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PAPEL DEL INTERCAMBIADOR SODIO-CALCIO EN LA
RELAJACION DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL DE
COBAYO. Herrenn Mendoza P *(svalade por Rafac! Rubic Garew ),
Espencucta Monsvass V.M *, Romero AC * 3 Espmosa Tanguma
R* De de Fiswlome v Farmacologie de b Facuhad de
Medicma de s UASLP. San Lus Potos. S.LP Mexco, 78210. Tel
444.-826-2345 ext 552, FAX 444-8]76976, espmosrZuastp. mx.

Lz parocip fi | de! miercambador sodic—<alew (NCX) de!
plasmalems durante ls relajacion del muscuio iiso de las vias acreas es
comroversial En fecha recremic enconramos que la velocidad de
relaacion (medida como el bempo necesanc pars aicanzar el 50% del
tom! de la relapcion © Te,) de anilios de taques de cobevo,
previsments  contwdos con  Hislamma  s¢  increments
ngmficstivamente cuande los mnillos son brvados cop soluciones
libres de sodio (@Na)” Tambser enconmramos que las sohxciones TNa

F la tension producids por la H Lo
amenor sugere que ¢ NCX panope oo b regulacion de s
concentracion de calcic luler er este ic Enelp

trabar estudiamos con mas detalie Jos efectos de las soluciones bibres
de sadie er anilios de traguer de cobave proviamenie contrados con
Hisamma  Probamos ¢! efecte de Nifedipine (un blogueador de Jos
canales de calcio dependientes de vole! Thapsiprpme v Acide
Ciclopiazomico  (dos mhibwdores de I Ca-ATPesa del rencule

sarcopl ). Diclorob i (un mhindor no especifice del
NCX) v de soluciones libres de calzio Los resultados obterudos hasta
este que las resp mducidas por soluciones

@Na son dependientes de calcic extacehilar y blogueadas por el
Acide Ciclopiazonice . Apovado por CONACYT 33401-N a RET
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INFLUENCIA DE LA HIDRALAZINA Y METILAMINA
SOBRE LA CONCENTRACION DE FPEROXIDO DE
HIDROGENO EN EL PLASMA DE RATAS. Lorenzana-
Juménez M., Vidno H . Dizz-Ansta P * v Bazza A * Deparamento
de Farmacologia, Facultad de Medicine vy Deparamenic de
Electroquimica Facubad de Quimice UNAM Mexico, D.F 04510

La ldralazine es un vasodilaiador cor mecarismo de accion
desconocide. Inhibe vanas enzimas. entre elias 2 l2 amuno oxidasa
sensible 2 la semicarbazida (SSAOQ), cuve papel fisiologico se
desconoce, aunque se sabs que utiliza aminac primanias como
sustrato para generas peroxido de hudrogenc (H:O:) entre otros
productos v que abunds en ¢! musculo Liso vascular Puesto que el
H-O- liberz al prostanoide vasocomsm:tor tomboxanc A; es
posible que por esta viz ke SSAD esté mvolucrada er Iz regulacion
de! tone vascular Por otre lado, Iz hidralazina ambiér se concentra
en ¢ muscule lise vascular, por lo que heme: postulado que al
inhidbrr 8 is SSAD en ese tejde, se dismunuve I produccion de
H:0- v por le tanto el tone vascula: El presente estudic pretende
confirmar parcialmente esta hipotesis |, determunande s
concenwacion de H:O. en ratas prewmizdas con menlamune un
sustato de la SSAQ, v con hdralazine come inhibider de esa
enzma El H,O- se determuind directz ¢ indusctaments ec musstras
de plasms por polarografie diferencial de pulsos, unlizande un
polarografe Metrohm €22 con un sistema de mes eiscvodos  unc de
Tane)c goieante de Hg® uno de alambre d: Au" como auxibiar »
otrc de calome! de referenciz todos acoplados & un paficador La
meulaming sumente significativamente los mveles de HaO: » L2
hidralazinz Jos dismunuvé, comprobandose asi la  hipotesis
pl da Los Itad bien sugierer que l@ medicion de
H:0O: puede constitur un método sencilic para determunar la
actvidad de s S5A0

C-30

LA OUABAINA PRODUCE UNA CONTRACCION
BIFASICA DEL MUSCULO LISO TRAQUEAL DE
COBAYO: PAPEL DE LOS RECEPTORES E. Navarro Huerts
MP* Valle Aguiers JR*. Sanchez-Armass S v Espinosa
Tang R " Depar de Fisiologis de le Faculad de
Medicina de la UASLP San Luis Potosi, S.LP Mexico, 78210,
Tel 444-826-2345 ext 552, FAX 444-817-6976,
espinosTi@uaslp mx

La b es un dyoml d con efe INOLOPICOS
posiivos En ¢! musculo hiso tragueal de cobaye ls ouabeira (10
M) prod uns o bifa en los pnmeros 60 mun
despucs de su admim oo La conmaccion bifasics estas firmads

por dos contracciones ransgonas ks primerz mempre es de mayor
magniud perc de menor duracior que is segunda  Ambas
contracciones son dependientes de caloic extracelular v de la
acovacion de cansles de calcie dependiemies de  volmye,
parculmente dependientes de iz liberacion de acenbcoline por iss
termunaies nerviosas colinérgicas y del intercambiador sodic <alcie
Sin embarge, no se el o los mvolucrad = er ¢!
proceso de relmacion Es el presente trabajc estudiamoi ¢ efecto
dei propranolol (10 M emeagonista de lo: receptorss £ v o la neo-
nito-l-arpmine metil ester (107 M) durante ks contaccion bifisica
inducicz por le ousbams ev anilios de taquez de cobaye Les
resultasos indican que la pe-mro-l-armning met! ester no modifice
ls respuesta contracti! de la ousbaina Siz embargo propranciol
nbubio en un 77 % la relajacion observads en la contraccion
inducida por ousbaina De tal manera que se fusionan las dos
conmaccwones refendas Concluimos que la ouabaiie ademas de
estmular ks Liberacion de acetilcolinz tambier induce iz liberazion
de norsdrenaling ie cual a! actuar sobre receplores |, favorece la
relajacion de! mussule hiso tragueal de cobaye Apoyade por
CONACYT 33401-N & RET
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ATEROTROMBOSIS E INHIBICION DE LA FIBRINOLISIS
POR LIPOPROTEINA(s) De ls Pefiz Diaz A' (avaladc por
Fernandez Guardiole Augusto), lzagwrre Awie R', Cardoso
Saldafe G, Zamors Gonzalez ), Bannagarrememiens F° y
Angi¢s-Cano E' | lInsunno Nacional de Cardiologia "Ignacic
Chavez™ 2 Insumto Nacional de Neurolopa, Mexico, DF 3
INSEFM U 460, Pans, Francia

Ls enfermedad aterotrombotica es una de las pnncipales causas de
morbilidad y monahdad en los paises occidentales. Factores tanto
gencticos come amhentales dan ongen & |z ateroscierosis v & ellos
debe sumarse 2 hiporpoteins (2) La presenciz de una LDL en su
estructura. se asociz a! desarrolio de ateroszierosis v la presenzia de
la apoiipoproreiz (2] con unz mmhibicion compeutva del
plasmunogenc parz generar piasmune favorsciends lz mombosus
Por estos motivos st considers & la Lp{e ¢! punic comun entre la
aterosclerosis v 1z rombosis

Lz grar heterogen=idad estuctural de Iz molsculz de apoia) se
taduse en un: heteropeneidad  funcional come nhubidor
compenuvo de! plasminogene por I gue es imponante resaltar que
existen diferencias en i2 concentracior v en lz presencia de distintas
isoformas en poblaciones penéucaments diferentes v las diferencias
s¢ encuenTan no solo enme individuos sine entre poblaciones

Esie wabajo propone unz nueve esoalegia pare expiorar la
capacidac rombogemza de iz Lp(z & traves del estudio funcional
de lz union de la apofa) & la fibrinz come indicador de Iz asociazion
de Iz Lpiz; al procesc aterorombotice

Con esu fnelidad s¢ esmudiaror un grupe de enfermos con
manifesiaziones aterogomboticas 105 con enfermedad aneral
coronans (umorn & la fbrnne=0 155=0.12 nM apola)} v 52 con
enfermedad vascular cerebral (union 2 la fibnina=0 268=0.15 nM
apoia)) Los resuhados se compararon con los de 9] controles y
confirmar que existe unz asociacion entre la umion de Lpia) a la
fibnina y 12 enfermedad aterorombotica
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Electroanalytical Determination of Hydrogen Peroxide in Liquid Biological Samples

PATRICIA DIAZ-ARISTA', MARTE LORENZANA-JIMENEZ*?, HORACIO VIDRIO® & ALEJ AN

D20 BAEZA'

Iqu:.»arf.f:mem.:J de Quimica Aralinca, Fa.;.'nfmd de Quimica, UNAM.

*Departamento de Farmacologia., Faculiad de Medicina UNAM, A.P. 70-343, Ciudad Universitaria, México DF CP (-

2. Covoacan

*meriej@servidor unam mx

Determination of hydrogen peroxide (H,O,) in aigher
animals has achieved great importance as this product in-
dicates toxic tissue damage due to external factors, par-
ticularly oxidative stress. In addition, it is associated with
the biological action of some drugs, and with physiologi-
ca. anc pathological conditions such as exercise. a-terial
hypertensior. and heart failure [i] Current spectropho-
tometric ané HPLC methods of H.O- analysis are indirect
and require time-consuming chemical sample preparation
that often izads to degradation of H,O, [2,3]. In contrast,
electrochemical measurements require little if any sample
preparatior.. and appear to be more suitable for H-O- de-
termindtions, even in siti [4]. The aim of this work is to
determine H-O; in normal plasma directly by differential
pulse polarography (DPF), as well as indirectly detecting
the oxyger produced by the addition of catalase.

m-

peak current (nA)
o

0 1 2 3 4 5 6
H,0; concentration (;M)

Fieure 1. Czl.o-=lion plots for the direct detzrmination of H:O: in the
presence of sovetz! matnix samples. Linear correlation parameters are

o Tris buffer ==1.567 $+0.11, m=3.08 = 0.05. © = 0.9975. m plasma
b=1268=017 m=3.03%013 7 =029 A serumb=2.778 = 015,
o b = L I3 = 09945 e plasma-methanol b=3.050 = 007,
pi=1 21 =011 7 =0.9967; * plasmz-ketons =3 .092 £ 0.09. m=1] 46=
Uia = wyEy

METHODS: 2 Mewohm 622 Polarograph wa: used combined with a
663VA Siand with a mercury dropping elecirode (DME). A polished
go]u foi! and 2 szrurated calomel electrode (SCE) were used as auxil-
iany and reference electrode respectively. All assays were performed in
0.1 M Tris buer solution (TBS), pH 8.0. Differential pulse polaro-
grams were obiained scanning potential at v = 10 mV/s. applying a
potential pulsz of AE=50mV. Dropping time was I s.

12

Calibration plots. current as a function of zzzrzmisation. .3 =
f{[H,0]). for direct determination were performe: w:== siandard solu-
tions of H,0, (Merck) in the range of 1 to 10 % = TBS Nitrogen
bubbling was emploved to remove ambient oz = TBS Indirec
determination was performed mixing H.0. sta-zz-: s2.10Ns With an

appropriale amoun: of catalase during ten m:r 1=, To¢ oxiger pro-
duced was detected by electrochemica! reduc - DME withow
nivogen bubbiing Determinations were mads 1 -zzzz0 plasme and
ir. samples treated previously with severa! prots- -—oipnant agents
(ketone or methanol) 10 obtain samples free of tre=
50 -
-,
c 40 -
S
=
) 3) =
b
5
o -
®
o 10-
*
0 - T -
0 1 2 3 4 5 6

H,O, concentration (_M)

Figure 2 Calibration plots for the indirect deter—=z = of H.0-
the presence of several matrix samples. Linear comza para.me ers
e: ¢ Tris buffer b=6.95 2 0.15, m=5.96 2 0.16. © = _ =3 -pl,. :
:m.os $£0.17, m=6.1220.12, = 0.9936, ® plas—z
+0.17, m=3,29 =0 18 rE = 0.9926: A plasma-keiizz ==
m=4374017, 7

RESULTS AND DISCUSSION: H-C.

direct electroreduction in TBS due to the ~zz:7 on:
H-0:-+2e"+2H — 2H-C

A current peak is observed at -0 G2V ST A

bration plot I= (...gu 1+ 0.12)[ H;O;]—._. o5 = G 08) T

0.9965 (n=6) is obtained. Indirect H-C ; ;::s_—.-ninat:-

yields a calibration plot I;= (9.96 = 0.17)] =-2:]-(2.3" =

0.26), # = 0.9919 (n=6). The range of]:m;—_.j found was
1-10 uM for the direct method and 1-7 .. “:- the ind -
rect one. In order to show the matrix effez: -- the mea>

urement, serum. plasma, plasma-methar:  z-Z plast~
ketone samples were explored. Figure shows 17
calibration plots for the direct method == -=2 mn



bration plots for the direct method obtained mixing each
sample. TBS, catalase and azide (for further inhibition of
the enzyme) and the corresponding addition of H-O- stan-
dard solution. The presence of matrix does not modify the
linear correlation values, r’, with respect to standard cali-
bration plots but nitrogen bubbling produces foam due to
proteins in plasma samples. A recovery of 99.87% was
obtained in plasma-ketone samples by direct methoc. Fig-
ure 2 shows the influence of matrix for H-O- indire:t de-
termination. In this case nitrogen bubbling is not reces-
sary. Linear correlation values, r*. are not different from
direct measurements. Recovery percentage in indirect
method is better for plasma alone since 102.4% was
found, in contrast to 74.0% for plasma-ketonie sampl2s

Figure 3 shows a typical pelarographic peak for indi-
. rect determination of H-O- Concentrations of H-D- of
! 1525 £ 0.85 uM (n=20) and 15.32 = 0.75 uM (1=20}
! were found by the direct and indirect methods. respec-
tively. I rats pretreated with hydralazine. wnich de-
creases H,O. production, concentrations were 1]1.28 =
0.47 uM (direct) and 10.73 = 0.49 uM (indirect). Con-
versely, pretreatment with methylamine, which increases
production of H,O:, produced concentrations of 23.17 =
1.35 uM (direct) and 24.08 = 0.97 uM (indirect).

CONCLUSION: It was shown that DPP is suitable for
determining H,O, directly in plasma. minimizing drastic
sample pretreatment that may cause analysate degrada-
tion. The method can successfully differentiate H-O- con-
centrations in several pharmacological situations.
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ABSTRACT
The reiztior

het L e
tween inhioihon O

semicarbazide-censitive

amine oxidase -S:,A"- a'uf-' vasodiiation by hydralazine (HYD)
was evaiuaies in chioralose/urethane-anesthetized rats pre-

treated with various su bs:*e‘ef of the enzyme and subse-
quenrtly administered a thresholg hypotensive dose of the va-
sodilator. The SSAQ substrates benzviamine, phenethylamine,
anc metnylamine poientiate the hypotensive response to HYD.
'v‘at*w.'a'* ne which was studied in greater detai! because of :*s
status as a possibie sndogenous SSAC substrate, does no

infiluence the response to the reference vasadilator pinacidil; .Ft
does enhance HYD relaxation in aortic rings obtained from
pretreated rats. Experiments designed to identify the product of
SSAD activity 'espor\s'b':n for potentiation by methylamine sug-
gest invoivement of hydrogen peroxide H,C .}, @s evidenced by

the findings that such potertiation is abolished by agditional
pretreatment with the {wz-mmam. zing enzyme catalase, and
that the plasma concentration of H.C, is increased by methyl-
amine and decreased by HYD. These results are interpreted as
a substantiation of the relation between the knowr SSAQ in-
hibitory effect of HYD and its vasodiiator activity. Pretreatment
with the SSAC substrates would increase production of H,O, in
vascular smooth muscle and thus magnify the influence of this
vasoconstrictor agent on vascular tone. in these conditions, the
decrease in H,O, production and hence in vascular tone
caused by SSAC [nh|b1|on by HYD wouid also be magnified. It
is speculated that inhibition of vascular SSAO could represent
a novel mechanism of vasodilation.

The mechanism of the vasodilator action of hydralazine
{HYD) has beer under continuous scrutiny since its introduc-
tion as an antihypertensive agent in the early 1950s, but to
this date, no incontrovertible hypothesic to that effect has
been 1ormw'm.“g Currently, the drug is thought to relax
vascular smooth muscle by diminishing intracellular Ca®”

concentration throug?‘- 2 mech I’“f‘l d;._ erent from that of
*va" tiona! r:]:;;-}:trs- of —r.'p Ca* (Orallo et al..
s hannels (Bang et al.,

-"' ra‘azﬁa from s::eo;-lasn:ic retic-

ulun x_uLﬂ‘"“mk ant Gurney, 2001). The main limitation of
this J_\'I)U'.hL‘:\..‘\ is that it ic hased on in vitro experiments in
which, at best, high micromslar concentrations of HYD are

umd whc—‘e"c h\'poter"s‘a‘“ can bc di*t(-:t(»d in vive with doses

193.,- state thar a plasma o r”LI_t""*U\JL of () ﬂ’
100 nM ! lowers blood pressure b. argund 20 mm Hgin
the awake rat. It is argued that such in vitroQin vivo mf'f'er—
ences can be accounted for, considering that after systemic

administration, HYD is concentrated ir the vicinity of vas-

Article, publication date, and citation informetion can be found al
httppet.aspetiournals.org.

DOL 10.1124/pet. 103.055350.

cular smooth muscle 'Baker et al., 1992, aithough the extent
of this process in relation to plasma levels is unknown.
Baszed on observations of potentiation of HYD hypotension
by isoniazid and other hydrazine derivatives (Vidrio, 1994),
we have recently postulated inhibition of semicarbazide-sen-
sitive amine oxidase (SSAQ) as a possible mechanism of HYD
vasodilatiorn (Vidric et al., 2002 . Although the physiological
or pathological role of S5 AO is not completely known (Call-
am et al., 1995, some of the characteristics of the en-
zvme make this supposition tenzble. HYD, like other hydr-
azine derivatives, is g potent irreversible inhibitor of SSAO,
with an I1C,, in the nanomolar range when tested in rat aorta
{Lvies and Callingham, 1982) and rat heart (Lyles et al,,
1985) The enzyme is pa'ticwarl}' abundant in wvascular
smooth muscie (Lyles and Singh, 1985, where it is located in
the plasmalemmz Wibo t &l 1980 Sucl distribution
would favor interaction wilh HYD, which is bound to extra-
cellular protein in cultured vascular smooth muscle cells
(Baker et al., 1992). Despite its vascular localization, involve-
ment of SSAQO in vascular function is not clear. One of the
products of enzymatic activity is hydrogen peroxide (H,0,)
(Callingham et al., 1995), and we have postulated that it is
through this agent that SSAO could influence vascular tone

vnrr1-

ABBREVIATIONS: HYD. hydra'azine; SSAQ, semicarbazide-sansitive aming oxidase: MAO, monoamine oxidase.
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{Vidrio et al., 2002). The ability of H,O, to contract vascular
smooth muscie has been documented in isolated preparations
such as rat pulmonary artery (Jin and Rhoades, 1997}, rat
aorta (Rodriguez-Martinez et al., 1998}, and human umbili-
cal arterv (Okatani et al., 1997). Multiple mechanisms ap-
pear to be involved in thic effect Wang et al., 1998: Shen et
al, 20001 It is therefore conceivable that H,0, formed in
blood vessels by SSAQO could contribute to vascular tone in
these structures and that a decrease in product generation by
in situ inhibition of the enzvme by HYD could reduce this
tone, thereby producing hypotension.

The viability of this hypothesis was assessed in the present
work by exploring the influence of pretreatment with various
S5A0 substrates. particularly methviamine (Lvles, 1995}, on
HYD hypotension in anesthetized rats. It was reasoned that
increased availability of substrate would enhance production
of H,O, by 8SAQ, therehy inercasing the proportion of vas-
cular tene due to this agent In these circumstances, a de-
crease in H,O, production by HYD through SSAO inhibition
would lead to a greater fall in pressure. Involvement of H,O,
in this potentiation was assessec by the use of the H,O,-
metabolizing enzyme catalase as well as by determining the
influence of SSAQ substrate and HYD on plasma concentra-
tion of this analyte. Enhancement of HYD action by pretreat-
ment with an SSAO suhstrate was alse expleored in vitro in
ret acrtic rings. '

Of the three SSAO substrates tested, benzvlamine, phen-
ethvlamine, and methylamine, emphasis was placed on the
last agent. Although methylamine shows the lowest affinity
for SSAOQ (Lyles, 1995), it is not a substrate for monoamine
oxidase (MAO), as benzvlamine and specially phenethyl-
amine are (Blaschko, 1952), thus making interpretation of
results more straightforward. In addition, methylamine is a
naturally occurring compound and is thought to be the en-
dogenous substrate for SSAO (Lyvles, 1905,

Materials and Methods

Animals. Studies were carried out in male Wistar rats weighing
between 200 and 300 g, bred ir the animal facilities of the Faculty of
Medicine, Universidad Naciona! Autdnoma de Méxica. They were
subjected w a 12-h light/dark cvcle and were maintained at 21°-
23°C; tap water and food pellete (3001 Rodent Laboratory Chow;
Agribrands Purina Canada, Woodstock, ON, Canadn) wers available
freely. Animals were brought daily to the laboratory for the experi-
ments, whick were conducted aceording to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (Nationa! Institutes of Healith Publica-
tion 8523, revised 1996).

