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Resumen

Desarrollamos un método analitico por CLAR, simple, rdpido y confiable para la cuantificacién de iohexol en suero humano. La
extraccion del iohexol se llevé a cabo por precipitacion de proteinas con acido perclérico (5% v/v en agua) y se usé sulfapiridina
como estandar interno (El). La mezcla fue separada en una columna C18 (Nova pack 4um, 3.9X150 mm) a 40°C utilizando como
fase movil una mezcla de metanol:agua (6:94 v/v) a un flujo de 2 mL/min, con deteccién UV a 254 nm. El tiempo de retencién fue
1.9 minutos para el iohexol y de 5.2 minutos para el El. El recobro de iohexol fue de 99.0-104.2% y la curva de calibracién fue
lineal (r=.999) en un intervalo de concentraciones de 10 a 1000 pg/mL (n=6).

Abstract

A simple, fast and reliable analytical method for the quantification of iohexol in human serum by HPLC was developed. lohexol
extraction was done by protein precipitation with perchloric acid (5%, v/v in water). Sulfapyridine was used as internal standard
(IS). The mixture was separated using a C18 column (Nova Pack, 4um, 3.9X150 mm) at 40°C eluted with a mobile phase of
methanol:water (6:94 v/v) at a flow rate of 2 mL/min. UV detection was carried out at 254 nm. Retention times were 1.9 minutes
for iohexol and 5.2 minutes for the IS. Extraction recovery of iohexol in serum was 99.0-104.2% and the calibration curve was
linear (r=0.999) in a concentration range from 10 to 1000 pg /mL (n=6).
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Introduccion

El Iohexol (Figura 1) es un medio de contraste radiolgico no
i6nico! monomérico, triyodado y soluble en agua.>3 Su nombre
comercial es Omnipaque® y tiene un peso molecular de 821 Da.
El iohexol no se une a proteinas plasmaticas y es 100% filtrado
a través de los glomérulos, y no se presentan procesos de
secrecién ni reabsorcién tubular.!# Sus caracteristicas
fisicoquimicas permiten que pueda ser usado para determinar la
filtracion glomerular (FG) y por lo tanto, como marcador
exégeno de la funcién renal
OH

OH

1-N,3-N-bis(2,3-dihidroxipropil)-5-[N-(2,3-dihidroxipropil)ac
etamido]-2 4,6-triitodobenceno-1,3-dicarboxamida

Figura 1. Estructura quimica del iohexol

La filtracién glomerular se mide tradicionalmente como la
depuracién renal de una sustancia en particular o marcador
desde el plasma. Por lo tanto, podemos definir a la filtracién
glomerular como el volumen de plasma que se puede limpiar
completamente del indicador en una unidad de tiempo.

La determinacién de la filtracién glomerular juega un papel
importante en la prictica clinica nefrolégica. Es crucial para
diagnosticar enfermedades crénicas renales o evaluar el riesgo
de desarrollarlas, para seguir la evolucién de las mismas y para
determinar el inicio de didlisis crénica. El primer paso para
determinar la filtracién glomerular es la selecciéon de un
marcador que cumpla con diversas caracteristicas que permita
de forma confiable la evaluacién del funcionamiento renal.
Muchos de los marcadores usados en la actualidad en la préctica
clinica diaria son endégenos, por lo que estin sujetos a procesos
fisiol6gicos o bien son dependientes de las caracteristicas
propias de cada individuo, por lo que la estimacién de la
filtracién glomerular puede resultar poco precisa.

El uso de iohexol para la determinacién del indice de filtracién
glomerular ha tenido una creciente aceptacion como alternativa
al uso marcadores radiactivos, como el S!Cr-EDTA,
99mTce-DPTA o '»1-iothalamato.” Ademds, la depuracién de
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iohexol es considerada tan exacta y guarda una estrecha
relacién con la depuracién de inulina, que hasta la actualidad
sigue siendo el “estdndar de oro” para la medicién de la
filtracion glomerular. Por lo tanto, la determinacién del indice
de filtracion glomerular con la depuracién de iohexol puede ser
ampliamente utilizado en la préctica clinica. Sin embargo, los
métodos para la determinacién de este compuesto resultan ser
muy laboriosos y costosos® o bien no se encuentran disponibles,
por lo que surge la necesidad de desarrollar otro método para su
cuantificacion.

