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N{VEIS FISIOLOGICOS DAS COLINESTERASES SERICA®
£ PLASMATICAS DE VACAS LEITEIRAS DA RACA
: HOLANDEZA”

ROMEQO ERNESTO RIEGEIL
I — INTRODUCAQO

J4 foi evidenciado que a acetilcolina é liber
inacfes dos nervos parassimpaticos e que atue
issor sGbre o drgéo efetor a ser, especificamen’
ciona como agente de propagacdo do ir
tes que outro impulso seja transmitido,
rolizada pela acetilcolinesterase (Coliner
et col., 1968).

“As colinesterases sfo sintetizadas
am largamente distribuidas nos tecide
circulatéria da maioria dos animais
2).

“A importancia da determinacfo da acefi
soro, na clinica, vem sendo evidenciada por grande
trabalhos existentes na literatura” (HARGREAVES &
A 1959); A éste respeito — GORINA (1964), p. e, inform..
e ha elevacio da colinesterase em casos de miastenia grave,
tonia congénita e valores subnormais nas hipoproteine-
s. hepatopatias e intoxicacfes por inseticidas do tipo al-
fosfato.
- Notadamente as ultimas duas situacdes teriam inte-
sse em Clinica Veterinaria, devide ao fato de os animais
m frequentemente objeto de medicacio antiparasitaris
forada e estarem sujeitos a eventual ingestdo de plantas
hepatotdxicas. Todavia, para que éste aspecto possa ser valo-
ado, é indispensével o conhecimento do nivel da colineste-
se que ocorre em condicdes fisiologicas.
. Com éste objetivo passou-se a executar o presente es-
do visando determinar o nivel fisiolégico de colinesterase
sérica de vacas leiteiras da Raca Holandeza, fixando nio ape-
has a varidvel espécie mas, tambérmn, raca, sexo, idade, manejo,
alimentacdo, forma de desfrute do animal e clima.,
Quanto oa aspecto enzimolégico, propriamente dito,
€Xistem provas irrefutaveis de que ndo se pode mencicnar a
atividade de uma enzina sem acrescentar sua origem por teci-
do e por espécie (SCRUTTON & UTTER, 1963).

b
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II — MATERIAL E METODOS

O materizl usado foi plasma ou soOro de homens — 21 4
23 anocs de idade e de vacas leiteiras da raca Holandezy
clinicamente sadias.

O sangue bovino — por puncédo da jugular — foi colhj.
do em frascos esterilizados e deixado coagular 4 temperaturg
ambiente sendo, logo depois, acondicionado (caixa de estiropor
contendo gélo). Déste modo fol efetuado o transporte para
laboratério, distante 18 Km do local da coleta. Em se tratan.
do de utilizar plasma, o sangue era heparinizado e p6sto, tam.
bém, em caixa de cstiropor contendo gélo. Qualquer que fosse
a origem do piasma ou do soro €les eram submetidos a cen-
trifugacdo ndo refrigerada de 2 min. a 2.000RPM.

Para a dosagem titimétrica foi usada a seguinte técnica;

A) Em Erlenmeyer de 125 ml colocar 20 ml de subtra.
to (20 ml de Cl.Mg 0,056 M + 20 ml de acetado de
sédio 0,1 M + cloreto de acetilcolina 1,10 M + agua
destilada q. s. p. 200ml). Imergir o recipiente em
Banho-Maria 38°C, deixando a temperatura equi-
librar.

B) Em 3 Erlenmeyer de 50ml colocar 5ml de acetona
em cada. Marca-los com as letras Ty, T, e Ts. *

C) Adicionar ao Erlenmeyer de 125 ml, 1 ml de s6roe
cronometrar o tempo. No fim de quatro minutos
retirar 10 ml da mistura e adicionar ao Erlenmeyer
T,. No fim de 8 minutos verter o conteudo restante
do Erlenmeyer de 125 ml no outro de 50 ml e mar-
cado com Ts.

D) Ao Erlenmeyer marcado com T, adicionar 10 ml de
substrato e por tltimo, 0,5 ml de soro.