Experiments in Anesthetized Rats. Animals were anesthe-
tized with & mixture of chloralose, 50 mgfks and urethane, 800
mg'kg, admunistered i.p. Cannulas were placed in the trachea te
facilitate spontaneous breathing, in a femora! artery for blood pres-
sure recording, and in o femorn! veir for drug administration. The
arterial canrula wae filledi with heparin, 50 Usmi, to prevent ciotting,
ne anticoagulant was administered systemically. Blood pressure was
recorded on a Grass model 79 polygraph witk a Gould-Statham
P23ID transducer (Grass Instrument Division, Astro-Med, West
Warwick, RIi. High frequencies of the transducer signal were elec-
tronically filtered to obtair a smooth tracing approximately equiva-
lent to mearn blood pressure. Heart rate was simultaneously recorded
on another channe! of the polvgraph with a Grass 7P4 cerdiotacho-
graph triggered by the pulse waves from the unfiltered transducer
signal. Rectal temperature of the rats was maintained between 36.8°
and 37°C with a Barnant temperature controller (Barnant Co., Rar-

rington, IL). After a stabilization period of at least 20 min, the test
agents HYD or pinacidil were injected i.v. as a bolus, and recordings
were continued for 60 min thereafier; pressure and heart rate values
were tabulated at 10-min intervals All experimenta! groups con-
sisted of six rats.

Responses to HYD, 0.1 mg/kg. were obtained in control unpre-
treated groups and in groups preireated with benzylamine, 400
mg'ke phenethylamine, 100 mg'ke, or methylamine, 200 mg'kg, all
adrunistered .p., 2 h before HYD. Metabolism of phenethylamine by
MAQ was prevented by additiona! pretreatment witk pargyline, 30
mg'kg Lp., administered 30 min before phenethylamine. A control
HYD group was run in paralle! with each of these pretreatment
groups. initial blood pressure values of each contm! group were
matched as clise as possible with its corresponding pretreatment
group to make meaningfu! comparisons possible. Additional contrels
included a gronup pretreated with pargyline alone and two others, one
unpretreated and one pretreated with methylamine as above, in
whick pinacidi], 0.2 mg'kg, was used as the test vasodilator instead
of HYD}). Three other sets of experiments involving methylamine
pretreatmert and HYD as the test vasodilator were conducted In
one experiment, metabolism of the amine was prevented with the
SSAQ inhibitor isomazid, 10 mgfke i.p., administered 30 min before
methviamine. In the other two, accumulation of the methylamine
metabolite H,0, was blocked with the H,0, scavenger catalase,
200,000 U/kg i.v., 15 or 60 mir before HYD. Finally, the influence of
the pretreatment agents methylamine and catalase by themselves on
blood pressure and heart rate was determined Recordings after
methvlamine were continued for 2 h, which was the pretreatment
interval used for thic agent.

Experiments in Rat Aortic Rings. Rats were anesthetized with
sodlium pentobarbital, 20 mg 1.p. total dose, and subsequently sacri-
ficed by cervical dislocation. The thoracic aorta was removed, and
segments 0.5 cm long were obtained and suspended in a jacketed
20-m! organ chamber between two nickel/chromium wire hooks. One
of the hooks was fastened to the bottom of the chamber and the other
was attached to a Grass FT03 force transducer, which was connected
it turn to a Grass mode! 79 polygraph (Grass Instrument Division).
The baths contained Krebs-Henseleit solution of the following com-
position: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI; 1.1 mM MgSO,; 1.2 mM
KH.PO,: 2.5 mM CaCl.; 25 mh NaHCO,: 11 mM glucose, 0.02 mM
EDTA; 0.6 mM ascorbic acid The solutior: wes kept a1 37°C and was
bubbled with a mivture of 85% O, and 5% CO, The preparations
were subjected to a resting tension of 2g, which was maintained
constant throughout the experiments. After a stabilizatior: period of
at least 90 min during which the preparations were stimulated
severa! times with 30 nM norepinephrine, integrity of the vascular
endothelium was assessed by verifying that the contracted rings
rejaxed by at least 50% whern challenged with 1 pM acetylcholine.
Endothelium was removed in some rings by rubbing intraluminally
with a 20-gauge hypodermic needle; in these preparations, absence
of the endothelium was confirmed by a less than 10% relaxation upon
acetvicholine challenge.

All rings were contracted with 30 nM norepineplirine and when
responses induced by this agonist reached a plateau, cumulative
concentration-response curves to HYD (3 pM to I mM:! or pinacidil
(300 nM to 100 pM) were constructed in groups of eight or nine rings
with or without endothelium. Some preparations were nhtained from
contro: unpretreated rats anc others from animals pretreated 15 h
befare sacrifice with methylamine, 400 mg/ke i.p. For comparison,
blood pressure and heart rate responses to HYD, 0.1 mg/kg, were
determined in anesthetized rats subjected to this pretreatment
schedule.

Determination of H;0, in Plasma. Rats were anesthetized
with chloralose/urethane as described above, and blood was obtained
by cardiac 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, or catalase, 200,000 U/kg, the latter two agents injected in
the penile vein while under anesthesia, 15 min before cardiac punc-



ture. A combination of methylamine and HYD, at the doses and
intervals noted, was also tested. Of the blood obtained from each rat,
two 1-ml aliquots were deposited in conical polypropyvlene centrifuge
tubes contmning 100 i of heparin, 100 U/ml; the tubes were main-
tained overice. To one of the tubes of each pair, 1.5 m! of acetone was
added to precipitate proteins; these tubes were used {or direct deter-
minauorn of H. 0. (see below). All tubes were centrifuged at 6000 rpm
for 30 min. A 500- wl aliquot of plasms or plasma/acetone mixture

was deposited in an electrolysis cell containing 2 ml of (.1 Tris buffer,
pH 7.8 from which dissolved O, had beer previous!y removed by
bubbling with N, for 17 min. Determinatinns were carried out by
differenual pulse polarography as described previously (Diaz-Arista
et al., 2002 using a Metrohm 622 polarograph with an integrated
recorder Metrohm Ltd, Herisau, Switzerland). The analyte was
determured directly in the plasma/acetone samples and indirect!y by
treating the plasma samples without acetone with 50 p! of catalase,
20,000 Uiml, and measuring the O, thus released from the H.O,
contained . the sample. For each analytical run, calibration curves
were construciesd with dilutions u\" z standard solutior. of H.O,, in

which the zetual concentration of the analyte was determined by
normalization with KMnO, in H.8Q, and cxd.;:‘ acid. Ir the case of
curves for [ndirect determma:ion_ﬂ O was released by mixing {or 10
min with appropriate amou Ia

te of catalase.

Drugs and Chem:cals. "‘1 e hydrochlorides of benzylamine,
methviamine, B-phenylethvlamine, pargyline, (=}-norepinephrine,
and HYD, as well as heparin sodium, acetylcholine chloride, isonia-
2id, chloralnse, and urethane were obtained from Sigme-Aldrich (St
Louis, M Pinacidi! was purchased from Sigma/RB! (Natick, MA).
Doses refer o the salte where applicable. All other chemucals were
reagent grade

For it vivo experiments, drugs were dissolved in 0.9% NaCl solu-
tion, aided in the case of pinacidil by a drop of 0.1 N HC!, the volume
of injection. was 1 mlkg For in vitre work, stock solutions of HYD

(100 mM ', acetylcholine (1 mM), and pinacidil (10 mM) were pre-
pared cailv in Krebs-Henseleit solution, in the case of pinacidil with

the addiucn of HCL Norepinephrine {1 mM) was dissolved i 0.1%
ascorbic acid. In all cases, appropriate dilutions from these stock
solutions were made with Krebs
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Data Presentation and Statistical Analysis. Results are pre-
sented as means = S.EM. Mear blood pressure and heart rate are
depicted in mm Hg and beats/min, respectively; aortic ring relax-
ation is reported as percentage of inhibition of norepinephrine con-
traction, and H,0, plasma content as micromolar concentration.
Pressure and heart rate values at each 10-min tabulation period of
pretreated rats were compared with the corresponding controls by
unpaired ? tests or one-way unalvsis of variance followed by Dun-
nett's test for single or multipie comparisons, respectively. In cases of
nonhomogeneous variances among groups, the nonparametric
Mann-Whitney or Kruskal-Wallis procedures were used. Relaxation
of aortic rings at each drug concentration as well as plasma H.O, in
the pretreated and contrn! groups were also compared by these tests,
In the experiments with methylamine and catalase alone, all post-
drug values were compared with time 0 figures by repeated-mea-
sures analysis of variance and Dunnett’s test. In all cases, 8 proba-
bility level of less than 0.05 was accepted as significant. The aortic
ring results were additionally evaluated by subjecting individual
concentration-response curves to nonlinear regression analysis to
caiculate the negative logarithm of the EC,, (pEC,,). Statistical
procedures and regression analyvses were carried out with & Graph-
Pad Prism 3.0 package (GraphPad Software Inc., Sar Diego, CA)

Results

Experiments in Anesthetized Rats. In contro! unpre-
treated animals, the test dose of HYD decreased mean blood
pressure by not more than 15 mm Hg (Fips..1, 2, 3, and 6).
Maximum effects tended to occur 10 min after administra-
tion, with a slow subseguent recovery evident in some
groups. The accompanying changes in heart rate were mini-
mal. This pattern of response was unchanged after pretreat-
ment with pargyline alone (Fig. 1B). Pressure responses to
this same dose of HYD were considerably enhanced at prac-
tically all observation times, after pretreatment with ben-
zylamine (Fig. 1A}, phenethylamine (Fig. 1B), or methyl-
amine (Fig. 2ZA); in contrast, the effect of the reference
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vasodilator pinacidil was unchanged after methylamine (Fig.
2B Heart rates, which were increased at time 0 in the
benzylamine and phenethyvlamine groups, tended to rise af-
ter al! pretreatments upon injection of HYD or pinacidil. The
potentiation of HYD hypotension by methylamine was pre-
vented by previous administration of isnniazid (Fig. 3A), as
well as by pretreatment with catalase. administered either
15 or 60 min before the vasodilator (Fig. 3, B and C). Isoni-
az:d but not catalase also diminished the slowly developing
achveardiz after HYD. Methylamine, administered alone at
the HYD potentiating dose of 200 mg/kg, lowered blood pres-
sure within 10 min of injection, an effect which tended to
subside over the next 2 h. Heart rate also decreased initially,
but later increased persistently (Fig. 4A). Catalase alone
produced a late full in blood pressure, accompanied by a
progressive increase in heart rate (Fig. 4B,

Experiments in Rat Aortic Rings. The pretreatment
schedule used for methyiamine in the above experimants,
..... 200 mg'kg 2 b previously, did not influence the relaxant
effects of HYD in rings obtained from animals thus pre-
treated (results not shown!. Based on exploratory tests, the
dose used in the definitive experiments was increased to 400
mg/kg and the pretreatment interval to 15 h. Such pretreat-
ment did not influence contractile responses to norepineph-
rine, either in rings with endothelium (control, 1.84 = 0.08 g;
pretreatec, 1.92 = 0.06 gi. or without endothelium foontrol,
1.92 = C.06 g: pretreated. 1.90 = 0.08 g). Intact or rubbed
preparations from rats receiving methvlamine showed en-
hanced relaxant responses to HYD, but not to pinacicil (Fig.
5). Table 1 shows the pEC., values derived from thése con-
centration-response curves. Values for HYD were increased
by approximately 0.4 log, whereas those for pinacidil showed
no significant change. As shown in Fig. 6, methylamine at
this pretreatment schedule also potentiated HYD hvpoten-
s$101. i

T 125+ 125+

Blood pressure (mmH
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Determination of H,0, in Plasma. Concentrations of
H,O, in the different experimental groups are shown in
Table 2. Direct measurements of the analyte agreed closely
with indirect determinations based on O, released by cata-
lase. Methylamine increased and HYD decreasec H,O, lev-
els; the combination of both agents vielded values similar to
control. As expected, catalase lowered concentrations of
H,0..

Discussion

The present study was carried out in anesthetized rats
using the hypotensive response to HYD as an index of the
vasodilator activity of the drug. It is well known that re-
sponses to cardiovascular agents ir general are modified by
anesthesia, making results difficult to interpret. In the case
of HYD, blood pressure responses in conscious animals are
accompanied by marked reflex cardiac stimulant reactions
that greatly modify he pressure effects. In anesthetized sub-
jects, this factor is eliminated. as shown in the present ex-
periments by the unchanged heart rate after HYD in the
control groups, su that changes in blood pressure more accu-
rately reflect changes in vascular dynamics,

The metabolism of benzylamine, phenethvlamine, and
methvlamine by SSAO has been well studied in various in
vitro conditions (Precious and Lyles, 1988; Elliott et al., 1989,
Lyvles et al., 1990 In vivo information is available only for
methylamine and is restricted to documentation of increases
in the urinary excretion of the substrate after inhibition of
SSAOQ (Lyles and McDougall, 1989) or of formaldehyde, one of
the products of enzyme activity after administration of exog-
enous amine (Deng et al.,, 1998). In the absence of data on the
time course and extent of in vivo metabolism of these amines
by SSAQ, the pretreatment intervals as well as the doses
usec "n the present study were chosen on the basis of results

Fig. 4. Mean blood pressure and heart rate afler

admimstration of methylamine, 200 mgkg v
LAY and catalase, 200000 Ukg iv. 1D to control
unpretreated rats. Symbols correspond to means
of gix animals vertical lines are S.L.M. Asterisks
indicate significan: differences from zero time
values. Abscissar denote time in minutes after

= injection; ordinates hlood pressure or heart rate
__E in mm Hg anc bezia'min, respectively.
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Fig. 5. Concentration-response curves to
HYD and pmnacidil in norepinephrine-con-
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Hydralazine (log M )

tracted aortic rings obtained from control
rats (solic circles) or from rats pretreated
15 h previously with methyvlamine, 400
mg/kg i.p. topen circles:. Functiona! endothe-
lium wae either present (=) or ghsent i =} 1n
the preparations. Symbols correspond to
means of eight or nine rings, vertical lines are
S EM. Astenske indicete significant differ-
ences from control. Abscissue denote log con-
centrations of the vasodilators, ardinates re-
laxation as percentage of contraciile response
to norepinephrine.
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TABLE 1

pEC,, values for HYD ané pinacidi] in aortic rings from rats with and
without pretreatment with methylamine, 400 mghg ip. 10 h
previous]y

Values arc means = SENM of 8 ¢r 8 experiments. Ringe with (=1 and without (=)
endothelium

Crruup Methxlnmine
HYT) 1) 3.74 - 0.06°
HYD (- .65 = 0.05°

522 =012
5.06 = 0.07

of preliminary experiments. The reiatively low dose of phen-
ethylamine reflects its limiting central nervous system stim-
ulant activity (Jackson, 1972), whereas the high dose needed
for benrviamine is a consequence of its biotransformation by
both SSAQO a2nd MAO Blaschkn, 1952).

The finding that all three SSAO substrates potentiate hy-
potension by HYD specifically is compatible with the postu-
lated involvement of SSAQ inhibition in pressure responses
to the vasodilator. The documentation of potentiation in aor-
tic rings also with or without endothelium further indicates
that such involverment occurs in vascular smooth muscle, the
site at which both SSAQ activity and HYD inhibition thereo!
are postulated to take place. It is conceivable that prepara-
tion¢ obtained from rate pretreated with methylamine con-
tain increased amounts of metabolites of the amine, gener-
ated by SSAO and involved in vascular tone regulation;
inhibition of the enzyme by HYD therefore results in en-
hanced relaxation. The higher doses of methylamine and the
longer pretreatment interval necessary to demonstrate this
effect in aortic rings probably reflects the inevitable partial
washout of methylamine and/or its metabolites during tissue

Pinacidit (log M)

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

Involvement of & product of SSAO action in HYD potenti-
ation is supported by the experiments with isoniazid. This
drug is a potent SSAO inhibitor (Vidrio et al., 2002}, and
when administered before methylamine, it presumably
blocke metabolism of the amine by this enzyvme. As a result,
accumulation of SSAQ products is prevented and potentia-
tion of HYD hypotension is no longer apparent (Fig. 3A). It
shnuld be noted that rats pretreated with methylamine and
isoniazid have a low baseline blood pressure (80 mm Hg),
which contrasts with that of groups receiving methyvlamine
alone (112 and 117 mm Hg). This suggests that the unme-
taholized amine exerts a long-lasting hypotensive effect. The
procducts generated by SSAQ from benzylamine, phenethyvl-
amine, and methylamine are henzaldehyde. phenyvlacetalde-
hyde, and formaldehyde, in addition to ammonia and H,O,,.
As & group, these aldehydes are unlikely candidates for me-
diating increased vascular tone, since benzaldehvde and phe-
nylacetaldehyvde lower blood pressure (Wingard e! al., 1955),
and only formaldehyde is a pressor agent, albeit acting
through release of catecholamines (Egle and Hudgins, 19741,
At toxic concentrations, ammonis also increases blood pres-
sure (Hindfelt and Plum, 1975, whereas H._O, exerts vaso-
constriction (Jin and Rhoades, 1997; Okatani et al., 1997;
Rodriguez-Martinez et al., 1998; Yang et al., 1998; Shen et
al., 2000). The fact that HYD potentiation by methylamine is
prevented by the H,0, scavenger catalase identifies this
species as the metabolite involved in the hypotensive effect of
HYD. It should be noted that the preventive action of cata-
lase is clearer at the pretreatment interval of 15 min, com-
pared with that of 60 min. This is in keeping with the half-life
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Fig. 6. Mean hlood pressure and heart rate after administration of HYD,
0.1 mg/kg 1v. to control rats (solid circles or to rats pretreated 15 h
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alte

TABLE 2

Influence of methylamine 200 mg/kg i.p. 2 h previously, HYD (0.1 mg/
kg iv. 15 min previously), s combination of both pretreatments, and
catalase (200,000 Ulkg i.v. 15 min previously! on plasma H,O,
concentration (g Midetermined by direct and indirect poleragraphic
methods

Valuw are meons = S EM, of 12 experiments
Group Direct Indireet

16,25 = 033 15324 029

23.19.2 0.5 24 .05 * 0.37¢

11258 = 018 1075 = 019

HYD 15.28 = (.50 1475 = 0,32

£.49 = (.64° T34 = 0.59¢

" F 00 versus control

of around 20 min reported for the i.v. injected natural enzyme
(Turrens et al., 1954).

Additional confirmation of the involvement of H,O, in the
methylamine/HYD interaction can be derived from determi-
nations of this oxvgen species in plasma. When administered
at the schedule used in the blood pressure experiments,
methylamine raises H,0,, presumably by increasing avail-
ability of SSAO substrate. The opposite effect 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 develop. HYD also suppresses the increase in
H,0. elicited by methylamine. The experiments with cata-
lase confirm that the dose antagonizing HYD potentiation by
methylamine is effective in lowering H, 0, levels. No opinion
can be formulated as to the adequacy of the H,0, concentra-
tion of approximately 15 pM observed in contro! animals,
judging from the fact that reported values for normal rat
plasma vary from 2 pM determined by an electrochemical
method (Swei et al., 1997 to 45 uM by a radioisotopic pro-
cedure (Varma and Devamancharan, 1991). It should be
noted that in view of the unreliability of the methods com-
monly used to mearure H,0, in plasma (Nahum et al., 1988},
the specificity of the present procedure was successfully ver-
ified as recommended by these authors by adding catalase to
the measured samples to suppress the recorded direct signal;
adding exogenous H,O, increments the recorded direct sig-
nal.

If H,0, generated in vascular smooth muscle contributes
to vasoconstrictor tone, increases of this agent afier admin-
istration of methylamine and, presumably, benzylamine and
phenethylamine would be expected to raise blood pressure;
however, with the possible exception of benzylamine, no such
effect was observed. In fact, methylamine by itse!f tends to
lower blood pressure, and rats pretreated with the presum-
ablv unmetabolized amine show & low baseline pressure.
These findings imply that the blood pressure effects of meth-
vlamine are not due exclusively to generation of H.O,, but
that other metaholites as well as the original amine may
contribute to the overall response. Such complexity is not
apparent with catalase, since its hypotensive effect (Fig. 4B)
can be regarded as being related to lowering of H,0, levels.
On the other hand, vascular tone regulation involves the
local production of relaxing (nitric oxide, prostacyclin' and
contracting {endothelins) factors. Normally, the relaxing {ac-
tors predominate (Liischer, 1990), so that any enhanced va-
soconstrictor influence of H,0, would be efficiently counter-
balanced and blood pressure would remain unchanged. Thus,
the SSAQ substrates would increase only the proportion of
vascular tone due to H,O,, and subsequent enzyme inhibition
by HYD would result in & greater than normal fall in blood
pressure. It should be noted that the potential role of H,O, in
the regulation of vascular tone appears to be very complex,
and since in some experimental conditions it can also produce
vascular smooth muscle relaxation (Burke and Wolin, 1987;
Barlow and White, 1995, it can be regarded as both a con-
tracting and a relaxing factor (Wolin, 19911

Rats pretreated with benzvlamine had a baseline blood
pressure of 132 mm Hg, higher than any of the other exper-
imental groups. This increased blood pressure is not appar-
ent in Fig. 1 because the corresponding control grour was
matched in baseline pressure with the pretreated group, as
described under Materials and Methods. The influence of
benzylamine on blood pressure can be ascribed to an ection
not related to H,O. generation, namely blockade of catechol-
amine uptake by sympathetic nerve endings (Elliott and
Callingham, 1991), This action could also account for the
baseline tachycardin after benzylamine and phenethylamine
(Fig. 1), although with the latter, its prominent cardiac sym-
pathomimetic effect (Pesce and Adler-Graschinsky, 1983)
could also be involved. Although methylamine did not signif-
icantly increase resting heart rate 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 isoniazid pretreatment (Fig. 3A).
That the metabolite involved is not H,O, is shown by the
persistence of tachycardia after catalase pretreatment (Fig.
3, B and C). Unmasking of a reflex reaction te vasodilator-
induced hypotension is unlikely because tachycardia oc-
curred indistinetly in the presence of marked (Fig. 2A) or
minimal (Fig. 3, B and C) hypotension.