Por lo anterior, en nuestro laboratorio desarrollamos un método
analitico que permitiera la cuantificaciéon de un marcador de
filtracion glomerular (iohexol) de forma confiable. El método
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién desarrollado
demostré ser confiable a través de la validacién siguiendo los
pardmetros de recuperacién absoluta, linealidad, precisién
(repetibilidad y reproducibilidad), exactitud, selectividad,
limite de cuantificacién y limite de deteccion indicados en la
NOM-177-SSA-1-1998.10

Aplicando el método se obtuvieron los perfiles intravenosos
provenientes de seis pacientes diagnosticados con dafio renal y
administrados con Omnipaque®, a partir de los cuales se
determiné la depuracién de iohexol y se obtuvo la filtracién
glomerular de cada uno de ellos. De esta forma se puede
considerar al método para su aplicacién en la préctica clinica
diaria.

Material y método

Quimicos y reactivos

El iohexol (99.9%) y el estandar interno (sulfapiridina, 99.9%)
fueron provistos por Sigma-Aldrich de México, el metanol por
J.T. Baker, y el 4cido perclérico por Reactivos de quimica
Meyer. Agua calidad HPLC obtenida a través del Milli-Q
Regent Water System vy filtrada a través de membrana de nylon
(47 mm, tamafio de poro 45 um, Sigma-Aldrich, EUA).

Desarrollo del método

Para la determinacién de iohexol en suero humano se usé como
método analitico la cromatografia de liquidos de alta
resolucién, acoplado a UV, utilizando el equipo de HPLC de la
marca Hitachi EliteChrome, con un detector UV modelo
L-2400, con un inyector manual de 200 pL de loop, una bomba
primaria, una columna, y un detector ultravioleta de longitud de
onda variable y fijada a 254 nm ya que esta resulté ser la
longitud de onda de médxima absorcién para el iohexol tras un
barrido a lo largo del espectro en la regiéon UV.

Para iniciar el desarrollo del método, se decidid hacer uso de
una columna C18, la cual es la columna de primera eleccién
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cuando se realiza cromatografia de fase inversa, asi mismo se
probaron distintas proporciones de acetonitrilo - agua, metanol
- agua y acetonitrilo-isopropanol-agua como fases mdviles, ya
que estos disolventes son los de uso comtin en este tipo de
cromatografia.

Por otro lado, se opté por desarrollar el método para la
cuantificacion por adicién de un estdndar interno, con lo cual se
realiz6 una busqueda de moléculas con propiedades
fisicoquimicas y cromatograficas similares a las del iohexol,
haciendo inyecciones de estas moléculas disueltas en agua de
forma similar al firmaco en estudio, para determinar si eran
viables a ser utilizadas como estindar interno en la
cuantificacion. Se encontré que todas aquellas moléculas con
propiedades similares a las del analito de interés (como el dcido
p-aminohipurico) presentaban una sefial cromatografica muy
cercana o parecida al iohexol, por lo que se inici6 la bisqueda
del estdndar interno con propiedades mds hidrofébicas para
tratar de alargar el tiempo de retencién del mismo, hallando que
la sulfapiridina mostraba una buena separacién del iohexol.

En primer lugar se utilizaron las columnas, Symetry C18 y u
Bondapak C18 para la determinacién de iohexol y diferentes
fases moviles probadas en cada una de ellas.

Se encontrdé que la sefial cromatografica del iohexol en las
columnas Symetry C18 y uBondapak C18 se presentaba muy
cercana a la del frente de solvente, ain cambiando las
proporciones de los componentes acuoso y orgdnico de la fase
movil.

Aunque se logré una pequefia separacion del frente de solvente
con el iohexol haciendo uso de una fase mévil constituida por
acetonitrilo:agua (9:91) y con la columna Symetry C18 no
existié una adecuada resolucion. Se siguieron probando otras
fases méviles aumentando la cantidad de la parte acuosa, pero
con todas ellas no se produjo una buena separaciéon. Lo mismo
ocurrié con la columna pBondapak.

