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 5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.1 ANIMALES 

 

Se utilizaron setenta ratas Wistar adultas, hembras (Bioterio Claude Bernard, 

BUAP) con un peso entre 170 y 240 g. Se colocaron en cajas de policarbonato con aserrín y 

se mantuvieron condiciones normales a 23 +/- 2°C; con un ciclo de 12 horas de luz-

oscuridad. 

 

Las ratas fueron alimentadas (Purina chow, México) y se les permitió libre acceso al 

agua. Sin embargo, la comida fue retirada 12 horas antes de la cirugía experimental.  

 

Las ratas fueron divididas en dos grupos: ratas testigo y ratas con obstrucción biliar 

experimental (5 animales por grupo). Para inducir la obstrucción experimental, los animales 

fueron anestesiados con éter y se les practicó una incisión ventral de 4 cm. Luego el 

músculo fue retraído para exponer el hígado, el conducto biliar común fue aislado y ligado 

cerca de la unión con el hígado; una segunda ligadura fue colocada en el extremo distal, sin 

dañar el tejido pancreático. Posteriormente, la incisión fue suturada con hilo de seda en dos 

estratos, peritoneal y muscular. Después de la cirugía, las ratas se colocaron en cajas 

separadas y fueron anestesiadas nuevamente y sacrificadas cada 3, 6, 9, 12, 16, 20 y 24 

horas (Brambila, y col., 2000). 

 

Se realizó punción cardiaca para recolectar la sangre y el suero fue separado por 

centrifugación; enseguida, el hígado fue removido, y perfundido con solución salina fría de 

NaCl al 0.85%. 
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5.2 DETERMINACIÓN DE FOSFATASA ALCALINA 

 

Las muestras de suero fueron utilizadas para determinar la actividad de la enzima 

fosfatasa alcalina (AP. E.C. 3.1.3.1), como indicador de la función hepática (Brambila, y 

col., 2000). 

 

El método utilizado fue el de Bessey y col. (1946) utilizando p-nitrofenilfosfato 

como sustrato. La fosfatasa alcalina hidroliza este sustrato y produce un ión nitrofenolado 

de color amarillo intenso, con un máximo de absorción a 400nm. La actividad enzimática 

es proporcional a la absorbancia medida y se reporta en U/L. 

 

 

 

5.3 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

El ensayo está basado en el método de Bradford (1976) y consiste en determinar la 

concentración de proteínas solubles. Éste se basa en la adición de un colorante ácido a la 

solución de proteínas y la subsecuente medición a 595 nm con el espectrofotómetro. La 

comparación con respecto a una curva estándar provee una medición relativa de la 

concentración de proteínas.  

 

La absorbancia máxima para una solución ácida del colorante de Coomassie cambia 

de 465 nm a 595 nm cuando la unión con proteínas ocurre. El colorante de Coomassie se 

une principalmente a los residuos de amino ácidos básicos y aromáticos, especialmente 

arginina. 
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5.4 DETERMINACIÓN DE GLUTATIÓN TOTAL (GSH Y GSSG) 

 

Los niveles totales de glutatión fueron determinados utilizando el método de 

Griffith (1980). El glutatión total es evaluado por el procedimiento de reciclaje enzimático 

en el cual, el GSH es oxidado por el ácido 5, 5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y 

reducido por el NADPH en presencia de glutatión reductasa. La formación de ácido 2-nitro-

5-tiobenzoico (TNB) es monitoreada a 412 nm. El contenido total de glutatión de la 

muestra es determinado por comparación del valor observado con una curva estándar 

generada a partir de concentraciones conocidas de GSH.  

 

El GSSG hepático fue determinado por el método de reciclaje mencionado 

anteriormente. Sin embargo, las muestras fueron tratadas con 4-vinilpiridina. La 4-

vinilpiridina es utilizada en las muestras para eliminar todo el glutatión reducido, dejando 

sólo la forma oxidada del glutatión como único sustrato del ensayo (Suzuki, 1993). 

 

El GSH fue calculado restando el GSSG del glutatión total. Los resultados de 

glutatión total, GSH y GSSG se expresaron como nmoles por gramo de tejido hepático 

(Suzuki, 1993). 

 

 

5.5 DETERMINACIONES ENZIMÁTICAS 

 

5.5.1 GLUTATIÓN REDUCTASA 

La glutatión reductasa (GSH-Rd, EC 1.6.4.2.) es una flavoenzima dependiente del 

nicotinamín adenín dinucleótido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reducción del 

glutatión oxidado (GSSG) a glutatión reducido (GSH) el cual será utilizado por la glutatión 
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peroxidasa (GPx) para la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) y de lipoperóxidos 

(L-OOH), los cuales son elementos tóxicos.  

 

  La GSH-Rd es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas 

entre sí unidas por un puente disulfuro. Cada subunidad contiene 478 aminoácidos con un 

peso molecular de 51 569 Daltons (Cisneros, 1995). 

