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I. INTRODUCCION

Se conoce como estrés oxidativo a la consecuencia de la alteracion en el equilibrio de la
produccidn de especies reactivas de oxigeno tales como el radical anién superéxido (0,7,
el peroxido de hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (HO') , el radical alcoxilo y el peroxilo.
Estas especies son generadas durante el metabolismo oxidativo en las células de los seres
vivos. A su vez, el estrés oxidativo parece estar relacionado con la degeneraciéon muerte
de neuronas en las enfermedades de Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica;
ademas de estar implicado en enfermedades como la inflamacién de rifones, diabetes,

formacion de cataratas y dafios renales, entre otras [1].

Se ha encontrado que el estado redox dentro de las células esta regulado por la
contribucion de diferentes pares redox, siendo los tres mas importantes: el dinucledtido
adenin nicotinamida fosfato (NADPH/NADP*), la tioredoxina (TRX;ea/TRXox) Y €l glutation
(GSH/GSSG). Entre ellos, el sistema del glutation es el mas importante, ya que la
concentracion intracelular de glutation es de 500 a 1000 veces mayor que la de TRX y
NADPH [2,3]. Por lo anterior, los cambios en la relacion de concentraciones de GSH/GSSG

se reflejan directamente en las alteraciones redox intracelulares.

Hay evidencia de que el glutation (GSH) juega un papel importante en la eliminaciéon de
las especies reactivas de oxigeno en el cerebro, por ende, una de sus principales funciones
consiste en ser un antioxidante, es decir, actuar como agente reductor en el metabolismo
de H,0,, peroxidos organicos y especies reactivas de oxigeno. De acuerdo a lo anterior, el
grado de estrés oxidativo en células se puede determinar por el incremento en la
concentracion de glutation en su forma oxidada (GSSG), el decremento en a concentracion
del GSH y la disminucion en la relacion GSH/GSSG. Ademas, en condiciones fisioldgicas
normales, la forma reducida del glutation es de 10 a 100 veces mayor que la de la forma
oxidada [4].
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Por otro lado, la determinacion de tioles ha constituido un reto en el area electroanalitica,
ya que la oxidacion directa del grupo tiol (SH) se ve afectada por la pobre respuesta
voltamperométrica en electrodos solidos. Ademas de que, en general, se requieren
potenciales anddicos grandes para obtener una respuesta del tiol, lo que conduce a la

oxidacion de otras especies presentes en la matriz de trabajo [5,44].

A pesar de que se han empleado la cromatografia de liquidos y la electroforesis como
técnicas de separacion, con las cuales se ha logrado una mejor resolucion, el analisis de
muestras y la calibracion requieren generalmente la preparacion de derivados. Es por esto
que existe un mérito considerable en la simplicidad que ofrecen las técnicas
polarograficas, ya que permiten realizar el analisis de muestras de forma directa y con una

preparacion previa minima.

De esta manera, en el presente trabajo se propone el desarrollo de un método que
permite determinar la concentracion de glutation en su forma reducida en homogenizados

de cerebro de roedores, por polarografia de pulso normal y cronoamperometria.
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II. HIPOTESIS

Dado que el glutation es una sustancia electroactiva en el electrodo de mercurio, su sefial
polarografica permitira establecer una metodologia analitica para evaluar su contenido en
una matriz bioldgica.
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III. OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar un método polarografico de pulsos de potencial para determinar el contenido

de glutation en homogenizados de cerebro de roedores.

Objetivos particulares:

1) Caracterizar la sefal del glutation y optimizar los parametros de la polarografia de

pulso normal.

2) Determinar el comportamiento electroquimico del sistema del glutation por
polarografia de pulso normal y voltamperometria ciclica en funcién de la variacién
del pH de la solucion.

3) Realizar la calificacion del equipo empleado en el desarrollo del método.

4) Evaluar los parametros de desempefio del método

5) Cuantificar el contenido de glutation en los homogenizados de cerebro de rata de

la cepa Wistar.
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4.1 Métodos electroanaliticos

Los métodos electroanaliticos son aquellos que implican la interaccion de variables
eléctricas de un sistema tales como la corriente y el potencial con variables quimicas como
la concentracién, con la particularidad de que los procesos electroquimicos se llevan a
cabo en la interfase electrodo-solucion. La diferencia entre las técnicas electroanaliticas
depende del tipo de sefal eléctrica que se emplea para la cuantificacion. Los dos tipos
principales de medidas electroanaliticas son la potenciométrica y la potenciostatica [6]

La potenciometria se basa en situaciones de corriente constante y generalmente se
realizan a un valor de corriente cero (también hay potenciometria de corriente impuesta).
En esta técnica la informacion relacionada con la composicion de la muestra se obtiene a

partir de la medida de potencial que se establece a través de una membrana.

Las técnicas potenciostaticas o de potencial controlado se basan en situaciones donde la
corriente es diferente de cero; el potencial de electrodo se usa para dirigir una reaccion de
transferencia electronica y medir la corriente resultante. Dentro de estas técnicas, la
voltamperometria -y en especial la polarografia- permiten andlisis rapidos, sensibles y de
bajo costo, por lo que centraremos la atencion en ellas [6].

4.2 Principio de las técnicas voltamperométricas
Estas técnicas se caracterizan por la forma de aplicar el potencial al electrodo de trabajo y
por el material usado para su construccion:
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Polarografia: Este técnica se refiere al uso de mercurio como electrodo de trabajo. En
este caso, el electrodo trabaja también en condiciones dinamicas (electrodo goteante de
mercurio, EGM). En esta técnica, la corriente limite es proporcional a la concentracion del
analito. La variable de perturbacion del sistema consiste en un barrido lineal de potencial
con respecto al tiempo. La respuesta que se observa es la corriente eléctrica, cuya
magnitud es proporcional a una serie de factores, que varian en funcion de la técnica

polarografica en uso.

Voltamperometria: Esta técnica se refiere al uso de un electrodo de trabajo sélido, o si
es de mercurio la superficie de trabajo permanece constante a lo largo del proceso
electroquimico (electrodo de mercurio de gota pendiente, EMGP). La variable de
perturbacion del sistema, al igual que los métodos polarograficos, consiste en un barrido

lineal de potencial con respecto al tiempo [8].

4.3 Polarografia convencional o de corriente directa

Fue descubierta en 1920, por el quimico checoslovaco Jaroslav Heyrovsky. Es un tipo de
voltamperometria con la particularidad mencionada de que el electrodo de trabajo es un
electrodo goteante de mercurio. Esta técnica requiere que el barrido de potencial sea
lineal y lo suficientemente lento para que el potencial permanezca practicamente
constante durante el tiempo de vida de la gota. Con ello se obtienen curvas de intensidad-
potencial (I-E) del sistema analizado, las cuales se caracterizan por dos variables: el
potencial de media onda (E;;) y la corriente limite de difusion (I4), siendo esta Ultima
proporcional a la concentracion de la especie en la solucion. En la Figura 1 se presenta un
polarograma tipico obtenido por polarografia convencional, donde se indica la ubicacion
del potencial de media onda y la corriente limite de difusion. En dicho polarograma las
oscilaciones de corriente se deben al crecimiento y caida de las gotas de mercurio. El

limite de deteccion de esta técnica se encuentra alrededor de 10 M [8].
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| | 1 L | |

08 l =1.0 -1.2 -1.4 -1.6
E vs ECS (V)

Figura 1. Polarograma obtenido mediante polarografia
convencional. CrO,* 1mM en solucidn de NaOH 0.1 M [8].

Por otro lado, la Figura 2 describe el flujo de corriente en un EGM. En dicha figura se
aprecia que la corriente faradaica aumenta durante el tiempo de vida de la gota, mientras
que la corriente capacitiva disminuye exponencialmente. Por lo anterior, es claro que si se
desea optimizar la relacién I/I, la corriente debe muestrearse justo antes de la caida de
la gota. Este es el fundamento de la variante conocida como polarografia “tast”, que se

describira en la siguiente seccion.
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I I
caida de caida de
la gota la gota
t t
Corriente faradaica Corriente capacitiva
I caida de
la gota
t
Corriente total

Figura 2. Flujo de corriente en un electrodo goteante de mercurio [8].

4.4 Polarografia de pulsos

Con la finalidad de aumentar la selectividad y sensibilidad de la polarografia, se han
desarrollado variantes de la polarografia clasica, que implican un sistema de perturbacion
distinto. En lugar de variar linealmente el potencial, este se hace llegar al electrodo de
trabajo en forma de pulsos de potencial, con una duracion determinada. El muestreo de la
corriente se realiza en ciertos instantes del tiempo de vida de la gota. Esto con el fin de
suprimir la corriente capacitiva, que surge por la expansion continua de la gota de
mercurio en un electrodo goteante. Lo anterior permite un incremento sustancial en las

caracteristicas analiticas de las técnicas de pulsos.
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La polarografia de pulsos comprende 5 métodos:

» Polarografia tast o de corriente muestreada
» Polarografia de pulso normal

» Polarografia diferencial de pulsos

> Polarografia de pulso inverso

» Polarografia de pulso cuadrado

Tanto la polarografia tast, como la de pulso normal y la diferencial de pulsos tienen su
base en la polarografia con el EGM, mientras que la polarografia de pulso inverso y la de

pulso cuadrado fueron innovaciones posteriores.

4.4.1 Polarografia tast

Como se indica en la Figura 3, en la polarografia tast la corriente se muestrea
electronicamente a un tiempo fijo © después del nacimiento de una gota de mercurio. La
corriente se registra a ese tiempo t justo antes de que caiga la gota. El potenciostato esta
prendido todo el tiempo y realiza el barrido mediante escalones de potencial de acuerdo a
un programa en escalera. El resultado del experimento es una curva de corriente

muestreada contra el potencial.

P

O

i iy

E ciclo 3

N ciclo 2 .

C ciclo 1 : :

I : :

A : 1 :

L : ? :
T T g o
TIEMPO

Figura 3. Perturbacion de potencial en
funcion del tiempo para la polarografia tast

A —
9
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La componente faradaica de la corriente muestreada esta dada por la ecuacion de Ilkovic

(ecuacionl):
L) = 708 nD,"*C,"'m*? ¢V (ecuacionl)

Donde 1y () €s la corriente limite de difusion; n es el nimero de electrones que la especie
electrolizada intercambia en la reaccion; D, es el coeficiente de difusién de la especie; m
es el flujo de la gota de mercurio, © es el tiempo de vida de la gota y C," es la

concentracion de la especie en la solucion.

Las mejoras introducidas con el método tast brindaron limites de deteccion del orden de
10 M, ligeramente mds bajos que para la polarografia convencional (10° M). En la Figura
4b se puede apreciar que el método tast elimina las oscilaciones de corriente debidas al

cambio en el area de las gotas de mercurio (Figura 4a).

Potencial, V vs Ag/AgCI
(a) (b)

Figura 4. Comparacion de ondas polarograficas: (a) modo convencional,
(b) modo tast, en una solucién 1x10° M de Cu** en NaNO;1 M [7].

10
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4.4.2 Polarografia de pulso normal

Esta técnica se creo para evitar el efecto de disminucion de la cantidad de sustancia que
esta siendo medida en la region cercana al electrodo, y que necesariamente reduce su
flujo hacia la superficie y, por lo tanto, la corriente de respuesta. Para lograrlo, la técnica
evita la electrolisis previa al periodo de medida.

Como se aprecia en la Figura 5, la mayor parte del tiempo de vida de la gota el electrodo
se mantiene a un potencial inicial PI, en el cual ocurre una electrdlisis despreciable.
Después de un periodo de tiempo ', el potencial se cambia repentinamente a un valor E;
el pulso de potencial termina cuando se regresa al valor base PI y la corriente se muestrea
al tiempo 1, cerca del final del pulso. Este programa de perturbacion presenta una sefial
proporcional a la corriente muestreada, y es constante hasta que la lectura tomada con la
siguiente gota la reemplace. La gota es desalojada justo después de que termina el pulso,
y entonces el ciclo total se repite con gotas sucesivas. El pulso de potencial se incrementa
unos pocos milivoltios (IB) con cada ciclo adicional. Mediante esta técnica se obtiene una

grafica de corriente muestreada contra potencial, en forma de onda (Figura 6).

DP lB[
F-——1

m=HZm=2000

Pl

3 L e
T T TG
| |

TIEMPO POTENCIAL

Figura 5. Perturbacion de potencial I

en funcién del t|empo para Figl..l!‘a 6- Set‘la| t|p|ca de 1 VSE en
polarografia de pulso  normal. polarografia de pulso normal.
IB=incremento del barrido;

TG=tiempo de goteo; DP=duracion

del pulso.

fPrPHPNOZEH-QON
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Ya que la electrolisis durante el tiempo de espera es despreciable, la distribucion de la
concentracion inicial se conserva hasta el momento en el que se aplica el pulso. Aunque el
electrodo es aproximadamente esférico, se considera como una superficie plana durante el
corto tiempo en el que ocurre la electrdlisis. Por lo tanto, la corriente faradaica estd dada
por la ecuacion 2.

iy = nFAD,’C.*  (ecuacion 2)

a2 (‘I:-t')”z

donde (1-1") es el tiempo medido a partir del pulso. Comparado con la polarografia
convencional, este método mejora en sensibilidad debido al incremento en la corriente

faradaica, con lo que los limites de deteccion para esta técnica oscilan entre 10° y 107 M

[8].

4.4.3 Polarografia diferencial de pulsos
Esta técnica se asemeja a la de pulso normal, considerando las siguientes diferencias:

» El potencial inicial (PI) que se aplica durante la mayor parte del tiempo de vida de
la gota no es el mismo de gota a gota, sino que cambia de forma lineal y constante
en incrementos pequenos (IB), como se aprecia en la Figura 7.

» La altura del puso (AP) se mantiene constante respecto al potencial base.

» La corriente se muestrea dos veces durante el tiempo de vida de la gota. Una es al
tiempo 1" antes del pulso y la segunda es al tiempo 1, al final del pulso justo antes
de que la gota caiga.

Y

La curva obtenida es una grafica de la diferencia de corriente §(i) contra el
potencial base. Donde (i) = i(t) — i(t"), por lo que las sefiales obtenidas tienen la

forma de picos (Figura 8).

12
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P
pp B c
O —— 0
T R
E| AP | &
N ! 3
| wm—> N
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Al = TG
T 1
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TIEMPO POTENCIAL
Figura 7. Perturbacion de potencial . e
en funcion del tiempo para Figura 8. Senal tipica deI vsEen
polarografia diferencial de pulsos. polarografia diferencial de pulsos.

IB=incremento del barrido; TG=tiempo
de goteo; AP=altura del pulso;
DP=duracion del pulso.

Desde el nacimiento de una gota a t=0 hasta la aplicacién del pulso a t=1" se impone el
potencial base. A tiempos posteriores, el potencial es E+AE. Cada gota nace en con la
composicion del seno de la solucién, pero ocurre la electrélisis durante el periodo antes de
t’. Entonces el pulso opera sobre los perfiles de concentracién que la electrdlisis crea

previamente.
La altura del pico esta dada por la ecuacion 3:

(6i)msx = NFAD,Y’C," (1-0) (ecuacion 3)

TI:UZ (T_rr)l.-’Z (1+0)

Donde o se define como:
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o = exp[(nF/RT)*(AE/2)] (ecuacion 4)
Considerando AE como la altura del pulso (AP).

Ya que la corriente faradaica medida con esta técnica nunca es mayor que la medida en
la técnica de pulso normal, la ganancia en sensibilidad del método diferencial no proviene
de la respuesta de la corriente faradaica, sino de la menor contribucion de la corriente
capacitiva. Si ésta no cambia mucho del primer muestreo de corriente al segundo, el
proceso de sustraccion que origina el 5(i) tiende a cancelar la contribucion de la corriente
capacitiva. Con esta técnica se han logrado limites de deteccién del orden de 10® M [8].

4.4.4 Cronoamperometria de pulso directo

Como se aprecia en la Figura 9, esta técnica consiste en la aplicacion de un pulso de
potencial al electrodo de trabajo, durante un periodo de tiempo T1 desde un valor en el
que no ocurre reaccion faradaica (PI) a un potencial E1 en el que la concentracion de la
especie electroactiva en la superficie del electrodo llega a ser cero. Esta técnica emplea un

electrodo de trabajo estacionario y la solucion se mantiene sin agitacion [6].

P
O ¢
s EE 0
T E1 0
E R
[
N E
o—"> N
[ T
I PI .
A teq T
L 1 |
TIEMPO
TIEMPO
Figura 9. Perturbacién de potencial ) - E
en funcién del tiempo para Figura 10. Senal tipica de I vst obtenida
cronoampemmetria de pu|50 directo‘ en UOnoamperometrfa de pufSO direct‘o.

PI=potencial inicial; El=potencial del
pulso; T1=tiempo de pulso; t.,=tiempo
de equilibrio.
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La respuesta que se monitorea es la corriente en funcion del tiempo (Figura 10). Como el
transporte de masa bajo estas condiciones es solo por difusion, la curva corriente vs
tiempo refleja el cambio en el gradiente de concentracion en la cercania de la superficie
del electrodo. Ello involucra una expansion gradual de la capa de difusion asociada con la
disminucion del reactivo y con esto, una disminucion en la pendiente de los perfiles de
concentracion con el incremento del tiempo, como se muestra en la Figura 11.

incremento del tiempo

Z00>PrD-HZMOZOO0O

DISTANCIA

Figura 11. Cambio en los perfiles de concentracion
conforme el tiempo aumenta en cronoamperometria de
pulso directo [6].