Se probaron fases constituidas por acetonitrilo: isopropanol:
agua, con el fin de aumentar la viscosidad de la fase mévil y asi
retardar la salida del iohexol. Sin embargo, esto provocé la
deformacion de la sefial cromatogréfica del analito de interés.
Esta deformacion se vio reflejada con la aparicion de dos
sefiales cromatogréficas por parte del iohexol, lo que indicaba la
separacion de la mezcla recémica de este compuesto, por lo que
decidimos probar otro tipo de disolvente para la preparacién de
la fase movil y que no provocara dicha separacién ya que se
pretendia cuantificar a ambos isémeros puesto que la
presentaciéon comercial que es administrada contiene ambas
moléculas.
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Posteriormente, se prepararon fases mdéviles constituidas por
metanol:agua, observando sefiales cromatograficas deformes de
iohexol tanto en las columnas Symmetry como en la p
Bondapak, esto ocasiond que surgiera la idea de hacer uso de
otro tipo de columna, en este caso la C18 Nova-Pak de Waters,
encontrando una muy buena separacion del iohexol con el
frente de solvente y la sulfapiridina (EI) a una proporcién
metanol:agua 5:95. Sin embargo, los tiempos de retencién eran
muy grandes (15 minutos) con un flujo de 1.2 mL/min como se
habia trabajado con anterioridad, por lo que se decidié sélo
aumentar el flujo a 2 mL/min. Aln bajo estas condiciones, los
tiempos de retencion tanto para iohexol como para la
sulfapiridina resultaron muy largos, por lo que la proporcién de
la fase mévil tuvo que cambiarse a metanol:agua 6:94, logrando
de esta forma las condiciones cromatograficas idéneas para la
determinacion del iohexol en suero humano.

Condiciones cromatograficas

La separacion del iohexol y el estandar interno se llevé a cabo a
través de un columna C18 (Nova pack, 4pum, 3.9X150 mm),
utilizando como fase mévil una mezcla de metanol:agua (6:94
v/v), a un flujo de 2 mL/min. La fase mévil fue filtrada y
desgasificada pasando a través de filtros nylon de 045 m
(Millipore BedFord MA) en vacio. Las alturas de los picos se
integraron mediante el sistema de operacién WinNonlin 6.2® de
Pharshigt®.

Soluciones de calibracién y control

Las soluciones de referencia de iohexol (100, 1000 y 10 000 pn
g/mL) y el estdndar interno (1 mg/mL) fueron preparados en
agua. Un total de seis concentraciones de iohexol 10, 15, 50,
100, 500 y 1000 pg/mL en suero libre de formaco se utilizaron
para la calibracion. Tres niveles de concentracion de iohexol
como puntos control, 25 pg/mL (bajo), 75 pg/mL (medio) y 750
pg/mL (alto) comprendidos dentro del intervalo de la curva de
calibracién fueron preparados también en suero para llevar a
cabo la validacién del método. El intervalo de concentraciones
empleadas para la calibracién se obtuvieron a partir de los datos
obtenidos tras evaluar las muestras piloto de la farmacocinética
tanto de voluntarios sanos como de pacientes diagnosticados
con dafio renal.

Para el analisis de las soluciones se utilizaron tubos cénicos de
1.5 mL de capacidad a los cuales se les adicionaron 100 xL de
suero (matriz biolégica), 100 xL de sulfapiridina como estandar
Interno y el volumen correspondiente de las soluciones de
referencia de iohexol para obtener las concentraciones que
conformaron la curva y para los tres niveles de concentracién
necesarios para la validacién, se agreg6 el volumen necesario de
dcido perclérico, para la extraccion del iohexol, del EI y la
precipitaciéon de proteinas, (tal como lo describe Rohit S.
Soman en 20052), en un volumen final de 1 mL.



Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra se mezclaron 100 pL de suero,
100 pL de la solucién de referencia del EI y se adicionan 800
L de 4cido perclérico al 5%. Las soluciones que conforman la
curva de calibracion, los puntos control y las muestras fueron
sometidas a agitacion por 100 segundos en un vortex,
posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 12 000 rpm. Se
tomaron 100 pL del sobrenadante y fueron inyectados al equipo
cromatografico previamente preparado con las condiciones
descritas.

Ensayo de validacion

La validacién del método cromatografico se realizé conforme a
ciertos pardmetros establecidos en la NOM-177SSA1-1998
bajo sus criterios de aceptacion.

Para evaluar la selectividad del método se evalué por triplicado
y en forma individual la fase mévil, el dcido perclérico, el suero,
el Iohexol junto con el suero y el suero con el E.I.

