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Atividades de fosfolipase A, secretada e glutationa peroxidase em
filés PSE (Pale, Soft, Exudative) de frango

Secreted phospholipase A, and glutathione peroxidase activities in
chicken PSE (Pale, Soft, Exudative) meat

Gleice Rocha dos Santos'; Denis Fabricio Marchi?; Juliana Nunes de Almeida’;
Fernanda Jéssica Mendonga®; Massami Shimokomaki*; Adriana Louren¢o Soares®”

Resumo

A liberagao excessiva de calcio do reticulo sarcoplasmatico durante a instalagdo de carnes PSE (Pale,
Soft, Exudative) leva a um aumento da atividade da fosfolipase A, (PLA2), promovendo uma maior
oxidagdo lipidica. Por outro lado, a glutationa peroxidase (GSH-Px) ¢ uma enzima antioxidante selénio
dependente, prevenindo danos oxidativos. O objetivo deste trabalho foi investigar as atividades da PLA2
secretada (SPLA2) e da GSH-PX em filés PSE de frango. Filés de frango (Pectoralis major m.) (n=24)
foram obtidos de um frigorifico comercial. As amostras foram classificadas em PSE e Controle, com base
nos valores de pH e L*, filés com pH, ;< 6,0 e L , * > 53,0 como PSE e filés com pH ,>6,0e L, * <
53,0 como Controle. A atividade da sPLA2 foi determinada por kit enzimatico e a atividade da GSH-Px
foi determinada pela oxidagdo do NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido).
A atividade média da sPLA2 foi de 0,295 U.mg™ de proteina para os filés PSE e de 0,380 U.mg! de
proteina para os filés do Controle, ndo apresentado diferencas significativas (p >0,05). A atividade da
GSH-Px foi aproximadamente 24,4% maior (p<0,05) para os filés Controle quando comparado com
filés PSE. A atividade da sPLA2 em filés PSE nao foi alterada, entretanto filés PSE apresentam o sistema
enzimatico de defesa antioxidante comprometido com menor atividade de GSH-Px.

Palavras-chave: Enzimas, pH, qualidade de carne

Abstract

The excessive release of calcium from the sarcoplasmic reticulum during the installation of PSE
(Pale, Soft, Exudative) meat, leads to increase of phospholipase A2 (PLA2) activity and consequently
causes a higher lipid oxidation. In contrast, glutathione peroxidase (GSH-Px) is a selenium-dependent
antioxidant enzyme that prevents the oxidative damage. The aim of this work was to investigate the
secreted PLA2 (sPLA2) and GSH-PX activities in PSE poultry meat. Breast meat samples (Pectoralis
major m.) (n=24) were obtained from commercial slaughterhouse. Samples were classified as PSE and
Control Meat based on pH and L* values, fillets with pH . <6.0 and L,, * >53.0 as PSE and fillets with
pH,, > 6.0 and L, *<53.0 with Control. sSPLA2 was analyzed using enzymatic assay kit and GSH-Px
was measured a coupled assay procedure recording the NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
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phosphate reduced) oxidation. The sPLA2 average was 0.295 U.mg™" of protein for PSE meat and
0.380 U.mg"! of protein for Control meat, did not differ significantly (p >0.05). The GSH-Px activity
was approximately 24,4% higher (p<0.05) for Control meat when compared to PSE meat. The sPLA2
activity of PSE fillets did not changed, however PSE fillets present the enzymatic system of antioxidant

defense compromised with lower GSH-PX activity.

Key words: Enzymes, pH, meat quality

Introducio

A condicdo PSE em aves, assim como em
suinos, € caracterizada pelo processo de rigor
mortis acelerado, com pH baixo (< 5,80) e uma
temperatura muscular elevada (acima de 35°C)
(SOSNICKI et al., 1998). A combinacao destes
fatores resulta na desnaturacdo das proteinas
sarcoplasmaticas e miofibrilares, comprometendo
assim, as propriedades funcionais (OLIVO et al.,
2001) tecnologicas (BARBUT, 2002; KISSEL et
al., 2009) e sensoriais da carne (DROVAL et al.,
2012a).