La corriente del sistema, para un electrodo plano, esta dada por la ecuacion de Cotrell
(ecuacion 5). Para un electrodo esférico, se considera un término adicional que considera

la difusion esférica.

Iy = nF;il'\D(,C.,""[1}'(:{0‘-_.t)”2 + 1/r] (ecuacion 5)
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Generalmente, esta técnica se emplea para medir los coeficientes de difusion de las
especies electroactivas, o bien, el area del electrodo de trabajo. Las aplicaciones analiticas
de la técnica, por ejemplo en analisis /n vivo, consisten en la aplicacion repetida de pulsos
de potencial al electrodo de trabajo a intervalos de tiempo fijos. Otra de sus aplicaciones
se encuentra en el estudio de mecanismos de procesos de electrodo, para lo cual se
emplean experimentos de doble pulso. En este caso, el segundo pulso se emplea para
investigar el destino de las especies generadas durante el primer pulso [6].

4.5 Glutation

4.5.1 Glutation y su relacion con el estrés oxidativo

Como se ha mencionado anteriormente, se conoce como estrés oxidativo a la alteracion
en el equilibrio de la produccion de especies reactivas de oxigeno. Dichas especies son
generadas durante el metabolismo oxidativo en las células de los seres vivos. El exceso en
la produccion de estas moléculas puede danar potencialmente a diferentes
macromoléculas, tales como proteinas, acidos nucleicos y lipidos, conduciendo a la
degeneracion celular. Para contrarrestar esto, las células mantienen una bateria de
enzimas detoxificantes y pequefias moléculas antioxidantes, dentro de las cuales se
encuentra el glutation (Tabla 1).

Tabla 1. Breve lista de moléculas y enzimas antioxidantes presentes en las células

~ Gluta

Acido ascorbico Superoxido dismutasa
Acido urico Glutation peroxidasa
Acido lipoico Glutation-S-transferasa
a-Tocoferol GSSG reductasa

Ubiquinol Enzimas reparadoras (DNAasas,RNAasas,etc)

Carotenoides Tioredoxin reductasa
Flavonoides
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4.5.2 Generalidades del glutation

El tripéptido glutation (y-L-glutamil-L-cistein-glicina, Figura 12) es el tiol intracelular no
proteico mas abundante en las células de los mamiferos. Se sintetiza a partir de los
aminodcidos glutamato, cisteina y glicina, mediante la accion de las enzimas yGluCys-
sintetasa y glutation-sintetasa. Funciona principalmente como antioxidante, eliminando las
especies reactivas de oxigeno. Otras de sus funciones incluyen el mantener el potencial
redox en las células mediante la reduccion del grupo tiol de las proteinas, el transporte y
almacenamiento de cisteina y como un cofactor en ciertas reacciones de isomerizacion.
Investigaciones recientes sugieren que el GSH puede tener algin papel en la transduccion
de sefiales, en la proliferacion celular, en la regulacion de la expresion de genes y en la
apoptosis [1,3,9]. Aunado a lo anterior, el GSH juega un papel importante en otros
procesos celulares, como el metabolismo del DNA, la sintesis de proteinas, la activacion de

ciertas enzimas y el incremento de la funcién inmunoldgica [9].

H | NH2
0 ‘\/\fo
OH y NH 0
< plon

0

Figura 12. Estructura del glutation (GSH).
En los recuadros se muestran las funciones
con propiedades acido-base

Como agente reductor, el GSH se oxida reversiblemente formando un puente disulfuro

entre dos moléculas:

2GSH =<— GSSG + 2¢ + 2H* (ecuacion 6)
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En organismos vivos, la oxidacion es catalizada por varias enzimas, una de ellas es la
glutation peroxidasa (GSH-Px) dependiente de selenio, mientras que la reduccion es
catalizada por la glutation reductasa. En la Tabla 2 se enlistan algunas enzimas que
emplean el glutation como sustrato, con el fin de que las especies reactivas de oxigeno
puedan ser eliminadas de las células [9]:

Tabla 2. Enzimas que utilizan GSH como sustrato

~ Enzima

Glutation peroxidag;
2 GSH + H,0, GSSG + H,0
2GSH + LOOH ——= GSSG + LOH + H,0

Glutation transferasa
2GSH + LOOH —> GSSG + L(OH), + H,0

Fosfolipido peréxwtatién peroxidasa
2 GSH + ROCH GSSG + ROH + H,0

Glutation reductasa

GSSG + NADPH + H" E

2 GSH + NADP*

LOOH = perdxidos orgénicos
ROOH = fosfolipido, colesterol, colesterol hidroperdxido

4.5.3 Regulacion de los niveles de GSH
Durante la eliminacion de las especies reactivas de oxigeno, el GSH esta involucrado en
dos tipos de reacciones:
> reacciones no enzimaticas en las que participan radicales como el superoxido, 6xido
nitrico o hidroxilo
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» reacciones en donde actia como donador de electrones para la reduccion de los
peroxidos en la reaccion con la glutation peroxidasa.
Aunado a lo anterior, se ha observado que los niveles celulares de glutation se ven
disminuidos por alguno de los siguientes mecanismos:
a) cuando es consumido durante la formacion de GSH-S-conjugados mediante la
glutation-S-transferasa (GST);
b) por conversion a GSSG mediante la glutation peroxidasa (GPx); 6
c) por la liberacion del GSH fuera de la célula a través de la membrana celular [9].

En la Figura 13 se muestra una representacion de las diferentes rutas involucradas en el
metabolismo del glutation en sistemas vivos y su regeneracion por medio del NADPH.

Glutamate

L-Cystemnvi-alycine

_Glutamyliransfcrase R-SH
ol *
$ ‘mfm ,-"'/ GSSG
Glyene C_\,'sif_ils-' dipeplidase +
é Thiol Transferase
3 Glycine
R-SH
Glutamate Ges S“ﬁsh }mi & lutathione S-transferase
o —— = Y-glutamyleysieine - GSH R-8-5G
Cystene

NADP*
GS11 Reductase ¥-Glutamy ltransferase

-Alanylglycine

Figura 13. Representacion esquematica de las distintas trayectorias involucradas en el
metabolismo del glutation [9].
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4.5.4 Glutation en el cerebro

Se ha reportado que el contenido de glutation en el cerebro de rata de la cepa Wistar va
desde 1.6 hasta 51.9 nmol/mg proteina [11-21], mientras que en el cerebro de ratones
va de 14 a 54 nmol/mg proteina [3,54,55]. Asimismo, en cultivos de neuronas de
mamiferos el contenido de éste es alrededor de 40 nmol/mg proteina [1]. Se encontrd
también que la disminucion en el contenido de GSH celular es dependiente de la edad,
esto para muchos organismos, incluyendo los seres humanos. Los estudios han
demostrado que los ratones maduros, en comparacion con los jovenes, presentan una

disminucion del 30% en los niveles de GSH [9].

Comparado con otros organos el cerebro es mas susceptible al dafo oxidativo debido a
varios factores, entre los cuales estan la demanda alta de oxigeno, el aumento en el
contenido de hierro, la presencia de acidos grasos insaturados que son blancos para la
peroxidacion de lipidos y la disminucion de la actividad de enzimas detoxificantes tales
como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa vy la glutation reductasa. Durante el
proceso del metabolismo aerobio celular las fuentes de especies reactivas de oxigeno son
las mitocondrias asi como el metabolismo del acido araquidénico y las enzimas oxido

nitrico-sintasa, xantina-oxidasa y monoamina-oxidasa [9].

Ya que el cerebro necesita una eliminacion intensa de las especies reactivas de oxigeno,
es evidente que la disminucion en el contenido de GSH podria aumentar el dafho oxidativo,
haciendo al cerebro mas susceptible a los desérdenes neurologicos.

4.5.5 La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun,
afectando aproximadamente el 1% de la poblacion humana de 65 afios en adelante, Este
desorden neurodegenerativo se manifiesta clinicamente por una disminucion en la

funciones motora y cognitiva, ademas de depresion. Fisiolégicamente, la enfermedad de
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Parkinson se caracteriza por la deficiencia de dopamina, ocasionada por la degeneracion

de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra compacta del cerebro (SNpc) [9].

Las neuronas de la sustancia negra contienen neuromelanina, que puede enlazar hierro e
iniciar su reaccion con el H;O, mediante la “reaccion de Fenton” para formar el radical
hidroxilo altamente reactivo. A su vez, esta especie puede extraer hidrogenos metilénicos
de grasas poliinsaturadas de los fosfolipidos de la membrana de las neuronas, iniciando la

peroxidacion de lipidos y con ello la muerte celular [9].

4.5.6 Glutation y la enfermedad de Parkinson

En general, la sustancia negra del cerebro de los organismos presenta niveles mas bajos
de GSH comparada con otras regiones del cerebro, de acuerdo al siguiente orden: corteza
> cerebelo > hipocampo > estriato > sustancia negra. Esta tendencia es la misma a lo
largo del periodo de vida, que aumenta durante el crecimiento, alcanza un valor maximo
en la etapa de madurez y disminuye un 30% durante el envejecimiento. Se ha observado
que durante la enfermedad de Parkinson hay una disminucion de los niveles de GSH,

siendo el primer indicador del estrés oxidativo durante el progreso de la enfermedad [9].

4.5.7 Glutation y la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico caracterizado por una hiperglucemia y la
insuficiencia en la secrecion o accién de la insulina endogena. Existe evidencia de que la
diabetes esta asociada con el estrés oxidativo debido a que durante esta enfermedad hay
un incremento en la concentracion de radicales libres, que se forman a través de la
oxidacion de la glucosa, la glicacion no enzimatica de las proteinas y la consecuente
oxidacion de éstas. Aunado a esto, las especies reactivas de oxigeno pueden participar en
varias de las complicaciones secundarias de la diabetes, como son la nefropatia, la

retinopatia y la neuropatia [22-26].
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4.6 Validacion de los métodos analiticos

La definicion dada por la ISO para validacion es: “confirmacion por medio de examen y
presentacion de evidencia objetiva de que se satisfacen los requisitos particulares para un
uso especifico” [28]. Puede interpretarse como el proceso de definicion de un requisito
analitico y la confirmacion de que el método considerado posee las caracteristicas de

desempeno que requiere la aplicacion.

Asimismo, la definicion para validacion de métodos dada por la ISO es: “el proceso de
establecimiento de las caracteristicas de desempefio y las limitaciones de un método, asi
como la identificacion de los factores que pueden cambiar dichas caracteristicas” [28].

La validacion de un método se realiza cuando es necesario verificar que sus parametros de
desempefo son adecuados para la aplicacion a un problema analitico particular, por

ejemplo:

Cuando se desarrolla un método nuevo para un problema particular
Cuando se hacen implementos a un método establecido
Cuando el control de calidad indica que un método esta cambiando con el tiempo

Y V V¥V V

Cuando un método establecido se emplea en un laboratorio diferente, con distintos
analistas o distintos equipos
> Para demostrar la equivalencia entre dos métodos, por ejemplo un método nuevo y

un estandar

Es importante mencionar que en el proceso de validacion de métodos, los estudios para
determinar los pardmetros de desempefio se realizan empleando equipos que trabajan
satisfactoriamente, que cumplen con especificaciones y que estan calibrados

correctamente.,
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Los principales parametros de desempefio de un método que deben evaluarse, segin
EURACHEM, son los siguientes [29]:

4.6.1 Confirmacion de la identidad

En general, se considera que los métodos analiticos consisten en una etapa de medicion
que puede o no ser precedida por una etapa de aislamiento. Es necesario establecer que
la sefial atribuible al analito, producida en la etapa de medicion, se debe solamente a
dicho analito y no a la presencia de otra especie quimica, 0 mas auln, que se deba a la
casualidad. A esto se llama confirmacion de la identidad, la cual dependerd de la
efectividad de la etapa de aislamiento y de la selectividad/especificidad de la etapa de
medicion, asi como de la interferencia de otros compuestos con la determinacion del
analito.

4.6.2 Selectividad/especificidad

La selectividad y la especificidad son pardmetros que evallan la confiabilidad de las
mediciones en presencia de interferencias. La selectividad se define como “la habilidad del
meétodo para determinar exacta y especificamente el analito de interés en la presencia de
otros componentes en la matriz de la muestra, bajo las condiciones establecidas para el
método” [30]. Mientras que la especificidad se define como “la habilidad de un método

para medir Unicamente lo que se tiene propuesto medir” [31].

Existen casos en los que las interferencias quimicas pueden identificarse mediante un
método en particular, aunque la probabilidad de encontrarlas en la practica sea muy baja.
El analista debe decidir cuando sea razonable detener la blsqueda de interferencias. Estos

parametros se aplican tanto al analisis cualitativo como cuantitativo.
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Si estan presentes interferencias que no puedan separarse del analito de interés o si el
analista no tiene conocimiento de su existencia, entonces éstas tendran una variedad de
efectos. Dependiendo de como se establece la identidad del analito, las interferencias
pueden distorsionar la sefial procedente del analito, o bien contribuir a aumentar o

disminuir la intensidad de dicha senal.

4.6.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccion se define como “la concentracion mas baja de analito que puede ser
medida con certeza estadistica razonable” [31]. Cuando las mediciones se realizan con
niveles bajos del analito o de las propiedades, por ejemplo en el analisis de trazas, es
importante conocer cual es la concentracién minima o el valor mas bajo de la propiedad
que puede detectarse de manera confiable con el método. El término “limite de deteccion”
no es aceptado de forma general; la ISO considera que es el “valor minimo detectable de
la variable neta de estado”, lo que en quimica se traduce como “concentracion neta
minima detectable”, mientras que la IUPAC prefiere la expresion “valor verdadero minimo
detectable”.

Para fines de validacion, es suficiente proporcionar una indicacion del nivel en el cual la
deteccion se hace incierta. A ese respecto, por lo general, es suficiente la aproximacion de
considerar el valor medido del blanco mas tres veces la desviacién estandar del promedio
del blanco (blanco + 3c). Cuando se especifica un limite de deteccién es indispensable

que el analista haga referencia al método empleado para su determinacion.

Debe tenerse en cuenta que tanto el promedio como la desviacion estandar del blanco de
muestra dependen de la matriz de dicho blanco. Por lo tanto, el limite de deteccién
depende de la matriz. Cuando estos criterios se emplean para tomar decisiones
importantes, la determinacion de los valores relevantes de precision debe repetirse con
reqularidad, al igual que las caracteristicas de desempefio del método.
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El limite de cuantificacion se define como “la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones
establecidas para el método” [30]. También se define por diversos convenios como la
concentracion del analito que corresponde al valor del blanco de muestra mas 5, 6 o 10
veces el valor de la desviacion estandar del promedio del blanco. Debe tenerse presente
que ninguno de los dos limites mencionados representan niveles por debajo de los cuales
la cuantificacion es imposible. Simplemente sucede que la magnitud de la incertidumbre
asociada se hace comparable al resultado medido en la region del limite de deteccién.

4.6.4 Intervalo de trabajo e intervalo lineal

En cualquier método cuantitativo, es necesario determinar el intervalo de concentraciones
analiticas medibles o los valores de las propiedades en las que el método puede utilizarse.
En el valor minimo del intervalo de concentraciones, el factor limitante es el valor del
limite de deteccion y/o cuantificacion. En el valor maximo del intervalo, las limitaciones
quedan impuestas por varios efectos que dependen del sistema de respuesta del

instrumento.

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal, en el cual la
senal de respuesta depende linealmente de la concentracion del analito o del valor de la
propiedad. La amplitud de este intervalo se establece durante la evaluacion del intervalo
de trabajo, para lo cual una inspeccion visual de la curva y de los residuales puede ser
suficiente. Sin embargo, pruebas objetivas tales como la de “calidad del ajuste” son ain
mejores. Es recomendable que las verificaciones de linealidad presenten al menos 10

puntos de diferente concentracion o de valor de la propiedad.
Dentro del intervalo lineal, un punto de calibracion puede ser suficiente para establecer la

pendiente de la curva de calibracién. Sin embargo, en el resto del intervalo de trabajo se
requerira de una calibracion con mditiples puntos (de preferencia mas de 6). La relacion
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entre la respuesta del instrumento y la concentracion no tiene que ser perfectamente
lineal para que un método sea eficaz, pero la curva si debe presentar linealidad dia tras
dia. Es importante notar que el intervalo de trabajo y el intervalo lineal pueden variar de
una matriz a otra, dependiendo del efecto de las interferencias que proceden de las

mismas [29].

4.6.5 Exactitud

Se define como “la cercania en la concordancia de un resultado con un valor de referencia
aceptado” [32]. La validacion de un método busca cuantificar la exactitud de los
resultados mediante la evaluacion de efectos sistematicos y aleatorios sobre dichos
resultados. Por lo tanto se estudian los dos componentes de la exactitud: la veracidad y la
precision. La veracidad expresa la cercania del promedio de un conjunto de resultados con
respecto a un valor de referencia; para evaluarla se conocen dos técnicas: (a) por
comparacion con un material caracterizado con valores de referencia o (b) por
comparacion con otro método caracterizado. Por otro lado, la precision es una medida de
qué tan cercanos son los resultados entre si; generalmente se expresa en términos de
desviacion estandar. Una expresion cada vez mas comun de la exactitud es la

incertidumbre de medicion.

