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Limitaciones de la técnica de determinacion de peroéxido
de hidrogeno en el condensado del aire espirado de pacientes
con sindrome de distrés respiratorio del adulto
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OBJETIVO: El condensado del aire espirado es una alterna-
tiva al lavado broncoalveolar para estudiar marcadores de
inflamacion y estrés oxidativo en pacientes con sindrome de
distrés respiratorio del adulto (SDRA). Sin embargo, el estu-
dio del perdxido de hidrégeno (H,0,) ofrece resultados va-
riables que no se relacionan con la gravedad del cuadro cli-
nico. El objetivo del presente estudio ha sido identificar las
posibles limitaciones de la técnica mas utilizada para medir
el H,0, en condensado que expliquen esta variabilidad.

PACIENTES Y METODOS: Se analizaron muestras seriadas
de condensado de la via espiratoria del ventilador de 6 pa-
cientes con SDRA mediante la técnica de Gallati (lineal en-
tre 0,3-10 uM, r = 0,99; p < 0,05) para H,0,.

REesULTADOS: El volumen de condensado se relacioné con
la ventilacion minuto (r = 0,96; p < 0,05). En 11 de 23 mues-
tras se obtuvo lectura a 450 nm sin el color caracteristico de
la reaccion y en algunas se obtuvo también lectura esponta-
nea indicativa de contaminantes. El espectro de absorcion
de estas muestras no mostro el pico caracteristico del H,0,a
450 nm y el pretratamiento de algunas muestras con catala-
sa no modificé la absorbancia a 450 nm.

CoNcLUSIONES: El método espectrofotométrico frecuente-
mente empleado para medir el H,0, en condensado es ines-
pecifico en el SDRA por la presencia en las muestras de can-
tidades variables de contaminantes que determinan falsos
positivos.

Palabras clave: Perdxido de hidrégeno. Sindrome de distrés res-
piratorio del adulto. Estrés oxidativo. Condensado del aire espi-
rado. Marcadores de inflamacion. Técnica de Gallati.

Limitations of the Technique to Determine Hydrogen
Peroxide Levels in Exhaled Breath Condensate
From Patients With Adult Respiratory Distress
Syndrome

OBJECTIVE: Exhaled breath condensate represents an
alternative to bronchoalveolar lavage for the analysis of
markers of inflammation and oxidative stress in patients with
adult respiratory distress syndrome (ARDS). However, analysis
of hydrogen peroxide (H,0,) yields variable results that do not
correlate with severity of the clinical presentation. In an attempt
to explain this variability, the aim of the present study was to
assess the possible limitations of the most commonly used
technique for analyzing H,O, in breath condensate.

PATIENTS AND METHODS: H,0, levels were analyzed using
the Gallati technique (linear range between 0.3 and 10 pM,
r=0.99; P<.05) in serial samples of condensate taken from
the expiratory tube of a mechanical ventilator in 6 patients
with ARDS.

REesuLTs: The volume of condensate obtained correlated to
minute ventilation (r=0.96; P<.05). In 11 out of 23 samples, a
spectrophotometer reading was obtained at 450 nm despite
the absence of the characteristic color of the reaction and in
some of these samples a spontaneous reading was obtained
that was indicative of contamination. The absorbance
spectrum of these samples did not contain the characteristic
peak for H,O, at 450 nm and pretreatment of some samples
with catalase did not affect the absorbance at 450 nm.

ConcLusions: The spectrophotometric method commonly
used to measure H,0, levels in breath condensate lacks
specificity in ARDS due to the presence of variable levels of
contaminants in the samples, which lead to false positives.

Key words: Hydrogen peroxide. Adult respiratory distress syndrome.
Oxidative stress. Exhaled breath condensate. Inflammatory markers.
Gallati technique.

Introduccion

El condensado del aire espirado se ha propuesto
como alternativa al lavado broncoalveolar para estudiar
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los fenémenos inflamatorios y los marcadores de estrés
oxidativo de la via respiratoria y el parénquima pulmo-
nar en pacientes con distintas enfermedades respirato-
rias. Una de estas afecciones es el sindrome de distrés
respiratorio del adulto (SDRA), en cuya patogenia par-
ticipan fenémenos inflamatorios que determinan dafio
pulmonar por radicales libres.