E) Titular os 3 Erlenmeyer com OHNa 0,01 N até a
viragem da fenoftaleina. .
# ) Calculo das unidades: (Ty— To) + (Ts— To) X 16,2
2
T,, Ty e Ty = ml de OHNa gastos na titulagem de
cada Erlenmeyer de 50 NaOH ml marcado com
T, T, € Ty respectivamente.
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Para medir a atividade da Colinesterase pelo método
de Michel incubou-se a 25°C, em um Becker de 10 ml, 1 ml de
lasma diluido a 1/50 em &agua destilada + 1 ml de tampéo
parbital I. Depois de 10 minutos no Banho-Maria determinou-
se potenciométricamente 0 pH. A éste valor chamou-se pH;.
Em seguida fol acresentado 0,2 ml de cloreto de acetilcolina
0,165 M. Uma hora mais tarde tornou-se a verificar o pH cujo
valor designou-se pH,. A atividade da enzima € fornecida em
A\ pH/hora calculado conforme a equacao:

ApH/hora = pH, — pH;, — b

t
correcio € t o tempo de incubacgao.

. f, onde b e f sao fatores de

III — RESULTADOS

Por ambos os métodos tentou-se efetuar uma compara-
¢do entre os valores da colinesterase plasmatica ou sérica pre-
sentes em homens e vacas leiteiras.

Antes procurou-se evidenciar os efeitos da centrifuga-
¢do (2.000 rpm 2’) e do transporte sbbre a colinesterase hu-
mana, uma vez que a centrifugaciao nao era refrigerada e o
material para dosagem em bovinos tinha que ser transportado
desde uma distancia consideravel. Para isto, usando método
titimétrico, dosou-se a enzima de séros humanos submetidos
e no submetidos & centrifugacio e coletados no laboratério
ou no local em que seriam coletadas as amostras bovinas. Os
resultados estdo na Tabela I.

* 1 — Unidade = 1 mg de acet. hidrolizada em 60 minu-
tos.
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TABELA 1

MEDIDA DA COLINESTERASE DE SORO HUMANO SUBME,
TID’O OU NAO A CENTRIFUGACAO NAO REE‘RIGERA]:}E4
(? 000 RPM/2%). EFEITO DO TRANSPORTE.

AT P T B T T T AR TR TR A T, Y VA T R R e o

Tino de sr N o de Atlvldade

1p0 Ge soTo amostiras média extremo
Sem —Centrifugagéo 20 88U 6,0-—13
Com centrifugacao 20 96U 6,5—115
Com centrifugacao

coletado no 20 91U 7,0—11
laboratério

Com centrifugacéo

coletado a 20 98U 7,0—11.0
disténcia '

Aceitando-se que nem o transporte nem a centrifug
cao nao refrigerada prejudicavam a atividade da enzima
s6ro humano, extrapelou-se esta propriedade para o soro |
vino e passou-se a comparar os resultados de 24 amostras h
manas com 27 amostras bovinas (TABELA II).

Por motivo de ser muito menor o resultado obtido no
ruminante em estudo, procmou—se uma técnica que limitas
mais os possiveis érros de natureza pessoal. Para isto emp
gou-se 0 método de Michel e os resultados cbtidos estdo |
TAEELA 1L ~

TABELA II ,
VALORES COMPARATIVOS DA COLINESTERASE PLA
MATICA OU SERICA EM HOMENS E BOVINOS.

ESPECIE Método A}ggsg‘zg Xzﬁi{i}
Humana Titimétrico 24 855U
éovina Titimétrico 27 163U
Humana {{;?zinciom@ 20 /A pH 0,956 | 0,556—15
Bovina ﬁﬁ?}m@mé“ 23 |/ pHo034 | 0,03—0,13

S
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P Como os indices obtidos foram, também, muito baixos
suspeitou-se da inexisténcia da enzima no plasma bovino. A
Summuzqao do séro por plasma, em bovinos, no método de
| m,ghe} nao alterou, significativamente, o resultado expresso
. M,Tabeia IT1. Entdo trabalhando apenas com plasma, verificou-
sea variacado do pH em meios de incubacéo diferentes (TABE-

LA IID).

TABELA III

VERIFICACAO DA COLINESTERASE PLASMATICA DE VA-
: AS LEITEIRAS DA RACA HOLANDEZA EM VARIOS MEIOS
~ DE INCUBACAO METODO DE MICHEL.

