos analitos se utilizó 50 mg/L como límite superior del intervalo evaluado.  

 

La linealidad se evaluó mediante inspección visual de las curvas de calibración y 

análisis de regresión por el método de mínimos cuadrados, considerando el coeficiente de 

determinación (R²), la pendiente y la ordenada al origen, de acuerdo con las 

recomendaciones de la guía ICH Q2 (R2). Para el presente estudio se estableció como 

criterio de aceptación un valor de R² ≥ 0.99 corresponde a una curva de calibración lineal. 

De manera complementaria, se evaluó la constancia de los factores de respuesta obtenidos 

de la respuesta de cada uno de los niveles de concentración de la curva de calibración 

mediante el cálculo de % DER, considerando como criterio de aceptación de linealidad 

un valor ≤ 15 %, de acuerdo con U.S. EPA (2010). En cuanto a la inspección visual, se 

observó una tendencia lineal para la curva del pCS y para el IS. El coeficiente de 

determinación fue mayor a 0.99 para ambos analitos, por lo tanto, la curva de calibración 

es lineal. Por último, los % DER de los factores de respuesta obtenidos en cada nivel 

fueron menores al 15%, lo cual significa que existe relación lineal entre la concentración 

y la respuesta. Debido a los resultados anteriores, se considera que el sistema 

cromatográfico es lineal para ambos analitos en el rango de concentraciones propuesto. 
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La precisión fue evaluada como él % DER de los factores de respuesta de las 

respuestas obtenidas en cada nivel de concentración y de los tR para ambos analitos. Para 

esto se tomaron en cuenta los criterios de aceptación para la validación de un método 

analítico establecidos en la AOAC, siendo el % DER menor de un 5.3% (AOAC, 1995). 

Como puede verse en la tabla VI, los valores de % DER encontrados para el IS fueron de 

0.45 - 4.28 % y para el de pCS 0.31 - 2.45 %. En el caso del % DER de los tR encontrados 

para el IS fue de 0.34 % y 0.75 % para el pCS. En todos los casos se encontró un porcentaje 

menor al 5.3%, por lo que se cumple con el criterio de aceptación, lo cual indica que el 

sistema cromatográfico es preciso. 

 

La exactitud del sistema cromatográfico se evaluó mediante la concordancia entre 

las concentraciones calculadas y las concentraciones nominales de los estándares de 

calibración. Para cada analito, se realizó un análisis de regresión lineal de la concentración 

calculada en función de la concentración nominal, a partir del cual se obtuvo la ecuación 

de regresión correspondiente y se determinaron la pendiente y el coeficiente de 

determinación (R²). Como criterios de aceptación se consideraron una pendiente igual o 

lo más cercana a 1 y un R² ≥ 0.99 (Burke, 2001; Swartz & Krull, 2015). Para IS se obtuvo 

una pendiente de 0.9994 y un R² de 0.9994, mientras que para pCS se obtuvo una 

pendiente de 0.9945 y un R² de 0.9945. En ambos analitos, la pendiente fue cercana a 1 y 

el R² cumplió con el criterio establecido, indicando una adecuada concordancia entre las 

concentraciones nominales y las calculadas. 

 

Los límites de detección (LOD) y cuantificación (LOC) se determinaron mediante la 

relación señal/ruido (S/N), considerando como criterios relaciones S/N de 

aproximadamente 3 y 10, respectivamente. A partir de estos criterios se establecieron las 

concentraciones correspondientes a cada límite, expresadas en mg/L. Para IS se obtuvo 

un LOD de 0.04 mg/L y un LOC de 0.13 mg/L, mientras que para pCS se obtuvieron 

valores de 0.33 mg/L y 0.98 mg/L, respectivamente. 
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7.4. Selección el agente precipitante para la determinación de pCS e IS en suero. 

 

La precipitación proteica constituye una etapa crítica en la preparación de muestras 

para la determinación de IS y pCS debido a la elevada afinidad de ambos analitos por la 

albúmina sérica humana; por ello, la selección del precipitante debe considerar no solo la 

eliminación proteica, sino también la recuperación de los analitos y la compatibilidad del 

sobrenadante con el sistema cromatográfico (Viaene et al., 2013). 

 

De Loor et al. (2009) demostraron que la liberación de IS y pCS de su unión a 

albúmina es un aspecto determinante para su cuantificación total en suero, mientras que 

otros métodos han mostrado que la precipitación con disolventes orgánicos puede 

proporcionar recuperaciones adecuadas para estas toxinas. Pretorius et al. (2013) 

emplearon precipitación proteica con etanol y obtuvieron recuperaciones de 98.4 - 101.6 

% para IS y de 99.8 - 102.3 % para pCS. Por su parte, Al Za'abi et al. (2013) utilizaron 

acetonitrilo para la precipitación de proteínas en muestras de plasma destinadas a la 

determinación de IS y reportaron una recuperación de extracción superior al 89 %. 

Asimismo, Silva et al. (2023) emplearon etanol en un procedimiento de desproteinización 

asistido por salting-out para la determinación de toxinas urémicas en plasma, con valores 

de recuperación comprendidos entre 93.5 y 112 %. Estos antecedentes muestran el uso de 

los disolventes orgánicos como agentes precipitantes en la preparación de muestras para 

la determinación de toxinas urémicas. 

