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PAPEL DEL INTERCAMBlADOR SODIO-CALCIO El" L" 
RELAJACIOI" DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL DE 
COBA YO. Hemn MeodoZI P º (1valaóv poi R.fael Rub1c· Gama ). 
Espc:nc:ucu Monsivu V.M. ' . Romero A C ' ) Es¡nnosa T angwna 
R.• Dc:p&rwncnto dt FísiolO(ria y Formacolo¡ria de la Facultad dt 
Mecham dt la UASLP Sii! Lull Poton. S .LP . México. 78210. TeL 
444-Ub-23-45 CX1. 552, FAX 44-81 7-{)976 . espmosr@ulslp.mx. 

La ¡mticipaciim funcional del mter'cambiad°' aodi~io (NCX) ele! 
plasm&lema dinmt la rclaJaclÓn del músculo b.so de las vw aireas es 
COlllroYenw. Ez: fecha l"<6cme encomnmos qU< la ~loc:idad de 
~(medida C<llDO e l tiempo nccesmo poni alcamm el 5""9 del 
1-i ele la relajación. o T sr.) de anill<>l el< nqua de eot.yo. 
~ contraidos con HlSl.mlln.l.. se ÍDcTcmeD11 

'1guificativameme cuando le>1 onillos soc av.dos "°" >0lu;:iooes 
libres dt sodio ( 0Pi1 )7 T amb..-n eDC<>mramos que w >0luei ones 0JI 1 

potencian tr111Sitoriamente la tensíór. proc!u..-ido por 11 H1swnina. Lo 
ama1cr ~en que t i NCX pamcipa. c:n La regulación de la 
~<X de calcio mtracclular eio estr mUscuio En e! prcseme 
trabajo esrudiamo! con ma. detalle los efectos óc w soluciones hbres 
de sodK> "" anillo¡ de traque• de cobayc. pl"C'>".amente contnudos cor. 
fusram:in¡¡_ Probamos e l efecto de N:fedipt.llZ (un bloqueador óc: lo• 
eamla de calcio depencilC!ltes dt voltaje ) Tha;>si¡:r¡nni y Mido 
Ciclopiazoruco (dos inlub .Oore> de la Ca-A TI>r.si de i retiC<llo 
sarcoplasmico), Diclorobenumii (un inlnbiócr. no espcc1 fi ::c> de l 
NCX) y de ooluciones libres de calcio Lo! resultad os ob<enido1 basta 
estr momento muestran que las rcspuesw mducidas por •olucioces 
"1<1 son dependientes de calcio ntracclulat y bloqueadas por el 
Acido Ciclopiazbnico . Apoyado por COK,..CYT 33401-N a RET. 
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J:SFLUESCIA DE LA ffiDRAL;\.Zl"iA Y METIL;\.ML"iA 
SOBRE LA CO~CE l'ffR,..CIO"i DE PEROXIDO DE 
HIDROGE'O EN EL PLASMA DE R.O.TAS. U.renzana· 
Jiméncz M .. Vidrie H., D1r.z ·Aris ta P. ' y Ba:ze A. ' Deparwnemc 
de Farmacolo¡¡ia., Facui tad de Medicine y Dopar.Amento de 
Electroquimic.., Facultad de Q uimicz:.. Ul'A.M Mexico, D.F. 04510 

La tUdralaz.ina es un vasodilatador cori mecarusmo de acc16n 
desconocido. Inhibe varia.< enzimas, entre elw • la amino oxidasa 
sensible 1 lA scmicarbazida (SSAO ). cuyo pape l fisiológico se 
desconoce , aunque se sabe que utilíu aminas primarias como 
sustrllo para FCDetar peróxido de ludrógeno (H,0,) entre otros 
productos y que abim& rn el músculo liso vasculr Puesto que el 
H:-0: libere a l prostanoide va.;oconstnctor tombouno A:. es 
posible que poi este via la SSAO esté involucrad. en 12 regulación 
dc i tooc vas cular . Por otro lado, la h.idra.lazin.a ta.mbi é~ se con~cntra 
en el miisculo hso vascular , por lo que be!D05 pos:ulado que al 
mh ibrr a la SSAO er. ese tejid o. se disminuye !. produccién de 
H:-0: y por lo tanto el tono va.;cula: Ei presente esnxlio prcten<!. 
confirmar parcialmente esu hipótesis de terminando la 
con.:entra: i6n de H10: en ratas pretratada.! con ~rilami n.e... un 
sus:aio de la SS AO . y con iudralazin>. como mlubidor de esta 
CI1Zl.ID.i El H20: se determ.ioó d irectz e in d.in::cta.m:nt!' ce muestras 
de pwma por polarogrn fü d iferen01a.l de pulso>, utilizando ur. 
polarógrafo Metrohrn 622 con un sistema de tres e i:=trodos une de 
trabajo goteante de Hg' , u.~ o de alambre de Au' como auxilia; :· 
om- de calome l de referencil., todos azoplad"' • LI!l gro fi cado: :.... 
m~amina awnent6 s lg:ni fi cati \'ame: nte los w veles de H~O:i ~ la 
hicirolazína los disminuyó . comprobándose a.s i La hipótesis 
pWiteada. Los resultado> también Sllé'ICrer: que !. medición de 
H:-0: puede constituir un método sen:iUo para detmninar la 
acti,idad de la SSAO. 
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LA ot:ABAil"A PRODllCl l ll"A CO!HRACCIÓ~ 
BIFÁSICA DEL MllSCULO LISO TRAQUEAL DE 
COBA YO: PAPEL DE LOS RECEPTORl:S ~ - Navami Huerta 
M.P. ', Valle Agujlen J.R. ' . Sancbe2-Annas> S. y Espmou 
Tan~ R.• Deparum::mo de Fmolo~i1 de lt Facult1d de 
Medicma de 11 UASLP San Lu15 Potos i, S .L.P. México . 782 1 O. 
Te! 444-826·2~5 ext 552. FAX 444-8!i-69 76 . 
cspinosr@uas lp. mx. 

La ouob&im es un digiWico caniiaco con efectos 1notrópicos 
posrrive> En e l musculo blo aaquc:al de cobayo !1 ouab1tiI.o (10• 
M ) produce una contraccióci bifüica en le> primero• 1'0 min 
dcspué• de su ~ión. Lo conrra::c ioo bifisica está formada 
por dos coaD"ac<:1one1 transitorias . la primen siempre es de mayor 
ma~ pero de menor duración que la segunda. Ambas 
comracóoncs sor. dependiellle• de calcio eXIracelular ) óc: la 
acti,·ación de canaJc¡ dt calcio dcpendiemes de voltljc. 
pan:íalmentt depenci>e111es de la libc:nción de aceti icolint por las 
ternunales 11cr'OOU5 colmergic&> y del interc1.mbiador sodic <a.lc ic . 
Sin cmbaJ-ro, no se cooocc e l e ios mecanismos involucrad· ~ en e l 
¡r.-oc:eso dc rc la1aciór. E.ti el presea te t.'llbaJC esrudiamo ; e efecto 
de l prop~loi (1 o·' M. amagonista de lo! receptorc1 ~ J / ~e lo a ro· 
nitro- l·e.rpn= mctil ester ( 10·' M) duruit< ,. conn::cion bifisic.. 
mduc1ci> por l• ouabamt en anillo' d< triq~ de cobafO . Los 
rcsultad:lS md1c.&rr que la narnitro- l·IJ"Fl.nÍna meri l este r ne m ocil fict 
la rcspuesu conrnictil de la ouabaina Sin embaf}lo propranolol 
mh.ibió eIJ un 7; % la relajación observada en la contncción 
inducida por ouabaina. De tal manera qU< se fus i0naD las dos 
comnocioacs rcfcridll Concluimos qur i. ouabai111 ademas de 
estimular la liber.ac1ón de acetilcohna tambien induce la liberación 
de noradrcna.l.J,tll i.e cual. al actuar sobre receptores ~ . Íl!vorcce la 
relaj ación de l miisculo li5'l traqueal de cobayo Apoyado por 
CON ACYT 3340 J-S t R.ET. 
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ATEROTROMBOSIS E 11'HIBICIÓ~·i DE LA FIBRil'OLISIS 
POR Lll'OPROTEP.\A(1~ De la Peña Diaz A

10
,(anlado por 

Fcmindez Guardia! • Augusto ), wguirre A'i lt R 
10

, Cardoso 
Sa.lda.ñ! G1

· , Zamora Gonz&lez J10
, Ba..-lnagarrememcria F: • y 

Angk>-Cano E' " 1 lnsriM o Nacional de Card1ologia "Ignacio 
Chavez" . 2 Ins ti tu to Nacional de Seurolo¡¡ia., M¿xico, D f 3 
lt\S ER.M l' 460, Pa.ris , Francia. 

Lo enfermedad aterotrombótica, es una de las principales causas de 
morbilidad )' mortalidad en los países occidenules. F act0res tanto 
genéticos come ambientales dan orige n a la ll!erosclerosis y a ellos 
debe sumarse lz liporpoteina (a ) La prcsenciz de una LDL en su 
estru: tun... se asocit al desarrollo de ateros:leros1s y la prescn::ia de 
la apohpoproteia (• ) con una m'1ib ic1ón competiuva de l 
piasminógeno para generar p jasmina. fa vore, iendo lz trombosLS 
Por estos motivos s: considera a la Lp(e ) el punte comlln entrt ia 
ateroscleros ?.S y 12 trombosl.5' . 
L2 gran heterogeneidad csttuctura.l de i2 moleculé de apo( a). se 

uadu:.c en un2 he-terogencidad funcional como mh..ibtdor 
compcri rivo de l pla.sminógeno por 10 q ue es impar.ante resal tar que 
existen dr ferc n:1~ en 12 conccntra:1ón y en la p~scncia de disun;.as 
1soforma.s en pvbla:ione ~ gene ucam: nt! d 1 fc:~ntc s) las d1feren:: 1as 
s.c: en~tKne&n no sólo entre i.nd1 \·i dum. sino cm~ poblac iones. 
Este rrabaJO propone un¡ nue ve estrategi2 para ex:piorar la 
capa.:: uia.C trombogé ru~ de ia Lp(a: 2 rra ,· e ~ del esrud10 fun :ional 
de la uni6n dt la apo(a ) ¡ l2 fibrina como md1ca.:ior de la aso:ia::16n 
de 12 Lp(2 ) a1 p;cx..c so a!erotromb6tic.c 
Con esu: fina.l1d..ad se e-srucl1aror. un grupo de cnfcrmo5 con 
m.anifcsta.: iooe!, aterot:romboucas l 05 con enfermedad anena l 
coronaru (unión a la fibrim =O 155"'° 12 n.'-1 apo(a)) )' 52 con 
enfermedad , ·as:ular c.:rebral (uni ón a la fi brin.a=0.268:{f. l 5 nM 
apo(a )) Los resul tados se compararon con los de 91 contro les y 
confirman qlJ( exis te unz. aso.:: iaci6n entre La u..'1ión de Lp( a} a la 
fibrina ) la enfermedad ll!crotrombót ica. 
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Electroanalytical DeteriÍiinatfon of Hydrogen Peroxide in Liquid Biological Samp!es 

PA TRJClA DlAZ-ARJST A 1, MARTE LORJ:,NZANA-JlMENEZ*2
, HORACIO VlDR102 & ALEJ .~."\:) ?"O BAEZA 1. 

1Departamento de Química Analítica. F~~ultad de Química. U.\'A.Af: 
. . . . ~ ~ .. 

: Depar1ame1110 de Farmacología. Facultad de Medicina U.NAM. A.P. 70-343. CWdad Universitaria. M é:t1eo DF C P (1 .;_' :: :::;.; . Co_,.oacan . 
· . . • ",,;érrej@ren •idor unam rru · · 

Determination of hydrogen peroxide (H20 2) in .1igher 
an lmals has achieved great importance as this product in­
d icate s toxic tissue damage due to externa! fáéior~; •. par­
tic ularly ox.idative stress. In addition, it is associated with 
thf:' bi olog i.:.al action of sorne drug.s , and ;vith physi ologi­
ca: and paüiological conditions such as exercise , a.1erial 

h~ ·pertens ix, and heart failure [i] Current spectropho­
tometri.: a;1d HPLC meth ods of H_0 2 analysis are indirect 
and req uire time-consum_ing chemical s·ample preparation 
that often Jeads to degradation of H20 2 [2,3]. ln contrast, 
electrochemical measurements require little if ariy sample 
preparat ion, and appear to be more su itable far H20 2 de­
terminátions, even in sitzi [4]. The a im of this work is to 
determine H:02 in normal plasma directly by diff erential 
pul se pola:-0graphy (DPF), as well as indirectly detect ing 
the oxygen produced by the addition of catalas.e . 

20 -

< 15 J e -
e ... 
t 10 -
= ... 
~ 

<o: ... 
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Fi g¡¡re 1. CZ.: :'."> :-.:.:.ion plots for the direct determi nation of H:O: in tJ1e 
;:ir~ se:,:.:e o'. s: ·, ::-al matrix sa.rnp!es Linear correlation parame t e~s are : 
• Tr is bu!Te: 'e= l .567 ± 0.11 . m=3.08 :: 0.09. r2 = 0.9975 : • plasma 
te= l :? 98 = C· J ·: r.=3.03 ±O J 3,r2 = O 9985 A. serum b=2 .778 :: 0 .15. 

m<: 6G = v. '. -3. r= = 0.9945 . • p!as::.a-me•.hanol b=3.090 = 007. 
r: ; = 1.: ) = C- J i . :-= = 0.9967; • plasma-ketone r·=~ . 092 ± 0.09. m= 1 .46:: 
u ¡ -i . ;-} = (; ~~.· ~ & 

METHODS : . .>.. ~ktrohm 622 Polarograph was used combined \\ith a 
663VA Sta.~: " i :.." a mcrcury dropping electroje (DME) . A po!ishcd 
gold foil and a sar..irated calomel electrode (SCE) were used as auxi l­
iar: a.nd ref:::e-.~ electrode respectively . Al! assays were penorined in 
O. J M Tris !:- t.: :'::=: solution (TBS), pH 8.0. D ifferential pulse polaro­
gra.n1s were o;..:a:ned scanning potential at \. = 10 mV/s. applying a 
p o:ent ial pul se o '. .ll:=50 mV. Dropping time wa.s 1 s. · · 

Calibraüon plots. currem as a fun c1i on o:· : :-::..:~. t:-ation. ~ I 
ft[H 2Qi}), for direct detenn ination were perfom :-: "":-_- s'andard s'oi ~ ­
tions of H20 2 (MerckJ in the ra.nge of 1 to 10 -'· '. = TBS Naro f<:n 
bubbling was employed to remo\·e ambienr O \:· f ::: .:.. TB S lnd; r;::c ¡ 
detmniríation was perforrned mixing H:O: sta:- :.:.: ~ , .; : _: ;om \\ i1r. an 
appropriátc arnoun: oi cata lase during ten m : ~ _::- -:- ;: " ' >ger. rr(1-
duced V.'25 detected b; electrochern ical re duct i=·- -- ·--:: D\1E \\ith0u t 

nj¡rogen bubbling. Determ in ati ons v.er t madr i:- _ :- :-~:-.:' plas~a d:'.d · 
ir, samples treaterl pre\·io usly with sever:;_ ; P' :::- .-- : -': ::c :tan t af:-::i, 
(ketone or methanol ) to obtain sarnples free of tr ;c:-:-

fil l 
- 1 < 40 ~ e . --e: 31 .: 

G.> 
&... 
&... 

i3 aJ ., 
~ 

~ 10 ~ 
c. i 

o -~ -------- --..,..----

º 1 2 3 4 6 

Figure 2. Calibration plots for the indirect dete :-:-c.::-z.·:::-- of H:O: !n 
the prescncc of several matrix samples. Linear ce:-: .; :_::; :-. parame t:-r> 
are : • Tris buff~r b=6.95 ± 0 .15, m=5 .96 ± 0 . 16. :-= = : .:.,;. 5':': • p la; :-. :: 
!>=7.08 ±O. ri: m=6.12 :!: 0.12, r2 = 0 .993 6, • ;:> l"-':-:--.:..'-:::::·.:.::...')ol b= ~ - : . 
± 0. 17, m=3 .i9 ± 0.18, r = 0. 9926: ... pl asma-k:-·. : :~ :='.' 11 ± l_I ) ~ 
m=4.37 ± 0.1 7, r2 = 0.99:58. 

RESULTS_ A.'l\'D DISCUSSION: H- 0 · :o .:::: ected b' 
di rect electrored uction in TBS dueto the ~ ::,..:.: -. : :, :i: 

.A current peak is observed at - 0.9.2 \ ' (\ o :::: . = · A c., 
brnt ion plot IP;- (2.90 ± 0.12)[ H20 2]-( C' : : = :, 08). r· 
0.9965 (n=6) is obtained. Indirec t H: O: .::::t:m inah ' · 
yields a calibration plot lp= (9.96 ± O. 1 i ): :--'.: =.•:) -(2 .3- : 
0 .26), fl = 0.9919 (n=6). The range of li ne2...-. ~- fo und \\ ::, 
1-10 µM for the direct method and 1- '7 :..~ - '. ~-~ ~ the inJ -
rect one. In order to show the rnat rix effe:~ ::- :1-ie mc :i - · 
urernent, serum, plasma, plasma-metha r. ~ - ~:: plasn:.:· 
ketone samples were explored . Figure : · :'-. :iws ¡i· · 

1 
i
2
cali bration plots for Lhe direct method e:- ·...:. _ :- :: -~ . mi:-. 



Figure 3. Typica! polarograph ic reduction peaks for indirect 
d::'.1mn inat io :i of H:O: a) 500 ¡...L plasme: sarn¡:ile . b) Sam¡:ilc> _,. 
;.:a -. ai:isc :i,1.:'. e ¡ Sample - cat2 iase - H:O: standard . 

bration plots for the direct meth od obtained mix1ng eac h 
sample. TBS, cata lase and azide (for funher inhib iti on oi" 
the enzyme) and the corresponding addition of H:O: stan ­
dard solution . The presence of matrix does not modif: the 
linear correlation values, r2

, with respect to standard cali­
bration plots but nitrogen bubbling produces foarn due to 

proteins in plasma samples . A recover: · of 99 .87% \\as 
obtained in plasma-ketone samples ry direct methoc·. Fig ­
ure 2 shows the influence of matrix for H:O: ind ire:t de­
terrnination . 1n this case nitrogen bubbling is not reces­
sa;y. Linear correlation values, r2

, are not different from 
direct measurements. Recove!')· percentage in in .jirect 
method is better for plasma alone sine e 102.4%. \\as 
found, in contrast to 74.0% for plasma-ketor e sampl ~s . 

¡ ¡:; 

Figure 3 shows a typica l polarographic peak for indi ­
rect dete.nninat ion of H:O: Conce.ntration s of H<:>: ,: f 
1 5 . 2 5 ± O. 8 5 µ~·1 ( n = 2 O) an d 1 5 .3 2 :: O . 7 5 .uM ( ·1 = ::: O 1 

were found by the direct and indire:: t methods r::spec­
tively. ln rats pretreated wi;_h hydralaz in e. \\ nic:h de ­
creases H20 2 production, concentrations were 1 J.::: 8 = 
0.47 µM (direct) and 10.73 :: 0.49 µM (ind ir1:ct). Con ­
versely, pretreatment with methvlamine, v.hich in c rea se~ 

' -
production of H20 2, produced concemrati ons of 23 . l -:- = 
J .35 µM (direct ) and 24.08 ± 0.97 µM (ind irect). 

CONCLUSION: It wa~ shown that DPP is suitable fo r 
detennining H20 2 directly in plasma, minimizing drasti c 
sample pretreatme-¡¡¡ that may cause analysate degrad a­
tion. The method can successfully differentiate H20:- con­
centrations in severa! pharrnacological situations. 
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ABSTRACT 
The re:at:cJr: jeween in'l 'b it•on of ser:licarbazide-sensitive 
ar::i ne oxid2se (SS.A.·'.)J anc vasodiiation bv hydralazine (HY D) 
was evaiwat ed in ch lora!oseíu:ethane-anestheti2ed rats pre­
trea~ed with various substrates oí the enzyme and subse­
quentiy admi ;1;stered a threshold hypotensive dose of the va­
sod ;:ator. Th € SSAO substrates benzyiam::ie, phenethyiamine, 
and methvlamine pot ent i a~e the h\1potensive response to HYD. 
Methylarr, :ne . wh;ch was studied in grea:er detai! because of its 
status as a poss ibie end::>genous SSAO substrate, does not 
infiuence thé response to the reference vasodiiator pinacidi !; it 
does enr.ance HYD relaxation in aortic rings obtained from 
pretreated rats. Experiments designed to identity the product of 
SSAO activity responsible for potentiat ion by methylamine sug­
gest involvement of hydroge:i peroxide (H2 0 J , as evidenced by 

Thl· nwcl13.rjs rn o: the \'é!sOOilator actio n of hydralazinc 
<HYD.l has beeD under coni.i::1uolL~ scrntiny s ince its introduc­
tion as an ant ihypert.PnSÍ\'e agent in the early 1950s, but t.o 
this date, no incontroYertib lt- hypotlwsi s t.z, that effect has 
been forthcomir~g. Curre!::tly, the drug is thought to rela.x 
vascuhr smooth muscle by C. imin ish Lng intracellubr Ca~ ' 
concentratio:: through a mecharism cliffe rent from that of 
traditiona} b1uc·k c r;.; of L- t~-.-pe Ca L·· chB.~~e.ls tOrall0 et a1. . 
1991 l, e!ü::er bY operi:::ig !~- " 11 K. ch a:mels !B:rng et al. , 
1998 : or by iP1'~b i tir!g Ca:.: "' re lease frorn sarcoplasrnic retic­
uJ•.1rn (ElJ ershsw nn d Gurney , 2001 ). Thu main lirnitnt! on of 
this hypothesis is t.h nt it ic hasc-d on in \·itro expé'riments in 
which , at best , high micromolnr concentrnt.ions of }]J.1) are 
used, whe:-ens hypotension car: be detectt•d in vivo with doses 
yie}ding much lo>ver conerntrntions o!"the drug. For example, 
Ogi_s~J ét. 2..l. !1985 .· stat.e lh2 ~ a plas1n2 concentrnt ion of 0. 02 
µ..g/m ~ · 1 Q(l r.!\1 _; lov:ers b1ood press u.re by aronnd 20 n1m Hg in 
th e awa1;,0 r at . It is argued th:it such ir, vitro/in vivo diiTer­
ences can be accounted far, considering that after systemic 
administration, HYD is concentrated in the vicinity of vas-

Ariicl~. publicnt;on dnl<', 3nd c it.nlion in forrnntion c.nn lx· found nt 
ht t p J/j pc'l. as ¡X'ljourna! s.orv.. 

DOJ 10.112·i/j)'X'Ll03.0"i5:J.~O . 

the findings that such potent iation is abo iished by ad j it ional 
pretreatment with the H2 0 2 -rnetabo!izing enzyme cata lase, and 
that the plasma concent1,ation of H20 2 is increased ':;y methyl­
amine and decreased by HYD. These resu!ts are interpreted as 
a substantiation of the relation between the knowri SSAO in­
hibitory effect of HYD and its vasodi lator activity. Pretreatment 
with the SSAO substrates would increase production of H2 0 2 in 
vascuia~ smooth muscie 'and thus magnify the influence of this 
vasoconstrictor agerit on vascu lar tone. In these cond itions, the 
decrease in H20 2 production and hence in vascular tone 
caused by SSAO inhibrtic(n by HYD wouid also be magnified. lt 
is specu lated that inhibition of vascular SSAO could represent 
a novel mechanism of vasodilation. 

culrtr srnooth mu~;cle CBaker et al. , 1992), al though the extent 
of this proccss in relation to plasma lcvcls is unknown. 

BasE>d on observations ofpotentiati on ofHYD hypotension 
by isoniazid a nd other hydrazine derivatives (Vidrio, 1994 ), 
we have recent ly postulated in..'fllbit ion of semicarbazide-sen­
sitive amine oxidase 1SSAOl as a possible mechanisrn ofHYD 
\'asodilation (Vidrio et al. , 2002 i A.lthough the physiologica l 
or pathological rolE o: SSAO is not completely known (Call­
ingh:llil et al. , 199S;, sorne of the characteristics of the en­
zym e make this supposition teneble . .F-ll."D, like other hydr­
azine derivatives . is a polent irreversible in..'fllbitor of SSAO, 
wi th an JC\0 in the nan omolar r!illge when test.ecl in rat aorta 
(Ly]ps ancl Callingham, 1982) and r a t heart (LyleE et nl., 
1983 .l The enzyme is particularly abundant in vascuJar 
smooth muscle (L_vles :rnd Singl: , 19S5 ), where i t is located in 
the plasmalemmr-. r\\'ibo et a l., 1980 ;. Su ch distribution 
wouJd favor interaction wiih H't"D, whic:h is bound to extra­
celluJar protein in cultured vascular smooth mlLscle cells 
(Baker et aJ., 1992). Despite its vascular localization, involve­
ment of SSAO in vnsruJar function is not clear. One of the 
products of enzymatic activity is hydrogen peroxide (H20 2 ) 

(Callingham et al., 1995), and we have postulated that it is 
through this ngent thnt SSAO cou.ld influence vascular tone 

ABBREVIATIONS: HYD. hydralazine: SSAO, semicarbazide-sens!t ive aminE: oxidaY.:: MAO, monoamine oxidase. 
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(Vidrio et a l. , 2002). The ability of H 20 2 to contract vascular 
smoot.h muscle has been documented in isolated preparations 
such as rnt pulmonary artery (Jin and Rhoades , 1997), rat 
aorta (R0dríguez-Martínez et al., 1998 ), and human umbili­
cal a rte;:' (Ük.atzni et al.. 1997 l. Multiple rr: echanisrns ap ­
pea r to bé involved in thi.s effE'C t <Yang et al. , 1998; Shen et 
al. , 2000) It is therefore conceiva:ile t.!rnt H 2 0 2 formed in 
blood v8Ssels by SSAO could cont!""ibute to vascular t.one in 
these structures and tha t ¡¡ decrease in product genernti on by 
i.n situ inhibi t ion of the enz;,·me by HYD could reduce this 
tone , thereby producing hypotension. 

