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RESUMO HISTORICO

A theoria de Wieland considera como « acceptores de hydrogenio »
certas subslancias facilmente reductiveis, capazes de Tetirar o H das
oxydacdes metabolicas. Deve-se a Hopkins uma importante contribui-
¢ao ao estudo das oxydacdes physiologicas. Isolou elle em 1921 dos
tecidos animaes-e vegetaes um «acceptor de hydrogenio » ao qual deu
0 nome de glutathion. A descoberta de Hopkins teve por inicio os
trabalhos de Rey-Palhaide apresentados 4 Academia de Sciencias de
Paris em 1888. Este pesquizador fol quem primeiro observou a pro-
priedade que possuiam as cellulas de levédo e seus extractos aquosos
de reduzir o S 4 frio. Mostrou depois que muitos tecidos possuiam a
mesma propriedade e n'uma série de communicacdes manteve sempre
0 ponto de vista de que o H labil existente nas cellulas gozava
de importante funcc¢do respiratoria. Rey-Palhaide propoz o nome de
« philothion » a essa substancia que a principio suppoz carregar o H
labil; mais tarde em seus ultimos trabalhos considerava o philothion
como um « hydrureto de albumina » e s6 apés a publicacio de Heffter
(1908) acceitou a existencia do H labil em grupos sulfidrylicos (—SH).

(*) Recebido para pnblicacdo a 26 de Junho de 1934.

' Trabalho feito no Instituto Oswaldo Cruz e no Laboratorio da Clinica Dermatologica da Facul-
dade de Medicina (Servico do Prof. Rabello).
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Depois que Morner empregou a reaccio do nitroprussiato de so-
dio para a identificacio da cysteina, numerosos pesquizadores (Gola,
Buffer, Heffter, Arnold), mostraram a existencia do grupo sulfidrylico
nos tecidos animaes e vegetaes. Heffter em 1908 applicou a reaccdo do
nitroprussiato a um grande numero de tecidos e extractos, obtendo
reaccao positiva em muitos casos.

Arnold, em 1911, mostrou que o test de nitroprussiato, em con-
di¢cdes apropriadas, podia ser considerado positivo para todos os tecidos
organizados. Para este autor o grupo S.H pertencia 4 cysteina e fa-
zia parte da constituicio primaria de toda cellula.

Heffter, apezar de nio ter conhecimento da natureza chimica da
substancia, formulou hypotheses muito suggestivas. Assim, julgava que o
grupo— S H pelo seu hydrogerio era responsavel pelas propriedades re-
ductoras do protoplasma como tambem indirectamente pelas oxydacoes da
cellula, passando da férma sulfidrylica— S H para a disulfurica S — S.
Heffter chamou a attencido para o facto de que a cysteina podia ser redu-
zida para cystina sob a accido do sulfito de sodio e suggeriu a ideia de que
na cellula, alguma substancia semelhante ao sulfito age como um «accep-
tor» do oxygenio da mollecula da agua, libertando o hydrogenio que vae
reduzir o grupo disulfurico. As hypotheses de Heffter ndo passaram, en-
tretanto, do dominio theorico.

Em 1921, Hopkins, procurando determinar a natureza chimica
do conslituinte a que Rey-Palhaide chamou de « philothion », fez um
exhaustivo estudo em fraccoes dos extractos tissulares e conseguiu isolar
do levédo, do musculo e do figado de mammiferos, a substancia res-
ponsavel pela reaccio do nilroprussiato, que foi por elle considerada
como um dipeptide do acido glulamico e cysteina, propondo por isso
0 nome de glutalhion.

Stewart e Tunnicliffe (Biochem. Journ. 79, 207 (1925). synthe-
tisaram o dipeptide e confirmaram a formula:

SH. CH.. CH. NH. CO. CH,. CH,., CHNH,. COOH

COOH

Entretanto, Hunter e Iagles (1) mostraram que o glutathion era
um tripeptide visto os preparados synthetizados por elles terem evi-
denciado sempre mais Nitrogenio e menos Enxofre do que a formula

indicava.
FHopkins (2), reinvestigando o problema confirmou o trabalho de

Hunter e Eagles, conseguindo acido glutamico e glycina por meio da
hydrolyse.