 

En la Figura 11, se muestra una gráfica en donde se comparan resultados de la 

precipitación proteica utilizando diferentes agentes precipitantes, tales como el 

acetonitrilo, metanol y la mezcla de acetonitrilo/metanol (1:1). En esta figura se puede ver 

que, aunque en el análisis de varianza de un factor no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre las áreas cromatográficas obtenidas con los tres tratamientos, el 

acetonitrilo produjo la mayor respuesta para ambos analitos y los cromatogramas 

obtenidos bajo esta condición mostraron una línea base visualmente más limpia. Este 
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comportamiento concuerda con la elevada capacidad del acetonitrilo para provocar la 

precipitación de proteínas plasmáticas. La adición de acetonitrilo modifica las 

interacciones hidrofóbicas y la hidratación de los grupos presentes en la superficie 

proteica, promoviendo cambios conformacionales que disminuyen la solubilidad de las 

proteínas (Gekko et al., 1998). Asimismo, el tipo de disolvente orgánico puede influir en 

las características físicas del precipitado proteico. Se ha observado que el acetonitrilo 

favorece la formación de un precipitado con mayor tendencia a formar un pellet y menor 

viscosidad que el obtenido con metanol, lo que puede facilitar la separación del 

sobrenadante después de la precipitación (Rice & Belani, 2024) Este comportamiento 

concuerda con lo reportado por Polson et al. (2003), quienes compararon diferentes 

agentes precipitantes en plasma y encontraron al acetonitrilo entre los agentes con mayor 

eficiencia de eliminación proteica.  

 

Al realizar una inspección visual de los sobrenadantes recuperados bajo las tres 

condiciones evaluadas (Figura 15), se pudo ver que el sobrenadante obtenido con el 

acetonitrilo fue el visualmente más claro, en comparación con el metanol y la mezcla 

acetonitrilo/metanol (1:1). La mayor claridad del sobrenadante obtenido con acetonitrilo 

puede interpretarse como una evidencia cualitativa de una mayor eliminación de 

componentes precipitados de la matriz y no como una medición directa de la cantidad de 

proteína removida (Polson et al., 2003). Sin embargo, esta observación adquiere 

relevancia cuando se considera junto con la menor presencia de interferencias 

cromatográficas y la mayor señal obtenida para los analitos.  

 

Por lo tanto, aunque las diferencias entre las áreas cromatográficas obtenidas con 

los agentes precipitantes no fueron estadísticamente significativas, la mayor respuesta de 

IS y pCS, la menor interferencia cromatográfica y la claridad del sobrenadante respaldaron 

la selección del acetonitrilo como agente precipitante para el tratamiento de las muestras. 

El empleo de un tratamiento sencillo basado en precipitación proteica reduce el número 

de etapas de manipulación en comparación con procedimientos que incorporan etapas 

adicionales de tratamiento de muestra. Esto representa una ventaja práctica al simplificar 
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la preparación previa al análisis cromatográfico, ya que disminuye el tiempo de 

preparación y el número de operaciones que pueden generar error o variabilidad al análisis 

(Fernandes et al., 2023), 
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7.5. Evaluación el desempeño del método. 

 

La preparación de los estándares directamente en el pool de suero de sujetos sanos 

y la corrección de la respuesta basal constituyen además una fortaleza del diseño del 

método. La preparación de la curva de calibración en matriz permite que los estándares 

experimenten condiciones de tratamiento de muestra y efectos de matriz semejantes a los 

de las muestras reales. La denominada estrategia de substracción del fondo (background 

subtraction), la cual se llevó a cabo durante todo el proceso de validación, es una de las 

alternativas descritas para cuantificar analitos endógenos cuando no se dispone de una 

matriz completamente libre del compuesto (Wang et al., 2016). Silva et al. (2023) 

aplicaron precisamente una estrategia de calibración en plasma con sustracción del fondo 

para la cuantificación de toxinas urémicas mediante HPLC-FLD de igual forma que se 

desarrolló en este trabajo. 

 

 

7.5.1. Selectividad. 

 

En cuanto a la selectividad, los resultados obtenidos demostraron que el método 

fue capaz de distinguir las señales correspondientes al IS y pCS en una matriz biológica 

compleja. Esta evaluación es particularmente importante porque ambos analitos son 

compuestos endógenos, por lo que un pool de suero de sujetos sanos no constituye un 

blanco analítico verdadero. La cuantificación de sustancias endógenas presenta una 

dificultad adicional debido a la imposibilidad de obtener una matriz biológica idéntica 

completamente libre del analito; por esta razón, estrategias como la sustracción de la 

respuesta basal, el fortificado de la matriz y la comparación de perfiles cromatográficos 

constituyen enfoques ampliamente utilizados para abordar este tipo de analitos 

(Wakamatsu et al., 2018).  
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En el pool de suero sin fortificar se observaron señales correspondientes a IS y 

pCS, sin detectarse interferencias cromatográficas atribuibles a componentes endógenos 

de la matriz en sus respectivos tiempos de retención (tR), como se muestra en la Figura 16. 

La presencia de ambos analitos en el suero sin fortificar es esperada, debido a que se 

originan a partir del metabolismo de compuestos producidos por la microbiota intestinal 

y pueden encontrarse en circulación en individuos sanos, aunque en concentraciones 

inferiores a las observadas en pacientes con deterioro de la función renal. Pretorius et al. 

