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RESUMEN - Con el objeto de validar una técnica para determinar la actividad sanguinea de glutation
peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9) en el Laboratorio de Patologia Clinica de la Universidad Austral
de Chile y establecer la correlacion entre su actividad y la concentracion sanguinea y plasmatica de
selenio (Se) en bovinos a pastoreo en rebaiios lecheros del sur de Chile, se tomaron 5-10 mL de sangre
heparinizada a 112 vacas de ocho rebaiios en la provincia de Valdivia. La actividad enzimatica se analizo6
mediante una técnica cinética, y el Se por activacion de neutrones. Fueron calculadas la inexactitud e
imprecision de la técnica cinética y se describen el rango, promedio y desviacion estandar de la activi-
dad enzimatica. La correlacion entre la actividad sanguinea de GSH-Px y la concentracion de Se fue
obtenida mediante el coeficiente de correlacion simple. La inexactitud e imprecision fueron 5,9% y
10%, respectivamente. La actividad de GSH-Px fue 89 + 45 U/g de hemoglobina (Hb) y la correlacion
entre las variables sefialadas fue r=0,97 (P<0,05). Segun estos resultados, es posible recomendar el uso
rutinario de la técnica descrita. La correlacion sefialada permite anotar que en bovinos a pastoreo la
actividad de GSH-Px esta relacionada con la concentracion sanguinea de selenio.

Términos para indice. antioxidantes, estrés oxidativo, minerales.

BLOOD ACTIVITY OF GLUTATHIONE PEROXIDASE AND ITS CORRELATION
WITH BLOOD SELENIUM CONCENTRATION IN GRAZING DAIRY CATTLE

ABSTRACT - Selenium (Se) is part of the antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px;
EC 1.11.1.9) structure, whose blood activity is related to the blood level of selenium. This study was
designed to validate the analytical method to analyze the GSH-Px blood activity at the Clinical Pathology
Laboratory of the Universidad Austral de Chile, and to correlate it with blood Se level in dairy cattle from
the South of Chile. Blood heparinized samples were taken from 112 dairy cows from eight dairy herds
located at Valdivia province, Chile. A kinetic NADPH-dependent technique was used to analyze the
blood GSH-Px, and the content of Se in blood and plasma was analyzed by neutron activation. The Se
concentration in blood was analyzed in 12 samples to correlate GSH-Px blood activity with blood and
plasma Se level. The inaccuracy and imprecision were 5.9% and 10%, respectively. The mean and
standard deviation of the obtained values were 89 + 45 U/g of hemoglobin (Hb). The correlation between
blood selenium and blood GSH-Px activity was r=0.97 (P<0.05). Accordingly, it is possible to analyze the
blood activity of GSH-Px by using the described technique. The blood activity of GSH-Px was related to
the blood selenium level.

Index terms: antioxidants, oxidative stress, minerals.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo produce reacciones que alte-
ran la permeabilidad de las membranas celulares, la
funcionalidad enzimatica y el tono muscular (Miller
et al., 1993). También ha sido asociado con la pre-
sentacion de algunas patologias en el bovino como
la enfermedad del musculo blanco, enfermedades
metabolicas, infertilidad e inmunosupresion (Foucras
et al., 1996; Lomba, 1996).

La glutation peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9)
es una metaloenzima que forma parte del sistema
glutation, sefalado como el principal sistema
antioxidante en el organismo. Se han identificado
tres tipos de GSH-Px: celular, extracelular
(plasmatica) y fosfolipido hidroperdxido glutation
peroxidasa. La estructura de la enzima celular esta
conformada por cuatro subunidades de 22 Kdaltons
cada una, donde cada subunidad contiene un resi-
duo de selenocisteina (Burk & Hill, 1993).

Las funciones de la GSH-Px son: inactivar algu-
nos de los radicales libres derivados del oxigeno que
se forman en el organismo como consecuencia del
metabolismo aerobio; asi, esta enzima es responsa-
ble de la proteccion de la membrana de las células
que funcionan en un presencia de oxigeno (Miller
et al., 1993), intervenir en la cascada de reacciones
que catalizan la formacion de prostaglandinas,
leukotrienos, prostaciclinas y tromboxanos a partir
del acido araquidonico (Stadtman, 1990), se rela-
ciona con el normal funcionamiento del sistema
inmunoloégico (Cao et al., 1992) y con la integridad
funcional del tracto reproductivo tanto en machos
como en hembras (Hurley & Doane, 1989).

