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A. DETERMINACION DE FOSFATASA ALACALINA

A.1 MATERIAL BIOLOGICO

0.2 ml de suero

A.2 FUNDAMENTO

Bessey y col. (1946) introdujeron el uso de p-nitrofenilfosfato como sustrato en el andlisis
de la fosfatasa alcalina. Esta enzima hidroliza el sustrato incoloro, produciendo p-
nitrofenol libre, que en medio alcalino se transforma en un i6n nitrofenolado de color
amarillo intenso con un méximo de absorcién a 400 nm.

La coloraciéon es proporcional a la actividad enzimética.
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Figura A1. Reaccion catalizada por la enzima fosfatasa alcalina
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A3 REACTIVOS

- Sustrato de fosfatasa

- Solucién amortiguador de glicina pH 10.5

- Hidréxido de sodio 4N

A.4 REACTIVOS DE TRABAJO

- Sustrato amortiguado.- Diluir 1 tableta de sustrato para fosfatasas en 10 ml de solucién
amortiguadora de glicina pH 10.5 (Estable un mes en refrigeracion)

-Hidroxido de sodio 0.02 N.- Diluir 1 ml de Hidréxido de sodio 4 N en 200 ml con agua
destilada.

A.S PROCEDIMIENTO

Tabla A1. Procedimiento para determinar la actividad de la enzima fosfatasa alcalina

Pipetear en tubos de ensayo

BLANCO PROBLEMA

Sustrato amortiguado 500 ul 500 pl

Incubar en bano de H,O a 37°C durante 5 minutos

Suero problema 50wl

Incubar en bano de H,O a 37°C durante 30 minutos

Hidréxido de sodio 0.02 N 5000 ul 5000 pl

Suero problema 50wl

Mezclar y leer a 400 nm
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B. DETERMINA CION DE PROTEINAS

B.1 FUNDAMENTO

El método de Bradford, consiste en la formacion de un compuesto de adsorcién de
coloracién azul entre los residuos de aminodcidos bésicos de las proteinas y el colorante
azul Coomassie.

La absorbancia se lee a 595 nm y la intensidad de la absorcién depende del contenido de

aminoécidos bdsicos y aromaticos.

B.2 RECONSTITUCION DEL ESTANDAR

Para reconstituir el liofilizado de la albiumina sérica agregue 20 ml de H,O destilada y

mezcle hasta disolver. Si el estdndar no va a ser utilizado dentro de 60 dias, puede ser

almacenado en alicuotas a -20°C.

B.3 PROCEDIMIENTO ESTANDAR

A) Prepare el agente colorante diluyendo 1 parte en 4 partes de agua destilada.

Puede ser almacenado a temperatura ambiente durante 2 semanas.

B) Prepare 3 a 5 diluciones del estdndar de proteina.
ALBUMINA 0.2 20.9 mg/ml
@) Pipetee 50 ul de cada estiandar y de la muestra en un tubo, (por duplicado o
triplicado).
D) Agrege 2.5 ml de la solucidn del colorante y mezcle.
E) Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
F) La reaccidn es estable durante 1 hora.

G) Lea a 595 nm.
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C. DETERMINACION DE GLUTATION TOTAL (GSH Y GSSG)

C.1 OBTENCION DEL HOMOGENADO

Aproximadamente 300 mg de higado se homogenizan en una solucién al 4.31% de acido

S-sulfosalicilico en una relacion peso:volumen 1:10. El homogenado es centrifugado a
10,000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante es utilizado para determinar el contenido
total de glutation (GSH y GSSG). Estas muestras pueden congelarse a -80°C hasta el
momento de las determinaciones.

Para la determinacion de GSSG, 2 pl de 4-vinilpiridina y 24 pl de un buffer Tris 1 M se
adicionan a 100 ul del sobrenadante obtenido en el proceso de centrifugacion y se agita
durante 1 minuto (pH de la solucién final 6-7) (Suzuki H, 1993). Dependiendo del pH
final, el GSH es convertido a GSSG después de 20-60 minutos a 25°C (Griffith, 1980).