(2013) establecieron en individuos sanos intervalos de referencia séricos de 0.15 - 1.34 

mg/L para IS total y de 0 - 7.23 mg/L para pCS total. En este estudio, en un pool de suero 

de sujetos sanos, se determinaron concentraciones de 2.01 ± 0.09 mg/L para IS y 4.10 ± 

0.23 mg/L para pCS. Asimismo, se observó que las concentraciones séricas de ambos 

compuestos aumentan conforme disminuye la función renal, como se muestra en la Tabla 

II. Por lo tanto, las señales observadas en el pool de suero sin fortificar pueden atribuirse 

a las concentraciones basales de IS y pCS presentes de manera endógena en la matriz y 

no a interferencias cromatográficas. 

 

La selectividad se evaluó en muestras de suero fortificadas a 3, 30 y 60 mg/L 

sometidas al proceso de precipitación, estas muestras de suero fortificadas corresponden 

a los niveles bajo, medio y alto establecidos para la validación del método. La evaluación 

de tres niveles de concentración permitió verificar que la identificación de IS y pCS no se 

viera comprometida por componentes endógenos de la matriz a diferentes concentraciones 

de los analitos, particularmente en el nivel bajo, donde una posible interferencia podría 

representar una mayor proporción de la respuesta analítica. Como puede verse en las 

Figuras 17, 18 y 19, en los tres niveles evaluados, la señal de los picos correspondientes a 

IS y pCS aumentó conforme se incrementó la concentración adicionada, sin observarse 

desplazamientos apreciables en los tR ni cambios importantes en la forma de los picos. 

Asimismo, no se detectaron señales atribuibles a componentes de la matriz que coeluyeran 

con los analitos en sus respectivos tR, lo que proporcionó evidencia de la selectividad del 

método dentro de las condiciones evaluadas. 
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Por otra parte, se compararon los cromatogramas obtenidos mediante los 

detectores de FLD y DAD y los espectros de UV obtenidos con el detector DAD. La 

comparación se realizó de la muestra de suero fortificada a 60 mg/L contra la muestra de 

un paciente con ERC. De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 21 y 22, se 

observa coincidencia en los tiempos de retención mediante los dos sistemas de detección 

probados y la similitud de los perfiles espectrales UV obtenidos con el detector DAD se 

observa en la figura 23, esta información proporciona evidencia adicional de la identidad 

del pCS e IS, ya que la identificación no se sustentó exclusivamente en la posición del 

pico cromatográfico. Este enfoque es concordante con la guía de validación de la ICH 

Q2(R2), que contempla la comparación de espectros como herramienta complementaria 

para descartar interferencias en procedimientos cromatográficos (ICH, 2023).  

 

En conjunto, la ausencia de coeluciones relevantes, la reproducicbilidad de los 

tiempos de retención, la respuesta de las muestras fortificadas y la concordancia de los 

espectros UV sustentan que el método presenta una selectividad adecuada para la 

determinación simultánea de IS y pCS en suero. 

 

 

7.5.2. Linealidad. 

 

La linealidad se evaluó mediante la inspección visual de una curva de calibración 

en matriz (pool de suero de sujetos sanos) y posterior precipitación con acetonitrilo en un 

intervalo de trabajo de 1 a 75 mg/L. En todos los casos se observó la tendencia lineal en 

ambas curvas de calibración, tal como puede verse en la Figura 24. Como se evidencia en 

la Tabla VIII, en todos los casos, se obtuvieron valores de R2 mayores a 0.99 para ambos 

analitos, por lo que el método cumple con los criterios de aceptación de R2, por lo tanto, 

se considera lineal. Estos valores muestran una elevada asociación entre la concentración 

adicionada y la respuesta cromatográfica dentro del intervalo evaluado. El modelo de 

calibración debe evaluarse a lo largo del intervalo reportable, considerando la relación 
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entre la concentración y la respuesta mediante los parámetros de regresión y el análisis de 

las desviaciones respecto al modelo seleccionado (ICH, 2023). 

 

La evaluación del coeficiente de determinación se complementó con el análisis del 

% DER de los factores de respuesta, obteniéndose valores de 11.76 % para IS y 5.94 % 

para pCS, ambos inferiores al criterio de aceptación del 15 % establecido para evaluar la 

constancia del factor de respuesta (U.S. EPA, 2010). El IS, a pesar de presentar una 

respuesta de fluorescencia considerablemente mayor que el pCS, mostró una mayor 

variabilidad de sus factores de respuesta. Este comportamiento indica que, en el caso de 

estos analitos, una mayor intensidad de señal no necesariamente se relaciona con una 

mayor constancia de la respuesta analítica a lo largo del intervalo de concentración, Por 

lo tanto, el % DER obtenido para IS sugiere una mayor variación de esta relación entre 

los diferentes niveles de la curva de calibración en comparación con pCS. No obstante, 

esta variabilidad permaneció por debajo del criterio de aceptación del 15 %, por lo que la 

respuesta se consideró suficientemente constante dentro del intervalo evaluado.  

 

En conjunto, los coeficientes de determinación obtenidos y la variabilidad de los 

factores de respuesta respaldaron el comportamiento lineal de ambos analitos dentro del 

intervalo de concentración estudiado. 