La presencia de selenio (Se) en la estructura de
la enzima permite que exista una alta relacion entre
la concentracion sanguinea y tisular de Se con la
actividad de GSH-Px; ademas, la funcion metabodlica
conocida del Se es formar parte de la estructura de
la enzima. En bovinos la correlacion entre la activi-
dad enzimatica en los eritrocitos y la concentracion
sanguinea de Se es alta; asi, se han descrito valores
de correlacion que varian entre 0,67 y 0,97 (Backall
& Scholz, 1979; Scholz et al., 1981; Van Saun
etal., 1989). No obstante, los componentes celulares
de la sangre contienen la mayor proporcion de Se;
asi, la correlacion entre la actividad de la enzima y
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la concentracion plasmatica de Se es baja (Scholz
& Hutchinson, 1979). En otras especies también
se ha descrito una alta correlacion entre la actividad
de GSH-Px y la concentracion de Se en la sangre;
asi, se ha sefialado un r = 0,94 (P<0,001) en equinos
(Maylin et al., 1980).

En consideracion a lo anterior, este estudio tiene
por objeto validar una técnica analitica para deter-
minar la actividad sanguinea de glutation peroxidasa,
y también establecer la correlacion entre la activi-
dad sanguinea de GSH-Px y la concentracion de Se
en sangre en bovinos a pastoreo de rebafios leche-
ros en el sur de Chile, y entre la actividad enzimatica
y el contenido de Se en el forraje.

MATERIAL Y METODOS

En la X Region de Chile (39° LS y 73° LO) se selec-
cionaron ocho predios lecheros seglin su masa ganadera,
tipo de alimentacion del rebaflo y que los animales no
estuvieran recibiendo una suplementacion con Se adicional
al consumido en la pradera, el concentrado o la sal
mineralizada.

Toma de muestras

Se seleccionod por cada predio dos grupos de siete
animales mantenidos en pastoreo, a los que se tomaron
5 - 10 mL de sangre heparinizada mediante venopuncion
coccigea empleando el sistema de tubos al vacio. Los tubos
fueron tratados previamente con una solucion de acido nitrico
(HNO3) al 15%.

Las muestras se llevaron dentro de 24 horas al Labora-
torio de Patologia Clinica Veterinaria de la Universidad
Austral de Chile, donde se determiné la concentracion de
hemoglobina mediante el método de la cianome-
tahemoglobina (Jain, 1986). Posteriormente fueron
hemolizados 50 pL de sangre en 2 mL de una solucién
diluyente proporcionada por el fabricante del reactivo,
conservandose el hemolizado a -25°C en envases plasti-
cos debidamente identificados hasta su posterior analisis.

Asimismo, se tomaron muestras de forraje de las pra-
deras donde pastoreaban los animales seleccionados para
determinar la concentracion de Se y correlacionarla con
la actividad de GSH-Px en sangre y plasma.

Posteriormente, se seleccionaron 12 muestras de las
112 obtenidas inicialmente segtn su actividad de GSH-Px
(baja, media, alta) para determinar la concentracion de Se
en la sangre y el plasma, y correlacionarla con la actividad
de GSH-Px. Las muestras seleccionadas, al igual que las
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de forraje, fueron enviadas al laboratorio de la Comision
Chilena de Energia Nuclear donde se analiz6 la concentra-
cion de Se.

Método analitico

Laactividad sanguinea de GSH-Px se analiz6 mediante
un reactivo comercial basado en una técnica cinética com-
puesta NADPH-dependiente (Paglia & Valentine, 1967).
Los analisis se realizaron en un fotometro semiautomatico
Hitachi 4020 con un conjunto multiple de fotodiodos de
diferente longitud de onda.

