Aliesterase no sdro de alguns animais de laboratério
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Os térmos “lipase” e “esterase” sio empregados indistintamente na lite-

ratura, ainda que estas enzimas sejam entidades separadas.

Em 1932, Cherry e Crandall propuseram o térmo lipase” para a en-
zima (ou enzimas) capaz de desdobrar as gorduras verdadeiras e os 6leos,
€ O térmo esterase” para a enzima (ou enzimas) que agem sObre ésteres
simples. O emprégo de substratos sintéticos e inhibidores especificos trouxe

um grande impulso na caracterizacio destas enzimas (1), (2), (3), (4), (5).

Recentemente, Adams e Whittaker conseguiram demonstrar que as en-
zimas que catalizam a hidrélise dos ésteres alifaticos tais como o butirato
de metila e a tributirina, sio ‘“esterases alifaticas” ou aliesterases” . Di-
ferem das “lipases” que ainda que possam hidrolizar triglicerides mais simples

hidrolizam acidos graxos de cadeias longas (6).
A “esterase”, “aliesterase” é um constituinte normal do soro, enquanto

que a lipase” nao o ¢ (Richter e Croft) ((2)2

Tém sido propostos para a determinacao da lipase métodos biologicos,
fisicos e quimicos (8), (9), (10).

Em 1947, Huggins e Lapides publicaram um novo método quimico para
a determinagdao da ‘“esterase” do séro, “aliesterase’ A enzima tamponada

em pH 6timo, age sébre o substrato, que é no caso um éster incolér de para
nitrofenol. A acao enzimatica é determinada colorimetricamente baseada no

teor de para-nitrofenol libertado (11). No presente trabalho foi usado como

substrato o propionato de para-nitrofenol.

i

E dificil encontrar na literatura valores normais para a esterase’ do
soro de animais de laboratério. Huggins e Moulton investigaram o modo
de distribuicio da esterase nos varios tecidos e no sangue do rato (12).

Procuramos entdo determinar os valores normais nao SO para o soro do

rato, como do hamster, cobaia e coelho.

—— e o ———

(*) Laboratério de Bioquimica, Instituto Qswaldo Cruz.
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METODOS

Todas as amostras foram obtidas por puncao cardiaca. A determinagao
da aliesterase foi feita pelo método de Huggins e Lapides ja descrita por
nés em trabalho anterior ligeiramente moditicado (13). O substrato usado
foi o propionato de para-nitrofenol preparado pela técnica de Spasov (14)

(§), e o soro tamponado em pH 7.0. As leituras foram feitas no espectro-
fotometro de Beckan e no comprimento de onda de 400 my Todas as deter-
minacdes foram feitas em 0.1 ml de s6ro e em duplicata.

RESULTADOS

Foram encontrados dois padroes diferentes para a atividade esterasica
do soro do rato de acordo com o sexo.

-

E interessante notar aue os valores obtidos com soéro de ratas fémeas

normais apresentam flutuagoes ligadas ao ciclo estral.

A média global foi de 11.6 +4.01 com um }; = 0.83. O estudo em

separado dos varios grupos evidencia a influéncia da fase estral sobre o
tedr da esterase no soro. Os valores mais altos foram obtidos de ratas em
proestro enquanto os animais emn diestro apresentaram 0OS menores valores.
Estas variacoes poderdo ser melhor observadas nos auadros I e Il

QUADRO II

ALIESTERASEMIA E FASE ESTRAL

FASES DO CICLO I B B : Ey

| ANIMAIS | |

i .
T T 15 0 e e e 1 e S SR SRR A | S .35 1.82 0.64
| B oIS 1 0 i el et T e S e | 7 15.54 2. 20 (.86
IR T Rt s de g s o gl o o o e g s LR | 4 14.75 1.26 0.65
N e R O T e S S o, o oo 5, o 4 10.075 1.00 0.50
T ) T R e S i i e 5 .5 23 11.6 4.01 0.83

Com se pode observar ha uma diferenca acentuada nos valores para a
esterasemia nas varias fases do ciclo. Isto demonstra que a concentracao da
esterase no soro encontra-se intimamente ligada a producao ou metabolismo