Novembro, 1934 G. Villela e J. Campos: Glutathion no sangue 3

Kendall, McKensie ¢ Mason (3) publicaram resultados semelhan-
les. Kendall em trabalho posterior (4) mostrou que no glutathion o
acido glutamico estd unido 4 cysteina e esta ao grupo aminado da glycina,
devendo sua formula ser assim representada:

H H
| |
HOO(_‘—-—(I—-—-CHE—*CHg—CO NH——-(I;—-C.O NH — CH, — COOH
NH, CGH,SH
acido glulamico cysteina ylycina

O glutathion é portanto segundo a moderna nomenclatura a glu-
lamil-cysleinil-glycina.

Existe sob duas formas: oxydada e reduzida, sendo a oxydacio
e reduccido resultante da reaccido reversivel do grupo = SH.

R — SH 4 HS R—S—S—RIH:

As reaccdes que caracterizam o glutathion isio reaccoes quali-
tativas communs aos compostos sulfidrylados.

1) — Aquecido em meio alcalino com plumbito de sodio, ou com hy-
drato de chumbo, forma um precipitado de sulfureto de chumbo.

2) — Reaccdo do nitroprussiato de sodio. 2 a 3 cc. da sol. sulfidry-
lica mais algumas gottas da soluciio fresca de nitroprussiato a 5 %
mais 1 a 2 gottas de ammoniaco concentrado (Hopkins) = colora-
cao vermelha que desapparece rapidamente.

3) — Modificacio de Rothera. Consiste na addicio prévia de sulfato
de ammonio em concentracio elevada intensificando a reaccao.

A reaccdo do nitroprussiato s6 pde em evidencia as for-
mas reduzidas.

4) — Reac¢do de Walker. Substituir o alkali pela solucio de cya-
neto de potassio a 10 9%. Solu¢fio a estudar mais gottas de nitro-
prussiato a 10 9%, mais gottas de cyaneto de potassio até a al-
calinidade. As formas reduzidas dio immediatamente uma cor

vermelha magenta; as férmas oxydadas ddo a mesma coloracio
com certa demora.

o) — Reacgdo com o acido phospho-tungstico. Tanto o glutathion como
a cysteina reduzem em soluciio alcalina o reactivo de Folin-Wu

¢ ddo uma coloracdo azul que foi o ponto de partida de um
methodo colorimetrico para a cysteina.
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6) — A reaccdo especifica da cysteina (Sullivan) com o 1-2 naphto--
quinona-sulfonato de sodio ndo d4 menhuma coloracio com o glu-
tathion (Hess).

Importancia do glufathion e seu modo de accdo nas

oxydacoes physiologicas

Devido a presenca do systema reversivel H, S — S S+ SH
o fripeptide de Hopkins assumiu enorme ‘importancia no campo das
oxydacodes e reduccdes em biologia. Bem cedo se verificou (ue a reaccao
do meio exerce uma grande influencia sobre esse equilibrio. Na zona
de pH visinha da neutralidade o glutathion é facilmente auloxydavel,
ao confrario a autoxydacido é pequena em zonas de pH distantes de um
e outro lado da neutralidade.

O glutathion dos tecidos existente sob a férma — SH é particular-
mente autoxydavel devido ao pH tissular.

A faculdade de transformacio do glutathion reduzido em gluta-
thion oxydado é grande. Observa-se tambem facilmente a transforma-
cdo da forma oxydada reduzida sob a accio dos assucares reductores
e mesmo do cyanete de potassio.

O modo de accdo do glutathion nas oxydacdes physiologicas pode
ser assim eschematicamente representado:

( —SH
+ O,

G_'S—"‘ S“*G“{“‘IIiOg
< H,

G —SH HS — G

G glutathion age pois como um acceptor de hydrogenio, remo-
vendo este elemento dos tecidos e passando-o ao oxygenio. O peroxydo
de hydrogenio que se forma é decomposto em agua e hydrogenio pela

calalase tissular que assume ahi uma funccio protectora e definitiva
(Bodansky). |

EXISTENCIA NOS TECIDOS:

Em 1925, Tunnicliffe (5) introduziu um methodo de dosagem
do glutathion baseado no facto de ser o grupo — SH passivel de oxy-

dagcdo pelo iodo para o grupo S—S e relativo portanto ao contetdo
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de glutathion dos tecidos. Surgiram em seguida varios trabalhos mos-
trando a porcentagem do glutathion nos tecidos vivos.