La técnica esta basada en la determinacion de la oxi-
dacion del glutation reducido (GSH) por el perdxido de
hidrégeno (H,0,) en una reaccion catalizada por la
GSH-Px que contiene el hemolizado (Reaccion 1). E1 GSH
se mantiene a una concentracion constante durante la re-
accion mediante la adicion de glutation reductasa (GR;
EC 1.6.4.2) y fosfato de nicotinamida adenindinucleoétido
(NADPH); asi, el glutation oxidado (GSSG) se reduce
formando GSH y el NADPH es oxidado y consumido
durante la reaccion (Reaccion 2).

2GSH+H,0;----- GSSG +2 H,O (Reaccion 1)
GSSG+NADPH-- ----- 2 GSH +NADP (Reaccion 2)

Latasa de formacion de GSH es monitoreada median-
te la disminucion en la absorbancia a 340 nm producida
por el consumo del NADPH a 37°C. La diferencia en el
consumo de NADPH entre el blanco y la muestra deter-
mina la actividad enzimatica de GSH-Px, siendo ésta di-
rectamente proporcional a la disminucion en la absorbancia
(Langlands et al., 1980). La composicion de los reactivos
y la concentracion final en el ensayo se describen en el
Cuadro 1.

En un tubo de reaccion se mezclaron 500 pL del
Reactivo N° 1 con 10 puL de agua destilada (blanco) 6
10 pL del hemolizado (muestra) y se incubod a 37°C du-
rante 5 minutos; posteriormente, se agregaron 20 uL de la
solucién con el cumene y se leyo6 en el fotometro la dismi-
nucion en la absorbancia durante 2 minutos a una longi-
tud de onda de 340 nm y una temperatura de 37°C.

La actividad de GSH-Px en U/litro de hemolizado se
obtuvo de la ecuacion:

U/L = (8412 X AAbSyi muestra) - (8412 x AAbsp;, blanco)

Para calcular la actividad de GSH-Px de la muestra en
U/g de hemoglobina (Hb) se emplea la ecuacion:

U/g Hb = (U/L hemolizado x 41) / hemoglobina (g/L).

La exactitud de la técnica se controld mediante el anali-
sis de un hemolizado control con una actividad enzimatica
conociday cuyo valor promedio era 539 U/L de hemolizado.
También se realiz6 un control externo comparando el valor
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obtenido para la actividad enzimatica con el valor obtenido
en el Laboratorio de la Clinica de Enfermedades del Bovino
de la Escuela de Medicina Veterinaria de Hannover,
Alemania.

Para el andlisis de la precision se determind 20 veces
la actividad enzimatica en un hemolizado preparado en el
Laboratorio y obtenido de una muestra de sangre tomada
a un animal clinicamente sano.

El Se, tanto en sangre, plasma y forraje, fue determi-
nado mediante activacion de neutrones; en esta técnica la
muestra es sometida a irradiacion marcandose después con
un isotopo estable y determinando la cantidad producida
del elemento (Gissel-Nielsen et al., 1984).

Analisis de los resultados

Se analizaron la exactitud, inexactitud, precision e
imprecision de la técnica analitica para la determinacion
de la actividad sanguinea de GSH-Px (Kohlschein, 1993).
Los resultados se describen mediante la obtencion del ran-
go de actividad y el calculo de las estimadas promedio (x)
y desviacion estandar (DE) (Doménech, 1980). Se obtu-
vo la frecuencia de grupos de animales con valores bajo
130 U/g Hb, valor que ha sido considerado como el limite
bajo el cual habria una deficiencia marginal de Se (Ceballos
& Wittwer, 1996). Igualmente, se obtuvo la frecuencia de
muestras de forraje con un contenido de Se inferior a
0,1 ppm, valor sefialado como la concentracion minima
requerida en el forraje para bovinos a pastoreo (McDowell,
1992).

Las correlaciones entre la actividad sanguinea de
GSH-Px y la concentracion de Se en la sangre, el plasma
y el forraje fueron establecidas mediante un coeficiente
de correlacion simple (Domeénech, 1980).

CUADRO 1. Composicion de los reactivos y concen-
tracién final en el ensayo para la deter-
minacion de la actividad sanguinea de
glutation peroxidasal.