The viabili ty ofthis h;,•pothesis was nsses&>d in the present 
work by exploring the influence ofpretrea tment w"ith variou s 
SSAO substrat.es , particubrly methylamine (Lyles, 1995), on 
Hl.'"D hypotension in anesthet.ized rnts. It -;vas reasoned that 
increased availabili ty ofsubs t.ra t.e would enhance producti on 
of H 2 0 2 by SSAO, thereh:v i:1 c.reasing the proport.i on of vas­
cuJr,r t or,e due to thi s agen t. In these cir cumsta.'"l ces , a de­
cr ea.; e ir. H'.'0 2 prod rtion by J-frTJ thrnu¡.:h SSAO inJubition 
wouJd lead to a grea ter fal l in pressure. lJ:wo]Yement of H 20 2 

in this poten tia tion was rtssessec by t he use of the H 20 2-

metabolizing enzyme cat.alase as welJ as by determining the 
in.11uence of SSAO substratc" and ID'"D on plasma conrentra­
tion ofthis analyte . Enhan::ement of HYD action by pretreat­
rnent \Vith an SSAO ;:ubstrate was also explored in vitro in 
rat aort ic r ings . 

Oí th three SSAO substrates testE:>d, benzylarnine, phen­
ethy!amine, and rnethylainine, ernphasis was placed on the 
last agent. Although methylamine shows the

1
lowest affinity 

for SSAO (Lyles, 1995), it is not a substrate far monoarnine 
oxidase (1\1..A,.0), as benzylamine ar1d specialJy phenethyl­
arnine are rnlaschko, 1952 ), thus making interpretation of 
results more straightfon•:ard. In add.ition, methylam.ine is a 
natura.liy occurring com pou...'1d and is Hiought to be the en­
dogenou~ substrate fo; SSAO (Lyl es , 199:1 ). 

Materials and Methods 

Animals. Siucli es were carriec out in male Wistar rats wei ghing 
between 200 a nd 300 g, hrP<l in thE· ani ma l fac il it ies 1Jí the Faculty of 
Medicine, Cniversidacl Nacional Aut.éinomn de Méx ico. They were 
subjec ted to R 12-h lighUdark cycle and were mainta.ined at 21 º-
23ºC; t.a p water and food pelle tc (5001 Roder:t L'lborawry Chow; 
Agribr:u1d<: Purina Canada, Wooclstock, O!'\, Ca nac!n ' were aY a.ilable 
free1y_ A!l.! Iuaü \X.'en? brough: daily t0 the }aboratory íOr tlH- experj­
ment~. wh..icc were con.ducted acmrciing w the Guidc ior th ~ Care ar.e! 
Use o{ Lahorofor-,y A.ni.mal.." 0\3 ÜonaJ I.n..~ tit ute~: of Henlth ~ublica ­
ti or. % - 23, revised 1996) 

Experi.ment.s in Ancstbetize<l RnL'i. Arúm:.il ~ wt>re anesthe­
ti2f:"<l v; it'r: a mixturt: of chloralose, 50 mg/l.:_g_ a.nd ureth3..nt , 800 
mg/kg, adm.ini stered i.p. CannuJas were plac-ed in tbe tn1chfn to 
faci lita te spo!ltmieous breatbng, ir, !\ femor <U artery for blood pres­
sure recording , and ir: D fen10 rriJ veir:. for dnlb a.drnin!s tr:itior: The 
u.rte:-iaJ car...:culn w115 íille<i w ifr_ hep:u-ir. , 50 Ui!lli, to prevent c}o!ting, 
no ar..ticna~_,J ant vcas adrrlin.ist.e red systemi cally Blcxxl pressure wa~ 
recorded on a Grass m od el í9 polygraph with a Gould-Statham 
P23JD trar.sd ucer (Grass In.strument Division., Astro-Med, West 
Warwick, RJ). High freq uencies of the tran.sducer sign.aJ were elec­
tron.ically !iltered to obtain n smooth tracin.g npproximately equiva­
lent to mean blood pressure. Heurt rnte wns simultruwously recorded 
on an.other channel of the polygraph with a Gr:i.ss 7P4 cardiotacho­
graph triggered by the pulse waves from the uniiltered transducer 
signal. Rectal temperat.ure of the rats wns maint.ained between 36.8º 
and 37ºC with a Barnm't temperature con t. ro! lec rn arnant Co., Bar-

riogton, IL). After a stabilizntior. period of nt least 20 min, Llie test 
11¡;pnt$ HYD or pinacidil were injected i.v. ns n bolus , and rt>cord.ings 
were cxmtinued for 60 m.i n thereaf'..er; pressure and heart ra!K Ya!ues 
werf> tabulnt.ed nt 10-mi n intervals. Al i experimental groups con­
sis ted of sis rats. 

Responses to HYD, 0. 1 mg/kg, wer!: obtained in control unpre­
treated groups and ir. groups precrented with benzylrunine, 400 
mg/kg, phenetbyla.m.ine, 100 mg/kg , or methylamine, 200 mg!kg, aD 
aclrnin.is t.ered : .p., 2 h befon· HYD. ~1etabolism of phenethylamine by 
M."10 was pre•.•ented by addit.ion~ pretreatment with pn.rgyline, 30 
mg/kg i.p. , administered 30 min befo re phenethylamine. A control 
HYD group was run in panule '. with each of thesf· pretreatment 
groups; inilial blood pressure values of each control group were 
mntchc·d as chse ns possible with ils correspond.ing pretri>a tment 
group t o make mean.ingfuJ cornparisons possible. Addit.ional contro!s 
induded a gronp pretreated with pargyline alone and two others, one 
unpretreated and on.e pretreated with metby!a..'11.ine as nbove, in 
which pinncicLl, 0.2 mgikg. was used as fü e test vnsod.i lntcir in.st.ead 
of HYD. T'.iree other set.s of ei.-per irnents invol\rin.g methylamine 
pretreatmer,t an.d HYD 3.S the t..esl \'asod iiat.or were conducted . In 
one e~perimellt , meta bolism of the nlT'J ne was prevent.ed with the 
SSAO inhibituc isoniazid. 10 mgriq; i. p. , administ.ered 30 min before 
methylrurJne. In the other tw o, accumul::ition of th t- metby! a.rnine 
met.abolill' H 20 2 was blocked with the H 10 2 scavenger catalase, 
200,000 U/kg i.v., 15 or 60 miic. before HYD . Finally , the influence of 
the pretn:ntment ngents methyiamine nnd cat.alase by themselves on 
blood pressu.re and heart rat.e was de t.ermined. Recordings after 
rnethylarn[ne were continued fo r 2 h , which was the pretreatmen.t 
int.e•val used for this ngent. 

El.'J>eriments in R.at Aortic Rings. Rats were anesthetized with 
so<lium pent.obarbitai , 20 mg i.p . total dose , nnd subsequently sacri­
ficed by cervical dislc>eat.ion . The thorncic aorta was remwed, and 
segments 0.5 cm long were obtained and su.<;pended in a jacketed 
20-ml organ ch.amber between two nickel/chromium wire hooks. One 
ofthe hooks was fastened to tht botwrn ofthe chamber and the other 
wns 11ttached to a Grass IT03 force transducer, which was connected 
in tum to a Grass model 79 po!ygraph (Grass In.strumen.t Division). 
The bath~ containl"d Krc·bs-Hen.sel eit go]ution oí the fo!Jowing com­
position: 119 m.M !-\aCl; 4.7 mM KCI ; 1.1 mM. MgSO. ; 1.2 m._M 
KH2P0 4 ; 2.5 mM CaCl,; 25 m_M ~nHC03 ; 11 mM glucose; 0.02 IT'-"'-'1 
EDTA; 0.6 mM nscorbic acid . The solu.t.ion wns kept nt 37 ºC nnd wns 
bubb led with a mixture of 95 o/c 0 2 and 5'.ll: C02 . Tht preparations 
were subject.e<l to a restin.g ten.s ion of 2g, which was maintained 
const,'lnt tJ1roughout the experirnent.s. After a st.nbilizatinn period of 
at least 90 min during which tbe preparations were stirnulat.e<l 
severa] times with 30 rJ11 norepinephrine, integrity of the vascular 
end,1thelium was assessed by verifying thn t thP contracte<l rings 
re:1L': e<l hy at least 50'if wher, challenged with 1 ¡LM acetykholine. 
EndC'theliurn was removed in sorne rings by rubbing intralunlinally 
witi: a 20-gnuge bypodermic ne-edle; in these preparnt.i ons, absence 
of tb!.' endC'thel..ium was confirmed by a less tL.nn 10'!< relaxation upon 
D.CE'ty lcholine chu!lenge. 

.'\.l! rin~ were contr1wtf'd with 30 nM norepinephr ine nnd when 
responses induced by th.is agonist reached a plat.eau, cumulative 
conce..'lt ration-response cun·es te HYD (3 µM tú l mJ»D or pin.acidil 
(300 r~M to 100 µ..\i"l were con.structed in groups of eighi or rüne rings 
with or without endotbelium. Sorne preparations were obtai ned frorn 
contro~ uripreLrented rats nnd others from animab pretrear.ed 15 h 
befare sacrifice wiLli met hylamine, 400 mgllr.g i.p. For comparison. 
blood pressure and hearl rate responses to HYD, 0.1 rng/kg, were 
determine<l in nnesthetized rats subjected to this pretreatment 
schedule. 

Determination or ~02 in Plasma. Rats were anesthetized 
with chloraloseJurethane ns described above, and blood was obtained 
by carcliac puncture . Groups of 12 animals received either no pre­
treatment, methylamine, 200 mg!kg i.p. 2 h before anesthesia, HYD, 
0.1 mg/kg, orca talase , 200,000 U/kg, the latter two agents injected in 
thP penile vein wlüle under anesthesia , 15 min befare cardi ac pune-



turr. A combi nntion of methyl n.mine nncl HYD, nt the doses and 
interva!s not.ed, wns also tes t.ed. Ofthe blood obtuined from ench rat , 
n"o 1-rril aliquot s were de¡x.sitP<l in conical polypropylene centr ifuge 
iuhP,. cantaJr.if!g 100 1i..l oí h.::parin, 100 U/ml ; the tulx>s were main­
t.ained o·.- er ice. To one of the tul){'S of ea ch pai r , 1.5 ml of acet.one was 
added to preci pita te prot<>Ír-~ ; these t ubes were used far d.i red deter­
minnti oc of H 2 0 2 (see below ;. Al i tulx·~ we- re cent rifuged at 6000 rpm 
for 30 rrá, . A 500-µ.l aliquot of plasnrn ar plasma/acet.or;e mixture 
was de¡xi~ i tkd in an elect rolysi,; cell containing 2 ml of O.l Tri s buffer, 
pH i .8 , frorr. which dissolve<l 0 2 had beec pre\"iously remm·ed by 
bubbling wi ü~ N, for ](• min . Det<>rnilr.n t.i ons were ca rried out by 
difíerenl!al ;n.:!se pola rog raphy as desc r;be<l previow;ly 1.Diaz-Arista 
et al., 2C•02 · using a MPtrohm G~ pob.rogrnph with n.n ini<'grated 
recorder '. !•letroh.m Ltd, H er isau, Switz!.'rland i. The annlyte was 
determi:-.ed d.i.rectiy in the p!asmafacetone samples and i::id.irectly by 
treati!:'..g the- plasmn samples w ithout acetone w ith 50 µ.l oí caw.lo.se , 
20,00 'J C.' rr1~, and measuring the 0 2 t!:t:s released from Uie H,,0 ~ 

co!1taif!ee i r: the sample . F or eacL an al yti ca! run , calibrati oc curv es 
~·ere cor-~t!"'UCi.t' ~ wit l; diluti ons of n ~tandard so1ut:o~ of H20 2, in 
whict. t i -:- ~: ·:'tL! a} conc(:nt rnt iori of t.11 E- ann1ytk was de:enn..ined by 
nor maliza:.ior. witr. !0fn 0 , in B,SO, and ox alic acid . In the case of 
curve" fo r ir:di red <lelermination~ , O_ was releas~ by m!x.ing fa r 10 
m.in wi!h appropriate amount.~ of CT1talase. 

Drug• and Cbemicals. The liydrochlorides of benzylamine , 
m etl-cy!a.'!1ÍJ1e, ¡3-phenylethy!amine, pargyline, ( = }-norepinephrine , 
and HYD, as well as hepn.rin sodium , acetylcho!ine crJoride, isoni n­
zid, fr.l oralose, and urethane were obtained from Sigms -:\ldrich (St. 
Lou.is , \ f0 1. Pinacid i! was purchased from Sigrna/R.Bl (:'\arick , MA). 
Dose' reie~ r.o the sal t.s where :: pplicable. Al l othe r chemic.o··d s were 
reager. t g-rade . 

Far ic vi\·o experiments, dr ugs were cllssolve<l in 0.9C:i- ~nCJ sol u­
t.ion, aided in the case of pinacidil by a drop of 0.1 N H CI ; the volume 
of inj ect ior: was l m Llkg . For i.n vitro work, stock solutions of HYD 
(100 rrL\~ ', acetylcholine (1 mJl.f), and pinacidil ( 1 O m.M ) were pre­
pared dail:: in Krebs-Henseleit soluti on, in the caS<' of pinacidil with 
the add::.i on of HCl. Norepinephrine 11 mM) was dissol \'ed in 0.1% 
ascorbi: acid . In all Ca.5(·~., appropr iat.e dilu tions from these stock 
sol ution ó were mndé with Krebs 
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Dntn Presentation ancl Statistical Annlysis. Results are pre­
sented as meo.ns :!: S.E.M. Mean blooe pressure nnd heart ratR are 
depicted in mm Hg and beats!mi n , respectively; aortic r ing re la:x­
at.ion is reported as percentnge of inhibi tion of norepinephrine con­
tracti on, and H 2 0 2 plasma content as micromolar concentration. 
Pressure and heart ratR ,-aJues at each 10-min tabulation pE::-iod of 
pretrented rnts were compared wi th the correspondi ng controls by 
unpaired 1 tests or one-way an alysis of varia r.ce foll owed by Dun­
nett 's test for single ar multiple comparisor.s, res pecti\'ely. In cases of 
nonhomogeneous variances among group~. , the nonparametric 
Mann-\\rh.iL'ley or Kruskn.l-Wallis proc(.-dures were used. Re!ax at.ion 
of aortic rings at each drug concentrari on as well as plasma H 20, in 
tbe pretreated and control groups were al so compared by these tests . 
In the expe.riments w ith methylamine and cat.alase alone , all post­
drug values were compared with timf' O figures by repen ted-mea­
sures analys is of variance and Dunnetfs test. ln ali cases, a proba­
bility leve] of less than 0.05 was acceptc·d as sigr.iíicruit. The aortic 
r ing resu!L<; were add it.ionally evaluated by subjecting individual 
concent ration -re.sponse curves t.o nonlinen.r regressioc anaiysis to 
calc:ula te tbe nPgative logarithm of Üi t- EC,0 lpEC.501. Statistical 
procedures a nd regressior. ar.a!ys.es were carned out with a Grapb­
Pad Prism 3.0 package •Graphl'ad Software lnc , San Diego, CA). 

Results 

Experiments in Anesthetized Rats. In control unpre­
treated animals, the test dose of HYD decreased mean blood 
pressure by not more than 15 mm Hg <Figs .. 1, 2, 3, and 6). 
Maxirnum effects tended t.o occur 10 min af'..er administra­
tion , with a slow subsequent recovery e\' ident in sorne 
groups. The accompa.nying changes in heart rate were min.i­
mal. This pattern of response was unchanged afler pretreat­
ment with pargyline alone rFig. lB). Pressure responses to 
this same dose of HY'D were considerably enJ1 anced at prac­
tically ali observation times , after pretreatment with ben­
zylamine <Fig. lA), phenethylamine (Fig. lB), or methyl­
amine (Fig. 2AJ; in contrast, the effect of the reference 
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Fig. l. \1ear: bloo<l pre;<;;un:· and henrt rate 
after adminis::rntior, o! HYD. 0. 1 mefkg i. \ '. to 
ron rrol rnt• lsol icJ circld ' ar to ra : s p re­
t rea t.ed 2 h pr>'viously topen ci rcles ) with ben­
zybr.-1 \nf-, 4 00 m~fk~ ·: ~ . p . 1 ;\ ; or pht-ne:hyI­
am int , 1no mgftcg i.p. 1H· Anima ls in pan~ ! B 
also recein.,C pHrg::·lint. '.JO m¡:;/kg i.p. , 30 min 
~efo:-E- pheneth yla_ml!!~, a.~ adci itio!1al group 
receiv!>C pargyline a loCJe (salid tri angles ). 
Symbol;o corre<0¡xm d to means of si.x animals; 
vertical lines are S.L ).~ . Aste~isks ind icatto 
significan: d i ffere nce~ from contro i. A.bsci.s­
sae den ote time in minut.es after HYD íniec ­
ticin ; ordina tes, ldood pressu n:- a nd hesr. ;ate 
in mm Hg and l>cat,.1m ir. , respectively. 
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Fig. 2. Me nn blood pressu rt' ¡¡nd h en rt r a te 
nft.e r acmini ~tra~io n of HYD , O. ; mg/kg i.v. 
tA i or p inacid il, 0 .2 mg/k¡; i.v . 1B l to control 
rats tsolid circle!' 1 or t.o r at5 p re tren ted 2 h 
prev iously w ith methylam ine , 200 mg/kg i.p . 
!open circles ). Symbols corres pon d to means 
of six animals ; vertical lines ane S.E.M. As­
teri sks ind icnte significnnt diffe re nces from 
control. Absdssae denote ~im e in m inutes af. 
te r vasod ilnt.o r inj ec t ion ; ord in ntPS, blood 
pressure und hea rt rute in m m Hg nnd bent!J 
m in , respecti vely . 
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Fig. 3 . Menn blood pressure nnd heart rnte nfi.er ndministrntion of HYD, 0 .1 mg/kg i.v. to control rnts (salid circles ) orto rats pretreoted with 
me thylarr.i ne, 200 rng/kg i.p. 2 h prev)ou; ly (open circles). In nddition, animols received isoniazid , JO mg/kg i.p. 30 rnin befare methylamine tA) or 
cotalnse, 200,000 l:/kg i.v ., either 1.5 min ' Bl or 60 rnin tCl befare HYD. Symbols correspond to mean• ofsix animals; vertical lines are S.E.M. Asteri.~ks 
indica te sign ifi cant difference~ fro m con trol. Abscissa~ denote time in minutes after HYD injection ; ordinates, blood pressure and hea rt r ate in mm 
H g a nc ben ts/min , rPspect ivP!y . 



\'asodilator pinacidil was unchanged after methylarnine (Fig. 
2B L Heart :-ates, which werc increased at time O in the 
benzylrun ine and phenethylamine groups , tended to rise af­
ter a lJ pretreatments u pon injec-tion of HYD or pinacidil. The 
pot.entiation of HYD hypotension by methylamine was pre­
ve::ited by prt>\·ious acimin istration of isoniazid (Fig. 3A), as 
wel l n.s by pretreatment K ith cntalase. ndministered eithcr 
lS o; 60 min befare thP \' asod ibt.or (fig. 3, B and C l. Isoni­
az ' d but not cata bse also diminished the slowly developing 
tachycard ia afle r HYD . Methylaminc . adm inistered aloné at 
the IfYD pot.en t iating dose of 200 mg/kg, lowered blood pres­
surf:'. within 10 min of inj ection, nn efTect wruch tended to 
subside over thf:'. next 2 h . Heart. rnte a.lso decreased initially, 
but. Jater incre3sed persis t.ently Wig. 4A). Catalase alone 
produced a late foll in blood pressure , accompanied by a 
progressive increase in heart rate fFig. 4B). 

E"-"J)eri rnents in Rat Aortic Rings. The pretreatmen t 
schedule usc·c for met.:iyla minE- in üie ab...w e experiments, 
i.e .. 200 rngfkg 2 h previous:y, did not in~~uence w'i e r ela.xnnt 
effec:ts or HYD in r ir,gs ob t.ai.neci from :mimals thus pre­
trented (resul ts not shown ). Based on e.i.'])lora to ry tests, the 
dose used in tht- definitive experiments wa5 increased.to 400 
mg/kg and the pretreatment interval to 15 h. Surh pretreat­
rnent did not influence contractile responses to norepineph ­
r ine, ei ther in r i:igs v-i th endotheli um (control, 1.84 :::: 0.08 g; 
prE-tres t.ed , 1.92 = 0.06 g l, o: without endothdimn í oontro!, 
1.92 = O.OC g: pretreated. 1.90 :: O.OS g l. lntact or rubbed 
prep3 ratioru: from rats : ecei \· ing mE>thylam.ine showed en­
hnnced relaxant responses t o Hl-0, but not to pinaciól (Fig. 
5). Table 1 shows the pEC ,,0 values derived frorn thsse con­
centration-response curves. Values for HYD were increased 
by approxirnately OA log, whereas those for pi.nacidil showed 
no significant change. As shown in F ig. 6, rn eth_vlamine at 
füis pretreaLrnent schedule also potentiated HYD hypoten-
sion. 
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Det.ennination of H 20 2 in Plasma. Concentrations of 
H 20 2 in the different experimenLli! groups are shown in 
Table 2. Direct measurements of the analyte agreed closely 
with indirect determinations ba.."l'd on 0 2 released by cata­
lase. Methylamine increased and HYD decreased H:.102 lev­
els: the combination of both agents y:elded values similar to 
control. Ac;, expeded, rntalase lowered concentrntions of 
H:!02 . 

Discussion 

The present stuc) ~ , was carried out in anesthetized rats 
using the hypotensi·1e response to HYD as an index of the 
vasodilntor activity of the drug. It is well known that re­
sponses to cardiovnscular agents in general are rnodified by 
anesthesia , making results difficult to interpret. ln the case 
of Hl'D , blood preso.ure responses i.n conscious anim a.Le; are 
aceompanied by marked reílex rnrdiac stimulant reactions 
th::?t greatJy modiff _he pressure efíect.s . In anesü1etized S'..lb­
jecls, füis factor is d inü nat.ed, as shown in th e present ex­
periment.s by t hL unchanged heart rate afler HYD in the 
control groups, s•J that changes iI1 blood pressure more accu­
rately reílect changes in vascular dyn.a mics. 

The metaboli.:;m of benzylamine, pheneú1ylRmine, and 
methylamine by SSAO has been well studied in various in 
vitro conditions (Preciom and Lyles , 1988; Elliott et al., 1989; 
Lyles et al. , 1990). In vivo inforrrui tion is a\'aiiable only for 
methylamine and is restr icted to documentation of increases 
in the urinary excretion of the substrate afler irüübition of 
SSAO (Lyles and McDougall, 1989) or offormaldehyde, one of 
the products of enzyme activity after ad.ministra tion of exog­
enous amine (Deng et al., 1998). In the absence of data on the 
time course and extent of in vivo metabolisrn of these amines 
by SSAO, the pretreatment intervals as well as the doses 
used ·in the present study were chosen on the basis ofresults 
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Fig. 4. Mean blooc p ressure an d hea rt rate afler 
admimst ratio!1 of me!.hylRm ine , 200 mg/kb i " · 
\A) and cntah:,;e , '.?00, 000 1..;!kr, i.Y. 1l3i to control 
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ofsi.x nnimnls : ve rtical lines nre S .E.M. A.steri~ks 
ind icnte sign i fi~o~: differenreE fn>m zero time 
values. Abscissa~ denote time in minutes nft..;,r 
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in mm Hg and be:n&'min, respective!y. 

A B 
4 

... 
E :o 
Cl 3 3 
~ ... 
t 
re 
Cl 
J: 

3 

o 40 80 120 o 20 40 60 

Time (m in) Time (min) 



502 Vidrio et al. 

ioo 
~ r 

10 .._r e: 
o (+) (-) 

75 75 

"' 
,I; 

)( ~1 

"' 50 50 

"' Q'. ~· 25 25 
~ 

~ 

o o 
.5 -4 .3 -5 -4 .3 

Hydralaz ine (log M) Hydralazine (log M ) 

Fig. 5 . Concentratio,-,·rE>Spons~ curve~ to 
HYD and p inacid il in nocerinephrine-con· 
trncted nortic rin¡;s obtain ed frorn control 
rats (solié circles ) or fro m rnts pretrea ted 
15 h prt'viously wi th methvl ami ne , 400 
mg/kg i.p . !open circles >. func:i ona l endothe-

100 
e: 
e (+) 

75 
<t 
)( 

re $0 

e: 
Q'. 

25 

~ 

o 
-E .5 -4 

Pinacid i: (log M) 

TABLE J 

pEC00 \'Olues far HYD and pinncicil in aortic rings freno r ats with and 
withou! pre:reatrnent "'·ith n1~thylumine 1 400 mg/kg í.p. 15 h 
previo'.lSly 
Va.hH!~ arf' mean :-. :: S _ E _ ~f . of S <..:r ~ i t • ).-p<'rimí~nt~" · Rlnp-b with • - ) Hnd withou t ( - ) 
cn dut.hi..' l iwn . 

Gruup 

l-IYD · ' ! 
J-IlrD , -- i 

Pinriciriil : - ) 
Pin 8<.:1dil e - ! 

1.- P < U (; ;, vPrscLo::. cc.n troL 

Control 

~J:l l - O.JO 
J.2fi ::. O.O!:i 
:..i ::::. 0 .11 
S .l ~ ::. 0 .13 

.\1 t't t-._;:l nminc 

:J. 74 - 0 .06ª 
3.65 ::. 0.0éJ' 
5.22 =- 0.12 
[i.06 ::. 0.01 

of preliminary experirnents. Thl' reb t ivE:!y low dose of phen­
ethylarn.ine reflects its li:niting centraJ nervous system stirn­
ulant acti ,· ity fJad:.son, 1972 ;, whereas the high dose needed 
for bemYlamine is a consequenre of its biotransformation by 
both SS.-\0 c.nd .1\L<\O :Bl8.sc:h.ko, i952 l. 