Blanchetiére e Binet (6) avaliaram systematicamente para o cio
o teor em glutathion reduzido (G. SH) de varios orgios, publicando

os resultados seguintes:

GSEE em mgrs. 9/,
Figado 245 396
Pulmao 74 37
Baco 193 215
Rim 264 306
Musculos 67 31
Coracao 103 136
M. recto o8 =
2 Suprarenal 374 5985
Thyreoide 143 293
Pancreas 201 234
Ovario 143 324
Testiculo 25D 266

As vistas se dirigiram depois para o sangue que nas primeiras pes-
quizas nao foi encontrado, (Hopkins, Tunnicliffe), embora os primitivos
resultados de Arnold accusassem a presenca da reacciio do nitroprussiato
nos filtrados de globulos livres de protides.

Pouco tempo ap6s a publicacio do methodo de dosagem por Tun-
niclitfe, Holden isolou 50 mgrs. de glutathion de 1 litro de sangue de car-
neiro e achou que o glutathion se achava inteiramente unido aos globulos,
nao existindo no plasma (7). Thompson e Voegtlin dosando-o no sangue
de varios animaes verificaram tambem a sua ausencia absoluta nosoro (8):

Sangue Total Globulos  Soro

G—SH GT G—SH GT G—SH GT
Ciao 20 24 55 19 0 0
Rato 22 30 46 53 0 0
Porco 31 39 70 03 0 0
Boi 35 39 73 81 0 0
Vitello 36 38 66 74 0 0
Carneiro 38 41 86 | 100 l 0 0
Coelho 49 54 104 114 0 0
Cobayo 49 28 143 151 0 0

=T — e ———

P

2 Nota-se gne a suprarenal € particularmente rica em G. S. H o que fez Loeper attribuir-lhe papel
no metabolismo do enxofre.
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Varios outros autores (Brown e Kolker, Hunter e Eagles, Harding
¢ Cary, Uyei, Blanchetiére, M¢lon e Binet) investigaram o contetido de
glutathion do sangue de varios mammiferos.

GLUTATHION NO SANGUE HUMANO NORMAL

A primeira determina¢io no sangue humano normal, foi feita por
Turner que encontrou, usando o methodo de Tunnicliffe, a média de
107 mgrs. por 100 cc. de globulos.

Benedict e Newton (9), em 18 casos, usando um methodo de
dosagem baseado na reaccio do nitroprussiato de sodio deram a média
de 55 mgrs. por 100 cc. ‘de sangue total. Zunz encontrou 44.45 de
glutathion reduzido e 55.66 de glutathion oxydado (10). Schelling (11)
empregando o methodo colorimetrico pela reduccio do ferrocyaneto, pro-
posto por Mason, did a média de 22 mgrs. Uyei encontrou 50 mgrs.
(12). Hess obteve como média para a férma reduzida 59 mgrs. ¢ 62 mgrs.
para a forma oxydada (13). Este autor empregou em' suas determinacoes
0 methodo iodometrico de Okuda usado para a dosagem de cysteina. Mais
recentemente Woodward e Fry empregando um' novo desprofeinisanie e
usando a iodometria encontraram a média de 34 mgrs. para G—SH e 3
a 11 mgrs. para G—SS (14).

CAUSAS QUE INFLUEM NA DETERMINACAO DO GLUTATHION
NO SANGUE

O desaccordo entre os valores mencionados deve-se 4 pouca pre-
cisdo das technicas empregadas e sobretudo # pluralidade dos reacti-
vos desproteinisantes que nio permittem sempre obter filtrados quan-
litativamentle homogeneos. Em primeiro plano estd a acidez final dos
filtrados que varia de um processo para ouiro, influindo enor-
memente nos resultados, devido 4 maior ou menor autoxydacio pro-
cessada. Desde que se trabalhe em condicdes especiaes de pH, tanto
nas titulagcdes iodometricas como nos methodos colorimetricos os resul-
tados podem ser comparaveis.

Na obten¢do do filtrado de sangue para a determina¢io do giu-
tathion dois cuidados devem ser rigirosamente observados:

1. —Que o glutathion seja totalmente extrahido dos globulos.
2. —Que ndo se perca o glutathion pela autoxydacio.