4.6.6 Incertidumbre de medicion

Se define como “el parametro asociado con el resultado de una medicion, el cual
caracteriza la dispersion de los valores que puede atribuirse a la propiedad medida” [33].
El parédmetro puede ser la desviacion estandar o el ancho de un intervalo de confianza. La
estimacion de la incertidumbre de medicion toma en cuenta todos los efectos conocidos

que influyen en el resultado.
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En quimica analitica, la estimacion de la incertidumbre debe tomar en consideracion:

» La precision total a largo plazo del método

» El sesgo y su incertidumbre, incluyendo tanto la incertidumbre estadistica
involucrada en las mediciones del sesgo como la incertidumbre del material de
referencia o del método

» Las incertidumbres de calibracion, que solo requieren ser verificados. Lo anterior
debido a que la mayoria de las incertidumbres de calibracion asociadas a los equipos
son insignificantes en comparacion con la precision total y la incertidumbre sobre el
sesgo

» Ademas de los anteriores, cualquier otro efecto significativo. Por ejemplo cuando los
intervalos de temperatura o de tiempo permitidos por el método no hubieran sido
examinados con detalle en los estudios de validacion y pudiera ser necesario tomar

en cuenta su efecto.

Cuando sea importante la contribucion de efectos individuales, por ejemplo en los
laboratorios de calibracion, serd necesario considerar por separado las contribuciones
individuales de todos los efectos. Sin embargo, una discusién detallada sobre la

incertidumbre rebasa el alcance de este trabajo.

4.6.7 Sensibilidad

Se define como “el cambio en la respuesta del instrumento de medida que corresponde a
un cambio en la concentracion del analito” [33], es decir, es el gradiente de la curva de
respuesta. La sensibilidad es un parametro que vale la pena calcular y emplear en
férmulas de cuantificacion cuando se ha establecido que la respuesta del instrumento en
funcion de la concentracion es lineal, y cuando se ha determinado también la ordenada al

origen de la curva de respuesta.
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4.6.8 Recuperacion

Los métodos analiticos no siempre miden la totalidad del analito de interés presente en la
muestra. Los analitos pueden estar presentes en las muestras en varias formas y no todas
son de interés para el analista. Por lo anterior, el método puede disefiarse
intencionalmente para determinar solo una forma particular del analito. Sin embargo, la
imposibilidad para determinar la totalidad del analito presente puede indicar un problema
inherente en el método. De cualquier modo, es necesario evaluar la eficiencia del método
para detectar la totalidad del analito presente y evidenciar de esta forma la eficiencia del

método.

Generalmente, dado que no se conoce la cantidad de un analito en particular que se
encuentra en una porcion de prueba, es dificil tener la certeza del éxito del método para
extraer dicho analito de la matriz. Una opcion para determinar la eficiencia de la
extraccion consiste en incorporar el analito en porciones de prueba a varias
concentraciones, después extraerlo de dichas porciones de prueba fortificadas y

determinar la concentracion del analito en cada una de ellas.

El problema inherente con esta practica es que el analito que se introduce de esta forma
probablemente no se encuentra retenido con la misma fuerza que el que se encuentra
presente naturalmente en la matriz de la porcion de prueba. Por lo anterior, la técnica
dara una idea exagerada de la eficiencia de la extraccion. Esta es la forma mas comun
para determinar la eficiencia de la recuperacion, se reconoce como una manera aceptable
de hacerlo, aunque debe tenerse presente el inconveniente de la técnica.

Una alternativa al método anterior, consiste en efectuar los estudios con materiales de
referencia apropiados (cuando se dispone de ellos), siempre que éstos se hayan obtenido
por caracterizacion de materiales naturales, en lugar de sintéticos, en los que el analito

haya sido incorporado [29].
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4.6.9 Robustez

La robustez de un procedimiento analitico se define como “la medida de su capacidad para
permanecer invariable frente a pequenas variaciones en los parametros del método. A su
vez, provee un indice de la confiabilidad del método para ser empleado durante su uso
normal” [34]. En cualquier método analitico habra ciertas etapas que si no son realizadas
con suficiente cuidado, tendran un efecto notable sobre el desempefio del método, y aun
mas, podrian ocasionar que el método no funcionara. Estas etapas deberian ser
identificadas como parte del desarrollo del método empleando “pruebas de robustez”, las
cuales involucran variaciones en el método hechas a propdsito con el fin de investigar su
efecto sobre el desempefo del mismo. De esta forma es posible identificar las variables
que tienen un mayor efecto sobre el desempefio del método, para con ello asegurar que

estan controladas de manera efectiva.

Por otro lado, cuando se requiera mejorar el método, es probable que se logre si el
analista se enfoca sobre aquellas etapas que se han encontrado como criticas.
Generalmente, la robustez de un método es evaluada por el laboratorio de origen, antes
de colaborar con otros laboratorios. Las pruebas de robustez se aplican normalmente para
investigar el efecto ya sea sobre la precision o la exactitud del método [29].
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El trabajo se desarroll6 en las siguientes etapas experimentales:

5.1

YV V V V V

YV V V V

Optimizacion de las variables polarograficas del método de polarografia de pulso
normal.

Evaluacion de los parametros de desempefio del método.

Cuantificacion del GSH en homogenizados de cerebro de rata Wistar, comparando

con un método espectrofotométrico.

Equipo, materiales y reactivos
Equipo
Potenciostato EG&G PARC modelo 273A
Electrodo de mercurio EG&G PARC modelo 303A, trabajando en el modo de
electrodo de gota pendiente (HMDE) y electrodo goteante (DME), equipado con un
electrodo de referencia de Ag/AgCl con separador de membrana idnica (vycor) y
electrodo auxiliar de alambre de platino
Centrifuga Fisher Scientific modelo 228
Centrifuga Eppendorf modelo 5415R
Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV160U
pHmetro Termo-Orion modelo 420

Balanza analitica OHAUS modelo Explorer

Materiales

Material volumétrico calibrado clase A

Micropipetas de volumen variable Gilson

Taladro BOSCH modelo Magnum, equipado con un pistilo de teflén
Reostato Equipar
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Reactivos y soluciones

Todos los reactivo usados en este trabajo fueron adquiridos de la compafiia Aldrich, a

menos que se indique el frabricante.

YV V V V V V V V V V V ¥V V VYV V V V V VYV V V V VY

L-Glutation reducido, GSH, 98% (C;oH;7N306S)

L-Cisteina, 99% (C3H;NO,S)

N-Acetil-L-cisteina, 99% (CsHsNOsS)

Nitrato de plomo (II), 99.999% (Pb(NOs),)

Acetato de sodio, 98% (CH3;COONa)

Fosfato monoacido de sodio, 99% (Na,HPO,)

Carbonato de sodio, 98% (Na,COs)

Cloruro de potasio, 99.9% (KCI)

Fosfato diacido de potasio, 99.7% (KH,PO,). Mallinckrodt

Cloruro de sodio, 99.8% (NaCl). Fermnt

Acido metafosforico sdlido, 36.5% (HPO,)

Acido 5,5 “-ditiobis-(2-nitrobenzoico), DTNB, 99% ([-SC¢H3(NO,)CO,H],)
Tris (hidroximetil)aminometano, TRIS, 99.9% (NH,C(CH,0H);)

Citrato de sodio tribasico dihidratado, 99% (HOC(COONa)(CH,COONa),.2H,0)
Tartrato de sodio potasio tetrahidratado, 99% (C4H4KNaOg.4H,0)
Sulfato de cobre (II) pentahidratado, 100.8% (CuS0,4.5H,0). Baker
Albimina bovina, 96%

Reactivo de Folin (fenol de Folin-Ciocalteu)

Hidroxido de sodio 98% (NaOH)

Acido nitrico (HNOs)

Soluciones amortiguadoras calibradas de pH 4, 7 y 10. Orion

Agua desionizada en un equipo Milli-Q, con una resistividad de 18.2 MQcm
Nitrégeno gas, 99.999% (N,). AGA
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Solucion estandar de GSH 0.025 M. Se pesaron 0.0077 g de GSH, se disolvieron en
el amortiguador Dulbecco y se aforé a 1 mL. Esta solucion se preparo el dia que se

iba a ocupar y se mantuvo en refrigeracion para evitar la oxidacion del GSH.

Amortiguador de fosfatos Dulbecco, pH 7.4, 9.5 mM. Se pesaron 0.1 g de KCI, 0.1 g
de KH,PO,4, 4g de NaCl y 0.57 g de Na,HPO4, se mezclaron y disolvieron en agua
desionizada, se ajustd el pH a 7.4 con HNO; 1 M y se aford a 500 mL [35].

Solucién de cisteina 0.025 M. Se pesaron 0.0031 g de cisteina, se disolvieron en una
mezcla 1:1 de amortiguador de fosfatos Dulbecco y HPOs al 10% p/v, y se afor6 a 1

mL.

Soluciéon de N-acetilcisteina 0.025 M. Se pesaron 0.0041 g de N-acetilcisteina, se
disolvieron en una mezcla 1:1 de amortiguador de fosfatos Dulbecco y HPOs al 10%

p/v, y se aforé a 1 mL.

Soluciéon de Pb(NOs), 0.001 M,. Se pesaron con precision 0.0331 g de Pb(NOs),, se
disolvieron en un amortiguador de acetatos 0.1 M de pH 5 y se aforé a 100 mL.

Amortiguadores de pH 4, 5 y 6, de concentracion 0.1 M. Se pesaron 0.41 g de
CH3COONa, se disolvieron con agua desionizada, se ajustd al pH deseado con HNO3

1 My se aford a 50 mL.

Amortiguadores de pH 6.5, 7 y 8 de concentracion 0.1M. Se pesaron 0.71 g de
Na;HPO,, se disolvieron en agua desionizada, se ajusto al pH deseado con HNO; 1 M

y se aford a 50 mL.

Amortiguadores de pH 9 y 10. Se pesaron 0.53 g de Na,CO;, se disolvieron en agua
desionizada, se ajustd al pH deseado con HNO; 1 M y se aford a 50 mL.
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» Amortiguador TRIS, pH 8.5, 0.4M. se pesaron 24.22 g de TRIS, se disolvieron en

agua desionizada, se ajusto el pH a 8.5 con HNO; 1M y se aforé a 500 mL.

» Reactivo de Ellman. Se pesaron 0.020 g de DTNB, se disolvieron en citrato de sodio
al 1% vy se aforé a 50 mL. Esta solucion se prepard el dia del experimento y sélo la

cantidad requerida, ya que el sobrante se desecha.

>  Solucion de HPO; 10% p/v. Se pesaron 27.3973 g de HPO;, se disolvieron en agua

desionizada y se aford a 100 mL.

5.2 Preparacion del homogenizado de cerebro de rata

Se emplearon ratas hembras albinas de la cepa Wistar, maduras sexualmente. Estas ratas
fueron proporcionadas por el Instituto de Fisiologia Celular-UNAM. Los animales
empleados estuvieron en el intervalo de 3 a 6 meses de edad y pesaron de 250 a 300

gramos. Estos roedores fueron mantenidas con acceso libre de agua y alimento.

La rata se sacrifico por dislocacion cervical bajo anestesia con éter y una vez muerta, el
cerebro fue extirpado y mantenido en una solucion de NaCl al 0.9%, en hielo.
Posteriormente, el cerebro se pesé y homogenizd mecanicamente durante un minuto en
un amortiguador de fosfatos Dulbecco pH 7.4, considerando la relacion de 2.5 mL de
buffer por cada gramo de cerebro himedo. El homogenizado se centrifugd a 3,400 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante se transfirid a un tubo

limpio y seco.
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5.2.1 Preparacion del homogenizado para la aplicacion del método
espectrofotométrico
Se tomaron por duplicado 200 pL del sobrenadante descrito en la seccidon anterior. Se
agregaron 200 pL de HPO; al 5% y se dejo incubando en hielo durante 10 minutos.
Pasado este tiempo, se centrifugd a 10,000, rpm a 4°C durante 10 minutos. Una vez
recuperado el sobrenadante, se tomd una alicuota de 300 pL y se le agregd 1.5 mL de
amortiguador TRIS pH 8.5 y 1.8 mL de reactivo Ellman, y se agité vigorosamente. El pH
final de esta solucion fue 8, ésta se transfirid a una celda espectrofotométrica para medir

la absorbancia a 412 nm en los primeros 5 minutos de reaccion [36].

5.2.2 Preparacion del homogenizado para la aplicacion de los métodos
polarograficos

Una vez que se tom0 la alicuota de sobrenadante para el método espectrofotométrico, se

midi6 el volumen de sobrenadante restante y se le agregd la misma cantidad de HPO; al

10%. Se dejoé incubando en hielo durante 30 minutos y nuevamente se centrifugd a

10,000 rpm, a 4°C durante 10 minutos para recuperar el sobrenadante.

En una celda de trabajo se colocaron 1550 plL de la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco
y HPO; al 10% junto con 0.16g de NaOH. Una vez disuelto el NaOH, se agregaron 1.8 mL
del sobrenadante y la celda se colocd en el electrodo, el pH final de esta solucion fue 6.7.
La solucion se desoxigend con burbujeo de nitrdgeno durante 10 minutos, para realizar

entonces la determinacion electroquimica.

Cabe mencionar que la manipulacion del cerebro debe hacerse lo mas rapido posible y en
frio, con el fin de evitar la oxidacion del GSH por el oxigeno del aire. Una vez obtenido el
sobrenadante final, se mantuvo a —71°C hasta la realizacion del estudio electroquimico.
Estos estudios se realizaron en un lapso maximo de 5 horas después del sacrificio de la

rata (Ver Anexo 1).
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5.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Para estandarizar la concentracion de GSH en relacion a la cantidad de proteinas en cada
cerebro, se realizo la cuantificacion de éstas por el método de Lowry [37]. Como primer
paso, se construyd una curva de calibracion de albimina, para lo cual se preparé una
solucion estandar de albimina de concentracion 1.5 mg/mL en agua desionizada. Se
tomaron distintas alicuotas de esta solucion estandar para obtener un volumen final de
400 pL de soluciones de albumina de distinta concentracion en agua y a través de una
serie de diluciones se obtuvieron soluciones en el intervalo de concentracion de 0 a 80
ng/mL (ver Anexo 2). Las soluciones se dejaron reposar durante 10 minutos, pasado este
tiempo se agregd 0.3 mL del reactivo de Folin disuelto en agua desionizada (1:1) y se dejé

incubar por 30 minutos. Finalmente se leyo la absorbancia a 550 nm.

Para determinar el contenido de proteinas en la muestra bioldgica, se tomaron 10 pL del
sobrenadante obtenido en la seccién 4.8 y se mezclaron con 390 plL de agua desionizada.
Se agregaron 2.3 mL de la mezcla de Na,CO;, CuSO;, y tartrato de sodio potasio descrita
en el Anexo 2. Posteriormente se agregaron 0.3 mL del reactivo de Folin y pasados los 30
minutos se midio la absorbancia a 550 nm. La lectura de absorbancia se interpold en la

curva de calibracion obtenida previamente.

5.4 Efecto del tamaiio de la gota de mercurio

En una celda electroquimica se prepararon 4 mL de una solucion de GSH 8x10* M en el
amortiguador Dulbecco 9.5 mM pH 7.4. Se llevo a cabo la determinacion del GSH variando
el drea de la gota de mercurio y bajo las condiciones seleccionadas para la polarografia
de pulso normal. De igual forma se realizd esta determinacion para la técnica de
cronoamperometria, con los programas de potencial descritos en las Tablas 3 y 4. El area
de la gota de mercurio se varié de acuerdo a la clasificacion con que cuenta el electrodo:

gota chica (0.008 cm?); gota mediana(0.014 cm?) y gota grande(0.046 cm?), donde las
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areas se determinaron experimentalmente en funcion del peso de un nimero determinado
de gotas.

Tabla 3. Programa de potencial para los experimentos
de polarografia de pulso normal

Incremento del barrido (mV)
Tiempo de goteo (seg) ;
Velocidad de barrido (mV/seg) 5

Ancho del pulso (seg) 0.2

NOTA: Los valores empleados de potencial inicial y final
estan especificados en cada uno de los pies de figura de las
graficas de la seccion “Andlisis de resultados”, esto debido a
que dichos valores variaron para algunos experimentos.