A predisposi¢do genética a anomalia PSE
relaciona-se com uma mutagdo na Proteina
Receptora de Rianodiana (RYR), que controla
o fluxo de Ca* do reticulo sarcoplasmatico, em
suinos predispostos ocorre a liberagdo excessiva de
Ca?" para o sarcoplasma, conduzindo a contragdo
muscular, ao aumento do metabolismo glicolitico
e ao aumento na produ¢do de acido latico,
desenvolvendo consequentemente carnes PSE
(CHEAH ; CHEAH, 1981; MICKELSON ; LOUIS,
1996). Essa mutagdo ainda nao foi detectada em
aves (STRASSBURG; CHIANG, 2009, DROVAL
et al., 2012b).

A excessiva concentragdo de Ca?" durante a
instalagdo de carne PSE promove o aumento da
atividade de enzimas -calcio-dependente como
a fosfolipase A2 (PLA2) (CHEAH; CHEAH;
KRAUSGRILL, 1995; SOARES et al., 2003) e
calpainas (SANTOS et al., 2008; WILHELM et al.,
2010).

A PLA2 compreende uma familia de enzimas
que catalisam a hidrolise da posi¢do sn-2 dos
glicerofosfolipidios das membranas para liberar

acidos graxos livres e lisofosfolipidios. As PLA2
participam da liberag@o do acido araquidonico (20:4)
das membranas das células, conduzindo aos varios
tipos de precursores de mediadores inflamatorios,
incluindo prostaglandinas e leucotrienos. As PLA2
tém sido caracterizadas e classificadas, de acordo
com as suas caracteristicas bioquimicas em trés
grandes grupos: a fosfolipase A, secretada (sSPLA2),
a fosfolipase A, citosolica (cPLA2) e a fosfolipase
A, independente de Ca** (iPLA2) (MURAKAMI;
KUDO, 2002). A cPLA2 esta envolvida diretamente
nos mecanismos de processos inflamatérios, no
entanto a participa¢dao das outras PLA2 ainda nao
estda bem definida (EVANS et al., 2001).

A cPLA2 ¢ considerada enzima chave no
desencadeamento da formagdo de carnes PSE em
suinos (CHEAH; CHEAH, 1981; CHEAH; CHEAH;
KRAUSGRILL, 1995) e frangos (SOARES et al.,
2003). Esta enzima ¢ ativada pelo Ca** e hidrolisa os
fosfolipidios da membrana, liberando acidos graxos
insaturados de cadeia longa que induzem o reticulo
sarcoplasmatico a liberar mais Ca’", ocasionando
entdo, a perda de controle da glicdlise e a elevada
formacao de acido latico (CHEAH ;CHEAH, 1981).
Entretanto, ainda nao se sabe sobre a atividade da
sPLA2 no desenvolvimento de carnes PSE.

A glutationa peroxidase (GSH-Px) ¢ uma enzima
antioxidante selénio dependente, responsavel pela
reducdo de hidroperdxidos organicos e peroxidos
de hidrogénio em alcool e agua, respectivamente, a
partir da glutationa reduzida (GSH) (COMINETTI
et al., 2011). Esta enzima atua de maneira
importante na prote¢do celular quanto a mudangas
oxidativas, sendo este um dos mecanismos de
defesa antioxidante mais importante do sistema
biologico (JORDAO et al., 1998). Assim, o objetivo
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deste trabalho foi investigar as atividades da PLA2
secretada (sPLA2) e da GSH-PX em filés PSE de
frango.

Material e Métodos
Animais

As amostras de filés de peito de frango
(Pectoralis major) foram cedidas por um frigorifico
de grande porte localizado na regido oeste do
Parana. Os frangos de linhagem comercial foram
abatidos aos 42 dias seguindo as praticas comerciais:
insensibilizagdo elétrica, sangria,
depenagem, pré-chiller,
gotejamento e desossa. O tempo decorrido do abate
até a coleta de amostra foi de aproximadamente 1h
e 30min.