O filtrado de acido trichloro-acetico usado primitivamente por Tun-
nicliffe teve por fim evitar a autoxydacio. Realmente, devido a grande
acidez final do filtrado a autoxydacio que se observa é pequena. Segundo
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Bierich e Kalbe a autoxydacio é de 59 em 3 horas, desapparecendo esse
erro quando se faz a titulacio immediatamente (15). Entretanto, o glu-
tathion nac ¢ totalmente extrahido pelo acido trichloro-acetico conforme
verificaram Gabbe (16), Gulland e Peters (17) e Schelling (11), nio
podends portanto ser esse acido empregado como desproteinizante nas
determinacdes do glutathion. Usando-se o methodo de Folin-Wu, a ex-
lraccao do glutathion é total conforme se tem verificado pela recupera-
¢ao do tripeptide addicionado ao sangue antes da desproteinizacio. Quando
se emprega na diluicdo de 1:10 o pH final é de 5.5 sendo insufficiente
para prevenir a autoxydacdo que exige uma acidez mais baixa.

Schelling empregando nas dosagens do glutathion o methodo co-
lorimetrico de Mason propoz a modificacio da diluicio de 1 :5 ficando
o pH em 4.9. Essa acidez é ainda insufficiente para prevenir a perda
dos grupos —SH e por isso Mason em seus ultimos trabalhos pro-
poz uma modificacao (18), augmentando a acidez de modo a evitar a
autoxydacio.

Hess, em trabalho publicado em 1929, aconselha a desproteiniza-
¢ao pelo acido tungstico-molybdico (technica de Benedict e Newton).
A extraccio do glutathion é total e a autoxydacao € nulla, s6 se pro-
cessando ao fim de algumas horas. O pH do filtrado é de 3,5.

Mais recentemente, Woodward e Fry propuzeram apos repetidos
cnsaios, um novo desproteinizante para a determinacio do glutathion,
fornecendo um filtrado que satisfaz inteiramente as duas condi¢cdes acima
mencionadas. Esses autores verificaram que usando-se o acido sulfo-
salicylico o glutathion ¢é totalmente extrahido e o filtrado possue uma
acidez sufficiente para evitar qualquer autoxydaciio. O pH final é de
2.0. O glutathion addicionado ao sangue, antes da precipitacdo dos pro-
lides ¢ recuperado na porcentagem de 97 a 100 0.

— _— —_——— —=  — —_— e ——

Qe G“.S H ﬁ-ddicionad;_ G. _S_H d;v sangﬁé_ G. SH to;z-l_l. etulcﬁ;l_t_r_ado G Sﬁ _reéupﬁérado
& mgrs. o/o mgrs. o/o _ mgrs., oo megrs. o/o
138.5 00.8
1 ! s 136.5 07.1
2 100 20.8 }gg? lggg

— - e — - = —
e — —

Determinando o glutathion por varios processos concluimos pela
maior sensibilidade da technica de Woodword e Fry. Ensaiamos de-
talhadamente a technica aconselhada por esses ‘autores, bem como a
de Okuda-Hess, ambos titrimetricos baseados na oxydacio da férma — SH.

Todos os autores estio accordes que sémente a thioneina, que existe
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em pequena quantidade no sangue, pode exercer influencia sobre a titu-
lacdo iodometrica do glutathion devido a existencia na molecula do ag-
grupamento S-H. Em pH extremamenle acido, a thioneina ¢ levemente
oxydada pelo iodo; ao contrario em pH proximo da neulralidade a oxy-
dabilidade ¢ augmentada. Em presenca do glutathionsempre em pH acido
a oxydacao da thioneina se processa € sua maior ou menor oxydacao
¢ funccido da quantidade das duas substancias presentes. Woodward e
Fry mostraram que o glutathion exerce uma accido catalylica sobre a
oxydacdo da thioneina. Quando a relacio entre o glutathion e a thio-
neina ¢ de 1:1 esta se oxyda pelo iodo na proporciao de 48 %, quando
a relacdo ¢ de 2:1 a percentagem sobe a 56 %.