El hallazgo de perdéxido de hidrégeno (H,0O,) en el
aire espirado de pacientes con SDRA! contribuy6 a
plantear la hipdtesis de la participacién de radicales li-
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bres en la patogenia del aumento de la permeabilidad
capilar pulmonar caracteristico del SDRA. Diversos in-
vestigadores han especulado que las células inflamato-
rias activadas secuestradas en el pulmén en esta enfer-
medad son causantes del estrés oxidativo que se
evidencia a través de la presencia de este marcador. A
favor de esta hipétesis estdn también los siguientes he-
chos: a) los resultados obtenidos utilizando lavado
broncoalveolar, que en estos pacientes presenta un alto
porcentaje del glutatiéon en la forma oxidada y de pro-
teinas con modificaciones inducidas por oxidantes, asi
como titulos elevados de isoprostanos e hipoxantina®,
y b) los hallazgos en el plasma de estos pacientes, que
contiene productos de peroxidacion lipidica y de oxida-
cién de proteinas, concentraciones elevadas de hipoxan-
tina y disminucién de algunos antioxidantes como alfa-
tocoferol, betacaroteno, selenio y ascorbato’!3,

Si bien las alteraciones en el fluido alveolar se conside-
ran més especificas de dafio oxidativo en el pulmén'®, el
lavado broncoalveolar no estd exento de riesgos en pa-
cientes criticos con SDRA, quienes con frecuencia cursan
con inestabilidad hemodindmica y no toleran mediciones
repetidas debido al cardcter invasivo de la técnica. El ana-
lisis del condensado del aire espirado proveeria de infor-
macién similar a la del lavado broncoalveolar, sin sus in-
convenientes. Por tratarse de un método simple y no
invasivo, permitirfa el estudio seriado en bisqueda de re-
laciones entre los valores de H,0, y los marcadores clini-
cos, fisioldgicos y de alteracion del intercambio gaseoso.
Sin embargo, las concentraciones de H,O, comunicadas
en la bibliografia son muy variables"!*?’ y no se relacio-
nan con la evolucién clinica de los pacientes con SDRA.

Si bien existen diversas aproximaciones para la determi-
nacion del H,O, en el condensado del aire espirado, la téc-
nica mas utilizada en muestras provenientes de pacientes
con SDRA es la espectrofotométrica de Gallati y Pracht?'.

Nuestro objetivo ha sido identificar las posibles limi-
taciones de esta técnica en muestras de condensado de
aire espirado de pacientes con SDRA que pudiesen ex-
plicar la heterogeneidad de los resultados disponibles
en la bibliografia.

Pacientes y métodos
Recogida del condensado

El condensado del aire espirado se obtuvo conectando en
serie una manguera teflonada de 100 cm de longitud y 1,2 cm
de didmetro interno a la via espiratoria del ventilador mecéni-
co, después de retirar el filtro que normalmente se utiliza a la
salida del tubo endotraqueal. La manguera se mantuvo sumer-
gida en agua hielo durante el tiempo de recogida. Este oscild
entre 30 y 60 min, dependiendo de la ventilacién minuto del
paciente, para obtener entre 2 y 8 ml de condensado. La
muestra se mantuvo en un tubo en hielo hasta su anélisis, que
se efectud en un plazo no superior a 60 min.

Técnica para la determinacion de la concentracion
de peroxido de hidrogeno

Utilizamos la técnica espectrofotométrica de Gallati y
Pracht, ampliamente usada en diversos estudios®!. Consiste en
hacer reaccionar durante 30 min 1,25 ml de la muestra de con-
densado con 0,25 ml de una solucién de 3,3’,5,5’-tetrametil-
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Fig. 1. Curva de calibracién con solucion estandar de peréxido de hidré-
geno (H,0,; circulos negros). Los circulos blancos corresponden a solu-
ciones estindar de H,O, pretratadas con catalasa.

benzidina 63 UM en presencia de buffer citrato de sodio 0,2 M
(pH de 3,95) y de la enzima horseradish peroxidasa (10 ul de
solucién que contiene 1,25 U/ml). La reaccién se detiene con
la adicién de 50 pl de 4cido sulfirico 5N para la determinacion
espectrofotométrica (450 nm de longitud de onda) de la con-
centracién del producto 3,3°,5,5° tetrametil-1,1" difenoquino-
na-4,4’ diimina formado. La absorbancia a 450 nm es directa-
mente proporcional a la concentracién de H,O, en solucion.