Se utiliz6 el suero libre de fairmaco proveniente de seis fuentes
independientes aplicando el método analitico previamente
descrito. Se verificé que no hubiera interferencia alguna en los
tiempos de retencion de los analitos de interés y los productos
endégenos de la matriz bioldgica. Asi mismo, a la matriz
bioldgica ademads de adicionar el iohexol y el EI otros farmacos
que comtnmente son administrados a los pacientes con dafio
renal (tacrolimus y dcido micofendlico), fueron evaluados a fin
de determinar si existia alguna interferencia en las sefales
cromatograficas.

La linealidad del método se evalué mediante la construccién de
la curva de calibracién por sextuplicado y a partir de pesadas
independientes. Se analizaron por triplicado las concentraciones
baja, media y alta de iohexol en el suero para determinar el
recobro. Se compararon estos resultados con las respuestas de
las soluciones del farmaco en las mismas concentraciones y en
el mismo disolvente (agua).'”

Para determinar el limite de cuantificacién se analizé por
quintuplicado la concentracién de 10 pg/mL que es la més baja
en el intervalo de trabajo.!0

El limite de deteccién se realiz6 mediante el andlisis por
triplicado de cuatro concentraciones menores a la concentracion
que fue determinada como limite de cuantificacion (10 w
g/mL).10 Estas concentraciones fueron obtenidas por dilucién.

La precision del método se efectué mediante la evaluacién de la
repetibilidad y la reproducibilidad, en las cuales se determind el
coeficiente de variacién de los puntos bajo, medio y alto
expresado como coeficiente de variacién. Por su parte, la
repetibilidad se evalué tras el andlisis por quintuplicado de los
tres niveles de la concentracion control en el suero en un mismo
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dia. Por otro lado, la repetibilidad se efectud con el estudio de
las muestras en los tres niveles de concentracién por triplicado
durante tres dfas.'”

De los datos obtenidos en repetibilidad y reproducibilidad se
determiné la exactitud, en la que se evalu6 el porcentaje de
variacién del valor nominal de los puntos bajo, medio y alto.
Las muestras de suero preparadas a los tres niveles de
concentracion 25, 75 y 750 ug/mL (baja, media y alta) fueron
almacenadas a -20°C y procesadas para su andlisis a 1,2, 3, 4,
5,6,7 y 8 semanas para evaluar la estabilidad de las muestras.

Muestras de pacientes

Las muestras a analizar (suero) fueron obtenidas de pacientes
diagnosticados con dafio renal a los cuales se les administrd 5
mL de Ominipaque® en una presentaciéon de 350 mg de yodo
por mililitro!"!2 y que se encontraban hospitalizados en el
Hospital Judrez de la Cuidad de México.

Resultados

Un cromatograma tipico de suero libre de iohexol se muestra en
la Figura 2 (A), la fase mévil y ningin compuesto sérico
mostraron interferencia al inyectarse bajo las condiciones del
método desarrollado. Asi mismo no se encontraron sefiales
cromatogréficas tras inyectar tacrolimus y dcido micofendlico.
Los tiempos de retencion entre el Iohexol y el EI mostraron una
resolucién mayor a 1.5, obteniendo para el iohexol un tiempo de
retencién de 1.9 min, y de 5.2 min para el EI (Figura 2) (B).
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Figura 2. (A) Cromatograma de suero libre (blanco) de
iohexol. (B) Cromatograma distintivo de iohexol (100 p
g/mL) y Sulfapiridina (100 pg/mL)
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Para la linealidad se evalud la respuesta producida en el
cromatégrafo con el método desarrollado. La respuesta en este
caso fue la relacion de alturas entre la sefial del pico del iohexol
a diferentes concentraciones del firmaco en suero y la altura de
la sefial del pico del EI a una concentraciéon constante. El
método fue lineal en intervalo de evaluacién de 10 a 1000
pg/mL con un coeficiente de determinacién (r) de 0.999 (n=6),
tras realizar una regresion lineal simple. Se encontré que la
ecuacion que mejor describe tal relacion lineal fue y = 0.0065x
+0.0112. (Figura 3).
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Figura 3. Linealidad del método

El recobro de los niveles de concentracion analizados mostraron
porcentajes de razones entre 99.0 a 104.2% en los tres niveles
de concentracion.

Realizadas las diluciones de la concentracién de 10 pg/mL se
obtuvo como limite de deteccién una concentracién de 1.6 u
g/mL. Se evalué el limite de cuantificacién y se obtuvo un C.V
en porcentaje evaluando la exactitud del punto (Tabla 1).

Tabla 1. Limite de cuantificacion del método.