Tht:- f;nding that all fr..r ee SSAO s ubstrates potcntiate hy­
pote:-1si o:-. by HYD spccifically is compa tible witl> Lhc postu­
!uted in ,·olvemem o'. SS.-\0 inhibition in p ressure responses 
to the Yasodilato:- The documentation of pot.entiation in aor­
tic Ying~ als Cl wilh or v.ithout. endothelium fm1.he; indicates 
tha t s 11c:~ inYo]verne!!t '.Wcurs iri \'ascula: smooth muscle , the 
sitr.- at w!;ich both SSAO activ.i ty ano .HYD inhibition üiereof 
are postulated to ta.ke place lt is conceivable that prepara­
tion~ obtained from rats pretreated with methylamine con­
ta.in increased amoun ts of rnetabolites of the amine, gener­
ated by SSAO and involved in vascular tone regulation; 
inlü bition of the enzyme by HYD therefore resul ts in en­
hanced relaxatíon. The higher doses of methylamine and the 
longer pretreatment inter.·al necessary to demonstrate this 
effect in aortic rings probably reflects the inevitable partía] 
washout o!"rnethybmine and/or íts rnetabolites during tíssue 

lium was either presen t ( ~ i or ahse.nt l - l in 
the preparations. Sy rnbols correspond to 
rneans ofe ight or nine rings: vertical lines are 
S.E.M. Ast.erisks indicat.e significant differ­
ences from control. Absc issae de note log con­
CPntra t ions of th t- vasOO. ílP:tors ; orC innu-s , re­
ltLxation a~ pere'f'nt3ge of co:1 tractl le n:>s:ponse 
¡,) n ore pinephrine. 

preparation. In addition, HYD hypotension in vivo is more 
directly related to rela.xation of resistance vessels, anti it is 
possible that a conductance artery such as the aorta would be 
less sensitive to changes in reactivity to HYD. 

Involvement. of a product of SSAO action in HYD potenti­
ation is supported by the experiments with isoniazíd. This 
drug is a potent SSAO inhibi tor (Vidrio et al., 2002), and 
when ad.m.inistered before methylamine, it presumably 
blocks metabolism of the amine by this enzyme. As a r esult. 
ac.-cumulation of SSAO products is prevent.ed and potenti a­
tion of HYD hypotension is no longer apparent (Fig. 3A). It 
should be n ot e<l thnt rats pretreated with methylamine and 
isoniazid have a low baseline blood pressure 180 mm Hg), 
which contrast.s with that of groups receiving met.hylanüne 
alone (112 and 117 mm Hg). T'nis suggests that the unrne­
tabolized amine exerts a long-lasting hypot.ensive effect. The 
products generated by SSAO from benzylamine, phenethyl­
amine, and ruethylarrüne are benzaldehyde, phe nylaceta lde­
hyde, and forrnaldehyde , in addition to ammor: [a and H 2 0 2 . 

As a group, these aldehydes are unlikely candida tcs for me­
diating inc.reased vascular tone, since benzaldehyde and phe­
nylac.-et.c'l..ldehyde lower blood pressure (\Vingard el al., 1955 ), 
and only fonnaldehyde is a pressor agent, albeit acting 
Lhrocigh release of catechola.mines tEgle and Hudgi!l3, 1974 ). 
At toxic concentrations, amrn on.ia also increases blood pres­
sure (Hindfelt and Plum, 19751, whereas H :o0 2 exerts vaso­
constriction (Ji.n and Rhoades, 1997; Ok.atani et al., 1997; 
Rodríguez-Martínez et al., 1998; Yang et al. , 1998; Shen et 
al., 2000). The fact that HYD potentiation by rnethylamine is 
prevented by the H2 0 2 scavenger catalase identilies this 
species as the metabolite involved in the hypotensive effect of 
HYD. It should be noted tlult the preventive action of cata­
lase is clearer at the pretreatment interval of 15 min, com­
pared wíth that of60 min. This is i.n keep ing wíth the half- life 
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Fig. 6. Mean hlooc pressure and heart rate after admini8:rntion of HYD , 
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mir1UteE after HY'D injf'ction ; ord!nates , ble>:><l pres s cin? and hea rt r a:e in 
mm H¡; nnd beats!min , respectively . 

TABLE 2 
lnfluenc;: of mPthylnminc- ' 200 mg/kg i.p . 2 h pr<'"ious]y ;, HYD 10.J mg/ 
kg i.v . J::; min previou s ly ), a com bination ofboth pretn?atments, and 
catnlase '. 200,000 V/k¡: i.v. 15 min previously ·I on plasm a H,O., 
concen :rn:ion i. µ !11 1 detenninec by di reci a:1d ind irect ;>o!a rograp1-i ic 
methoC~ 

Con :.rol 
Met!wb rnine 
!1YD 
Me:!n·hmmt• - HYD 
Caialase 

' p < ( •. 0 ~ \'('i};U!' t"'O~ t rnl. 

1~1.2~ ·.: 0.:13 
z:.u ~ : C!.S:!' 
1 i.2s = o .is~ 
15.2P :: 0. 90 
S.49 = O.G4" 

~ndiroct 

l : •. ~~ - ~ Ú.~9 

2~ .0.S -: O. :l 'i" 
10 - 4 e 0.19" 
14 7:,:: 0.32 

:- - ~~ 4 ::: 0.5S:' 

of a rou...'1d 20 m.i.n repon ed for the i. v. injected natural enzyme 
(Turren>. et al., 1984 ;. 

Additional confirma tion of the invo]vement of H20 2 in the 
methylamine./HYD interaction can be derived from determi­
nations of üús oxygen species in plasma. Vlhen administered 
at the schedule used in the blood pressure experiments, 
meL~ylamine ra.ises H~02, presumably by increa sing avnil­
ability of SSAO substrate . The opposite effed is apparent 
after enzyme inhibition with a hypotensive dose of HYD, 
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when sufficient time (15 min ) is allowed for the depressor 
response to devcJop. HYD also suppresses the increase in 
H2 0'.! elicited by methylamine. The experiments with cat.a­
lase confu-m that the dose antagonizing HYD potentiation by 
methylamine is efTective in lowering H2 0 2 levels . No opinion 
can be formulated as to the adequacy of the H2 0 2 concentra­
tion of approxim.ately 15 µ.M· observed in control animals, 
judging from the fact that reported values for normal rat 
plasma vary from 2 µ,\1 determined by an electrochem.ical 
method (Swei et al., 1997) to 45 µM by a radioisotopic pro­
cedure (Varma and Devamanoharan, 1991 ). lt should be 
not.ed thnt in view of the unreliability of the methods corn­
mon.ly used io measure H 2 0 2 in plasma <Nahun1 et al., 1988), 
the specificity of the present procedure was successfully ver­
ified as recomrnended by these aut.hors by adding catalase to 
thP rneasured samples to suppress thf.' recorded direct signal; 
adding exogenous H20 2 incrernents t.he recorded direct sig­
nal. 

lf H~02 generated in " ascular smoot.b muscle con tributes 
to vasc1eonstrictor to11e, increases oí t.his agent after ad.rnin­
istration of metJ1ylamine and, presumably, benzylamine and 
phenet.bylamine would be expected to raise blood pressure; 
however, wit.h the possible exception ofbenzylamine, no such 
etfect was observed. In fact, met.hylamine by itse!f tends to 
lower blood pressure , and rats pretreated with the presum­
ably unmetabolized amine show a low baseline press ure. 
These fmdings imp!y that the blood pressure efTeets o! meth­
ylamine are not due exclusively to generation of H:;O" , but 
ihat other metabolites as well as the original amine may 
contribute to the overall response. Such complexity is not 
apparent with cnt.alase, since its hypotensive effect Wig. 4B) 
can be regarded as being related to lowering of H20 2 levels. 
On the other hand, vascular tone regulation involves the 
local production of relaxing (ni trie oxide, prostacyclin ~ and 
contracting (endothelins ) factors. Normally, the relaxing fa c­
tors predominate (Lüscher. 1990), so that any enhanced va­
soconstrictor influence of H20 2 would be efficiently cour,ter­
balanced and blood pressure would remain unchanged. Tnus, 
the SSAO substrates would increase on.ly the proportion of 
vascular tone dueto H20"· and subsequent enzyme inhibir.ion 
by HYD would result in a greater t.han normal fall in blood 
pressure. 1t should be noted that the potential role ofH20~ in 
t.he regulation of \'ascular tone appears to be very comple.x, 
and since in sorne e>.."Jlerirnental conditions it car. aJso produce 
vascular srnooth muscle relaxation murke and Woiin, 1987; 
Barlow and V-.'hite , 1998 \ it can be regarded as both a con­
tracting and a re!axing factor (Wolin, 1991\. 

R-i.L~ pretreated. with benzylamine had a baseline blood 
pressure of 132 mm Hg, h igher than any of the other ex·per­
imental groups. This increased blood pressure is not appar­
ent in Fig. 1 because the corresponding control group was 
matched i.n baseii..ne pressure with the pretreated group, as 
described under Materials and Methods . The influence of 
benzylamine on blood pressure can be ascribed to an action 
not related to H2 0 2 generation, narnely block.acle of catec.hol­
amine upt.ake by sympathetic nerve endings (Elliott and 
Callingham, 1991). This action could also account for the 
baseline tachycardia after benzylamine and phenethylamine 
(Fig. 1), although with the latter, its prominent cardiac sym­
pathomimetic eífert (Pesce nnd Adler-Graschinsky, 1983) 
could nlso be involved. Although methylamine did not signif­
icantJy increase resting heart ratk except at the higher dose 
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tested (400 mg/kg). it did uncover a slowly developing tachy­
cardia after administration of HYD or pinacidil (Fig. 2). The 
present data provide no information as to the nature of this 
response, although they do suggest that it is partially depen­
dent on increased amine metabolites, since it is considerably 
diminished by additional iwniazid pretreatment (Fig. 3A). 
T'nat the met.abolite involved is not H20~ is shown by the 
persistence of tachycardin aft.er ca talase pretreatment ffig. 
3, B ancl C). Unmask.ing of a reflex rea('ti on to vasodi!ntor­
induced hypoten.s ion is urüikely because tachycardia oc­
curred indistinctly in the presence of marked (Fig. 2A) or 
minimal (Fig. 3, B and C) bypotension. 

Lri conclusion, pretreat.ment of raü; v.'ith various SSAO 
substrates enhances the hypotensive efTecL of HYD, appar­
ently through increased generation of t.he SSAO vasocon­
strict.or product H~02 . These result.s are compatible with the 
hy'Pothesis Ül.at HYD vasod.ilation involves inhibition of vas ­
cular SSAO and decreased production of 1-1 20 2 . They further 
~uggest tha t such i.r.,_hjbition could r epresen! a n:wel mechn ­
nism ofhY'Potensive activ ity, possibly sh3.red by other known 
antihypertensive drugs (Banchelli et al., l 98GJ. 
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PRÓLOGO 

PRÓLOGO 

El presente trabajo se realizó de acuerdo al diagrama conceptual de trabajo analítico 

del Laboratorio de Investigación y Enseñanza Experimental del Dr. Alejandro Baeza qLe se 

muestra en la siguiente página. 
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PRÓLOGO 

Química Analítica: 
J, 

Resolución de un problema químico: 
medición <=>· monitoreo <:::::> caracterización 

J, 

Análisis ~:)uímico y Fisicoquímico 
Caracterización Química 

J, 
DETERI\1INACIÓN ANALÍTICA <=> TECNICA OPERA TORL.\ 
(exactitud, precisión, sensibilidad, selectividad, eficiencia) 

J, 

METODOLOGÍA ANALÍTICA 

i 
~íÉTODOS 

J, 
reacciones químicas 

reacciones electroquímicas 
reacciones de distribución 

t 
Química en disolución 

Electroquímica 
lnterfases 

. 1 

~1ÉTODOS 

* aparatos, mstrumentos 
sistemas analizador 

t 
Química Instrumental 

i 
~íÉTODOS 

J, 
captura y 

procesamí en to 
de datos 

t 
Quimiometría 
Interfases AlD 
hojas de cálculo 

ESQUE~MA CONCEPTUAL DEL TR4BAJO ANALÍTICO 
(A. Baeza, Re\ . Chilena Educ . Científica, 2003.) 

- 2 -



LISTA DE ABRD'l4.IT!RAS 

LISTA DE ABREVIA TURAS 

C: 

aci(x) 
ax 
~ 

ax 
e 

E : 

Ez :· 

EA . 

ECS: 

ER ¡: 

ET ': 

Er: 

& : 

F : 

F: 

1 capaci tiYa : 

1 convecti\'a : 

1 difusión : 

1 faradaica : 

1 medida : 

1 mi¡rraci0r. iónica : 

~: 

IHP : 

J¡(x) : distancia x 

m: 

Capacitancia 

Concent"ación molar efectiva de la especie i 

Coeficie.1te de difusión 

Gradiente de concentración a la distancia x 

Gradiente de potencial 

Electrón 

Potencial a través del capacitor 

Poter:cial de carga cero 

Potencial de media onda 

Electrodo auxiliar 

Electrodo de calomel saturado 

Electrodo de referencia 

Electrodo de trabajo o indicador 

Potencial final 

Potencial de inicio 

Pulso de potencial impuesto 

Constante de F arada y 

F de Fisher 

Corriente capacitiva o residual 

Corriente por convección 

Corriente por difusión 

Corriente faradaica 

Corriente total medida 

Corriente por migración iónica 

Diferencia en la intensidad de corriente 

Plano interno de Helmholtz 

Flujo total de la especie i a la distancia x 

Velocidad de flujo al electrodo goteante de mercurio 

- 3 -



n : 

OHP: 

Ox: 

pH : 

q: 

Q: 

R: 

Red : 

DER : 

SI 

cr 

t : 

t : 

T: 

't : 

v: 

\
! • h . 

Ymt: 

v(x) : 

y : 

YB : 

Z1 : 

Número de observaciones 

Plano externo de Helmholtz 

Oxidante 

- log ¡J--f ¡ 

Carga en el capacitor 

Cantidad de electricidad 

Constante de Jos gases ideales 

Reductor 

Des\ 1ación estándar relatiYa 

Sistema Internacional 

Desviación estándar 

Varianza 

LISTA DEABREVIAn'R-4S 

Desviación estándar de Ja ordenada al origen 

Tiempo 

t de student 

Temperatura 

Tiempo de muestreo 

Velocidad de la reacción al electrodo 

Velocidad de barrido 

Velocidad de transferencia de masa 

Velocidad a la cual el volumen de un elemento se mueve a 

lo largo del eje x 

Límite de decisión, detección y cuantificación . 

Valor de la ordenada al origen 

Carga de la especie i 

- 4 -



RESUJ.1E/\' 

RESVMEN 

La detenninación de peróxido de hidrógeno (H20 2) en animales superiores es de gran 

importancia debido a que dicho analito indica la participación de especies tóxicas 

oxidantes en el daño de los tejidos, además se asocia a la acción biológica de al gunos 

fánnacos, así como a ciertas condiciones fisiológicas o patológicas tales como ejercicio, 

hipertensión arterial e infarto. 

En publicaciones recientes se han reportado dichas detenninaciones por 

espectrofotometría y HPLC, quimioluminiscencia y cronoamperometría, pero aún no se ha 

validado alguna metodología que lleve a Ja detenninación de H20 2 en muestras cl ínicas 

con calidad. 

En este trabajo se describe la determinación de H10 2 por el método de polarografia 

diferencial de pulsos directa por: 

a) reducción directa del peróxido de hidrógeno en - 0.92 V vs SCE debida a 

H10 2 -... 2e- + 2H .. ~ 2H20 

con una ecuación de calibración de: 

.:1i = 3.03 ± 0.09 [H20 2] + 0.13 ± 0.07, 

y alternativamente 

b) por la onda de reducción del oxígeno en - 0.2V vs SCE debida a 

0 2-r- 2e· + 2H+ ~ H10 2, 

producido por la acción de la catalasa, cuya ecuación de calibración es: 

.:1i = 6.0 ± 0.1 [H202] + 2.4 ± 0.2. 

Dicho analito se detenninó en muestras de suero de ratas Wistar adultos machos 

control, inhibidos y estimulados en la producción de peróxido de hidrógeno obteniéndose 

concentraciones de 15.25 ± O 85 , 11.28 ± 0.4 7 y 13.17 ± 1.35 µM , respectivamente . Se 

evaluó el efecto de la matriz, amortiguador, linealidad, porcentaje de recobro, límite de 

detección y cuantificación, así como el coeficiente de variación. 
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ABSTR4CT 

ABSTRACT 

Determination of hydrogen peroxide (H20 2) in higher animals has achieved great 

importance, since this product indicates toxic tissue damage due to externa) factors, 

particularly oxidative stress . In addition, it is associated with the biological action of sorne 

drugs , as well as with physiological and patbological conditions such as exercise, arterial 

hypertension and heart failure. 

Current spectrophotometric, HPLC chimioluminiscency and chronoamperometry 

metbods of hydrogen peroxide analysis are indirect and require time-consumi..ng chemical 

sample preparation that often. leads to degradation 1Jf H20 2 ln contrast , electrochemical 

measurements requi.re little or any sample preparation, so that they appear to be more 

suitable for hydrogen peroxide deterrni.nations, even in si tu. 

This work describes H202 rneasurernent by differential pulse polarography by 

detecting: a) direct reduction peak of hidrogen peroxide on -0 .92V dueto 
! 

H20 2 + 2e· + 2W ~ 2H20, 

and altematively 

b) reduction peak on -0.20V of oxygen, 

O: - 2e- + 2H'° --+ H202, 

produced by tbe action of catalase added to the reaction media. Calibration plots 

~ = 3.03±0.09[H20 2]+0.13±0.07 and ~ = 6.0±0 .l[H202]+2.4±0.2 

are obtained by di.rect and indirect detection, respectively. In normal and untreated rat 

plasma samples using different protein precipitating agents, a concentration of 15 .2 5 ± 

0.85 , 11.28 ± 0.4 7 and 23 .17 ± 1.35 µM of H20 2 was obtained. 
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INTROD UCCIÓN 

1.0 INTRODUCCIÓN 

La bioquímica y medicina están interesadas en el desarrollo de un método analítico 

para la determinación de H202 (peróxido de hidrógeno) en muestras biológicas, tales como 

plasma o suero, lo anterior se debe al hecho de que dicho analito indica la participación de 

especies tóxicas oxidantes en el daño de los tejidos . 

En publicaciones recientes se han reportado dichas determinaciones por 

espectrofotometría, HPLC, quimioluminiscencia y cronoamperometría, todos ellas 

utilizando la oxi dación de un sustrato por una peroxidasa; participando en dicha reacción el 

analito de interés, e incluso el diseño de sensores a base de una molécula mediadora, como 

polímeros o complejos inorgánicos: pero cabe señalar que aún no se ha validado alguna 

metodología que lleve a la determinación de H20 2 en muestras clínicas con calidad. 

Para verificar que la señal generada se deba a la presencia de peróxido de 

hidrógeno, la metodología propuesta debe cumplir con dos parámetros que son ia' adición 

de catalasa (como un elemento selectivo) y la adición posterior de H20 2 (para corroborar 

que el incremento en la propiedad medida se deba al incremento en la concentraciób de este 

analito ). 

El desarrollo de las técrucas electroquímicas y en particular de la polarografia 

diferencial de pulsos, ha permitido llegar a determinar analitos al ni vel de trazas . Estas 

técnicas proporcionan la ventaja de poder analizar tanto compuestos orgánicos como 

inorgánicos, además que la preparación de las muestras requiere de un pequeño tratamiento 

o ninguno, lo que conlleva a la degradación del analito tiempo y los costos de análisis se 

abaten por la cantidad de reactivos empleados y la cantidad de desechos . Dichas técnicas 

electroquímicas se han comparado con otras técnicas como la espectrofotometría y se ha 

demostrado que no hay diferencias significativas entre di chas metodologías. 

En la técnica polarografia diferencial de pulsos sobre el electrodo goteante de 

mercurio , el peróxido de hidrógeno genera una señal debida a la reducción de dicho analito, 

que al reaccionar con la catalasa genera oxígeno, el cual presenta una señal de reducción en 

el sistema de análisis, por lo cual se puede utilizar para ia determinación de peróxido de 

hidrógeno en muestras de suero y/o plasma de manera directa e indirecta respectivamente. 
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Con los fundamentos presentados anteriormente , el enfoque del siguiente trabajo es 

efectuar Ja determinación electroquímica de peróxido de hidrógeno por polarografia 

diferencial de pulsos (técnica no reportada), confirmando Ja señal por adición de catalasa y 

adición de una solución estándar de H202. 

Las condiciones operatorias evaluadas fueron : amortiguador, electrolito soporte, 

matriz y los parámetros estadísticos: límite de detección y cuantificación, intervalo lineal, 

coeficierte de variación, reproducibilidad y porcentaje de recuperación. 

Basándose en los resultados obtenidos se eligieron las condiciones operatorias 

óptimas ~ue permiten la determinación en muestras control , estimuladas e inhibidas en su 

producción de peróxido de hidrógeno. 
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2.2 Metabolismo del B202 (peróxido de hidrógeno). 

En el metabolismo energético del hombre los metabolitos resultantes de la actividad del 

oxígeno son moléculas o átomos de alta reactividad (inestables químicamente) que pueden 

alterar la estructura y funcionamiento de molécul as biológicas importantes, como enzimas, 

fosfolípidos, proteínas, ácidos nucleicos, etc. 

Los radicales libres pueden provenir del metabolismo normal del organismo o de lesiones 

fisiopatológicas inducidas por isquemia o injurias di\'ersas . Se ha calculado que de un 2 a 5% del 

0 2 consumido en el metabolismo normal se transforma en radicales libres, las fuentes principales 

son las enzimas asociadas al metabolismo del ácido araquidónico, como Ja ciclox.igenasa, la 

lipoxigenasa y el citocromo P-450, pero éstos son normalmente inactivados por los mecanismos 

enzimáticos tisulares . (3) 

El oxígeno tiene un rol vita! en Ja respiración como receptor terminal de electrones, pu~s 

se reduce a agua al aceptar 4 electrones, pero una pequeña proporción forma radicales libres al 

aceptar un número menor de electrones; de esta manera el oxígeno puede reduci rse al tomar 1!m 

electrón a anión superóxido (02 ·1 al incorporar dos electrones a peróxido de hidrógeno (H20 2) y 

a radical hidroxilo (OH•) cuando acepta tres electrones. (Tabla 1) 

[4] 

Tabla l. Formación de agua y radicales libres por reducción directa del oxígeno. 

Otra fuente importante de radicales hidroxilo es la reacción de Haber-Weiss . (Tabla 2) 

Tabla 2. Formación de radicales hidroxilo por la reacción de Haber-Weiss. 

02 ·- + Fe J+ ~ 02 + Fe 2+ 
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La mayoría de Jos radicales libres de interés biológico suelen ser extremadamente 

reactivos e inestables, por lo que tienen un período de vida media muy corto, no obstante cuando 

un radical libre reacciona con un compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, de 

manera que es posible que se creen reacciones en cadena y den lugar a efectos biológicos lejos 

del sistema que originó el primer radical. 

Otros metabolitos reactivos del oxígeno no son propiamente radicales pero tienen 

similares propiedades, como el peróxido de hidrógeno, por lo que habitualmente se le incluye en 

este grupo. ya que dicho compuesto lleva a cabo una reacción con el oxígeno para la producción 

de radicales libres. 

02·- + B202 ~ 02 + Off+ OH• 

Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades que provocan 

reacciones en cadena; estas reacciones son eliminadas por Ja acción de otras moléculas que se 

oponen a este proceso tóxico en el organismo, conocidos como antioxidantes defensiYos. Un 

grupo trabaja sobre la cadena del radical inhibiendo los mecanismos de activación, un segundo 

grupo neutraliza la acción de los radicales libres ya formados , por tanto detiene la cadena de 

propagación, en este grupo se encuentran enzimas como la superóxido dismutasa, la catalasa y la 

glutatión peroxidasa. 

Con base en su función los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios y 

terciarios. 

Los antioxidantes primarios, son las enzimas y podemos citar a: 

=> Superóxido dismutasa (SOD) cuya función es neutralizar a los aniones y radicales 

superóxido cuando los transforma a oxígeno y peróxido de hidrógeno, el cual puede ser 

inactivado por acción de la catalasa y de la glutatión peroxidasa. (Tabla 3) 

Tabla 3. Enzimas neutralizantes de radicales libres. 

0 2· + superóxido dismutasa o 0 2 .,. H20 2 

H20 2 + catalasa o 0 2 + H20 [39 ,40) 

=> Glutatión peroxidasa (GPX) que convierte el peróxido de hidrógeno y Jos peróxidos 

lipídicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales libres. 
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=> Proteínas de unión a metales (GR) que frenan Ja disponibilidad del Fe, necesario para Ja 

fonnación del radical OI-f", mediante la reacción de Haber-Weiss antes descrita. La coenzima 

Q 1 O muscular, es otro ejemplo y participa muy activamente en el transporte de electrones 

entre el ciclo del ácido cítrico y la cadena respiratoria, actúa como barredor de radicales 

libres. 

En el segundo grupo se encuentran los no enzimáticos, de los cuales hay dos subgrupos, 

entre los que podemos mencionar: 

=> Antioxidantes hidrofílicos como la bilirrubina, la albúmina, el ácido úrico y la vitamina C, la 

cual reacciona con el anión superóxido y estabiliza el radical hidroxilo. 

::::;> Antioxidantes lipofílicos entre Jos que se encuentran los caroteniodes, las ubiquinonas y la 

vitamina E (alfatoco-ferol ) que es el mayor antioxidante liposolubJ..~ en las membranas 

celulares, y sirve para proteger de la peroxidación de lípidos actuando directamente con una 

variedad de oxiradicales. 

