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RESUMEN - Con el objeto de validar una técnica para determinar la actividad sanguínea de glutatión
peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9) en el Laboratorio de Patología Clínica de la Universidad Austral
de Chile y establecer la correlación entre su actividad y la concentración sanguínea y plasmática de
selenio (Se) en bovinos a pastoreo en rebaños lecheros del sur de Chile, se tomaron 5-10 mL de sangre
heparinizada a 112 vacas de ocho rebaños en la provincia de Valdivia. La actividad enzimática se analizó
mediante una técnica cinética, y el Se por activación de neutrones. Fueron calculadas la inexactitud e
imprecisión de la técnica cinética y se describen el rango, promedio y desviación estándar de la activi-
dad enzimática. La correlación entre la actividad sanguínea de GSH-Px y la concentración de Se fue
obtenida mediante el coeficiente de correlación simple. La inexactitud e imprecisión fueron 5,9% y
10%, respectivamente. La actividad de GSH-Px fue 89 ± 45 U/g de hemoglobina (Hb) y la correlación
entre las variables señaladas fue r=0,97 (P<0,05). Según estos resultados, es posible recomendar el uso
rutinario de la técnica descrita. La correlación señalada permite anotar que en bovinos a pastoreo la
actividad de GSH-Px está relacionada con la concentración sanguínea de selenio.

Términos para índice: 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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INTRODUCCIÓN

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

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

Las funciones de la GSH-Px son: inactivar algu-
nos de los radicales libres derivados del oxígeno que
se forman en el organismo como consecuencia del
metabolismo aerobio; así, esta enzima es responsa-
ble de la protección de la membrana de las células
que funcionan en un presencia de oxígeno (Miller
et al., 1993), intervenir en la cascada de reacciones
que catalizan la formación de prostaglandinas,
leukotrienos, prostaciclinas y tromboxanos a partir
del ácido araquidónico (Stadtman, 1990), se rela-
ciona con el normal funcionamiento del sistema
inmunológico (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 relación entre
la concentración sanguínea y tisular de Se con la
actividad de GSH-Px; además, la función metabólica
conocida del Se es formar parte de la estructura de
la enzima. En bovinos la correlación entre la activi-
dad enzimática en los eritrocitos y la concentración
sanguínea de Se es alta; así, se han descrito valores
de correlación que varían entre 0,67 y 0,97 (Backall
& Scholz, 1979; Scholz et al., 1981; Van Saun
et al., 1989). No obstante, los componentes celulares
de la sangre contienen la mayor proporción de Se;
así, la correlación entre la actividad de la enzima y

la concentración plasmática de Se es baja (Scholz
& Hutchinson, 1979). En otras especies también
se ha descrito una alta correlación entre la actividad
de GSH-Px y la concentración de Se en la sangre;
así, se ha señalado un r = 0,94 (P<0,001) en equinos
(Maylin et al., 1980).

En consideración a lo anterior, este estudio tiene
por objeto validar una técnica analítica para deter-
minar la actividad sanguínea de glutatión peroxidasa,
y también establecer la correlación entre la activi-
dad sanguínea de GSH-Px y la concentración de Se
en sangre en bovinos a pastoreo de rebaños leche-
ros en el sur de Chile, y entre la actividad enzimática
y el contenido de Se en el forraje.

MATERIAL Y METODOS

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

Toma de muestras

Se seleccionó por cada predio dos grupos de siete
animales mantenidos en pastoreo, a los que se tomaron
5 - 10 mL de sangre heparinizada mediante venopunción
coccígea empleando el sistema de tubos al vacío. Los tubos
fueron tratados previamente con una solución de ácido nítrico
(HNO3) al 15%.

Las muestras se llevaron dentro de 24 horas al Labora-
torio de Patología Clínica Veterinaria de la Universidad
Austral de Chile, donde se determinó la concentración de
hemoglobina mediante el método de la cianome-
tahemoglobina (Jain, 1986). Posteriormente fueron
hemolizados 50 µL de sangre en 2 mL de una solución
diluyente proporcionada por el fabricante del reactivo,
conservándose el hemolizado a -25°C en envases plásti-
cos debidamente identificados hasta su posterior análisis.