SISTEMA DE INCUBACAO ai';g; 2 @g&ﬁ
umpédo + H.0 + Substrato 10 0, 060 i
mpio + Soro + H.0 6 0,080
Tampio + Tampdo + H.0 8 0,030
’, impao+Tampdo+Substrato 10 0,021
@ampﬁ:o + Tampéo + Tampéo 7 0,025

IV — COMENTARIOS

A técnica titimétrica, inicialmente usada por ser sim-
ples e dispensar maior aparelhagem, demonstrou muito me-
nores valores para a colinesterase de origem bovina em rela-
gao aquela existente no séro humano. Por éste processo cons-
tatou-se que, em algumas amostras, o indice encontrado, para
a enzima em estudo, tinha valor igual a zero. Se outro método
cﬂnflrmasae éste fato a dosagem da colinesterase, em vacas
'Ieltmras da raca Holandeza, néo teria finalidade clinica, uma
Y€z que os valores baixos s@o os significativos nas hepatopa-
tlas Por éste motivo passou-se a usar a técnica de Michel que,
em relacio 4 titimétrica, apresenta a vantagem de determinar
2 atividade da enzima por diminuicdo do pH medido em po-
%encmmgtm a0 passo que a ultima técnica citada baseava-se
na mudanca de cér de uma solugio, mudanca esta determi-
na&a visualmente e, entfo, sujeita a érro pessoal.
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Como no caso da dosagem por alcalimetria, pelo méto.
do potenciométrico compararam-se os indices da mesma engj.
ma em plasma humano e bevino. Para plasma humano encon-
trou-se um A pH/hora de 0,956 centra 0,753 obtido pelo idea.
. lizador do método. Em bovinos foram, como na investigacig
precedente, muito mais baixos os valores achados, porém sem
nenhum resultado nulo.

Como a média obtida foi muito baixa procurou-se veri.
ficat se mudando o esquema de incubacao, omitindo algumag
variaveis fundamentais, mudava também a média dos valoreg
encontrados. (Tabela IV).

TABELA IV

VERIFICACAO DA COLINESTERASE PLASMATICA DE VA.
CAS LEITEIRAS DA RACA HOLONDEZA. EFEITOS DA [E],
DA DESNATURACAO E DOS fONS Mg +-+ (Cl, Mg 0,05 M),

MATERIAL INCUBADO Agl';s,frzs A llza}ééli‘oora
Plasma Normal 8 0,051
* Plasma Fervido 8 0,050
Plasma 1/50 9 0,118
Plasma com Cl, Mg 6 0,097
Plasma sem C1, Mg 6 0,097

As tabelas III e IV mostram que ha uma variagio de
PH semelhante em casos em que hé falta de enzima ou de
subtrato e que a desnaturacéo térmica da enzima, do mesmo
modo, nao modificou o resultado. Foram, também, sem efei-
to o aumento da concentracio da enzima ou a adicio de clo-
reto de magnésio (limitante na determinacéo titimétrica).

* Em amostras de plasma humano: desnaturado/ pH/
hora=0,10 e ncrmal/ pH/hora=0,895.

V — CONCLUSAO

Baseando-se nos dados expostos pode-se afirmar que.
nas amostras de sbéro ou plasma, de vacas leiteiras da raca

Holandeza, que foram examinadas, a colinesterase nido fei
- observada ou, se desenvolvida, sua atividade foi baixa para ser

detectada pelos métodos empregados.

VI — RESUMO

O autor investigou a presenca de colinesterase em séro
e plasma de vacas leiteiras da raca Holandeza empregando os
métodos de Michel e Titimétrico. Usando como padrio a ativi-

-dade da enzima em homens, concluiu pela inexisténcia da
~‘mesmas nas amostras examinadas pelos métodos citados.

SUMMARY

Investigation was made about presence of colinestera-
se in serum and plasma of milk cattle (Dutsch Race) by utili-
zing the methods of Michel and Titimetric.

Based on the activity of the enzyme in human hodies,
what was utilized as standard, the auctor concluded on the
inexistence of the enzime in the samples examined by the in-
dicated methods.
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