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DETERMINACAO DA FAIXA DE REFERENCIA DE GLUTATION PEROXIDASE
NO SORO DE BOVINOS SADIOS

DETERMINATION OF THE REFERENCE RANGE OF GLUTATHIONE PEROXIDASE
IN THE SERUM OF HEALTHY BOVINES

Nilson PENHA-SILVA'; Guilherme Nascimento CUNHA’; Fernando Antonio FERREIRA?; Daniel Pinto
COELHO’

RESUMO: Os metabolitos reativos do oxigénio (ROM) sédo capazes de reagir com varios tipos de biomoléculas,
particularmente acidos graxos polinsaturados das membranas bioldgicas, gerando peroxirradicais, que deflagram reagdes
oxidativas citotoxicas em cadeia. Os organismos vivos s@o protegidos contra a acdo dos ROM por anti-oxidantes
enddgenos, como a enzima glutation peroxidase (GSHPx). O objetivo deste trabalho foi determinar a faixa de referéncia
da GSHPx no soro sangiiineo de bovinos sadios, usando 30 vacas leiteiras da raga holandesa e trinta da raga Guzera.
A atividade da GSHPx foi monitorada pela formag&o de glutation oxidado (GSSG). O valor normal determinado para

a atividade sérica da GSHPx nos bovinos sadios foi de 7.070 +2.240 UIL.L-".

UNITERMOS: Glutation peroxidase, Faixa de referéncia, Soro bovino.

INTRODUCAO

Cerca de 2 a 3% do oxigénio absorvido por
organismos animais resulta na formagéo de um grupo de
compostos designados como metabdlitos reativos do
oxigénio (ROM), que compreendem o superoxido, o
perdxido de hidrogénio e o radical hidroxila, dentre outras
espécies (SOHAL; WEINDRUCH, 1996).

A formacdo dos ROM ¢ catalisada por metais de
transi¢do como cadmio, mercurio, cobre, vanadio, chumbo,
niquel e ferro, e desacelerada por selénio e vitamina E
(BAGCHI et al., 1998).

Uma exacerbacdo do estresse oxidativo por
deficiéncia de selénio na dieta, especialmente quando
associada a baixos niveis de vitamina E, tem importancia
na patogénese de doengas miodegenerativas bem como
de desordens neurais, reprodutivas e imunoldgicas
(ANDRES et al., 1997; COUNOTTE; HARTMANS,
1989; ERSKINE et al., 1987; GUPTA; GUPTA;
SHUKLA, 1998; HAMLIRI et al., 1990; VAN
HEUGTEN etal., 1997; KOLLER; EXON, 1986; KOTT
et al., 1998; ROPSTAD, FROSLIE, LANDSVERK,
1988; WHEATLEY; BECK, 1988; WILSON, 1997).

De fato, o tratamento de varias formas de
miopatia, como miosite, polimiosite e azotdria, responde
bem a suplementagéo nutricional com selénio e vitamina
E (KOLLER; EXON, 1986).

Os danos oxidativos induzidos por metabolitos
reativos do oxigénio (ROM) também podem ser prevenidos
pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), glutation
peroxidase (GSHPx) e catalase.

A SOD catalisa a dismutac@o do anion superdxido
em peroxido de hidrogénio e oxigénio. O perdxido de
hidrogénio, uma vez formado, deve ser removido para
prevenir a geracdo do radical hidroxila. A remog&o do
peroxido de hidrogénio € promovida pela GSHPx e pela
catalase (MARKS, MARKS; SMITH, 1996).

A GSHPx catalisa a reducdo de perdxido de
hidrogénio e peroxidos lipidicos por glutation reduzido
(GSH). Os grupos sulfidrila de duas moléculas de GSH
agem como doadores de hidrogénio, numa reacdo que
forma o dissulfeto GSSG, que é a forma oxidada do
glutation (FLOHE, GUNZLER; LANDESTEIN, 1976;
KOSOWER, 1976).