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

Posteriormente, se seleccionaron 12 muestras de las
112 obtenidas inicialmente según su actividad de GSH-Px
(baja, media, alta) para determinar la concentración 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 Comisión
Chilena de Energía Nuclear donde se analizó la concentra-
ción de Se.

Método analítico

La actividad sanguínea de GSH-Px se analizó mediante
un reactivo comercial basado en una técnica cinética com-
puesta NADPH-dependiente (Paglia & Valentine, 1967).
Los análisis se realizaron en un fotómetro semiautomático
Hitachi 4020 con un conjunto múltiple de fotodiodos de
diferente longitud de onda.

La técnica está basada en la determinación de la oxi-
dación del glutatión reducido (GSH) por el peróxido de
hidrógeno (H2O2) en una reacción catalizada por la
GSH-Px que contiene el hemolizado (Reacción 1). El GSH
se mantiene a una concentración constante durante la re-
acción mediante la adición de glutatión reductasa (GR;
EC 1.6.4.2) y fosfato de nicotinamida adenindinucleótido
(NADPH); así, el glutatión oxidado (GSSG) se reduce
formando GSH y el NADPH es oxidado y consumido
durante la reacción (Reacción 2).

2 GSH + H2O2 - - - - - GSSG + 2 H2O  (Reacción 1)
GSSG + NADPH - -  - - - - -2 GSH + NADP  (Reacción 2)

La tasa de formación de GSH es monitoreada median-
te la disminución en la absorbancia a 340 nm producida
por el consumo del NADPH a 37ºC. La diferencia en el
consumo de NADPH entre el blanco y la muestra deter-
mina la actividad enzimática de GSH-Px, siendo ésta di-
rectamente proporcional a la disminución en la absorbancia
(Langlands et al., 1980). La composición de los reactivos
y la concentración final en el ensayo se describen en el
Cuadro 1.

En un tubo de reacción se mezclaron 500 µL del
Reactivo No 1 con 10 µL de agua destilada (blanco) ó
10 µL del hemolizado (muestra) y se incubó a 37°C du-
rante 5 minutos; posteriormente, se agregaron 20 µL de la
solución con el cumene y se leyó en el fotómetro la dismi-
nución 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 ecuación:
U/L = (8412 x ∆Absmin.muestra) - (8412 x ∆Absmin.blanco)

Para calcular la actividad de GSH-Px de la muestra en
U/g de hemoglobina (Hb) se emplea la ecuación:
U/g Hb = (U/L hemolizado x 41) / hemoglobina (g/L).

La exactitud de la técnica se controló mediante el análi-
sis de un hemolizado control con una actividad enzimática
conocida y cuyo valor promedio era 539 U/L de hemolizado.
También se realizó un control externo comparando el valor

obtenido para la actividad enzimática con el valor obtenido
en el Laboratorio de la Clínica de Enfermedades del Bovino
de la Escuela de Medicina Veterinaria de Hannover,
Alemania.

Para el análisis de la precisión se determinó 20 veces
la actividad enzimática en un hemolizado preparado en el
Laboratorio y obtenido de una muestra de sangre tomada
a un animal clínicamente sano.

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

Análisis de los resultados

Se analizaron la exactitud, inexactitud, precisión e
imprecisión de la técnica analítica para la determinación
de la actividad sanguínea de GSH-Px (Kohlschein, 1993).
Los resultados se describen mediante la obtención del ran-
go de actividad y el cálculo de las estimadas promedio (x)
y desviación estándar (DE) (Domènech, 1980). Se obtu-
vo la frecuencia de grupos de animales con valores bajo
130 U/g Hb, valor que ha sido considerado como el límite
bajo el cual habría 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 señalado como la concentración mínima
requerida en el forraje para bovinos a pastoreo (McDowell,
1992).

Las correlaciones entre la actividad sanguínea de
GSH-Px y la concentración de Se en la sangre, el plasma
y el forraje fueron establecidas mediante un coeficiente
de correlación simple (Domènech, 1980).

CUADRO 1. Composición de los reactivos y concen-
tración final en el ensayo para la deter-
minación de la actividad sanguínea de
glutatión peroxidasa1.