Tabla 4. Programa de potencial para los experimentos de
cronoamperometria

Potencial inicial (V)
Potencial del pulso (V)
Duracién del pulso (seg)
No. puntos

Tiempo por punto (seg)

5.5 Optimizacion de las variables propias de la polarografia de pulso normal

En el seno de la celda de trabajo se prepararon 4 mL de una solucién de GSH 8.3 x 10* M
en amortiguador de pH 6.5, a partir de una alicuota del estandar de GSH 0.025 M. La
solucion se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos. Posteriormente se realizd

la determinacion del GSH, aplicando el siguiente programa de potencial:
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Potencial inicial: -0.4 V vs Ag/AgCl
Potencial final: 0.1 V vs Ag/AgCl
Incremento del barrido: 6 mV
Tiempo de goteo: 1.2 s

Velocidad de barrido: 5 mV/s

Duracion del pulso: 0.05 s

A partir de este programa se variaron los parametros que se observan en la Figura 14;

asimismo se describe la metodologia empleada para realizar dicho estudio:

P

0 pp B

T | E----

E

N

C

3 PI

A -

L TG
TIEMPO

Figura 14. Perturbacion de potencial en
funcién del tiempo para polarografia de pulso
normal. IB=incremento del barrido; TG=tiempo
de goteo; DP=duracion del pulso.

5.5.1 Incremento del barrido
Se modifico a 2, 8, 14 y 18 mV, manteniendo constantes el resto de los parametros, a
excepcion del tiempo de goteo, ya que varia al mantener constante la velocidad de

barrido. Se estudiaron las sefiales polarogréficas obtenidas.
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5.5.2 Tiempo de goteo
Se modific6 a 0.4, 0.8, 1 y 2 segundos, manteniendo constantes el resto de los
parametros, a excepcion de la velocidad de barrido, que se modifica directamente al variar

el tiempo de goteo. Se estudiaron las sefiales polarograficas obtenidas.

5.5.3 Ancho del pulso
Se modifico a 0.03, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.15 y 0.2 segundos, manteniendo constantes el

resto de los parametros. Se estudiaron las sefiales polarograficas obtenidas.

5.6 Compensacion de la caida 6hmica

En una celda de trabajo se prepararon 4 mL de una solucion de GSH 8.3x10* M en
amortiguador de pH 6.5, a partir de una alicuota de estandar de GSH 0.025 M. La solucion
se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos. Posteriormente se determind la
resistencia no compensada de la solucion mediante la técnica llamada compensacion de IR

por retroalimentacion positiva, aplicando el siguiente programa de potencial:

Altura del pulso: 20 mV

Nivel de compensacion: 90%

Oscilacion: 5%

Potencial de medida: -0.4 V vs Ag/AgCl -
Intervalo de corriente: 10 pA

Una vez encontrado el valor de la resistencia, se realizd la determinacion electroquimica

del GSH mediante voltamperometria ciclica, incluyendo o no el valor de la resistencia no

compensada de la solucidn. Se aplicé el programa de potencial descrito en la Tabla 5.
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Tabla 5. Programa de potencial para los experimentos de
voltamperometria ciclica

Potencial inicial (V)
Potencial de inversion (V)
Incremento del barrido (mV)

Duracion del pulso (s) 0.04
Velocidad de barrido (mV/s) 50
Resistencia no compensada (Q) 212

5.7 Efecto de la velocidad de barrido en el sistema del GSH

En una celda de trabajo se prepararon 4 mL de una solucién de GSH 8.3x10* M en
amortiguador de pH 6.5, a partir de una alicuota de estandar de GSH 0.025 M. La solucion
se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos. Posteriormente se estudié la sefial
del GSH por voltamperometria ciclica variando la velocidad de barrido a 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mV/s aplicando el programa de potencial descrito en
la Tabla 5.

5.8 Desplazamiento de las sefiales del GSH en funcion del pH en
voltamperometria ciclica y polarografia de pulso normal

En una celda de trabajo se prepararon 4 mL de una soluciéon de GSH 8.3x10* M en los
amortiguadores de pH 4 a 10, a partir de una alicuota de estandar de GSH 0.025 M. La
solucion se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos. Posteriormente se estudié
la sefial del GSH a los distintos valores de pH de la solucion, aplicando el programa de
potencial descrito en la Tabla 3 para la polarografia de pulso normal y el descrito en la
Tabla 5 para la voltamperometria ciclica. No se compenso la caida éhmica de la solucion.
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5.9 Validacion de los métodos de polarografia de pulso normal vy
cronoamperometria
Como primer paso para la validacion, se realizd la verificacion de la calibracion del

instrumento; posteriormente se verificaron los parametros de desempefio de los métodos.

5.9.1 Calificacion del equipo

Se realizé6 mediante la simulacién de una determinacién por voltamperometria ciclica con
la celda de prueba del equipo, con lo cual se verificd que el equipo estuviera trabajando
correctamente en sus componentes electronicos. Este procedimiento se realizd una vez

por semana durante tres semanas no consecutivas.

A su vez, la verificacion de la calibracion del equipo se realizd mediante la determinacion
de un estdndar de alta pureza de Pb (II) de concentracién 1x10> M preparado en
amortiguador de acetatos 0.1 M pH 5. La cuantificacion se realizd por la técnica de
adiciones estandar. Este procedimiento se realizd por siete dias alternos durante el
periodo de validacion de los métodos y con los datos obtenidos se realizd una carta

control para verificar el desempefio del instrumento.

5.9.2 Parametros de desempeiio de los métodos
Con el propdsito de validar la metodologia analitica, se evaluaron los siguientes

parametros de desempeio:

5.9.2.1 Confirmacion de la identidad

En una celda de trabajo mantenida en hielo se colocaron 0.16 g de NaOH sdlido, 1550 plL
de la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPOs al 10%. La solucidn se agitd y una vez
disuelto el NaOH, se agregaron 1800 pL del homogenizado de cerebro de rata, el pH final
de la solucién fue 6.7. La celda se coloco en el electrodo y la solucidon se desoxigend con

N, durante 10 minutos. Posteriormente, se estudio la sefial del GSH en el homogenizado
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de cerebro mediante polarografia de pulso normal y cronoamperometria. Se hicieron
adiciones consecutivas de 14 pL del estandar de GSH 0.025 M preparado en la mezcla 1:1
de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10% (ver Anexo 3). Se aplico el programa de

potencial descrito en las Tablas 3 y 4.

5.9.2.2 Selectividad/especificidad

En una celda de trabajo mantenida en hielo se colocaron 0.16 g de NaOH solido, 3270 pL
de la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO3 al 10%. Se agit6 la solucion y una vez
disuelto el NaOH se agregaron 80.4 pL de GSH 0.025 M, con esto la concentracion final
del GSH fue 6x10™* My el pH final fue 6.7. La celda se colocé en el electrodo y la solucién
se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos. Posteriormente se realizd la
determinacion del GSH bajo las condiciones establecidas para los métodos estudiados
(Tablas 3 y 4). A la solucién descrita anteriormente se le agregd una alicuota de 28 L de
cisteina 0.025 M y se llevd a cabo su determinacion. Se hicieron dos adiciones mas de
cisteina para dar concentraciones de 4 y 6x10™* M, mientras la concentracion de GSH se
mantuvo practicamente constante (6x10™* M). Se estudiaron las sefiales obtenidas, y se

repitio el procedimiento para la N-acetilcisteina.

5.9.2.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

En una celda de trabajo mantenida en hielo se prepard el blanco de muestra, colocando
0.16 g de NaOH sdlido y 3350 pL de la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al
10%. La solucion se agitd y una vez disuelto el NaOH, la celda se colocd en el electrodo,
el pH final de la solucion fue 6.7. Esta se desoxigené con burbujeo de N, durante 10
minutos y se llevé a cabo su determinacion de acuerdo a las condiciones establecidas en
las Tablas 3 y 4 para los métodos en estudio. Este proceso se repitié 10 veces, con lo cual

se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de las lecturas de corriente.
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5.9.2.4 Intervalo de trabajo e intervalo lineal

Se prepararon distintos blancos de muestra fortificados con GSH desde 1x10° M hasta
4x102 M. Se llevd a cabo su determinacion en la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y
HPO; al 10% neutralizados con NaOH (el pH final de la solucion fue 6.7), aplicando el
programa de perturbacion de los métodos polarogréficos descrito en las Tablas 3 y 4. Se
construyeron cinco curvas de calibracion y se determind visualmente el intervalo lineal y

de trabajo de ambos métodos.

5.9.2.5 Exactitud

Se realizd mediante la comparacion con una técnica espectrofotométrica, en la cual el
tratamiento de la muestra bioldgica fue similar al de los métodos polarogréficos, con
excepcion de que se empled HPO; al 5% para llevar a cabo la precipitacion de las
proteinas. La determinacion espectrofotométrica esta basada en el método de Ellman [36],
realizando las lecturas a una longitud de onda de 412 nm e interpolando los valores de

absorbancia sobre una curva de calibracion de GSH (ver Anexo 4). '

5.9.2.6 Incertidumbre de medicion
Se determind calculandose el intervalo de confianza de la exactitud de los métodos

estudiados, considerando un nivel de confianza del 95%.

5.9.2.7 Sensibilidad

Se determind mediante la construccion de cinco curvas de calibracion de GSH en el
intervalo de trabajo establecido. Las curvas se realizaron en la mezcla 1:1 de
amortiguador Dulbecco y HPO; al 10% neutralizadas con NaOH para alcanzar un pH final
de 6.7. Se aplicéd el programa de perturbacion de los métodos polarograficos descrito en
las Tablas 3 y 4.
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5.9.2.8 Recuperacion

Se determind con cinco homogenizados de cerebro distintos. El cerebro se dividié en
I6bulo izquierdo y I6bulo derecho. El Idbulo izquierdo se peso, se midid su volumen y se
colocd en el homogenizador, junto con 100 pL del estandar de GSH 0.025 M.
Posteriormente, se siguid la metodologia descrita en la secciones 5.2 y 5.2.2. Su

determinacion constituyo la lectura en la muestra fortificada.
Con el Iébulo derecho se siguié nuevamente la metodologia descrita en la secciones 5.2 y

5.2.2. Su determinacion constituyd la lectura en la muestra sin fortificar. La concentracion

de fortificacion del estandar de GSH se calculé teniendo en cuenta el volumen del cerebro.
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Resultados, analisis y discusion

VI. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

6.1 Dominio de electroactividad

Como primer punto, en las Figuras 15 y16 se muestra el dominio de electroactividad de la
solucion de trabajo (blanco) obtenido con las técnicas de voltamperometria ciclica y
polarografia de pulso normal, respectivamente. La solucion de trabajo consistié en la
mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco 9.5 mM pH 7.4 y HPO; al 10%, neutralizada con
NaOH. En la Figura 15, para el voltamperograma ciclico correspondiente al blanco de
reactivos se aprecia una sefial alrededor de —0.4 V, que no se sabe con seguridad a qué
especie es atribuible ya que el blanco consta de muchas sales inorganicas, o bien podria
deberse a alguna impureza de los reactivos. Se adiciond una alicuota de estandar de GSH
y se observo que su sefial aparece bien resuelta, es decir, que la sefial observada en el
blanco no interfiere con la del GSH. Al analizar los polarogramas de la Figura 16 obtenidos
con la técnica de pulso normal, se observa que no existe interferencia en la zona de
electroactividad para la senal del GSH. Con lo anterior, la mezcla de amortiguador
Dulbecco, HPO; y NaOH resulté ser una buena opcion para la determinacion del GSH.
Cabe mencionar que las barreras del dominio de electroactividad estén dadas por la

reduccion del proton y por la oxidacion del electrodo de mercurio.
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Figura 15. Dominio de electroactividad de la solucion de trabajo.
pH final 6.7; EMGP (gota mediana). PI=-1.1 V; V1=0.28 V; IB=2 mV;
DP=0.04 s; VB=50 mV/s. Adicién de GSH 8x10™* M
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Figura 16. Dominio de electroactividad de la solucién de trabajo.
pH final 6.7. Adicion de GSH 8x10™ M. EGM; PI=-1.1 V; PF= 0.28 V;
IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.
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6.2 Variacion de la velocidad de barrido en voltamperometria ciclica

Con la finalidad de caracterizar el comportamiento difusional del sistema del glutation a la
concentracion de 8x10* M se realizd el experimento de variacion de la velocidad de
barrido de potencial en el sistema del GSH mediante voltamperometria ciclica y se observé
que los potenciales de pico (E,) se desplazan alrededor de 10 mV hacia potenciales mas
positivos, lo que hizo suponer que se debia al efecto de la caida dhmica del sistema, por lo
que se procedid a evaluarla. El valor de la resistencia no compensada de la solucion fue de
212 Q, el cual al ser multiplicado por la intensidad de corriente registrada en el equipo
(aproximadamente 2 pA), genera una caida de potencial alrededor de 0.4 mV. Como este
valor no es comparable con los incrementos de barrido de potencial empleados en los
experimentos, el cual es de 4 mV, se observé que a velocidades de barrido bajas no hay
efecto alguno si se compensa o no la caida 6hmica en los experimentos (Figura 17).

038
0.4
;!
g 01
-0.4 -
'0.8 T T T T
-0.6 -04 -0.2 0 0.2 0.4

E vs Ag/AgClI (V)

— Sin compensar la caida 6hmica
* Compensando la caida 6hmica (212 ohms)

Figura 17. Efecto de la compensacion de caida hmica en el sistema del
GSH. [GSH]=8.3x10" M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5; EMGP
(gota chica). PI=-0.5 V; V1=0.3 V; IB=2 mV; DP=0.04 s; VB=50 mV/s.
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Entonces, se corrieron los voltamperogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido
compensando la caida ohmica de la solucion (Figura 18), y se verificd que aun
compensando la caida 6hmica ocurria el desplazamiento de potencial de las curvas, lo que
se atribuyd a que en la reaccién de oxidacion del GSH sobre un electrodo de mercurio esta
involucrada una reaccion quimica. De esta manera, un mecanismo electroquimico-quimico
concuerda con el desplazamiento del potencial observado [10].

: —50 mV/seg
' J — 100 mV/seg
— 200 mV/seg
i —300 mV/seg
Ei 5 — 400 mV/seg
% — 500 mV/seg
-1 — 600 mV/seg
— 700 mV/seg
iy 800 mViseg
3 — 900 mV/seg
086 04 02 0 0.2 0.4 1000 mV/seg

E vs Ag/AgClI (V)

Figura 18. Efecto de la velocidad de barrido en el sistema del GSH.
[GSH]=8.3x10™* M; Amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5. EMGP
(gota chica). PI=-0.5 V; V1=0.3 V; IB=2 mV; DP=0.04 s; RNC=212Q.
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6.3 Efecto del pH sobre el sistema GSH/GSSG

De acuerdo a los resultados del experimento de variacién de la velocidad de barrido en
voltamperometria ciclica y a lo que se ha reportado en la literatura [38], el
comportamiento del sistema rédox del GSH esta relacionado con la acidez de la solucion,
por lo cual en esta seccion se estudio el efecto del pH sobre las sefiales del GSH mediante
las técnicas de voltamperometria ciclica y polarografia de pulso normal.

6.3.1 Comportamiento de las sefiales del GSH en funcién del pH en
voltamperometria ciclica

En la Figura 19 se muestran los voltamperogramas del GSH obtenidos a distintos valores
de pH, en éstos se observa que el potencial de pico de las curvas se desplaza hacia
valores mas catodicos conforme aumenta el pH de la solucion. Cuando se analiza la
relacion de intensidades para los picos anddico y catddico, ésta es cercana a 1 (Tabla 6) lo
que indica que el sistema en estudio es reversible. Ademas, este sistema tiende a un
comportamiento de transferencia monoelectronica rapida ya que, al promediar los datos
de la segunda columna para los valores de pH 4 a 8 resulta un promedio de 51.1 mV para
la relacion Ey,-Epa/2, cercano al valor de 56.5 mV establecido para un sistema réapido [8].
Cabe senalar que para el intervalo de pH 6 a 7 el valor de la relacién Ey,-E;./2 se mantiene
casi constante, mientras que para valores de pH mayores a 9 el sistema deja de
comportarse de forma rapida. Lo Ultimo se confirma al observar que el valor de la
diferencia Ep,-Epo/2 para pH 10 (88 mV) es notablemente mayor que el valor de referencia
de 56.5 mV. Cabe mencionar que no se analizaron valores de pH menores a 4 ya que
estan alejados del valor de pH fisioldgico.
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Figura 19. Sefiales del GSH en voltamperometria ciclica obtenidas
a diferentes valores de pH de la solucién. [GSH]= 8.3x10™* M. La
concentracion de los amortiguadores de pH es 0.1 M. EMGP (gota
mediana). IB=2 mV; DP=0.04 s; VB=50 mV/s.

Tabla 6. Efecto del pH sobre los parametros de rapidez del
sistema redox del GSH en voltamperometria ciclica

PH  L/L  En-En/2(mV)
4 0.92 48.6
5 0.96 48.0
6 0.96 47.9
6.5 0.94 46.3
7 0.96 48.5
8 1.0 52.7
9 0.96 66.0
10 1.0 88.0

En sistemas rapidos, E,-E,/2 = 56.5/n
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6.3.2 Comportamiento de las seiiales del GSH en funcion del pH en
polarografia de pulso normal
Como se observa en la Figura 20, el potencial de media onda (E;;) de las curvas
obtenidas en polarografia de pulso normal se desplaza hacia potenciales mas catddicos
conforme el pH de la solucién aumenta (al igual que en voltamperometria ciclica). Cuando
se hace el analisis Ilkovic-Levich para las sefiales (Tabla 7), se obtienen lineas rectas cuya
pendiente promedio es de 54 mV, valor que se aproxima al de 59.1 mV establecido para
un sistema monoelectrénico rapido y reversible [8]. Cabe mencionar que para las sefiales
de pH 9 y 10 no se determind el potencial de media onda (E;;;), dado que las curvas no
alcanzan una meseta de corriente de difusion (I4) bien definida. Por lo tanto, tampoco se

realizé su analisis logaritmico.