 

 

7.5.3. Exactitud y precisión. 

 

La evaluación de la exactitud y precisión se llevó a cabo mediante el análisis de 

muestras del pool de sueros de sujetos sanos adicionadas a un nivel bajo (3 mg/L), medio 

(30 mg/L) y alto (60 mg/L) por triplicado.  
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En cuanto a la exactitud, las recuperaciones obtenidas para IS fueron de 113.61, 

95.54 y 99.36 % en los niveles de 3, 30 y 60 mg/L, respectivamente, mientras que para 

pCS fueron de 109.43, 101.31 y 93.24 %. Como puede verse en la Tabla IX y X, todos los 

valores se encontraron dentro del intervalo de 85 - 115 % establecido como criterio de 

aceptación para la exactitud, lo que indica una adecuada concordancia entre las 

concentraciones adicionadas y las determinadas experimentalmente. En ambos analitos, 

la mayor diferencia respecto al valor nominal se presentó en el nivel de 3 mg/L, con 

recuperaciones superiores al 100 %, particularmente para IS (113.61 %). Este 

comportamiento es consistente con la mayor variabilidad relativa que puede presentarse 

en concentraciones próximas al límite inferior de cuantificación; de hecho, las guías de 

validación bioanalítica contemplan criterios de aceptación más amplios para la exactitud 

y precisión en el límite inferior de cuantificación que para los demás niveles del intervalo 

analítico (ICH, 2022). En los niveles de 30 y 60 mg/L, las recuperaciones fueron más 

cercanas al valor nominal, confirmando un desempeño adecuado de la exactitud del 

método en los tres niveles de concentración evaluados. 

 

Los porcentajes de recuperación obtenidos para IS y pCS son comparables con los 

reportados en la literatura. Como ya se había comentado en la sección 7.4., Pretorius et al. 

(2013) emplearon precipitación proteica con etanol y obtuvieron recuperaciones de 98.4 - 

101.6 % para IS y de 99.8 - 102.3 % para pCS. Por su parte, Al Za'abi et al. (2013) 

utilizaron acetonitrilo para la precipitación de proteínas en muestras de plasma destinadas 

a la determinación de IS y reportaron una recuperación de extracción superior al 89 %. 

Asimismo, Silva et al. (2023) emplearon etanol en un procedimiento de desproteinización 

asistido por salting-out para la determinación de toxinas urémicas en plasma, con valores 

de recuperación comprendidos entre 93.5 y 112 %. En comparación con estos estudios, 

las recuperaciones obtenidas en el presente trabajo (95.54 - 113.61 % para IS y 93.24 - 

109.43 % para pCS) abarcaron un intervalo ligeramente más amplio, principalmente por 

las recuperaciones observadas en el nivel bajo de concentración. Por tanto, el intervalo de 

recuperación obtenido se encuentra dentro del desempeño observado en métodos 

previamente validados para estas toxinas.  
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Respecto a la precisión, los valores de %DER de las concentraciones obtenidas 

tanto en los ensayos intradía (el mismo día) como interdía (tres días consecutivos 

distintos) fueron inferiores al criterio de aceptación de 15 % establecido para la precisión 

de métodos bioanalíticos (ICH, 2022).  

 

En los ensayos intradía se observó una adecuada precisión para ambos analitos. 

Para IS, el % DER de las concentraciones determinadas varió entre 0.47 y 1.19 %, 

mientras que para pCS se encontró entre 0.43 y 1.35 %. Asimismo, los tR presentaron 

valores de % DER inferiores a 0.6 %, indicando una adecuada repetibilidad de la retención 

cromatográfica durante los ensayos intradía. En conjunto, los bajos valores de % DER 

obtenidos para las concentraciones determinadas y los tR indican una adecuada 

repetibilidad del método bajo las mismas condiciones analíticas. 

 

La precisión interdía presentó una variación ligeramente mayor que la observada en los 

ensayos intradía, lo cual puede atribuirse a que la evaluación en diferentes días incorpora 

fuentes adicionales de variación relacionadas con la preparación de las muestras y las 

condiciones instrumentales (ICH, 2023). Para IS, el % DER de las concentraciones 

determinadas se encontró entre 1.80 y 5.30 %, mientras que para pCS varió entre 1.39 y 

3.63 %. Los tR presentaron valores máximos de % DER de 0.65 % para IS y 1.42 % para 

pCS, indicando una adecuada precisión intermedia del comportamiento cromatográfico. 

Estos resultados son comparables o incluso menores que los reportados para métodos 

previos que emplearon diferentes procedimientos de preparación de muestra. De Loor et 

al. (2009), quienes utilizaron precipitación con acetona y octanoato de sodio como agente 

competidor para desplazar IS y pCS de su unión a la albúmina para la preparación de 

muetras de suero, reportaron valores de % DER intra e interdía inferiores al 6 %. Por su 

parte, Al Za'abi et al. (2013) emplearon precipitación proteica con acetonitrilo para la 

preparación de muestras de plasma y obtuvieron valores de precisión intra e interdía 

inferiores al 10.1 %. Asimismo, Silva et al. (2023) utilizaron una desproteinización de 

plasma con etanol asistida por salting-out mediante la adición de NaCl y reportaron 

valores de % DER ≤ 14.3 %. 
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La combinación de recuperaciones próximas al 100 % y bajos valores de % DER 

indica que el método presenta un desempeño reproducible y con bajo sesgo dentro de los 

niveles evaluados. 

 

 

7.5.4. Estabilidad. 

 

Se realizaron pruebas de estabilidad de los analitos en matriz bajo condiciones de 

laboratorio (25 °C durante 8 horas) evaluadas en tres días distintos y por triplicado, así 

como bajo condiciones de congelación/descongelación, mediante tres ciclos realizados a 

cada 24 horas a - 20 °C por triplicado. 

 

Los cromatogramas obtenidos bajo estos estudios no mostraron diferencia en las 

señales de ambos analitos a simple vista durante los 3 días evaluados, además, no 

aparecieron señales adiocionales en los cromatogramas. 