(*) Agradecemos ao Dr. Augusto Cid de Mello Perissé a preparacao deste substrato.
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QUADRO T
ALIESTERASE NO SORO DE RATOS NORMAIS (FEMEAS)
| s
N o -, ALIESTERASE EM :
2RO 1 ml pE SORO EM d d
: : ] | B
| Diestro | ‘
A tmn, Tl = 112 | 5.2 6.4 | 40.96
o e e A L 114 | .8 4.8 23 .04
2 T P S 115 6.8 | 4. 8 23 .04
B &0 aia s Riolatsiata Nl I taiale s o e | 120 | 6.5 | 2.1 26.01
A R e A 122 | 5.2 | 6. 4 40 96
2 .............................. 193 7.9 | Sl 13.69
L1155 520 353715 = sty w oat okginin w wise sialinsnld 220 9.9 1.7 2.89
et Ak e Nl L g s | 2920 10.5 1.1 121
; | Proestro | |
| | | |
O el e e e Rl | 110 | 10.5 | Lol ehnog
(0 e IO SRS ; 113 16.2 | 4.6 | 21.16
1} .............................. | 118 | 14 .4 5 2.8 | 7.84
L e R S | 123 16.5 4.9 24 01
0 Tl o I e T e e el 126 16.5 4.9 24 01
1-} .............................. 135 17 .2 .6 31 .36
55, e O S el Ml | 157 17.5 5.9 34 .81
i | |
| Estro | ‘
ORI L 120 16.2 4.6 | 21.16
i it e 5 15w afrs o e e e e ] 124 | 15.5 | 3.9 15.21
S e 187 ol 13.5 1.9 3.61
e e e D= e B e B IR | 137 | 13.8 22 4.84
Metaestro
200 g en e e v an AN s e e | 120 10. 1 | 1.5 2.25
;} .............................. | 233 10.5 | | [ | 1.21
72 .............................. | 247 9.2 | 2 4 5.76
% i g et St R S | 2l TR S 10 5 5 1.1 1.21
4 | |
———
(x)
M = . 371.45
M = 11.6 + 4.01
(d)*
g = — = 4 .01
N
Eaxg |l T = (0.83
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dos estrogénios. Uma analise déstes valores pela aplicacio do test da signi-

ficancia demonstrara melhor essas variacoes:

M, — M, onde: M = wvalores médios
S g O WM t = soma dos desvios
]-“’]/ N, + 1/ N, N = numeros de casos
| analizados,

15,94 — 2,25
logo, ol e - SRS -

2.19)/ 1/8 +1/7

|
~]
<

Calculado o ¢ verifica-se entdao que a diferenca ¢ muito significativa
demonstrando-se assim a influéncia da fase estral sobre a esterase do soro.

Foi calculada também a variancia total, variancia entre os grupos e a va-
riancia dentro dos grupos. O gquadro abaixo apresenta os resultados em

c€SUmo:

VARIANCIA

NONTT - A (R SOMA DE GRAUS DE r o2y
FONTE DA VARIACAO COABRAOS il T e VARIANCIA
ll —
Entre as médias dos grupos........ | 302.3125 3 100, 77083
|
Dentro dos grupos................... 69,1375 19 3. 63881
POTAT |z 5 aim st s & Sl ui s S gpdes 371.45 22 —
100,77033
F = —— — = 27.6
3.638816
INTERPRETACAO
Para vy, = 3 e y, — 19, as tdbuas de Snedecor dao um valér de F

entre 3,10 e 3,16 no ponto de significancia de 5% . O valér observado, fi-
cando muito acima, é altamente significativo.

Tendo as ratas sido classificadas nos auatro grupos sequndo o critério
da fase do ciclo estral, conclue-se aue as divergéncias entre as diversas
meédias da esterasemia estao ligadas ao metabolismo estrogénico.
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Os ratos machos normais apresentam- valores mais baixos e uniformes

como se pode vér no quadro III.

QUADRO 111

ALIESTERASE NO SORO DE RATOS NORMAIS MACHOS
M

S o} | ALIESTERASE EM | | >
N. | AR, [ I ml pE sOrRO | d | d
Lot S T e M W b sy | 220 7.1 0.2 |7 0.04
R ) SR D aepcl. - ; 230 7.9 550 I 1.00
DI - o Y v arwair i e S AR | 250 9.1 20 4.84
e R o 33 o are o el | 220 | 6.7 0.2 0.04
T e I ) 210 | OFs 0.6 0.36
35 ar e SRR ORIy o 1 210 708 0.4 0.16
CREE Brio i BRI o e o ave e arall 214 7:3 0.4 0.16
SO P v, B G 220 7.3 0.4 | 0.16
Pt e ol WL ol [ | 22() 6.3 0.6 0.36
O e st e e e Ty | 227 8.1 | 152 1.44
1 SRS e SR oy W=l Sl e 232 6.3 0.6 0.36
d T e s TS Ao o weae e S 234 7.3 0.4 | 0.16
1L YT S o s P i S Sy 250 59, 1476 2.89
S s M S g BN S g | 23 | 52 17l i2ERge
O o s B o £t P i & 5 i % Noare e AR | 280 I 6.7 0.2 | 0.04
| |
e
& 14.90
_ (X)
M = ——
N