I (uA)

1 L}

-0.5 -0.3 -0.1 0.1 0.3
E vs Ag/AgCI (V)

—pH4 —pH5 —pH6 —pH65 —pH7 —pH8 —pHY9 —pH 10

Figura 20. Sefales del GSH en polarografia de pulso normal obtenidas a
diferentes valores de pH de la solucién. [GSH]=8.3x10"* M. La concentracion
de los amortiguadores de pH es 0.1 M. EGM. IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.
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Tabla 7. Andlisis logaritmico de las sefiales en p. pulso normal

E = Ey2 + RT/nF log[(I¢1)/1]

-105
-164
-193
-229

Para un sistema rapido, la pendiente = 59.1/n

6.3.3 Estequiometria de la reaccion electroquimica

En la Figura 21, a partir de la gréfica de E;;; vs pH obtenida con los datos de la seccién
6.3.2, se determind que la relacion estequiométrica del proton con el nimero de
electrones transferido en la reaccion es de 1, ya que la pendiente de esta curva es de 56
mV, cercano al valor de 59.1 mV; este hecho es consecuente con la dependencia

esperada por la ecuacion 7.

2GSH < GSSG +2e + 2H' (ecuacion 7)

Para corroborar dicha ecuacion electroquimica se procedié a determinar el nimero de
equivalentes de carga mediante el andlisis de las curvas I-E [8]. Este analisis consistio en
evaluar la funcion E = E,;; + RT/nF log[(I1s-1)/I] para la zona de control mixto de las curvas
indicadas. La pendiente de este tipo de andlisis indica el nimero de electrones
intercambiados en la reaccion electroquimica (51.9 mV/n). Para estos experimentos se
obtuvo un valor de n=1 (seccién 6.3.2), que no corresponde a lo indicado por la ecuacion
7. Asi, la reaccion electroquimica completa seria:
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GSH -1e¢ <— A+ H (ecuacion 8)

Donde A corresponde a la especie GSHg, como ya lo ha reportado Kolthoff [38]. De
acuerdo a lo anterior, se confirmd que la reaccion electroquimica completa se expresa

como.

GSH -1e + Hg < GSHg + H* (ecuacion 9)
-0.2
S 03]
I .
= i
w
7]
@ .
g .
w 04 - y = -0.056x - 0.009 o
R?=0975
05 . : ;
4 5 6 7 8
pH

Figura 21. Gréfica de E,;; vs pH para el glutatién, obtenido con la
técnica de polarografia de pulso normal. [GSH]=8.3x10" M, en los
amortiguadores de pH correspondientes, cuya concentracion es 0.1 M.
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6.4 Optimizacion de los parametros de la polarografia de pulso normal

Para los resultados que se presentan en esta seccion se empledé como sistema una
solucién de GSH 8.3x10* M en amortiguador de fosfatos pH 6.5. Con esta solucidn
estandar se determind el efecto que tuvo la variacion de los parametros polarograficos de
la técnica de pulso normal tales como el incremento del barrido, el tiempo de goteo y la

duracion del pulso sobre |a forma y tamafio de la sefial polarografica del GSH.

6.4.1 Incremento del barrido (IB)

Para este parémetro, el valor maximo permitido por el equipo y el programa que lo
controla son 20 mV. En los polarogramas de la Figura 22 se observa que para el intervalo
de incremento del barrido de 2 a 14 mV, las curvas presentaron un comportamiento
similar. Sin embargo, para un valor de 18 mV la intensidad de la sefal disminuye y la

sefial comienza a presentar distorsiones debido a que la velocidad de barrido aumenta.

1 {pA)
)

.

-1 T T T
04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1
E vs Ag/AgClI (V)

—B=2mV —IB=8mV —IB=14mV —IB=18mV

Figura 22. Modificando el incremento del barrido (IB, mV).
[GSH]=8.3 x10™* M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5.
EGM. PI=-0.4 V; PF=0.1 V; TG=1.2 s; DP=0.05 s.
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6.4.2 Tiempo de goteo (TG)

Como se aprecia en los polarogramas de la Figura 22, este parametro no afecta de forma
significativa la forma de la sefal pero si influye en la velocidad de barrido del experimento,
pues si el tiempo de goteo es demasiado largo (mayor a 2 s) la velocidad de barrido es

lenta, lo que ocasiona que la duracion del experimento sea mayor.

1{uA)

-1 L] T T
-0.4 03 0.2 -0.1 0 0.1

E vs Ag/AgCl (V)

—TG=04s —TG=08s —TG=10s —TG=20s

Figura 22. Modificando el tiempo de goteo (TG, s).
[GSH]=8.3 x10™*M; amortiguador de fosfatos 0.1 M,
pH 6.5. EGM. PI=-0.4V; PF=0.1 V; IB=6 mV; DP=0.05 s.

54



Resultados, analisis y discusion

6.4.3 Duracién del pulso (DP)
Como se aprecia en la Figura 23, este es el parametro que tiene un mayor efecto

sobre la forma y tamano de la sefial ya que a valores relativamente pequenos de

ancho del pulso (menores a 0.1 segundos) las curvas no alcanzan una meseta definida

de corriente limite, debido a que hay una contribucién considerable de la corriente

capacitiva. Por tanto, la duracién del pulso debe ser mayor a 0.1 segundos para

minimizar el efecto mencionado anteriormente.

| (uA)

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2
E vs Ag/AgCl (V)

—DP=003s —DP=0.04s —DP=006s —DP=008s
—DP=01s —DP=0.12s —DP=0.15s —DP=02s

Figura 23. Modificando el ancho de pulso (PW, s).
[GSH]=8.3 x10™* M; amortiguador de fosfatos 0.1 M,
pH 6.5. EGM. PI=-0.4 V; PF=0.1 V; IB=6 mV; TG=1.2 s.
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Con base en los experimentos anteriores, se determinaron los parametros optimos para
detectar la sefial de GSH en cuanto al tiempo de realizacién del experimento, forma y
tamafio de la sefial polarogréfica, los cuales se muestran en el recuadro, junto con una

curva obtenida al emplear dichas condiciones (Figura 24):

4.E-06 -
3.E-06 1
§ 2600
IB = 4 mV <
= 1.E-06
wEe e
DP=0.2s
0.E+00 -
-1.E-06 T T - =
-03 -0.1 0.1 03 05

E vs Ag/AgCl (V)

Figura 24. [GSH]=7x10" M; amortiguador
de fosfatos 0.1 M, pH 6.5; EGM.

6.5 Efecto del tamaiio de la gota de mercurio

En cuanto al tamafo de gota, el electrodo de mercurio presenta tres modalidades: chica
(drea de 0.008 cm?), mediana (4rea de 0.014 cm?) y grande (area de 0.046 cm?), donde
las areas se determinaron experimentalmente en funcion del peso de un nimero
determinado de gotas. Para llevar a cabo los experimentos tanto de polarografia de pulso
normal como de cronoamperometria, se eligio el tamafio de gota mediana, a menos que
se indique en el texto un tamano de gota distinto. Con dicha area del electrodo, la
respuesta en las senales es considerablemente mayor, comparada con la gota chica
(Figuras 25 y 26). Ademas de que no origina un gasto excesivo de mercurio, como sucede

con la gota grande.
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Figura 25. Efecto del area del electrodo de mercurio sobre la sefal del GSH en
polarografia de pulso normal. Gota chica (0.008 cm?); gota mediana (0.014 cm?);
gota grande (0.046 cm?). [GSH]=8x10"* M; amortiguador Dulbecco 9.5 mM, pH
7.4; EGM. PI=-0.3 V; PF=0.3 V; IB=6 mV; TG=1.2 s; DP=0.2 s.
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Figura 26. Efecto del area del electrodo de mercurio sobre la sefal del
GSH en cronoamperometria. Gota chica (0.008 cm?); gota mediana
(0.014 cm?); gota grande (0.046 cm?). [GSH]=8x10" M; amortiguador
Dulbecco 9.5 mM, pH 7.4; EMGP. PI=-0.3 V; E1=0.1V; Ti=1s.
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6.6 Aplicacién de la polarografia de pulso normal y la cronoamperometria
para la cuantificacion del GSH

Como se observa en las curvas I-E de la Figura 27 con la polarografia de buiso normal se
logra una respuesta apreciable de la sefial de GSH desde 1x10° M hasta 1x107 M. Al igual
que la polarografia diferencial de pulsos (ver Anexo 5), la de pulso normal se ve afectada
por el fenémeno de adsorcidn del producto de la oxidacion del GSH sobre el electrodo de
mercurio, cuyo potencial de media onda se encuentra alrededor de -0.2 V. Las
concentraciones a las que predomina el efecto adsortivo son de 1x10® a 2x107* M,
mientras que para las concentraciones de 2 y 2.5x10" M las curvas muestran la
competencia de los fenémenos adsortivo y difusivo, y a partir de 3x10* M predomina el
fendémeno de difusion del analito. Estos datos se corroboran con el desplazamiento en el
valor de E;;; de la Figura 28.

—1x105M
—4x10°M
—8x10°M
1x104 M
—15x104 M
—2x104M
—25x104M
—3x104 M
—35x104 M
— 4x10*M
— 5x104 M
— 6x104 M
— 7x104 M
— 8x104M
-0.5 T T | T X104 M
-0.5 -0.3 -0.1 0.1 0.3 1x10° M

3.5 1

2.5

1.5 1

I (nA)

0.5 -

E vs Ag/AgCI (V)

Figura 27. Perfil polarogréfico de la curva de calibracion del GSH estandar por polarografia de
pulso normal. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH
final de las soluciones 6.3 a 6.7. EGM. PI1=-0.4 V; PF=0.36 V; IB=4 mV; TG=0.8 s5; DP=0.2 s.
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Figura 28. Grafica de E,;; vs [GSH] para las sefiales de la curva
de calibracion del GSH, por polarografia de pulso normal.

Se esperaba que el fendémeno de adsorcion fuera minimo con la técnica de pulso normal
debido a que en el programa de perturbacion de potencial en funcién del tiempo el
potencial base se mantiene a un valor constante en cada gota nueva de mercurio y el cual
se elige precisamente donde no ocurre la reaccion electroquimica de interés para cada
gota nueva de mercurio, con lo cual la historia previa del potencial no se reflejaria y por
esto se esperaba que la adsorcion del producto fuera minima. Sin embargo, como se
aprecia en la Figura 29, la presencia del fenémeno de adsorcion no afecté la curva de
calibracion de GSH, pues ésta presento linealidad en todo el intervalo de concentraciones
mostrado, lo que permitid establecer un intervalo de trabajo y un intervalo lineal de
concentraciones de GSH. Por lo tanto, se eligid la técnica de polarografia de pulso normal

para la determinacion y cuantificacion del GSH.
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Figura 29. Curva de calibracion del GSH por polarografia de pulso normal.
Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con
NaOH. pH final de las soluciones 6.3 a 6.7. EGM. PI=-0.4 V; PF=0.36 V;

IB=4 mV; TG=0.8 5; DP=0.2 s.

Por otro lado, se empleo la cronoamperometria de pulso directo como una técnica alterna,

cuya ventaja principal es el menor consumo de mercurio durante los experimentos. Esta

técnica emplea la modalidad del electrodo de mercurio de gota pendiente (EMGP); el pulso

de potencial de una cronoamperometria equivale a un pulso de potencial de la técnica de

pulso normal (Figuras 30 y 31), ademas de que en la cronoamperometria el pulso de

potencial se aplica durante mas tiempo. La polarografia de pulso normal equivale a

realizar una serie consecutiva de cronoamperometrias al llevar a cabo el barrido de

potencial, que parte siempre del mismo potencial inicial.
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En la Figura 32 se puede observar que la cronoamperometria constituye una técnica que
ofrecid respuesta a las concentraciones de GSH manejadas en este trabajo. Por lo que se
procedio a emplearla también como una técnica para la determinacion y cuantificacion del
analito de interés. La Figura 33 muestra la curva de calibracion de esta técnica, donde se
aprecia su comportamiento lineal en todo el intervalo de concentraciones manejado. La
respuesta de la cronoamperometria se compard con la de la polarografia de pulso normal,
para lo cual en todos los experimentos de cronoamperometria realizados la corriente se
muestred a un valor T de 0.2 segundos, que es el mismo valor para el ancho del pulso en

-la polarografia de pulso normal.
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Figura 32. Sefales obtenidas en cronoamperometria para distintas concentraciones
de GSH. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con
NaOH. pH final de las soluciones 6.3 a 6.7; EMGP; PI=-0.3 V; E1=0.1V; T1=1s,
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Figura 33. Curva de calibracion de GSH obtenidas en cronoamperometria. Mezcla
1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de las
soluciones 6.3 a 6.7; EMGP; PI=-0.3 V; E1=0.1V; Tl=1s.
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6.7 Validacion de los métodos polarograficos

6.7.1 Calificacion del equipo

Las pruebas comprendidas en este apartado constituyen el primer paso en el proceso de
validacion. Se llevaron a cabo para asegurar que la determinacion de los parametros de
desempefio de los métodos fuera hecha utilizando equipos que trabajan satisfactoriamente
y que estan correctamente calibrados.

6.7.1.1 Respuesta electronica del equipo

Para verificar la respuesta electronica del instrumento se simuld una determinacion por
voltamperometria ciclica empleando la celda de prueba del equipo, en la cual la condicién
dada por el fabricante para el correcto funcionamiento del equipo consiste en que la
grafica de corriente vs potencial debe ser una linea recta que cruce por el origen, con una
pendiente positiva de 10 pA/V. Como se aprecia en la Figura 34, al realizar esta
determinacion se obtuvo una linea recta con pendiente cercana al valor de 10 pA/V y que
cruzo por el origen, lo permitié corroborar el buen funcionamiento de la electronica del

equipo.

-
D

<
= ' ) -
. -0.5 lir 0.5
y = 9.99x - 0.0042
-5 R! =1
E vs Ag/AgCI (V)

Figura 34. Diagndstico electronico del equipo
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6.7.1.2 Verificacion de la calibracién del equipo

Por otro lado, se verificd la calibracion del instrumento a través de la determinacion de un
estandar de Pb(NO;), de concentracion 1x107 M. La cuantificacion se llevé a cabo por la
técnica de adiciones estandar, empleando la polarografia de pulso normal y la
cronoamperometria, en 7 dias alternos durante el periodo de validacién del método. La
Figura 35 muestra la carta control para la verificacion de la calibracion del instrumento. En
esta grafica se observa que el equipo se comporté adecuadamente durante el tiempo que
durd la validacion puesto que las lecturas siempre estuvieron dentro de los limites de
precaucion (+2c) establecidos en la carta control. Asimismo las lecturas por

cronoamperometria siguieron el mismo comportamiento.
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Figura 35. Carta control; verificacion de la calibracion del
equipo bajo las condiciones establecidas en el método de
polarografia de pulso normal.
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6.7.2 Parametros de desempeiio de los métodos

Con el fin de evaluar los parametros de desempefio de los métodos de polarografia de
pulso normal y cronoamperometria se trabajé con soluciones del homogenizado de
cerebro de rata y con la solucion estandar de GSH, lo cual brindd los siguientes resultados.

6.7.2.1 Confirmacioén de la identidad

La Figura 36 muestra el perfil polarogréfico de las adiciones estandar de GSH sobre el
homogenizado de cerebro. Como se aprecia en la figura, las adiciones de este estandar
permitieron confirmar la identidad del analito de interés asi como su dependencia con la
concentracion. A partir de los datos obtenidos por el método de polarografia de pulso
normal, se construyd la curva de potencial de media onda vsla concentracién del estandar
de GSH, donde se observd que la curva tiende a un valor constante de potencial (ver
recuadro superior), lo que permitid confirmar que en todos los polarogramas la sefial

corresponden a la especie de interés.
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Figura 36. Adiciones estandar de GSH para las concentraciones indicadas sobre
el homogenizado de cerebro de rata Wistar, mediante polarografia de pulso
normal. En el recuadro: grafica de E;; w5 [GSHlestsndgarr Mezcla 1:1 de
amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final 6.7.
EGM. PI=-0.2 V; PF=0.35 V; IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.

67

Por otro lado, con la cronoamperometria se obtuvieron las correspondientes curvas de
corriente vs tiempo para cada adicion del estandar de GSH sobre el homogenizado de
cerebro de rata (Figura 37). En todos los experimentos,

la corriente se muestre6 a un

valor t de 0.2 segundos, que es el mismo valor del ancho de pulso en la polarografia de
pulso normal, esto se hizo con el fin de comparar los valores de corriente obtenidos con
ambos métodos. En la misma figura se incluyé la curva de corriente vs concentracion de
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glutatién. En esta gréfica, la lectura dada por el homogenizado cae dentro de la linea recta
obtenida, lo que permite confirmar la identidad del analito de interés.