Componente Concentración
en el ensayo

Reactivo Nº 1:
Glutatión reducido 4 mmol/L
Glutatión reductasa (EC 1.6.4.2) > 0,5 U/L
NADPH 0,28 mmol/L

Solución buffer:
Buffer fosfato (pH 7,2) 0,05 mol/L
EDTA (sal tetrasódica) 4,3 mmol/L

Cumene hidroperóxido 0,18 mmol/L
1 Adaptado de Randox Laboratories (1994).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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 variación 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
encontró una actividad enzimática de 274 ± 28 U/L,
observándose un coeficiente de variación del 10%.
La imprecisión fue 28 U/L, lo que corresponde al
10% de error esperable en análisis posteriores, te-
niendo una posibilidad del 90% de obtener valores
entre 219 y 330 U/L al repetir 100 veces el análisis
del hemolizado preparado en el Laboratorio.

En las muestras, el promedio y la DE para la ac-
tividad sanguínea 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, encontrándose en todos los grupos va-
lores promedio inferiores a 130 U/g Hb, valor seña-
lado como indicador de una deficiencia marginal de
Se.

En el Cuadro 2 se describen el promedio y la DE
para la concentración sanguínea y plasmática de Se
en las 12 muestras seleccionadas, así como el conte-
nido de Se en las 10 muestras de forraje.

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

La correlación que se encontró para la actividad
de GSH-Px y la concentración de Se en sangre
(Fig. 2) fue r = 0,97 (P<0,05). Para la correlación
entre la actividad enzimática y la concentración de
Se en el plasma (Fig. 3) se observó un r = 0,89
(P<0,05). La correlación 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 enzimática que se
obtuvieron al analizar el hemolizado control sustra-
yendo los valores del blanco de reacción, estuvie-
ron dentro del rango señalado como objetivo
(474 - 604 U/L de hemolizado). Asimismo, éstos
valores fueron similares a los encontrados en el La-

FIG. 1. Gráfica de Levey-Jennings del análisis de la
actividad sanguínea de glutatión peroxidasa
(GSH-Px) en un hemolizado control (Ransel
control, lote 099 RS. Randox Laboratories, 1994).
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CUADRO 2. Promedio, desviación estándar y rango
de la concentración de selenio en sangre
y plasma de 12 bovinos a pastoreo, y
contenido de selenio en el forraje de 10
predios en la X Región de Chile.

Tejido Concentración de selenio

x ± DE Rango

Sangre (µmol/L) 0,52 ± 0,36 0,06 - 1,24

Plasma (µmol/L) 0,26 ± 0,17 0,13 - 0,67

Forraje (ppm1) 0,11 ± 0,05 0,06 - 0,21
1 Base seca.

FIG. 2. Regresión y correlación entre la actividad
sanguínea de glutatión peroxidasa (GSH-Px)
y la concentración de selenio en sangre de 12
bovinos a pastoreo en la X Región de Chile.
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boratorio de la Escuela de Medicina Veterinaria de
Hannover, Alemania, donde se realizó el control
externo. Los resultados de ambos Laboratorios es-
tuvieron dentro del objetivo esperado (Fig. 1). La
variación observada en las determinaciones fue baja
(5,9%) con respecto a la actividad enzimática pro-
medio en el hemolizado control (539 U/L). Por lo
anterior, es posible señalar que el método analítico
utilizado es exacto, ya que la exactitud de una técni-
ca está dada cuando se obtienen resultados cercanos
a un valor objetivo al analizar un estándar con valo-
res conocidos (Kohlschein, 1993).

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

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

rino, 1977); por lo tanto, es posible señalar que la
técnica analítica empleada en este estudio es preci-
sa.

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

En bovinos la correlación entre la actividad de
GSH-Px en sangre y la concentración sanguínea 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 correlación entre la
concentración de Se en la sangre y la actividad de
GSH-Px; así, se ha observado un r = 0,93 (P<0,0001)
(Erskine et al., 1987) y un r = 0,67 (P<0,0001) (Van
Saun et al., 1989). Más recientemente se ha encon-
trado una correlación entre 0,78 y 0,95 para la aso-
ciación entre las variables descritas (Kessler et al.,
1992; Jukola, 1994). Se ha señalado en bovinos
mantenidos en pastoreo en áreas con diferentes con-
centraciones de Se una correlación de r = 0,95
(Stevens et al., 1985).