A GSHPx ¢ uma enzima oligomérica, com quatro
subunidades, que tém uma massa molecular entre 75000
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e 100000 Daltons, dependendo da fonte e do método de
determinagdo (KOSOWER, 1976). Ela tem 4 atomos-
grama de selénio por mol de enzima (FLOHE;
GUNZLER; LANDESTEIN, 1976; KOSOWER, 1976).

A GSHPx ¢ altamente especifica para o seu
substrato doador de hidrogénio (GSH), mas o substrato
aceptor pode ser lipideos insaturados, esteroides, acidos
nucleicos e prostaglandinas (FLOHE; GUNZLER;
LANDESTEIN, 1976; KOSOWER, 1976).

Como o selénio € o grupo prostético de cada uma
das subunidades da GSHPx, os processos patoldgicos
decorrentes de deficiéncia de selénio podem ser
determinados por deficiéncia na atividade da GSHPx. De
fato, a atividade da GSHPx ¢ indicada como um marcador
valido do nivel sangiiineo de selénio, constituindo um
método preferivel de avaliagdo do status de selénio de
um organismo vivo (COUNOTTE; HARTMANS, 1989;
THOMPSON et al., 1981; WEISS et al., 1990;
WHEATLEY; BECK, 1988).

Em bovinos, os niveis de GSHPx aparecem
descritos para a massa (MORE et al., 1989; RICE;
BLANCHFLOWER, 1986) ou volume de eritrécitos
(THOMPSON et al., 1981), leucocitos (MORE et al.,
1989), leite (LINDMARK-MANSSON et al., 2001),
sémen (SLAWETA, LASKOWSKA, SZYMANSKA,
1988), mas ndo para o soro sangiiineo. Este trabalho teve
por objetivo determinar a faixa de referéncia da enzima
GSHPx no soro de bovinos sadios.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 animais sadios para se

AAtes[e/ml n. — AAcontr0|e/mi n.
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determinar a atividade sérica de GSHPx, sendo 30 da
raca Guzera e 30 da raca Holandesa.

Todos os reagentes utilizados tinham um grau de
pureza ACS e foram provenientes da Sigma Chemical
Company.

O sangue dos animais analisados foi coletado em
tubo de ensaio por puncdo da veia jugular e, apos
coagulagdo a temperatura ambiente, foi centrifugado para
separag@o do soro sangiiineo utilizado nos testes.

O GSSG formado durante a reagdo de GSHPx
foi instantaneamente e continuamente reduzido na
presenca de um excesso de glutation redutase, para
manutenc¢do de um nivel constante de GSH. A oxidagéo
concomitante de NADPH foi monitorada
fotometricamente pelo decaimento da absor¢do em 340
nm (FLOHE; GUNZLER, 1984). Em um ensaio tipico,
eram pipetados para uma cubeta de 1 mL de
capacidade: 500 puL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0;
100 uL da amostra; 100 uL. de GSH redutase (0,24 U);
e exatamente 100 uL. de GSH a 10 mmol.L-'. A mistura
era pré-incubada por 10 minutos a 37 °C. Apds a adi¢ao
de 100 uL de NADPH, o decaimento da absorvancia
em 340 nm era seguido durante 3 minutos, para
obtencdo de uma reta controle do ensaio. A reacdo
total era entfo iniciada pela adi¢do de 100 pL de solugéo
de perdxido de hidrogénio a 1,5 mmol.L", pré-aquecido
a 37 °C, e o decréscimo na absor¢do em 340 nm era
monitorado durante 5 minutos (FLOHE; GUNZLER,
1984).