12
| - - Blanco
’ 5 - Homogenizado
o i - 1104 M
< 3
= 5 - 2x10¢ M
1 //{= 4820.1x + 0.4511 — 3x104 M
R2= 0.9988
2 - - ~ 4x104 M
0 0.0004 0.0008 00012
[GSH] (moliL) - S5x104 M
- B6x10* M
X104 M
ol = Bx104 M
— e - 9x104 M
P e e e, MO 3 12 ¥
0.4 0.6 0.8 1.0

tiempo (s)

Figura 37. Adiciones estandar de GSH para las concentraciones indicadas sobre el
homogenizado de cerebro de rata Wistar, mediante cronoamperometria. En el
recuadro: grafica de I vs [GSH]estsngar. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al
10%, neutralizada con NaOH. pH final 6.7. EMGP. PI=-0.3 V; E1=0.1V; T1=1s.
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6.7.2.2 Selectividad/especificidad

De acuerdo a la literatura, las principales interferencias para la determinacion de GSH
mediante una técnica electroquimica son aquellas especies que contienen el grupo tiol
(SH) en su estructura, entre ellas la cisteina y la N-acetilcisteina [39, 40]. De acuerdo a
esto, con el objetivo de evaluar la selectividad de los métodos polarograficos para
cuantificar GSH en presencia de las dos interferencias mencionadas se trabajo con
soluciones estandar de GSH, cisteina y N-acetilcisteina; se determiné el valor de su E,;; y
se compard con el del GSH. Como se aprecia en la Tabla 8, el E;;,; para la cisteina y el
GSH difiere en 52 mV, lo que indicaria inicialmente que si estas dos especies se
encontraran en solucién no seria posible diferenciar sus sefiales correspondientes.

Tabla 8. Valores experimentales de E,;;
para GSH y cisteina

0112
Cisteina 0.164

En la Figura 38 se aprecian las sefales que permitieron evaluar la selectividad del método
para cuantificar el GSH en presencia de cisteina: la curva negra describe la sefial de
oxidacion para el sistema del GSH en una solucién 6x10“ M. Las curvas consecutivas
corresponden a la adicion de una alicuota de cisteina a la solucion de GSH para dar una
concentracion de 2, 4 y 6 x 10* M de cisteina. Dado que la cisteina es poco soluble en
agua, las sefiales observadas en esta figura no presentan un incremento notable de
corriente para cada adicién del compuesto. Asimismo, las concentraciones escritas en la
figura no corresponden a la concentracion que presento la solucion real. Por otro lado, en
la Figura 38 se observa también que al encontrarse tanto el GSH como la cisteina en

solucion se detecta una sola sefial y no dos, como se esperaba en principio, ademas en la

69



Resultados, analisis y discusion

Tabla 9 se observa que el valor de E,;, para el sistema de GSH+cisteina esta mas cercano
al valor de E,;, del GSH (-0.112V).

2.5
2.0
— 1.5 iF
<
=
~ 40
0.5 1 /
0.0 — . . :
03 02 -01 0 01 D2z 03 04
E vs Ag/AgCI (V)
— GSH 6x10* M
— GSH 6x104 M + Cisteina 2x10* M
— GSH 6x10#* M + Cisteina 4x10* M
— GSH 6x10* M + Cisteina 6x104 M
Figura 38. Adiciones de cisteina sobre una disolucion de

GSHestangar- Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%,
neutralizada con NaOH. pH final 6.7. EGM. PI=-0.3 V; PF=0.3 V,
IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.

Tabla 9. Valores de E,;; para las sefales de la Figura 40.

[cisteina] asadgiga (M)

Eiz vs Ag/AgCl (V)

0
2x10*
4x10™
6x10™

-0.112
-0.104
-0.104
-0.104
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Con el fin de evaluar la selectividad de los métodos para cuantificar el GSH en presencia
de N-acetilcisteina se determind el valor de su E;;; y se compard con el del GSH. Como se
aprecia en la Tabla 10, el E;;, para la N-acetilcisteina y el GSH difiere en 8 mV, lo que
indicaria inicialmente que si estas dos especies se encontraran en solucién seria imposible
diferenciar sus sefales correspondientes. En adicion, la Figura 39 muestra las sefales que
permitieron evaluar la selectividad del método en presencia de N-acetilcisteina: la curva
negra describe la sefial de oxidacion para el sistema del GSH en una solucién 6x10™ M.
Las curvas consecutivas corresponden a la adicion de una alicuota de N-acetilcisteina a la
solucion de GSH para dar una concentracion de 2, 4 y 6 x 10® M de N-acetilcisteina. Cabe
recalcar que al encontrarse tanto el GSH como la N-acetilcisteina en solucion se detecta
una sola sefial y no dos, como se esperaba en principio, ademas en la Tabla 11 se observa
que el valor de E,;, para el sistema de GSH+N-acetilcisteina se desplaza ligeramente hacia
potenciales mas catddicos conforme aumenta la concentracion de N-acetilcisteina.

Tabla 10. Valores experimentales de E;;;
para GSH y N-acetilcisteina

Cisteina -0.164
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Figura 39. Adiciones de N-acetilcisteina sobre una disolucion
de GSHessngar- Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al
10%, neutralizada con NaOH. pH final 6.1. EGM. PI=-0.3 V;
PF=0.3 V; IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.

Tabla 11. Valores de E;; para las senales de la Figura 39.
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Los experimentos anteriores confirmaron que en la presencia de cisteina y N-acetilcisteina
tanto la polarografia de pulso normal como la cronoamperometria no son técnicas
selectivas para determinar el GSH. Sin embargo, ya que el GSH es el compuesto tidlico de
mayor concentracion intracelular y que su concentracion es de 500 a 1000 veces mayor
que cualquier otro par redox intracelular [2,3], puede considerarse que la sefal que se
monitorea en los homogenizados de cerebro de rata corresponde principalmente a la
respuesta dada por el sistema del GSH.

Por otro lado, en la Figura 40 se aprecia la evaluacion de la especificidad para la
determinacion de tioles en la muestra bioldgica, para lo cual se hizo el barrido de potencial
del dominio de electroactividad del homogenizado de cerebro en polarografia de pulso
normal. Como se aprecia en esta figura, en el intervalo de potencial de -1.3 a 0.224 V se
presenta solo una sefal cuyo E;; esta en =0.132 V. Cuando se hace una adicion de GSH
1x10* M se observa que dicha sefial se incrementa y no surge ninguna otra, lo que
permitié confirmar que este método es especifico para la determinacion de tioles totales,
como se establecié en la seccién anterior, con la salvedad de que la sefal que se estudia
corresponde principalmente a la respuesta del GSH, dado su mayor concentracion

intracelular [2,3].
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'1 I L) i L] I
-1.4 -1.1 -0.8 -05 -0.2 0.1 0.4

E vs Ag/AgClI (V)

— homogenizado wue adicién de GSH 1x104 M

Figura 40. Dominio de electroactividad del homogenizado de cerebro de rata y
adicion de una alicuota de GSH estandar. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y
HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final 6.7. EGM. PI=-1.3 V; PF=0.224 V;
IB=4 mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.

6.7.2.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Con el propdsito de comparar el limite de deteccion y cuantificacion de GSH por los dos
métodos polarograficos en estudio, se midié la corriente de 10 blancos de muestra
independientes. En la Tabla 12 se muestran los valores del promedio y la desviacion

estandar de las lecturas.
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Tabla 12. Blancos de muestra independientes

Blancode | I(A) : 2
. muestra | P.Pulso Normal Emﬂbﬂmﬂﬁf"m&ﬂ"ﬂ
1 5.8x10° 9.1x10°
2 7.1x10° 1.6x10®
3 2.8x10° 2.7x10°®
4 6.1x10° 2.2x10°
5 4.1x10° 3.6x10°®
6 3.9x10° 3.0x10®
7 5.6x10° 2.2x10°®
8 3.7x10° 3.3x10°®
9 4,7x10® 2.7x10°®
10 6.5x10 2.2x10°%
Promedio 5.0x10° 2.4x10°

Desv. Estandar 1.39x10° 8.0x107

Aplicando las siguientes relaciones:

L.D = I pianco + 30 (ecuacion 12)
LC =1+ 100  (ecuacion 13)

Y al utilizar estos datos para calcular las concentraciones respectivas mediante la ecuacién
de la curva de calibracion correspondiente, se tienen los valores reportados en la Tabla
13. Estos valores se determinaron considerando linealidad del método hasta esos valores

de concentracion, como se confirma en la seccion 6.7.2.4.

Tabla 13. Limites de deteccion y de cuantificacion de los métodos estudiados

|  P.PulsoNormal Cronoamperometria
Ec. regresion 2.903x107x - 5.722x10° 2.781x10°x - 9.282x10°
L.D (uM) 23 21

L.C (uM) 27 41
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Como se aprecia en la tabla anterior, los valores de L.D para ambos métodos son
practicamente iguales, a diferencia del limite de cuantificacion, que es relativamente
mayor para la cronoamperometria. Por otro lado, la concentracion del glutation basal en
los homogenizados es alrededor de 1x10* M, concentracién que es aproximadamente el
doble del limite de cuantificacion de los métodos. Esto permitid asegurar que su

determinacion se realizé con precision y exactitud aceptables.

Se ha reportado que dentro de los métodos mas efectivos para realizar la cuantificacion
del glutation en matrices complejas se encuentran aquellos que emplean la cromatografia
de liquidos y la electroforesis capilar como métodos de separacion, acoplados a sistemas
de deteccion electroquimica. Dichos sistemas emplean electrodos amalgamados de
oro/mercurio, con los cuales se han logrado limites de deteccion desde 21 nM hasta 4 uM
[41-45]. Pero la desventaja de estos métodos es que no emplean técnicas de separacion
sencillas y los instrumentos no son faciles de operar. Otras de las técnicas empleadas
cuando se trabaja con electrodos de mercurio son la voltamperometria de redisolucion
catddica y la de redisolucion catddica catalitica. Con estas técnicas se han logrado limites
de deteccion para GSH y cisteina desde 0.4 nM hasta 10 nM [46-49].

Cabe mencionar que bajo las condiciones experimentales de este trabajo, se intenté
emplear la técnica de redisolucion catddica para realizar la determinacién del GSH. Sin
embargo se observo que la adsorcion del analito no era cuantitativa. Esto se confirmd al
realizar la grafica de corriente de pico contra la raiz de la velocidad de barrido y observar
que la relacion era lineal. Ello indicd que lo que se detectaba en la etapa de redisolucion
era una especie presente en la interfase electrodo/solucion y no una especie adsorbida.

Esto podria explicarse ya sea por:

1) Que la adsorcion del analito sobre el electrodo no es fuerte;
2) Que el analito difunde a una velocidad mayor a la que se realiza el barrido de

potencial.
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A partir de los resultados anteriores, en este trabajo se decidié emplear un método de
determinacion amperométrica directa. A pesar de que el valor del limite de deteccién de la
polarografia de pulso normal y la cronoamperometria (23 y 21 uM, respectivamente) no
alcanzan el valor para otras técnicas reportadas en la literatura [41-49], se encontré que
para las condiciones del experimento, los métodos polarograficos constituyeron métodos
apropiados para realizar la cuantificacion del GSH. Lo anterior se justifica dado que la
aplicacion de ambos métodos es muy sencilla, ademds de que el tratamiento de la
muestra bioldgica es minimo.

6.7.2.4 Intervalo de trabajo e intervalo lineal

Como primera aproximacion, mediante los experimentos de adiciones estandar de GSH
sobre la muestra bioldgica, se observd que el sistema electroquimico en estudio presenta
linealidad desde su limite de cuantificacion hasta 4x107> M.

Tanto para polarografia de pulso normal como para cronoamperometria, se prepararon
blancos de muestra fortificados con concentraciones desde 1x10° M a 4x10” M de GSH.
Con ellos se realizo una curva de calibracion de GSH, con el objetivo de encontrar el punto

donde el sistema dejara de comportarse linealmente.

A partir del andlisis de los coeficientes de correlacion de ambas curvas, se confirmé que el
sistema presenta linealidad en el intervalo en estudio (Figura 41). Dicho coeficiente es
ligeramente mayor para polarografia de pulso normal, lo que nos indica que con este
método hay una mejor correlacion entre las concentraciones de GSH y la corriente
registrada.
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Figura 41. Intervalo lineal de los métodos estudiados. Mezcla
1:1 de amortiguador Dubelcco y HPO; al 10%, neutralizada con
NaOH. pH final de las soluciones: 6.3 a 6.8. P. pulso normal:
EGM (gota mediana). PI=-0.5 V; PF=0.4 V; IB=4 mV; TG=0.8 s;
DP=0.2 s. Cronoamperometria: EMGP (gota grande). PI=-0.3
V; E1=0.1V; Tl=1s.

Para fines practicos en el laboratorio, el intervalo de trabajo que cubre el intervalo de
concentraciones requerido para los dos métodos polarograficos, se establecié desde su

correspondiente limite de cuantificacion hasta 1.2x107 M.

Cabe mencionar que, para la figura mostrada, en cronoamperometria se empled el tamafio
de gota grande del electrodo de mercurio (area 0.046 cm?). Esto con el fin de comparar
los intervalos lineales de ambos métodos en la misma figura. Si en cronoamperometria se
selecciona el tamafio de gota mediano (&rea 0.014 cm?), se obtienen curvas de calibracién
que casi se sobreponen. Esto indica que el valor establecido de 0.2 segundos como tiempo
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de muestreo de corriente en cronoamperometria, fue elegido correctamente para

comparar las sefales obtenidas por ambas técnicas.

6.7.2.5 Exactitud

En ocasiones obtener un material certificado resulta complicado, debido a que las
companias dedicadas a proveer estandares certificados tienen limitaciones en la
preparacion de éstos y no son comerciales. Este es el caso del GSH. Por otro lado, fabricar
un material de este tipo suele ser complicado debido a la complejidad que pudiese
presentar la matriz y la heterogeneidad de sus componentes [50]. Ademds, se requiere
caracterizar el material mediante pruebas interlaboratorio con diferentes analistas y

diferentes técnicas, lo cual esta fuera del alcance de este trabajo.

Debido a las limitaciones anteriores, la prueba de exactitud se realizd mediante la
comparacion con una técnica independiente, que en este caso fue un método
espectrofotométrico -que aln no estd validado- cuya determinacion estd basada en el
método de Elliman [36]. En dicho método, el DTNB (acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico))
es reducido por los grupos tiol (SH) para formar un mol de &acido 2-nitro-5-
mercaptobenzoico por mol de tiol, de acuerdo a la siguiente reaccion:

R-5-8 NO»
S NGO COQOH
a
R-SH + COOH
+
S NO,
COOH H.S NO,
COOH
b
& ESTA TESIS NO SALE

DE LA BIBLIOTECA
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Donde el producto marcado como b tiene un color amarillo intenso y se puede emplear
para monitorear los grupos tiol. Dicho método ha sido empleado en la determinacion de
GSH en sangre de ratas hembra de la cepa Wistar [51].

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos con la técnica de cuantificacion por
adiciones estandar para polarografia de pulso normal y cronoamperometria, donde los
resultados se reportan en nmol de GSH por mg de proteina. La exactitud de ambos
métodos polarograficos se reporta como el promedio de los 7 experimentos y es
comparado con el obtenido por el método espectrofotométrico. Este ultimo emplea la
técnica de cuantificacién por curva de calibracién (ver Anexo 4). En la tabla se reporta
también el error estandar promedio obtenido a partir de los 7 experimentos

independientes.

Tabla 14. Contenido de GSH en los homogenizados de cerebro de rata Wistar

1 38 32 30
2 30 26 29
3 29 26 30
4 29 32 35
S 31 34 25
6 31 26 29
7 29 35 34
prom. 31+1.2 30+1.5 30+1.3
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En la tabla anterior se observa que el error estandar promedio es relativamente mayor en
la cronoamperometria, lo indica que en este método las determinaciones fluctuaron en un
intervalo mas grande, comparado con la polarografia de pulso normal y la técnica
espectrofotométrica. Sin embargo, mediante una prueba de hipdtesis de Student-
Newman-Keuls se encontré que el promedio determinado por las tres técnicas es igual
estadisticamente.

En la Tabla 15 se muestran los datos obtenidos al realizar el andlisis de varianza de una
via, sequida de la prueba de hipdtesis de Student-Newman-Keuls. Al comparar las sumas
de cuadrados, se observé que la variacién entre métodos es menor que la variacion dentro
de un método. Al aplicar el estadistico F con un nivel de confianza del 95% se encontrd
que no hay diferencia estadistica significativa entre el promedio reportado por los tres
mMétodos (Fexperimental < Feaicuiada). ESto permitié confirmar que las determinaciones con los
métodos polarograficos presentan exactitud al ser comparadas con el método
espectrofotométrico.

Tabla 15. Andlisis de varianza de una via para los datos de contenido de GSH en los
homogenizados de cerebro de rata Wistar para los tres métodos en estudio

! acion | cuadrados _Hipeitau~ nedio - o u= 2) |
Entre métodos ; . 2 1.476 0.117 0.89
Error 226.286 18 12.571
Total 229.238 20

Cabe mencionar que si en los métodos polarograficos se calcula el contenido de GSH
mediante la curva de calibracion promedio realizada para el estudio de sensibilidad, se
obtienen lecturas de GSH mayores. Sin embargo, este tipo de cuantificacién no incluye los
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efectos de matriz en el analisis, que deben ser muy importantes debido a la composicion

tan diversa de un material bioldgico.