Sendo a relacio de 6:1, isto é, proximamente da que existe
entre esses dois compostos no sangue normal, a thioneina ¢ oxydada
pelo iodo na proporcio de 609,. Tomando como média 5 mgrs. de
thioneina presente em 100 cc. de sangue o erro nas delerminacoes do
glutathion, pela technica de Woodward-Fry ¢é somente de 3 mgrs. %.

O teor de thioneina no sangue ¢ de 5 a 7,5 mgrs. para 100 cc.
(Hunter, Behre e Benedict) para a forma S—S com o iodeto e iodato
de potassio em solucdo acida (19). Fundamentam-se as technicas de do-
sagem do glutathion no processo iodometrico de Okuda empregado no Iy-
giene lL.aboratory de Washington para a determinacio da cystina ¢ de
cysteina. Hess fol quem primeiro empregou o methodo de Okuda na de-
terminaciao do glutathion. Requer as seguintes solucoes:

1) —lodato de potassio m/1.200 (dissolver 0,5350 mgrs. de iodato
de potassio em 3 litros de HCl a 25).
2) — Acido chlorhydrico a 4 9.

3) — lodato de potassio aquoso a 3 9.
GLUTATHION REDUZIDO

T'echnica: — 10 cc. do filtrado isento de protides obtido pelo me-
thodo Benedict-Newton sido postos exactamente a 29 com HCI. Ad-
dicionam-se 2.5 cc. de iodeto de potassio a 59 e mais 2.5 cc. de HCI
a 4 9.

A solucdo ¢ entdo esfriada a 20° C. e titulada com a soluciio
de Iodato m/1.200 com microbureta de precisio, até a coloracao ama-
rella persistente por 1 minuto.

Durante a titulacio a temperatura nido deve ultrapassar a 20° C.
Este detalhe ¢ importante podendo decorrer grandes erros se nio for
bem observado (King e Lucas) (20).

Por meio deste methodo s6 se determina o glulathion reduzido.
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Para determinar a férma oxydada ¢ necessario reduzir o grupo G — S
para — S H.
A technica é a seguinte:

GLUTATHION TOTAL.:

I'echnica: — Para 10 cc. do filtrado addiciona-se 1 cc. de HCI
concentrado a alguns decigrammos de Zn em pé. Aquece-se até a fer-
vura durante 10°. Filtra-se e lava-se quantitativamente. Ajusta-se a aci-
dez do filtrado para 296 com FHCI concentrado. Addiciona-se 2.5 cc.
de iodeto de potasssio a 5% e 2.5 cc. de HCl a 4 9. Esfria-se a 200
(.. e titula-se com o lodato. m/1.200.

Calculo: — Sabendo-se que 6,48 cec. da solucio de iodato de po-
tassio m/1.200 equivalem a 10 mgrs. de glutathion reduzido basta di-
vidit 0 numero de cc. gastos de iodato na titulagio pelo factor 6.48 para
se ter em mgrs. a quantidade de glutathion para 100 cc. de sangue. Sub-
trahindo-se o glutathion total (G. T.) do glutathion reduzido (G -— SH)
lem-se o glutathion oxydado (G — GS).

O methodo de Woodward-Fry é mais simples, consistindo na ti-
lulagaoc de 10 cc. do filtrado livre de protides (a custa da solucio mo-
lar de acido sulfosalicylico) pelo iodato de potassio 0,001 N em pre-
senca de excesso de iodeto a 20¢ C. usando-se a gomma de amido como
indicador interno.

A medida que o iodato € gottejado da microbureta o iodo se li-
berta e ¢ inteiramente utilizado na -oxydacdo do glutathion reduzido.
Quando todos os grupamentos sulfidrylicos (— SH) ‘'sio transformados
em grupamentos disulfuricos (G—S) a menor quantidade de iodo em
excesso dara com a gomma de amido a coOr azul caracteristica que in-
dica o final da titulacio.
| O processo de Woodward e Fry offerece as seguintes vantagens
sobre o de Okuda-Hess e o de Mason (pelo ferricyaneto):

1) — Menor quantidade de sangue empregada nas determinacdes (3 ce.
de sangue dio bastaate filtrado para determinar o glutathion oxy-
dado e reduzido).

2) — O liltrado € obtido mais rapidamente (com 1/2 hora apés punc-
¢cao venosa ja se pode effectuar a primeira titulacio).

3) — Nao ha autoxydacdo siniio ao cabo de 24 horas, podendo-se re-
petir a titulacio nas 8 primeiras horas com resultados sempre
comparaveis.