En el tercer grupo se incluyen a las proteasas reparadoras de ADN y la metionina 

sulfóxido reductasa. 
1 

La defensa antioxidante, enzimática y no enzimática protege al organismo contra el daño 

oxidativo, pero no con el 100% de eficiencia, esto genera a que los antioxidantes no enzimáticos 

se añadan frecuentemente a los alimentos para prevenir la peroxidación lipídica que se asocia a 

numerosas patologías y a estados de estrés oxidativo. (5,6} 

El efecto en las proteínas, los lípidos insaturados, los ácidos nucleicos y carbohidratos se 

describen a continuación: 

Proteínas 

Los radicales libres de oxígeno pueden reaccionar directamente con el ligante metálico de 

muchas metaloproteínas. Se ha comprobado que el hierro de la oxihemoglobina puede reaccionar 

con el radical superóxido o el peróxido de hidrógeno para formar metahemoglobina Otra 

importante hemoproteína citoplásmica, la catalasa, es inhibida por el O:·-, que la convierte a sus 

formas inactivas ferroxi y ferrilo . Además el peróxido de hidrógeno, producto de la dismutación 

del radical superóxido, reduce el Cu 2
- de la superóxido dismutasa CuZn a Cu+, reaccionando 

después con él y generando radical hidroxilo; el cual a su vez ataca a un residuo adyacente de 

histidina del centro activo del enzima, necesario para Ja actividad catalítica. (7] 
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Las moléculas insaturadas o que contienen azufre son susceptibles a ser atacadas por los 

radicales libres, así las proteínas con proporciones elevadas de triptófano, tirosina, fenilalanina, 

histidina, metionina y cisteína pueden sufrir modificaciones e inhibirse en presencia de radicales 

libres, provocando entrecruzamientos y fenómenos de agregación, que se ven favorecidos por Ja 

fonnación de puentes disulfuro intra e intermoleculares. 

Los enlaces peptídicos pueden romperse tras la oxidación de residuos de prolina por 

radicales hidroxilo o superóxido. Además la reacción de Jos radicales libres con las proteínas 

también puede generar subproductos que amplificarían el daño, como ejemplo podemos citar la 

oxidación del triptófano hasta H20 2 y N-formil quinurenina, molécula que reacciona con los 

grupos amino y provoca entrecruzamientos entre proteínas y lipidos. [8} 

Lípidos 

Los radicales libres hidroxilo pueden reaccionar con los ácidos grasos de los fosfolípidos 

y otros componentes lipídicos de las membranas para fonnar hidroperóxidos lipídicos. 

Este proceso de peroxidación lipídica comienza cuando el radical libre elimina un átomo 

de hidrógeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena hidrocarbonada para rendir un 

radical libre lipídico (L"). Los ácidos grasos poliinsaturados de membrana son susceptibles de ser 

atacados por radicales libres, puesto que contienen grupos metilenos separados por dobles 

enlaces que debilitan el enlace C-H del metileno. Cuando el radical lipídico se origina, sufre 

inmediatamente un reajuste molecular, produciéndose un dieno conjugado que puede reaccionar 

con el 0 2 y formar un radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperóxidos, o bien, 

puede tomar un átomo de hidrógeno de un carbono metileno de otro ácido graso poliinsaturado 

adyacente para formar, de nuevo, un radical libre lipídico y un hidroperóxido (figura 2). El 

radical lipídico se combina con otra molécula de oxígeno y se establece una cadena de 

propagación del daño peroxidativo. Por otro lado, si el hidroperóxido, que es un compuesto 

estable, entra en contacto con iones metálicos de transición, producirá más radicales libres que 

iniciarán y propagarán otras reacciones en cadena. De esta manera las membranas resultan 

seriamente dañadas y, por tanto, su funcionalidad se ve alterada . 
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Lipido poliinsaturado 

' -H• 

Radical li bre imidico = L 
0 

Dieno wn_i ugado 

-01 fl+o1 
Radical peroxi 

Hidroperóxido lipldico 

Aldehídos ~ productos de polimerización 

Figura 2. Reacciones de pero1idación lipídica. 

Los productos finales del proceso son hidrocarburos volátiles, alcoholes o aldehídos, que 

pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y causar edema celular e influir en la 

permeabilidad vascular, inflamación y quimiotaxis, también pueden alterar la actividad de la 

fosfolipasa e inducir la liberación de ácido araquidónico y la subsecuente formación de 

prostaglandina y distintos endoperóxidos. [9,1 O] 

Ácidos nucleicos 

Este caso es una de las razones de las aberraciones cromosómicas producidas por las 

modificaciones químicas que sufren las bases y los azúcares del DNA al reaccionar con los 

radicales libres, especialmente con el Ori. Las modificaciones químicas de los nucleótidos 

provocan la ruptura de las hebras del DNA; si el daño es tan grande que no puede ser reparado, 

se produce una mutación, o bien, la célula muere [11,12] 

Carbohidratos 

Estos compuestos son dañados en menor grado que Jos anteriores, así Jos polisacáridos 

pueden sufrir el ataque de los radicales libres fragmentándose en unidades más sencillas. [13] El 

ácido hialurónico se despolimeriza provocando un descenso en la viscosidad del líquido sinovial 

de las articulaciones. (14) 
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Corno ya se ha mencionado, a pesar de que los radicales libres son especies 

extremadamente reactivas y se están produciendo continuamente en el organismo, las células 

disponen de sistemas de protección. El problema sólo surge cuando hay una sobreproducción o 

cuando los sistemas antioxidantes están debilitados. 

Algunos de Jos mecanismos que provocan este desbalance son : 

• La actividad física vigorosa que incrementa el consumo de oxígeno de 1 O a 15 veces por 

encima del valor de reposo para satisfacer las demandas de energía. Los medios por Jos 

cuales podrían ser generados estos radicales son: consumo de oxígeno elevado, producción 

de intermediarios corno superóxidos, peróxido de hidrógeno y radicales hidroxi:os, 

incremento de epinefrina y otras catecolarninas, y la producción de ácido láctico que es 

susceptible de transformar a un anión superóxido (poco perj udicial) a un radical hidroxilo 

(fuertemente perjudicial ). [15} 

• La cardiopatía isquérnica y el infarto agudo del miocardio son la, expresión de un proceso que 

comienza con un exceso de radicales libres, los cuales inician el proceso artereoesclerótico 

por daño en la pared vascular, provocando la penetración al yspacio subendotelilal de las 

proteínas de baja densidad (LDL) y por ende a la placa artereoesclerótica. [16) 

• La activación de muchos xenobióticos a intermediarios radicales se puede realizar por 

mecanismos enzimáticos y no enzimáticos. Pero en cualquier caso, la especie radical libre 

(R·-), formada por la captación de un electrón, puede sufrir una reducción adicional y 

convertirse en un rnetabolito capaz de interactuar con distintas biornoléculas, o bien, en 

presencia de oxigeno, puede transferir el electrón al oxígeno molecular, produciendo el 

radical anión superóxido y regenerando la molécula original (R). La formación de 

intermediarios radicales libres de muchos compuestos químicos está catalizada por la 

NAD(P)H-citocrorno P450 reductasa, una flavoprote ína que utiliza N.AD(P)H como donador 

electrónico. En estos casos, se establece un ciclo redox en el que hay un gran consumo de 

NAD(P)H y oxígeno, con generación de radicales superóxido y otras especies reactivas de 

oxígeno (figura 3). Este ciclo redox conduce a una situación de estrés oxidati \'O . y en casos 

extremos, a la muerte celular. (18) 
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Figura 3. Ciclo redox de xenobióticos. 

ANTECEDENTES 

Los xenobióticos cuya toxicidad puede ser atribuida a la formación de radicales libres de 

oxígeno son: 

1. Paraquat y diquat 

2. Aminas aromáticas 

3. Dióxido de nitrógeno 

4. Humo del tabaco 

5. Etanol 

6. Paracetamol 

7. Clorpromazina 

8. Nitrofurantoína y metronidazol 

9. Hidrocarburos halogenados 

1 O. Adriamicina y daunomicina 

11 . Bleomicinas, fleomicinas y talisomicinas 

12 . Hidralazina, Isoniazida e iproniazida 

13 . Pamaquina y primaquina 

14. Psoralenos. 
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2.3 Cuantificación de H202 por métodos electroquímicos. 

La cuantificación del peróxido de hidrógeno es importante en estudios clínicos, biológicos 

y del medio ambiente; además dicho reactivo se utiliza en muchas industrias y procesos 

relacionados como un oxidante, blanqueador y agente esterilizante. A altas concentracione~ en la 

atmósfera, afecta la salud humana y puede causar irritación en los ojos y piel. Ademá5 este 

analito tiene funciones importantes en procesos heterogéneos como oxidante, produciendo ácidos 

sulfúrico y nítrico en la atmósfera y lluvia. Por ello numerosos métodos han sido propuestos para 

la detenninación de peróxido de hidrógeno. 

En general podemos decir que este compuesto usualmente se cuantifica detenninan.jo los 

productos de descomposición de este analito, los cuales son . promovidos por un metal de 

transición, una enzima u otra sustancia susceptible a reaccionar (cromógenos) y fonnar un 

producto que da una señal química, que permita cuantificarlo. 

Las técnicas más reportadas son la quimioluminiscencia, espectrojluorometría y 

espectrofotometria entre otros (para mayor información referi¡rse al anexo 1 ). Los métodos 

reportados son relativamente sensibles y libres de interferencias, sin embargo, sufren de algunas 

desventajas comunes como el uso de equipo complicado, alto costo y la más importante, salvo 

aquellos donde se utiliza como elemento selectivo alguna enzima ( catalasa o peroxidasa de 

rábano), no se verifican las pruebas que confinnan que la señal se deba al analito de interés que 

son la adición de catalasa y posterior adición de una solución estándar de peróxido de 

hidrógeno. 

También se han desarrollado metodologías para la detenninación de H20 2 en pequeñas 

cantidades utilizando técnicas electroquímicas, entre los trabajos más notorios podemos citar los 

siguientes: 

,_ El trabaj o realizado por Sv .. ·ei A. et al en 1996 donde determinan H20 2 utilizando 

cronoamperometría a 0.60 V con un electrodo de platino monitoreando la oxidaci ón de H20 2, 

metodología probada en muestras biológi cas (19] 

,. Debido a los diferentes usos de este compuesto, existen numerosos tipos de muestras donde 

es necesario cuantificarlo, entre ellos podemos citar, el agua de alberca (por su uso como 

desinfectante); este analito se determinó por cronoamperometría a 0.67V con el uso de un 

arreglo de ultramicroelectrodos de platino conectados en paralelo, este dispositivo permite 
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cuantificar el H102 en un intervalo lineal de 0-150 mg/L, esta metodología fue desarrollada 

por A Schwake et al. (20] 

;;.. Los metales de transición (hierro y cobre) son utilizados como electrocatalizadores, de ahí 

surge la propuesta de Garjonyte y Malinauskas de emplearlos para modificar la superficie del 

electrodo de platino con la finalidad de generar un sensor a peróxido de hidrógeno, que opera 

en un intervalo lineal de O a 8 mM; utilizando como técnica, la cronoamperometría. [21) 

;;.. También suele generarse oxígeno por acción enzimática de la catalasa o peroxidasa de 

rábano, el cual se detennina usando el electrodo de Clark. (22] 

,_ Fred Lacy en el Journal of Hypertension reportó la detenninación de este analito empleando 

la cronoarnperornetría a un potencial de 0.65 V, potencial donde se observa la oxidación del 

peróxido de hidrógeno, se utiliza corno electrodo indicador un sensor de platino que trabaja 

sin problemas en un intervalo lineal de 5- I O nM. [23) 

;;.. En un trabajo del afio 2001 se describe el uso de la amperometría a 0.60 V usando 

microelectrodos de oro modificados con platino acoplados a un sistema de análisis en flujo 

(FIA) en un reactor tubular que contiene catalasa. El intervalo lineal va de 1-lOOµM, un RSD 
1 

de 1% y un límite de detección de 2.9xl0-7 M; metodología que fue probada en agua de 

lluvia. [24} 

,. En ese mismo año se reportó un electrodo de aluminio modificado con hexacianoferrato de 

manganeso que trabaja en un intervalo de concentrtaciones de 6x10-7 a 7.4xl0-3 M y presenta 

un límite de detección de 2x 10-7 M; este sensor muestra una estabilidad de 2 meses. [25] 

)- Aprovechando que los electrodos modificados tienen la posibilidad de modular la 

selectividad y sensibilidad de los sensores electroquímicos; Doménech y Alarcón detenninan 

H102 usando carbón vítreo como sustrato y elaboran electrodos modificados de composite 

con grafito, poliéster y zirconias monoclínicas dopadas con vanadio en una proporción de 0.5 

a 15% mol. Este electrodo modificado tiene la característica de decrecer el sobrepotencial de 

reducción (de -1000 mV a -400 mV). Se emplea en un intervalo de 5 a 400 µM de 

concentración y se obtiene un límite de detección de O. 9 µM [26} 

,.. Transductores amperornétricos a base de polimetilxilosano fueron propuestos por Mizutani 

et. al. probados en un intervalo lineal de 50 µM-0.6 mM. (27) 

Debido al desarrollo de técnicas enzimáticas, cantidades traza de peróxido de hidrógeno 

pueden cuantificarse al utilizar la oxidación de un sustrato por una peroxidasa o a base de 
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moléculas medidoras, con lo cual se ha permitido el desarrollo nuevos métodos empleando l_os 

biosensores. Como ejemplos p0demos citar: 

);¡- El sistema propuesto p0r Yabuki et al. consiste en un electrodo de carbón vítreo cubierto con . 

una membrana de complejo de poli-ion y peroxidasa como mediador, observándose un 

riemp0 de respuesta de 15 segundos, un límite de detección hasta 0.5 µM y una respuesta 

lineal hasta de 1 O µM y con un tiemp0 de estabilidad de 1 mes; lo cual , lo hace un método 

muy rápido y sensible. [28) 

);¡- Baoxin Li de China propuso un sensor en flujo donde se usa hemoglobina como sustituto de 

la peroxidasa de rábano, encapsulada en una matriz de sol-gel , el cual fue probado en una 

muestra de agua de lluvia, obteniéndose un intervalo lineal 6xl 0·5 a 4x l 0·7 M, con un límite 

de detección de l.3x 10·7, un tiempo de análisis de 1 minuto y un valor de RSD de l. 7%, este 

sensor puede ser utilizado 500 veces o durante un periodo de 1.5 meses. [29) 
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2.4 Validación 

La validación de métodos analíticos es una parte fundamental en el desarrollo de una 

nueva metodología para la cuantificación de una especie; ya que es durante esta secuencia de 

pruebas y análisis, cuando el químico se da cuenta si el estudio, que está siendo evaluado 

sistemáticamente, cumple o no con los propósitos para lo~ cuales fue diseñado. 

La validación del método puede definirse como ''el proceso por el cual queda establecido 

por estudios de laboratorio que la capacidad del método (en términos de parámetros analíticos) 

satisface los requisitos para las aplicaciones analíticas deseadas" . 

Los requisitos analíticos dependen de la aplicación del método \' determinan los 

parámetros o criterios de calidad del método a utilizar para resolver el problema, éstos son de 

tipo estadistico o de tipo operativoíeconómico, ambos de carácter cuantizable : y de recursos y 

gestión de carácter no cuantizable; lo anterior se aprecia en la tabla 4. (30) 

CUANTIZABLES 

NO CUANTIZABLES 

Tablá 4. Parámetros de calidad de un método. 

ESTADÍSTICOS 
(Esenciales) 

ECONÓMICOS 
(a optimizar) 

RECURSOS 

GESTIÓN 

1 ~ 

¡ -
1-
i ¡-

I ~ 
1 ¡-
1_ 

/-
1-

Exactitud 
Precisión 
Sensibilidad 
Límite de detección 
Estabilidad 
lnYersión 
Gastos 
Costos 
Tiempo de ejecución 
Grado de automatización 
Humanos 
Instrumentales 
Procedimientos 
Planificación 
Muestras 
Documentos 
E\aluación 

La guia EURACHEM, 1998 titulada "The fitness for Purpose of A.nalytical Methods. A 

Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics" proporc iona un esquema (figura 

4) que relaciona· estos requisitos analíticos con los parámetros de calidad que debe poseer el 

método seleccionado para la resolución de un problema. 
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Evaluar 
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SI-Cl 

I Realizar trabajo 
analítico 
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¡ analiticos en función 1 

de los resultados 1 

NO 
e=:) 

Desarrollar 
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¿Es posible 
desarrollos 

NO 
~ 
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j Imposible 1 

l realizar el trabajo ¡' 

1 ¿subcontratar~ . 

D 
----------""'·+-~ I~ 

~ 

Figura 4. Elección, desarrollo y evaluación de métodos. 

Sea cual sea la calidad de los datos disponibles para el método, la adecuación a la 

finalidad o propósito perseguido, " fít for purpose" será determinada por el funcionan1iento del 

método cuando se usa por el analista designado con el material disponible. 

Sin duda la fiabilidad de los resultados analíticos es quizá uno de los parámetros de 

calidad más valorado, para cual se busca que sean exactos y trazables. 

La trazabilidad se define como la "propiedad del resultado de una medición o el valor de 

un estándar que consiste en que se pueda establecer el resultado previsible de su comparación 

directa con los patrones apropiados, generalmente nacionales o internacionales, mediante una 

cadena ininterrumpida de comparaciones reales, todas con incertidumbres conocidas", en tanto 

que la exactitud se define como "la concordancia entre un resultado y el valor de referencia 

aceptado que implica una combinación de componentes aleatorios y un error sistemático común 

o componente de sesgo" y se expresa como términos de veracidad y precisión. 

En las medidas físicas a diferencia de las medidas químicas la trazabilidad generalmente 

es un proceso directo, ya que prácticamente las primeras acaban trazándose a su respect i\'a 

unidad del sistema internacional (SI) y las segundas a una referencia aceptada que dista de ser la 

unidad del SI. 

El paso clave para asegurar la trazabilidad en las medidas fisicas será la etapa de 

calibración que se define como "el conjunto de operaciones que permiten establecer, en 
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referencia certificados, los ejercicios interlaboratorio, los materiales de referencia, entre otros; 

pero sin olvidar que no siempre es necesario utilizar una referencia de nivel metrológico elevado 

(y generalmente de costo elevado) para verificar la trazabilidad de nuestros resultados. 

Se ha mencionado que la trazabilidad de los resultados obtenidos mediante medidas 

físicas depende en gran parte de la calibración de los equipos con los que se mide, sin embargo, 

la calibración de aparatos e instrumentos de medida que intervienen en Jos procesos de medida 

químicos es importante, aunque en menor grado que en los procesos de medida fisicos , dado que 

en los primeros existen muchos más factores que influyen en el resultado final , además los 

equipos han de calibrarse dado que sus respuestas generalmente no Slln estables con el tiempo 

debido a en\'ejec imiento, deterioros, limpiezas inadec uadas, reacciones químicas, etc: debido a lo 

anterior es necesario realizar una operación de comparación de los equipos o sistemas de medida 

con los valores conocidos de una medida para garantizar que medimos igual que otros 

laboratorios y que los valores de nuestras medidas se mantienen con el paso del tiempo. [32) 

Anteriormente definimos el concepto de calibración, pero es importante puntual izar que 

en medidas analíti cas el concepto de calibración tiene un doble significado que comprende la 
1 

calibración instrumental y Ja calibración analítica, y en esta última se relaciona la respuesta 

instrumental con la concentración del analito a determinar. [30) 

Según el tipo de calibración los diferentes métodos analíticos se clasifican en: 

Métodos absolutos: la medida fisica se relaciona directamente con la cantidad de materia. 

Métodos estequiométricos: la calibración de un reactivo permite relacionar la cantidad de 

patrón con la cantidad de analito por un mecanismo químico. 

Métodos comparativos: en los cuales los valores obtenidos en las mismas condiciones 

experimentales, para una serie de patrones y para las muestras se relacionan entre sí a través 

de un factor o una función de calibración, normalmente mediante un modelo de línea recta. 

El principal objetivo de la calibración es eliminar los errores sistemáticos, para lo cual 

deben establecerse programas y procedimientos de mantenimiento, ajuste y calibración de: 

aparatos, instrumentos y reactivos normalizados. 

Los criterios para diseñar un programa de calibración son: 

Objeto de la calibración e inten·alo: es necesario dar a conocer las limitaciones o casos en 

los que el procedimiento no es válido. 
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Unidades y forma de presentación: el resultado de una calibración es un factor o un 

gráfico, cuyas unidades y escalas están debidamente explicitadas, nunca deberán suponer 

condiciones por defecto. 

Registro o certificación: todos los datos parciales y evidentemente los finales de Ja 

calibración deberán quedar registrados para cualquier verificación posterior. 

Frecuencia: las normas sobre el tiempo máximo que debe transcurrir entre dos operaciones 

sucesivas de calibración, ajuste o mantenimiento debe depender de criterios claramente 

establecidos para cada aparato o sistema a calibrar y de Ja experiencia acumulada en cada 

laboratorio. 

Patrones de referencia y de trabajo: patrón es el "valor de medi ci ón materializado, aparato 

o sistema de medida con el que se intenta definir, realizar, conservar, o reproducir una unidad 

física o bien uno o varios valores conocidos de una magnitud con el fin de que sirvan de 

comparación a otros elementos de medida" y la elección de éstos debe resolverla el científico 

por sí mismo en muchos casos. 

Trazabilidad: deberá demostrarse documentalmente, a través de los datos originales, de los 

registros y certificados, y en definitiva, a través de los procedimientos normalizados de 

trabajo utilizados. 

Procedimiento: se trata de realizar una serie de acciones en una secuencia determinada 

registrando los valores o actuando sobre a glin dispositivo mecánico o electrónico del 

aparato. Los tres grupos de técnicas analít1...;as, establecidos según el procedimiento de 

calibración, corresponden a modelos diferentes: 

• Procedimientos absolutos 

• Procedimientos estequiométricos 

• Procedimientos comparatiYos: la mayoría de los procedimientos instrumentales 

utilizados para análisis químico son sistemas complejos, pues el acoplamiento entre la 

muestra y el dispositi vo de medida, o el sensor que proporciona la señal, incluye una 

serie de operaciones a realizar en condiciones de trabajo muy estrictas . Ésta es la razón 

por la que en los sistemas de análisis complejos la matriz de los patrones es una variable 

tan importante como su concentración para conseguir garantizar su correspondencia con 

la muestra . 
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2.5 Fundamentos de electroquímica 

Las mediciones electroquímicas en sistemas químicos han proporcionado numerosas 

ventajas frente a los métodos convencionales; en la actualidad se usan para obtener datos 

termodinámicos, en análisi~ . a nivel de trazas, en la electrosíntesis de algún producto, pero sin 

lugar a duda la ventaja que :.;obresale, es el hecho de que permite el estudio de compuestos tanto 

orgánicos como inorgánicos. De esta manera numerosos métodos electroquímicos se han 

desarrollado en las últimas décadas y la aplicación de dichos métodos requiere de la 

comprensión de algunos conceptos. 

La electroquímica se puede definir como el estudio de los procesos de reacción que 

ocurren en las interfaces conductor - solución generados por una perturbación eléctrica externa o 

espontánea. 

En una mediciór1 electroquímica debe haber por lo menos dos electrodos: electrodo de 

trabajo y electrodo de referencia, así como un electrolito, en ocasiones se emplea un electrodo 

aux.iliar. En el electrodo de trabajo, también llamado electrodo indicador, la diferencia de 

potencial varía en función de los fenómenos que se lleven a cabo en la solución; en el electrodo 

de referencia la diferencia de potencial debe ser constante y no debe permitir el flujo de 

corriente, de tal suerte que permita la comparación de las condiciones entre el electrodo de 

trabajo y el electrodo de referencia; y finalmente el electrodo auxiliar tiene por función la de 

cerrar el circuito. El electrodo auxiliar no afecta el comportamiento del electrodo de trabajo, 

generalmente se escoge un electrodo que no produce sustancias por electrólisis que pueden llegar 

a la superficie del electrodo de trabajo y causar interferencia. 

En un trabajo electroquímico se estudian una colección de interfases denominada celda 

electroquímica. 

Las ceidas electroquímicas son de dos tipos, las celdas galvánicas y celdas electrolíticas 

(figura 6), en las celdas galvánicas las reacciones ocurren espontáneamente, los electrodos se 

conectan externamente por un conductor, este tipo de celdas se emplean con frecuencia para 

convertir Ja energía química en energía eléctrica como en las baterías y las celdas combustibles; 

en tanto que en las celdas electrolíticas o voltáicas las reacciones se efectúan por la imposición 

de un voltaje externo más grande que el potencial reversible de la celda y a diferencia de las 

anteriores se usan para llevar a cabo reacciones químicas al efectuar un gasto de energía 
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eléctrica, ejemplos de procesos son: la síntesis electrolítica, electrorefinamiento, electroplateado, 

entre otros. 

a) b) 

1 
: 11 : 

ollE 

G ® e 

e 

e 

Zn í Zn2
- 11 Cu 2

- --? Cu 
o o 

Cu 2
- + 2e· --? Cu 

o 

8 8 
ánodo cátodo á:1odo 

Zn --? Zn2
- + 2e· 

cátodo 
Cu-2 + 2e· --? Cu Cu ! Cu2

-, H2 ~0J Pt H20 --? Y20 2 -'- 2H" + 2e· 

Figura 6. Tipos de celdas electroquímicas: a) gah·ánica y b) electrolítica. 

Como ya se había mencionado, las reacciones electroquímicas tienen Jugar en fase 

heterogénea, donde una fase , la solución, es un electrolito en el cual el transporte de la carga 

depende del movimiento de los iones y la segunda puede ser otro electrolito o un electrodo en 

donde el transporte depende del movimiento electrónico. Los electrodos pueden ser metales o 

semiconductores, sólidos como carbón vítreo, platino, oro, etc. o líquidos de alta densidad y 

tensión superficial, como el mercurio. 

Si consideramos la reacción al electrodo 

Ox + ne-~ Red 

La corriente es gobernada por Jos procesos de: 

( l ) Transferencia de masa. 

(2) Transferencia de electrones a la superficie del electrodo. 

(3) Reacción química antes o después de la reacción electroquímica, como son dirnerizaciones, 

protonaciones, etc. 

( 4) Reacciones de superficie como adsorción, desorción o electrodeposición (figura 7). 
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Figura 7. Procesos al electrodo. 

La velocidad neta de una reacción al electrodo, v, está dada por Ja velocidad Vm¡, a la cual 

las especies electroactivas llegan a la superficie del electrodo por el transporte de masa, el cual 
1 

en su concepción más general, se puede definir como el movimiento de materia desde un lugar, a 

otro; las formas en cómo se lleva a cabo son: 

Migración: es el movimiento de partículas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico, es 

decir es un movimiento generado por un grarnente de potencial eléctrico. 