Por otro lado, el contenido de glutation en cerebro de rata de la cepa Wistar que se ha
reportado en los distintos articulos, va desde 1.6 hasta 51.9 nmol/mg proteina [11-21].
Esto permite decir que el dato encontrado en el presente trabajo esta dentro del intervalo

reportado en la literatura para material bioldgico proveniente del cerebro de rata Wistar.

6.7.2.6 Incertidumbre de medicion
Este parametro se determiné calculandose el intervalo de confianza de la exactitud del

método, a partir de la ecuacion 10([52]:
X% tuoPxE (ecuacion 10)

Donde x es la concentracion calculada mediante la técnica de adiciones estandar, t es el
estadistico de Student leido al 95% de confianza con n-2 grados de libertad y Sxe es el
error asociado a la concentracion calculada, el cual a su vez se calcula de la siguiente

forma:

Sxe = (Syx/b) ¥( 1/ n) +(7%/ B2 (- X P) st

Donde b es la pendiente de la curva de calibracion por la técnica de adiciones estandar y
Syix es el estadistico que estima los errores aleatorios en la direccién vy, calculado con la

ecuacion 12:

Sysx=Wyi- 997 /-2 (Rt 1e]
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A parir de las ecuaciones anteriores, se calculd el intervalo de confianza de cada uno de
los experimentos, y se obtuvo un intervalo de confianza promedio para los dos métodos
polarograficos. El intervalo de confianza del método espectrofotométrico se calculd
multiplicando el error estandar promedio por el estadistico t de Student a un nivel de
confianza del 95% y 6 grados de libertad (t=2.447).

Con ello, se elaboré la Tabla 16, donde puede verse que el intervalo de confianza
promedio para la polarografia de pulso normal es menor que para la cronoamperometria.
Esto nos indica que el primero es un método mas preciso que el segqundo, aunque el
experimento involucra un tiempo de realizacion mayor. Ademas, el método
espectrofotométrico es el que presenta una menor dispersion de los datos, ya que su

intervalo de confianza es el mas pequefio de los tres métodos comparados.

Tabla 16. Promedio e intervalo de confianza del contenido de GSH en los
homogenizados de cerebro de rata Wistar mediante los tres métodos estudiados

promedio 31£5 3 +8 30+3

Comparado con los datos reportados, el intervalo de confianza encontrado en este trabajo
con ambos métodos polarograficos, es grande. Ademas de que la mayoria de los articulos
han logrado reportar contenidos de GSH hasta con décimas de nmol, lo que no se pudo
alcanzar en este trabajo. Sin embargo, el contenido promedio de GSH obtenido con ambos
métodos polarograficos, se encuentra dentro del intervalo reportado para GSH en cerebro
de rata Wistar, determinado ya sea por métodos espectrofotométricos, de fluorescencia o
de HPLC-espectrofotométrico [11-21].
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Cabe mencionar que el célculo de incertidumbre suele involucrar mas variables. El realizar
un estudio exhaustivo de la incertidumbre involucra realizar pruebas interlaboratorio,
analisis con diferentes analistas, en tiempos diferentes y con una muestra certificada,
entre otras cosas, lo cual esta fuera del alcance de este trabajo. Sin embargo, el intervalo

de confianza calculado aqui constituye una primera aproximacion.

6.7.2.7 Sensibilidad

Este parametro se reporta como la pendiente de la curva de calibracion, para lo cual se
construyeron 5 curvas de calibracion en el intervalo de trabajo y se realiz6 la grafica de las
curvas promedio tanto para la polarografia de pulso normal (Figura 42) como para la
cronoamperometria (Figura 43). Se puede ver en las figuras que la sensibilidad de ambos
métodos es similar. Cabe mencionar que en las curvas promedio se omitieron los puntos
aberrantes mediante la construccion de los cinturones de confianza, para un nivel de
confianza del 95% y 13 concentraciones distintas de GSH. En comparacién con la
sensibilidad del método espectrofotométrico (1.278x10° M?) , la sensibilidad de los
métodos polarograficos es menor (alrededor de 3x10° AM™). Sin embargo, los datos de la
Tabla 16 y la prueba de hipdtesis de Student-Newman-Keuls mostraron que los métodos

polarogréaficos son tan exactos como el método espectrofotométrico.
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Figura 42. Curva de calibracion promedio de GSH por polarografia
de pulso normal. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al
10%, neutralizada con NaOH. pH final de las soluciones: 6.3 a 6.7.
EGM. PI= -0.5 V; PF=0.4 V; IB=4 mV; TG=0.8 5; DP=0.2 s.
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Figura 43. Curva de calibracion promedio de GSH por
cronoamperometria. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y
HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de las soluciones:
6.3 a 6.7. EMGP (gota mediana). PI=-0.3 V; E1=0.1V; T1=1s.
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6.7.2.8 Recuperacion

Este pardmetro se determind a partir de cinco experimentos con el cerebro de rata. Las
muestras se fortificaron con 100 pL de estandar de GSH 0.025M y se siguid la técnica de
adiciones estandar. El porcentaje de recuperacion se calculd a partir de la ecvacion 13
[29]:

% R = [(C; — C;)/C5] * 100 (ecuacion 13)

donde C, es la concentracion determinada en la muestra fortificada,
C; es la concentracion determinada en la muestra sin fortificar, y
C; es la concentracion de fortificacion

En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos para las dos técnicas electroquimicas
y la espectrofotométrica, donde se observa que el porcentaje de recuperacion para los
tres métodos es similar. La evaluacion de este parametro fue importante, ya que se pudo
confirmar que en los tres métodos empleados la recuperacion del GSH es similar. Con lo
anterior, los datos de cuantificacion de GSH en los homogenizados de cerebro con los tres

métodos resultaron confiables y comparables.

Tabla 17. Porcentaje de recuperacion promedio para los tres
métodos estudiados

P. pulso normal Cmnaampemmema  UV-Visible

94 93 95
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6.7.2.9 Robustez

En la Figura 44 se muestra un diagrama causa-efecto de los parametros identificados y
que requieren ser evaluados para la optimizacion de los métodos polarograficos
desarrollados en este trabajo. Los principales parametros a controlar y que afectan la
forma y tamafo de la sefial electroquimica del GSH se encuentran en letras mayusculas.
Cabe mencionar que el proceso de desarrollo y validacion de un método es un proceso
dinédmico y no esta restringido a un procedimiento estricto.

Pardmetros de la p.
E o/de pulso normal
gota Hg
ANCHO DEL <— incremento del barrido
P30 < tiempo de goteo
Y B . SENAL
1 PROCESO PARA DEL
é____ .
cisteina b ' GSH
pH DE LA le— N.acetilcistefna . LAS PROTEINAS
SOLUCION Preparamén dela
Interferencias muestra biolégica

Figura 44. Diagrama causa-efecto sobre la sefial del GSH en los métodos
polarograficos estudiados.

Con el proposito de analizar las variables que tienen un efecto significativo sobre la forma

y tamafio de la sefial polarografica se dividieron en dos bloques:

a) Aquellas relacionadas con los pardmetros propios de la polarografia de pulso normal,
por ejemplo el incremento del barrido, el tiempo de goteo, el ancho de pulso, etc. Como
se observo en la seccion 6.4, el hecho de modificar la anchura del pulso de potencial hace
que varien el ancho y la altura de la sefial, mientras que el incremento del barrido y el
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tiempo de goteo no muestran un efecto considerable sobre la forma de la sefial, pero si en
la duracion del experimento. Otro parametro de importancia es el pH de la solucion, ya
que a valores de pH mayores a 8 el sistema del glutation deja de presentar reversibilidad,

como se estudié en la secciones 6.3.1 y 6.3.2.

b) Dentro de las variables relacionadas con la preparacion de la muestra bioldgica, debe
tenerse consideracion especial con el agente que se emplea para precipitar las proteinas.
Aunque se ha reportado que el acido tricloroacético es un agente precipitante
recomendable para tejidos bioldgicos [53], provoca la oxidacion del GSH. Esto ocasiond
que al llevar a cabo el andlisis en la muestra bioldgica, no se apreciara la sefial del analito.
Se intenté emplear también el acido fosférico, pero no resultdé ser adecuado porque la
sefal del analito se deformaba de manera significativa, probablemente por una adsorcion
favorecida por este compuesto. Finalmente, para el método desarrollado en este trabajo,
el agente precipitante de proteinas adecuado para llevar a cabo la preparacion de la
muestra fue el acido metafosforico (HPO;), ya que es un acido con menor poder oxidante

que el acido tricloroacético [3].
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Conclusiones

VII. CONCLUSIONES

Dado que los compuestos tidlicos son especies electroactivas en el electrodo de
mercurio, la sefial polarogréfica del glutation permitid establecer una metodologia
analitica mediante polarografia de pulso normal y cronoamperometria para evaluar el
contenido de dicho analito en una matriz bioldgica. Debe aclararse que estos métodos
no fueron selectivos para la determinacion de glutation sino para determinar el
contenido de tioles totales; sin embargo se ha reportado que el glutation es el tiol de
mayor concentracion intracelular, por lo que la sefial estudiada correspondi6
principalmente a la respuesta del glutation, con lo que el resto de las conclusiones
toman en cuenta esta consideracion. Ademas, los métodos fueron especificos para la
determinacion de tioles en la muestra bioldgica. Cabe mencionar que deben hacerse
mas pruebas para realizar una validacion completa de los métodos, dentro de las que
se encuentran el determinar la concentracion de cisteina en la muestra bioldgica por
una técnica alterna (ya que es poco soluble en agua) y realizar la evaluacion de otros
parametros de desempefio de los métodos, como las pruebas interlaboratorio, por
ejemplo. Sin embargo, este trabajo constituye una herramienta Gtil con miras a

realizar la validacion de los métodos desarrollados.

Por otro lado, el contenido de glutation en cerebro total de rata Wistar determinado
mediante polarografia de pulso normal y cronoamperometria (31 y 30 nmol/mg
proteina, respectivamente), se encuentra dentro del intervalo reportado en la
literatura, el cual va de 1.6 a 51.9 nmol GSH/mg proteina. Estos datos se compararon
con los obtenidos por un método espectrofotométrico independiente, que aunque no
ha sido validado, se empled para confirmar los datos obtenidos con los métodos

polarograficos, ya que no se disponia de un material de referencia certificado.
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Finalmente, se encontré que la polarografia de pulso normal constituyé un método
mas preciso para la determinacion de glutation que la cronoamperometria. Sin
embargo la cronoamperometria constituyd un método mas eficiente para la
determinacion de glutation que la polarografia de pulso normal. Esto debido a que el
gasto de mercurio que genero la cronoamperometria es menor y el tiempo en el que

se realizaron los experimentos fue mucho mas corto.
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1)

2)

3)

Perspectivas

Con los métodos polarograficos estudiados en este trabajo, determinar el
contenido de glutation en cerebro de rata diabética y compararlo con el de un

animal sano.

Con los métodos polarograficos estudiados en este trabajo, determinar el
contenido de glutation en cerebro de rata con Parkinson y compararlo con el de un

animal sano.

Establecer una relacion entre el contenido de glutation y el grado de estrés

oxidativo en el cerebro de rata.
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Anexo 1

ANEXO 1: Estabilidad de la sefial del glutation en la muestra bioldgica

Con el fin de averiguar la estabilidad de la sefal electroanalitica del glutation en la
muestra bioldgica a temperatura ambiente por la técnica de polarografia de pulso normal,
se detect6 la sefial del analito en el homogenizado recién preparado (secciones 5.2 y
5.2.2), cuando transcurrieron 4 horas y 9 horas después de su preparacion. En la Figura
45 se muestran los polarogramas obtenidos para cada tiempo, mientras que en la Tabla

18 se indican los valores de corriente registrados.

1.5

1 -

I (uA)

"2 I T T
-15 -1 -0.5 0 0.5

E vs Ag/AgCI (V)

—Inicio  “*+4 horas despies ===9 horas después

Figura 45. Intensidad de la sefial del glutation en la muestra bioldgica en
funcion del tiempo a temperatura ambiente. Mezcla 1:1 de amortiguador
Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de las soluciones:
6.4. EGM. PI= -1.3 V; PF=0.23 V; SI=4 mV; TG=0.8 s5; DP=0.2 s.
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Tabla 18. Intensidad de la sefal del glutation en la muestra
biolégica en funcién del tiempo a temperatura ambiente

Como puede observarse, conforme avanza el tiempo, la intensidad de la sefial del analito
disminuye conforme el tiempo se incrementa, por lo que es importante realizar el estudio
lo mas pronto posible una vez que se ha preparado la muestra bioldgica con el fin de
manipularla lo menos posible a temperatura ambiente o bien mantenerla en refrigeracion
alrededor de —73°C mientras no se esta trabajando con ella.
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ANEXO 2: Curva de calibracion de la albumina bovina por un método
espectrofotométrico

Para construir la curva de calibracion de albimina sérica bovina se siguieron los siguientes

pasos:

1) Se preparé 1 mL de solucién de albimina sérica bovina de concentracién 1.5
mg/mL

2) Se tomaron las alicuotas de la solucién de albimina 1.5 mg/mL indicadas en la
tabla 19.

Tabla 19. Volumen de las alicuotas de albiumina empleadas en la
construccion de la curva de calibracién

20 380 75

40 360 150
60 340 225
80 320 300
100 300 375
120 280 450
140 260 525
160 240 600

3) Los 400 pL de las soluciones anteriores se colocaron en un frasco con tapa
4) Se agregd a cada frasco 2.3 mL de la siguiente mezcla:

49 mL de Na,CO; al 2% en NaOH 0.1 M

0.5 mL de tartrato de sodio potasio al 2%

0.5 mL de CuSO, al 1%
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5) Transcurridos 10 minutos, se agregaron 0.3 mL de reactivo de Folin disuelto en

agua desionizada 1:1 y se agitd la solucion.

6) A los 30 minutos se midiod la absorbancia a 550 nm.

7) Para determinar el contenido de proteinas en la muestra bioldgica, se tomaron 10

uL del sobrenadante obtenido en la seccion 4.8 y se mezclaron con 390 uL de agua

desionizada.

8) Se agregaron 2.3 mL de la mezcla de Na,CO;, CuSO;, y tartrato de sodio potasio y

se dejo reposar la solucién durante 10 minutos.

9) Posteriormente se agregaron 0.3 mL del reactivo de Folin y pasados los 30 minutos

se midio la absorbancia a 550 nm. La lectura de absorbancia se interpold en la

curva de calibracion mostrada a continuacion (Figura 46).

Tabla 20. Datos para
construir la curva de
calibracion de la albimina

0.10525
0.2025
0.28875
0.3675
0.43345
0.53275
0.6150
0.6900

Absorbancia (550 nm)

0.6 -

0.5 1

0.4

0.3 1

0.2 1

0.1

0

P

o

A

/’ y = 0.00828x + 0.03188

7

R?=0.99859

0

20

40 60
[albumina] (ung/mL)

80

100

Figura 46. Curva de calibracion de la albimina bovina
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ANEXO 3: determinacion del contenido de glutation en los homogenizados de
cerebro de rata con la técnica de adiciones estandar (para los dos
métodos polarograficos estudiados)

Para construir la curva de adiciones estandar de glutation, se siguieron los siguientes

pasos:

1) En una celda de trabajo mantenida en hielo, se colocaron 1550 pL de la mezcla 1:1
de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, junto con 0.16g de NaOH.

2) Una vez disuelto el NaOH, se agregaron 1.8 mL del sobrenadante de la muestra
bioldgica, obtenido de acuerdo al protocolo experimental (secciones 5.2 y 5.2.2).

3) La celda se colocd en el electrodo y la solucién se desoxigend con burbujeo de N,
durante 10 minutos.

4) Se aplicd el programa de perturbacion de potencial descrito en las Tablas 3 y 4,
para polarografia de pulso normal y cronoamperometria, respectivamente. Con ello
se obtuvo la lectura para el glutation en ausencia del estandar.

5) Se realizaron 10 adiciones de 14 uL de una solucién estandar de glutation 0.025 M,
preparada en la mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%.

6) Se aplicd nuevamente el programa de perturbacion de potencial mencionado
anteriormente y se realizé la determinacién del glutation. Esto para cada una de
las adiciones del estandar.

7) Se construyd la curva de calibracion de adiciones estandar, con las concentraciones
de glutation de la Tabla 21.