Para calcular la concentracién de H,O, presente en las
muestras utilizamos una curva de calibracién generada con di-
luciones seriadas a partir de una solucién comercial de H,O,
(Merck) al 30% cada dia en que se efectuaron mediciones en
muestras de pacientes. La curva de calibracién fue lineal y alta-
mente reproducible para el rango 0,31-10 uM de H,0, (fig. 1).
Para confirmar la especificidad del método se pretrataron al-
gunas muestras y estdndares con catalasa.

La estabilidad del H,O, se estudié tanto en la solucién es-
tdndar comercial como en las muestras congeladas a —80 °C.
Los resultados de alicuotas congeladas durante 24 y 48 h a
—80 °C se compararon con los de alicuotas recién obtenidas.

Pacientes

Estudiamos a 6 pacientes —5 de ellos varones; edad media
(£ desviacidn estdndar) de 49 + 17 afios— con diagndstico de
SDRA y conectados a ventilacién mecanica en las Unidades
de Tratamiento Intensivo Médico y Quirtrgico de nuestro
hospital clinico.

El SDRA se definié como la insuficiencia respiratoria agu-
da que requiere de intubacién y ventilacién mecdnica, acom-
pafiada de: a) infiltrados pulmonares difusos bilaterales en la
radiografia de térax; b) presion arterial de oxigeno/fraccién
inspiratoria de oxigeno de 200 mmHg o inferior, y ¢) presion
de capilar pulmonar de 18 mmHg o menor, o bien ausencia de
signos clinicos indicativos de disfuncién ventricular izquier-
da. Los pacientes entraron en el estudio dentro de las primeras
24 h de ventilacién mecdnica y se les caracteriz6 utilizando la
puntuacién de gravedad APACHE II (Acute Physiology Sco-
re and Chronic Health Evaluation). Las etiologias del SDRA
fueron: neumonia en 4 casos, postoperatorio de cirugia abdo-
minal en un caso y traumatismo toracico en un caso.
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Fig. 2. Evolucién temporal de la concen-
tracion de peréxido de hidrégeno (H,0,)
en el aire espirado en los 6 pacientes con
sindrome de distrés respiratorio agudo.
Cada simbolo corresponde a un pacien-
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I te. Los pacientes con los valores mas al-
tos de H,O, en el aire espirado presen-
tan grandes fluctuaciones de un dia a
otro.

Como controles estudiamos a 5 pacientes ventilados (4 de
ellos mujeres; edad de 31 + 10 afios) y sometidos a cirugia
electiva no oncoldgica bajo anestesia general, sin enfermedad
respiratoria y pertenecientes a la categoria I de la clasificacién
de riesgo de la American Society of Anesthesiology (ASA),
con quienes se empled el mismo sistema de recogida del con-
densado utilizado para los pacientes con SDRA. Se eligi6 este
tipo de controles ya que en sujetos no intubados es muy dificil
obtener muestras de condensado no contaminadas con saliva,
la cual constituye una fuente adicional de H,0,'!>. Por otra
parte, Wilson et al'® no encontraron relacién entre la anestesia
general y los cambios en la concentracion de H,O, en el con-
densado del aire exhalado.

Analisis estadistico

Utilizamos la prueba de la t de Student para comparar los re-
sultados de controles y pacientes con SDRA, ANOVA de una
via para el estudio de la estabilidad del H,0O, y la determina-
cién del coeficiente de correlaciéon de Spearman para el estu-
dio de la dependencia del volumen de condensado de los nive-
les de ventilacién del paciente. Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Estudio de la estabilidad de soluciones estdndar
de peroxido de hidrogeno a —80 °C

Encontramos una disminucién progresiva de la con-
centracién de H,0,, ya evidente después de 24 h de al-
macenamiento a —80 °C, que se acentuaba a las 48 h (ta-
bla I). Estos resultados obligaron al procesamiento
inmediato de las muestras.

Recogida de condensado

La conexién de la manguera teflonada a la via espira-
toria de los pacientes no produjo alteraciones en el pa-
trén ventilatorio. Obtuvimos entre 2 y 8 ml de liquido
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transparente. El volumen de este condensado varié de
forma lineal de acuerdo con el tiempo de recoleccién y
con la ventilacién minuto del paciente (r = 0,96; p <
0,05).