Concentracion
Experimental

Concentracion
Teérica

(CV %) | Exactitud (%)

(media + SD., pg/mL)

10 10 £ 1.095 11.15 98.21

Se considera que el punto tiene validez como limite de
cuantificacion, si su valor promedio cae dentro del + 20% del
valor nominal, con un coeficiente de variacién no mayor del
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20%9. Por lo tanto, el limite de 10 pg/mL se considera como un
adecuado limite de cuantificacion del método ya que se obtuvo
un C.V. < al 20%.

Para la precision, se evaluaron la repetibilidad y la
reproducibilidad, en las cuales se determiné el coeficiente de
variacién y exactitud expresado en porcentaje de los puntos
bajo, medio y alto mostrados (Tabla 2). El criterio de aceptacién
para la repetibilidad y la reproducibilidad con un C.V < 15% y
para la exactitud el valor para los tres niveles de concentracién
(bajo, medio y alto) debe estar dentro de + 15% del valor
nominal para cada punto.

Tabla 2. Precision y exactitud del método

Intradia Interdia
= =
= =
5] (]
£~ £~
=] =g
e A
o2 o2
& € < Q & < S
.g .g 9) & .g 9) S
g S o .S I = 5 .S X =
25 23 > 3 273 > 3
SEl SE |2 | & SE |2 | &
25 25+133 [4.76 | 103.61] 25+0.58 [2.24 1104.24
75 75+123 [1.65] 99.03|75+1.16 [1.50]103.22
750 1750 £26.90| 3.50 | 102.43]750 £9.43(1.24 | 100.90

En los datos obtenidos de las muestras de suero durante 1, 2, 3,
4,5,6,7 y 8 semanas a una temperatura de -20°C, con las
concentraciones baja, media y alta de los puntos control, se
obtuvo una cantidad de iohexol dentro del =15% de la
concentraciéon  establecida  durante  estos dias de
almacenamiento, por lo que el andlisis de las muestras es
confiable después de este tiempo y bajo estas condiciones.

Una vez validado el método se analizaron las muestras de los
pacientes diagnosticados con dafio renal, donadas por el drea de
investigacion del Hospital Judrez de México.

Para cada paciente se obtuvo todo el perfil farmacocinético del
iohexol, conformado por diez puntos de muestreo durante seis
horas. A continuacién se muestra un Cromatograma obtenido
tras el andlisis de una muestra del perfil farmacocinético de un
paciente.
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Figura 4. Cromatograma distintivo de un punto del perfil
farmacocinético de un paciente.

Como se observa en el Cromatograma anterior existe una buena
definicion de la respuesta cromatografica tanto del iohexol
como del EI, no encontrdndose interferencias con algin otro
componente de la matriz biolégica.
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Figura 5. Concentraciones de iohexol vs. tiempo de seis
pacientes con daiio renal.

La Figura 5 representa la concentracion de iohexol en suero en
los pacientes a lo largo del tiempo. Los valores de aclaramiento
de iohexol estimados fueron de 38.6, 113.6,42.1,51.7,359 y
724 mL/min por 1.73 m? para los pacientes del 1-6
respectivamente. Un total de 120 muestras de suero fueron
analizadas mediante el método descrito. La precisién de las
soluciones de control de calidad en el dia de andlisis de cada
muestra fueron menos del 10%.

La concentracion mdxima (C_,,) medida a los 10 min después
de la administracién de la dosis fue de 418.2 +205.0 ug/mL en
un intervalo de 296.8 a 816.8 pg/mL. La minima concentracién
medida (C,; ) después de la administracion fue de 105.5+3.2
g/mL (intervalo de: 100.1 a 108.8 ug/mL).
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Discusion

La valoracién de la filtracién glomerular es de utilidad para
identificar la presencia de enfermedades renales crénicas
(ERC), monitorizar su progresién, prevenir complicaciones,
evitar farmacos nefrotéxicos y realizar ajustes de dosis de
farmacos de eliminacién renal.!3-'4 La filtracién glomerular
varia en relacion a la edad, el género y la masa corporal
situdndose alrededor de 120 mL/min/1.73 m? en individuos
adultos jovenes sanos. Los valores de FG inferiores a 60
mL/min/1.73 m? se asocian a un aumento de la prevalencia de
las complicaciones de la ERC y del riesgo cardiovascular
asociado.?

