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Abstract:

Glutathionperoxidase is an enzyme that catalyses the reduction of hydroperoxides, including
hydrogen peroxide, glutathione reduction. Glutathione peroxidase has the function to protect cells
from oxidative stress-induced changes. Toxicological studies have demonstrated the production of
reactive oxygen species by titanium dioxide nanoparticles. In the present study, it was shown
experimentally change in the enzyme glutathione peroxidase in guinea pigs that was implanted

titanium screw.
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Introducere

Studii toxicologice efectuate pe animale, au
evidentiat generarea stresului oxidativ 1n
prezenta titanului [2, 3, 5, 12].

Manke A et al. si Tkaczyk C, in experimen-
te in domeniul toxicologiei, descriu generarea
de specii reactive de oxigen 1in prezenta
nanoparticulelor de dioxid de titan (Ti Oy) [4,7].
Wang J.X. & al., au descris scaderea activitatii
enzimelor antioxidante, dupa administrarea
injectabil intraarticular, de nanoparticule de
TiO, [10]. Xia & al., si Wangs & al. arata ca
nanoparticule de TiO,, modifica apararea
antioxidanta [9,11]. Sheng L. & al., si Geyu L.
& al., arata, la soareci, efectele negative ale
nanoparticulelor de TiO,, asupra aparatului
cardiovascular, aparatului renal si asupra
ficatului, corelate cu modificari ale stresului
oxidativ [1, 6].

Material si Metoda

Studiul wvariatiei enzimei antioxidante
glutationperoxidaza, a fost realizat n
laboratorul ~ biobazei  Directiei ~ Sanitare

Veterinare Brasov (DSV Brasov), cu avizul
Comisiei de etica, pe doua loturi a 7 Porcusori
de Guineea, la biobaza Directiei Sanitare
Veterinare Brasov (DSV Brasov)-lotul 1-lotul

martor (n=7), si lotul 2- lotul la care s-a introdus
cate un surub de titan in articulatia coxo-
femurald (n=7). La un interval de patru luni de
la introducerea intraarticulara a suruburilor de
titan, s-a recoltat sange pentru detectarea
activitatii enzimei glutation peroxidaza .

Detectia activitatii enzimei glutation
peroxidaza s-a realizat cu chitul Glutathione
Peroxidase Assay Kit Cat. No. 353919
Calbiochem.

Principiul de lucru

Kitul Calbiochem® glutation peroxidaza,
masoara activitatea glutation peroxidazei
(GPX), in mod indirect, printr-o reactie cuplata
cu glutation reductaza (GR). Glutationul oxidat
(GSSG), produs dupa reducerea hidroperoxi-
dului de catre glutation peroxidaza, este reciclat
la starea sa redusd, de catre glutation reductaza
si NADPH:

GPX

R-0-0-H + 2 GSH ---> R-0-H + GSSG +H,0
1)
GR
GSSH +NADPH + H+ =2 2 GSH + NADP+
2)
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Unde: GPX = glutation peroxidaza, GR=
glutation reductaza, GSSG= glutation oxidat

Oxidarea NADPH la NADP + este insotita
de o scadere a absorbantei la 340 nm. Rata de
scadere este direct proportionald cu activitatea
glutation peroxidazei din proba. Testul poate fi
folosit pentru a masura toate peroxidazele
dependente de glutationul din plasma,
omogenatele tisulare, si celule lizate. Initierea
reactiilor - se produce prin adaugarea a 20ul
hidroperoxid de cumen la toate godeurile ce
sunt utilizate. Se va nota precis timpul la care s-
a inceput reactia si se adauga hidroperoxid de
cumen cat mai repede posibil. Se citeste
absorbanta la fiecare minut la 340 nm folosind
un cititor de placi, astfel incat sa se obtina cel
putin 5 determinari la interval de 1 minut.

Determinarea vitezei de reactie:

A. Se determina variatiile absorbantei
(AA340) pe minut si se reprezinta grafic.

B. Se selecteaza doua puncte de pe
portiunea liniara a curbei si se calculeaza
variatiile absorbantei in acest timp cu ajutorul
urmatoarei ecuatii:

. A340 Timp 2 — A340 Timp 1
AA340/min = = b2 .
Timp 2 (min) — Timp 1 (min)

©)

unde A340 Timp 2= absorbanta probei de
la timpul 2, A340 Timp 1= absorbanta probei de
la timpul 1

C. Se determina variatia A340/min. pentru
probele standard, sau non-enzimatice si se scade
aceastd variatie din cea a probelor esantion. O
unitate este definita ca fiind cantitatea de
enzima care va provoca oxidarea a 1,0 nmol de
NADPH la NADP + pe minut la 25°C.

Activitatea GPX se determina dupa
formula:

n

A340 AA340/min
0.00373

0.19ml
* QOZInl( )

mol
Activatea GPX (“;r‘l‘l“ ) =
Rezultate si discutii
Detectarea activitatii glutation peroxidazei
(GPX) 1a lotul 1 de Porcusori de Guineea,

calculata pe valoarca medie a absorbantei
probelor, este reprezentata grafic in figura 1.

ACTIVITATEA ENZIMATICAGPXLOT 1

230 F

245

mm ol/min'ml

240 +
23

230

PG3 PG4

Porcusor de Guineea

PG3 PG6

Fig.1. Activitatea enzimatica glutation peroxidaza
(GPX) la lot 1 Porcusori de Guineea

Detectarea activitatii glutation peroxidazei
(GPX) 1a lotul 2 de Porcusori de Guineea, cu
implant intraarticular de titan, calculata pe
valoarea medie a absorbantei probelor, este
reprezentata grafic in figura numarul 2.

ACTIVITATEA ENEIMATICAGPX LOT 2

10

Porcusori de Guineea

mm olfmin‘ml

4

OAE LOT2

Fig 2. Activitatea enzimatica glutation peroxidaza
(GPX) la lot 2 Porcusori de
Guineea cu implant intraarticular de titan

Concluzii

Studiul a analizat activitatea enzimei
glutationperoxidaza, pentru a detecta variatiile
induse de implantul de material de titan.

La lotul 1 de Porcusori de Guineea se
remarca o activitate enzimatica medie de 253,24
+ 0,007 nmol/mon/ml, comparativ cu lotul 2 de
Porcusori de Guineea care au o activitate

enzimatica medie de 196,95 + 0,05
nmol/mon/ml.
Stresul oxidativ indus de prezenta

surubului de titan intraarticular a dus la o
scadere cu 24,21% a activitdti enzimatice a
enzimei glutationperoxidaza.
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