8) Se calculd el contenido de glutation mediante los parametros de la ecuacion de
regresion de la curva obtenida, dividiendo la ordenada al origen entre la pendiente
(Figuras 47 y 48).
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Tabla 21. Concentracién de las adiciones de estandar de
glutation en la muestra bioldgica

Anexo 3

14 1.04x10° 0.6607 0.922
28 2.07x10* 1.0323 1.44
42 3.09 x10™* 1.3793 1.91
56 4,11 x10™* 1.7766 2.51
70 5.12 x10* 2.1067 2.93
84 6.11 x10* 2.4357 3.42
98 7.10 x10™* 2.7184 3.90
112 8.09 x10™ 3.0911 4.40
126 9.06 x10* 3.3815 4.68
140 1.0 x10° 3.6744 5.30

4.E-06

3.E-06

§ 2.E-06
y = 3.3703E-03x + 3.4398E-07
o R? = 9,.9930E-01
0.E+00

0 00002 00004 00006 00008 0001 00012
[GSH] (mol/L)

Figura 47. Curva de adiciones estandar de glutation en
polarografia de pulso normal. Mezcla 1:1 de amortiguador
Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de
las soluciones: 6.3 a 6.7. EGM. PI= -0.5 V; PF=0.4 V; IB=4
mV; TG=0.8 s; DP=0.2 s.
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I‘//
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0 00002 00004 00006 0.0008 0001 0.0012

[GSH] (mol/L)

Figura 48. Curva de adiciones estandar de glutatién en
cronoamperometria. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco
y HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de las
soluciones: 6.3 a 6.7. EMGP (gota mediana). PI=-0.3 V;
E1=0.1V; T1=1s.
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Anexo 4

ANEXO 4: Curva de (calibracion de (glutation determinada
espectrofotométricamente

Para construir la curva de calibracion de glutation se siguieron los siguientes pasos:

1) Se prepararon 5 mL de una solucion estandar de glutation 5 mM en agua

desionizada.

2) Se tomaron 4 mL de la solucion anterior y se aforaron a 10 mL con amortiguador
TRIS 0.4 M, pH 8.5 (concentracion final 2 mM).

3) Se tomaron las alicuotas de la solucion de GSH 2 mM sefialadas en la Tabla 22 y se

agrego el volumen indicado de amortiguador TRIS.

Tabla 22. Volumen de las alicuotas de glutation empleadas en la
construccién de la curva de calibracién

0 1000 0
10 990 10
20 980 20
30 970 30
40 960 40
50 950 50
60 940 60
70 930 70
80 920 80
90 910 90
100 900 100

4) Los 1000 pL de las soluciones anteriores se colocaron en un frasco con tapa
5) A cada frasco se agregaron 1000 uL de DTNB 1 mM en citrato de sodio al 1% y se

agito la solucion.
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6) Se midi6 la absorbancia a 412 nm, dentro de los primeros 5 minutos de reaccion
[36]. Con los datos de la Tabla 23 se construyd la curva de calibracion del glutation
mostrada en la Figura 49. Por otro lado, en la Figura 50 se muestra la sefial de
absorbancia de una solucién estandar de glutation 240 uM.

Tabla 23. Datos para
construir la curva de

calibracion del glutation 14

1.2 1
E 1
=
(5]
* 08/
=
Q
=
8 06 1 y = 0.01278x + 0.00084
g R?=0.99972

0.4 -
2 ¥

0.2 - /

0 ' . . - -
0 20 40 60 80 100 120
[GSH] (moliL)
100 1.2748

Figura 49. Curva de calibracion de glutation por el
método espectrofotométrico
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7) Para determinar el contenido de glutation en la muestra bioldgica, se tomé una
alicuota de 300 puL del sobrenadante descrito en la seccion 4.8. Esta alicuota se
mezcléd con 1.5 mL de amortiguador TRIS, pH 8.5 y 1.8 mL de reactivo Ellman,
agitando vigorosamente. El pH de esta solucion fue 8.

8) La solucion se transfirié a una celda espectrofotométrica para medir la absorbancia
a 412 nm, en los primeros 5 minutos de reaccion [36]. La lectura de absorbancia
se interpolé en la curva de calibracién descrita anteriormente. De esta forma se
realizd la determinacion del glutation por el método espectrofotométrico para
obtener la concentracién de GSH.

20 T
2 PICO
g 1.5 L=412 nm
O A=1045 il
R
B
A 10F
N
c
A

0.5

0.0 1 1 L

200 300 400 500 600

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 50. Longitud de onda para la sefial del GSH en
el método espectrofotométrico; [GSH]=240 uM.
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Anexo 5: Aplicacion de la polarografia diferencial de pulsos para la

cuantificacion del glutation

Como primer paso, se procedid a optimizar los parametros de esta técnica para la
obtencién de la sefial polarogréfica del glutation. Para los experimentos que se que se
describen en esta seccion inicial se empled como sistema una solucion de GSH 8.3x10 M
en amortiguador de fosfatos pH 6.5. Con esta solucion estandar se determind el efecto
que tuvo la variacion de los parametros de la polarografia diferencial de pulsos tales como
el incremento de barrido, el tiempo de goteo, la altura y duracion del pulso sobre la forma

y tamafio de la sefal polarografica del GSH.

A. Variacion de los parametros propios de la polarografia diferencial de pulsos
En el seno de la celda de trabajo se prepararon 4 mL de una solucién de GSH 8.3 x 10* M
en amortiguador de fosfatos pH 6.5, a partir de una alicuota del estandar de GSH 0.025 M.
La solucion se desoxigend con burbujeo de N, durante 10 minutos y posteriormente se
realizd la determinacion electroquimica del GSH, aplicando el siguiente programa de

potencial:

Potencial inicial: -0.35 V vs Ag/AgCl
Potencial final: 0.25 V vs Ag/AgCl
Incremento del barrido: 6 mV
Tiempo de goteo: 1.2 s

Velocidad de barrido: 5 mV/s
Altura del pulso: 50 mV

Duracion del pulso: 0.1 s

A partir de este programa de potencial se variaron los parametros que se observan en la
Figura 51 y también se describe la metodologia empleada para realizar dicho estudio:
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Figura 51. Perturbacion de potencial
en funcion del tiempo para
polarografia diferencial de pulsos.
IB=incremento del barrido; TG=tiempo
de goteo; AP=altura del pulso;
DP=duracién del pulso.

A.1 Variacion del incremento del barrido (IB)

Se modifico a 2, 8, 14 y 18 mV, manteniendo constantes el resto de los pardmetros, a
excepcion del tiempo de goteo, ya que varia al mantener constante la velocidad de
barrido. Se estudiaron las sefiales polarograficas obtenidas.

A.2 Variacion del tiempo de goteo (TG)
Se modificc a 0.4, 0.8, 1 y 2 segundos, manteniendo constantes el resto de los
parametros, a excepcion de la velocidad de barrido, que se modifica directamente al variar

el tiempo de goteo. Se estudiaron las sefiales polarogréficas obtenidas.

A.3 Variacion de la altura del pulso (AP)
Se modificé a 25, 50, 100 y 150 mV, manteniendo constantes el resto de los pardmetros.
Se estudiaron las sefiales polarogréficas obtenidas.
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A.4 Variacion de la duracion del pulso (DP)
Se modificé a 0.025, 0.050, 0.1 y 0.2 segundos, manteniendo constantes el resto de los

parametros. Se estudiaron las sefiales polarograficas obtenidas.

B. Resultado de la modificacion de los parametros de la polarografia
diferencial de pulsos

B.1 Incremento del barrido (IB)

Como se observa en la Figura 52, este parametro tiene un efecto notable sobre el ancho y
la altura de la sefal, pues cuando tiende al valor maximo permitido por el equipo y el
programa que lo controla (20 mV), la seihal comienza a ensancharse y a disminuir su
intensidad. Sin embargo, no deben elegirse valores tan pequefios de incremento del
barrido como 2 mV, porque la linea base o de corriente residual se aleja del valor de
corriente cero. Esto debido a que se presenta el fendmeno de adsorcion del glutation
sobre el electrodo de mercurio que corresponde a la sefial alrededor de -0.22 V [38].
Dicho fenémeno complica la lectura de corriente, dado que no se obtienen senales
simétricas. Por lo anterior, aunque con incrementos del barrido cortos la sensibilidad de la
sefal es mayor, no deben elegirse valores demasiado cortos, ya que la velocidad de
barrido podria hacerse muy lenta, ocasionando que la duracion del experimento sea

mayor.
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-04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 03
E vs Ag/AgCl (V)

— IB=2mV = |IB=8mV -<|B=14mv <=I1B=18mV

Figura 52. Maodificando el incremento del barrido de potencial (1B, mV).
[GSH]=8.3x10" M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5. EGM.
PI=-0.35 V; PF=0.25 V; TG=1.2 s; AP=0.050 V; DP= 0.1 s.

B.2 Tiempo de goteo (TG)

Como en el caso de la polarografia de pulso normal, el efecto principal de este parametro
recae sobre la velocidad de barrido del experimento; esto se debe a que para un tiempo
de goteo demasiado largo (mayor a 2 segundos) la velocidad de barrido se vuelve muy
lenta, ocasionando que la duracion del experimento sea mayor. Sin embargo, a tiempos
de goteo menores a 0.8 segundos, como se observa en la Figura 53, la linea base o de
corriente residual de la sefal se aleja del valor de corriente cero. Esto debido a que se

presenta el fendmeno de adsorcion del glutation sobre el electrodo de mercurio que
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corresponde a la sefial alrededor de —0.22 V) [38], lo que complica la lectura de corriente

ya que no se obtienen sefales simétricas.

12
08 1
E 0.4 -
6.

0.4 : . . . : .

0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3
E vs Ag/AgClI (V)

—TG=04s 2 TG=08s =« TG=10s ©=TG=20s

Figura 53. Modificando el tiempo de goteo (TG, s).
[GSH]=8.3x10* M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5.
EGM, PI=-0.35 V; PF=0.25 V; IB=6 mV; AP=0.050 V; AP=0.1s.

B.3 Altura del pulso (AP)

Como se observa en la Figura 54, este parametro es de gran interés, ya que a valores
relativamente grandes de altura del pulso, el tamafio y la anchura de la sefial aumentan,
ademas de que la linea base se aleja del valor de corriente cero. Existe un compromiso

entre la altura y el ancho de la sefial polarografica, pues sefiales excesivamente anchas
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provocan pérdida en la resolucion de las sefiales y no es conveniente. Sin embargo, una
lectura de corriente mayor implica mejorar la sensibilidad del método. Por lo anterior, para
elegir el valor adecuado de ancho del pulso se realizaron las graficas de las Figuras 55 y
56.

1.9 4
1.4 1
<
=
T 09
0.4
“01 T T T T T T

-04 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 03
E vs Ag/AgCl (V)

— AP=25mV & AP=50mV -=<AP=100mV -s-AP=150mV

Figura 54. Modificando la altura del pulso (AP, mV).
[GSH]=8.33 x10** M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5.
EGM. PI1=-0.35 V; PF=0.25 V; IB=6mV; TG=1.2 5; DP=0.1s.
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Figura 55. Grafica de I, vs altura del pulso como
un criterio para elegir el valor adecuado de altura del
pulso en polarografia diferencial de pulsos.
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A partir de las graficas anteriores, se eligio el valor de ancho del pulso de 0.050 V, que
corresponde a los puntos encerrados en un recuadro. Con este valor de altura del pulso la
curva de I, vs potencial presenta un porcentaje relativamente bajo de corriente residual
(Figura 56), asi como un ancho de pico aceptable. En la Figura 55 se observa que este
valor de ancho de pulso origina una sefal con una intensidad de respuesta considerable.

B.4 Duracion del pulso (DP)

Como se aprecia en la Figura 57 cuando este valor es relativamente grande (alrededor de
200 ms) el tamanio de la sefial disminuye considerablemente, por lo que se eligen valores
de ancho de pulso lo mas pequefio que el equipo y el programa permitan.

14 1
1 -
<
2
T 06
02 -
0.2 : ; :
04 02 0 02

E vs Ag/AgCI (V)
—DP=25ms A2 DP=50ms =<DP=100ms -©-DP=200ms

Figura 57. Modificando el ancho de pulso (DP, s).
[GSH] = 8.3x10™M; amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.5.
EGM. PI1=-0.35 V; PF=0.25 V; IB=6mV; TG=1.2 s; AP=0.050 V
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Con los experimentos anteriores, se seleccionaron los parametros 6ptimos para detectar la
senal del GSH. Estos afectan directamente el tiempo de realizacion del experimento, la
altura y el ancho de la sefal polarografica. Una curva obtenida al emplear las condiciones

seleccionadas se muestra en la Figura 58.

20
1.6 1
IB=4mV
TG=08s _ 12
AP = 0.050 V n— > 3
DP = 0.050 s =
0.4 A
0.0 . . . :
-0.4 -0.3 -02 -0.1 0 0.1

E vs Ag/AgCl (V)

Figura 58. [GSH]=8x10" M; amortiguador
de fosfatos 0.1M pH 6.5. EGM

C. Aplicacion de la polarografia diferencial de pulsos para la cuantificacion del
GSH
Una vez elegidos los parémetros dptimos para detectar la sefial del GSH con la técnica de
diferencial de pulsos se realizo una curva de calibracion de GSH. En la Figura 59 se
muestra el perfil polarogréfico de la curva de calibracion del GSH; en ésta se nota que a
concentraciones menores a 1x10™ M se presenta sélo una sefial alrededor de —0.25V, que
se ha relacionado con el fendémeno de adsorcion del producto de la oxidacion del GSH
sobre el electrodo de mercurio, mientras que a concentraciones de 1.5 a 2.5x10° M
existen dos sefales, una a —0.25 V y la otra a —0.1 V aproximadamente, donde esta Ultima
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sefial esta relacionada con el proceso de difusion del analito hacia el electrodo. Para las
concentraciones de 3x10* a 5x10* M predomina el pico alrededor de -0.1 V, y para las
concentraciones mayores a 5x10™* M sélo se observa la sefial que se atribuye a la difusién.

1.6
1x10°M

—4x10°M
8x10°5 M
= 1x104 M
—1.5x104 M
—2x104 M
—2.5x104 M

— 3104 M
—3.5x104 M

4x104 M
—5x104 M
/] —6x104 M
N /S — 7x104 M
0.0 = B\ —8x104 M
1x103 M

1.2

0.8

I (uA)

0.4 -

E vs Ag/AgClI (V)

Figura 59. Perfil polarografico de la curva de calibracion del GSH por
polarografia diferencial de pulsos. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y
HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final de las soluciones 6.3 a 6.7.
EGM. PI=-0.5 V; PF=0.2 V; IB=4 mV; TG=0.8 s; AP=0.05 V; DP=0.05 s.

En la Figura 60 se aprecian solo las curvas polarograficas para las concentraciones de GSH
donde se puede apreciar mejor la presencia de las sefales debidas a la adsorcion
comentada anteriormente y a la difusion del analito de interés. El efecto notable de la
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adsorcion que se ha mencionado se puede explicar al recordar que, en esta técnica, la
perturbacion de potencial consiste en una secuencia de pulsos y una escalera de potencial.
Con ello, tanto el potencial base como el potencial aplicado van aumentando
paulatinamente, lo que conduce que el sistema jamas regrese a las condiciones iniciales, y
por lo tanto, no llega a un valor de potencial donde no ocurre reaccion electroquimica.
Ademas de que el electrodo presenta una saturacién en cuanto a la cantidad adsorbida del
analito, pues a la concentracién de 2x10™ M se tiene la maxima sefial para el pico de
adsorcidn y una vez que la concentracion aumenta ya no hay un aumento de esta sefial,
sino ahora comienza a incrementar la sefial debida al proceso de difusion (Figura 60).

0.8
06 -
S 04-

-0.5 -0.3 -0.1 0.1
E vs Ag/AgCI (V)

—5%x10°M —1x104 M 2x104 M —3x104M —4x10* M
Figura 60. Senales obtenidas en polarografia diferencial de pulsos para
distintas concentraciones de GSH. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y

HPO; al 10%, neutralizada con NaOH. pH final 6.7. DME. PI=-0.5 V; PF=0.1
V; IB=4 mV; TG=0.8 s; AP=0.05 V; DP=0.05 s.
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En la Figura 61 se aprecia la curva de calibracion de GSH; dicha curva no presenta
linealidad en todo el intervalo de concentraciones mostrado, sino que existen dos zonas
que presentan linealidad por separado; la primera estd en el intervalo de 1 a 8x10° M y la
segunda abarca el intervalo de 2x10™* a 1x10° M. De acuerdo a esto, podria haber dos
intervalos de concentraciones de GSH donde ésta técnica podria aplicarse
satisfactoriamente para realizar la cuantificacion del analito: (a) para concentraciones de
GSH menores a 8x10™° My (b) para concentraciones por arriba de 2x10™ M. Por otro lado,
ya que la concentracion de GSH que se desea detectar en los homogenizados de cerebro
de rata preparados de acuerdo a la metodologia experimental oscila entre 1y 2x10™* M, se
procedié a modificar la duracion del pulso (DP) con el fin de aumentar el tamafio de la
sefal de difusion. Sin embargo, no se logré mejorar la intensidad del pico de interés.

De acuerdo a lo anterior, se decidid6 no emplear la técnica de polarografia diferencial de
pulsos para llevar a cabo la cuantificacién del GSH, dado que es extremadamente sensible
a la adsorcion del producto de oxidacion del glutation y esto no permite obtener una curva
de calibracion con un intervalo lineal continuo. Sin embargo es una técnica adecuada si se
desea cuantificar el glutation en el intervalo de concentracién de 1 a 8x10™ M.
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Figura 61. Curva de calibracion del GSH por polarografia diferencial de
pulsos. Mezcla 1:1 de amortiguador Dulbecco y HPO; al 10%, neutralizada
con NaOH. pH final de las soluciones 6.3 a 6.7. EMG. PI=-0.5 V; PF=0.2 V;
1B=4 mV; TG=0.8 s; AP=0.05 V; DP=0.05 s.
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