Difusión: es el movimiento de las especies bajo la influencia de un gradiente de potencial 

químico, es decir un gradiente de concentración. 

Convección: es un movimiento debido a fuerz.as superficiales o de volumen que actúan sobre el 

líquido; se origina por la agitación de la solución, giro del electrodo de trabajo o temperatura 

entre otros y puede estar caracterizado por regiones inmóviles, flujo laminar y flujo turbulento. 

Las contribuciones de ,. os mecanismos son aditivas ya que pueden actuar 

simultáneamente o en paralelo. 

El transporte de masa al ttleétrodo está gobernado por la ecuación de Nemst - Planck, 

que es la suma de las tres contrib iones: migración, difusión y convección, Ja .chal escrita para 

el transporte de masa en una dire ión a lo largo del eje x es: 

l 
1 

t 
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Contribución debida a Difusión migración convección 

La contribución debida al término de migración se reduce utilizando una sustancia no 

electroactiva en una concentración mucho mayor a la de la especie en estudio, denominada 

electrolito soporte que también sirve para minimizar la resistencia de Ja celda y en ocasiones 

decrece ó elimina los efectos de matriz. 

De igual manera el aporte debido a Ja conwcción se puede controlar, si Ja disolución 

permanece estática, el aporte de masa sólo depende de la difus ión y se le llama régimen de 

difusión pura (RDP), cuando se util iza un electrodo giratorio o un electrodo goteante de Hg0 

entonces se trabaja en un régimen de difusión convectiva (RDC). 

No hay que olvidar que los fenómenos que nos interesan se dan en las interfases y la 

interfase electrodo - solución ha mostrado experimentalmente un comportamiento de un 

capacitar que es un elemento de un circuito eléctrico formado de dos hojas metálicas separadas 

por un material dieléctrico y cuando se aplica un potencial a través del capacitor, la carga se 

acumula en las placas metálicas hasta que q satisface la ecuación: 

q / E= C 

En una solución el arreglo total de las especies cargadas y los dipolos orientados en la 

interfase metal - solución recibe el nombre de doble capa eléctrica y a un potencial dado está 

caracterizada por la capacitancia de la doble capa. 

La doble capa eléctrica está compuesta de varias capas, la más cercana al electrodo, 

contiene moléculas de solvente y algunas veces iones o moléculas específicamente absorbidas, a 

esta capa más interna se le conoce como capa compacta de Helmholtz y el plano que pasa por el 

centro de los iones específicamente adsorbidos a Ja superficie del conductor se le llama plano 

interno de Helmholtz (Il-IP ) ubicado a una distancia xi, la segunda capa está formada por iones 

solvatados a una distanc ia x2 de la superficie del conductor, cuya interacción debida a la carga 

del conductor es electrostática, y el plano que pasa po: el centro de estos iones se Je conoce como 

plano ex1emo de Helmholtz (OHP), finalmente, la capa difusa en la cual las especies se 

distribuyen en tres dimensiones desde el OHP hasta el seno de la solución (figura 8). 
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Figura 8. :'\fodelo propuesto de la interfase electrodo - solución, región de la doble capa eléctrica. 

Debido a que Ja doble capa eléctrica puede considerarse como un capacitor, el proceso de 

carga de Ja doble capa genera una corriente residual la cual es conocida como corriente 

capaciti\'a, de tal manera que Ja corriente total está dada por: 

j medida = Í capacitiva + Í difusión + Í rru¡rrac16n ióruca + j con\'ectiva 

l faradaica 

donde Ja corriente debida a los demás fenómenos electroquímicos se le conoce como corriente 

faradai ca 

En una concepción muy general podernos decir que Ja información de un sistema 

electroquímico se obtiene al aplicar una perturbación eléctrica y observando los cambios en las 

características del sistema. Existen diferentes tipos de perturbaciones de acuerdo a la técnica 

electroquímica 133,34] 

De acuerdo a los programas de penurbación, las técnicas electroquímicas son E = f(t) e 

1 = f(t ¡, es decir, mediante la imposición ya sea de potencial y de una intensidad corriente 

respect ivamente ; dicha imposición se puede realizar mediante pulsos de potencial (técnicas 

electroquímicas potenciostáticas) o de intensidad de corriente (galvanostáticas), además se 
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pueden realizar mediante un barrido de potencial (potenciodinámico) o de intensidad de corriente 

(galvanostático ). 

¿?I ..... _T_É_c_N_IC_A_S_EL_E_C_T_R_o_o_t_TIM_' _i_c_A_s~i ~ 

E= f (t) i = f (t) 

POTENCJ.~l ~ INTE.NS!DA.DDECORR!E/\TE 

" 1 POTENCIOST.ÜICAS 1 GAL\'ANOSTATJCAS 1 
10 

POTENCIAL <,----------, BARRIDO DE ~--------..,>INTENSIDAD DE CORRJE.l\TE 

POTE"\CIODI'\.ÁM:JCAS .___ ___ ___, 1 GAL VA.:-..1>1!\AMICAS 3~ 

A continuación se muestran algunos ejemplos : 

Técnica 

Polarografia DC 

Polarografia 
diferencial 
de pulsos 

Voltamperometria 
cíclica 

Cronoamperometría 

Programa de perturbación 

E 

l i\ 
E 

t 

t 

t 
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2.6 Técnica electroquímica a utilizar. 

Debido a que cada vez se necesitan efectuar análisis a nivel de trazas, la sensibilidad y 

resolución son parámetros clave en el desarrollo de las técnicas analíticas . 

Por otro lado las técnicas electroanalíticas constiruven un arma poderosa para la 

determinación de numerosos analitos, siempre que estos compuestos sufran reacciones 

electroquímicas (determinación directa) o panicipen en reacciones acopladas a una reacción 

electroquímica (determinación indirecta ). 

En el caso panicular de la polarografia clásica se han desarrollado altemati\'as que 

superan algunas deficiencias, lo anterior parte del hecho de que los componentes de la intensidad 

de corriente son, como ya se mencionó anteriormente, la contribución faradaica y la capacitiva. 

En polarografia clásica las señales interferentes dependen de la corriente capacitiva, la 

cual se asocia a la doble capa cargada del electrodo. Esta corriente desaparece rápidamente 

cuando hay un cambio en el potencial del electrodo de acuerdo a la ecuación: 

icapaciti,·a = 0.00567C¡(Ez-E)m 213
f 113 

en tanto que la corriente faradaica aparece a razón de t116
, lo anterior se ilustra en la figura 9. 

! 

i~\ 
oaairibud6D cwp+* ···- r 

1 

• 
1 

Figura 9. Contribuciones capaciti,·a ~- faradaica a la intensidad de corriente. 
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Como se puede apreciar si se muestrea a un tiempo 1 , tal que Ja contribución faradaica 

sea máxima y la capacitiva sea mínima, se puede aumentar Ja sensibilidad, debido a que las 

señales interferentes dependen fuertemente de la contribución capacitiva 

El éxito de Jo antes mencionado se corrobora en la polarografia diferencial de pulsos y 

normal de pulsos. 

2.7.1 Polarografía diferencial de pulsos 

La Polarografia Diferencial de Pulsos fue introducida por Barker and Gardner en el año 

de 1960. 

El programa de penurbación (figura 1 O) consiste en aplicar un pulso de potencial, con 

una amplitud desde 10 hasta 100 mV, durante un tiempo muy pequeño de la vida de la gota 

(5-1 00 mseg), en tanto se efectúa un barrido de potencial a una velocidad de 2-100 mV/seg. 

p 
o 
t e 
n e 
• 
1 

a 
1 

5-100 DlSeg 

ti 

O.S. 4 se~ 

10-lOOmv[ 

10-100 mV/seg 

+ caída de la gota 

tiempo 

Figura 10. Programa de perturbación para la técnica de polarografia diferencial de pulsos. 

La intensidad de la corriente es muestreada dos veces durante la vida de la gota, la 

primera a un tiempo 1' , unas milésimas de segundo antes de apl icar el pulso de potencial y la 

segunda a un tiempo 't durante el pulso aplicado y antes de que Ja gota caiga. (figura 11 ). 
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Figura 11. Tiempos de muestreo en polarografü . diferencial de pulsos. 
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Así Ja técnica deriva su nombre en virtud de que la :espuesta generada es una diferencia 

de la intensidad de corriente muestreada en función del potencial: 

i ('r) - i (t ') = f(E) 

Esta diferencia en la intensidad de la corriente se mantiene constante hasta que la 

siguiente lectura Ja remplaza, dicha técnica se realiza bajo el régimen de difusión convectiva. 

Para un sistema: 

Ox + ne- -4 Red, 

la forma de la respuesta generada es un pico como se muestra en la (figura 12); para explicar 

dicho comportamiento dividimos el gráfico en tres regiones . 

1 
1 
1 

A 
1 

~ 
• 1 

1 1 
1 
1 

lo' 

1 

E112 

... J- - . - . 
1 

•C 
1 
1 
1 
1 

poten.cia.l 

Figura 12. Respuesta generada por polarografia diferencial de pulsos. 
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En la región A se observa que la intensidad de corriente es constante. esto corresponde a 

que al inicio el potencial aplicado es más positivo que el valor del E1:2 por lo cual el pulso de 

potencial aplicado es insuficiente para promover el proceso faradaico , así que la diferencia entre 

la corriente muestreada antes y al final del pulso, es prácticamente cero [ i ('r) - i (t') =O]. 

Cuando el potencial es más negativo que E 1c, la zona correspondiente c. Ja corriente 

límite en polarografia clásica, la intensidad de corriente está limitada por la d~fusión de la 

especie que es reducida a una velocidad máxima, por lo que el pulso (Af: ) ya no incrementa la 

velocidad debido a que Ja forma oxidada es cero a la superficie del electrodo y tampoco la forma 

reducida puede ser reoxidada cuando el pulso de potencial se deja de aplicar; razón por la cual la 

diferencia de las intensidades de corriente medidas es nuevamente cero [ i ( t ) - i ( r ' ) = O] . 

En la región B a valores cercanos a E i.'~ la especie es reducida durante un período a una 

velocidad menor que la máxima debido a que la concentración al electrodo C0(0,t) no es cero. 

En la región B', se tiene que el potencial es más positivo que E112 pero lo suficientemente 

cercano a éste para que suceda la transferencia de carga y el pulso de potencial aplicado 

favorezca este proceso faradaico, en tanto que en la región B" ' el potencial es más negativo que 
! 

E112 pero al mismo tiempo sin llegar a la máxima velocidad de la transferencia de carga por lo 

cual cuando se deja de aplicar el pulso de potencial la especie oxidada existe en la superficie del 

electrodo. 

En esta técnica se tienen límites de detección de 1 o-8 .M, los cuales se establecen en 

función de la resistencia máxima que puede ser tolerada (respuesta capilar) o por condiciones 

químicas corno el electrolito soporte y/o el pH, entre otros. 

Las determinaciones analíticas se pueden realizar por estandarización interna, externa o 

adiciones patrón 133,34) 
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2.7 Variables que afectan la velocidad de reacción 

El comportamiento electroquímico del sistema a estudiar de¡:>ende de diferentes variables, 

los parámetros modificables en un c;i stema electroquímico se presentan en la figura 13. 133] 

Variables del electrodo: 
Material 
. .\.rea superficial 
Geometría 

Variables de la 
transferencia de 
masa: 
Difusión 
Convección 
Atl!iiordón 

Variables de la solución: 

Variables externas: 
Temperatura (T) 
Presión (P) 
Tiempo (t) 

Variables eléctricas: 
Potencial (E) 
Corriente (i) 
Cantidad de electricidad {Q) 

Concentración de las especies electroactivas (Cou CRed) 
Concentración de otras especies (electrolito soporte, pH, etc.) 
Disolvente 
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3.0 OBJETIVOS 

La determinación de H20 2 ha cobrado interés debido a que dicho analito indica el 

daño celular debido a la presencia de especies reactivas de oxígeno. Se sabe que el H20:: es 

la especie más estable y por lo tanto, la apropiada para ser monitoreada, por lo cual se han 

desarrollado di versas metodologías con la finalidad de cuantificarla: sin embargo, en 

ocasiones los tratamientos de la muestra son drásticos lo que conlleva a su degradación. Por 

otra parte Ja puesta a prueba de metodologías mediante adición de catalasa y posterior 

adición de una solución estándar ha dado resultados desfavorables. 

Debido a la importancia que tiene esta cuantifioción en las áreas clínica y 

bioquímica es indispensable el desarrollo analítico de alternati vas a la determinación de 

peróxido de hidrógeno con la eva.luación de los parámetros que confirmen que la señal 

morritoreada se deba exclusivamente a la especie de interés. 

Por lo cual , el objetivo general de este trabajo es el Desarrollo de una metodología 

para determinar H 10 2 en muestras clínicas por polarografía diferencial de pulsos. 

En este trabajo se llevó a cabo la evaluación de la precisión, linealidad, exactitud y 
1 

especificidad entre otros parámetros. 

Para abordar este problema se cubrieron los siguientes objetivos paniculares: 

• Calibración del material volumétrico a fin de conocer las concentraciones reales y la 

incertidumbre asociada a las soluciones preparadas, además de una evaluación en la 

propagación de Jos errores aleatorios. 

• Establecer las condiciones óptimas para llevar a cabo Ja determinación, por método 

directo e indirecto con la evaluación de los siguientes parámetros: 

pH 

Tipo de matriz 

Agentes precipitantes de proteínas 

Concentración de azida de sodio 

Concentración de enzima 

Concentración de H~02 

Temperatura 

Tiempo de reacción enzimática. 
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• Con base en los resultados obtenidos detenninar H10 2 en diferentes muestras (control y 

tratadas -inhibidas y estimuladas) con curvas de calibración adecuadas por ambos 

métodos . 

• Finalmente, el establecimiento de un protocolo que permita llevar a cabo la 

determinación de H10~ en muestras de sangre. 
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4.0 PARTE EXPERil\fENT AL 

El trabajo experimental fue dividido en tres etapas, la primera fue la calibración del 

material volumétrico a utilizar, Ja segunda fue Ja evaluación de los parámetros para el 

establecimiento de las condiciones operatorias y finalmente Ja determinación del H20 2 en 

muestras de animales control, estimulados e inhibidos en su producción de dicho analito. 

4.1 Reactivos 

Los reactivos usados fueron: 

• C4H11N03 (Tris(hidroximetil )aminometano) p.a. - Pro Analysis Merck con un 0.001 % 

de cloruros (CI ), 0.005% de sulfato (S04), y 0.0005% de metales pesados (como Pb). 

• . HCl - Técnica Química con un porciento de ácido de 36.5 - 38%, nivel de impurezas 

en el caso de metaks pesados (como Pb) 0.0001 % y Fe 0.0002 %. 

• . KMn04 (permaganato de potasio) - BAKER Ai~ALYZED Reactivo según 

especificaciones de la ACS nivel de impurezas en Jo que se refiere a materia insoluble 

0.045%, cloruros y cloratos (como CJ ) 0.005%, compuestos nitrogenados (como N) 

0.003%, sulfatos (S04) 0.018%. 

• H2C20 4 (ácido oxálico) - Técnica Química, Reactivo analítico con un porcentaje de 

materia insoluble de 0.005%, cloruros (CI) 0.002%, sulfatos (SO.; ) 0.002%, calcio (Ca) 

0.001 % y metales pesados (como Pb) 0.0005%. 

• H10 2 (Peróxido de hidrógeno) - Solución al 30 %, J.T. Baker con las siguientes 

especificaciones: Residuo después de la evaporación 0.0002%, cloruro (CI) < 0.2 ppm, 

nitrato (N03) < 5ppm, Fosfato (PÜ4) < 0.5 ppm, sulfato (SÜ4) < 3 ppm y amonio (~) 

< 2 ppm. 

• Catalasa de hígado de bovino - Sigma con 2800 U'mg de sólido, 4000 U/mg de 

proteína; l U descompone l µmol de H20 2/min a pH= 7 O a 25°C si la concentración se 

encuentra de 10. 3 a 9.2 µmo l/mL. 

• NaN :; (.Luida de sodio)- Aldrich, reac.tirn analítico. 

• C3~02 (acetona) - Farmacia "PARlS"', No. 535 

• C2H50H (Etanol) - ALISA 96° g.L. sin desnaturalizar. 
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• HN03 (ácido nítrico) - Mallinckrodt con un porcentaje de ácido de 70%, nivel de 

impurezas en el caso de metales pesados (como Pb) 0.0001 % y Fe 0.0002 %. 

• Hgº Hexadestilado 

• Fosfato 

• Fosfato 

• Amortiguador de referencia pH 7.00 ± 0.01 a 25 ºC, solución de fosfatos de sodio y 

potasio de la marca HYCEL DE MEXICO y 

• Amortiguador de referencia pH 4.01 ± 0.01 a 25 ºC, solución de ftalato ?cido de potasio 

de la marca i: SIGMA DE MÉXICO. 

Todas las soluciones fueron preparadas con agua destilada obtenida en el laboratorio, 

presentando una conductividad de 0.375 µS/cm. 

4.2 La celda, los electrodos y aparatos 

Se utilizó una celda electroquímica con una capacidad de l O mililitros que se lavaba 

con ácido nítrico caliente 15 M y abundante agua desti lada. 

La determinación se llevó a cabo con un sistema de 3 electrodos: el electrodo de 

trabajo fue el electrodo goteante de mercurio (DME), el electrodo auxiliar fue un alambre 

de Auº y los valores de potencial se refirieron al sistema Hgº ¡ Hg2C12J.. ¡ KCI de un 

electrodo de referencia. 

Los electrodos fueron lavados con etanol , acetona y agua destilada e introducidos en 

una celda con un volumen de 2 mL que contenía el medio de reacción. 

El sistema se conectó a un polarógrafo HMDE METRHO~f VA Stand 663 , que 

cuenta con un graficador integrado. 

Se burbujeo N2, previamente humedecido en el medio de reacción por 1 O minutos y 

manteniendo una atmósfera de este gas a fin de evitar la interferencia de oxígeno. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

4.3 Establecimiento de las condiciones operatorias. 

El DME (Dropping A1ercury Electrode) , el electrodo auxiliar y el electrodo de 

referencia Hgº!Hg2Cb,j,IKCI fueron sumergidos en 2 mL de una solución de amortiguador, 

previamente burbujeada con N2 por 1 O minutos, evaluando la señal debida a la reducción de 

H20 2 (método directo) o de 0 2 (método indirecto) al cambio de los siguientes parámetros: 

amortiguador (Tris O. lmol/L pH=8 y fosfatos 0.05 mol/L pH=7), electrolito soporte, 

concentración de enzima e inhibidor ele la enzima (azida de sodio), tipo de matriz (suero, 

plasma, plasma libre de proteínas con el uso de agentes precipitantes como: acetona, 

metano! y acetonitrilo, y finalmente la concentración de sustrato (H202). 

4.5 Determinación de H20 2 en muestras clínicas control y tratadas. 

De a~uerdo a las condiciones experimentales establecidas en ambos métodos 

(método directo e indirecto) se procedió a realizar detenninaciones de H20 2 en muestras 

control, estir¡rnladas (con metilamina) e inhibidas (con hidralazina) en su producción de 

peróxido de hidrógeno. Utilizando un volumen de muestra de 500 µL. 

4.6 Programas de perturbación 

4.6.1 DETERi\IINACIÓ1' DIRECTA - Reducción de H20 2 a H20 por 

polarografía diferencial de pulsos 

Se efectúa un barrido de potencial en las siguientes condiciones: 

Em = -0.65 V 

Er= -1.4 V 

vb = 10 mV/s 

AE=50 mV 

tiempo de goteo = 1 gotalseg 

Sensibilidad de la intensidad de corriente 1 nA 

- 41 -



PARTE EXPERIMENTAL 

4.6.2 DETERMINACIÓN INDIRECTA - Reducción de 0 2 a B 20 2 por 

polarografia diferencial de pulsos 

Efectuar un barrido de potencial en las siguientes condiciones: 

Em=0.05V 

Et-= -0.52 V 

v b = 10 mV/s 

Af: = 50 mV 

tiempo de goteo = 1 gota/seg 

Sensibilidad de la intensidad de corriente : 1 nA 
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5.0 RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

El conocimiento de los mecanismos que llevan al envejecimiento de las especies siempre 

ha interesado al hombre, pero desde la década de los 70 ' s las investigaciones relacionadas con la 

teoría del estrés oxidativo, los radicales libres (RL) y los antioxidantes, han cobrado especial 

auge entre químicos, médicos, biólogos y fisicos , quienes desean conocer mejor la oxidación 

celular, para lo cual se requiere la cuantificación en muestras biológicas tales como la sangre. 

En la mayoría de la literatura este compuesto se ha determinado en matrices menos 

complejas, de ahí parte el interés de este trabajo, que se puede sintetizar en el desarrollo de una 

metodología para determinar concentración de H:~02 en muestras de sangre y/o plasma. 

Este estudio se llevó a cabo en dos etapas; en la primera etapa se establecieron las 

condiciones operatorias para cuantificar H20 2 en muestras de plasma y en la segunda se realizó 

la aplicación de la metodología propuesta. 

Todos los sistemas son referidos al Electrodo de Calomel Saturado (ECS). 

5.1 Establecimiento de las condiciones operatorias y determinación de los 

parámetros estadísticos. 

Las muestras de sangre, suero y plasma se obtuvieron de ratas Wistar macho 

proporcionadas por la Facultad de Medicina, para mayor información remitirse al anexo 4. 

5.1.1 Método directo 

En la determinación directa se monitorea la reacción de reducción de peróxido de 

hidrógeno: 

H202 + 2H .. + 2 e·~ 2 H20 

cual presenta la intensidad de pico máxima en - 1.1 V. 

., ! H102 I t ! H102 I 

. ¡H20 j • 

Figura 15 Fenómenos al electrodo en la determinación directa de H20 2• 
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En la figura 15 se observan los fenómenos al electrodo del H20 2 que consisten en la 

difusión del analito a la superficie del electrodo y la posterior reacción electroquímica de 

reducción del peróxido de hidrógeno vía 2 electrones a dos moléculas de agua. La señal de 

reducción del H~02 obtenida se muestra en la figura 16, donde se aprecia que la señal es ancha 

debido a que el sistema es lento. Hay que remarcar que la reducción de peróxido a agua se lleva 

a cabo en dos etapas sucesivas que crean un intermediario radical libre altamente inestable, lo 

que permite que las reacciones acopladas de mayor velocidad se lleven a cabo debido al tiempo 

ventana de la técnica empleada. 

1 

.1i 
(nA) 

12 

6 

o 

e e-+2H+ e----H- e-~H+ 

0 2 ~ 0 2· ~ H20 : ~ 1 OHº i ~ H20 
H20 Intermediario 

radical libre 
inestable 

-1.2 -10 -0.8 

E (V) 

Figura 16 Señal generada por la reducción de 8 20 2 en polarografia diferencial de pulsos a 10 m\'/seg en 
amortiguador de Tris 0.1 M pH=8. 

Este análisis se realizó de la siguiente manera a 2rnl de la solución amortiguadora 

(fosfatos o tris) se le adicionan 500 µL de plasma o suero, a continuación se le adicionan 50 µL 

de catalasa y se deja un tiempo de 5 minutos, en el cual se lleYa a cabo la reacción enzimática, a 

este medio se adiciona 50 µL de azida de sodio 0.1 M a fin de inhibir la acción catalítica de la 

enzima, posteriormente se realiza un burbujeo de N: por ] minutos y fina lmente se realizan las 

correspondientes adiciones de una solución estándar de H20: debidamente valorada (anexo 5) 

para la obtención de las curvas de calibración. 
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El primer parámetro a evaluar fue el amortiguador a utilizar. Para ello se evaluó el efecto 

de dos amortiguadores : Tris 0.1 M pH=8 y fosfatos 0.05 M pH=7, la elección de ambos se 

realizó con base en la cercanía de los valores de pKa al pH fisiológico . 

Se obtuvieron las curvas de calibración que se muestran en la figura 17, en la cual se 

aprecia que pese a que el amortiguador de fosfatos pH=7 hace a la metodología más sensible, 

una pendiente de 6.12 ±O. h contra 3.14 ± 0.08, la dispersión de los datos es mayor. Lo anterior 

probablemente se deba a que se presenta un fenómeno de adsorción de los fosfatos a la superficie 

del electrodo, además de que las impurezas de los reactivos utilizados para la preparación del 

amortiguador de fosfatos estén interfiriendo con el estudio. 

Además el dominio de electroactividad es menor en el medio de fosfatos (~70 mV) con 

respecto al dominio obtenido en el amortiguador de Tris y hay que recordar que la señal de 

reducción es ancha y cercana a la barrera catódica (figura 18). Tomando en cuenta lo antes 

mencionado, se tomó de decisión utilizar amortiguador de Tris 0. 1 M pH=8 a fin de abrir el 

dominio de electroactividad y tener una señal de reducción de peróxido de hidrógeno bien 

definida. 

50 

1 40 -: ~ . e 
. - 30 . ; 
; 'C ·-.., 

e 20 '. ! 
= 

10 

1 o 
o 2 3 4 5 6 7 

concentración(µ M) 
'-.. 

Figura 17 Efecto del amortiguador en la determinación del H20 2 

·1 
1 
1 
! 
1 
i 

• amortiguador de fosfatos 0.1 M pH=7, Ai = 6.1 ± 0.2 [H20 2) - 9.0 ± 0.2, r2 = 0.9870 y 
+ amortiguador de Tris O.lM pH=8, Ai = 3.14 ± 0.08 [H 20 2] - 0.16 ± 0.09, r2 = 0.9985. 
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b) 

RE.SULT ADOS 

E (V) 

(:~):~-~~~~~--=~~~~~~~~-----~ 
1 1 1 

-12 -0.8 -0.4 O.O 

E (V) 

Figura 18 Señal de reducción de peróxido de hidrógeno y dominios de electroactividad en una matriz de 
suero~· amortiguador de a) fosfatos O.lM pH=7 y b) Tris O.IM pH=8 a 10 mV/seg. 