 

Como se muestra en la Figura 25, no se aprecian diferencias en las concentraciones 

obtenidas de los analitos en las muestras de suero de pacientes con ERC sometidas a los 

distintos tratamientos durante los diferentes días evaluados respecto a su concentración 

inicial, se realizó un análisis de varianza de un factor al comparar la concentración inicial 

con la obtenida después de los distintos tratamientos. Como puede verse en la Tabla XI y 

XII, en ambas condiciones, los valores de F calculada fueron inferiores a F crítica tanto 

para las concentraciones como para los tiempos de retención, lo que indica que las 

concentraciones determinadas de IS y pCS no presentaron variaciones estadísticamente 

significativas después de la permanencia de las muestras de suero a temperatura ambiente 

durante 8 horas ni después de ciclos de congelación/descongelación realizados cada 24 

horas.  
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No se observaron cambios significativos en los tiempos de retención de IS y pCS 

bajo las condiciones evaluadas. Asimismo, las concentraciones determinadas 

permanecieron sin diferencias estadísticamente significativas respecto a las condiciones 

iniciales, lo que indica que la permanencia de las muestras a 25 °C durante 8 horas y los 

tres ciclos de congelación/descongelación a - 20 °C no afectaron significativamente la 

cuantificación de los analitos. Estos resultados sustentan la estabilidad de IS y pCS en las 

muestras de suero bajo las condiciones específicas de manipulación y almacenamiento 

evaluadas (ICH, 2022). 

 

 

7.5.5. Límites de detección y cuantificación. 

 

Mediante el criterio de relación señal/ruido (S/N), se establecieron como LOD las 

concentraciones correspondientes a una relación S/N de aproximadamente 3 y como LOC 

aquellas correspondientes a una relación S/N de aproximadamente 10. Para IS, las 

concentraciones correspondientes al LOD y LOC fueron de 0.07 mg/L y 0.25 mg/L, 

respectivamente, mientras que para pCS fueron de 0.09 mg/L y 0.29 mg/L. La proximidad 

entre los valores obtenidos para ambos analitos indica que, bajo las condiciones analíticas 

establecidas, fue posible detectar y cuantificar IS y pCS a concentraciones similares. 

 

En comparación con la literatura, De Loor et al. (2009) reportaron un LOC de 0.68 

mg/L para IS y 0.60 mg/L para pCS, mientras que Al Za'abi et al. (2013) obtuvieron un 

LOC de 0.43 mg/L para IS. En el presente trabajo, el LOC obtenido para IS (0.13 mg/L) 

fue inferior a los valores reportados por estos autores, mientras que para pCS el LOC 

obtenido (0.98 mg/L) fue superior al informado por De Loor et al. (2009). Por otra parte, 

Pretorius et al. (2013) alcanzaron límites de detección inferiores mediante UPLC-FLD, y 

Silva et al. (2023) reportaron un LOC de 2.00 mg/L para pCS y ≤ 0.20 mg/L para la 

mayoría de los demás analitos incluidos en su método. Estas diferencias evidencian que 

el desempeño en términos de límites de detección y cuantificación depende tanto del 
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analito como de las condiciones analíticas empleadas. En conjunto, los valores obtenidos 

en el presente trabajo permitieron la detección y cuantificación de IS y pCS a 

concentraciones compatibles con el intervalo de trabajo establecido para el método. 
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7.6. Aplicabilidad del método. 

 

La aplicación del método propuesto al análisis de 79 muestras de 47 pacientes con 

ERC estadio 5 bajo tratamiento con diálisis peritoneal demostró un desempeño adecuado. 

El perfil cromatográfico obtenido del análisis de la Muestra M2P30, mostrado en la Figura 

26 presenta señales claramente identificables de IS y pCS en sus respectivos tiempos de 

retención, lo que constituye una evidencia práctica de la aplicabilidad del método. En la 

Tabla XIV, se resumen los resultados encontrados y los diferencias en las concentraciones 

se pueden deber a las condiciones intrínsecas de cada paciente. 

 

Las concentraciones observadas presentaron una elevada variabilidad 

interindividual. Esta dispersión es esperable porque las concentraciones de estas toxinas 

no dependen únicamente de la modalidad o duración de la diálisis; también están 

influenciadas por la función renal residual, la producción intestinal, la dieta, la unión a 

albúmina y el aclaramiento tubular residual. Estudios realizados en pacientes en diálisis 

peritoneal han mostrado que la función renal residual constituye uno de los principales 

determinantes de las concentraciones séricas de estas toxinas (Viaene et al. 2014). 

 

De hecho, la literatura muestra que el comportamiento puede ser más complejo. 

Viaene et al. (2014) monitorearon pacientes desde el inicio de la diálisis peritoneal y 

encontraron que las concentraciones séricas de IS y pCS aumentaron con el tiempo en 

paralelo con la pérdida de función renal residual, aun cuando el aclaramiento peritoneal 

tendió a aumentar. Los autores concluyeron que la diálisis peritoneal no compensó 

completamente la pérdida del aclaramiento renal. Esto es congruente con la fuerte unión 

de IS y pCS a albúmina, que limita su remoción mediante técnicas dialíticas 

convencionales. Meijers et al. (2011) demostraron que ambas toxinas presentan una 

eliminación dialítica limitada precisamente por su unión proteica, y Xie et al. observaron 

que, dentro de pacientes en diálisis peritoneal, una mejor función renal residual se 

asociaba con concentraciones menores de IS.  
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La aplicación del método validado en muestras de suero de pacientes con ERC 

permitió demostrar su utilidad para la determinación cuantitativa de IS y pCS en muestras 

clínicas reales. La obtención de concentraciones cuantificables de ambos analitos en la 

población estudiada confirmó que el procedimiento analítico puede utilizarse para generar 

información sobre los niveles séricos de estas toxinas urémicas en pacientes con ERC. 