Concentraciones estimadas de peroxido de hidrogeno

Analizamos 28 muestras de condensado de aire espi-
rado, 23 de los 6 pacientes con diagnéstico de SDRA,
en quienes se tomd un niimero variable de muestras se-
cuenciales a lo largo de la evolucién (dependiendo del
estado clinico del paciente), y 5 de los sujetos controles.
En 3 de los 5 controles y en 3 de los 6 pacientes con
SDRA (dia 0) no se detecté H,O, con el método emplea-
do. En los casos en que obtuvimos lectura, la concentra-
cién de H,O, calculada a partir de la curva estandar fue
de 0,36 = 0,05 UM en las muestras de controles y de
1,62 £ 1,1 uM en las de los pacientes con SDRA en el
primer dia de ventilacién mecénica (p = 0,181). El estu-
dio de la evolucidn de los valores de H,O, a lo largo del
tiempo en ventilacién mecdnica mostré una gran varia-
bilidad (fig. 2). Los sujetos con un niimero reducido de
muestras eran pacientes que fallecieron o a quienes se
retird del ventilador mecanico.

TABLAI
Estabilidad de la solucion estandar de peréxido
de hidrégeno a -80 °C

t=0 24h 48 h

uM % uM % uM %

0,625 100 0,35 +0,06* 56
1,25 100 0,99 £ 0,05* 79
2,5 100 1,68 +0,02% 67

5 100 3,65 +0,64* 73 3,46 £0,07** 69

0,28 £ 0,03** 45
0,63 +0,26%* 50
1,45 +0,09%*% 58

10 100 7,85 +0,22% 79 7,67+1,10%*% 77

*p < 0,05 para t = 0 frente a 24 h; **p < 0,05 para t = 0 frente a 48 h.
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Especificidad del andlisis de peroxido de hidrogeno
en las muestras de condensado

De las 23 muestras de los pacientes con SDRA, 11
presentaron, después de la reaccion, absorbancia eleva-
da a 450 nm no acompafiada del color esperado segtin
el estdndar. Varias de estas muestras presentaron absor-
bancia espontdnea a 450 nm (sin reaccionar con los re-
activos), lo que era indicativo de la presencia de un con-
taminante que afectaba la lectura.

Al examinar el espectro de absorcién de las muestras,
encontramos absorbancias elevadas y variables en el
rango de 350-550 nm, sin el pico a 450 nm que es ca-
racteristico del H,O, (fig. 3). Este perfil de absorbancia
variable impidié restar la absorbancia de fondo. Por ul-
timo, el pretratamiento de algunas muestras con catala-
sa no modificé la absorbancia a 450 nm (0,055 + 0,058
frente a 0,051 + 0,051; p = NS).

Discusién

Nuestro estudio pone en evidencia importantes limi-
taciones de la técnica que se utiliza en la mayoria de los
estudios que miden el H,O, en el aire espirado de pa-
cientes con SDRA. La principal limitacién que presenta
la técnica espectrofotométrica de Gallati para este tipo
de muestras radica en la presencia de una absorbancia
de fondo que es variable e impide estimar de manera
fiable la concentracién de H,O, (fig. 3).

En los estudios que miden el H,O, en el aire espirado
de pacientes con SDRA"415:1720 gon conocidas la varia-
bilidad de los resultados y la falta de correlaciéon con
pardmetros clinicos y fisioldgicos, lo que ha limitado la
utilidad clinica de esta determinacién. Esto se ha atri-
buido hasta ahora a diversos factores, entre los que se
cuentan: a) cantidades variables de antioxidantes que
metabolizan de manera distinta el H,0O, en las vias aéreas
y el pulmén; b) distintos métodos de recogida y de pro-
cesamiento del condensado, y c) heterogeneidad de las
enfermedades que se engloban en el diagndstico de
SDRA. A lo anterior habria que agregar que la composi-
cion del condensado puede alterarse por las propiedades
de los materiales utilizados en los sistemas de recogida,
ya que algunos plésticos contribuyen con contaminantes
en el rango de lectura de la técnica (observaciones no
publicadas). Sin embargo, en nuestro estudio este factor
no influyé en la absorbancia de fondo de las muestras,
ya que la nebulizacién de soluciones estdndar de H,0, a
través del sistema de recogida no mostré dicha absor-
bancia, lo que permitié una lectura fiable de la concen-
tracién de H,0,.