N
o)

J‘:M — — 026
v/ N

Atim de evidenciar melhor a influéncia do sexo sObre a esterasemia,’
calculamos também o ¢ com a média global obtida para as fémeas tabeladas:
no quadro I e a média dos valores obtidos para os machos do quadro III:

i\1| = i'V[;g — 116 = (')()
t — | : _' —'—"_' e —:' = e e 2*“4.4

1/N; + 1/N, 3,27 /1/15 + 1/23

Donde se deduz que o valor de ¢ comparando os grupos macho e
fémea também ¢ significativo.

Na cobaia notam-se diferencas nas meédias. Os valores para as fémeas
foram mais ou menos constantes. Deve-se assinalar entretanto serem as
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fémeas usadas para estas dosagens, de apenas dois meses de idade e de
procedéncias diversas. Os machos eram animais de 3 e 4 meses e todos per-
tencentes a mesma colonia.

Nos auadros IV e V encontram-se tabelados os valores obtidos.

QUADRO 1V

ALIESTERASE NO SORO DE COBAIAS NORMAIS (FEMEAS)

= (0 036

i | .
N o | ALIESTERASE EM | |
s g 1 ml DE SORO EM d I d
| _ | o
' Destro |
|
et B T 8 et s b & 7 o 3 reting 230 4.52 0.02 0. 0004
ST el R W e T e SN S 294 ‘ 4. 22 0.28 0. 0784
|ﬁ Proestro
34, < LT e s o SO SRR 190 4.63 0.13 0.0169
L e e s 199 4 .57 0.07 0.004Y
T L2, o o A N el SRy = 204 4 .47 0.03 0.0009
S e i 206 4 .47 0.03 0. 0009
A TNy By B ST SRS T e s i S 209 4 .84 0 34 0.1156
R B e e, 1o on 3 v ok o ot i O 211 4.52 .02 0.0004
O e T o e S e 4 1o 220 4 .63 0.13 0.0169
[ ()RR B o 0 0 e e 8 B SR 227 4 .30 0.20 0.0400
L R T o e i £ Tor s lret B R i s 278 4 .57 0.07 0.0049
$2m S S M, W s el eh e s b e 178 4.73 0.23 0 0529
lstro
e, el o Bk R wlll s &2 o ieen & cui 245 4 .42 0.08 0.0064
b e e T T e o 247 4 .52 0.02 0.0004
D L e, Sl b L M sl e b1 e sava 257 4 .30 0.20 0.0400
] e U ale et RYE ). 575 & 8 e 280 4.42 0.08 0.0064
Metaestro
e B sl L L A AT L <Ll s 292 4. 52 0.02 0.0004
W
(). 3867
(x)
B"Il 3 e
N
M = 4.50 + 0.15
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QUADRO V

ALIESTERASE NO SORO DE COBAIAS NORMAIS (MACHOS)
h‘m

o ALIESTERASE EM %
N, R0 1 ml pE soro d d
| .
D s e L o o 377 3.94 0.34 0.1156
e AT gl il B S - 410 3.97 0.31 0.0¢61
LR RO o O e e 410 4.00 0.28 0 0784
" 2K I S T SR 417 3.94 0.34 0.1156
DB IR L i e e el 444 4 42 0.14 0 0196
R A T, © 450 3.84 0.44 0.1936
(o 0 et | W e S el 468 1.31 0.03 0.0009
L e L S ) 500 3.90 0.38 0.1444
? S S DR P 185 4.21 0.07 0.0049
LS S e s e e 248 4.34 - 0.06 | 0.0036
1 W g ol B R o | e 208 | 4.31 | 0.03 | 0.0009
O W e " N - el 295 4.57 0.29 | 0.0841
e AN S o et 300 1.52 0.24 | 0.0576
I I e O | 312 4.73 - 0.45 | 0.2025
175 R S A S | 315 4.47 - 0.19 | 0.0361
i " S e N, S JOY Pl T S | 316 4.42 0.14 0.0196
e S SRS SRR | 376 1.90 0.62 | 0.3844
| | ?
Mﬂ“—"‘““—
1.5579
(X)
..\I-; — v =
N
M; = 4.28 + 0.30
(d)?
s 2 = |/—— = 0.30
N
g
Eu, = — = 0.073
vV N
My — M, 4,50 — 4,23
t = ———— = = 2.6
v 1IN1 + 1/N; 0,24 X 0,34

Apesar dos valores apresentados pelas fémeas serem pouco mais ele-
vados, calculando-se o t verifica-se ser esta diferenca significante.
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Para os hamsters e coelhos, foram calculados apenas as médias e
desvios. Entretanto, nos quadros VI, VII e VIII podem ser apreciados os
valores registrados para estes animais.