Estos resultados adquieren relevancia debido a que pueden servir como base analítica para 

estudios posteriores orientados a correlacionar las concentraciones de IS y pCS con 

diferentes variables clínicas, como el tipo, duración y efectividad del tratamiento, las 

características de la diálisis peritoneal y otros parámetros incluidos en distintos protocolos 

de investigación. De esta manera, la principal aportación de esta etapa del estudio radica 

en demostrar la aplicabilidad del método en muestras clínicas y en su potencial como 

herramienta analítica para futuras investigaciones relacionadas con estas toxinas 

urémicas. 
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7.7. Comparación de método propuesto con algunos reportados en la literatura. 

 

Con el propósito de contextualizar el desempeño analítico del método propuesto, 

en la Tabla XV, se presenta una serie de métodos reportados previamente en la literatura 

para la determinación de toxinas urémicas mediante HPLC-FLD y su comparación con el 

método propuesto en este trabajo. En términos generales, el método propuesto presentó 

un desempeño comparable con los procedimientos descritos en la literatura, 

particularmente en cuanto a recuperación y sensibilidad, aunque se observaron diferencias 

importantes relacionadas con la preparación de la muestra, el número de analitos 

determinados, el consumo de fase móvil y el tiempo total de análisis. 

 

Una de las principales ventajas del método propuesto corresponde a la simplicidad 

del tratamiento de la muestra, el cual se basa en una precipitación proteica con acetonitrilo 

previa al análisis cromatográfico. Este aspecto resulta relevante considerando que la unión 

de IS y pCS a la albúmina sérica es muy fuerte, por lo que esto constituye una de las 

principales dificultades para la determinación de sus concentraciones. 

 

Algunos procedimientos descritos en la literatura han incorporado estrategias 

adicionales para favorecer la liberación de estas toxinas de su unión proteica. Por ejemplo, 

De Loor et al. (2009) utilizaron octanoato de sodio como competidor de la unión no 

covalente de IS y pCS a la albúmina antes de su determinación mediante HPLC-FLD. Este 

procedimiento permitió obtener recuperaciones de 99 - 102 % para IS y de 103 - 105 % 

para pCS, con valores de %DER inferiores al 6 %, lo que demostró un desempeño analítico 

adecuado. Sin embargo, el procedimiento requiere la incorporación de un reactivo 

específico y una etapa adicional durante el tratamiento de la muestra, lo que incrementa 

el número de operaciones, el tiempo requerido para su preparación y el tiempo total de 

análisis (1 hora). En contraste, el procedimiento desarrollado en este trabajo permitió 

obtener recuperaciones de 95.54 - 113.61 % para IS y 93.24 - 109.43 % para pCS 
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utilizando únicamente precipitación proteica con acetonitrilo, lo que simplifica la 

preparación de las muestras.  

 

La simplificación de la preparación de muestra constituye una característica 

favorable para el procesamiento de muestras de rutina, debido a que disminuye el número 

de operaciones requeridas antes del análisis cromatográfico. En este sentido, la 

precipitación proteica constituye una de las estrategias más simples y rápidas para el 

tratamiento de matrices biológicas. No obstante, la selección del procedimiento de 

preparación debe considerar también la eliminación de componentes de la matriz y la 

recuperación de los analitos, de manera que la simplificación del tratamiento no 

comprometa el desempeño analítico del método (Panuwet et al., 2020). En el presente 

método, las recuperaciones obtenidas para ambos analitos se encontraron dentro de los 

criterios de aceptación establecidos durante la validación, lo que demuestra que la 

precipitación directa con acetonitrilo permitió simplificar la preparación de la muestra sin 

comprometer la recuperación de IS y pCS. El empleo de acetonitrilo como agente de 

precipitación proteica también ha sido reportado en la preparación de muestras biológicas 

para la determinación cromatográfica de IS, con recuperaciones adecuadas del analito (Al 

Za'abi et al., 2013). 

 

Otra característica relevante del método desarrollado fue el empleo de un flujo de 

fase móvil de 0.15 mL/min, inferior a los utilizados por De Loor et al. (2009), Wu et al. 

(2010), Al Za'abi et al. (2013) y Silva et al. (2023), cuyos flujos fueron de 0.60, 1.00, 1.30 

y 2.00 mL/min, respectivamente. Considerando únicamente el tiempo de corrida 

cromatográfica reportado para cada método, el consumo teórico de fase móvil fue de 

aproximadamente 36 mL para De Loor et al. (2009), 19 mL para Wu et al. (2010), 13 mL 

para Al Za'abi et al. (2013) y 66 mL para Silva et al. (2023). En comparación, el método 

desarrollado, con un tiempo de corrida de 10 min y un flujo de 0.15 mL/min, presentó un 

consumo aproximado de 1.5 mL de fase móvil por análisis. Por lo tanto, las condiciones 

cromatográficas establecidas permiten reducir considerablemente el consumo de fase 

móvil y el volumen de residuos generados durante el análisis cromatográfico. 
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Por otra parte, Pretorius et al. (2013) desarrollaron un método mediante UPLC-