Distintas sustancias, exdgenas y endégenas, se han utilizado
para conocer la FG a partir de su depuracién renal o plasmatico.
Sin embargo estdn sujetas a diversas limitaciones, como: la
variabilidad bioldgica, multiples interferencias analiticas e
importantes problemas de estandarizacion entre otros.’

El creciente interés y relevancia de este tema al no existir
curacién definitiva para la mayor parte de sujetos con ERC, y
estando el trasplante renal limitado por la disponibilidad de
organos, la mejor estrategia en el momento actual es concentrar
esfuerzos en la prevencién de la progresion de esta enfermedad
mediante el desarrollo de métodos que permitan la medicién de
la filtracién glomerular por medio de marcadores que ofrezcan
una confiable valoracion de ésta.

La demanda de métodos fiables y féciles de realizar para la
determinacién de la filtracién glomerular se ha incrementado
considerablemente, por ello la determinacién de la depuracién
del iohexol con este método puede ser ampliamente aceptado
para su estimacién. Un método rdpido, preciso y especifico para
la determinacion de la FG es necesario para asegurar el éxito de
la investigacién, ya que los métodos que hasta hace poco
existfan son muy laboriosos o bien no estin actualmente
disponibles para la estimacion de iohexol en fluidos bioldgicos.

As{ que en este trabajo se realizaron pruebas para determinar el
aclaramiento de iohexol y por lo tanto de la filtracién
glomerular, de tal forma que se pueda determinar este farmaco
de una forma répida y simple ya que indudablemente es una
caracteristica primordial para su establecimiento en la rutina
clinica diaria.

El método por Cromatograffa Liquida de Alta Resolucién para
la determinacién de iohexol establecido mostrd un excelente
rendimiento analitico en lo que se refiere a la precision, a la
exactitud, a la recuperacién de la extraccién (que se logrd
mediante la precipitacion de proteinas con el 4cido perclérico,
lograndose una recuperacion mayor al 95%), la sensibilidad y la
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especificidad. Este método ofrece una gran ventaja sobre los
métodos analiticos reportados previamente en donde los
tiempos de andlisis necesarios fueron de méds de 10 minutos>?
mientras que el tiempo de corrida de las muestras en este
método logré ser reducido a menos de 6 minutos, lo que permite
un tiempo mds rdpido de andlisis y alto rendimiento. Ademds,
este método requiere un minimo volumen de muestra (100 pL),
mientras que los métodos establecidos anteriormente a menudo
requerfan més cantidad.’ El limite inferior del método de
cuantificacién fue de 1.6 pg/mL que es 10 veces mds sensible
que otros métodos por HPLC reportados. Asi mismo, el método
permite una simple preparacién de la muestra clinica ya que
toma pocos minutos realizarla. Este método ofrece una elevada
especificidad ya que no existieron sustancias interferentes
endogenas o exdgenas en las muestras de los pacientes
quedando exento de causar un error significativo en el resultado
final.

Ademds, el método se realiza de una forma sencilla lo que
permite que sea facil para un operador aprender la técnica de
una forma rdpida y asi generar resultados reproducibles. El
método resulté ser muy econdmico puesto que se necesitaron
pequeiias cantidades de disolvente orgdnico para la preparacion
de la fase movil. Por otro lado, una sola columna de analisis
bajo las condiciones cromatograficas establecidas presentd un
alto ndmero de platos teéricos que se evaluaban cada semana, lo
que indica que el tiempo de vida de la columna se prolongd
durante todo el periodo de validacién del método y estudio
clinico.

Al aplicar el método cromatogrifico establecido se pudo
evaluar el estadio de la enfermedad crénica renal establecido
por la National Kidney Foundation16 de cada uno de los
pacientes. Encontrdndose que el paciente dos presentaba un
estadio de tipo 1, el paciente seis un estadio de tipo 2 y el resto
se encontraba en un estadio de tipo 3, lo cual correlacionaba
directamente con lo diagnosticado previamente.

Conclusiones

El método desarrollado y validado para la cuantificacion de
iohexol en suero de humano presenté las ventajas de ser
sencillo, econdmico y permite analizar un mayor nimero de
muestras en un periodo de tiempo corto con respecto a otros
métodos reportados en la bibliografia. Este método es capaz de
cuantificar el iohexol con precisién y exactitud en muestras
séricas de humano de 100 pL. Est¢ método demostré su
aplicabilidad en la clinica ya que cuantifica de forma confiable
a un buen marcador de funcionamiento renal.
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