Para evaluar el efecto de la matriz se ensayaron diferentes tipos: sangre, plasma, suero y 

plasma utilizando diferentes agentes precipitantes como metano! , acetona (que simbolizaremos 

como plasma-metano! y plasma-acetona respectivamente), acetonitrilo y ácido tricloroacético; 

con este último se observa que la señal de reducción del H20 2 es de gran intensidad, lo que 

impide tener una señal clara y definida; cuando se usa acetonitrilo no se observa ninguna señal 

de reducción. 

Las curvas de calibración obtenidas se muestran en la figura 19. 

Las ecuaciones de las rectas obtenidas se presentan en la tabla 6. Como se puede apreciar 

las ecuaciones para amortiguador de Tris, plasma, plasma-metano! y plasma-acetona son muy 

parecidas entre sí . A pesar de que se puede utilizar un método de adiciones estándar para efectuar 

la determinación utilizando una matriz de suero, con Jo cual se evita el tratamiento de la muestra 

que pudiera conlleYar a su pérdida; el burbujeo del N2 para desplazar el oxígeno provoca una 

espuma intensa, que puede ocasionar la pérdida de la muestra por adherencia de la solución a las 

paredes de la celda. 
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Figura 19 Efecto del tipo de matriz en la curva de calibración para la determinación del H20 2 

• amortiguador de Tris pH=8, • Tris pH=8 + plasma, .... Tris pH=8 + suero, • Tris pH=8 + plasma-metano! 
y • Tris pH=8 + plasma-acetona. 

Tabla 6 Ecuaciones de las rectas de calibración y sus coeficientes de correlación obtenidos en las matrices 
evaluadas. 

1 TIPO DE MATRIZ 

l ,.\mortiguador de Tris O. 1 M pH=8 
1 

1 Tn s O. 1 M pH=8 +plasma 

1 Tns O. 1 M pH=8 ...!.. suero 
1 

j Tris 0.1 M pH=8 ...!.. plasma-metano] 

: Tris 0.1 M pH=8-'- plasma-acetona 
1 

ECUACIÓN 

tii = 3.08 ± 0.09 [H:02] - 1 .5±O.1 0.9975 

tii = 3.0±O.1 [H:02] - 1.2±O.1 0.9985 

0.9945 

tii = 3.09 ± 0.07 [H20 2] - 1.2±O.1 0.9967 

tii = 3 09 ± 0.09 [H:02]- 1.4±o 1 0.9958 

En la tabla 7 se muestra el resultado de la prueba estadística que nos ayudó a evaluar el 

efecto de utilizar diferentes tipos de matrices. Se observa que la pendiente se modifica 
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significativamente (un valor superior al crítico = 2.31) cuando se utiliza suero, en contraste con 

los valores de la pendiente del resto de las matrices en donde no se aprecian diferencias 

significativas cuando se comparan con aquella del amortiguador. Hay que remarcar que aunque 

el plasma presenta una curva de calibración semejante a las obtenidas con metano! o acetona se 

presenta la desventaja, como ya se mencionó, de que es ligeramente dificil controlar el burbujeo 

de N1 debido a la presencia de proteínas que provocan una espuma intensa, ya que sólo se han 

eliminado aquellas involucradas en el mecanismo de coagulación de la muestra. Lo anterior 

muestra que, las mejores opciones son la utilización de plasma con la precipitación de proteínas 

usando metano! y acetona. 

Tabla 7 Evaluación del efecto de matriz por comparación de las pendientes de las curva~ de calibración. 

Parámetro: 1 Pendiente 1 Desviación i 

1 

1 

1 
Tipo de matriz (nA/µM) estándar Valor de 

1 
Amortiguador 

1 
t obtenido 1 

1 

Tris O. IM pH=8 3.0g O. l o a= O.OS i Valor de 
1 

Plasma 3.03 0.h 0.6074 
1 

t crítico= 2.31 

Suero 1 2.7g 0.15 3.3838 1 
a= O.OS 

1 ¡ 
Plasma - metanol 

1 
3.09 

1 
0.07 0.1719 1 

1 

i 1 

Plasma - acetona 
1 

3.09 0.09 O. 1026 i 
1 1 

Sabemos que la exactitud se expresa en términos de veracidad (proximidad al valor real ) 

y precisión (dispersión del resultado), debido a que no conocemos el valor de referencia de Ja 

propiedad que estamos analizando emplearemos el concepto de trazabilidad. 

Como ya se mencionó, no siempre es necesario utilizar una referencia de nivel 

metrológico elerndo para garantizar la trazabilidad en una medida química, este parámetro 

también puede verificarse a través del porcentaje de analito recuperado, es decir, la relación entre 

la cantidad encontrada y la cantidad adicionada, la adición puede hacerse a uno o varios niveles 

de concentración. Aprovechando esta situación, analizamos la fracción recobrada en cada caso. 

Dado que las mejores alternativas resultan ser el plasma libre de proteínas con acetona 

(plasma-acetona) y con metano! (plasma-metano!) en la figura 20 se exhibe la evaluación de la 
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fracción recobrada, cuyo valor es la pendiente de la recta, tomando corno base la señal obtenida 

en el amortiguador de Tris O. IM pH = 8 . 

. · 
! 6 1 

1 
1 

~ 5 1 :::1. -1 = 
4 ~ ~ 

e 
<11 

1 ~ = 3 ~ 
e 

1 •Q 
·;;:; 1 

1 = 2 ~ '" -e 
<11 

l j (J 

e = (J 1 

1 
o ! 

o 

/' ... ,. .. 

l 2 3 4 
concentración teórica (µ M) 

.·. 

5 

• ;+ 

6 

Figura 20 Fracción recuperada en Tris O.IM pH=8, v = 10 mV/seg, 
• plasma-acetona, ~i = 0.998 ± 0.009 [B20 2} - 0.054 ± 0.005, r2 = 0.9987 y 

• plasma metano!,, ~¡= 0.99 ± 0.01 fB20 2} - 0.2 ± 0.1 , r2 = 0.9956. 

A continuación se compararon las pendientes obtenidas con la unidad y se obtuvieron Jos 

resultados mostrados en Ja tabla 8, con lo cual se pretende evaluar si existen diferencias 

significativas entre la unidad y valor respectivo. 

Tabla 8 Evaluación del porcentaje de recobro por comparación de los "afores de la pendiente de las curvas 
de calibración con la unidad. 

Tipo de matriz Pendiente Desúación Valor de t o!X<nia. Valor de 
(nAlµ..\1 ) estándar a= 0.05 

j Plasma - acetona ¡ 0.99s O.O lo 0.3266 t critica= 2. 78 

1 ¡ Plasma - metano! : 0.996 O.O]:< 0.6770 a= 0.05 

Como se puede aprec iar los valores obtenidos son menores al valor crítico, lo cual sugiere 

que ambas matrices estadísticamente no presentan diferencias significativas. 

Ahora se comparan los valores de la ordenada al ongen con cero, los resultados se 

muestran en la tabla 9. 
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Tabla 9 Evaluación del porcentaje de recobro por comparación de los valores de la ordenada al origen de las 
curvas de calibración con cero. 

Tipo de matriz ordenada al origen 1 Desviación estándar rclet.._, Valor de 
nA (l == 0.05 

Plasma - acetona 0.0538 0.0019 2.75 t critica = 2. 7 8 

Plasma - metano! 0.2770 0.0047 9.06 a= 0.05 

En la tabla 9 podemos apreciar, que cuando usamos plasma - metano! , el valor de 

t obtenido es mayor que el crítico, por lo que se concluye que el valor de Ja ordenada al origen si 

difiere significativamente de cero, lo anterior podemos atribuirlo a que se dificulta la toma de Ja 

muestra en este tipo de matriz con respecto a aquella que se precipita utilizando acetona, debido 

a que el mecanismo de precipitación es diferente; lo anterior queda de manifiesto en la fonna de 

la señal. Como se puede apreciar la señal es más ancha y presenta una defonnación, de un pico a 

dos (a), posterionnente se realiza la adición de la enzima y en el registro de observa una 

disminución y un desplazamiento hacia poteticiales más catócticos(b ), finalmente para corroborar 

que la señal se deba a la presencia de H20 2 se realizó una adición de una solución estándar del 

analito y se aprecia un incremento en la señ~l debida a la reducción de este compuesto (figura 

21). Por lo cual decidimos usar acetona como el agente precipitante, además de que 

auxiliándonos de una prueba estadística se corrobora que el valor de la pendiente es más cercano 

a la unidad y por tanto el porcentaje de recobro está próximo a 1 OO. 

16 

12 

Lii 
(nA) 8 

4 

o 

't. 
l..._ 

-1 .2 -1.0 

E (V) 
-0.8 

Figura 21 Señal de reducción de H20 2 en Tris O.lM pH=8 en una matriz de plasma - metano!, a) muestra, 
b) muestra+ enzima (catalasa) y e) muestra + enzima+ azida de sodio + 50 µL de solución estándar de H20 2, 

y Ai ' se atribuye a la concentración de H20 2 en la muestra. 
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El patrón de la curva de calibración obtenida por este método se muestra en la figura 23, 

donde se observa que el valor del potencial al que se tiene la mayor diferencia entre los valores 

de .1i es en -1 .1 V y la respuesta lineal se aprecia en la figura 24. 
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Figura 23 Polarogramas típicos de una cun:a de calibración obtenida por método directo en un Tris 0.1 M 
pH=8, con adiciones de una solución 0.1 rnM de H20 2 : a) blanco, b) 25 µL, e) 50 µL, d) 75 µL, r) 100 µL, 

f) 125 µL, g)ISO µL, b) 175 µL y i) 200 µL. 
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Figura 23 Cun1a de calibración de H20 2 en Tris 0.1 M pH=8 utilizando una matriz dr plasma-acetona 
obtenida por método directo. 

Anteriormente la linealidad se verificó por el valor del coeficiente de correlación lineal , 

pero ahora se evaluará aplicando la prueba de rachas de Wald-Wolfowitz (prueba no 

patamétrica) para verificar si los resultados, que se ajustan a un modelo de línea recta - de 
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RESULTADOS 

acuerdo al valor de r2- aparecen en una secuencia aleatori~ para lo cual primero se evalúa si en 

estos resultados hay una tendencia y posteriormente se obtuviera el intervalo de linealidad. 

En el anexo 6 se muestra el análisis de residuos que nos permitieron evaluar si los 

resultados obtenidos se pueden representar mediante un modelo lineal. 

En la tabla 1 O se resumen los parámetros para 12, 11 y 1 O observaciones. 

Tabla 10 Resumen de los parámetros en la prueba de Wald-Wolfowitz. (37) 

número de 1 N ¡ M número de rachas ¡ número de 
1 1 

1 rachas teóri co 
1 observaciones 1 (negativos) (positivos) observado 1 

1 ! 
12 

1 
5 1 7 7 4-10 

11 

1 

4 7 6 3 

10 4 6 6 3-8 

Como se puede apreciar, el número de rachas observado se encuentra dentro del intervalo 

dd rachas teórico y por tanto podemos concluir que para cualquiera de los tres casos los datos se 

ajustan a un modelo lineal, debido a que la secuencia de signos+ y - es aleatoria. 

En el anexo 7 se muestran el resultado de la suma de los cuadrados de los residuos para 

10, 11 y 12 observaciones, lo anterior nos permitirá establecer el intervalo lineal de trabajo. 

A estos valores se les aplicó una prueba estadística para saber si la tendencia de los 

valores de los residuos sugiere que el último residuo difiere significativamente del promedio, y 

por tanto está fuera del intervalo lineal. (tabla 11) 

Tabla 11 Evaluación del intervalo lineal de las curvas de calibración para 10, 11 y 12 observaciones. 

n 11 10 9 
promedio 0.0831 -0.0123 -0.0126 

desviación estándar 0.3084 0.2763 0.2889 

tobtenldo 5.9545 -0.0741 -O 0705 

tcrttico 2.20 2.23 2.26 

Como se aprecia, cuando se compara el promedio de 1 O y 9 observaciones con el último 

valor residual , el valor obtenido de tes menor que el valor crítico, por lo cual se concluye que el 
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intervalo lineal termina en la observación décimo primera y por tanto a una concentración de 

9.99 µM. 

Ahora, empleando la definición de: 

Y1 = YB + 3crB [37] 

donde Y1 =límite de detección o límite de cuantificación. 

YB =ordenada al origen 

crB =desviación estándar de la ordenada al origen, 

encontramos para el límite de detección un valor de 0.0270 µM, empleando la definición de: 

y¡ = YB + 10 OB (37), 

se encontró un valor de 0.0900 µM y finalmente empleando 1.5 veces el valor de la desviación 

estándar de B se calculó el límite de decisión el cual tiene un valor de 0.0135 µ\.1. 

Por lo cual podemos establecer que el intervalo de linealidad en el método directo va 

desde O. 09 hasta 1O.00 µM. 

Para evaluar la selectividad se realizó una adición de la enzima catalasa a Ja muestra (a), 

por lo cual la intensidad en la señal disminuye (b), lo anterior debido a que dicha enzima lleva a 

cabo una reacción redox con el H20 2 para generar 0 2 y H20, después de 5 minutos se real iza una 

adición de azida de sodio para inhibir la enzima después de lo cual se efectuó una adición del 

estándar (e), obteniéndose una respuesta corno la que se muestra en la figura 24, en donde se 

aprecia una diferencia (L\i ' ), la cual es atribuible a las variaciones en la concentración de H20 2. 

~ 
e) 
_,,.--_ 

15 ,Íª)\ 
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_f LÍ\ .::ii 
(nA) 
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'.... : (1 " -
-14 -12 - i o -0.8 -0 .6 
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Figura 24 Respuesta de la determinación directa de H20 2 de una muestra plasma-acetona de una muestra, 
en amortiguador de Tris O.lM pH=8; cuya concentración fue de 15.1± 0.22 µM obtenida por interpolación en 

una curva de calibración; a) muestra, b) muestra+ enzima y e) muestra + enzima+ adición estándar. 
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Como se puede apreciar la señal no llega totalmente a cero, lo cual podemos atribuirlo a 

que los reactivos: heparina, anestesia, metilamina e hidralazina, utilizados en el tratamiento de 

los animales presentan una señal cercana a la de la reducción del peróxido de hidrógeno cuando 

se efectúa el barrido en sentido catódico (figura 25), sin embargo ninguno de estos analitos 

reacciona con la cata lasa, con lo cual se garantiza que la diferencia entre las señales de la 

muestra y la posterior adición de la enzima se deba a la presencia de H20 2, cabe señalar que en 

todos los casos se obtuvieron dominios de electroactividad limpios (figura 25-e). 
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.. 
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Figura 25 Polarogramas obtenidos al efectuar un barrido en sentido utódico de los reactivos empleados en el 
tratamiento de los animales rn un medio de Tris 0.1 pH=8, a) anestesia, 20µM; b) heparina, SµM ; 

e) metilamina, IOµM ; d) hidralazina, IOµM y e) dominio. 

Finalmente el parámetro a evaluar es la repetibilida4 para Jo cual se realizaron ensayos 

por triplicado obteniéndose un DER de 4.89%, en el figura 26 se muestran el registro para tres 

muestras. 
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Figura 26 Polarogramas obtenidos por método directo al efectuar un barrido en sentido catódico del 
peróxido de hidrógeno en un medio de Tris 0.1 pH=8 y una matriz de plasma-acetona en tres muestras de 

animales control, a) dominio de electroactividad, b) matriz de plasma-acetona; e) adición de catalasa y 
d) adición de una solución estándar de H20 2• 
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5.1.2 Método indirecto 

En este método se monitorea la señal de reducción del oxígeno: 

02 + 2 e-+ 2 W -t H202, 

RESULTADOS 

observándose un máximo en - 0.13 V, este analito es generado por la catalasa en la rea~ción 

enzimática redox: 
cata lasa 

y la señal que se obtiene se observa en la figura 27. 

La reducción del oxígeno, igual que la del peróxido de hidrógeno, se lleva a cabo e'.l dos 

etapas sucesivas con un intermediario radical libre altamente inestable, por lo cual se espen que 

la señal de reducción del 0 2 sea ancha; sin embargo ésta es más fina y de gran intensidad con 

respecto a la obtenida en el método directo. 

e e·+2H+ e·+¡I' e·+H+ 

0 2 -ti 02ª j-t H.20 2 ~ Oli -t H20 
H20 

Af 
(nA) 

18 

12 

6 

o 

Intermediario 
radical libre 

inestable 

-0.4 -0.2 

E (V) 
O.O 

Figura 2i Señal generada por la reducción de 0 2 en polarografia diferencial de pulsos a 1 O m Y/seg en 
amortiguador de Tris 0.1 M pH=8. 
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En la figura 28 se aprecian los fenómenos al electrodo en este método, como se puede 

observar el peróxido de hidrógeno dismuta por la acción enzimática de la catalasa, generando 

oxígeno y agua, así el oxígeno producido difunde a la superficie del electrodo donde se lleva a 

cabo la reacción electroquímica que regenera el peróxido de hidrógeno, el cual dismuta 

nuevamente por la reacción enzimática de la catalasa que se encuentra en zona cercana a la 

superficie del electrodo; de tal suerte que se tiene un doble aporte del sustrato a la superficie del 

electrodo y por tanto un doble aporte de la especie que se reduce, razón por la cual la intensidad 

de corriente se incrementa. 

obtenido de 

la reacción 

electroquímica 

H202 
En el seno de la solución 

Figura 28. Fenómenos al electrodo en la determinación indirecta. 

En este análisis se burbujea N2 en 2 mL del amortiguador (fosfatos o tris), posteriormente 

se adicionan 0.5 mL de la muestra y 50 µL de la enzima, se dejan transcurrir 5 minutos para que 

todo el H20 2 de la muestra reaccione, y finalmente se hacen las correspondientes adiciones de 

una solución estándar de H20 2 debidamente valorada (anexo 5) para obtener las curvas de 

calibración. 

El monitoreo se efectúa de la siguiente manera: se enciende el registrador, trancurridos 5 

segundos se efectúa la adición con agitación por dos segundos y en el segundo 8 se empieza el 

barrido de potencial. Lo anterior debido a que el estudio acerca del tiempo de monitoreo muestra 

que la concentración del oxígeno al electrodo varía en función del tiempo (figura 29), lo anterior 

probablemente se deba a que el oxígeno difunda al seno de la solución, ya que corno se sabe la 

solubilidad del 0 2 es de 1.3 mM en H20 y la solubilidad del 0 2 en sangre es de 96.9 µM, corno 

se observa, el tiempo es inversamente proporcional a la intensidad de corriente, al tratar de 
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realizar este estudio, el menor tiempo requerido para hacer este análisis es de 8 segundos, cabe 

mencionar que este tiempo se podría abatir si se contara con un equipo automatizado. 

a) 
ii) lOi 

(!) ~ ~--\-..... ~----, _iJ----.....--=::=======-=-=--::.-=.-.:.-:..-_; __ 
-1.4 -1.2 -1.0 -O .8 -O 6 -0 .4 -O 2 O.O 
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b) 

i) 
18 
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(nA) 
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o 

-0.6 -0.4 -0.2 00 
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Figura 29 Estudio de la intensidad de corriente de la reducción de 0 2 en función del tiempo por 
polarografia diferencial de pulsos, en una matriz de plasma y Tris 0.1 M pH=8, v = JOmV/seg; 

a) i - dominio de electroactividad, ii - adición de una solución estándar de B 20 2, y 
b) señal de reducción de 0 2, i - 10 segundos, ii - 20 seg, iii - 60seg y Íl'- 120 seg. 

Nuevamente se evaluaron Jos mismos parámetros que en el caso anterior. 

Con la finalidad de efectuar el estudio de la influencia del amortiguador en las curvas de 

calibración se utilizó un amortiguador de fosfatos 0.05 M pH=7 y tris O. lM pH=8; por ser 

valores de pH cercanos al fisiológico , obteniéndose las curvas de calibración correspondientes. 

(figura 30) 
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Figura 30 Efecto del amortiguador en la determinación del 8 20 2 

v amortiguador de fosfatos 0.05 M pH=7, .ó.i = 6.1 ± 0.2 fH 20 2] + 6.8 ± 0.1, r2 = 0.993 i y 
• amortiguador de Tris O.lM pH=8, .1i = 6.1 ± 0.2 [H20 2] + 6.5 ± 0.2, r2 = 0.9962. 

Como podemos observar las ecuaciones de las curvas de calibración obtenidas no son 

muy diferentes entre sí ; ahora evaluaremos mediante una prueba estadística (tabla 12) si existe 

alguna ventaja entre utilizar amortiguador de fosfatos y Tris. 

Tabla 12 Comparación de pendientes para e,·aluar el efecto del amortiguador. 

1 
Parámetro: Pendiente 1 D . . . . d i 

.

,

1 

esv1ac1on estan ar ¡I:. 

1 

amortiguador 
11 

. . Valor de 
t----~~~~~~~~~~--¡~~~~~-;-~~~~~~-o, 1 

1 Arnoniguador fosfatos 0.05M pH=8 l 6 ] O .., 1 t obterudc = 0.669 ' 
1 1 . 4 . ..:. l ¡ 1 

¡'---~~~~~~~~~~___,..¡~~~~~-+-~~~~~~~' a= OOS ' 

AmortiguadorTris 0.1MpH=8 6 .06 Oh 
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Se puede apreciar que el valor obtenido de F es menor al valor crítico por lo que se 

concluye que las curvas de calibración no difieren significativamente entre sí, lo cual se traduce 

en el hecho de que el amortiguador no tiene ningún efecto sobre la sensibilidad, esto se debe 

probablemente a la acción enzimática, ya que como sabemos, la actividad de una enzima 

depende del valor de pH, temperatura, concentraciones de enzima y sustrato. Sin embargo 

cuando se utiliza amortiguador de fosfatos, hay problemas en el registro, que se deben a que se 

presenta el fenómeno de adsorción de fosfatos a la superficie del electrodo, además de que las 

impurezas de los reactivos utilizados para la preparación del amortiguador de fosfatos estén 

interfiriendo con el estudio. (figura 31) 

Por estas razones decidimos utilizar amortiguador de Tris O. IM pH=8, en la 

determinación indirecta de peróxido de hidrógeno; además que implica un menor número de 

variables con respecto a la determinación directa. 

a) 
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Figura 31 Señal de reducción de peróxido de hidrógeno ~· dominios de electroactividad en amortiguador de 
a) fosfatos 0.05 '1 pH=7 y b) Tris O.IM pH=8 a 10 mV/seg. 
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Para evaluar el efecto de la matriz se ensayaron diferentes tipos: plasma, suero y plasma 

utilizando diferentes agentes precipitantes corno metano! , acetona (que simbolizaremos corno 

plasma-metano! y plasma-acetona respectivamente) 

El resultado del estudio de los diferentes tipos de matrices en las curvas de calibración se 

presenta en la figura 32. 
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Figura 32 Efecto de la matriz sobre la determinación del H20 2 utilizando el método indirecto en 
• amortiguador de Tris O.lM pH=8, • plasma-metanol, • plasma, .a plasma-acetona. 

Las ecuaciones de las rectas obtenidas se presentan en la tabla 13. 

Tabla 13 Ecuaciones de las rectas de calibración y sus coeficientes de correlación obtenidos en las matrices 
evaluadas. 

TIPO DE MATRIZ 

: Amortiguador de Tris O l M pH=8 
1 

: Tris 0.1 M pH=8 + plasma 

j Tris 0.1 M pH=8 + plasma-metano] j 

¡Tris 0.1 M pH=8 + plasma-acetona j 

ECUACIÓN 

~i = 6 O± 0.2 [H:OJ ~ 7.0 ± 0.2 0.9950 

~¡ = 6.1±0 1 [H:02] • 7.1±0.2 0.9936 

A"-3"+0"'[HO] ' "7+0? uJ - ·.) - · - 2 2 T - · - · - 0.9926 

ói = 4.4 ± 0.2 [H20:] + 6.1 ± 0.1 0.9958 
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RESULTADOS 

En la tabla 14 se aprecia el efecto de utilizar los tres diferentes tipos de matrices, se optó 

por ya no utilizar suero porque las muestras coagulaban lo cual dificultaba la toma de muestra. 

Como ya se mencionó la señal de reducción de 0 2 obtenida en una matriz de plasma, es 

fina y dado que en este caso se registra la señal debida a la reducción del oxígeno, no se requiere 

de burbujear N2, por esta razón se eligió trabajar con plasma, sin presentar problemas por la 

espuma además que se tiene la respuesta más sensible y semejante a la obtenida en 

amortiguador. 

Tabla 14 [ "Valuación del efecto de matriz por compar~.ción de las peodient~ de las curvas dt- calibración. 

Parámetro: 
1 

Pendiente Desviación Valor de 
1 

i 
tipo de matriz 

1 (nA!µM ) está•.idar 
1 Amortiguador 1 

t obtenido 

1 
1 ¡ a= 0.05 1 

Tris 0. lM pH=8 5 96 
1 

o 16 i Valor de 1 ! 1 
1 1 

Plasma 1 6.1 ~ 0.12 1.568 1 1 crítico = 2.31 ¡ 
1 

Plasma - metano! 4.h 0.h 15.028 
1 

a= 0.05 

Plasma - acetona 3.29 0.18 21.730 ! 

Como se puede apreciar las ecuaciones para amortiguador de Tris y plasma son muy 

parecidas entre sí. Se podría utilizar un método de adiciones estándar para efectuar la 

determinación utilizando una matriz de plasma - acetona y plasma -metano!, sin embargo con 

una matriz de plasma - metano] se presenta una señal no identificada (figura 33) adicional a la 

señal esperada, la cual se ubica muy cerca de la barrera anódica a diferencia empleando matrices 

de plasma y plasma - acetona, se tienen señales limpias y bien definidas pese a Ja cercanía de la 

barrera anódica. Pero, como se puede observar en el caso de plasma - acetona se tiene una 

sensibilidad menor que cuando se utiliza plasma o tris, por lo antes expuesto dec idimos usar una 

matriz de plasma con lo cual se evita el tratamiento de la muestra que pudiera conlle\·ar a su 

pérdida: para evi tar que el burbujeo del N: para desplazar el oxígeno pudiera ocasionar la 

perdida de la muestra por adherencia de la solución a las paredes de la celda, la muestra se sonjca 

durante 15 minutos y el análisis se realiza mediante adiciones estándar. 
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Figura 33 Señal de reducción de 0 2 obtenida en la determinación de peróxido de hidrógeno indirecta en una 
matriz de plasma-metano! en amortiguador de Tris O.lM pH=8, v = 10 mV/seg. a) dominio de 

electroactividad , b) adición de cata.lasa y c) adición de la matriz de plasma - metano!, i) señal no identificada. 