FLD para la determinación simultánea de IS y pCS, con límites de detección de 0.004 

mg/L y 0.009 mg/L, respectivamente. Estos valores fueron inferiores a los obtenidos en el 

presente trabajo; sin embargo, esta diferencia no puede atribuirse únicamente al empleo 

de UPLC. El límite de detección depende de la relación entre la respuesta del analito y el 

ruido de fondo, por lo que factores como la eficiencia de detección por fluorescencia, las 

condiciones espectroscópicas seleccionadas, la preparación de la muestra y las 

características de la separación cromatográfica pueden influir en su valor. En el método 

de Pretorius et al. (2013) se empleó una columna HSS T3 con partículas de 1.8 µm y 

dimensiones reducidas. El uso de partículas de menor tamaño puede favorecer una mayor 

eficiencia cromatográfica y reducir la dispersión de las bandas, características que pueden 

contribuir a mejorar la relación señal/ruido y, en conjunto con las condiciones de detección 

empleadas, influir en los límites de detección alcanzados. Asimismo, las diferencias en las 

condiciones instrumentales y de detección pueden contribuir a explicar los menores 

límites de detección reportados por Pretorius et al. (2013). Sin embargo, aunque dicho 

método alcanzó límites de detección inferiores para ambos analitos, su procedimiento 

involucró un tratamiento de muestra más complejo y un mayor número de reactivos y 

etapas previas al análisis cromatográfico. En contraste, el método desarrollado en el 

presente trabajo empleó una preparación de muestra basada únicamente en la precipitación 

proteica con acetonitrilo, seguida de centrifugación y recuperación del sobrenadante, lo 

que disminuyó el número de operaciones y reactivos requeridos. Por lo tanto, aunque el 

método de Pretorius et al. (2013) presentó una mayor capacidad para detectar 

concentraciones bajas de IS y pCS, el método desarrollado en este trabajo ofrece como 

ventaja una preparación de muestra más sencilla, manteniendo límites de detección y 

cuantificación que permitieron la determinación de ambos analitos en las muestras de 

suero analizadas. 

  

Estudios como el de Al Za'abi et al. (2013) desarrollaron un método HPLC-FLD 

con adecuada sensibilidad y reproducibilidad para IS. Aunque este procedimiento presentó 

un desempeño analítico satisfactorio, estuvo dirigido exclusivamente a la cuantificación 
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de IS. En contraste, el método desarrollado en el presente trabajo permite determinar 

simultáneamente IS y pCS en una misma corrida cromatográfica. La determinación 

simultánea representa una ventaja analítica al permitir obtener información de dos toxinas 

urémicas a partir de una misma preparación de muestra.  

 

Por otra parte, Wu et al. (2010) desarrollaron un método HPLC-FLD para la 

determinación de IS con un tiempo de análisis de 19 min, similar a los 21 min establecidos 

en el presente trabajo. Sin embargo, dicho procedimiento estuvo dirigido únicamente a la 

determinación de IS, mientras que el método desarrollado permite cuantificar 

simultáneamente IS y pCS. 

 

Estudios como el de Wu et al. (2010) emplearon una fase móvil constituida por 

acetonitrilo–agua–ácido trifluoroacético (15:85:0.2) a un flujo de 1.0 mL/min, lo que 

corresponde a un consumo teórico aproximado de 19 mL de fase móvil por corrida, frente 

a los 1.5 mL requeridos aproximadamente por el por el presente método. Otra desventaja 

del procedimiento de estos autores, es el empleo de ácido trifluoroacético (TFA), reactivo 

que presenta mayores consideraciones de peligrosidad y manejo, mientras que el método 

desarrollado utiliza ácido fórmico al 0.15 % como componente de la fase acuosa. 

Asimismo, reportaron un LOC de 0.5 mg/L para IS, superior al obtenido en el presente 

método (0.25 mg/L). En conjunto, aunque ambos procedimientos presentan tiempos de 

análisis similares, el método desarrollado en este trabajo permite la determinación 

simultánea de IS y pCS, presenta un menor LOC para IS, reduce considerablemente el 

consumo de fase móvil y evita el empleo de reactivos peligrosos tales como el TFA. 

 

La comparación con métodos más recientes también muestra que la simplificación 

y sostenibilidad del procedimiento constituyen aspectos relevantes en el desarrollo de 

metodologías para toxinas urémicas. Silva et al. (2023), por ejemplo, desarrollaron un 

método HPLC, donde plantearon específicamente como objetivo reducir el consumo de 

recursos al disminuir el tiempo de corrida y mejorar la sostenibilidad del procedimiento 
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analítico para la determinación simultánea de IS y pCS en plasma. Sin embargo, su método 

operaba a un flujo de 2 mL/min, por lo que, la ventaja en términos de consumo de reactivo 

se vio afectada por el elevado flujo utilizado en la corrida cromatográfica. En este 

contexto, el bajo flujo empleado (0.15 mL/min) en el que opera el método propuesto y la 

utilización de una preparación de muestra basada principalmente en precipitación proteica 

representan características favorables desde el punto de vista del consumo de disolventes 

y reactivos. 

 

En conjunto, la comparación presentada en la Tabla XV demuestra que el método 

propuesto presenta múltiples ventajas como que el método opera a un bajo flujo de fase 

móvil, la simplicidad del tratamiento de muestra y la posibilidad de determinar 

simultáneamente IS y pCS mediante HPLC-FLD. Estas características, respaldan su 

aplicabilidad para el análisis de ambas toxinas urémicas en muestras de suero. 
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 Tabla XV. Comparación del método propuesto con otros métodos por HPLC-FLD. NR=no reportado. 