Concentracion
en el ensayo

Componente

Reactivo N° 1:

Glutation reducido 4 mmol/L

Glutation reductasa (EC 1.6.4.2) > 0,5 U/L

NADPH 0,28 mmol/L
Solucién buffer:

Buffer fosfato (pH 7,2) 0,05 mol/L

EDTA (sal tetrasddica) 4,3 mmol/L
Cumene hidroperoxido 0,18 mmol/L

! Adaptado de Randox Laboratories (1994).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio y la DE para la actividad de
GSH-Px en el hemolizado control fue 529 + 37 U/L
de hemolizado, con un coeficiente de variacion igual
al 7% (Fig. 1). La inexactitud de la técnica fue de
32 U/L de hemolizado, lo que corresponde a un
5,9%.

En el hemolizado preparado en el laboratorio se
encontro una actividad enzimatica de 274 +£ 28 U/L,
observandose un coeficiente de variacion del 10%.
La imprecision fue 28 U/L, lo que corresponde al
10% de error esperable en analisis posteriores, te-
niendo una posibilidad del 90% de obtener valores
entre 219 y 330 U/L al repetir 100 veces el analisis
del hemolizado preparado en el Laboratorio.

En las muestras, el promedio y la DE para la ac-
tividad sanguinea de GSH-Px en los 10 grupos de
animales fue 89 +£45 U/g Hb, con un rango entre 3 y
371 U/g Hb, encontrandose en todos los grupos va-
lores promedio inferiores a 130 U/g Hb, valor sefia-
lado como indicador de una deficiencia marginal de
Se.

En el Cuadro 2 se describen el promedio y la DE
para la concentracion sanguinea y plasmatica de Se
en las 12 muestras seleccionadas, asi como el conte-
nido de Se en las 10 muestras de forraje.

En las muestras de forraje se encontr6 en 6 de las
10 muestras analizadas contenidos de Se bajo
0,1 ppm, valor sefialado como indicador de una baja
concentracion de Se para bovinos en pastoreo.

702 5
669 - 4
637 35

5 & 3

x ] 1%

; 539_ZM A f\‘\ 0 g

g ] VY a0
474 4 -2
442 -3 A
409 - -4
377 T T T T T T T T T T T T T T T T T T —5

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Analisis nimero

FIG. 1. Grafica de Levey-Jennings del analisis de la
actividad sanguinea de glutatién peroxidasa
(GSH-Px) en un hemolizado control (Ransel
control, lote 099 RS. Randox Laboratories, 1994).
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La correlacion que se encontrod para la actividad
de GSH-Px y la concentracion de Se en sangre
(Fig. 2) fue r = 0,97 (P<0,05). Para la correlacion
entre la actividad enzimatica y la concentracion de
Se en el plasma (Fig. 3) se observo un r = 0,89
(P<0,05). La correlacion entre la actividad de la en-
zima y el contenido de Se en el forraje (Fig. 4) fue
r=0,93 (P<0,05).

Los valores de la actividad enzimatica que se
obtuvieron al analizar el hemolizado control sustra-
yendo los valores del blanco de reaccion, estuvie-
ron dentro del rango sefialado como objetivo
(474 - 604 U/L de hemolizado). Asimismo, éstos
valores fueron similares a los encontrados en el La-

CUADRO 2. Promedio, desviacion estindar y rango
de la concentracion de selenio en sangre
y plasma de 12 bovinos a pastoreo, y
contenido de selenio en el forraje de 10
predios en la X Regién de Chile.

Tejido Concentracion de selenio
x = DE Rango

Sangre (umol/L) 0,52 0,36 0,06 - 1,24
Plasma (umol/L) 0,26 £0,17 0,13-0,67
Forraje (ppm') 0,11 £0,05 0,06 - 0,21
! Base seca.
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FIG. 2. Regresion y correlacion entre la actividad
sanguinea de glutation peroxidasa (GSH-Px)
y la concentracion de selenio en sangre de 12
bovinos a pastoreo en la X Region de Chile.
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boratorio de la Escuela de Medicina Veterinaria de
Hannover, Alemania, donde se realiz6 el control
externo. Los resultados de ambos Laboratorios es-
tuvieron dentro del objetivo esperado (Fig. 1). La
variacion observada en las determinaciones fue baja
(5,9%) con respecto a la actividad enzimatica pro-
medio en el hemolizado control (539 U/L). Por lo
anterior, es posible seflalar que el método analitico
utilizado es exacto, ya que la exactitud de una técni-
ca esta dada cuando se obtienen resultados cercanos
aun valor objetivo al analizar un estandar con valo-
res conocidos (Kohlschein, 1993).