Nuevamente haremos uso de la definición de trazabilidad, como una forma para evaluar 

la veracidad y precisión debido a que no contamos con una referencia de nivel metrológico; para 

lo cual se procedió a evaluar el porcentaje de analito recuperado de la misma manera que en el 

método directo. 
1 

En este caso, la alternativa más confiable para la determinación de peróxido de hidrógeno 

es la que se realiza en una matriz de plasma, en la figura 34 se muestra la evaluación de la 

fracción de recobro para cada uno de los casos. 
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Figura 34 Fracción recuperada en Tris O.lM pH=8, v = 10 mV/seg, 
+ plasma-metano!, ~i = 0.55 ± 0.02 [H20 2] - 0.30 ± 0.09, r2 = 0.9926; 

v plasma, .ii = O. 73 ± 0.02 [H20 2} - 0.36 ± 0.09, r2 = 0.9958 y 
crplasma-acetona, ~¡ = 1.03 ± 0.04 fH 20 2} - 0.14 ± 0.16, r2 = 0.9956. 
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MSULTADOS 

Mediante una prueba estadística se compararon los valores de la pendiente con Ja unidad, 

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 15. 

Tabla 15 Evaluación del porcentaje de recobro por comparación de los \•aJores de la pendiente de las cun·as 
de calibración con la unidad. 

tipo de matriz : Pendiente Desviación estándar Valor de t obtenido 
1 

1 1 1 
1 (nA/µM ) a= 0.05 

1 i 

plasma 
1 

1.0262 
1 

0.0074 0.6215 ' Valor de ¡ 

1 t critico = 2. 78 
plasma-acetona ! 0.733 ¡ 1 0.006t> 7.4232 1 1 

1 
a= 0.05 ! ¡ 

plasma-rretanol 
1 o 551 5 o 0097 10.2770 1 
i 1 

1 

Como se puede apreciar en los casos donde se usa un agente precipitante de proteínas el 

valor de t supera al valor crítico, por lo que se concluye que el valor de la pendiente difiere 

significativamente de la unidad y los porcentajes de recobro en estos casos son del 73 .3 y 55 .2% 

res pee.ti vamente. 

Ahora se va a demostrar mediante una prueba estadística sí el valor de la ordenada al 

origen difiere significativamente de cero. 

Tabla 16 [\•aluación del porcentaje de recobro por comparación de los \·alores de la ordenada aJ origen de 
las curvas de calibración con cero. 

tipo de matriz ! ordenada al origen Desviación estándar Valor de !obtenido 
1 

1 (nA) a= 0.05 ¡ 
1 

plasma ! 0.14; 0,060 1,3208 1 Valor de 
1 1 t cntico == 2. 78 

plasma-acetona 
1 

0.367 0,03s 4.3439 ! 

1 a= 0.05 
i 1 

; 

plasma-metanol ¡ 3.5574 

Como se puede apreciar solamente en el caso de plasma se tiene un valor de ordenada al 

origen que no difiere significativamente de cero. en tanto que cuando se utiliza una matriz que 

contiene un agente prec ipitante se tiene un valor que si difiere significativamente con respecto a 

cero, esta conclusión se obtiene a partir de la comparación de los valores de lcntico y de !obtenido 

(tabla 16). 
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RESULTADOS 

Esto respalda nuestra decisión acerca de usar una matriz de plasma para llevar a cabo la 

determinación de este analito cuando se sigue la señal de reducción del 0 2, es decir, empleando 

el método indirecto. 

El registro típico obtenido de una curva de calibración típica obtenida por este método se 

muestra en la figura 35, donde se observa que el valor del potencial al que se tiene Ja mayor 

diferencia entre Jos valores de ¿\i es en --0. 12 V. 

j) 

42 

36 

30 

fü 24 
(nA) 

18 

12 

6 

o 

-0.4 -0.2 00 

EM 

Figura 35 Polarogramas típicos de una cun·a de calibración obtenida por método directo en un Tris 0.1 M 
pB=8, en una matriz de plasma con adiciones de una solución 0.1 m!\.1 de B20 2: 

a) dominio de electroactividad , b) Tris 0.1 M pH=8 + catalasa )' adiciones de e) 25 µL. e) 50 µL, f) 75 µL, 
g) 100 µL. b) 125 µL, i)l50 µLy j) 175 µL 

En la figura 36 se muestra Ja respuesta lineal de la curva de calibración obtenida por esta 

metodología. 
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RF.SULT ADOS 

Figura 36 Cun·a de c.alibración de B 20 2 en Tris 0.1 M pH=8 utilizando una matriz de plasma obtenida por 
método indirecto, fii = 6.0 ± 0.01 fB 20 2] - 2.4 ± 0.2, r2 = 0.9919. 

,.\hora analizaremos si Jos datos se distribuyen con una secuencia aleatoria o presentan una 

tendencia para lo cual utilizaremos la prueba de Wald-WolfO\vitz [37]; con Jo que podremos 

establecer el intervalo lineal de trabajo, utilizando un análisis de residuos. 

En el anexo 8 se ilustra el análisis de residuos para 8, 7 y 6 observaciones, el número de 

rachas y la tendencia de los residuos ( + o -), con la información anterior conoceremos si estos 

resultados pueden representarse utilizando nuevamente un modelo lineal. 

El resumen de los parámetros obtenidos (número de rachas y número de residuos con 

signo positivo o negativo) se muestra en Ja tabla 17. 

Tabla 17 Resumen de los parámetros en la prueba de Wald-Wolfowitz. 

número de N M J número de número de 

1 rachas observado observaciones racha' teórico 
1 i 

-
' 

8 
.., 

5 
1 

3 j <3 ¡ .) 1 

1 1 1 
¡ 

7 
1 

4 
.., 

1 
6 1 3-8 1 

.) 

! 1 

6 3 3 
1 

5 1 <3 
1 

1 

i 1 
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RESULTADOS 

Como se puede observar, para 8 observaciones, el número de rachas debe ser mayor que 

3 por Jo cual se concluye que se presenta una tendencia, en tanto que para 7 y 6 observaciones el 

número de rachas se encuentra dentro del valor teórico, lo cual indica que estos resultados, 

debido a la aleatoriedad, se pueden representar mediante un modelo lineal. 

En el anexo 9 se muestra la suma de los cuadrados de los residuos para 8, 7 y 6 

observaciones que nos pe·rmitirá determinar el intervalo lineal de trabajo. 

Como se aprecia, la suma del cuadrado de Jos residuos para 8 observaciones difiere del 

valor de la suma obtenido para 7 y 6 observaciones, en tanto que estos dos últimos no difieren de 

manera aprec iable entre ~.í. 

Para corroborar Jo anterior se aplicó una prueba estadística, la cual permiti rá establecer el 

. límite superior del intervalo lineal de concentración en el método directo. 

Tabla 18 Evaluación del intervalo lineal de las cun·as de calibración para 8, 7 l 6 observaciones. 

n 7 6 5 
promedio O, 1906 0,0203 -0,0066 

desviación estándar 11 ,6030 0,4108 0,4562 

t obtenido 1, 1843 0,5420 -0,0119 

t critico 2,36 2,45 2,57 

Como se aprecia, en ningún caso, el último residuo difiere significativamente del promedio 

de los anteriores, sin embargo se observó anteriormente que para 8 observaciones hay una 

tendencia logarítmica, por lo cual al evaluar ambas pruebas estadísticas se concluye que el límite 

superior del intervalo lineal es 6.65 µM. 

Para encontrar la concentración inferior para la cual esta metodología es válida 

emplearemos nuevamente Ja definición de: 

y= YB -r 3crs. [37] 

donde encontramos una concentración de 0.0313 µM como limite de detección. 

Utilizando la definición: 

y =yB- 1Ücrfü !37J 

se obtiene un limite de cuantificación de 0.1044 µM. 

Y finalmente aplicando: 
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RESULTADOS 

se llega a un valor de 0.0157 µM como límite de decisión. 

Lo anterior nos permite establecer el intervalo de linealidad que va desde O. 1 O a 6.65 µM, 

siendo éste menor que el obtenido por método directo probablemente por la saturación de la 

enzima. 

La selectividad del método se muestra en la figura 37 donde se aprecia que a la muestra 

(a) se le efectúa una adición de catalasa, Jo que se traduce en un incremento en la señal de 

reducción de oxígeno debido a la conversión del H2Ü¡ a 0 2 y H20 (b) y una posterior adición de 

una solución estándar de H20 2, que nuevamente provoca un incremento en la sefütl de reducción 

de 0 2 generado en la reacc ión catalizada por la enzima (e). 

36 

30 

24 

~¡ 18 
(nA) 

12 

ó 

-0.4 

e) 

-O 2 00 

E (V) 

Figura 37 Respuesta de la determinación indirecta de H20 :: de una muestra plasma de un control. 
en amortiguador de Tris 0.1.M pB=S. cu~· a concentración fue de 15.5± 0.84 µM obtenida por interpolación en 

una curva de calibración; a)muestra, b) muestra + enzima~, c) muestra+ enzima ... adición estándar 
donde~¡ · se atribuye a la concentración de H20 2 en la muestra .. 
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RE.SULTADOS 

La repetibilidad se evaluó realizando ensayos por triplicado donde se obtuvo un DER de 

5.43%, en el figura 38 se muestra el registro para tres muestras. 
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Figura 38 Polarograrnas obtenidos por método indirecto al efectuar un barrido en sentido catódico del 
oxígeno en un medio de Tris 0.1 pH=8 y una matriz de plasma en tres muestras de animales control, 

a) dominio de electroactividad, b) matriz de plasma, e) adición de catalasa y 
d) adición de una solución estándar de H20 2• 
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RESULTADOS 

5.2 Comparación de ambas metodologías. 

Para realizar la comparación de ambos métodos se establecerá la igualdad de 3 

parámetros analiticos bajo los sigujentes criterios: 

a) Repetibilidad: "En el intervalo de confianza para la razón de varianzas (calculada a 

partir del porciento recuperado de exactitud al 100%, del porciento recuperado de 

linealidad del método y de la varianza del método del estudio de precisión) debe 

localizarse el valor de l ". 

b) Exactitud al 100%: "En el intervalo de confianz.a para la diferencia de las medias 

aritméticas del porciento recuperado, debe localizarse el valor cero". 

c) Linealidad del método: deben evaluarse 3 criterios. 

i) "En el intervalo de confianza para la diferencia de las medias aritméticas del 

porciento recuperado, debe localizarse el valor cero. 

ii ) En el intervalo de confianza para la diferencia de Ja pendiente de cantidad 

adicionada - cantidad recuperada debe localizarse el valor de cero . 

iii ) En el in1ervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al origen de cantidad 

adicionada - cantidad recuperada debe localizarse el valor de cero". 52 

La información requerida para llevar a cabo este estudio se presenta a continuación: 

R1 

R: 
LSIC 

LIIC 

I:x, lx2
, 

l~' · ly2 

y txy 
crr 2 

2 crdm 

Des\iación estándar del porcentaje recuperado utilizando método directo . 

Desviación estándar del porcentaje recuperado utilizando método indirecto. 

Número de porcentajes recuperados utilizando método directo . 

Número de porcentajes recuperados utilizando método indirecto. 

Media aritmética del porcentaje recuperado en el método directo. 

Media aritmética del porcentaje recuperado en el método indirecto. 

Límite superior del intervalo de confianza. 

Límite inferior del intervalo de confianza. 

Suma de los parámetros correspondientes para el trazo de la curva 

canti dad adi cionada-cantidad recuperada de cada uno de los métodos. 

Varianza de error de regresión. 

Varianza de la diferencia de pendiente. 

Varianza de la diferencia de ordenadas. 
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a) Repetibilidad 

Los resultados del intervalo de confianza son: 

LSIC = 1.3085 

LTIC = 0.2539 

RESULTADOS 

Los métodos si tienen la misma repetibilidad ya que en el intervalo de confianza se 

localiza el valor de 1. 

b) Exactitu.d al 100% y linealidad del método. 

Dado que ambos métodos presentan la misma repetibilidad, se debe calcular una 

desviación estándar promedio que es de: 

(jp = 19.5479 

con lo cual se obtienen los siguientes límites del intervalo de confianza: 

LSIC = 3.4439 

LIIC = -1 .2842 

Los métodos tienen una linealidad equivalente, en términos de porcentaje 

recuperado, ya que en el intervalo de confianza se localiza el valor de cero. 

c) Lineal.idad del método (pendientes y ordenadas al origen de la cantidad adicionada -

cantidad recuperada). 

Para evaluar este parámetro se debe calcular la varianza de error de regresión, en 

este caso da un valor de: 

' CTE - = 0.0553 

Ahora establecernos el valor de la desviación estándar de la diferencia de pendiente 

(jdm = 0.0679 

lo que nos permite establecer el intervalo de confianza para los valores de las pendientes 

LSIC = 5.5147 

LIIC = -5 .5669 

y finalmente se evalúa el intervalo de confianza de los valores de ordenada al origen por 

ambos métodos, para lo cual calcularnos el valor de la desviación estándar de la diferencia 

de ordenadas cuyo valor es de: 

crdo = 0.231 O 
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y el intervalo de confianza de: 

LSIC = 0.5252 

LIIC = -0.2652 

RESULTADOS 

Ya que en el intervalo de confianza para la diferencia de las pendientes y para Ja 

diferencia de ordenadas al origen, se localiza el valor de cero, se concluye que Jos 

parámetros analiticos de las metodologías propuestas son equivalentes. 

NOTA: Las fórmulas para este análisis se encuentran en el anexo 11. 

Además de que los métodos propuestos en este trabaj o no difieren entre sí 

signifi cativamente, hay que mencionar las ventajas de emplear estas metodologías, ambos 

estudios se realizan en presencia de un elemento selectivo como la catalasa, además de que 

el tiempo requerido para un análisis requiere menos de 20 minutos, y este tiempo es 

mayoritariamente de burbujeo de N1 para desplazar el oxígeno del amortiguador, es 

suficientemente sensible para distinguir diferentes niveles de H20 2 en sangre, son precisos 

ya que los valores de DER están entre 4-6%, el tratamiento de la muestras es el menor 

posible para evitar la pérdida de la muestra, los costos del análisis son pequeños en 

comparación con otras técnicas. 

Hay que remarcar el hecho de que los métodos propuestos compiten frente a otras 

metodologías con numerosas ventajas como son: 

• Los métodos propuestos utilizan Ja oxidación de un sustrato por un reactivo en 

ocasiones se emplean peroxidasas; particípando en dicha reacción el analito de interés, 

e incluso el diseño de sensores a base de una molécula mediadora, como polímeros o 

complejos inorgánicos, es decir la determinación no se lleva a cabo de manera 

directa. 

• En las metodologías propuestas se debe cumplir con dos parámetros, evaluación de Ja 

selectividad con el uso de catalasa y para garantizar que el incremento en la propiedad 

medida se deba al incremento en la concentración de este anali to, la adición posterior de 

H20 2 , ambos parámetros no se evalúan en los métodos reportados. 

• El tratamiento de la muestra es drástico por ejemplo para HPLC la muestra es tratada 

con hexano, ácido tricloroacético, se filtra y finalmente se diluye en metano! ; se 

emplean numerosos reactivos que en ocasiones tienen que ser sintetizados como 
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RESULTADOS 

ejemplo podemos citar una metodología que utiliza la técnica de espectrofotometria, 

para lo cual tiene que sintetizar 4-amino-5-(p-aminofenil )-1-metil-2-fenilpirazol-3-ona, 

además del empleo de Ja sal sódica de N-etil-N-sulfopropilanilina. La síntesis emplea 

tiempo y reactivos, por lo que, tanto los costos como el tiempo invertido se 

incrementan, en contraste con las metodologías que se proponen en este trabajo. 

Además a la muestra no se le realiza un tratamiento drústico, que pudiera conllevar a la 

degradación del analito, aunado a esto, el tiempo y los costos de análisis se abaten por 

la cantidad y disponibilidad de los reactivos empleados y la cantidad de desechos, por 

lo que resultan ser metodologías baratas. 

• Las matrices utilizadas en los métodos reportados son generalmente más simples (agua 

de alberca sintética, medicinas, agua de nie\·e) que las muestras biológicas (sangre, 

tejidos, orina), que dada su co.mplejidad puede presentar interferencias. 

Pese a numerosas ventajas que presentan frentt: a otros métodos hay que mencionar 

las desventajas que presentan, poi· ejemplo: 

• El método directo proporciona una sensibilidad menor con respecto al método directo . 

• En el método indirecto la medición está en función del tiempo, por lo que se tiene una 

variación superior que en el método directo. 

• El intervalo lineal es menor en el método indirecto. 

• El tipo de matriz empleada en cada método es diferente (plasma-acetona y plasma). 
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RESULTADOS 

5.3 Aplicación del método - determinación de B20 2 en muestras clínicas control y 
tratadas. 

Una vez establecidos los parámetros de la detenninación, se llevó a cabo el análisis de 

muestras, que se sabe proporcionan una diferente concentración de H~O: como respuesta a la 

administración de los diferentes fármacos . 

Para garantizar la aleatoriedad de la muestra, en cada sesión se analizaron un promedio de 

9 muestras con diferente tratamiento (generalmente 3 muestras control , 3 con metil-amina y 3 

e-on hidralazina, en este análisis no se consideraron las muestras que presentaban hemól isis). El 

tratamiento de las muestras. se describe en el anexo 4. 

Utilizando el método directo al realizar este anál isis , en muestras de animales control se 

obtiene una concentración de : 

15 .25 ± 0.85 µM con n = 20 

y por método indirecto se tiene 

15 .32 ± 0.75 µM con n = 20. 

El análisis de muestras tratadas se realizó por ambas metodologías corroborando el 

comportamiento fisiológico reportado en la literatura, en el cual , para animales estimulados en la 

producción de peróxido de hidrógeno mediante la administración de metilamina se obtuvo un 

valor de : 23.17 ± 1.35 µM y para animales inhibidos al suministrarles hidralazina se encontró : 

11.28 ± 0.47 µM utilizando el método directo y por el método indirecto se tuvieron 

concentraciones de 24.08 ± 0.97 y 10.73 ± 0.49 µM respectivamente con n = 20. 

La comparación de la concentración encontrada para cada una de estas situaciones 

(muestras de plasma de animales tratados, estimulados e ihnibidos en su producción de peróxido 

de hidrógeno, y el control ) se aprecia en la figura 39: 
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hidralazina metilamina 

Figura 39 Comparación de las concentraciones de 8 20 2, en amortiguador de Tris 0.lM pH=8, 

determinación directa •en una matriz de plasma - acetona, e indirecta •en una matriz de plasma por 
polarografía diferencial de pulsos a 10 rnV/seg. 

Para evaluar la variación de las 3 fuentes diferentes, entre tratamientos, metodologías y el 

error experimental se utilizará una prueba de Análisis de Varianza (ANOVA). 

Esta prueba nos permitirá separar y estimar si los diferentes tratamientos tienen una 

diferencia significativa en los niveles de H202 y si la diferencia entre ambos métodos es más 

grande que la debida al error aleatorio y de esta manera poder estimar su varianza. 

En este caso utilizamos un análisis de varianza de dos factores con varias muestras por 

grupo; los resultados de aplicar a nuestras determinaciones se muestran en la tabla 19 en donde 

n=20. 

Tabla 19 Análisis de nrianza de dos factores con varias muestra por grupo. 

Origen de las 1 Suma de ¡ Grados de 
1 

Promedio de Jos ! ! 

'•ariaciones 1 cuadrados 1 libertad i cuadrados Valor de Fobtenido ! \'alor de Fcrittco / 

: Metodo 1 0,6458 1 1 l 0,6458 0,3666 3,9243 
' ! Tratamiento i 3295,9502 1 2 

1 1647,9751 935,6412 3,0758 1 1 ' 
! Interacción l 10,6614 1 2 5,3307 3,0265 1 3,0758 1 

¡ Dentro de los grupos 1 200,7919 ! 114 1,7613 1 
1 

i Total 1 3508,0492 1 119 

- 75 -



RESULTADOS 

Este análisis, proporciona un valor de F de 0.3666, dado que el valor critico de Fes de 

3.9243, podemos inferir que los resultados proporcionados por ambas técnicas no difieren 

significativamente, por lo que pueden usarse indistintamente, sin embargo hay que remarcar que 

el método directo es más sencillo de llevar a cabo, debido a que los registros no deben hacerse a 

intervalos de tiempo definidos como los del método indirecto. 

Además al evaluar si las variaciones existentes cuando se aplica el mismo método se 

deben al tratamiento de la muestra, en este análisis se encuentra que el valor obtenido de Fes 

mucho mayor (935.6) que el valor de F critico (3 .0758), por lo que concluimos que ambos métodos 

nos permiten discernir entre las diferentes respuestas al administrar un fán naco que modifica, ya 

sea que estimule o inhiba la producción de H:~O: 

Cabe señalar que entre tratamientos se esperaba una diferencia significativa, porque de 

acuerdo a la literatura, las respuestas varían de acuerdo al fármaco aplicado. 

La interacción no es significativa ya que ei valor de F obtenido es menor al crítico . 

En una prueba final se corroboró el efecto que causa la administración de ambos 

fármacos (rnetilamina-hidralazina), utilizando ú.~carnente el valor medio de cada tratamiento 

con diferentes fármaco , debido a que de este último sólo se tuvieron 6 muestras. 

Los resultados al aplicar un ANOV A de dos factores con una sola muestra por grupo se 

muestran en la tabla 20. 

Tabla 20 Análisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo. 

1 
Origen de las 

1 
Suma de Grados de 

Promedio de los Valor dt F obtmid<> 1 Valor de Fcririct> 1 

1 
variaciones cuadrados libertad cuadrados 1 

! Entre métodos 0,1343 1 1 
1 

0,1343 0,2676 ¡ 10,1280 

! Entre tratamientos 165,4152 3 55,1384 109,8707 
1 

9.2766 1 
1 

1 
1 

~ 5 
1 

1 e; 1 

1 Total 
Error 1,. 05~ 3 0,.018 

167,0551 7 

Como se aprecia en esta tabla, la variación entre métodos no es significativa en tanto que 

la variación entre tratamientos sí lo es . 

Ahora estimaremos la variación, sabemos que si no hubiera diferencia entre los 

tratamientos y los métodos, entonces la suma de los cuadrados medios proporciona una 

estimación de la varianza atribuida a la variación aleatoria del error experimental . 
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RESULTADOS 

En este caso tenemos una variación debida al tratamiento, por lo cual podemos estimar la 

varianza debida a esta situación ( crtratamiento/); se sabe que el cuadrado medio entre los 

tratamientos proporciona una estimación de cro
2 + ccr tratamiento/, donde Ja varianza en la medición 

(cro
2

) es una estimación de los errores aleatorios en la me<tida, ces el número de tratamientos y 

por tanto el valor de la varianza será de : 

crtratamientos 
2 = (cuadrado medio entre tratamientos - cr0 

2
) ! 4 

CTu-atamientos
2 = (55 .1384 - 0.5018) / 4 

CTtratamiento/ = 13. 6592 

donde esta variación se debe al tratamiento al que fue sometido cada animal de la muestra . 

Sin embargo no hay que olvidar que Ja máxima impreci sión se sitúa en la escala de señal 

(!1i), ya que estos datos requieren de un mayor esfuerzo y costo experimental, mientras que los 

datos de concentración dependen de operaciones de pesar y medir volumen, que permiten 

asegurar un mayor número de cifras significativas. (Anexo2) 
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6. PROTOCOLO PARA LA DETER\IINACIÓN DE H20 2 EN MUESTR.\S 

CLÍNICAS. 

El H202 indica la participación de especies tóxicas oxidantes en el daño de los 

tejidos asociadas a la acción biológica de algunos fánnacos, así como a ciertas condiciones 

fisiológicas , como el ejercicio, o patológicas, como es el caso de Ja hipertensión arterial. 

Dada la importancia de la cuantificación de este compuesto el siguiente texto 

proporciona dos metodologías para llevar a cabo la cuantificación del H102 a nivel µM, en 

muestras de plasmas utilizando la téi:nica de polarografia diferencial de pulsos .. 

En esta técnica el peróxiao de hidrógeno proporciona una señal debida a la 

reducción a -0. 92 V vs ECS , además al reaccionar con la catalasa genera oxigeno, el cual 

presenta W1a señal de reducción a -0.20 V vs ECS; este monitoreo se puede utilizar para la 

detenninación de peróxido de hidrógeno y se han propuesto dos alternativas : método 

directo e indirecto. 

PROCEDIMIENTO 

!:. 1~ÉTODO DIRECTO 

a) Cuna de calibración. 

1. Preparar W1a solución 100 µM a partir de W1a solución estándar de H20 2 previamente 

valorada con KMn04 nonnalizado. La detenninación volumétrica de peróxido de 

hidrógeno se describe en el anexo 5. 

2. Encender el equipo y en una celda se colocan 2 mL de una solución amortiguadora de 

Tris 0.1 M pH = 8, a la cual se le burbujea N1 por 1 O minutos, al ténnino de este tiempo 

se realiza el polarograma correspondiente en las siguientes condiciones: 

E;n = -0.65 V 
E¡= -JA V 

Vo = JO mV ·s 
L1E = 50 mV 

tiempo de goteo = J gotaiseg 
Sensibilidad de la intensidad de corriente: JnA. 

3. Hacer adic iones de 25 µL de la solución estándar de H~02 y monitorear Ja respuesta 

correspondiente a cada adición. 

NOTA: Burbujear N2 por un tiempo de 2 minutos después de cada adición. 

4. Trazar la curva de calibración. 
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b) Tratamiento y determinación de H202 de la muestra. 

1. Obtener aproximadamente 1 mL de una muestra de sangre, la cual debe recibirse en un 

tubo con 0.1 mL de heparina 10 U. 