C.2 REACTIVOS

Tres soluciones de trabajo son preparadas en regulador (125 mM Na-fosfato, 6.3 mM Na-
EDTA, ajustado a pH 7.5) como sigue: (I) 0.3 mM NADPH, (II) 6 mM DTNB y (III)
aproximadamente 50 unidades de GR/ml. Todas las soluciones son estables al menos 2
semanas a 0°C. La solucién (I) generalmente forma un precipitado que debe ser disuelto

calentando a temperatura ambiente (Griffith, 1980).

Tabla C1. Procedimiento para la determinaciéon de GSH

Pipetear en tubos de ensayo

BLANCO PROBLEMA
Solucién (I) 700 pl 700 pl
Solucién (II) 100 wl 100 ul
Agua 200 wl
Muestra 200 pl

Mezclar e incubar a 30°C

Solucién (1II) 10 ul 10 pl

Leer a 412 nm
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C.3 CURVA DE CALIBRACION

Tabla C2. Procedimiento para la curva de calibracién de GSH.

Concentracién Solucién I Solucién II Muestra Tiempode |  Solucién III Longitud
mM incubaciéon de onda
de GSH
700 ul 100 200ul | Mere 10 ul 412 nm
0'002 H H H incubar a H
30° C
700 ul 100 200l | Mere 10 ul 412 nm
0'005 H H H incubar a H
30° C
700 ul 100 ul o0 | NVerre 10 pl 412 nm
0.01 u H H incubar a H
30° C
700 ul 100 ul poou | Verre 10 pl 412 nm
0.015 n H H incubar a H
30° C
700 ul 100 ul poou | Verre 10 pl 412 nm
0.02 u H H incubar a H
30° C
Mezcl
AGUA 700 pl 100 pl 200 pl Tendare 10 ul 412 nm
(BLANCO) incubar a
30° C

Tanto en la curva de calibracién como en las determinaciones la incubacion sera

durante 2 minutos y la lectura a 412 nm se toma durante 5 minutos.
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D. DETERMINACION DE GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

D.1 OBTENCION DEL HOMOGENADO

Aproximadamente 200 mg de tejido se disuelven en 2 ml de regulador de fosfato de
potasio (pH 7) 0.1 mol/L. La mezcla es homogenizada y centrifugada a 13,000 g durante
15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido es utilizado para determinar la actividad de la

enzima glutatién peroxidasa (Gonzdles J, 1997).

D.2 REACTIVOS

REGULADOR DE TRABAJO -0.2 mM NADPH
-Regulador de fosfato de potasio (pH 7) 50 -1 EU/ml GSH-Rd

mM -1 mM GSH

-1 mM EDTA

-1 mM NaNj; SOLUCION DE PEROXIDO

-0.25 mM de H,0,

Tabla D1. Procedimiento para determinar la actividad de la enzima glutation peroxidasa

Pipetear en tubos de ensayo

BLANCO PROBLEMA
Regulador de trabajo 800 wl 800 wl
Muestra 100 ul
Agua 100 ul

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos

H,0, (0.25 mM) 100 pl 100 ul

Leer a 340 nm
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E. DETERMINA CION DE GLUTATION REDUCTASA (GSH-Rd)

E.1 OBTENCION DEL HOMOGENADO

Pesar 0.500 g de tejido hepatico congelado y homogenizar en 4 volumenes (p/v) de
regulador de fosfato KH,PO, (139 mM) pH 7.4. Colocar el homogenizado en tubos
eppendorf y centrifugar a 12,000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido
es utilizado para determinar la actividad de la enzima glutation reductasa (Andersen y col.

1997).

E.2 PROCEDIMIENTO

El procedimiento se lleva a cabo a 30°C.

Tabla E1. Procedimiento para determinar la actividad de la enzima glutation reductasa

REACTIVO CANTIDAD

Muestra 40 wl

Regulador de KH,PO4 (139 mM) 40 wl

Reactivo principal 440 ul

Solucién de FAD (315 uM) 10 wl

Regulador de KH,PO4 (139 mM) 20 ul

LEER 200 SEGUNDOS A 340 nm

Solucién de glutation oxidado (GSSG) 60 ul
(22Mm)

Regulador de KH,PO4 (139 mM) 20 pul

LEER 175 SEGUNDOS A 340 nm
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F. DETERMINA CION DE MALONILDIALDEHIDO (MDA) Y
4-HIDROXI-ALQUENALES (4-HDA)

F.1 OBTENCION DEL HOMOGENADO

Pesar 1.00 g de tejido hepdtico congelado y homogenizar en 2 volimenes (p/v) de
regulador de fosfato KH,PO, (20 mM), pH 7.4. Colocar el homogenizado en tubos
eppendorf y centrifugar a 3000 g a 4°C durante 10 minutos. Obtener el sobrenadante

(Oxford Biomedical Research No. FR 12, 2003).