In conclusion, pretreatment of rats with various SSAO
substrates enhances the hypotensive effect of HYD, appar-
ently through increased generation of the SSAO vasocon-
strictor product H,O,. These results are compatible with the
hyvpothesis that HYD vasodilation involves inhibition of vas-
cular SSAQ and decreased production of H,O.. They further
F"f-'gesl that such inhibition could represent a novel mecha-
nism of hvpotensive activity, possibly shared by other known

antihypertensive drugs (Banchelli et al., 1986,
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muestra en la siguiente pagina.
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RESUMEN

La determinacion de peroxido de hidrogeno (H,O:) en animales superiores es de gran
importancia debido a que dicho analito indica la participacion de especies toxicas
oxidantes en el dafio de los tejidos, ademas se asocia a la accion biologica de algunos
farmacos, asi como a ciertas condiciones fisiologicas o patologicas tales como ejercicio,
hipertension arterial e infarto.

En publicaciones recientes se han reportado dichas determinaciones por
espectrofotometria v HPLC. quimioluminiscencia y cronoamperometria, pero aun no se ha
validado alguna metodologia que lleve a la determinacion de H:O: en muestras clinicas
con calidad.

En este trabajo se describe la determinacion de H,O: por el método de polarografia
diferencial de pulsos directa por:

a) reduccion directa del peroxido de hidrégeno en —0.92 V vs SCE debida a

H,0; = 2¢’+ 2H — 2H.0
con una ecuacion de calibracion de:
Ai=3.03%£0.09 [H,0;] + 0.13£0.07,
y alternativamente
b) por la onda de reduccion del oxigeno en — 0.2V vs SCE debida a
0.+ 2e’ + 2H - H,0,,
producido por la accion de la catalasa, cuya ecuacion de calibracion es:
Ai=60zx0.1[H0,]+2410.2.

Dicho analito se determind en muestras de suero de ratas Wistar adultos machos
control, inhibidos v estimulados en Ia produccion de peroxido de hidrogeno obteniéndose
concentraciones de 15.25 = 0.85, 11.28 £ 047 v 25.17 £ 1.35 uM, respectivamente. Se
evaluo el efecto de la matriz, amortiguador, linealidad. porcentaje de recobro, limite de

deteccion v cuantificacion. asi como el coeficiente de variacion.
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ABSTRACT

Determination of hydrogen peroxide (H.O.) in higher animals has achieved great
importance, since this product indicates toxic tissue damage due to external factors,
particularly oxidative stress. In addition. it is associated with the biological action of some
drugs, as well as with physiological and pathological conditions such as exercise, arterial
hypertension and heart failure.

Current spectrophotometric, HPLC chimioluminiscency and chronoamperometry
methods of hvdrogen peroxide analvsis are indirect and require time-consuming chemical
sample preparation that often leads to degradation of H,O.. In contrast, electrochemical
measurements require little or any sample preparation, so that thev appear to be more
suitable for hvdrogen peroxide determinations, even in sifu.

This work describes IH;O; measurement by differential pulse polarography by

detecting: a) direct reduction peak of hidrogen peroxide on -0.92V due to

 H0,+ 2+ 2H' - 2H;0,
and alternatively
b) reduction peak on -0.20V of oxygen,
0;-2e¢ + 2H — H:0,,
produced by the action of catalase added to the reaction media. Calibration plots
Al = 3.03£0.09[H,0-:]+0.1320.07 and Ai=6.0£0.1[H-0,]+2.4£0.2

are obtained by direct and indirect detection. respectivelv. In normal and untreated rat
plasma samples using different protein precipitating agents, a concentration of 15.25 =

0.85, 11.28 047 and 23 17 £ 1.35 uM of H-O- was obtained.
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1.0  INTRODUCCION

La bioquimica y medicina estan interesadas en el desarrollo de un método analitico
para la determinacion de H-O: (peroxido de hidrogeno) en muestras bioldgicas, tales como
plasma o suero, lo anterior se debe al hecho de que dicho analito indica la participacion de
especies toxicas oxidantes en el dafo de los tejidos.

En publicaciones recientes se han reportado dichas determinaciones por
espectrofotometria, HPLC, quimioluminiscencia v cronoamperometria, todos ellas
utilizando la oxidacion de un sustrato por una peroxidasa. participando en dicha reaccion el
analito de interés. e incluso el disefio de sensores a base de una molecula mediadora. como
polimeros o complejos inorganicos. pero cabe sefialar que aun no se ha validado alguna
metodologia que lleve a la determinacion de H,O; en muestras clinicas con calidad.

Para verificar que la sefial generada se deba a la presencia de peroxido de
hidrégeno, la metodologia propuesta debe cumplir con dos parametros que son: Ia adicion
de catalasa (como un elemento selectivo) y la adicion posterior de H,O; (para corroborar
que el incremento en la propiedad medida se deba al incremento en la concentracién de este
analito).

El desarrollo de las técnicas electroquimicas v en particular de la polarografia
diferencial de pulsos. ha permitido llegar a determinar analitos al nivel de trazas. Estas
técnicas proporcionan la ventaja de poder analizar tanto compuestos organicos como
inorganicos. ademas que la preparacion de las muestras requiere de un pequefio tratamiento
o ninguno, lo que conlleva a la degradacion del analito tiempo vy los costos de analisis se
abaten por la cantidad de reactivos empleados v la cantidad de desechos Dichas técnicas
electroquimicas se han comparado con otras técnicas como la espectrofotometria v se ha
demostrado que no hay diferencias significativas entre dichas metodologias.

En la técnica polarografia diferencial de pulsos sobre el electrodo goteante de
mercurio, el peroxido de hidrogeno genera una sefial debida a la reduccion de dicho analito,
que al reaccionar con la catalasa genera oxigeno. el cual presenta una sefial de reduccion en
el sistema de analisis, por lo cual se puede utilizar para Ia determinacion de peroxido de

hidrogeno 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 la determinacion electroquimica de peroxido de hidrogeno por polarografia
diferencial de pulsos (técnica no reportada). confirmando la sefial por adicion de catalasa y
adicion de una solucion estandar de H,Os.

Las condiciones operatorias evaluadas fueron: amortiguador. electrolito soporte,
matriz v los parametros estadisticos: limite de deteccion v cuantificacion. intervalo lineal,
coeficierte de variacion, reproducibilidad y porcentaje de recuperacion.

Basandose en los resultados obtenidos se eligieron las condiciones operatorias
optimas Jue permiten la determinacion en muestras control. estimuladas e inhibidas en su

produccion de peroxido de hidrogeno.
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2.2 Metabolismo del H,O; (perdxido de hidrégeno).

En el metabolismo energético del hombre los metabolitos resultantes de la actividad del
oxigeno son moléculas o atomos de alta reactividad (inestables quimicamente) que pueden
alterar la estructura y funcionamiento de moléculas biologicas importantes, como enzimas,
fosfolipidos. proteinas. acidos nucleicos, etc.

Los radicales libres pueden provenir del metabolismo normal del organismo o de lesiones
fisiopatologicas inducidas por isquemia o injurias diversas. Se ha calculado que de un 2 a 5% del
O: consumido en el metabolismo normal se transforma en radicales libres, las fuentes principales
son las enzimas asociadas al metabolismo del acido araquidonico. como la cicloxigenasa. la
lipoxigenasa v el citocromo P-450, pero estos son normalmente inactivados por los mecanismos
enzimaticos tisulares. [3]

El oxigeno tiene un rol vital en la respiracion como receptor terminal de electrones, pues
se reduce a agua al aceptar 4 electrones, pero una pequefia proporcion forma radicales libres al
aceptar un numero menor de electrones. de esta manera el oxigeno puede reducirse al tomar un
electron a anidn superoxido (O-*), al incorporar dos electrones a peréxido de hidrogeno (H,0,) y

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

Tabla 1. Formacién de agusa v radicales libres por reduccién directa del oxigeno.
; 0,+1e e 0," |
L i

0, + 2e + 2H © HzOz

0;+3¢ +2H < OH'+OH

O, +4e + 4H © 2H,0

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

4]

Tabla 2. Formacion de radicales hidroxilo por la reaccion de Haber-Weiss.
-‘ 0,"+Fe’ © 0y+Fe™
Fe’ + H;0; © Fe’'+ OH + OH'
0" +H;0; & 0+ OH +OH’

|
|

-10-



ANTECEDENTES

La mavoria de los radicales libres de interés biologico suelen ser extremadamente
reactivos e inestables, por lo que tienen un periodo 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 biologicos lejos
de! sistema que origind el primer radical.

Otros metabolitos reactivos del oxigeno no son propiamente radicales pero tienen
similares propiedades. como el peroxido de hidrogeno. por lo que habitualmente se le incluye en
este grupo. va que dicto compuesto lleva a cabo una reaccion con el oxigeno para la produccion
de radicales libres.

02.- +H;0, & 0,+ OH + OH'’

Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades que provocan
reacciones en cadena; estas reacciones son eliminadas por la accion de otras moléculas que se
oponen a este proceso toxico en el organismo, conocidos como antioxidantes defensivos. Un
grupo trabaja sobre la cadena del radical inhibiendo los mecanismos de activacion, un segundo
grupo neutraliza la accion de los radicales libres ya formados, por tanto detiene la cadena de
propagacion, en este grupo se encuentran enzimas como la superoxido dismutasa, la catalasa v la
glutation peroxidasa.

Con base en su funcién los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios y
terciarios.

Los antioxidantes primarios, son las enzimas y podemos citar a:
= Superoxido dismutasa (SOD) cuya funcion es neutralizar a los aniones y radicales

superoxido cuando los transforma a oxigeno v peroxido de hidrogeno, el cual puede ser

inactivado por accion de la catalasa v de la glutation peroxidasa. (Tabla 3)

Tabla 3. Enzimas neutralizantes de radicales libres.

0O, =+ superixido dismutasa < 0O, - H;0,

H,0, + catalasa < 0, + H,0 [39.40]

= Glutation peroxidasa (GPX) que convierte el peroxido de hidrogeno v los peroxidos

lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales libres.

< 11 =
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= Proteinas de union a metales (GR) que frenan la dispombilidad del Fe, necesario para la
formacion del radical OH", mediante la reaccion de Haber-Weiss antes descrita. La coenzima
Q10 muscular, es otro ejemplo y participa muy activamente en el transporte de electrones
entre el ciclo del acido citrico y la cadena respiratoria, actua como barredor de radicales
libres.
En el segundo grupo se encuentran los no enzimaticos. de los cuales hay dos subgrupos,
entre los que podemos mencionar:
= Antioxidantes hidrofilicos como la bilirrubina, la albumina. el acido urico v la vitamina C, la
cual reacciona con el anion superoxido v estabiliza el radical hidroxilo.

= Antioxidantes lipofilicos entre los que se encuentran los caroteniodes, las ubiquinonas y la
vitamina E (alfatoco-ferol) que es el mavor antioxidante liposolubl: en las membranas
celulares, v sirve para proteger de la peroxidacion de lipidos actuando directamente con una
variedad de oxiradicales.

En el tercer grupo se incluven a las protéasas reparadoras de ADN y la metionina
sulfoxido reductasa.

La defensa antioxidante, enzimatica y no enzimatica protege al organismo contra el dafio
oxidativo, pero no con el 100% de eficiencia, esto genera a que los antioxidantes no enzimaticos
se afiadan frecuentemente a los alimentos para prevenir la peroxidacion lipidica que se asocia a
numerosas patologias y a estados de estrés oxidativo [5,6]

El efecto en las proteinas, los lipidos insaturados, los acidos nucleicos y carbohidratos se
describen a continuacion:

Proteinas

Los radicales libres de oxigeno pueden reaccionar directamente con el ligante metalico de
muchas metaloproteinas. Se ha comprobado que el hierro de 12 oxihemoglobina puede reaccionar
con el radical superoxido o el peroxido de hidrogeno para formar metahemoglobina Otra
importante hemoproteina citoplasmica, la catalasa, es inhibida por el O-". que la convierte a sus
formas inactivas ferroxi v ferrilo. Ademas el peroxido de hidrogeno. producto de la dismutacion
del radical superoxido, reduce el Cu™~ de la superoxido dismutasa CuZn a Cu”, reaccionando
después con el v generando radical hidroxilo; el cual a su vez ataca a un residuo advacente de

histidina del centro activo del enzima, necesario para la actividad catalitica |7)
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Las moléculas insaturadas o que contienen azufre son susceptibles a ser atacadas por los
radicales libres, asi las proteinas con proporciones elevadas de triptofano, tirosina, fenilalanina,
histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones e inhibirse en presencia de radicales
libres, provocando entrecruzamientos v fendmenos de agregacion, que se ven favorecidos por la
formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares.

Los enlaces peptidicos pueden romperse tras la oxidacion de residuos de prolina por
radicales hidroxilo o superoxido. Ademas la reaccion de los radicales libres con las proteinas
también puede generar subproductos que amplificarian el dafio, como ejemplo podemos citar la
oxidacién del triptofano hasta H-O. v N-formil quinurenina. molécula que reacciona con los
grupos amino \ provoca entrecruzamientos entre proteinas v hipidos. [8]

Lipidos

Los radicales libres hidroxilo pueden reaccionar con los acidos grasos de los fosfolipidos
y otros componentes lipidicos de las membranas para formar hidroperdxidos lipidicos.

Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el radical libre elimina un atomo
de hidrogeno de uno de los carbonos metilenos de la cadena hidrocarbonada para rendir un
radical libre lipidico (L*). Los acidos 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 lipidico se origina, sufre
inmediatamente un reajuste molecular, produciéndose un dieno conjugado que puede reaccionar
con el O: y formar un radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a endoperoxidos, o bien,
puede tomar un atomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro acido graso poliinsaturado
adyace;ne para formar, de nuevo, un radical libre lipidico y un hidroperoxido (figura 2) El
radical lipidico se combina con otra molécula de oxigeno y se establece una cadena de
propagacion del dafio peroxidativo. Por otro lado. si el hidroperoxido, que es un compuesto
estable, entra en contacto con iones metalicos de transicion, producird mas radicales libres que
niciaran v propagaran otras reacciones en cadena. De esta manera las membranas resultan

seriamente dafiadas y, por tanto, su funcionalidad se ve alterada.
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Lipido polunsaturado

bl == —— Radical libre lipidico=1"

\ﬂ SN—e— /! Drenc conugado
Y:\ N / Radical peroxi

d. + He
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Aldehidos v productos de polimenzacion

T O O

Figura 2. Reacciones de peroxidacién lipidica.

Los productos finales del proceso son hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos. que
pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y causar edema celular e influir en la
permeabilidad vascular, inflamacién y quimiotaxis, también pueden alterar la actividad de la
fosfolipasa e inducir la liberacion de acido araquidonico y la subsecuente formacion de
prostaglandina v distintos endoperoxidos. [9,10]

Acidos nucleicos

Este caso es una de las razones de las aberraciones cromosomicas producidas por las
modificaciones quimicas que sufren las bases y los azucares del DNA al reaccionar con los
radicales libres. especialmente con el OH". Las modificaciones quimicas de los nucleotidos
provocan la ruptura de las hebras del DNA: si el dafio es tan grande que no puede ser reparado,

se produce una mutacion, o bien, la celula muere [11,12]

Carbohidratos

Estos compuestos son dafiados en menor grado que los anteriores, asi los polisacaridos
pueden sufrir el ataque de los radicales libres fragmentandose en unidades mas sencillas. [13] El
acido hialuronico se despolimeriza provocando un descenso en la viscosidad del liquido sinovial

de las articulaciones. [14]

-14 -
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Como va se ha mencionado, a pesar de que los radicales libres son especies
extremadamente reactivas y se estan produciendo continuamente en el organismo, las células
disponen de sistemas de proteccion. El problema solo surge cuando hayv una sobreproduccion o
cuando los sistemas antioxidantes estan debilitados.

Algunos de los mecanismos que provocan este desbalance son:

® La actividad fisica vigorosa que incrementa el consumo de oxigeno de 10 a 15 veces por
encima del valor de reposo para satisfacer las demandas de energia. Los medios por los
cuales podrian ser generados estos radicales son: consumo de oxigeno elevado, produccion
de intermediarnios como superdxidos, peroxido de hidrogeno v radicales hidroxilos.
incremento de epinefrina v otras catecolaminas, v la produccion de acido lactico que es
susceptible de transformar a un anion superoxido (poco perjudicial) a un radical hidroxilo

(fuertemente perjudicial). [15]

® La cardiopatia isquémica y el infarto agudo del miocardio son la expresion de un proceso que
comienza con un exceso de radicales libres, los cuales inician el proceso artereoesclerotico
por dafio en la pared vascular, provocando la penetracion al espacio subendotelilal de las

proteinas de baja densidad (LDL) v por ende a la placa artereoesclerotica. [16)

® La activacion de muchos xenobidticos a intermediarios radicales se puede realizar por
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Pero en cualquier caso, la especie radical libre
(R™). formada por la captacion de un electrén. puede sufrir una reduccién adicional y
convertirse en un metabolito capaz de interactuar con distintas biomoléculas. o bien, en
presencia de oxigeno. puede transferir el electron al oxigeno molecular, produciendo el
radical anion superéxido y regenerando la molécula original (R). La formacion de
intermediarios radicales libres de muchos compuestos quimicos estéd catalizada por la
NAD(P H-citocromo P450 reductasa. una flavoproteina que utiliza NAD(P)H como donador
electronico. En estos casos, se establece un ciclo redox en el que hay un gran consumo de
NAD(P)H v oxigeno, con generacion de radicales superdxido v otras especies reactivas de
oxigeno (figura 3). Este ciclo redox conduce a una situacidn de estrés oxidativo. v en casos

extremos, a la muerte celular. [18]
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NAD(P)H XENOBIOTICO 0,"
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Figura 3. Ciclo redox de xenobidticos.

Los xenobidticos cuya toxicidad puede ser atribuida a la formacion de radicales libres de
oxigeno son:

1. Paraquat v diquat

=

Aminas aromaticas

L]

Dioxido de nitrégeno
Humo del tabaco
Etanol

Paracetamol
Clorpromazina

Nitrofurantoina y metronidazol

M 0o~ Oy N e

Hidrocarburos halogenados
10. Adriamicina v daunomicina
11. Bleomicinas, fleomicinas y talisomicinas

12. Hidralazina, Isoniazida e iproniazida

....-
LIS

. Pamaquina v primaquina

p—
N

_ Psoralenos.
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2.3 Cuantificacion de H,O; por métodos electroquimicos,

La cuantificacion del perdxido de hidrogeno es importante en estudios clinicos, bioldgicos
v del medio ambiente; ademas dicho reactivo se utiliza en muchas industrias v procesos
relacionados como un oxidante, blanqueador y agente esterilizante. A altas concentraciones en la
atmosfera, afecta la salud humana v puede causar irritacion en los ojos v piel. Ademas este
analito tiene funciones importantes en procesos heterogéneos como oxidante. produciendo acidos
sulfurico v nitrico en la atmosfera y lluvia. Por ello numerosos métodos han sido propuestos para
la determinacion de peroxido de hidrogeno.

En general podemos decir que este compuesto usualmente se cuantifica determinando los
productos de descomposicion de este analito, los cuales son promovidos por un etal de
transicion, una enzima u otra sustancia susceptible a reaccionar (cromodgenos) y formar un
producto que da una sefial quimica, que permita cuantificarlo.

Las técnicas mas reportadas son la quimioluminiscencia. espectrofluorometria y
espectrofotometria entre otros (para mayor informacion referirse 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 mas importante, salvo
aquellos donde se utiliza como elemento selectivo alguna enzima (catalasa o peroxidasa de
rabano), no se verifican las pruebas que confirman que la sefial se deba al analito de interés que
son: la adicion de catalasa y posterior adicion de una solucion estandar de peroxido de
hidrégeno.