2. Adicionar 1.5 mL de acetona y centrifugar a 6000 r.p.m. durante 30 minutos. 

3. Colocar en una celda 2 mL de la solución amortiguadora de Tris 0.1 M pH = 8 y 

burbujear N2 por 1 O minutos, al término de este tiempo se realiza el polarograma 

correspondiente al dominio de electroactividad, en las condiciones antes mencionadas. 

4. Tomar una alícuota de 500 µL y vertirla en el medio, burbujear N2 por 2 minutos, al 

finalizar este tiempo se traza el polarograma. 

NOTA: Las muestras no deberán presentar hemólisis. 

5. Posteriormente se realiza la adición de 50 µL de catalasa 1000 U, se agita y se deja 

transcurrir un tiempo de 5 minutos, se burbujea N1 por 2 minutos y finalmente se vuelve 

a trazar el polarograma. 

NOTA: Para confirmar la señal se deberá realizar una adición de una solución estándar de 8 20 2, con 
la previa inhibición de la enzima con 50 µL de azida de sodio 0.1 M 

6. Interpolar el valor del ~i (~i de la muestra - ~i de la muestra de~pués de la adición de la 

catalasa) en la curva de calibración y obtener la concentración de H202. 

JI. MÉTODO INDIRECTO 

a) Cun·a de calibración. 

1. Preparar una solución 100 µM a partir de una solución estándar de H20 2 previamente 

valorada con KMn04 normalizado. 

2. Encender el equipo y en una celda se colocan 2 mL de una solución amortiguadora de 

Tris 0.1 M pH = 8, a la cual se le burbujea N2 por 1 O minutos, al término de este tiempo 

se realiza el polarograma correspondiente en las siguientes condiciones: 

Em = 0.05 V 
&.= -0.52 V 
vb = 10 mV/s 
.ó.E=50mV 

tiempo de goteo = l gota1seg 
Sensibilidad de la intensidad de corriente 1 nA 

3. Hacer una adición de 50 µL de catalasa 1000 U, burbujeaí por un tiempo de 2 minutos, 

posteriormente realizar adiciones de 25 µL de la solución estándar de H202 y 

monitorear la respuesta correspondiente a cada adición de la siguiente manera: primero 
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encender el registro, en el segundo 5 realizar la adición de la catalasa, agitar por 2 

segundos y empezar el barrido de potencial al segundo 8. 

4. Trazar la curva de calibración. 

b) Tratamiento de la muestra. 

1. Obtener aproximadamente 1.5 ml de una muestra de sangre, la cual debe recibirse en 

un tubo con O .1 mL de heparina l O U. 

2. Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 30 minutos. 

3. Colocar en una celda 2 mL de la solución amortiguadora de Tris 0.1 M pH = 8 y 

burbujear N2 por l O minutos, al término de este tiempo se realiza el polarograma 

correspondiente al dominio de electroactividad en las condiciones antes mencionadas. 

4. Tomar una alícuota de la muestra de 500 µl, verterla en el medio y trazar el 

polarograma. 

5. Hacer una adición de 50 µL de catalasa 1000 U previamente sonicada por 15 minutos, 

siguiendo el patrón de tiempo antes mencionado. 

NOTA: 
•:• Las muestras no deberán presentar bemólisis. 
'°' Para confirmar la señal se deberá realizar una adición de una solución estándar de H20 2• 

6. Interpolar el valor del .!li (.!li de la muestra después de la adición de la catalasa - .!li de 

la muestra - ) en la curva de calibración y obtener la concentración de H20 2. 
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7.0 CONCLUSIONES 

Debido a que el peróxido de hidrógeno tiene efectos biológicos adversos se 

requieren cada vez métodos más sensibles y selectivos para la cuantificación del mismo en 

las áreas clínica, de alimentos y ambiental. 

El presente trabajo demuestra la posibilidad de determinar el peróxido de hidrógeno 

(H20 2) utilinmdo la polarografia diferencial de pulsos, de manera directa e indirecta, en 

muestras de plasma de animales control y tratados, técnica que aún no ha sido reportada 

como una alternativa a otras metodologías reportadas . 

Se realizó el desarrollo analítico, evaluando parámetros como amortiguador, matriz, 

porcentaje de recobro, intervalo lineal, entre otros; de donde a partir de las curvas de 

calibración iii = f([H20 2]) se encontraron las siguientes condiciones operatorias para lograr 

la determinación de este analito con calidad. 

CONDICI01'""ES PAR.\ LA DETE~flNACION 
DIRECTA PARÁMETRO INDIRECTA 

-0.65 a -1 .4 V vs ECS intervalo de potencial O.O a -O .52 V vs ECS 
Tris 0.1 M pH = 8 amortiguador Tris 0.1 M pH = 8 

plasma-acetona matriz plasma 
100 U Concentración de enzima 100 U 
22º C Temperatura 22º C 

Con las cuales se obtienen los siguientes parámetros estadísticos: 

P ARÁ.\IETROS ESTADISTICOS 
MÉTODO DIRECTO MÉTODO INDIRECTO 

11i = 3.03±0 09(H202] + 0.13±0.07 

0.09- 10.00 µM 
0.014 µM 
0.027 µM 
0.090 µM 

99.8 
4.89% 

ecuación de calibración 
intervalo lineal 

límite de decisión 
límite de detección 

limite de cuantificación 
porcentaje de recobro 

RSD 
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Estos métodos permiten distinguir entre los diferentes niveles de H20 2 por lo cual 

las condiciones obtenidas fueron aplicadas en la determinación de muestras de plasma de 

animales a los que se les suministró un fármaco (metilamina o hidralazina) que modifica la 

concentración de H202 como respuesta a dicha administración. 

CONCENTRACIÓN (µM) 

Tipo de muestra Determinación directa 1 Determinación indirecta 
Control 15.25 ± 0.85 15.32 ± 0.75 

Estimuladas 23.17± 1.35 24.08 ± 0.97 
Inhibidas 11.28 ± 0.47 10.73 ± 0.49 

Ambas metodologi as presentan ventajas comunes con respecto a otras reportadas en 

la literatura como son: límite de detección bajo, gran precisión, porcentajes de recobro muy 

cercanos a 100 y un tiempo de análisis pequeño, además de otras como la selectividad y 

pruebas de confirmación (adición de catalasa y de una solución estándar). Lo antes 

mencionado permite el analisis de calidad de un gran número de muestras. Pero, sin lugar a 

duda la mayor ventaja es que no se requiere utilizar un tratamiento drástico, por lo que 

resulta una metodologia poco costosa y la pérdida de la muestra es mínima, lo que permite 

un ahorro en tiempo, costos y una disminución considerable de los residuos contaminantes. 

Lo anterior en contraste con las metodologias reportadas en donde se requieren grandes 

cantidades de disolventes orgánicos o reactivos con un grado de pureza elevado, además de 

que la muestra requiere un tratamiento drástico que puede conllevar a la pérdida del analito 

de interés, el cual se cuantifica de manera indirecta. 
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ANEXO l. Alternativas para la cuantificación de H202 empleando técnicas no 

electroquímicas. 

Descripción breve de· algunas metodologías propuestas para la cuantifición de 

peróxido de hidrógeno. 

» En 1989 Avi Nahum determinaron este analito por una reacción con ácido p­

hidroxifenil acético o L-tirosina como sustratos y una reacción posterior con 

isoluminol .. utilizando un equipo de HPLC con detector espectrofotométrico donde se 

utiliza una columna LC18 y LCNH2. [41) 

» En 1998 st: realizó dicha determinación en agua de nieve por quimioluminicencia al 

reaccionar con peryodato en medio alcalino, el límite de detección reportado es de 

5x10-9 M, por lo cual esta metodología cuantifica al nivel de trazas . [42] 

» Un senwr óptico ha sido preparado al incorporar azul de meldona en capas de sol-gel, 

escogido por su transparencia óptica, de rápida respuesta en un intervalo de 

concentraciones de 10-8 a 10-1M, de gran estabilidad mecánica, químicamente inerte y 

estable por un período de 20 días. [43) 

» Además hay reportes de un sistema empleando ftalocian.ina como sustrato en una 

reacción con H20 2 catalizada por peroxidasa con un intervalo lineal desde 2x10-9 

hasta 2x10-7 M y un lÍplite de detección de l.4xl0-9 M; utilizando como sistema de 

detección la quimioluminiscencia a 610 y 678 nm. [44) 

» En el 2001 se reportó ~ sensor óptico a base de azul de Prusia a 720 nm probado en 

medicinas -analgésicos y vitaminas- con intervalo lineal de 0.2 hasta 8 mM. [45] 

» También se han des~ollado metodologías que permiten el uso de 2-hidroxi-1-

naftaldehído como susJ;rato monitoreando la reacción con H202 por la peroxidasa de 

rábano al utilizar la espectrofluorometría de onda de emisión como técnica evaluando 

la respuesta a 414 nm y 296 nm con aplicación en la determinación de peróxidos en 

polietilenglicol. (46] 

" Además Zappacosta et al. utilizan el método reportado por Kietzman et al. [47] y lo 

aplican para cuantificar el peróxido de hidrógeno en muestra de condensado de 

aliento exhalado utilizando la técnica de quimioluminiscencia. [48] 

,._ En una publicación reciente Paí:d.zioch-Czochra M. y Windenska A proponen la 

determinación de H20 2 por espectrofluorometría como una forma de cuantificar la 
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actividad de un barredor de radicales libres de oxigeno en té e infusiones de hierbas a 

pH = 7.5 y 1 U de peroxidasa. (49) 

;¡... Guo-Jun Z. et al. de la Universidad de China hicieron su aportación a la 

determinación de dicho analito con el diseño de un reactor que no necesita reactivos 

para la quimioluminiscencia basado en la inmovilización de peroxidasa de rábano 

sobre una membrana de quitosana biocompatíble y un reactor posterior donde el 

luminol fue inmovilizado sobre resinas de intercambio iónico en un tubo de vidrio, 

lugar en donde se realiza la detección, los volúmenes de muestra son de 30 µL y se 

tiene dos regiones lineales de trabajo 10-7 a 10-5 M y 10-5 a 10-3 7 M con un límite de 

detección de 1 o-8 M y una DER de 1.1 %, la estabilidad del sensor es de 3 meses. 150] 

';, En ese mismo año, en el departamento de Química de la Universidad de Grecia se 

realizó la determinación de H20 2 del orden de concentraciones nanomolares usando 

un sistema de inyección combinado con un reactor enzimático, las condiciones 

operatorias fueron: amortiguador de fosfatos 0.1 M, f... =590 nm, con un intervalo 

lineal de 20;. 700 nM, temperatura de 25ºC y una desviación estándar de 1. 7%, este 

método está basado en la reacción en la cual una sustancia colorida se forma por 

oxidación de dos cromógenos, dicho método fue probado en procesos de limpieza. 

[51) 

;¡... Sin embargo, siempre se ha puesto en duda acerca de la veracidad de los métodos, así 

Veljovic-Jovanovic S., Noctor G. y Foyer C.H., examinaron la autenticidad de dos 

métodos para la determinación de H20 2 en el tejido de las hojas, demostrando que el 

ácido ascórbico presente del extracto de hojas interfiere en dicha determinación. La 

reacción monitoreada es un ensayo cromogénico acoplado a peroxidasa donde el 

H20 2 se determina por oxidación de 3-metil-2-benzotiezolium hidrazona y ácido 3-

dimetilamino benzoico a 590 nm; además se estudia una segunda metodología 

utilizando la técnica de quimioluminiscencia por reacción con el luminol, cuya 

metodología argumenta que tiene una notable mejoría por la adición de ferricianuro al 

incrementarse la señal debida a H20 2, elevando así la sensibilidad de la metodología 

en un intervalo lineal de 40-120 nmol/g. [52] 

);> También Kouzuma T. et al . desarrollaron un método enzimático para medir albúmina 

en muestras biológicas donde se genera H20 2, el cual es medido por reacción con un 
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cromógeno y una peroxidasa; la medición de la respuesta se efectúa a 546 y 700 nm. 

(53) 

);. Chen et al. proponen el uso de tetrasulfonftalocianato de hierro para esta 

determinación, con monitoreo por fluorescencia que permite detec:tar 5x-l 0·9 M a 414 

y 323 nm Los resultados demuestran que este compuesto cataliza la reacción 

fluorogénica entre H20 2 y L-tirosina, realizada exi tosamente a pH=l0.5 en un tiempo 

de reacción de 15 minutos y a una temperatura de 25ºC. (54} 

);>- En el estudio realizado por . .<\rakawa et al. se determinaron catecolaminas, vía Ja 

reacción de H20 2 con un cromógeno uti lizando la quimioluminiscencia como técnica 

de detección. Dicha metodología permite la cuantificación de este compuesto en un 

intervalo de 10·7 a 10·3 M con un límite de detección de 10-8 M en muestras de té, 

tiene un tiempo de reacción de 30 minutos, el pH varía de acuerdo a la catecolamina 

(pH=l O ó 13) y el reactivo cromógeno es bis(2,4,5-triclorofenil ) oxalato. 155} 

;... Usando una radiación UV en línea post-columna se determinaron peróxidos 

orgánicos y peróxido de hidrógeno por HPLC con detección por quirniluminiscencia 

con peroxioxalato, las condiciones para la determinación fueron pH = 7.5, con una 

concentración de 0.5 mM, una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, una composición de 

fase móvil de 60% acetonitrilo y un límite de detección de 1.1 µM . (56) 

• 
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ANEXOS 

ANEXO 2. Calibración del material volumétrico 

Descripción breve de la metodología para la calibración del material volumétrico. 

Pipeta ' 'olumétrica (2 mL). 

• Pesar un vaso de precipitados seco. 

• Tomar el volumen de agua destilada correspondiente a la pipeta volumétrica. 

• Medir Ja masa del vaso de precipitados que contiene el agua. 

• Realizar por este procedimiento por triplicado. 

Bureta (25 mL). 

• Llenar la bureta con agua destilada. 

• Vener el volumen contenido en la bureta lentamente en un vaso de precipitados 

previa.111 ente pesado realizando adiciones de 5 1nL y midiendo la masa del vaso 

después de cada adición. 

• Realizar por este procedimiento por triplicado. 

Matraces volumétricos (25 y 50 mL). 

• Pesar el matraz volumétrico. 

• Llevar la base del menisco al centro de la señal de enrase con agua destilada. 

• Pesar nuevamente el matraz volumétrico conteniendo el agua. 

• Realizar por este procedimiento por triplicado. 

NOTA: En todo momento es indispensable medir la temperatura del agua que se utiliza para la 

calibración. 

Resultados de la calibración del material volumétrico utilizado. 

En la tabla 21 se presenta los resultados de Ja calibración del material volumétrico 

utilizado; para Ja posterior determinación de la incenidumbre en la concentración de H20 2. 

Tabla 21 Calibración del material volumétrico utilizado. 

MATERIAL VOLUMEN 

Pipeta volumétrica de 2 mL 2 001 ± 0.002 

Matraz aforado de 25 ml 24 . 9 ~ ±o 02 

Matraz aforado de 50 mL 49.9; ± 0.02 
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ANF.xOS 

Las cartas de corrección de volumen de la bureta se muestran en el anexo 3 y la 

incertidumbre en la balanza es de: 0.1 mg. 

La estimación de los errores en la preparación de la solución estándar nos permite 

conocer la incertidumbre en la concentvación de H202 que es 100±0.13µM con una 

desviación estándar es de 0.125, resultado de evaluar la propagación de errores aleatorios 

bajo el siguiente modelo. 

cryly = [ (cra/a)2 + (crt/b)2 + (crclc)2 + (crci/'d)2
] v, . 

en donde a, b, e y d son los promedios y cra,b,c y d es la desviación estándar de a, b, c y d 

respectivamente. 

A partir de esta información podemos saber de que variable, dependiente o 

independiente, proviene la mayor incen.idumbre. 

En la tabla 22 se muestra el intervalo de confianza para una serie de datos: 

METODb DIRECTO METO DO INDIRECTO 

[H202] (µM) iii (nA) [H20 2] (µM) iii (nA) 

0.85 ± 0.12 
l 

3.58 ± 0.5 1.02 ± 0.13 10.28 ± 0.5 

1.67±0.12 7.08 ± 0.5 2.02 ± 0.13 16.00 ± 0.5 

2.48 ± 0.12 10.50 ± 0.5 2.99 ± 0.12 22.64 ± 0.5 

3.26 ± 0.12 13.92 ± 0.5 3.94±0.12 27.28 ± 0.5 

4.03 ± 0.11 20.42 ± 0.5 4.87 ± 0.13 32.85 ± 0.5 

como se puede apreciar en la tabla 22 la mayor incertidumbre proviene del eje "y". 
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ANEXOS 

ANEXO 3. Calibración de la bureta de 25 mL. 

La bureta de 25 mL presenta una desviación estándar de 0.1140 y un D.S.R. de 

1.94%; la carta correspondiente de corrección de volúmenes se presenta a continuación: 

Cal. Bureta 25 ml 
30 ~ 
25 ~ 

i 20 . 
15 1 

1 

~ > 

,----· 

-0 .1 -0 .05 o 
6V{mll 

ANEXO 4. Tratamiento de las muestras 

grupos. 

Se utilizaron ratas Wistar, macho de 200 a 250 g de peso, divididas en cuatro 

El primer grupo se utilizó como control, por lo cual no hay administración de 
1 

ningún fármaco. 

El segundo recibió hidralazina en dosis única de 100 µg/kg de peso por vía 

intravenosa. 

El tercero recibió la metilamina a la dosis de 200 mg/kg por vía intrapeneana. 

Finalmente, al cuarto grupo se le administró metilamina a la misma dosis y vía, 2 

horas antes de la administración de la hidralazina. 

El tiempo de acción de cada fármaco una vez suministrados a los animales fue de 2 

horas para la metilamina y de 15 minutos para la hidralazina, transcurrido este tiempo de 

administración se anestesió a los animales con uretano y cloralosa a la dosis de 800 y 50 

mg/kg de peso respectivamente, en volumen de 1 mL por cada 100 g de peso y se les tomó 

una muestra de sangre de aproximadamente 4 mL por punción cardiaca. 

Se depositó 1 rnL de sangre en cada tubo que contiene 0.1 mL ( 10 U) de heparina 

como anticoagulante. En los casos en los que se adicionó un agente precipitante de 

proteínas se mantuvo la relación de 1 :2.5 en el caso de acetona y de l :2 para metano] y 

acetonitrilo. 

Finalmente los tubos que contenían a las muestras se centrifugaron durante 30 

minutos a 6000 rpm. (57] 
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ANEXOS 

ANEXO 5. Determinación volumétrica de peróxido de hidrógeno. 

El permanganato de potasio se estandariz.a con oxalato de sodio seco que se disuleve 

en H2S04 IM, se efectúa una adición del 90-95% del volumen necesario de K.Mn04, a 

temperatura ambiente, y la valoración se term:iria a una temperatura de 55-60º. Se resta el 

valor del blanco, para tener en cuenta la cantidad de titulante que tiñe la disolución. (58) 

A.l'tiEXO 6. Análisis de residuos para la determinación de peróxido de hidrógeno por 

método directo. 

Ca O!l'tra::iái VsJcr dXFTicb Proró!tk;c peri y P8sidJ:Js hJnóslico pJrW y PBsd.o5 Prorático,,... y Rs6ici.os 

1.0210 3.0 3.3831 -0.3831 3.2207 -0.2207 3.24476003 -0.2447í 
2.0171 6.5 6.3441 0.1559 6.2344 0.2656 6.24962491 0.25017 
2.9892 9.5 9.2338 0.2002 9.1754 0.3246 9.18247797 0.317 
3.9381 12.0 12.0547 -0.0547 12.0464 -0.0464 12. 045300 -0. 
4.a347 15.0 14.0092 0.1~ 14.8499 0.1501 14.8407733 0.15922671 
5.7698 17.0 ' 17.4996 -0.4996 17.5882 -0.5882 17.5712297 -0.571229 
6.6540 20.0 20.1282 -0.1282 20.2635 -0.2635 20.2389171 -0.2389171 
7.5182 23.0 22.6970 0.3030 22.87~ 0.1220 22.8459752 0.15402481 
8.3629 25.5 25.2001 0.2919 25.4338 0.0062 25.3944477 0.1 
9.1889 27.6634 0.3366 ' 27.9328 0.0072 27.8862875 0.11371251 
9.9967 ~.0048 0.4352 r ~.3768 0.1232 
10.7870 32.4139 -0.9139 

ANEXO 7. Cuadrado de los residuos para 12, 11 y 10 observaciones en la 

determinación de peróxido de hidrógeno por método directo. 

Observación Cuad -ado de /os re ;duos 
1 0.1468 0.0487 0.0599 
2 0.0243 0.0706 0.0626 
3 0.0709 0.1 054 0.1008 
4 0.0030 0.0022 0.0021 
5 0.0364 0.0225 0.0254 
6 0.2496 0.3460 0.3263 
7 0.0164 0.0694 0.0571 
8 0.0918 0.0149 0.0237 
9 0.0852 0.0044 0.0111 
10 O. 1133 0.0045 0.0129 
11 0.1894 0.0152 

12 0.8353 

suma 1.8623 0.7037 0.6819 
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ANEXOS 

ANEXO 8. Análisis de residuos para la determinación de peróxido de hidrógeno por 

método indirecto. 

Conc-.ción 11 Vsit:Y ottenido 11 Pronóstico,,.,. Y 1 ResiciJos ~ ~ ,,.,. y 11 Residuos n Prorróstico ,,.,. y H ResiciJos 

1,0210 10,0 10, 1607 -0,1607 9,7884 0,2116 9,7488 0,2512 
2,0171 15,0 15,8500 -0,8500 15,6826 -0,6826 15,6678 -0,6678 
2,9892 22,0 21 ,4215 0,5785 21,4349 0,5651 21,4441 0,5559 
3,9381 27,0 26,8500 0,1492 27,0502 -0,0502 27,0830 -0,0830 
4,8647 32,5 32,1524 0,3476 32,5334 -0,0334 32,5891 -0,0891 
5,7698 38,0 37,3307 0,6693 37,8890 0, 1110 37,0072 0,0328 
6,6540 

f 
43,0 42,3899 0,6101 43,1215 -0.1215 n 

7,5182 46,0 47,3342 -1 ,3342 11 

A,"\1"EXO 9. Cuadrado de los residuos para 8, 7 y 6 obsen·aciones en la determinación 

de peróxido de hidrógeno por método indirecto. 

1 Observación 11 Cuadrado de los residuos 1 
1 0,0258 0,0448 0,0631 
2 0,7392 0,4660 0,4459 
3 0,3346 0,3193 0,3090 
4 0,0223 0,0025 0,0069 
5 0, 1208 0,0011 0,0079 
6 0,4480 0,0123 0,0011 

7 0,3722 0,0148 

8 1,7800 
suma 1 3,8430 1 0,8609 11 0,8339 1 
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A.NEXOS 

ANEXO 10. Comparación de ambos métodos (36]. 

A continuación se presentan las ecuaciones para la evaluación de criterios de los 

parámetros que nos servirán para establecer esta igualdad. 

A) Repetibilidad 

LSIC = (cr1 2 I cr/) * F 

LIIC = (cr1 2 I cr/) • 1 1 F 

F = (N 1-1) grados de libertad en el numerador y (Ni- l) grados de libertad en el 

denominador. 

B) Exactitud al 100% y linealidad del método (porcentaje recuperado). 

Caso 1. Los métodos tienen la misma repetibilidad. 

crp = [((N1-1) cri 2 - (Ni-1) cr/) / (N i + Ni - 2)] 

LSIC = (Ri - R2) + t * crp * (1 / Ni+ 11 N2 )
112 

LIIC = (R1 - R2) - t • crp * (1/ N 1 + 11 N2 )
112 

t = (Ni + N2 - 2) grados de libertad. 

C) Linealidad del método (cantidad adicionada- cantidad recuperada). 

crE2 = [(:Ey1 2
- m1I xy1 + b1I Y1) + (:Ey/- miI xy2 + b1:E Y2)] I (t1 n1 + t2 n2 -4) 

Pendientes de la cantidad adicionada - cantidad recuperada 

crdm2 = crl * [ l / (Ix12- (:E xi)2 I (n1t1))) + (1 / (:Ex/- (I X2)2 I (n2t2))] 

LSIC = (m1 - m2) + t • (crdm2
)

112 

LilC = (m1 - m2) + t • (crdm2)112 

t = t1 n¡ + 12 n1 - 4 

Ordenadas al origen de la cantidad adicionada - cantidad recuperada. 

crdo2 = crE2 
• [ 1 I niti + 1 1 n1t2 + (Ixi/I (ni 2ti 2 (l xi 2 

- (Ixi)21 nit1)) 

+ (:Ex~ )2
/ (n/t/ CE x/ - (Ix2)2I n1t2)) ] 

LSIC = (bi - b1) + t • (crd0
2) i12 

LilC = (b1 - b2) + t * ( crd0
2

) i/2 

t = t¡ ni + t1 n1 - 4 
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ANEXOS 

ANEXO 11. ANOVA de dos factores (37,38]. 

El ANOVA (Análisis de Varianz.a) es la prueba estadística que permite la 

separación de las tres fuentes de variación: variación entre bloques, variación entre 

tratamientos y variación aleatoria debida al error experiemental. 

Las fórmulas para le cálculo de la variación de las tres fuentes diferentes se dan en la 

siguiente tabla: 

FUENTE DE SUMA DE 
VARIACIÓN 

CUADRADOS 

Entre filas :E T2¡/ nc-C 
1 

Entre columnas ' :ET- .¡ nc-C 
. } 

J 

Interacción por diferencia 

1 

Residuos 2 2 / :E x ijk - l:: '[ ij n 

Total l::x\k -C 

donde: 

n = número de mediciones repetidas en cada celda 

r = número de filas 

c = número de columnas 

C = término de corrección = T2 
/ nrc 

T; = total de la fila i-ésima 

T1 =total de la columnaj-ésima 

T = gran total 

GRADOS DE 

LIBERTAD 

r - 1 

c - 1 

por diferencia 

rc(n -1) 

rcn - 1 

X¡_¡t = k-ésima réplica en la i-ésima fila y j-ésima columna 

T !J =total para la celda de la i-ésima fila y j-ésima columna. 
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