1) — 0O wuso de indicador interno facilita muito a apreciacio do ponto
oplimo da titulacio.
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O methodo requer as seguintes solucoes:

1) — Solucdo molar de acido sulfosalycilico (22 mgrs. para 100 cc.).
Pesar 25 grs. por ser o acido muito hygroscopico.

2) — Solucio de acido sulfosalycilico a 4 9. (Tomar 45.6 cc. da solu-
cdo molar e diluir para 250 cc.).

3) — lodeto de potassio a 5 9.
4) — Gomma de amido a 1 9.

o) — lodato de potassio 0,001 N (contendo 29 de acido sulfosalicylico).
Desproleinizacdo

T'echnica: — Tomar 1 volume de sangue oxalatado em' proporcoes
optimas (0,01 cc. de K,C,0, a 309% (3 mgrs.) para 1 cc. de sangue)
e hemolizar em 8 volumes de agua distillada, em Erlenmeyer de 50 cc.

2) —Apo6s 5 a 10 minutos juntar (gotta a gotta) lentamente, sob
constante agitacao do baldao, 1 volume da solucio molar de acido sul-
fosalycilico.

Misturar e f{filtrar em papel de filtro sécco (tomando-se 3 cc.
de sangue obtem-se 22 a 25 cc. do filtirado sufficientes para a deter-

mina¢ao das formas oxydada e reduzida). O filtrado apresenta o pH
de 2.0.

Titulacdo :

1) —Tomar 10 cc. do filirado em baldo Erlenmeyver de 50 cc.
2) —- Addicionar 2.5 cc. de acido sulfosalycilico a 4 9.
3) — Addicionar 2.5 de iodeto de potassio a 5 % isento de L.

4) — Addicionar 2 gottas de gomma de amido a 1 9.

o) — Titular (usando microbureta) pelo iodato de potassio 0,001 N (feito
a 29 de acido sulfosalicylico para manter a acidez desejada)
ate o apparecimento de uma leve cor azul persistente. Durante
a titulacao o frasco € conservado dentro de um becker com agua
na temperatura de 20° C. o que nido sé6 mantem fixa a tem-
peratura propria para a titulacdo, como tambem fornece um fundo
claro que tacilita muito a observacio do optimo de viragem (cor
azul). Alias a viragem final é muito rapida e sensivel, bastando

as vezes fraccoes de gotta para se dar como terminada a ti-
tulacio.



Novembro, 1934 G. Villela e J. Campos : Glutathion no sangie 11

Calculo (para 10 cc. do filtrado):

cc. gottas de 0,001 N KO,

3.26 |
de sangue. O valor 3.26 representa o titulo thleorico para 1 mgr. de
glutathion. O titulo theorico ¢ obtido pela titulacio de 1 mgr. de glu-
lathion puro em 10 cc. de acido sulfosalicylico a 2 9%.

X 100 = mgrs. de GSH para 100 cc.

A technica para o glutathion total € a seguinte:

1) —Tomar 12 ou 15 cc. restantes do filtrado.

2) — Addicionar 30 a 40 centgrs. de Zn. em po e deixar reagir du-
rante 20’.

3) — Filtrar em papel de fililro secco para remover o excesso de Zn
(o filtrado apresenta o pH de 2.2 apos esse tratamento).

4) —Tomar 10 cc. em balao Erlenmeyer de 50 cc.

o) — Addicionar 2.5 cc. da solucdo de acido sulfosalicylico a 4 %.

6' — Addicionar 2.5 de iodeto de K a 5 9.

7) — Addicionar 2 gottas de gomma de amido a 1 9.

8) — Titular pelo iodato de potassio 0.001 N na temperatura de 20°C.
200 C.

Calculo: —cc. gastos de 0,001 N

3.20
Subtrahindo do Glutathion Total (GT) o glutathion reduzido (G —
- SH) tem-se o glutathion oxydado (G — SS).

X 100=mgrs. GT 0.

Dando preferencia a technica de Woodword ¢ Fry para as nos-
sas delerminacoes procuramos verificar cuidadosamente o pll final dos
[iltrados isentos de proleinas tornecidos pelo acido sulfosalicylico. Elles
s¢ mantém sempre em torno de pH 2.0. As titulacdoes successivas fei-
las no mesmo filirado apos 2 h., 8 h. e 24 horas nos mostraram re-

sultados sempre comjparaveis ao da titulacio immediata conforme se
vé no quadro abaixo.