También se han desarrollado metodologias para la determinacion de H>O: en pequenias
cantidades utilizando técnicas electroquimicas, entre los trabajos méas notorios podemos citar Jos
siguientes:

» El trabajo realizado por Swei A. et al en 1996 donde determinan H:O:. utilizando
cronoamperometria a 0.60 V con un electrodo de platino monitoreando la oxidacion de H.Os.
metodologia probada en muestras biologicas [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 determind por cronoamperometria a 0.67V con el uso de un

arreglo de ultramicroelectrodos de platino conectados en paralelo, este dispositivo permite

=17=
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cuantificar el H;O; en un intervalo lineal de 0-150 mg/L, esta metodologia fue desarrollada
por A. Schwake et al. [20]

Los metales de transicion (hierro y cobre) son utilizados como electrocatalizadores, de ahi
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 peroxido de hidrogeno, que opera
en un intervalo lineal de 0 a 8 mM; utilizando como técnica, la cronoamperometria. [21]
También suele generarse oxigeno por accion enzimatica de la catalasa o peroxidasa de
rabano, el cual se determina usando el electrodo de Clark. [22]

Fred Lacy en el Journal of Hypertension reporto la determinacion de este analito empleando
la cronoamperometria a un potencial de 0.65 V, potencial donde se observa la oxidacién del
peroxido de hidrogeno. se utiliza como electrodo indicador un sensor de platino que trabaja
sin problemas en un intervalo lineal de 5-10 nM. [23]

En un trabajo del afio 2001 se describe el uso de la amperometria a 0.60 V usando
microelectrodos de oro modificados con platino acoplados a un sistema de analisis en flujo
(FIA) en un reactor tubular que contiene catalasa. El intervalo lineal va de 1-100uM, un RSD
de 1% y un limite de deteccion de 2.9x107 M; metodologia que fue p;obada en agua de
luvia. [24]

En ese mismo afio se reportd un electrodo de aluminio modificado con hexacianoferrato de
manganeso que trabaja en un intervalo de concentrtaciones de 6x107 a 7.4x10° M v presenta
un limite de deteccion de 2x107 M; este sensor muestra una estabilidad de 2 meses. [25]
Aprovechando que los electrodos modificados tienen la posibilidad de modular la
selectividad v sensibilidad de los sensores electroquimicos. Doménech v Alarcon determinan
H>0; usando carbon vitreo como sustrato v elaboran electrodos modificados de composite
con grafito, poliéster y zirconias monoclinicas dopadas con vanadio en una proporcion de 0.5
a 15% mol. Este electrodo modificado tiene la caracteristica de decrecer el sobrepotencial de
reduccion (de —1000 mV a 400 mV). Se emplea en un intervalo de 5 a 400 uM de
concentracion y se obtiene un limite de deteccion de 0.9 uM. [26]

Transductores amperométricos a base de polimetilxilosano fueron propuestos por Mizutani
et. al. probados en un intervalo lineal de 50 uM-0.6 mM.  [27]

Debido al desarrollo de técnicas enzimaticas, cantidades traza de peroxido de hidrogeno

pueden cuantificarse al utilizar la oxidacion de un sustrato por una peroxidasa o a base de

-18 -
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moléculas medidoras, con lo cual se ha permitido el desarrollo nuevos métodos empleando los

biosensores. Como ejemplos podemos citar:

» El sistema propuesto por Yabuki et al. consiste en un electrodo de carbon vitreo cubierto con
una membrana de complejo de poli-ion y peroxidasa como mediador, observandose un
riempo de respuesta de 15 segundos, un limite de deteccion hasta 0.5 uM y una respuesta
Jineal hasta de 10 uM y con un tiempo de estabilidad de 1 mes; lo cual, lo hace un método
muy rapido y sensible. [28]

» Baoxin Li de China propuso un sensor en flujo donde se usa hemoglobina como sustituto de
la peroxidasa de rabano, encapsulada en una matriz de sol-gel, el cual fue probado en una
muestra de agua de lluvia, obteniéndose un intervalo lineal 6x10 a 4x10” M, con un limite
de deteccion de 1.3x107, un tiempo de analisis de 1 minuto y un valor de RSD de 1.7%, este

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

-19-
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2.4 Validacién

La validacion de métodos analiticos es una parte fundamental en el desarrollo de una
nueva metodologia para la cuantificacion de una especie; ya que es durante esta secuencia de
pruebas vy analisis, cuando el quimico se da cuenta si el estudio, que esta siendo evaluado
sistematicamente, cumple o no con los propositos para los cuales fue disefiado.

La validacion del método puede definirse como “¢l proceso por el cual queda establecido
por estudios de laboratorio que la capacidad del método (en términos de parametros analiticos)
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deszadas™,

Los requisitos analiticos dependen de la aplicacion del método v determinan los
parametros o criterios de calidad del metodo a utilizar para resolver el problema, éstos son de
tipo estadistico o de tipo operativo’economico. ambos de caracter cuantizable. y de recursos y

gestion de caracter no cuantizable; lo anterior se aprecia en la tabla 4. [30]

Tabli 4. Parametros de calidad de un método.

'~ Exactitud
‘- Precision
ESTADISTICOS - Sensibilidad
(Esenciales) - Limite de deteccion
.- Estabilidad
CUANTIZABLES ‘- Inversion
' - Gastos
ECONOMICOS '~ Costos
(a optimizar) - Tiempo de ejecucion
- Grado de automatizacion

- Instrumentales
|- Procedimientos
NO CUANTIZABLES i - Planificacion i_

i GESTION - Muestras

- Documentos

- Evaluacion

‘i - Humanos |
RECURSOS |

La gwia EURACHEM, 1998 titulada “The fitness for Purpose of Analytical Methods. A
Laboratonn Guide to Method Validation and Related Topics™ proporciona un esquema (figura
4) que relaciona estos requisitos analiticos con los parametros de calidad que debe poseer el

método seleccionado para la resolucion de un problema.




ANTECEDENTES

—
El problema requierc —— -
un analisis quimico: Desarrollar
Conjunto de método |
requerimientos | lL S————— SI |
. S1
= £ |
-~

Evaluar

I . : ; \
| Identificar un método ! meétodo (Es : Es posible NQ, ¢Relajar
 existente o desarrollar | adecuado Para C} desarrollos > requerimientos?
1' uno nuevo i ¢l laboratorio® riores? \
—
s1 L NO <>
1' Realizar trabajo | Imposible |
analiico | ; realizar el rabajo |
—= | csubcontratar”
~ -
Replantear los requisitos | o
' analincosen funcion | 44 ) \.
| delosresuliados | \\FP/;’

Figura 4. Eleccion, desarrollo y evaluacién de métodos.

Sea cual sea la calidad de los datos disponibles para el método, la adecuacién a la
finalidad o propésito perseguido, “fit for purpose™ sera determinada por el funcionamiento del
método cuando se usa por el analista designado con el material disponible.

Sin duda la fiabilidad de los resultados analiticos es quiza uno de los parametros de
calidad mas valorado, para cual se busca que sean exactos y trazables.

La trazabilidad se define como la “propiedad del resultado de una medicion o el valor de
un estandar que consiste en que se pueda establecer el resultado previsible de su comparacion
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 combinacion de componentes aleatorios \ un error sistematico comun
o componente de sesgo™ vy se expresa como términos de veracidad y precision.

En las medidas fisicas a diferencia de las medidas quimicas la trazabilidad generalmente
es un proceso directo, ya que practicamente las primeras acaban trazandose a su respectiva
unidad del sistema internacional (SI) v 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 sera la etapa de

calibracion que se define como “el conjunto de operaciones que permiten establecer, en
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el aparato de medida o pcu' el sistema de medida, o por los valores rep:sscmadoc. por. una med:da

materializada, con los valores obtemdos en la medlda de un valor conocido™ [31].. X
En medidas quumcas la trazabilidad es la propledad del resultada de una medlcmn ten c]-'

uso de referencias adecuadas generalmente. en .una sola comparaczon Existen refcremias. de 2

muchos tipos jerarquizadas de acuerdo a su nivel de trazablildad val \alor de la mcemdumbre

que tienen asignada.

métodos definitivos

]

materiales de referencia certificados

ejercicios de intercomparacion

0

métodos de referencia

Ij ;

materiales de referencia de trabajo

]

laboratorios de referencia

0

instrumentos de referencia

]

elaboracion de materiales de referencia

]

muestras adicionadas

]

técnicas alternativas % g t

Figura 5. Jerarquia de referencias de acuerdo a la piramide metrolégiég.

En la figura 5 se observa que la mejor referencia es la que constitpyen los métodos

definitivos o absolutos; estos métodos son aquellos que por' definicion se pueden trazar

oy

directamente al mo! como son' la volumetria. la coulombimetriz. la espectrometria de masas con

dilucion isotopica. la gravimetria, los métodos coligativos y la espectroscopia de resonaricia

L

magnética nuclear.
Las condiciones rigurosas o el reducido ambito de aplicacién son los motivos por los. =

2 4 bl

cuales se utilizan muyv poco, razon por la cual se utilizan otros métodos como.los materiales de °

‘.'- Y . ’;‘ .
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referencia certificados. los ejercicios interlaboratorio. los materniales de referencia, entre otros;

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

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

Se ha mencionado que la trazabilidad de los resultados obtenidos mediante medidas
fisicas depende en gran parte de la calibracion de los equipos con los que se mide, sin embargo,
la calibracion de aparatos e instrumentos de medida que intervienen en los procesos de medida
quimicos es importante. aunque en menor grado que en los procesos de medida fisicos, dado que
en los primeros existen muchos mas factores que influyen en el resultado final, ademas los
equipos han de calibrarse dado que sus respuestas generalmente no son estables con el tiempo
debido a envejecimiento, deterioros, limpiezas inadecuadas, reacciones quimicas, etc. debido a lo
anterior es necesario realizar una operacion de comparacion 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 calibracion, pero es importante puntualizar que
en medidas analiticas el concepto de calibracion tiene un doble significado que comprende la
calibracion instrumental y la calibracion analitica, y en esta tltima se relaciona la respuesta
instrumental con la concentracion del analito a determinar. [30]

Segun el tipo de calibracion los diferentes métodos analiticos se clasifican en:

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

- Métodos estequiométricos: la calibracion de un reactivo permite relacionar la cantidad de
patron con la cantidad de analito por un mecanismo quimico.

- Métodos comparativos: en los cuales los valores obtenidos en las mismas condiciones
experimentales. para una serie de patrones v para las muestras se relacionan entre si a través
de un factor o una funcion de calibracion, normalmente mediante un modelo de linea recta.

El principal objetivo de la calibracion es eliminar los errores sistematicos, para lo cual
deben establecerse programas v procedimientos de mantenimiento, ajuste v calibracion de:
aparatos. instrumentos v reactivos normalizados.

Los criterios para disefiar un programa de calibracion son:

- Objeto de la calibracién e intervalo: es necesario dar a conocer las limitaciones o casos en

los que el procedimiento no es valido.
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Unidades y forma de presentacion: el resultado de una calibracion es un factor o un

grafico, cuyas umidades y escalas estan debidamente explicitadas, nunca deberan suponer

condiciones por defecto.

Registro o certificacion: todos los datos parciales v evidentemente los finales de la

calibracion deberan quedar registrados para cualquier verificacion posterior.

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

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

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

laboratorio.

Patrones de referencia y de trabajo: patron es el “valor de medicion materializado, aparato

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

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

comparacion a otros elementos de medida™ y la eleccion de éstos debe resolverla el cientifico

por si mismo en muchos casos

Trazabilidad: debera demostrarse documentalmente, a traves de los datos originales. de los

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

trabajo utilizados.

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

registrando los valores o actuando sobre a'mun dispositive mecanico o electronico del

aparato. Los tres grupos de técnicas analiticas, establecidos segun el procedimiento de

calibracion, corresponden a modelos diferentes:

® Procedimientos absolutos

® Procedimientos estequiométricos

¢ Procedimientos comparativos: la mayoria de los procedimientos instrumentales
utilizados para analisis quimico son sistemas complejos. pues el acoplamiento entre la
muestra v el dispositivo de medida, o el sensor que proporciona la sefial. incluye una
serie de operaciones a realizar en condiciones de trabajo muy estrictas. Esta es la razon
por la que en los sistemas de analisis complejos la matriz de los patrones es una vanable
tan importante como Su concentracion para conseguir garantizar su correspondencia con

la muestra.

4 ~
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2.5 Fundamentos de electroquimica

Las mediciones electroquimicas en sistemas quimicos han proporcionado numerosas
ventajas frente a los meétodos convencionales; en la actualidad se usan para obtener datos
termodinamicos, en analisic a nivel de trazas, en la electrosintesis de algun producto, pero sin
lugar a duda la ventaja que sobresale. es el hecho de que permite el estudio de compuestos tanto
organicos como Inorganicos. De esta manera numerosos métodos electroquimicos se han
desarrollado en las ultimas décadas y la aplicacion de dichos métodos requiere de la
comprension de algunos corceptos.

La electroquimica se puede definir como el estudio de los procesos de reaccion que
ocurren en las interfaces conductor - solucion generados por una perturbacion eléctrica externa o
espontanea.

En una medicion electroquimica debe haber por lo menos dos electrodos: electrodo de
trabajo v electrodo de referencia, asi como un electrolito, en ocasiones se emplea un electrodo
auxiliar. En el electrodo de trabajo, también llamado electrodo indicador. la diferencia de
potencial varia en funcion de los fendmenos que se lleven a cabo en la solucion; en el electrodo
de referencia la diferencia de potencial debe ser constante vy no debe permitir el flujo de
corriente, de tal suerte que permita la comparacion de las condiciones entre el electrodo de
trabajo v el electrodo de referencia: v finalmente el electrodo auxiliar tiene por funcion 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 electrolisis que pueden llegar
a la superficie del electrodo de trabajo y causar interferencia.

En un trabajo electroquimico se estudian una coleccion de interfases denominada celda
electroquimica.

Las celdas electroquimicas son de dos tipos. las celdas galvanicas v celdas electroliticas
(figura 6), en las celdas galvanicas las reacciones ocurren espontaneamente, los electrodos se
conectan externamente por un conductor. este tipo de celdas se emplean con frecuencia para
convertir la energia quimica en energia eléctrica como en las baterias vy las celdas combustibles;
en tanto que en las celdas electroliticas o voltaicas las reacciones se efectian por la imposicion
de un voltaje externo mas grande que el potencial reversible de la celda y a diferencia de las

anteriores se usan para llevar a cabo reacciones quimicas al efectuar un gasto de energia
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electrica, ejemplos de procesos son: la sintesis electrolitica, electrorefinamiento, electroplateado,

entre otros.
a) b)
€
—— "\ e/'— l I | : *ﬂ
G, ® |
¢
C fo fo

Zn/Zn*/ Cu* "= Cu Cu® +9¢ -5 Cu

© ® O @

anodo n catodo catodo anodo
Zn—>Zn" = 2¢ Cu™+2 ->Cu cy/cu®, H,S04 Pt H:0 — %0. = 2H = 2¢’

Figura 6. Tipos de celdas electroquimicas: a) galvdnica v b) electrolitica.

Como ya se habia mencionado, las reacciones electroquimicas tienen lugar en fase
heterogénea. donde una fase, la solucién, es un electrolito en el cual el transporte de la carga
depende de! movimiento de los iones v la segunda puede ser otro electrolito o un electrodo en
donde el transporte depende del movimiento electronico. Los electrodos pueden ser metales o
semiconductores, solidos como carbon vitreo, platino, oro, etc. o liquidos de alta densidad y
tensi0n superficial, como el mercurio.

Si consideramos la reaccion al electrodo

Ox - ne” « Red
La corriente es gobernada por los procesos de:
(1) Transferencia de masa.
(2) Transferencia de electrones a la superficie del electrodo.
(3) Reaccion quimica antes o después de la reaccion electroquimica, como son dimerizaciones.
protonaciones, etc.

(4) Reacciones de superficie como adsorcion, desorcion o electrodeposicion (figura 7).

<96
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4 reacciones transfetencia
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Figura 7. Procesos al electrodo.

La velocidad neta de una reaccion al electrodo, v, esta dada por la velocidad vy, a la cual
las especies electroactivas llegan a la superficie del electrodo por el transporte de masa, el cual
en su concepcion mas general, se puede definir como el movimiento de materia desde un lugar‘a
otro; las formas en cémo se lleva a cabo son:

Migracion: es el movimiento de particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico, es
decir es un movimiento generado por un gradiente de potencial eléctrico.

Difusion: es el movimiento de las especies bajo la influencia de un gradiente de potencial
quimico, es decir un gradiente de concentracion.

Conveccion: es un movimiento debido a fuerzas superficiales o de volumen que actian sobre el
liquido; se origina por la agitacion de la solucion. giro del electrodo de trabajo o temperatura
entre otros v puede estar caracterizado por regiones inmoviles, flujo laminar v flujo turbulento.

Las contribuciones de 0os mecanismos son aditivas va que pueden actuar
simultdneamente o en paralelo.

El transporte de masa al electrodo esta gobernado por la ecuacion de Nernst — Planck.
que es la suma de las tres contrib jones. migracion, difusion y conveccion, la cual escrita para

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

s
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AC(x) zF O
Hy=-Di B, 2 pio S ey
A - #OAL —v J H_;

Contribucion debida a: Difusion migracion  conveccion

La contribucion debida al termino de migracion se reduce utilizando una sustancia no
electroactiva en una concentracion mucho mayvor a la de la especie en estudio, denominada
electrolito soporte que también sirve para minimizar la resistencia de la celda y en ocasiones
decrece 0 elimina los efectos de matriz.

De igual manera el aporte debido a la conveccion se puede controlar. si la disolucion
permanece estatica, el aporte de masa solo depende de la difusion v se le llama régimen de
difusion pura (RDP), cuando se utiliza un electrodo giratorio o un electrodo goteante de Hg®
entonces se trabaja en un régimen de difusion convectiva (RDC),

No hay que olvidar que los fenomenos que nos interesan se dan en las interfases v la
interfase electrodo — solucion ha mostrado experimentalmente un comportamiento de un
capacitor que es un elemento de un circuito eléctrico formado de dos hojas metalicas separadas
por un material dieléctrico y cuando se aplica un potencial a través del capacitor, la carga se
acumula en las placas metalicas hasta que q satisface Ia ecuacion:

grE=C

En una solucion el arreglo total de las especies cargadas v los dipolos orientados en la
interfase metal — solucion recibe el nombre de doble capa eléctrica v a un potencial dado esta
caracterizada por la capacitancia de la doble capa.

La doble capa electrica estd compuesta de vanas capas, la mas cercana al electrodo,
contiene moleculas de solvente v algunas veces 1ones 0 moléculas especificamente absorbidas, a
esta capa mads interna se le conoce como capa compacta de Helmholtz v el plano que pasa por el
centro de los iones especificamente adsorbidos a la superficie del conductor se le llama plano
interno de Helmholtz (IHP) ubicado a una distancia x;. la segunda capa esta formada por iones
solvatados a una distancia x- de la superficie del conductor, cuva interaccion debida a la carga
del conductor es electrostatica. v el plano que pasa por el centro de estos iones se le conoce como
plano externo 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 solucion (figura 8).

- 28
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anjon
adsoybido

cation
solvatado

OO~ QOO0

Capa
% molecula de solvente

Figura 8. Modelo propuesto de la interfase electrodo - solucién. reg'ifm de la doble capa eléctrica.

Debido a que la doble capa eléctrica puede considerarse como un capacitor. el proceso de
carga de la doble capa genera una corriente residual la cual es conocida como corriente

capacitiva, de tal manera que la corriente total esta dada por:

) medida = 1 capaciive ™ 1 difusion T 1 mugracion 1omica ™ 1 convective

— —
—

I faradaica

donde la corriente debida a los demas fendmenos electroquimicos se le conoce como corriente
faradaica

En una concepcion muy general podemos decir que la informacion de un sistema
electroquimico se obtiene al aplicar una perturbacion eléctrica y observando los cambios en las
caracteristicas de! sistema. Existen diferentes tipos de perturbaciones de acuerdo a la técnica

electroquimica [33.34]

De acuerdo a los programas de perturbacion, las tecnicas electroquimicas son E = fit) e
i = f(1), es decir, mediante la imposicion ya sea de potencial v de una intensidad corriente
respectivamente. dicha imposicion se puede realizar mediante pulsos de potencial (técnicas

electroquimicas potenciostaticas) o de intensidad de corriente (galvanostaticas), ademas se

M
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pueden realizar mediante un barrido de potencial (potenciodinamico) o de intensidad de corriente

(galvanostatico). ' -
/ TECNICAS ELECTROQUIMICAS %
E=f(t) i=f(t)
POTENCIAL INTENSIDAD DE CORRIENTE
POTENCIOSTATICAS GALVANOSTATICAS &
POTENCIAL (=  r— * INTENSIDAD DE CORRIENTE
| M M et A

]i POTENCIODINAMICAS

A continuacion se muestran algunos ejemplos :

Técnica Programa de perturbacion

GALVANDINAMICAS **

Sefial generada

E
Polarografia DC

Polarografia
diferencial
de pulsos
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2.6 Técnica electroquimica a utilizar,

Debido a que cada vez se necesitan efectuar analisis a nivel de trazas, la sensibilidad v
resolucion son parametros clave en el desarrollo de las técnicas analiticas.

Por otro lado las técnicas electroanaliticas constituven un arma poderosa para la
determinacion de numerosos analitos, siempre que estos compuestos sufran reacciones
electroquimicas (determinacion directa) o participen en reacciones acopladas a una reaccion
electroquimica (determinacion indirecta).