Os valores de atividade da GSHPx, dados em
pumol.min"'.L"! (UL.mL"") foram determinados com o
emprego da expressdo (HOLME; PECK, 1993):

1mL , 1000000 umol

6,22 x 10° (mol.L Y .cm™® x 1 cm

onde AA __ /min. e AA__  /min. sdo as variacdo da
absorvancia do teste e do controle por minuto; 6,22 x 103
(mol.L")!'x em™ € o valor do coeficiente de extingdo
molar do NADPH + H*; 1 cm € o caminho dptico da
cubeta utilizada; 1/0,1 é o fator de corre¢do do volume
utilizado da amostra; e 1000000/1 ¢ um fator para
converter mol em pumol. A divisdo de AA/min pelo
coeficiente de extingdo molar do NADPH + H* fornece
o decréscimo na concentragdo de NADPH. A taxa de
reagdo dependente da GSHPx ¢ obtida quando os efeitos
ndo enzimaticos e independentes de hidroperdxidos
(AA_ . ../min) sdo subtraidos da taxa de reagdo total
(AAteste/n}in), df: acordo com descri¢des da literatura
(FLOHE; GUNZLER, 1984). Como GSH ¢

0,1 mL 1 mol

continuamente regenerado pela glutation redutase, a
concentragdo de GSH no ensaio € mantida no nivel inicial.
Conseqiientemente, a reagdo da GSHPx procede de
acordo com uma cinética de ordem pseudo-zero.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta um tipico grafico com o
decaimento da absorvancia do NADPH + H" em 340 nm
com o tempo, utilizado na determina¢do do valor de
GSHPx para o soro de cada animal considerado.

Para o grupo dos 60 animais considerados, o valor
de referéncia normal da GSHPx foi de 7.070 + 2.240
ULL" de soro. Como o nivel de significancia de 0,95
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compreende a variabilidade entre —2 e +2 desvios-  trabalho, nos utilizamos peréxido de hidrogénio, enquanto
padrdes, a faixa de referéncia normal deve compreender ~ naquele trabalho foi utilizado hidroperoxido de cumeno.
o intervalo de 2.590 a 11.550 UL.L". Embora haja valores determinados para os niveis

Esses valores sdo proximos dos 5.512 + 1.498  de GSHPx no sangue bovino, eles sdo descritos por massa
UL.L" reportados para o soro humano (WEINBRENNER  ou volume de eritrécitos ou leucocitos (MORE et al.,
et al., 2003), mas nfo iguais, pois ha diferenca entre as  1989; RICE; BLANCHFLOWER, 1986; THOMPSON
espécies, além de uma pequena diferenca técnica no et al., 1981), o que inviabiliza uma comparag@o com os
método empregado (FLOHE; GUNZLER, 1984). Neste  valores soroldgicos de referéncia descritos neste trabalho.
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Figura 1. Determinagéo da atividade da GSHPx no soro de bovinos sadios. A letra C se refere a linha usada como
controle da oxidagéo inespecifica de NADPH + H*, enquanto a linha T se refere a linha produzida pela
oxidacdo especifica do NADPH + H" pela GSHPx.

CONCLUSAO AGRADECIMENTO

A faixa de referéncia normal para bovinos sadios Este trabalho foi desenvolvido com suporte
das ragas Guzera e Holandesa variou de 2.590 a 11.550  financeiro da PROPP-UFU e FUNDAP-UFU.
ULL™

ABSTRACT: Reactive oxygen metabolites (ROM) are able to react with several different kinds of
biomolecules, especially polyunsaturated fatty acids of biological membranes, producing peroxirradicals, that will generate
oxidative cytotoxic reactions. Living organisms are naturally protected against the action of ROM by endogenous anti-
oxidants, as the enzyme glutathione peroxidase (GSHPx). The objective of this work was to determine the reference
range of GSHPx in the serum of healthy bovines, using 30 Netherland and 30 Guzera dairy cows. GSHPx activity was
monitored by formation of oxidized glutathione (GSSG). The determined reference value for GSHPx in the serum of
healthy bovines was 7,070 + 2,240 [U.L".
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UNITERMS: Glutathione peroxidase, Reference range, Bovine serum.
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