El coeficiente de variacion obtenido al analizar
la actividad enzimatica en un hemolizado prepara-
do en el Laboratorio fue un 10%. En otros estudios
se han sefialado variaciones que fluctiian entre 1,8%
y 15% (Wilson & Judson, 1976; Davidson et al.,
1990). No obstante, cabe sefialar que en el método
analitico empleado en los reportes descritos hay va-
riaciones en el pH, temperatura, concentracion de la
coenzima y concentracion del sustrato con respecto
a la técnica utilizada en este estudio.

Se ha sefialado que una técnica analitica es preci-
sa cuando al analizar repetidamente una misma
muestra, la variacion entre los valores obtenidos es
baja. Por lo general el coeficiente de variacion o
imprecision de la técnica no debe ser superior al 10%,
excepto para las determinaciones enzimaticas (Me-

450 - ,

4001 :
y =-39,00 + 300,3x .

3501 1=0,97 (P<0,05) s
300 - s

2504
2004

1504
100

GSH-Px (U/g Hb)

T T
0,25 0,50 0,75

Selenio (umol/L)

FIG. 3. Regresion y correlacion entre la actividad
sanguinea de glutation peroxidasa (GSH-Px)
y la concentracion plasmatica de selenio de
12 bovinos a pastoreo en la X Region de
Chile.
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rino, 1977); por lo tanto, es posible sefialar que la
técnica analitica empleada en este estudio es preci-
sa.

Se observaron los 10 grupos de animales con una
actividad enzimatica promedio inferior a
130 U/g Hb. En otros estudios también se ha
encontrado que los animales mantenidos en
pastoreo presentan una baja actividad enzimatica de
GSH-Px en sangre (Backall & Scholz, 1979;
Calamari et al., 1989).

En bovinos la correlacion entre la actividad de
GSH-Px en sangre y la concentracion sanguinea de
Se es alta, lo que concuerda con los resultados ob-
servados en este estudio (Fig. 2). En diferentes estu-
dios se ha encontrado una alta correlacion entre la
concentracion de Se en la sangre y la actividad de
GSH-Px; asi, se ha observado un r= 0,93 (P<0,0001)
(Erskine et al., 1987) y unr= 0,67 (P<0,0001) (Van
Saun et al., 1989). Mas recientemente se ha encon-
trado una correlacion entre 0,78 y 0,95 para la aso-
ciacion entre las variables descritas (Kessler et al.,
1992; Jukola, 1994). Se ha sefialado en bovinos
mantenidos en pastoreo en areas con diferentes con-
centraciones de Se una correlacion de r = 0,95
(Stevens et al., 1985).

La correlacion entre la actividad enzimatica y la
concentracion plasmatica del mineral fue r = 0,89
(P<0,05) (Fig. 3), observandose que el contenido de
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O 501 s
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FIG. 4. Regresion y correlacion entre la actividad
sanguinea promedio de glutation peroxidasa
(GSH-Px) en 10 grupos de bovinos a pasto-
reo en la X Region de Chile y el contenido de
selenio en el forraje.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.34,1n.12, p.2331-2338, dez. 1999



2336

Se en el plasma representaba el 45% de la concen-
tracion sanguinea. Lo anterior contrasta con lo in-
dicado por Scholz & Hutchinson (1979), quienes
anotan que los componentes celulares de la sangre
contienen la mayor proporcion de Se; asi, la corre-
lacion entre la actividad de la enzima y la concen-
tracion plasmatica de Se es baja.

Los resultados observados en este estudio per-
miten corroborar la existencia de una relacion entre
la concentracion sanguinea y plasmatica de Se y la
actividad de GSH-Px en el mismo tejido. Por lo tan-
to, siendo esta concentracion de Se en sangre alta-
mente dependiente del consumo del mineral en la
racion, la actividad sanguinea de la enzima sera o
no la adecuada segun el contenido del mineral en la
dieta.