En el caso particular de la polarografia clasica se han desarrollado alternativas que
superan algunas deficiencias. lo anterior parte del hecho de que los componentes de la intensidad
de corriente son, como va se menciono anteriormente. la contribucion faradaica v la capacitiva

En polarografia clasica las sefiales interferentes dependen de la corriente capacitiva, la
cual se asocia a la doble capa cargada del electrodo Esta corriente desaparece rapidamente
cuando hay un cambio en el potencial del electrodo de acuerdo a la ecuacion:

icapaciive = 0.00567C/(E,-E)m**t*?

en tanto que la corriente faradaica aparece a razon de t'°, lo anterior se ilustra en la figura 9.

B

P

P

T

N &‘\\\\\'.\\\\\\\\Q\\\‘é E§ NN R

o

Figura 9. Contribuciones capacitiva y faradaica a la intensidad de corriente.
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Como se puede apreciar si se muestrea a un tiempo 1, tal que la contribucion faradaica

sea maxima y la capacitiva sea minima, se puede aumentar la sensibilidad, debido a que las
sefiales interferentes dependen fuertemente de la contribucion capacitiva.

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

normal de pulsos.

2.7.1 Polarografia diferencial de pulsos

La Polarografia Diferencial de Pulsos fue introducida por Barker and Gardner en el afio
¢ 1960.

El programa de perturbacion (figura 10) consiste en aplicar un pulso de potencial, con
una amplitud desde 10 hasta 100 mV, durante un tiempo muy pequeio de la vida de la gota

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

A

5-100 mseg

5 —
{ 0.5 4 seq
e L S
n
C

| 10-100 mV/seg
a

| caida de la gota

tiempo

Figura 10. Programa de perturbacion 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 aplicar el pulso de potencial y la

segunda a un tiempo 1t durante el pulso aplicado v antes de que la gota caiga (figura 11).
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tleermpo

t J
Figura 11. Tiempos de muestreo en polarografis. diferencial de pulsos.

Asi la tecnica deriva su nombre en virtud de que la respuesta generada es una diferencia

de la intensidad de corriente muestreada en funcion del potencial:
i(t)—1(1")=flE)

Esta diferencia en la intensidad de la corriente se mantiene constante hasta que la
siguiente lectura la remplaza. dicha técnica se realiza bajo el régimen de difusion convectiva.

Para un sistema:

Ox + ne"— Red,

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

dicho comportamiento dividimos el grafico en tres regiones.

A

O

| .
L

potencial

. l.III.Ill"‘lhl".“'l..l'l...

E112

Figura 12. Respuesta generada por polarografia diferencial de pulsos.
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En la region A4 se observa que la intensidad de corriente es constante, esto corresponde a
que al 1nicio el potencial aplicado es mas positivo que el valor del E;~» por lo cual el pulso de
potencial aplicado es insuficiente para promover el proceso faradaico, asi que la diferencia entre
la corriente muestreada antes y al final del pulso, es practicamente cero [ 1(t)—1 (1) = 0].

Cuando el potencial es mas negativo que E;», la zona correspondiente ¢ la corriente
limite en polarografia clasica, la intensidad de corriente esta limitada por la d.fusion de la
especie que es reducida a una velocidad maxima, por lo que el pulso (AE) ya no incrementa la
velocidad debido a que la 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. razon por la cual la
diferencia de las intensidades de corriente medidas es nuevamente cero [1(t)—1(t")=0].

En la region B a valores cercanos a E;~ la especie es reducida durante un periodo a una
velocidad menor que la maxima debido a que la concentracion al electrodo Cy(0,t) no es cero.
En la region B’ se tiene que el potencial es mas positivo que E;» pero lo suficientemente
cercano a éste para que suceda la transferencia de ca'rga v el pulso de potencial aplicado
favorezca este proceso faradaico, en tanto que en la region B™” el potencial es mas negativo que
Ei» pero al mismo tiempo sin llegar a la maxima 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 limites de deteccion de 10 M, los cuales se establecen en
funcion de la resistencia maxima que puede ser tolerada (respuesta capilar) o por condiciones
quimicas como el electrolito soporte y/o el pH, entre otros.

Las determinaciones analiticas se pueden realizar por estandarizacion interna, externa o

adiciones patron. [33,34]
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2.7 Variables que afectan la velocidad de reaccion
El comportamiento electroquimico del sistema a estudiar depende de diferentes variables,

los parametros modificables en un sistema electroquimico se presentan en la figura 13. [33]

Variables externas:

VYariables del electrodo: Temperatura (T)

Material i6
! Area superficial ;r:rslzoz g)
i Geometria i

1 N\

N\

THEHRITTD

Variables de la
transferencia de

Variables eléctricas:
Potencial (E)

masa: Corriente (i)

Difusion Cantidad de electricidad (Q)
Conveccién

Adsorcion

Variables de la solucion:

Concentracion de las especies electroactivas (Cox, Cred)
Concentracion de otras especies (electrolito soporte, pH, etc.)
Disolvente
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3.0 OBJETIVOS

La determinacion de H,O- ha cobrado interés debido a que dicho analito indica el
dafio celular debido a la presencia de especies reactivas de oxigeno. Se sabe que el H,0: es
la especie mas estable y por lo tanto, la apropiada para ser monitoreada, por lo cual se han
desarrollado diversas metodologias con la finalidad de cuantificarla: sin embargo, en
ocasiones los tratamientos de la muestra son drasticos lo que conlleva a su degradacion. Por
otra parte la puesta a prueba de metodologias mediante adicion de catalasa y posterior
adicion de una solucion estandar ha dado resultados desfavorables.

Debido a la importancia que tiene esta cuantificacion en las areas clinica v
bioquimica es indispensable el desarrollo analitico de alternativas a la determinacion de
peroxido de hidrégeno con la evaluacion de los parametros que confirmen que la sefial
monitoreada se deba exclusivamente a la especie de interés.

Por lo cual, el objetivo general de este trabajo es el Desarrollo de una metodologia
para determinar H,0;en muestras clinicas por polarografia diferencial de pulsos.

En este trabajo se llevo a CilibO la evaluacion de la precision, linealidad. exactitud y
especificidad entre otros parametros.

Para abordar este problema se cubrieron los siguientes objetivos particulares:

e (Calibracion del material volumetrico a fin de conocer las concentraciones reales v la
incertidumbre asociada a las soluciones preparadas, ademas de una evaluacion en la

propagacion de los errores aleatorios.

® Establecer las condiciones Optimas para llevar a cabo la determinacion, por método
directo e indirecto con la evaluacion de los siguientes parametros:
- pH
- Tipo de matriz
- Agentes precipitantes de proteinas
- Concentracion de azida de sodio
- Concentracion de enzima
- Concentracion de H.O»
- Temperatura

- Tiempo de reaccién enzimatica.
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® Con base en los resultados obtenidos determinar H>O: en diferentes muestras (control y
tratadas —inhibidas v estimuladas) con curvas de calibracion adecuadas por ambos
metodos. .

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

determinacion de H,O: en muestras de sangre.
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4.0 PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo experimental fue dividido en tres etapas, la primera fue la calibracion del
material volumeétrico a utilizar, la segunda fue la evaluacion de los parametros para el
establecimiento de las condiciones operatorias v finalmente la determinacion del H-O- en

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

4.1 Reactivos
Los reactivos usados fueron:

® C.H;;NO; (Tns(hidroximetil )aminometano) p.a. — Pro Analysis Merck con un 0.001%
de cloruros (Cl). 0.005% de sulfato (SO}, y 0.0005% de metales pesados (como Pb).

e HCI - Técnica Quirnica con un porciento de acido de 36.5 — 38%, nivel de impurezas
en el caso de metales pesados (como Pb) 0.0001 % y Fe 0.0002 %.

. KMnO; (permaganato de potasio) - BAKER ANALYZED Reactivo segun
especificaciones de la ACS nivel de impurezas en lo que se refiere a materia insoluble
0.045%, cloruros y cloratos (como Cl) 0.005%, compuestos nitrogenados (como N)
0.003%, sulfatos (SO;4) 0.018%.

® H.C,O; (acido oxalico) — Técnica Quimica, Reactivo analitico 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%.

e H,0: (Peroxido de hidrégeno) — Solucion al 30 %, J.T. Baker con las siguientes
especificaciones: Residuo después de la evaporacion 0.0002%, cloruro (Cl) < 0.2 ppm,
nitrato (NOs) < Sppm, Fosfato (PO.) < 0.5 ppm, sulfato (SO;) < 3 ppm y amonio (NH.)
<2 ppm.

e (atalasa de higado de bovino — Sigma con 2800 U'mg de solido, 4000 U/mg de
proteina; 1 U descompone 1 pmol de H-O,/min a pH= 7.0 a 25°C si la concentracion se
encuentra de 10.3 2 9.2 umol/'mL.

¢ NaN: (Azida de sodio) — Aldrich. reactivo analitico.

® (C3H:O- (acetona) - Farmacia “PARIS™, No. 535

® (,H;OH (Etanol) — ALISA 96° g.L. sin desnaturalizar.
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e HNO; (acido nitrico) — Mallinckrodt con un porcentaje de acido de 70%. nivel de

impurezas en el caso de metales pesados (como Pb) 0.0001 % y Fe 0.0002 %.
e Hg® Hexadestilado
® Fosfato
® Fosfato

® Amortiguador de referencia pH 7.00 £ 0.01 a 25°C, solucion de fosfatos de sodio y
potasio de la marca HYCEL DE MEXICO y

® Amortiguador de referencia pH 4.01 £ 0.01 a 25°C. solucion de ftalato acide de potasio
de la marca T SIGMA DE MEXICO.

Todas las soluciones fueron preparadas con agua destilada obtenmida en ¢l laboratorio,

presentando una conductividad de 0.375 puS/cm.

4.2 La celda, los electrodos v aparatos

Se utilizo una celda electroquimica con una capacidad de 10 mililitros que se lavaba
con acido nitrico caliente 15 M y abundante agua destilada.

La determinacion se llevo 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 Au® y los valores de potencial se refirieron al sistema Hg® @ Hg:.Cl:v | 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 contenia el medio de reaccion.

El sistema se conectd a un polarografo HMDE METRHOM VA Stand 663. que
cuenta con un graficador integrado.

Se burbujeo Na. previamente humedecido en el medio de reaccion por 10 minutos v

manteniendo una atmosfera de este gas a fin de evitar la interferencia de oxigeno.
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4.3 Establecimiento de las condiciones operatorias.

El DME (Dropping Mercury Electrode), el electrodo auxiliar y el electrodo de
referencia Hg®Hg,Cl:¥/KCl fueron sumergidos en 2 mL de una solucion de amortiguador,
previamente burbujeada con N, por 10 minutos, evaluando la sefial debida a la reduccion de
HO: (método directo) o de O; (métoclo indirecto) al cambio de los siguientes parametros:
amortiguador (Tris 0.1mol/L pH=8 v fosfatos 0.05 mol’L pH=7), electrolito soporte,
concentracion de enzima e inhibidor de la enzima (azida de sodio), tipo de matriz (suero,
plasma, plasma libre de proteinas con el uso de agentes precipitantes como: acetona.

metanol v acetonitrilo. v finalmente la concentracion de sustrato (H:0»).

4.5 Determinacion de H;O, en muestras clinicas control y tratadas.

De acuerdo a las condiciones experimentales establecidas en ambos meétodos
(metodo directo e indirecto) se procedio a realizar determinaciones de H,O; en muestras
control, estimuladas (con metilamina) e inhibidas (con hidralazina) en su produccion de

peroxido de hidrégeno. Utilizando un volumen de muestra de 500 pL.

4.6 Programas de perturbacion
4.6.1 DETERMINACION DIRECTA - Reducciéon de H;0, a H,O por
polarografia diferencial de pulsos

Se efectlia un barrido de potencial en las siguientes condiciones:
Ein =-0.65 V
Ec=-14V
vy =10 mV’s
AE = 50 mV
tiempo de goteo = 1 gota seg

Sensibilidad de la intensidad de corriente: 1nA

ll=



PARTE EXPERIMENTAL

4.6.2 DETERMINACION INDIRECTA - Reduccién de O, a H,0, por
polarografia diferencial de pulsos

Efectuar un barrido de potencial en las siguientes condiciones:
En=005V
Er=-0352V
vy =10 mV/s
AE = 50 mV
tiempo de goteo = 1 gota'seg

Sensibilidad de la intensidad de corriente: 1nA
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50 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

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

ha interesado al hombre, pero desde la decada de los 70°s las investigaciones relacionadas con la
teoria del estrés oxidativo, los radicales libres (RL) y los antioxidantes, han cobrado especial
auge entre quimicos, medicos, biologos y fisicos, quienes desean conocer mejor la oxidacion
celular, para lo cual se requiere la cuantificacion en muestras biologicas tales como la sangre.

En la mayoria de la literatura este compuesto se ha determinado en matrices menos
complejas, de ahi parte el interés de este trabajo, que se puede sintetizar en el desarrollo de una
metodologia para determinar concentracion de H.O, en muestras de sangre v/o plasma.

Este estudio se llevd a cabo en dos etapas. en la primera etapa se establecieron las
condiciones operatorias para cuantificar HO: en muestras de plasma y en la segunda se realizd
la aplicacion de la metodologia propuesta.

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

5.1 Establecimiento de las condiciones operatorias y determinacién de los

parametros estadisticos.

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

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

5.1.1 Método directo
En la determinacion directa se monitorea la reaccion de reduccion de peroxido de
hidrogeno:
H,0,+2H +2e — 2H,0

cual presenta la intensidad de pico maximaen - 1.1 V.

¥V

Figura 15 Fenomenos al electrodo en la determinacion directa de H,0,.

'H,0, | <= H,0, |

H,0 |

L& |
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En la figura 15 se observan los fenémenos al electrodo del H,O, que consisten en la
difusion del analito a la superficie del electrodo y la posterior reaccion electroquimica de
reduccion del perdxido de hidrégeno via 2 electrones a dos moléculas de agua La sefial de
reduccion del H,O: obtenida se muestra en la figura 16, donde se aprecia que la sefial es ancha
debido a que el sistema es lento. Hay que remarcar que la reduccion de perdxido 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.

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

O; = O;. — H:O;_- < [ OH. { —> H:O

H-O Intermediario

radical libre

inestable
12+
Al ¢
(nA)
0 -
I | T
-1.2 -10 -0.8
E (V)

Figura 16 Seiial generada por la reduccion de H,O; en polarografia diferencial de pulsos a 10 mV/seg en
amortiguador de Tris 0.1 M pH=8.

Este analisis se realizo de la siguiente manera: a 2mL de la solucién amortiguadora
(fosfatos o tris) se le adicionan 500 ul de plasma o suero. a continuacion se le adicionan 50 puL
de catalasa y se deja un tiempo de 5 minutos, en el cual se lleva a cabo la reaccion enzimatica, a
este medio se adiciona 50 ul de azida de sodio 0.1 M a fin de inhibir la accion catalitica de la
enzima, posteriormente se realiza un burbujeo de N: por 2 minutos y finalmente se realizan las
correspondientes adiciones de una solucion estandar de H;O: debidamente valorada (anexo S)

para la obtencion de las curvas de calibracion.
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El primer parametro a evaluar fue el amortiguador a utilizar. Para ello se evaluo el efecto
de dos amortiguadores: Tris 0.1 M pH=8 y fosfatos 0.05 M pH=7, la eleccion de ambos se
realizé con base en la cercania de los valores de pKa al pH fisiologico.

Se obtuvieron las curvas de calibraciéon 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 metodologia mas sensible,
una pendiente de 6.1> £ 0.1¢ contra 3.1, + 0.08, la dispersién de los datos es mayor. Lo anterior
probablemente se deba a que se presenta un fenomeno de adsorcion de los fosfatos a la superficie
del electrodo, ademas de que las impurezas de los reactivos utilizados para la preparacion del
amortiguador de fosfatos estén interfiriendo con el estudio.

Ademas el dominio de electroactividad es menor en el medio de fosfatos (=70 mV) con
respecto al dominio obtenido en el amortiguador de Tris v hay que recordar que la sefal de
reduccion es ancha v cercana a la barrera catddica (figura 18). Tomando en cuenta lo antes
mencionado, se tomo de decision utilizar amortiguador de Tris 0.1M pH=8 a fin de abrir el
dominio de electroactividad v tener una sefial de reduccion de peroxido de hidrégeno bien
definida.

) w - n
= =Y p= =)
L L H ]
|
]

intensidad (nA)

—
<
1
4
\
N

0 1 2 3 4 5 6 7
concentracion (p M)

Figura 17 Efecto del amortiguador en Ia determinacién del H,O,
® amortiguador de fosfatos 0.1 M pH=7, Ai = 6.1 = 0.2 [H,0,] - 9.0 £ 0.2, " = 0.9870 y
¢ amortiguador de Tris 0.1M pH=8, Ai = 3.14 = 0.08 [H,0,] - 0.16 = 0.09, ¥ = 0.9985.
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a)
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Figura 18 Seial de reduccion de peréxido de hidréogeno y dominios de electroactividad en una matriz de
suero vy amortiguador de a) fosfatos 0.1M pH=7 y b) Tris 0.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 metanol, acetona (que simbolizaremos
como plasma-metanol v plasma-acetona respectivamente), acetonitrilo y acido tricloroacético:
con este ultimo se observa que la sefial de reduccion del H,O; es de gran intensidad, lo que
impide tener una sefial clara y definida, cuando se usa acetonitrilo no se observa ninguna sefial
de reduccién.

Las curvas de calibracion 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-metanol y plasma-acetona son muy
parecidas entre si A pesar de que se puede utilizar un meétodo de adiciones estandar para efectuar
la determinacion utilizando una matriz de suero, con lo cual se evita el tratamiento de la muestra
que pudiera conllevar a su perdida; el burbujeo del N, para desplazar el oxigeno provoca una
espuma intensa. que puede ocasionar la perdida de la muestra por adherencia de la solucion a las

paredes de la celda.
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Figura 19 Efecto del tipo de matriz en la curva de calibracién para la determinacién del H,0,
¢ amortiguador de Tris pH=8. ® Tris pH=8 + plasma, « Tris pH=8 + suero, ¢ Tris pH=8 + plasma-metanol
¥ » Tris pH=8 + plasma-acetona.

Tabla 6 Ecuaciones de las rectas de calibracion v sus coeficientes de correlacion obtenidos en las matrices

evaluadas.
1 TIPO DE MATRIZ ECUACION i r’ |
' Amortiguador de Tris 0.1 MpH=8 = Ai=308x009[H:0;]-15201 | 09975
iTris 0.1 M pH=8 = plasma C AI=30%£01[H.0]-1220.1 | 0.9985
i Tris 0.1 M pH=8 - suero Ai=28202[H0:]-0.7%0.1 0.9945
' Tns 0.1 M pH=8 - plasma-metanol Ai=309%007[H.0:;]-12201 | 0.9967
[Tris 0.1 M pH=8 - plasma-acetona ~ Ai=3.09=0.09 [H:0;] - 1.4 0.1 0.9958

En la tabla 7 se muestra el resultado de la prueba estadistica que nos ayudo a evaluar el

efecto de utilizar diferentes tipos de matrices. Se observa que la pendiente se modifica

S —
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significativamente (un valor superior al critico = 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 calibracion semejante a las obtenidas con metanol o acetona se
presenta la desventaja. como ya se menciono, de que es ligeramente dificil controlar el burbujeo
de N, debido a la presencia de proteinas que provocan una espuma intensa, ya que solo se han
eliminado aquellas involucradas en el mecanismo de coagulacion de la muestra. Lo anterior
muestra que, las mejores opciones son la utilizacion de plasma con la precipitacion de proteinas

usando metanol y acetona.

Tabla 7 Evaluacién del efecto de matriz por comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion.

; Parametro: ! Pendiente i Desviacion T
' Tipodematriz |  (nA/uM) | estandar Valor de '
Amortiguador : | 1 obtensdo _
. TrsO.IMpH-8 | 30, | 0l @=00s | Valorde
Plasma 3.04 0.15 0.6074 t critico = 2.31
Suero 2.7 0.15 3.3838 o =005
Plasma - metanol 3.09 | 0.07 0.1719

Plasma - acetona 3.09 ' 0.09 j 0.1026 ;.

Sabemos que la exactitud se expresa en términos de veracidad (proximidad al valor real)
v precision (dispersion del resultado), debido a que no conocemos el valor de referencia de la
propiedad que estamos analizando emplearemos el concepto de trazabilidad.

Como va se menciond, no siempre es necesario utilizar una referencia de nivel
metrologico elevado para garantizar la trazabilidad en una medida quimica, este parametro
tambien puede verificarse a traves del porcentaje de analito recuperado, es decir. la relacion entre
la cantidad encontrada v la cantidad adicionada, la adicion puede hacerse a uno o varios niveles
de concentracion. Aprovechando esta situacion, analizamos la fraccion recobrada en cada caso.

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

(plasma-acetona) y con metanol (plasma-metanol) en la figura 20 se exhibe la evaluacion de la
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fraccion recobrada, cuyo valor es la pendiente de la recta, tomando como base la sefial obtenida

en el amortiguador de Tris 0.1M pH = 8.
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Figura 20 Fraccion recuperada en Tris 0.1M pH=8, v = 10 mV/seg.
W plasma-acetona, Ai = 0,998 + 0.009 [H,0,] - 0.054 + 0.005, r* = 0.9987 y
¢ plasma metanol,, Ai = 0.99 + 0.01 [H,0,] - 0.2 £ 0.1, r* = 0.9956.