F.2 REACCION DEL ENSAYO
H 0 I e
T\{’ + 2 | — |
T Ph TI Ph PH
MDA: R = OH
A Max = 586 nm

4-Hidroxialquenal: R= Hidroxialquilo

Figura F1. Representacion de la reaccion entre el N-metil-2-fenil-indol con el MDA y los

4-HDA a 45°C.

F.3 REACTIVOS
- N-metil-2-fenil-indol

- Acido metanosulfénico 99%
- HC135%

- Metanol

- Acetonitrilo

-1, 1, 3, 3 tetrametoxipropano
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F.4 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO

Solucion I de N-metil-2-fenil-indol (10.3 mM).- 38 mg de N-metil-2-fenil-indol en 18 ml

de acetonitrilo.

Solucion 1 diluida.- Antes de emplear la soluciéon I debe diluirse adicionando

aproximadamente 6 ml de metanol hasta alcanzar un volumen final de 24 ml
Solucion Il Estdandar de 1, 1, 3, 3 tetrametoxipropano (patron de MDA).- Adicionar 16.5

ul de este patrén de MDA (densidad 0.997 g/ml) en 10 ml de H,O destilada o solucién

amortiguadora en que se encuentre diluida la muestra (Esterbauer, 1991).

F.5 PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR DE CALIBRACION DE MDA

Diluya la solucién estandar de 1, 1, 3, 3 tetrametoxipropano (patrén de MDA) en H,O
destilada o en la solucién amortiguadora usada para diluir la muestra. Para ello tome 500pl
de la solucién II y adicidnelos a un volumétrico de 50 ml y complete hasta 50 ml. Con este

procedimiento se logra una concentracién de 100 uM del patrén de MDA (solucién II

diluida) (Esterbauer, 1991).
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F.6 CURVA DE CALIBRACION

Tabla F1. Procedimiento para la curva estandar de calibracién de MDA.

Solucién IT
Conc. Final (uM) 0 2.5 5 10 15 20
Solucion I diluida
(uL) 650 650 650 650 650 650
Solucion II diluida
(uL) 0 25 50 100 150 200
Agua destilada 200 175 150 100 50 0

Agite en vortex, adicione 150 pL. de dcido metanosulfénico o HCI 35%, agite en
vortex y tape los tubos. Incube a 45°C durante 1 hora. Enfrie a temperatura ambiente y lea

la absorbancia a 586 nm contra agua destilada (CEIEB La Habana, 2003).

Se debe lograr un coeficiente de correlacion significativo (> 0.90) entre la
absorbancia y la concentracién en el intervalo de concentraciones de las muestras. La

pendiente de esta recta corresponde al coeficiente de exticion molar aparente (€)

(Esterbauer, 1991).
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F.7 PROCEDIMIENTO

Para ensayar
MDA + 4-HDA
siga procedimiento

Adicione 450 ul de 4cido
metanosulfénico al 99%

1950 ul de la
Solucion I diluida

A 4

Adicionar 600 pl de
muestra

A 4

Vibroagitacién 3-4

Para ensayar
MDA
siga procedimiento

A 4

Mezcle vigorosamente y
tape los tubos

A 4

Incube a 45°C durante
40 min.

A 4

Enfrie a temperatura
ambiente y centrifuge
15 min a 3000 rpm

A 4

Obtenga sobrenadante y lea
la absorbancia a 586 nm
contra blanco reactivo

A

A 4

Adicione 450 ul de 4cido
clorhidrico al 99%

A 4

Mezcle vigorosamente y
tape los tubos

A 4

Incube a 45°C durante
40 min.

A 4

Enfrie a temperatura
ambiente y centrifuge
15 min a 3000 rpm

A 4

Obtenga sobrenadante y lea
la absorbancia a 586 nm
contra blanco reactivo

Figura F2. Procedimiento para determinar MDA y 4-HDA.
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