El origen de la absorbancia de fondo encontrada en
las muestras de nuestro estudio podria estar relacionado
con particulas en suspension y sustancias distintas del
H,O, capaces de reaccionar con 3,3°,5,5’-tetrametil-
benzidina, como ocurre, por ejemplo, con iones cloru-
ro'+1622 El condensado del aire espirado no sélo contie-
ne vapor de agua y sustancias voldtiles, sino que ade-
mds presenta multiples solutos no volétiles tales como
proteinas, lipidos y electrolitos, los cuales alcanzarian
el condensado en forma de particulas de aerosol libera-
das desde el fluido respiratorio que recubre la mucosa
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Fig. 3. Espectro de absorcion tras procesar una solucion estindar de 5
UM de peroéxido de oxigeno (circulos negros) y 3 muestras de pacientes.
Ademas se presenta el espectro de absorcion espontaneo de una muestra
sin procesar. Se observa que sélo la solucién estandar presenta un pico de
absorcién a 450 nm.

bronquial y los alveolos!*'¢22. Esta es un 4rea de cre-
ciente interés, ya que la cantidad de gotitas con particu-
las de aerosol es muy variable. En sujetos sanos, mien-
tras ventilan espontdneamente, la cantidad de particulas
de aerosol puede fluctuar entre 0,1 y 4 particulas/ml, y
el didmetro promedio de estas particulas es de 0,3 um'“.
Esto determina que en sujetos sanos la proporcion del
volumen del condensado constituido por fluido respira-
torio varie entre el 0,01 y el 2%?. En pacientes conecta-
dos a ventilacién mecénica esta proporciéon aumenta,
dado que la cantidad de particulas de aerosol formadas
en el arbol respiratorio depende de la velocidad del flu-
jo aéreo y de la presencia de turbulencias'®. Especula-
mos que la absorbancia de fondo variable que presentan
las muestras de condensado de pacientes con SDRA
estd en relacidn con particulas en suspensién provenien-
tes del fluido respiratorio, las cuales se encuentran en
proporcién también variable dependiendo de la veloci-
dad del flujo aéreo. Asimismo, consideramos que este
fenémeno podria estar presente en otro tipo de afeccio-
nes pulmonares con condiciones de turbulencia seme-
jantes.

Diversos estudios han aplicado la técnica de Gallati a
muestras de condensado de aire espirado provenientes
de pacientes asmaéticos, con enfermedad pulmonar obs-
tructiva crénica o fumadores que ventilan espontdnea-
mente'*?, Estos estudios no describen absorbancia de
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fondo en sus muestras y encuentran que el método de
Gallati resulta ser especifico para H,0,'. Es probable
que en dichos estudios la cantidad de particulas en sus-
pension fuera muy baja en comparacién con las mues-
tras de los pacientes mecanicamente ventilados de nues-
tro estudio. Los intentos por estimar la dilucién de las
particulas en suspensién®® podrian ayudar a confirmar o
descartar esta hipdtesis.

A diferencia de otros estudios que han encontrado
que el H,O, se mantiene estable durante varios dias a
—20 0-80 °C*%25_ en nuestro estudio su concentracién
disminuyé hasta en un 30% al cabo de 24 h a —80 °C.
En 2 de los estudios que describen estabilidad del H,O,
a —80 °C la concentracién se midi6 en las mismas mues-
tras?>®. En nuestro estudio, en cambio, la estabilidad
del H,0, se estudid en soluciones con concentraciones
conocidas y sin absorbancia de fondo. Basandonos en la
evidencia encontrada en este estudio, que apunta a que
la determinacién de H,O, con la técnica de Gallati es
muy inespecifica, conjeturamos que quizd en los estu-
dios que describen concentraciones estables de H,0, en
muestras de condensado a —80 °C la técnica analitica
pudo haber detectado otras sustancias o una suspension
de particulas.

En sintesis, la técnica espectrofotométrica de Gallati
presenta limitaciones importantes para su aplicacién en
muestras de condensado de aire espirado de pacientes
con SDRA, debido a la presencia de una absorbancia de
fondo variable en un nimero importante de muestras.
Los datos encontrados en nuestro estudio contribuyen a
explicar algunas de las fuentes de variabilidad de la me-
dicién de H,0O, en el condensado del aire espirado en
pacientes con SDRA. El uso de técnicas sin absorbancia
de fondo que interfiera en las lecturas es requisito indis-
pensable para que los resultados del andlisis del con-
densado del aire espirado refleje los cambios bioquimi-
cos de las vias y espacios aéreos. Nuestros resultados
ponen de manifiesto la necesidad de estandarizar los
métodos de estudio del condensado del aire espirado
para distintas enfermedades.
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