A continuacion se compararon las pendientes obtenidas con la unidad v se obtuvieron los
resultados mostrados en la tabla 8, con lo cual se pretende evaluar si existen diferencias

significativas entre la unidad y valor respectivo.

Tabla 8 Evaluacion del porcentaje de recobro por comparacién de los valores de la pendiente de las curvas
de calibracion con la unidad.

- Tipo de matriz | Pendiente |~ Desviacion | Valor de t omenias ! Valor de

L (nApM) | v | a =003 ! |
i Plasma - acetona | 0.995 | 0.01g | 0.3266 | e = 2.78

' Plasma - metanol = 099, 0.01: ' 06770 a=005

Como se puede apreciar los valores obtenidos son menores al valor critico, lo cual sugiere
que ambas matrices estadisticamente no presentan diferencias significativas.
Ahora se comparan los valores de la ordenada al origen con cero, los resultados se

muestran en la tabla 9.

e — e e e et T —
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Tabla 9 Evaluacién del porcentaje de recobro por comparacién de los valores de la ordenada al origen de las
curvas de calibracién con cero.

Tipo de matriz | ordenada al origen | Desviacion estandar Valor de
(nA) _ ;
 Plasma - acetona | 0.053; 0.001, Varnee =2.78 |
Plasma-metanol | 0277, | 0004, &=005 |

En la tabla 9 podemos apreciar, que cuando usamos plasma - metanol, el valor de
t obenido €5 Mayor que el critico, por lo que se concluye que el valor de la ordenada al origen si
difiere significativamente de cero, lo anterior podemos atribuirlo a que se dificulta la toma de la
muestra en este tipo de matriz con respecto a aquella que se precipita utilizando acetona, debido
a que el mecanismo de precipitacion es diferente; lo anterior queda de manifiesto en la forma de
la sefial. Como se puede apreciar la sefial es mas ancha y presenta una deformacion, de un pico a
dos (a), posteriormente se realiza la adicion de la enzima y en el registro de observa una
disminucion vy un desplazamiento hacia poter.ciales mas catddicos(b), finalmente para corroborar
que la sefal se deba a la presencia de H,O; se realizo una adicion de una solucion estandar del
analito y se aprecia un incremento en la sefial debida a la reduccion de este compuesto (figura
21). Por lo cual decidimos usar acetona como el agente precipitante, ademas de que
auxiliandonos de una prueba estadistica se corrobora que el valor de la pendiente es més cercano

a la unidad v por tanto el porcentaje de recobro esta proximo a 100.

-1.2 -1.0 -0.8
E (V)

Figura 21 Seiial de reduccion de H,0; en Tris 0.1M pH=8 en una matriz de plasma — metanol, a) muestra,
b) muestra + enzima (catalasa) y ¢) muestra + enzima + azida de sodio + 50 pL de solucién estindar de H;0,,
y Ai’ se atribuye a la concentracion de H,O; en la muestra.
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El patron de la curva de calibracion 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 Aiesen—-1.1V vy larespuesta lineal se aprecia en la figura 24.

E (V)
Figura 23 Polarogramas tipicos de una curva de calibracién obtenida por método directo en un Tris 0.1 M
pH=8, con adiciones de una solucién 0.1 mM de H;0;: a) blanco, b) 25 pL. ¢) 50 uL, d) 75 uL, e) 100 puL,
f) 125 uL, g)150 uL, h) 175 uL y i) 200 pL.
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Figura 23 Curva de calibracion de H;0; en Tris 0.1 M pH=8 utilizando una matriz de plasma-acetona
obtenida por método directo.
Anteriormente la linealidad se verificé por el valor del coeficiente de correlacion lineal,
pero ahora se evaluard aplicando la prueba de rachas de Wald-Wolfowitz (prueba no

paramétrica) para verificar si los resultados, que se ajustan a un modelo de linea recta — de

I e ———
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acuerdo al valor de I’ - aparecen en una secuencia aleatoria; para lo cual primero se evalia si en
estos resultados hay una tendencia y posteriormente se obtuviera el intervalo de linealidad.

En el anexo 6 se muestra el analisis de residuos que nos permitieron evaluar si los
resultados obtenidos se pueden representar mediante un modelo lineal.

En la tabla 10 se resumen los parametros para 12, 11 y 10 observaciones.

Tabla 10 Resumen de los parimetros en la prueba de Wald-Wolfowitz. [37]

| numerode | N | M numero de rachas| ~ nimerode |
i observaciones (negativos) | (positivos) observado : rachas tedrico |
| 12 | 5 | 7 7| 3-10

li 11 i 4 ' 7 6 3

| 10 | 4 6 6 | 4 |

Como se puede apreciar, el numero de rachas observado se encuentra dentro del intervalo
de rachas tedrico 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 permitira establecer el intervalo lineal de trabajo.

A estos valores se les aplico una prueba estadistica para saber si la tendencia de los
valores de los residuos sugiere que el ultimo residuo difiere significativamente del promedio, y

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

Tabla 11 Evaluacion del intervalo lineal de las curvas de calibracién para 10, 11 v 12 observaciones.

n 11 10 9
promedio 0.0831 -0.0123 -0.0126
desviacion estandar 0.3084 0.2763 0.2889
tomenido 58545 -0.0741 -0.0705
tentico 220 2.23 226

Como se aprecia, cuando se compara el promedio de 10 v 9 observaciones con el ultimo

valor residual, el valor obtenido de ¢ es menor que el valor critico, por lo cual se concluye que el




RESULTADOS
o= s ————— e

intervalo lineal termina en la observacion décimo primera y por tanto a una concentracion de
9.99 uM.
Ahora, empleando la definicion de:
y1=ys+ 305[37]
donde y, = limite de deteccion o limite de cuantificacion.
yg = ordenada al origen
op = desviacion estandar de la ordenada al origen,
encontramos para el limite de deteccion un valor de 0.0270 uM, empleando la definicion de:
vi=yp+ 10 065[37],
se encontro un valor de 0.0900 uM v finalmente empleando 1.5 veces el valor de la desviacion
estandar de B se calcul el limite de decision el cual tiene un valor de 0.0135 u™M.
Por lo cual podemos establecer que el intervalo de linealidad en el método directo va
desde 0.09 hasta 10.00 uM.
Para evaluar la selectividad se realizé una adicion de la enzima catalasa a la muestra (a),
por lo cual la intensidad en la sefial disminuye (b), lo anterior debido a que dicha enzima lleva a
cabo una reaccion redox con el H,O, para generar O, y H,O, después de 5 minutos se realiza una
adicion de azida de sodio para inhibir la enzima después de lo cual se efectué una adicion del
estandar (c), obteniéndose una respuesta como la que se muestra en la figura 24, en donde se

aprecia una diferencia (Ai’), la cual es atribuible a las variaciones en la concentracion de H-O-.

-4 -1.2 410 08 06
E (V)
Figura 24 Respuesta de la determinacion directa de H,0, de una muestra plasma-acetona de una muestra,

en amortiguador de Tris 0.1M pH=8; cuya concentracion fue de 15.1+ 0.22 uM obtenida por interpolacién en
una curva de calibracién; a) muestra, b) muestra + enzima y ¢) muestra + enzima + adicién estindar.
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Como se puede apreciar la sefial 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 sefial cercana a la de la reduccion del peréxido de hidrégeno cuando
se efectua el barrido en sentido catddico (figura 25), sin embargo ninguno de estos analitos
reacciona con la catalasa, con lo cual se garantiza que la diferencia entre las sefiales de la
muestra v la posterior adicion de la enzima se deba a la presencia de H;O., cabe sefalar que en

todos los casos se obtuvieron dominios de electroactividad limpios (figura 25-e).
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Figura 25 Polarogramas obtenidos al efectuar un barrido en sentido catédico de los reactivos empleados en el
tratamiento de los animales en un medio de Tris 0.1 pH=8, a) anestesia, 20uM: b) heparina, SuM;
¢) metilamina. 10pM: d) hidralazina, 10uM y e) dominio.

Finalmente el parametro a evaluar es la repetibilidad. para lo 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 catédico del
perdxido de hidrogeno 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: c) adicion de catalasa y
d) adicién de una solucion estiandar de H,0,.
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5.1.2 Método indirecto

En este método se monitorea la sefial de reduccion del oxigeno:
0;+2¢€e +2H - H0,,
observandose un maximo en — 0.13 V, este analito es generado por la catelasa en la reaccion
enzimatica redox:
2H0, =M 0 0,+ 2H:0[39,40],

y la sefial que se obtiene se observa en la figura 27.

La reduccion del oxigeno, igual que la del peréxido de hidrégeno, se lleva a cabo e dos
etapas sucesivas con un intermediario radical libre altamente inestable, por lo cual se espera que
la sefial de reduccion del O; sea ancha; sin embargo ésta es mas fina v de gran intensidad con

respecto a la obtenida en el método directo.

e e+2H" e+H" e+H"
O: %E—b H:O: -<Z OH' - H:O

Intermediario H0
radical libre |
inestable

18-
12

Ai |

(nA)
6 -
0
1 1 1
-0.4 -0.2 0.0

E(V)

Figura 27 Senal generada por la reduccién de O, en polarografia diferencial de pulsos a 10 mV'/seg en
amortiguador de Tris 0.1 M pH=8.
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En la figura 28 se aprecian los fenémenos al electrodo en este método, como se puede
observar el peroxido de hidrégeno dismuta por la accién enzimatica de la catalasa, generando
oxigeno y agua, asi el oxigeno producido difunde a la superficie del electrodo donde se lleva a
cabo la reaccidon electroquimica que regenera el peroxido de hidrogeno, el cual dismuta
nuevamente por la reaccion enzimatica 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, razon por la cual la intensidad

de corriente se incrementa.

- 02
€
T

obtenido de

]_

0,+H,0

H,0,

En el seno de la solucion
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©

£

la reaccion
electroquimica

Figura 28. Fenémenos al electrodo en la determinacién indirecta.

En este analisis se burbujea N; en 2 mL del amortiguador (fosfatos o tris), posteriormente
se adicionan 0.5 mL de la muestra y 50 puL de la enzima, se dejan transcurrir 5 minutos para que
todo el H,O, de la muestra reaccione, y finalmente se hacen las correspondientes adiciones de
una solucion estandar de H,O, debidamente valorada (anexo 5) para obtener las curvas de
calibracion.

El monitoreo se efectia de la siguiente manera: se enciende el registrador, trancurridos 5
segundos se efectua la adicion con agitacion por dos segundos v 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 concentracion del oxigeno al electrodo varia en funcién del tiempo (figura 29), lo anterior
probablemente se deba a que el oxigeno difunda al seno de la solucion, ya que como se sabe la
solubilidad del O, es de 1.3 mM en H,O y la solubilidad del O, en sangre es de 96.9 uM, como

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 analisis es de 8 segundos, cabe

mencionar que este tiempo se podria abatir si se contara con un equipo automatizado.

a)
10 &)
e 2 \_/\\1‘\\ _/
1
(nA) o )
I ] T L} Ll | ] L] | |
-14 32 -1.0 08 L6 -0.4 02 00
E (V)
b)
18 =
Ai 12" et
(nA) £ o
0.

-0.6 -0.4 -02 0.0

Figura 29 Estudio de la intensidad de corriente de la reduccién de O, en funcién del tiempo por
polarografia diferencial de pulsos, en una matriz de plasma y Tris 0.1 M pH=8, v = 10mV/seg;
a) i-dominio de electroactividad, ii - adicién de una solucion estindar de H,0,. ¥
b) seiial de reduccidén de O,, i — 10 segundos, ii — 20 seg, iii — 60seg y iv — 120 seg.

Nuevamente se evaluaron los mismos parametros que en el caso anterior.

Con la finalidad de efectuar el estudio de la influencia del amortiguador en las curvas de
calibracién se utilizo un amortiguador de fosfatos 0.05 M pH=7 y ms 0.IM pH=8; por ser
valores de pH cercanos al fisioldgico. obteniéndose las curvas de calibracion correspondientes.
(figura 30)
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40

35
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Figura 30 Efecto del amortiguador en la determinacién del H;0,
v amortiguador de fosfatos 0.058 M pH=7, Ai = 6.1 + 0.2 [H,0,] + 6.8  0.1. " = 0.9937 y
¢ amortiguador de Tris 0.1M pH=8, Ai = 6.1 + 0.2 [H,0,] + 6.5 = 0.2, r = 0.9962.

Como podemos observar las ecuaciones de las curvas de calibracion obtenidas no son
muy diferentes entre si. ahora evaluaremos mediante una prueba estadistica (tabla 12) si existe

alguna ventaja entre utilizar amortiguador de fosfatos y Tris.

Tabla 12 Comparacion de pendientes para evaluar el efecto del amortiguador.

| Parametro: ' Pendiente | Disviacibn estindar |

| : | T |

: amortiguador nA'pM) | . '
| | (RAJHA) ! Valor de Valor de

| Amortiguador fosfatos 0.05M pH=8 | 6.1. ! 0.2, | 1t obtemde = 0.669 1 npee=2.31

l . | a=005 . a=0058

- Amortiguador Tnis 0.1M pH=8 6.0 f 0.15

.59.
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Se puede apreciar que el valor obtenido de F es menor al valor critico por lo que se
concluye que las curvas de calibracion no difieren significativamente entre si, lo cual se traduce
en el hecho de que el amortiguador no tiene ningun efecto sobre la sensibilidad, esto se debe
probablemente a la accién enzimatica, 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 fenomeno de adsorcion de fosfatos a la superficie del electrodo, ademas de que las
impurezas de los reactivos utilizados para la preparacion del amortiguador de fosfatos estén
interfinendo con el estudio. (figura 31)

Por estas razones decidimos utilizar amortiguador de Tns 0.1IM pH=8, en la
determinacion indirecta de peroxido de hidrogeno: ademas que implica un menor numero de

variables con respecto a la determinacion directa.

a) b)
15
12
10
A .
(nA) 6 Ai |
(nA) °
0 - 5
I f l Ll T T
04 02 0.0 04 02 00
E (V) E(V)

Figura 31 Sefial de reduccion de peréxido de hidrégeno ¥ dominios de electroactividad en amortiguador de
a) fosfatos 0.05 M pH="y b) Tris 0.1M 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 como metanol, acetona (que simbolizaremos como
plasma-metanol y plasma-acetona respectivamente)

El resultado del estudio de los diferentes tipos de matrices en las curvas de calibracion se

presenta en la figura 32.

intensidad (nA)

0 1 2 3 4 5 6 7
concentracion (uM)

Figura 32 Efecto de la matriz sobre la determinacion del H,O; utilizando el método indirecto en
¢ amortiguador de Tris 0.1M pH=8, B plasma-metanol. ¢ plasma,  plasma-acetona.

Las ecuaciones de las rectas obtenidas se presentan en la tabla 13.

Tabla 13 Ecuaciones de las rectas de calibracién y sus coeficientes de correlacién obtenidos en las matrices

evaluadas.
| TIPO DE MATRIZ ECUACION r’
“Amortiguador de Tris 0 1 M pH=8 Ai=60202[H:0:]-70202 ‘ 0.9950
f Tris 0.1 M pH=8 = plasma Ai=61%0.1[B:0,]-7.1%0.2 - 0.9936
;Tris 0.1 M pH=8 = plasma-metanol  Ai=233 %02 [H,0:]-5.7£02 , 0.9926
I Tris 0.1 M pH=8 + plasma-acetona l Ai=44+02[H.0.]+-61x£0.1 ; 0.9958
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En la tabla 14 se aprecia el efecto de utilizar los tres diferentes tipos de matrices, se opto
por va no utilizar suero porque las muestras coagulaban lo cual dificultaba la toma de muestra.

Como va se menciond la sefial de reduccion de O; obtenida en una matriz de plasma, es
fina y dado que en este caso se registra la sefial debida a la reduccion del oxigeno, no se requiere
de burbujear N,, por esta razon se eligio trabajar con plasma, sin presentar problemas por la
espuma ademas que se tiene la respuesta mas sensible y semejante a la obtenida en

amortiguador.

Tabla 14 Evaluacion del efecto de matriz por comparscion de las pendientes de las curvas de calibracion.

Parametro:  Pendiente | Desviacion Valor de |
'\ tipodematriz | (nA/uM) |  estandar ;
_ ) | t
Amortiguador | i |
L ? a=00s ! i
Tns 0.IM pH=8 | 5.9 . 0.1¢ Valor de
Plasma | 6L | 0.1 1.568 | tenueo = 2.31
" Plasma - metanol | 4.1 0.1; 15028 |  @=005
| 1 |
. Plasma - acetona | 3.29 . 0.1g 21.730 ]
I 1

Como se puede apreciar las ecuaciones para amortiguador de Tris y plasma son muy
parecidas entre si. Se podria utilizar un meétodo de adiciones estandar para efectuar la
determinacion utilizando una matriz de plasma — acetona y plasma —metanol, sin embargo con
una matriz de plasma - metanol se presenta una sefial no identificada (figura 33) adicional a la
seflal esperada. la cual se ubica muy cerca de la barrera anodica a diferencia empleando matrices
de plasma v plasma — acetona. se tienen sefiales limpias v bien definidas pese a la cercania de la
barrera anodica. 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 decidimos usar una
matriz de plasma con lo cual se evita el tratamiento de la muestra que pudiera conllevar 2 su
pérdida; para evitar que el burbujeo de! N. para desplazar el oxigeno pudiera ocasionar la

perdida de la muestra por adherencia de la solucion a las paredes de la celda, la muestra se sonica

durante 15 minutos y el analisis se realiza mediante adiciones estandar.
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E (V)

Figura 33 Seiial de reduccién de O; obtenida en la determinacién de perdxido de hidrégeno indirecta en una
matriz de plasma-metanol en amortiguador de Tris 0.1M pH=8, v = 10 mV/seg, a) dominio de
electroactividad, b) adicién de catalasa y ¢) adicién de la matriz de plasma - metanol, i) seiial no identificada.

Nuevamente haremos uso de la definicion de trazabilidad. como una forma para evaluar

la veracidad y precision debido a que no contamos con una referencia de nivel metrolégico; para

lo cual se procedio a evaluar el porcentaje de analito recuperado de la misma manera que en el

metodo directo.

En este caso, la alternativa mas confiable para la determinacion de peréxido de hidrogeno

es la que se realiza en una matriz de plasma, en la figura 34 se muestra la evaluacion de la

fraccion de recobro para cada uno de los casos.

Conceniracion obtenida (# M)

7
6
-
5 -l ../.
B M o
4 ‘i | >
| _ ~ *
3 = & P
- . . ‘ -
14 &
0 [
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion tedrica (p M)

Figura 34 Fraccién recuperada en Tris 0.1M pH=8, v = 10 mV/seg,
¢ plasma-metanol, Ai = 0.55 £ 0.02 [H,0,] - 0.30  0.09, r* = 0.9926;
v plasma, Ai = 0.73 £ 0.02 [H,0,] - 0.36 + 0.09, r* = 0.9958 y
oplasma-acetona. Ai = 1.03 £ 0.04 [H,0,] - 0.14 £ 0.16, ¥ = 0.9956.
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Mediante una prueba estadistica se compararon los valores de la pendiente con la unidad.

obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 15.

Tabla 15 Evaluacion del porcentaje de recobro por comparacion de los valores de Ia pendiente de las curvas
de calibracién con la unidad.

tipo de matriz | Pendiente ;Desviaci()n estandar| Valor de t gwemds | I
. (nApM) | =005 | !
plasma | 1.026 | 0.007, 0.6215  Valorde |
| f' ' teco=2.78 |
plasma-acetona | 0733, | 0006 | 74232 “a=005 |
- plasma-metanol 0.5515 0.009- 10.2770

Como se puede apreciar en los casos donde se usa un agente precipitante de proteinas el
valor de 7 supera al valor critico, por lo que se concluye que el valor de la pendiente difiere
significativamente de la unidad v los porcentajes de recobro en estos casos son del 73.3 v 55.2%
respectivamente.

Ahora se va a demostrar mediante una prueba estadistica si el valor de la ordenada al

origen difiere significativamente de cero.

Tabla 16 Evaluacion del porcentaje de recobro por comparacion de los valores de la ordenada al origen de
las curvas de calibracion con cero.

tipo de matriz | ordenada al origen | Desviacion estandar | Valor de topeniao

i
| ? (nA) I =005 | |
" plasma | 0.145 i 0,060 | 13208 Valorde |
| | | ! | teme=278 |
. plasma-acetona | 0.36; ' 0.03< [ 4.3439 =008 '

plasma-metanol | 0.29; | 0.03 | 3.5574

ik

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 tante que cuando se utiliza una matriz que

contiene un agente precipitante se tiene un valor que si difiere significativamente con respecto a

cero, esta conclusion se obtiene a partir de la comparacion de los valores de tuc v de tobenido

(tabla 16).
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Esto respalda nuestra decision acerca de usar una matriz de plasma para llevar a cabo la
determinacion de este analito cuando se sigue la sefial de reduccion del O,, es decir, empleando
el método indirecto.

El registro tipico obtenido de una curva de calibracion tipica obtenida por este método se
muestra en la figura 35, donde se observa que el valor del potencial al que se tiene la mayor

diferencia entre los valores de Aiesen—-0.12 V.