El rango de la concentracion de selenio en
las muestras de pasto de los 10 predios fue
0,061 - 0,213 ppm, observandose en 6 de los 10 pre-
dios valores inferiores a 0,1 ppm.

La concentracion de Se que se ha sefialado para
forrajes es variable, siendo la concentracion y la dis-
ponibilidad del mineral en el suelo, los principales
factores que influyen en el contenido del elemento
en la planta. Por lo tanto, cualquier fendmeno que
induzca modificaciones en el contenido de Se en el
suelo, sera una fuente de variacion para la concen-
tracion del mineral en la pradera (McDowell, 1992).
El origen y tipo de suelo, la utilizacion de fertilizan-
tes, las condiciones climaticas, el pH y la naturaleza
quimica de los compuestos de Se disponibles, son
algunos de los factores que pueden producir varia-
ciones en el contenido de Se en el forraje (Gissel-
Nielsen et al., 1984). La baja concentracion de Se
que se ha encontrado en algunas praderas de los pre-
dios seleccionados, estaria dada por los factores
edaficos y climaticos que caracterizan la X Region
en Chile.

Smith et al. (1974) han sefialado que un aumento
en el consumo de Se en la racién produce un au-
mento en la actividad sanguinea de GSH-Px y que
su correlacion con el contenido del mineral en la
dieta era superior a 0,70 (P<0,001). Recientemente
se ha sefialado que la correlacion entre el contenido
de Se laracion y la actividad enzimatica es modera-
da, reportandose unr=0,73 (Weiss et al., 1990). La
asociacion entre estas variables estaria dada por la
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relacion suelo-planta-animal, ya que el contenido
de Se en el suelo y su disponibilidad para las plan-
tas, determinaran la concentracion sanguinea del
mineral en animales a pastoreo (Langlands et al.,
1981).

El animal esta en capacidad de utilizar el Se que
le aporta el forraje para satisfacer su requerimiento;
por lo tanto, a partir de esta fuente nutricional se
puede obtener el Se para desarrollar la funcién bio-
logica conocida, como es la incorporacion en la es-
tructura de GSH-Px (Underwood, 1981).

En este estudio se demostr6 la correlacion que
existe entre la actividad de GSH-Px con la concen-
tracion de Se en sangre y plasma (Figs. 2 y 3); por lo
tanto, siendo la actividad enzimatica dependiente de
la concentracion de Se en sangre, esta actividad de-
penderia de la fuente a partir de la cual se obtiene el
Se. La unica fuente de Se para los animales selec-
cionados en este estudio era el forraje; asi, siendo la
pradera la unica fuente nutricional, la actividad san-
guinea de GSH-Px igualmente es dependiente del
mismo alimento.

Lo anterior queda demostrado con la correlacion
obtenida entre la actividad sanguinea de GSH-Px
en animales a pastoreo y el contenido de Se en el
forraje (Fig. 4).

La determinacion de la actividad enzimatica de
GSH-Px ha sido utilizada con éxito en la Region
para conocer el balance metaboélico nutricional de
Se en bovinos lecheros a pastoreo, asi se han logra-
do identificar deficiencias nutricionales de Se en el
sur de Chile (Ceballos et al., 1998). Ademas, esta
técnica permite en una forma mas econdémica esta-
blecer el balance de Se en los bovinos, ofreciendo
asi una ventaja sobre otras determinaciones que pue-
den resultar mas costosas.

CONCLUSIONES

1. Latécnica descrita para el analisis de la acti-
vidad sanguinea de GSH-Px posee la exactitud y
precision adecuadas para implementarla y usarla en
forma rutinaria.

2. La actividad sanguinea de GSH-Px en bovi-
nos lecheros mantenidos en pastoreo esta
correlacionada con la concentracion de Se tanto en
la sangre y el plasma del animal, como en la prade-
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ra, lo que demuestra que existe una dependencia de
la actividad enzimatica del aporte de Se a partir de
la racion, y confirma la relacion planta-animal para
este mineral.
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