Os nossos resultados mostram-se em perfeito accordo com os de
Woodward ¢ Fry. Estes autores igualmente observaram sémente pe-
(quena aulo-oxydacao em 24 horas.
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Auto-oxydacdo do glutathion no filtrado de sangue obtido pelo acido

sulfosalicylico

Sangue mgrs. 0/o Titl. immediato | c/2 hs. c/8 hs. c/24 hs.
LSt 20 .2 25.9 25.8 20.4

I O §g | 31.9 316 31.8 31.8
Q. S5 k. 5.6 Nl 11.4

G. SH 27.6 28.0 27.8 21.9

[l 5 S 39.3 39 5 39.6 39.7
@ SN 12.2 s 1158 17.8

BER 5| 303 30.6 31.0 24 .1

11 G L b 39.5 39.0 38.9 39.3
CILSS 9.2 9.6 1.9 1552

@is STl 32.1 31.8 32.0 20.0

IV GLe 10 41 .4 42 .0 41 .9 41.3
@SS 9.3 10.2 9.9 14.7

:
|
|

_——— s m e E——— — — —m——

As dosagens do glutathion no sangue de 30 individuos normaes
de ambos 0s sexos nos forneceram os seguintes valores medios:

HOMENS : 8 S (R St SR R 27.0 mgrs. 2/o
GisleTetes - . N e e, 5 330N «
S e e s o B 6.6 « «
MUBISHERES T G USE L W ol v 28.4 « «
B I S e o 360.2 « «
B S ST 5 P g S et T 1.8 7 ¢« «

O sangue foi sempre retirado pela manhad por punccio venosp
¢ em seguida oxalatado na proporcio de 0.01 cc. da K,G,0, a 3090
para cada 1 cc. de sangue. A desproteinizacdo feita immedatatamente
permittiu sempfre realizar a titulacio no prazo de 1/2 hora apés a
retirada do sangue. Observandc cuidadosamente a titulacio na tempe-
ratura de 20¢ (. e trabalhando com pipetas e microburetas rigorosa-
mente calibradas, conseguimos valores que se enquadram perfeitamente
dentro dos limites obtidos por Woodward e Fry.

Conforme se vé no quadro da pag. 13 os individuos do sexo feminino
apresentaram valores superiores em l(odas as fraccoes do glutathion.

Os resultados foram sempre mais altos quando determinados pela
technica de Hess.
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Glutathion em [00 cc. de sangue oxalatado (21)

e —— e — — e - — ——— e o — e

HOMENS

— = _— & = — e — — e — ———

MULHERES

mgrs. 0/o mgrs. 0/o
N. Idade | G. SH | G. SS | G. T. N. Idade | G. SH | G. SS GT
1 23 17 2 19 1 22 16 12 28
2 18 21 0 27 2 32 23 5 28
3 33 21 3 24 3 24 24 3 27
4 22 25 5 30 4 38 25 0 31
5 26 24 2 20 5 21 26 0 32
) 23 26 4 30 O 25 23 9 35
7 21 26 5 31 1 40 28 12 40
8 21 20 § 32 8 32 23 12 40
9 53 27 12 39 9 29 238 2 30
10 29 29 12 41 10 o 20 9 38
11 24 30 9 39 11 19 30 0 36
12 23 30 8 38 12 32 30 5 3D
13 20 31 10 41 13 50 37 13 50
14 19 36 4 40 14 33 38 6 +4
15 50 37 11 48 15 19 38 11 49
Media: o o R 663316 8 — | 28.4| 7.8 | 36.2

—— —_——

Introduzindo no final da titulacio o emprego do indicador interno
em vez da simples coloracio pelo iodeto, conseguimos valores sempre
mais baixos o que prova que a sensibilidade do methodo por nés as-
sim modificado ¢ bem maior do que a da technica original de Hess.