30 4

Al 24
(nA)

()

Figura 35 Polarogramas tipicos de una curva de calibracion obtenida por método directo en un Tris 0.1 M
pH=8, en una matriz de plasma con adiciones de una solucion 0.1 mM de H,O,:
a) dominio de electroactividad. b} Tris 0.1 M pH=8 ~ catalasa y adiciones de c¢) 25 pL. e) 50 pL, f) 75 uL,
g) 100 pL. h) 128 puL, i)150 pL ¥ j) 175 L

En la figura 36 se muestra la respuesta lineal de la curva de calibracion obtenida por esta

metodologia.
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intensidad (nA)

0 1 2 3 4 5 6 7
concentracion (uM)

Figura 36 Curva de calibracion de H,0; en Tris 0.1 M pH=8 utilizande una matriz de plasma obtenida por
método indirecto, Ai = 6.0 + 0.01 [H,0,] - 2.4 + 0.2, ¥ = 0.9919.

Ahora analizaremos si los datos se distribuven con una secuencia aleatoria o presentan una
tendencia para lo cual utilizaremos la prueba de Wald-Wolfowitz [37]: con lo que podremos
establecer el intervalo lineal de trabajo, utilizando un analisis de residuos.

En el anexo 8 se ilustra el analisis de residuos para 8, 7 y 6 observaciones. el numero de
rachas y la tendencia de los residuos (+ o -), con la informacion anterior conoceremos si €stos
resultados pueden representarse utilizando nuevamente un modelo lineal.

El resumen de los parametros obtenidos (numero de rachas y numero de residuos con

signo positivo 0 negativo) se muestra en la tabla 17.

Tabla 17 Resumen de los pardmetros en la prueba de Wald-Wolfowitz.

- numero de N M | numero de numero de
~ observaciones irachas observado  rachas teorico
’ 8 3 5 | 3 3

7 4 3 6 3-8

6 3 3 5 <3
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Como se puede observar, para 8 observaciones, el numero de rachas debe ser mayor que
3 por lo cual se concluye que se presenta una tendencia, en tanto que para 7 y 6 observaciones el
numero de rachas se encuentra dentro del valor teorico. 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 permitira determinar el intervalo lineal de trabajo.

Como se aprecia, la suma del cuadrado de los residuos para 8 observaciones difiere del
valor de la suma obtenido para 7 v 6 observaciones. en tanto que estos dos ultimos no difieren de
manera apreciable entre 1.

Para corroborar o anterior se aplico una prueba estadistica. la cual permitira establecer el

limite superior del intervalo lineal de concentracion en el método directo

Tabla 18 Evaluacion del intervalo lineal de las curvas de calibracion para 8, 7y 6 observaciones.

n 7 § 6 5
promedio 0,1906 0,0203 -0.0066
' desviacién estandar 11,6030 0,4108 0,4562
t obtenido 1,1843 0,5420 -0,0119
t critico 2,36 245 2,57

Como se aprecia, en ningun caso, el ultimo residuo difiere significativamente del promedio
de los anteriores, sin embargo se observd anteriormente que para 8 observaciones hav una
tendencia logaritmica, por lo cual al evaluar ambas pruebas estadisticas se concluye que el limite
superior del intervalo lineal es 6.65 uM.

Para encontrar la concentracion inferior para la cual esta metodologia es valida
emplearemos nuevamente la definicion de:

v=ys~ 30z [37]
donde encontramos una concentracion de 0.0313 uM como limite de deteccion.
Utilizando la definicion:
y = ye~ 10 65[37]
se obtiene un limite de cuantificacion de 0.1044 uM.
Y finalmente aplicando:
y=ys+ 1.5 o5, [37]
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se llega a un valor de 0.0157 uM como limite de decision.

Lo anterior nos permite establecer el intervalo de linealidad que va desde 0.10 a 6 65 uM,
siendo éste menor que el obtenido por método directo probablemente por la saturacion de la
enzima.

La selectividad del método se muestra en la figura 37 donde se aprecia que a la muestra
(a) se le efectia una adicion de catalasa, lo que se traduce en un incremento en la sefial de
reduccion de oxigeno debido a la conversion del H:O: a O; y H>O (b) v una posterior adicion de
una solucion estandar de H,O,. que nuevamente provoca un incremento en la sefial de reduccion

de O: generado en la reaccion catalizada por la enzima (c¢).

1 I I
04 02 0.0
E (V)

Figura 37 Respuesta de la determinacién indirecta de H;O: de una muestra plasma de un control.
en amortiguador de Tris 0.1M pH=8. cuya concentracion fue de 15.5= 0.84 uM obtenida por interpolacién en
una curva de calibracion; a)muestra. b) muestra + enzima ¥ ¢) muestra + enzima - adicién estaindar
donde Ai’ se atribuye a la concentracion de H,O,; en la muestra..
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La repetibilidad se evalud realizando ensayos por triplicado donde se obtuvo un DER de

5.43%, en el figura 38 se muestra el registro para tres muestras.

24 -

18 -

(nA)

04 02 0.0 -0.4 -0.2 00 -0.4 -0.2 0.0

E(V) E (V) E(V)

Figura 38 Polarogramas obtenidos por método indirecto al efectuar un barrido en sentido catédico del
oxigeno 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, c) adicion de catalasa y
d) adicién de una solucion estindar de H,0;.
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5.2 Comparacion de ambas metodologias.
Para realizar la comparacion de ambos metodos se establecera la igualdad de 3
parametros analiticos bajo los siguientes criterios:

a) Repetibilidad: “En el intervalo de confianza para la razon de vananzas (calculada a
partir del porciento recuperado de exactitud al 100%, del porciento recuperado de
linealidad del método y de la varianza del metodo del estudio de precision) debe
localizarse el valorde 17

b) Exactitud al 100%: “En el intervalo de confianza para la diferencia de las medias
aritmeéticas del porciento recuperado, debe localizarse el valor cero™.

c) Linealidad del método: deben evaluarse 3 criterios.

1) “En el intervalo de confianza para la diferencia de las medias aritméticas del
porciento recuperado, debe localizarse el valor cero.

i) En el intervalo de confianza para la diferencia de la pendiente de cantidad
adicionada — cantidad recuperada debe localizarse el valor de cero.

i1i) En el intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al origen de cantidad
adicionada — cantidad recuperada debe localizarse el valor de cero™. %

La informacion requerida para llevar a cabo este estudio se presenta a continuacion:

oy Desviacion estandar del porcentaje recuperado utilizando método directo.
o> Desviacion estandar del porcentaje recuperado utilizando método indirecto.

Ny Numero de porcentajes recuperados utilizando método directo.
N,  Numero de porcentajes recuperados utilizando método indirecto.
R, Media aritmética del porcentaje recuperado en el metodo directo.
R- Media aritmética del porcentaje recuperado en el método indirecto.
LSIC Limite superior del intervalo de confianza.
LIIC Limite inferior del intervalo de confianza
Tx. Tx’, Suma de los parametros correspondientes para el trazo de la curva

cantidad adicionada—cantidad recuperadza de cada uno de los métodos
op®  Varianza de error de regresion.
Cam ~  Varianza de la diferencia de pendiente.

Cdo Varianza de la diferencia de ordenadas.

I ——
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a) Repetibilidad
Los resultados del intervalo de confianza son:
LSIC = 1.3085
LIIC =0.2539
Los metodos si tienen la misma repetibilidad ya que en el intervalo de confianza se

localiza el valor de 1.

b) Exactitud al 100% y linealidad del método.
Dado que ambos métodos presentan la misma repetibilidad. se debe calcular una
desviacion estandar promedio que es de:
op = 19.5479
con lo cual se obtienen los siguientes limites del intervalo de confianza:
LSIC = 3.4439
LIC =-12842
Los métodos tienen una linealidad equivalente, en términos de porcentaje

recuperado, va que en el intervalo de confianza se localiza el valor de cero.

¢) Linealidad del método (pendientes y ordenadas al origen de la cantidad adicionada -
cantidad recuperada).
Para evaluar este parametro se debe calcular la varianza de error de regresion, en
este caso da un valor de:
or® =0.0553
Ahora establecemos el valor de la desviacion estandar de la diferencia de pendiente
Cam = 0.0679
lo que nos permite establecer el intervalo de confianza para los valores de las pendientes
LSIC =5.5147
LIIC = -5.5669
v finalmente se evalua el intervalo de confianza de los valores de ordenada al origen por
ambos metodos, para lo cual calculamos el valor de ia desviacion estandar de la diferencia
de ordenadas cuyo valor es de:

G40 = 0.2310
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y el intervalo de confianza de:
LSIC = 0.5252
LIIC = -0.2652
Ya que en el intervalo de confianza para la diferencia de las pendientes y para la
diferencia de ordenadas al origen, se localiza el valor de cero, se concluve que los

perametros analiticos de las metodologias propuestas son equivalentes.

NOTA: Las formulas para este andlisis se encuentran en el anexo 11.

Ademas de que los metodos propuestos en este trabajo no difieren entre si
significativamente. hay que mencionar las ventajas de emplear estas metodologias, ambos
estudios se realizan en presencia de un elemento selectivo como la catalasa, ademas de que
el tiempo requerido para un andlisis requiere menos de 20 minutos, v este tiempo es
mayoritariamente de burbujeo de N, para desplazar el oxigeno del amortiguador. es
suficientemente sensible para distinguir diferentes niveles de H,O. en sangre, son precisos
ya que los valores de DER estan entre 4-6%, el tratamiento de la muestras es el menor
posible para evitar la pérdida de la muestra, los costos del analisis son pequefios en
comparacion con otras técnicas.

Hay que remarcar el hecho de que los métodos propuestos compiten frente a otras
metodologias con numerosas ventajas como son:

e Los métodos propuestos utilizan la oxidacion de un sustrato por un reactivo en
ocasiones se emplean peroxidasas; participando en dicha reaccion el analito de interés,
e incluso el disefio de sensores a base de una molécula mediadora, como polimeros o
complejos 1norganicos, es decir la determinaciéon no se lleva a cabo de manera
directa.

e En las metodologias propuestas se debe cumplir con dos parametros. evaluacion de la
selectividad con el uso de catalasa y para garantizar que el incremento en la propiedad
medida se deba al incremento en la concentracion de este analito, la adicion posterior de
H-O- . ambos pardmetros no se evaliian en los métodos reportados.

e El tratamiento de la muestra es drastico por ejemplo para HPLC la muestra es tratada
con hexano. acido tricloroacético, se filtra v finalmente se diluye en metanol. se

emplean numerosos reactivos que en ocasiones tienen que ser sintetizados como
e —
9% 5



RESULTADOS

ejemplo podemos citar una metodologia que utiliza la técnica de espectrofotometria,
para lo cual tiene que sintetizar 4-amino-5-(p-aminofenil)-1-metil-2-fenilpirazol-3-ona,
ademas del empleo de la sal sodica de N-etil-N-sulfopropilanilina. La sintesis emplea
tiempo y reactivos, por lo que, tanto los costos como el tiempo invertido se
incrementan. en contraste con las metodologias que se proponen en este trabajo.
Ademas a la muestra no se le realiza un tratamiento dréstico, que pudiera conllevar a la
degradacion del analito, aunado a esto, el tiempo v los costos de analisis se abaten por
la cantidad v disponibilidad de los reactivos empleados vy la cantidad de desechos, por
lo que resultan ser metodologias baratas.

e Las matrices utilizadas en los metodos reportados son generalmente mas simples (agua
de alberca sintetica. medicinas. agua de nieve) que las muestras biologicas (sangre.
tejidos, orina). que dada su complejidad puede presentar interferencias.

Pese a numerosas ventajas que presentan frente a otros métodos hay que mencionar
las desventajas que presentan, po: ejemplo:

e El método directo proporciona una sensibilidad menor con respecto al método directo.

e En el método indirecto la medicion esta en funcion del tiempo, por lo que se tiene una
variacion superior que en el método directo.

e Elintervalo lineal es menor en el método indirecto.

e El tipo de matriz empleada en cada método es diferente (plasma-acetona v plasma).

~1
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5.3 Aplicacién del método - determinaciéon de H;O; en muestras clinicas control y
tratadas.

Una vez establecidos los parametros de la determinacion, se llevo a cabo el analisis de
muestras, que se sabe proporcionan una diferente concentracion de H>O: como respuesta a la
administracion de los diferentes farmacos.

Para garantizar la aleatoriedad de la muestra, en cada sesion se analizaron un promedio de
9 muestras con diferente tratamiento (generalmente 3 muestras control, 3 con metil-amina v 3
con hidralazina. en este analisis no se consideraron las muestras que presentaban hemolisis). El
tratamiento de las muestras se describe en €] anexo 4.

Utilizando el método directo al realizar este analisis. en muestras de animales control se
obtiene una concentracion de:

1525+0.85 uM conn=20
v por metodo indirecto se tiene
15.32 £0.75 uM con n = 20.

El analisis de muestras tratadas se realizo por ambas metodologias corroborando el
comportamiento fisioldgico reportado en la literatura, en el cual, para animales estimulados en la
produccion de peroxido de hidrogeno mediante la administracion de metilamina se obtuvo un
valor de: 23.17 = 1.35 uM y para amimales inhibidos al suministrarles hidralazina se encontro:
11.28 = 047 uM utilizando el metodo directo v por el método indirecto se tuvieron
concentraciones de 24.08 £ 0.97 y 10.73 + 0.49 uM respectivamente con n = 20.

La comparacion de la concentracion encontrada para cada una de estas situaciones
(muestras de plasma de animales tratados, estimulados e ihnibidos en su produccién de peroxido

de hidrogeno, v el control) se aprecia en la figura 39:
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[H202] uM

= &4

control hidralazina metilamina

Figura 39 Comparacion de las concentraciones de H,0,. en amortiguador de Tris 0.1M pH=8,

determinacion directa @ en una matriz de plasma - acetona, e indirecta @ en una matriz de plasma por
polarografia diferencial de pulsos a 10 mV/seg.

Para evaluar la variacion de las 3 fuentes diferentes, entre tratamientos, metodologias y el
error experimental se utilizara una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA).

Esta prueba nos permitira separar y estimar si los diferentes tratamientos tienen una
diferencia significativa en los niveles de H;O; v si la diferencia entre ambos métodos es mas
grande que la debida al error aleatorio v de esta manera poder estimar su varianza.

En este caso utilizamos un analisis 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 Anilisis de varianza de dos factores con varias muestra por grupo.

Origendelas |  Sumade | Gradosde | Promediodelos | ; ]
variaciones | cuadrados I libertad cuadrados Valor de Foptenide  Valor de Feritico |
"Metodo . 06458 | 1 - 0.6458 0.3666 3,8243
' Tratamiento | 3295.9502 | 2 | 1647 8751 9356412 3.0758
! Interaccion | 10,6614 | 2 | 5,3307 | 3,0265 : 3,0758
 Dentro de los grupos ] 200,7919 | 114 ' 17613
 Total | 35080492 | 119
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Este analisis, proporciona un valor de F de 0.3666, dado que el valor critico de F es 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 mas sencillo de llevar a cabo, debido a que los registros no deben hacerse a
intervalos de tiempo definidos como los del meétodo indirecto.

Ademas al evaluar si las variaciones existentes cuando se aplica el mismo método se
deben al tratamiento de la muestra, en este analisis se encuentra que el valor obtemido de F es
mucho mayor (935.6) que el valor de F chuco (3.0758), por lo que concluimos que ambos métodos
nos permiten discernir entre las diferentes respuestas al administrar un farmaco que modifica, va
sea que estimule o inhiba la produccion de H>Os.

Cabe sefalar que entre tratamientos se esperaba una diferencia significativa, porque de
acuerdo a la literatura, las respuestas varian de acuerdo al farmaco aplicado.

La interaccion no es significativa ya que el valor de / obtenido es menor al critico.

En una prueba final se corroboro el efecto que causa la administracion de ambos
farmacos (metilamina-hidralazina), utilizando uhicamente el valor medio de cada tratamiento
con diferentes farmaco. debido a que de este ultimo sélo se tuvieron 6 muestras.

Los resultados al aplicar un ANOVA de dos factores con una sola muestra por grupo se

muestran en la tabla 20.

Tabla 20 Analisis de varianza de dos factores con una sola muestra por grupo.

Origen de las Suma de | Grados de | Prowisdts. dsdas - |
. variaciones | cuadrados | libertad | " 10 Valor de Fopeniao R Feritico |
‘Entre métodos | 01343 | 1 l 0.1343 0,2676 10,1280
Entre tratamientos | 16541582 | 3 ! 55,1384 109,8707 9,2766
| Error | 1.508% 3 ! 0,5018
‘Total 167,0551 7 |

Como se aprecia en esta tabla, la varacion entre metodos no es significativa en tanto que
la variacion entre tratamientos si lo es.

Ahora estimaremos la variacion, sabemos que si no hubiera diferencia entre los
tratamientos v los métodos, entonces la suma de los cuadrados medios proporciona una

estimacion de la varianza atribuida a la variacion aleatoria del error experimental.

ST
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En este caso tenemos una variacion debida al tratamiento, por lo cual podemos estimar la
varianza debida a esta Situacion (Gyawmienos ). S€ sabe que el cuadrado medio entre los
tratamientos proporciona una estimacion de 6o° + €0 vmentos » donde la varianza en la medicién
(60°) es una estimacion de los errores aleatorios en la medida, ¢ es el nimero de tratamientos y
por tanto el valor de la varianza sera de:

Guraamenos. = (cuadrado medio entre tratamientos - 6¢°) / 4
Otratamicios- = (55.1384 - 0.5018) / 4
Otraamientos. = 13.6592
donde esta variacion se debe al tratamiento al que fue sometido cada animal de la muestra.

Sin embargo no hay que olvidar que la maxima imprecision se situa en la escala de senal

(A1), ya que estos datos requieren de un mayor esfuerzo y costo experimental, mientras que los

datos de concentracion dependen de operaciones de pesar v medir volumen, que permiten

asegurar un mayor numero de cifras significativas (Anexo2)
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6. PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE H;0; EN MUESTRAS
CLINICAS.

El H,O; indica la participacion de especies toxicas oxidantes en el dafio de los
tejidos asociadas a la accion biologica de algunos farmacos, asi como a ciertas condiciones
fisiologicas. como el ejercicio, o patologicas, como es el caso de la hipertension artenal.

Dada la importancia de la cuantificacion de este compuesto el siguiente texto
proporciona dos metodologias para !levar a cabo la cuantificacion del H,O- a nivel uM, en
muestras de plasmas utilizando la técnica de polarografia diferencial de pulsos..

En esta técnica el peroxico de hidrogeno proporciona una sefial debida a la
reduccion a -0.92 V vs ECS, ademas al reaccionar con la catalasa genera oxigeno, el cual
presenta una sefial de reducciéna -0.20 V vs ECS: este monitoreo se puede utilizar para la
determinacion de peroxido de hidrogeno y se han propuesto dos alternativas: método
directo e indirecto.

PROCEDIMIENTO

1. METODO DIRECTO

a) Curva de calibracion.

1. Preparar una soluciéon 100 uM a partir de una solucion estandar de H.O- previamente
valorada con KMnO. normalizado. La determinaciéon volumeétrica de peroxido de
hidrogeno se describe en el anexo 5.

2. Encender el equipo y en una celda se colocan 2 mL de una solucion amortiguadora de
Tris 0.1 M pH = 8, a la cual se le burbujea N- por 10 minutos, al término de este tiempo

se realiza el polarograma correspondiente en las siguientes condiciones:

En=-065V
Ej=-14V
w=10ml"s
AE = 350 mV

tiempo de goteo = 1] gota seg
Sensibilidad de la intensidad de corriente: InA.

3. Hacer adiciones de 25 ul de la solucion estandar de H-O- v monitorear la respuesta
correspondiente a cada adicion.
NOTA: Burbujear N; por un tiempo de 2 minutos después de cada adicion.

4. Trazar la curva de calibracion.
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b) Tratamiento y determinacién de H,0O; 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.

!“‘.

Colocar en una celda 2 mL de la solucion amortiguadora de Tris 0.1 M pH = 8 y
burbujear N. por 10 minutos, al término de este tiempo se realiza el polarograma
correspondiente al dominio de electroactividad, en las condiciones antes mencionadas.

4. Tomar una alicuota de 500 pL y vertirla en el medio, burbujear N> por 2 minutos, al

finalizar este tiempo se traza el polarograma.

NOTA: Las muestras no deberdn presentar hemolisis.

o

Posteriormente se realiza la adicion de 50 pl de catalasa 1000 U, se agita v se deja
transcurrir un tiempo de 5 minutos, se burbujea N> por 2 minutos y finalmente se vuelve

a trazar el polarograma.

NOTA: Para confirmar la seial se debera realizar una adicion de una solucién estandar de H,0,, con
la previa inhibicién de la enzima con 50 pL de azida de sodio 0.1 M

6. Interpolar el valor del Ai (Ai de la muestra — Ai de la muestra deslpués de la adicion de la
catalasa) en la curva de calibracidn y obtener la concentracion de H,O,.
II. METODO INDIRECTO

a) Curva de calibracién.
1. Preparar una solucion 100 uM a partir de una solucion estandar de H-O: previamente

valorada con KMnO, normalizado.