 

Referencia Analitos 

Volumen 

de 

muestra  

Preparación de 

muestra 

Número 

de 

reactivos 

Columna 
Flujo 

(mL/min) 
Fase móvil 

Tiempo 

total de 

análisis  

LOD 

(mg/L) 

LOC 

(mg/L) 

Recuperación 

(%) 

Método 

propuesto 
IS y pCS 200 µL 

Precipitación con 

acetonitrilo 
3 

Atlantis T3 

3 µm, 150 x 2.1 mm 
0.15  

Ácido fórmico 

0.15% - metanol 

65:35 

21 min 
IS=0.07 

pCS= 0.09 

IS= 0.25 

pCS= 0.29 

IS: 95.54 a 

113.61 % 

pCS: 93.24 a 

109.43 % 

De Loor et 

al., (2009) 
IS y pCS 200 µL 

Competencia con 

octanoato de sodio 

Precipitación con 

acetona y extracción 

líquido-líquido 

7 

SunFire C18 (3.5 µm, 150 

× 3.0 mm) con 

precolumna SunFire C18 

(3.5 µm, 20 × 3.0 mm) 

0.6  

Ácido trifluoroacético 

0.2 % - acetonitrilo 

92:8 
1 hora 

IS= 0.08 

pCS=0.17 

IS= 0.68 

pCS= 0.60 

IS:99 a 102 % 

pCS: 103 a 

105 % 

Wu et al., 

(2010) 
IS 100 µL 

Precipitación con 

acetonitrilo 
2 

Spherisorb ODS-2 C18        

5 µm, 250 × 4.6 mm 
1  

Acetonitrilo - agua - 

ácido trifluoroacético 

15:85:0.2 

19 min NR 0.50 
IS: 92.8 a 

111.14 % 

Al Za'abi et 

al., (2013) 
IS 250 µL 

Precipitación con 

acetonitrilo 
4 

Spherisorb ODS-2 C18        

5 µm, 250 × 4.6 mm 
1.3  

Acetato de sodio pH 

4.5 - acetonitrilo 

10:90 

10 min 0.04 0.43 
IS: 93.4 a 

102.5 % 

Pretorius et 

al., (2013) 
IS y pCS 100 µL  

Precipitación con 

etanol y extracción 

líquido-líquido 

6 

Acquity HSS T3 

1.8 µm, 50 × 2.1 mm con 

precolumna Acquity BEH 

C18 (1.7 µm, 5 × 2.1 mm) 

NR 

Formiato de amonio 

pH 5 - acetonitrilo 

95:5, luego 75:25 
37 min 

IS= 0.004 

pCS=0.009 

IS= 0.21 

pCS=0.19 

IS:98.4 a 

101.6 % 

pCS: 99.8 a 

102.3 % 

Silva et al., 

(2023) 
pCS e IS 50 µL 

Precipitación con 

etanol asistida con 

salting out  

6 
Hypersil BDS C18 100 × 

4.6 mm 
2  

Fosfato de sodio       

pH 5 con TBAI - 

acetonitrilo 80:20 

33 min NR 
IS= 0.20 

pCS=2.00 
93.5 a 112 % 
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CAPÍTULO 8 

 

 

 

CONCLUSIONES. 

 

 

 

Se implementó y validó un método para el análisis simultáneo de las toxinas 

urémicas pCs e IS en suero humano mediante precipitación de proteínas con acetonitrilo 

y posterior análisis por HPLC-FLD. El método hace uso de 200 µL demuestra y un tiempo 

de corrida cromatográfica de 15 min. Se logró un análisis rápido sin comprometer la 

separación eficiente de los analitos diana y las posibles interferencias de la matriz.  

 

El método propuesto resultó ser selectivo y lineal. El método fue preciso, ya que 

presentó %DER menores al 5.301 % y resultó ser exacto, ya que se obtuvieron 

recuperaciones en un rango de 93.24 - 113.61 %. El método presentó límites de detección 

y cuantificación de 0.09 y 0.29 mg/L para pCS, y de 0.07 y 0.25 mg/L para IS, 

respectivamente. Asimismo, el método mostró un desempeño comparable al de 

procedimientos previamente reportados en la literatura, con ventajas asociadas a la 
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simplicidad del tratamiento de muestra, el menor consumo de reactivos y la reducción del 

tiempo de análisis.  

 

El método propuesto se aplicó satisfactoriamente en el análisis de las toxinas diana 

en muestras de suero de pacientes con ERC las cuales se mantuvieron estables durante los 

ciclos de congelación-descongelación y bajo condiciones de temperatura ambiente. 

Finalmente, el método implementado demostró ser una alternativa analítica sencilla, 

confiable y de utilidad para el monitoreo de toxinas urémicas en el laboratorio clínico de 

rutina. 
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CAPÍTULO 9 

 

 

 

PERSPECTIVAS. 

 

 

 

 Explorar el uso de otras técnicas de extracción para el pCS e IS. 

 Aplicar el método a una población más amplia de pacientes con ERC para 

establecer la relación entre las concentraciones de pCS e IS y los diferentes 

estadios de la enfermedad.  

 Evaluar la factibilidad del método propuesto para la determinación simultánea de 

otras toxinas urémicas presentes en el suero como, por ejemplo, el ácido 

indolacético, ácido hipúrico, quinurenina o el p-cresol. 

 Evaluar la aplicación del método a distintas matrices biológicas, como plasma, 

orina y saliva. 
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