ORIGINAL INDICADOR INTERNO
Sangue G. SH. @551 G. SS. G S G.. T. G. SS
1 48 58 10 33 46 13
2 52 56 4 35 52 17
3 54 58 4 38 40 18
4 49 54 5 20 38 0
5 44 49 5 28 38 10
6 40 43 3 25 32 T
Media 47.8 53 5.1 31.3 41 12.3

Empregando a technica de Okuda-Hess e usando a gomma dee
amido como indicador interno a média encontrada para o sangue dos
30 individuos normaes foi bastante mais baixa que a mencionada por
Hess, porém ainda superior a que encontramos pela technica de Wood-
word e Fry, conforme se vé no quadro que segue.
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Observacdes para o sangue de 30 individuos normaes:

Glutathion em mgr. para 100 cc. de sangue

Pela technica de Okuda-Hess

Pela technica de Woodward-Fry modificada
FOMENS: G S. H. 27 34 .6
Q. SS 0.6 11.2
G 8 33.6 45 .9
MULHERES: G. S. H. 28 .4 34 .4
eSS 7.8 12.6
Gk 36.2 46.0

Para o sangue de animaes (cobayo, coelho, gato) encontramos os
seguintes valores:

Glutathion em 100 cc. de sangue oxalatado

Technicas de:

OKUDA-HESS modificada WOODWARD-FRY
@ SE G, 1. @SS Bessimle G b (2SS
Cobayo 23 32 0 17.7 23 )5
Gato 38 .4 46 .4 8 22 4 28 6.4
Coelho 24 36 12 19.2 26 12

Procuramos tambem verificar como se comportava o glutathion
na hyperglobulia e na acrocyanose®. Na hyperglobulia o augmento
do glutathion é consideravel devido a maior quantidade de globulos ver-
melhos porque sio Jjustamente os que contém o glutathion pois o soro

¢ isento delle. No caso presente o doente apresentava 10 milhoes de
hematias por mms.

Glutathion em mgrs. para 100 cc.

o) p R S s L I 19
S. arterial { B IS G ST LN S N e fe e S 2
(O o e e o i o o, o s 21
ACROCYANOSE
G B G e i o o e L 14
S. venoso { GRESONERL (2 o A W T St @ JF 4
G I e e e B i Pl 18
O st o o R ST o s o, T ol Rl S DS L o 55.8
HYPERGLOBULLA { (RSO L Ny ele Sl SRS 107
G 1 Faed STea e Tk 0 SR M L T - et 66.5

3 O caso de hyperglobulia foi a nés cedido pelo Dr. Jayr Fontes a quem muito agradecemos. O de
acrocyanose devemos a gentileza do Prof. Eurico Villela que nos forneceu o sangue bem como a observagao
clinica, A doente se achava internada na 12a. Enfermaria do Hospital S. Francisco de Assis.
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O teér de G. SH no sangue arterial se mostrou superior ao do

sangue venoso, o que estd em perfeito accordo com as observacoes de
Blanchetiere, Mélon ¢ Binet na asphyxia experimental do cio (22).

1)

3)
4)
6)
7)
S)
9)

10)

11)

CONCLUSOES:

1.) — Empregaram-se as technicas de Woodward e Fry e de Okuda-
Hess na dosagem do glutathion do sangue normal.
2.) — 0O emprego da technica de Woodward e Fry offerece van-

tagens em relacido as demais existentes para a determinacao
do G.S. H.

3.) — Modificando-se o processo de Okuda-Hess pelo emprego de
indicador interno favorece-se a leitura do ponto de viragem
e por conseguinle augmenta-se a precisio da technica.

4.) — As médias obtidas para o sangue normal pela technica de
Woodward-Fry foram para os individuos do sexo masculino
de 27 :mgrs.. (GISLHY). 6.6 (. S. S2) e 336 mars (G
e para os do sexo feminino de 28,4 mgrs. (G.S. H), 7.8 mgrs.
(G DY) e 362 mers: (GAIE):

0.) — A autoxydaciio do glutathion no filtrado obtido pelo acido
sulfosalicylico s6 ¢ apreciavel apos 24 hs. Nas oito primeiras
horas ndo ha nenhuma autoxydacio.

6.) — Na hyperglobulia o glutathion do sangue augmenta por causa
da maior quantidade de hematias. Na acrocyanose o sangue
arterial € mais rico nesse composto do que o venoso estando
em accordo com o0 que observaram Blanchetiére, Mélon e
Binet na asphyxia experimental do cAo.
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