)

Encender el equipo y en una celda se colocan 2 mL de una solucion amortiguadora de
Tris 0.1 M pH = 8, a la cual se le burbujea N por 10 minutos, al término de este tiempo

se realiza el polarograma correspondiente en las siguientes condiciones:

En=005V
E=-052V
vy = 10 mV/s
AE =50 mV

tiempo de goteo = 1 gota’seg
Sensibilidad de la intensidad de corriente. 1nA

)

Hacer una adicion de 50 pl de catalasa 1000 U, burbujear por un tiempo de 2 minutos,
posteriormente realizar adiciones de 25 ul de la solucion estandar de H.O, y

monitorear la respuesta correspondiente a cada adicion de la siguiente manera: primero

0 “ o
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encender el registro, en el segundo 5 realizar la adicion de la catalasa, agitar por 2

segundos y empezar el barrido de potencial al segundo 8.

4. Trazar la curva de calibracion.
b) Tratamiento de la muestra.

1. Obtener aproximadamente 1.5 mL de una muestra de sangre, la cual debe recibirse en
un tubo con 0.1 mL de heparina 10 U.

2. Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 30 minutos.

3. Colocar en una celda 2 mL de la solucion amortiguadora de Tris 0.1 M pH = 8 y
burbujear N, por 10 minutos, al término de este tiempo se realiza el polarograma
correspondiente al dominio de electroactividad en las condiciones antes mencionadas.

4. Tomar una alicuota de la muestra de 500 ul, verterla en el medio v trazar el
polarograma.

5. Hacer una adicién de 50 puL de catalasa 1000 U previamente sonicada por 15 minutos,
siguiendo el patron de tiempo antes mencionado.

NOTA:

% Las muestras no deberdn presentar hemolisis.

¢ Para confirmar la seiial se debera realizar una adicion de una solucion estindar de H,0,.

6. Interpolar el valor del Ai (Ai de la muestra después de la adicion de la catalasa — Ai de

la muestra —) en la curva de calibracion y obtener la concentracion de H,O,.
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7.0 CONCLUSIONES

Debido a que el peroxido de hidrégeno tiene efectos bioldgicos adversos se
requieren cada vez métodos mas sensibles y selectivos para la cuantificacion del mismo en
las areas clinica, de alimentos y ambiental.

El presente trabajo demuestra la posibilidad de determinar el peroxido de hidrogeno
(H,0,) utilizando la polarografia diferencial de pulsos, de manera directa e indirecta, en
muestras de plasma de animales control y tratados, técnica que ain no ha sido reportada
como una alternativa a otras metodologias reportadas.

Se realizo el desarrollo analitico, evaluando parametros como amortiguador, matriz,
porcentaje de recobro, intervalo lineal, entre otros. de donde a partir de las curvas de
calibracion Ai = f{[H,0,]) se encontraron las siguientes condiciones operatorias para lograr

la determinacion de este analito con calidad.

CONDICIONES PARA LA DETERMINACION
DIRECTA PARAMETRO INDIRECTA
-0.65a-1.4 Vvs ECS intervalo de potencial 0.0a-0.52 VvsECS
Tris0.1 MpH=28 amortiguador Tris0.1 MpH =28

plasma-acetona matriz plasma
100U Concentracion de enzima 100 U
22°C Temperatura 22°C

Con las cuales se obtienen los siguientes parametros estadisticos:

PARAMETROS ESTADISTICOS
METODO DIRECTO METODO INDIRECTO
Ai = 30320 09[H,0,] + 0.1320.07  ecuacion de calibracion Ai = 6.0£0.1[H;0,] + 24202
0.09 - 10.00 uM intervalo lineal 0.10 - 6.65 uM
0.014 uM limite de decision 0.016 uM

0.027 uM limite de deteccion 0.031 uM
0.090 uM limite de cuantificacion 0.010 uM

99 8 porcentaje de recobro 103.0
e ——— ——
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Estos métodos permiten distinguir entre los diferentes niveles de H,O, por lo cual
las condiciones obtenidas fueron aplicadas en la determinacién de muestras de plasma de
animales a los que se les suministro un farmaco (metilamina o hidralazina) que modifica la

concentracion de H>O: como respuesta a dicha administracion.

CONCENTRACION (uM)

Tipo de muestra | Determinacion directa | Determinacién indirecia
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 metodologias presentan ventajas comunes con respecto a otras reportadas en
la literatura como son: limite de deteccion bajo, gran precision, porcentajes de recobro muy
cercanos a 100 y un tiempo de analisis pequefio, ademas de otras como la selectividad y
pruebas de confirmacion (adicion de catalasa y de una solucion estandar). Lo antes
mencionado permite el analisis de calidad de un gran numero de muestras. Pero, sin lugar a
duda la mayor ventaja es que no se requiere utilizar un tratamiento drastico, por lo que
resulta una metodologia poco costosa y la perdida de la muestra es minima, lo que permite
un ahorro en tiempo, costos y una disminucién considerable de los residuos contaminantes.
Lo anterior en contraste con las metodologias reportadas en donde se requieren grandes
cantidades de disolventes organicos o reactivos con un grado de pureza elevado, ademas de
que la muestra requiere un tratamiento drastico que puede conllevar a la pérdida del analito

de interés, el cual se cuantifica de manera indirecta.
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ANEXO 1. Alternativas para la cuantificacién de H;O, empleando técnicas no

electroquimicas.

Descripcion breve de algunas metodologias propuestas para la cuantificion de

peroxido de hidrégeno.

»

En 1989 Avi Nahum determinaron este analito por una reaccion con acido p-
hidroxifenil acético o L-tirosina como sustratos y una reaccién posterior con
isoluminol. utilizando un equipo de HPLC con detector espectrofotométrico donde se
utiliza una columna LC18 y LCNH2. [41]

En 1998 se realizo dicha determinacion en agua de nieve por quimioluminicencia al
reaccionar con peryodato en medio alcalino, el limite de deteccion reportado es de
5x10° M, por lo cual esta metodologia cuantifica al nivel de trazas. [42)

Un sensor dptico ha sido preparado al incorporar azul de meldona en capas de sol-gel,
escogido por su transparencia Optica, de rapida respuesta en un intervalo de
concentraciones de 10® a 10'M, de gran estabilidad mecanica, quimicamente inerte y
estable por un periodo de 20 dias. [43]

Ademas hay reportes de un sistema empleando ftalocianina como sustrato en una
reaccion con H,0, catalizada por peroxidasa con un intervalo lineal desde 2x10°
hasta 2x10”7 M y un limite de deteccion de 1.4x10° M; utilizando como sistema de
deteccion la quimioluminiscencia a 610 y 678 nm. [44]

En el 2001 se report6 un sensor Optico 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 desarrollado metodologias que permiten el uso de 2-hidroxi-1-
naftaldehido como sustrato monitoreando la reaccidén con H;O, por la peroxidasa de
rabano al utilizar la espectrofluorometria de onda de emision como técnica evaluando
la respuesta a 414 nm y 296 nm con aplicacion en la determinacion de peroxidos en
polietilenglicol. [46]

Ademas Zappacosta et al. utilizan el método reportado por Kietzman et al. [47] y lo
aplican para cuantificar el peroxido de hidrogeno en muestra de condensado de
aliento exhalado utilizando la técnica de quimioluminiscencia. [48]

En una publicacion reciente Pazdzioch-Czochra M. v Windeniska A. proponen la

determinacion de H,O, por espectrofluorometria 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 = 7.5y 1 U de peroxidasa. [49]

» Guo-Jun Z. et al. de la Universidad de China hicieron su aportacion a la

determinacion de dicho analito con el disefio de un reactor que no necesita reactivos
para la quimioluminiscencia basado en la inmovilizacion de peroxidasa de rabano
sobre una membrana de quitosana biocompatible y un reactor posterior donde el
luminol fue inmovilizado sobre resinas de intercambio i6nico en un tubo de vidrio,
lugar en donde se realiza la deteccion, los volumenes de muestra son de 30 uL y se
tiene dos regiones lineales de trabajo 107 2 10° My 10 a 10”7 M con un limite de
deteccion de 10 My una DER de 1.1%, la estabilidad del sensor es de 3 meses. [50]

»  En ese mismo afio, en el departamento de Quimica de la Universidad de Grecia se
realiz6 la determinacion de H,O; del orden de concentraciones nanomolares usando
un sistema de inyveccion combinado con un reactor enzimatico, las condiciones
operatorias fueron: amortiguador de fosfatos 0.1 M, A =590 nm, con un intervalo
lineal de 20-700 nM, temperatura de 25°C y una desviacion estandar de 1.7%, este
método estd basado en la reaccion en la cual una sustancia colorida se forma por
oxidacion de dos cromogenos, dicho método fue probado en procesos de limpieza.
[S1]

»  Sin embargo, siempre se ha puesto en duda acerca de la veracidad de los métodos, asi
Veljovic-Jovanovic S., Noctor G. y Foyer C.H., examinaron la autenticidad de dos
métodos para la determinacion de H,Os en el tejido de las hojas, demostrando que el
acido ascorbico presente del extracto de hojas interfiere en dicha determinacion. La
reaccion monitoreada es un ensayo cromogénico acoplado a peroxidasa donde el
H.0- se determina por oxidacion de 3-metil-2-benzotiezolium hidrazona v acido 3-
dimetilamino benzoico a 590 nm: ademas se estudia una segunda metodologia
utilizando la técnica de quimioluminiscencia por reaccion con el luminol. cuya
metodologia argumenta que tiene una notable mejoria por la adicion de ferricianuro al
incrementarse la sefial debida a H-O,, elevando asi la sensibilidad de la metodologia
en un intervalo lineal de 40-120 nmol'g. [52]

»  También Kouzuma T. et al. desarrollaron un método enzimatico para medir albimina

en muestras biologicas donde se genera H,O,, el cual es medido por reaccion con un

T
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v

cromogeno y una peroxidasa; la medicion de la respuesta se efectia a 546 y 700 nm.
[53]

Chen et al. proponen el uso de tetrasulfonftalocianato de hierro para esta

determinacién, con monitoreo por fluorescencia que permite detectar 5x-10° M a 414
v 323 nm. Los resultados demuestran que este compuesto cataliza la reaccion
fluorogénica entre H,O: y L-tirosina, realizada exitosamente a pH=10.5 en un tiempo
de reaccion de 15 minutos y a una temperatura de 25°C. [54]

En el estudio realizado por Arakawa et al. se determinaron catecolaminas, via la
reaccion de H,O; con un cromdgeno utilizando la quimioluminiscencia como técnica
de deteccion Dicha metodologia permite la cuantificacion de este compuesto en un
intervalo de 107 a 107 M con un limite de deteccion de 10* M en muestras de &,
tiene un tiempo de reaccion de 30 minutos, el pH varia de acuerdo a la catecolamina
(pH=10 06 13) y el reactivo cromogeno es bis(2.4.5-triclorofenil) oxalato. [55]

Usando una radiacion UV en linea post-columna se determinaron peroxidos
organicos y peroxido de hidrogeno por HPLC con deteccion por quimiluminiscencia
con peroxioxalato, las condiciones para la determinacion fueron pH = 7.5, con una
concentracion de 0.5 mM, una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, una composicion de

fase movil de 60% acetonitrilo y un limite de deteccion de 1.1 uM. [56]

-R0.
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ANEXO 2. Calibrécién del material volumétrico

Descripcion breve de la metodologia para la calibracion del material volumétrico.

Pipeta volumétrica (2 mL).

Pesar un vaso de precipitados seco.

Tomar el volumen de agua destilada correspondiente a la pipeta volumétrica.
Medir la masa del vaso de precipitados que contiene el agua.

Realizar por este procedimiento por triplicado.

Bureta (25 mL).

Llenar la bureta con agua destilada.

Verter el volumen contenido en la bureta lentamente en un vaso de precipitados
previamente pesado realizando adiciones de 5 mL y midiendo la masa del vaso
despues de cada adicion.

Realizar por este procedimiento por triplicado.

Matraces volumétricos (25 y S0 mL).

Pesar el matraz volumétrico.

Llevar la base del menisco al centro de la sefial 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

calibracion.

A

Resultados de la calibracién del material volumétrico utilizado.

En la tabla 21 se presenta los resultados de la calibracion del material volumétrico

utilizado; para la posterior determinacion de la incertidumbre en la concentracion de H,O,.

Tabla 21 Calibracion del material volumétrico utilizado.

MATERIAL VOLUMEN
Pipeta volumétrica de 2 mL 2.00, £0.002
Matraz aforado de 2 mL | 249.20.02

Matraz aforado de 50 mL 490-+002 i




Las cartas de correccion de volumen de la bureta se muestran en el anexo 3 y la

incertidumbre en la balanza es de: 0.1 mg.

La estimacion de los errores en la preparacion de la solucion estandar nos permite
conocer la incertidumbre en la concentracion de H,O, que es 100+0.13uM con una
desviacion estandar es de 0.125, resultado de evaluar la propagacion de errores aleatorios
bajo el siguiente modelo.

o,/y = [ (64/a)" + (ab)’ + (0/c)* + (65/d)"] *
en donde a, b, ¢ y d son los promedios y Ogpc v o €5 la desviacion estandar de a, b, c y d

respectivamente.
A partir de esta informacion podemos saber de que variable, dependiente o
independiente, proviene la mayor incertidumbre.

En la tabla 22 se muestra el intervalo de confianza para una serie de datos:

METODO DIRECTO | [ METODO INDIRECTO
[H:02] (uM) Ai (nA) | [H:0;] (uM) Ai (nA)
0.85+£0.12 358+0.5 1.02+0.13 10.28 £0.5
167 £0.12 708+0.5 2.02+0.13 16.00£0.5
248012 10.50 £ 0.5 299+0.12 22.64+0.5
3.26+0.12 13.92+0.5 3941012 27.28+0.5
403+0.11 2042405 487 +£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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ANEXO 3. Calibracion de la bureta de 25 mL.
La bureta de 25 mL presenta una desviacion estandar de 0.1140 y un D.SR. de

1.94%); la carta correspondiente de correccion de volumenes se presenta a continuacion:

Cal. Bureta 25 mL
30 -
25 |
7 20 +
- 15 ]
i 10 }
5
: o
-01 -0.05 0

AV i{mL)

ANEXO 4. Tratamiento de las muestras

Se utilizaron ratas Wistar, macho de 200 a 250 g de peso, dividll'das en cuatro
grupos.

El primer grupo se utilizé6 como control, por lo cual no hay adnllinistraci()n de
ningun farmaco.

El segundo recibi¢ hidralazina en dosis unica de 100 ugkg de peso por via
intravenosa.

El tercero recibid la metilamina a la dosis de 200 mg/kg por via intrapeneana.

Finalmente, al cuarto grupo se le administré6 metilamina a la misma dosis y via, 2
horas antes de la administracion de la hidralazina.

El tiempo de accion de cada farmaco una vez suministrados a los animales fue de 2
horas para la metilamina y de 15 minutos para la hidralazina, transcurrido este tiempo de
administracion se anestesio a los animales con uretano y cloralosa a la dosis de 800 y 50
mg/kg de pesd respectivamente, en volumen de 1 mL por cada 100 g de peso y se les tomé
una muestra de sangre de aproximadamente 4 mL por puncion cardiaca.

Se deposité 1 mL de sangre en cada tubo que contiene 0.1 mL (10 U) de heparina
como anticoagulante En los casos en los que se adicioné un agente precipitante de
proteinas se mantuvo la relacion de 1:2.5 en el caso de acetona y de 1.2 para metanol y
acetonitrilo.

Finalmente los tubos que contenian a las muestras se centrifugaron durante 30

minutos a 6000 rpm. |57]

S —
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ANEXO 5. Determinacién volumétrica de peréxido de hidrégeno.

El permanganato de potasio se estandariza con oxalato de sodio seco que se disuleve
en H,SO4 1M, se efectia una adicion del 90-95% del volumen necesario de KMnOy, a
temperatura ambiente, y la valoracion se term'na a una temperatura de 55-60°. Se resta el

valor del blanco, para tener en cuenta la cantidad de titulante que tifie la disolucion. [58]

ANEXO 6. Anilisis de residuos para la determinacién de peréxido de hidrégeno por

método directo.

: . ; 0.3831 _
0.1559
0.2662 . ; 9.18247797
00547 12,0464 -0.0464 12.045306
0.1908 148499 0.1501 148407733
0.49%6 17.5882 05882  17.5712207
01282 20.2635 02635  20.2389171
0.3030 22 8780 01220 228459752
0.2919 25.4338 00862 253944477
0.3366 27.9328 00672  27.8862875
04352 ' 30.3768 0122
09139 l____'!

ANEXO 7. Cuadrado de los residuos para 12, 11 y 10 observaciones en la

determinacion de peréxido de hidrégeno por método directo.

! Cuadrado de los residuos
1 0.1468 0.0487 0.0599
2 0.0243 0.0706 0.0626
3 0.0709 0.1054 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
] 0.0852 0.0044 0.0111
10 0.1133 0.0045 0.012¢9
11 0.18%4 0.0152

I 12 0.8353

suma 1.8623 0.7037 0.6819
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ANEXO 8. Analisis de residuos para la determinacién de peréxido de hidrégeno por

método indirecto.

c.ommwl Vaior obtenido || Prondstico pare ¥ l Residuos ]-]nrmmmv(!?esd.os Prontstico para Y Resﬁ.ns_]'
1,0210 10,0 10,1607 -0,1607 90,7884 0,2116 9,7488 0,2512 |
2,0171 15.0 15,8598 -0,8598 156826 06826 156678  -0,6678
2,9892 22,0 21,4215 0,5785 21,4349  0,5651 21,4441 0,5559
3,8381 27,0 26,8508 0,1492 27,0502 -0,0502 27,0830 -0,0830
48647 325 32,1524 0,3476 325334 00334 32,5891 -0,0891
57698 | 380 37,3307 0,6693 378890 0,110 _ 37,9672 0,0328
66540 | 430 42,3899 0,6101 431215  -0,1215
7,5182 46.0 47,3342 -1,3342

ANEXO 9. Cuadrado de los residuos para 8, 7 y 6 observaciones en la determinacion

de peréxido de hidrégeno por método indirecto.

|-[L Observacion

Cuadrado de los residuos

OO bs WN =

|

suma

0,0258 0,0448 0,0631
0,7392 0,4660 0,4459
0,3346 0,3193 0,3090
0,0223 0,0025 0,0069
0,1208 0,0011 0,0079
0,4480 0,0123 0,0011
0,3722 0,0148

1,7800
3,8430

I 08609 || 0.8339

.94 .



ANEXO 10. Comparacién de ambos métodos [36].
A continuacidn se presentan las ecuaciones para la evaluacion de criterios de los

parametros que nos serviran para establecer esta igualdad.

A) Repetibilidad
LSIC=(0,"/05") *F
LIIC = (0:*/6%)* 1 /F
F = (N;-1) grados de libertad en el numerador y (N,-1) grados de libertad en el

denominador.
B) Exactitud al 100% y linealidad del método (porcentaje recuperado).

Caso 1. Los métodos tienen la misma repetibilidad.

op = [(N1-1) 6,% - (Na-1) 62°) / (N} + N3 = 2)]
LSIC=(R;-Ry)+1*op* (I/N,+ 1/N; )2
LIC=(R;-Ry)-t*op* (I/N;+ 1/N; )"

t = (N; + N;- 2) grados de libertad.

C) Linealidad del método (cantidad adicionada — cantidad recuperada).

o’ = [(Zy)*- mZ xy; + BiZ yi) + (Zy2’- moZ xys + boT y2)] / (4 my + 1y my — 4)
Pendientes de la cantidad adicionada — cantidad recuperada
Oam' = O * [ 1/(Ex™ (Ex)/ (mn) + (1/ (Exo™ (E %)/ (n212)) ]
LSIC = (m; - my) + 1 * (Gam") "
LIC = (m, - my) + 1 * (Ou)"”
1=nm+inn-4
Ordenadas al origen de la cantidad adicionada — cantidad recuperada.

G = o *[1/mn + 1/ 1ty + (Zx:)7 (0°07 (T %07 = (Ex1)Y myty))

+ (Zx2)V (02717 (2 %27 = (ZX2)7 mat2)) ]
LSIC = (b, - by) + 1 * (64s-)"*
LIC = (b; - by) + 1 * (6a)'”

r=thn+hHhn-4
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ANEXO 11. ANOVA de dos factores [37,38].

El ANOVA (Andlisis de Varianza) es la prueba estadistica que permite la
separacion de las tres fuentes de variacion: variacion entre bloques, variacion entre
tratamientos y variacion aleatoria debida al error experiemental.

Las formulas para le célculo de la variacion de las tres fuentes diferentes se dan en la

siguiente tabla:

FUENTE gE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION
_ CUADRADOS LIBERTAD MEDIO
Entre filas ¥ Tt~ C r-1
Entre columnas £T%/nc-C c-1 Suma de
J cuadrados
. . : _ grados
Interaccion por diferencia por diferencia de
! libertad
Residuos szﬂ-ZTz;,-/n rc(n-1)
Total zngk.c ren -1
donde:

n = nimero de mediciones repetidas en cada celda

r = namero de filas

¢ = nimero de columnas

C = término de correccion = T?/ nrc

T, = total de la fila i-ésima

T, = total de la columna j-ésima

T = gran total

X = k-ésima réplica en la i-ésima fila y j-ésima columna

T,;= total para la celda de la i-ésima fila y j-ésima columna.

-06 -
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