La correlación entre la actividad enzimática y la
concentración plasmática del mineral fue r = 0,89
(P<0,05) (Fig. 3), observándose que el contenido de

FIG. 3. Regresión y correlación entre la actividad
sanguínea de glutatión peroxidasa (GSH-Px)
y la concentración plasmática de selenio de
12 bovinos a pastoreo en la X Región de
Chile.

FIG. 4. Regresión y correlación entre la actividad
sanguínea promedio de glutatión peroxidasa
(GSH-Px) en 10 grupos de bovinos a pasto-
reo en la X Región de Chile y el contenido de
selenio en el forraje.
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Se en el plasma representaba el 45% de la concen-
tración sanguínea. Lo anterior contrasta con lo in-
dicado por Scholz & Hutchinson (1979), quienes
anotan que los componentes celulares de la sangre
contienen la mayor proporción de Se; así, la corre-
lación entre la actividad de la enzima y la concen-
tración plasmática de Se es baja.

Los resultados observados en este estudio per-
miten corroborar la existencia de una relación entre
la concentración sanguínea y plasmática de Se y la
actividad de GSH-Px en el mismo tejido. Por lo tan-
to, siendo esta concentración de Se en sangre alta-
mente dependiente del consumo del mineral en la
ración, la actividad sanguínea de la enzima será o
no la adecuada según el contenido del mineral en la
dieta.

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

La concentración de Se que se ha señalado para
forrajes es variable, siendo la concentración 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 fenómeno que
induzca modificaciones en el contenido de Se en el
suelo, será una fuente de variación para la concen-
tración del mineral en la pradera (McDowell, 1992).
El origen y tipo de suelo, la utilización de fertilizan-
tes, las condiciones climáticas, el pH y la naturaleza
química 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 concentración de Se
que se ha encontrado en algunas praderas de los pre-
dios seleccionados, estaría dada por los factores
edáficos y climáticos que caracterizan la X Región
en Chile.

Smith et al. (1974) han señalado que un aumento
en el consumo de Se en la ración produce un au-
mento en la actividad sanguínea de GSH-Px y que
su correlación con el contenido del mineral en la
dieta era superior a 0,70 (P<0,001). Recientemente
se ha señalado que la correlación entre el contenido
de Se la ración y la actividad enzimática es modera-
da, reportándose un r = 0,73 (Weiss et al., 1990). La
asociación entre estas variables estaría dada por la

relación suelo-planta-animal, ya que el contenido
de Se en el suelo y su disponibilidad para las plan-
tas, determinarán la concentración sanguínea del
mineral en animales a pastoreo (Langlands et al.,
1981).

El animal está 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 función bio-
lógica conocida, como es la incorporación en la es-
tructura de GSH-Px (Underwood, 1981).

En este estudio se demostró la correlación que
existe entre la actividad de GSH-Px con la concen-
tración de Se en sangre y plasma (Figs. 2 y 3); por lo
tanto, siendo la actividad enzimática dependiente de
la concentración de Se en sangre, esta actividad de-
pendería de la fuente a partir de la cual se obtiene el
Se. La única fuente de Se para los animales selec-
cionados en este estudio era el forraje; así, siendo la
pradera la única fuente nutricional, la actividad san-
guínea de GSH-Px igualmente es dependiente del
mismo alimento.

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

La determinación de la actividad enzimática de
GSH-Px ha sido utilizada con éxito en la Región
para conocer el balance metabólico nutricional de
Se en bovinos lecheros a pastoreo, así se han logra-
do identificar deficiencias nutricionales de Se en el
sur de Chile (Ceballos et al., 1998). Además, esta
técnica permite en una forma más económica esta-
blecer el balance de Se en los bovinos, ofreciendo
así una ventaja sobre otras determinaciones que pue-
den resultar más costosas.

CONCLUSIONES

1. La técnica descrita para el análisis de la acti-
vidad sanguínea de GSH-Px posee la exactitud y
precisión adecuadas para implementarla y usarla en
forma rutinaria.

2. La actividad sanguínea de GSH-Px en bovi-
nos lecheros mantenidos en pastoreo está
correlacionada con la concentración 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 enzimática del aporte de Se a partir de
la ración, y confirma la relación planta-animal para
este mineral.
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