 

La actividad de la enzima glutatión reductasa (GSH-Rd) fue determinada siguiendo 

la oxidación del NADPH a NADP+ durante la reducción del glutatión oxidado (GSSG)  

 

 

GSSG  +  NADPH  +  H+      � 2 GSH  +  NADP+ 

 

El reactivo principal fue preparado mediante la combinación de 18 ml de regulador 

de KH2PO4 (139 mM), EDTA (0.76 mM), pH 7.4, y 2 ml de NADPH (2.5 mM). La muestra 

(40 µl más 40 µl del regulador de KH2PO4), 440 µl del reactivo principal y 20 µl de FAD 

(315 µmol/L) más 20 µl del regulador de KH2PO4 fueron adicionados a una celda, y fue 

monitoreada la absorbancia a 340 nm durante 200 s (Paso A).  Luego, 60 µl de GSSG (22 

mmol/L) y 20 µl del regulador de KH2PO4  se adicionaron para iniciar la reacción y la 

absorbancia se midió a 340 nm durante 175 s (Paso B).  El volumen final de reacción fue de 

630 µl. La diferencia en absorbancia por minuto entre el paso B y el paso A se utiliza para 

calcular la actividad enzimática conociendo la absortividad molar del NADPH. Los 

resultados se reportan en nmol/mg de proteína (Andersen, y col., 1997). 

 
 
 

 

GSH-Rd 
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5.5.2 GLUTATIÓN PEROXIDASA 

 

La glutatión peroxidasa (EC 1.11.1.9) fue descubierta por Mills (1957) quien 

parcialmente la purificara y caracterizara. 

 

Esta enzima cataliza la siguiente reacción: 

 

 

ROOH  +  2 GSH    �  GSSG  +  ROH  + H2O � 2 GSH     

           NADPH     NADP+ 

 

La actividad de la enzima fue medida a través de un procedimiento modificado del 

de Paglia y Valentine (1967) El buffer de trabajo consiste en regulador de fosfato de 

potasio 50 mM pH 7, 1 mM EDTA, 1 mM NaN3 (para inhibir la catalasa), 0.2 mM 

NADPH, 1 EU/ml de glutatión reductasa y 1 mM GSH. Estos reactivos fueron combinados 

al inicio de cada día. La fracción del homogenado (0.1 ml) fue agregada a 0.8 ml del 

regulador de trabajo y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente, antes del inicio 

de la reacción por la adición de 0.1 ml de la solución de peróxido de hidrógeno (0.25 mM) 

 

Se leyó a 340 nm durante 5 minutos y la actividad se calculó a partir de la pendiente 

de estas líneas como nmoles NADPH oxidados por minuto por mg de proteína. Los blancos 

con H2O destilada en lugar de enzima se sustraen de cada ensayo (Lawrence y Burk, 1976). 

  

 
 

GPx GSH-Rd 
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5.6 DETERMINACIÓN DE MALONILDIALDEHÍDO Y 4-HIDROXI-

ALQUENALES 

 

La peroxidación lipídica es un mecanismo de daño celular que se presenta cuando 

existe estrés oxidativo. Algunos de los compuestos que se generan como productos de este 

proceso son: el malonildialdehído (MDA) y los 4-hidroxi-alquenales (4-HDA), por lo que 

su determinación es utilizada para indicar el estrés oxidativo presente en células y tejidos. 

 

Este ensayo se basa en la reacción entre un agente cromogénico que es el N-metil-2-

fenil-indol con el MDA y los 4-HDA a 45ºC. Una molécula de MDA o de 4-HDA 

reacciona con dos moléculas de N-metil-2-fenil-indol produciendo un cromóforo estable 

que absorbe a 586 nm. El empleo de esta longitud de onda y la baja temperatura de 

incubación minimizan las interferencias presentes en otros métodos para determinar estos 

aldehídos derivados del proceso de peroxidación lipídica. 

 

El ensayo está basado en el método de Esterbauer (y col.,1991). Brevemente: 600 µl 

de la muestra se adicionan a 1950 µl de la solución I, se mezcla vigorosamente y se le 

añade 450 µl de ácido metanosulfónico (para medir ambos compuestos) o 450 µl de HCl 

(para medir MDA), nuevamente se agitan los tubos y se tapan. Las muestras se incuban a 

45ºC durante 40 y 60 minutos respectivamente. Posteriormente, los tubos se enfrían a 

temperatura ambiente, se centrifugan a 3000 rpm durante 15 minutos  y se obtiene el 

sobrenadante, el cual, es transferido a una celda  para medir  la  absorbancia a  586 nm. 

Cada ensayo incluye blancos. Los resultados se reportan en nmol/mg de proteína. 

 

 

5.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 El análisis estadístico entre los datos de los grupos testigo y los grupos problema, se 

realizó utilizando la prueba T de student para datos pareados y el nivel de significación 

elegido fue p < 0.05 