QUADRO VI
ALIESTERASE NO SORO DE COELHOS NORMAIS (MACHOS)

N o PRt .-\l.IESTI'ZH-\h;l-J .1-:11 | 3 g
| ]l ml DE SORO
[ b 0 S L I SRy I DN o 1 .R00 4 34 0.07 0.0049
S B et B s 0 T T o B 1.800 4. 31 0.10 | 0.0100
o IR o o s rarhre 3 e oy ey 1. 8K0 4.71 0.30 | 0.0900
sHatiion e NG 5 1 2. 000 4. 57 0.16 0.0256
S35 e TR s B ™ S I I S R I 2.120 4.15 .26 0.0676
DR R o s A e s ok s 2. 230 4 36 0.05 0.0025
kR LN 2 S S S 2.420 4 34 0.07 0.0049

S i b B e i e e b 3.200 4 52 0.11 0.0121
}.2176

| (x)

M = ——
N

<

QUADRO VII

ALIESTERASE NO SORO DE HAMSTERS NORMAIS l_'?il.\C]Ii'}S']

N DERG ALI 1-:5'1‘14:_1{1,-1\:-:112 M q q2
Il ml pE SORO
L I TP T T SRy 102 4.10 0.0
TR AR o R b e N vl 55 e o 103 4.21 0.11 0.0121
I S T T e T T S 103 4.00 0.10  0.0100
0.0221
(x)
M = ——
N\
M =410 = 0.085
/’I (dd)?
c = |/ - = (.03
.- N\
2 |
Ex = — - = (.049
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QUADRO VIII

ALIESTERASE NO SORO DE HAMSTERS NORMAIS (FEMEAS)

; | wel | ALIESTERASE EM >
N S | I ml pE sORO | d | d
Pl > !_ : _.____.___I__ﬁ_ = LAY | | )
e s ' 110 3.94 013 | 0.0169
L o T e SO R G il 6 3.49 | 0.32 | 0.1024
DA 3 st 5 . 2w ot rar s Pectirs e Ho 4.00 0.19 0.0361
| | |
MM
0.1554
(X)
VI = ——
N
M = 3.81 = 227

¢ = = | = ()27
Ex = - = 0.133
\gf N

SUMARIO

A esterase, aliesterase, foi determinada no séro de 38 ratos de ambos os
sexos, 6 hamsters, 34 cobaias e 8 coelhos, pela técnica de Huggins e Lapides.
Os resultados obtidos para os machos e témeas foram tabelados em sepa-
rado. As fémeas apresentaram uma esterasemia maior que os machos, com
uma meédia global de 11.6 U/ml + 4.01 e um erro padrao de 0.83 en-
quanto que para os machos a média foi de 6.9 U/ml = 0.99 com um erro
padrao de 0.26. A significancia calculada pelo ¢ foi de 4.4 Isto demonstra

a interferéncia da aliesterase na producio ou no metabolismo dos estrogénios.

Os valores médios encontrados para as cobaias foram 4.50 U/ m] +
0.15, com um érro padrdo de 0.036 para as fémeas o 4.28 U/ml = 0.30

com um erro padrao de 0.073 para os machos, sendo = significancia

(f) de 2.6.

Para os coelhos (machos) a média foi de 4 4] U/ml = 0.16, com um

erro padrao de 0.058 enquanto para os hamsters os valores foram de 4.01
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U/1 = 0.085, érro padrao de 0.049 para os machos e 3.81 U/ml = 0.227,
érro padrao de 0.133 para as [émeas.

Os animais castrados mostram uma diminuicao progressiva da esterase
no soéro, enquanto que nos castrados e tratados com estrogenios, €stes va-
lores atingem o teér normal. Os resultados obtidos nestes casos serao objeto
de publicacao ulterior.

Agradecemos ao Dr. Washington de Almeida a analise estatistica do pre-
sente trabalho.