escaldagem,

evisceracao, chiller,

Classificagdo das amostras

Amostras de filés de peito de frango foram
classificadas em PSE e Controle baseado nos
valores de pH ¢ L*. O pH foi determinado 1h
¢ 30min. (pH,,) post-mortem utilizando um
potencidometro de contato (Texto 205) (OLIVO
et al., 2001; SOARES et al., 2003; WILHELM et
al., 2010). Filés com valores de pH, , <
classificados como PSE e filés com pH,, , > 6,0 como
Controle. O valor de L* 24h post-mortem (L, *)
foi determinado utilizando o colorimetro Minolta
CR400 (Sistema de cor CIELAB), conforme

descrito por Soares et al. (2003) para confirmagao

6,0 foram

da classificacdo. Assim, filés que obtiveram valores
de pH, ,,< 6.0 e L, * > 53,0 foram classificados
como PSE e filés com valores de pH ., > 6,0e L, *
< 53,0 como Controle. Apés a classificagdo, doze
amostras de cada tratamento foram embaladas em
sacos plasticos hermeticamente fechadas, envoltas
em papel aluminio e armazenadas em freezer a —80
°C at¢ analise das atividades enzimaticas de sPLA,
e GSH-Px.

Atividade da Fosfolipase A, secretada (sPLA2)

A atividade da sPLA2 foi realizada utilizando
kit produzido pela Cayman Chemical Company
conforme procedimento descrito por Chen et al.
(2010). Basicamente, 5,0 g de amostra foram
homogeneizadas em ultra-turrax na velocidade
maxima em banho de gelo, com 25 mL de tampao
pH 7.4 contendo 50 mmol.L! de fosfato, 1 mmol.L!
de EDTA e centrifugados por 15 minutos a 10.000
g a 4 °C. A atividade de sPLA, foi expressa em 1
U.mg! proteina, sendo 1 U definido como 1 umol
de arachidonoyl Thio-PC hidrolisado.min! a 25 °C.
A determinacao de proteina foi realizada conforme
metodologia descrita por Lowry et al. (1951).

Atividade da Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi realizada através
da medida de oxidagdo do NADPH, acompanhada
pela diminui¢do da absorvancia a 340 nm (CHEN;
LINDMARK-MANSSON; AKESSON, 2000). 5,0
g de amostra foram homogeneizadas com tampao
fosfato 0,25 mol.L' (pH=7,6) em ultra-turrax
em velocidade maxima em banho de gelo, sendo
posteriormente centrifugada por 20 minutos a 10.000
g e filtrada. Uma aliquota de 100uL do filtrado
reagiu com 200 pL de tampao fosfato pH 7,4 e 25
mmol. L' de EDTA, 11,1 pL de glutationa redutase
(5 U) e 50 uL de glutaiona reduzida (40 mmol.L")
e foram incubados por 10 minutos a 37 °C. Em
seguida, 10 uLL de NADPH (de 20 mmol.L!) e 620
uL de tampao fosfato pH 7,4 foram adicionados.
A reacdo iniciou-se pela adicdo 20 plL de terc-
butilhidroperdxido (15 mmol.L!)e a absorvancia
foi acompanhada por 5 minutos, em intervalos de 1
minuto. Um branco foi preparado sem a adicdo de
GSH-Px. A atividade de GSH-Px foi expressa em 1
U.g!' de amostra, sendo 1U definido comol pumol de
NADPH oxidado.min!.
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Andlise estatistica

O teste t-Student a 5% de probabilidade foi
aplicado para comparagdo dos resultados entre
os filés PSE e Controle utilizando o programa
STATISTICA for Windows versao 7.0.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta as atividades das enzimas
fosfolipase A, secretada (sPLA2) e da glutaiona
peroxidase (GSH-Px). A sPLA2 nao diferiu
significativamente (p > 0,05) entre os filés PSE e
Controle. Resultado semelhante foi observado por
Chen et al. (2010), que também ndo encontraram
diferenca significativa em carnes suinas PSE
Entretanto,
constataram maior atividade da PLA2 total para
carne suina PSE. A atividade de PLA2 total

e Normal. estes mesmos autores

compreende a soma das fragdes de cPLA2, sPLA2
e iPLA2. Apesar da sPLA2 ser dependente de Ca*
para sua atividade, os resultados obtidos apontam
que ela ndo esta relacionada com o desenvolvimento
de carnes PSE. Soares et al. (2003) demonstraram
que o estresse térmico pré-abate em frangos
promove maior atividade da cPLA2 devido a alta
concentra¢do de Ca*" e consideraram esta enzima
como indutora das reagdes bioquimicas e fisiologicas
que ocasionam carnes com anomalia PSE. O papel
das PLA2 na formacdo de carnes PSE pode estar
relacionado com inicio do desenvolvimento de
processos inflamatorios nos animais em resposta
ao estresse fisiologico pré-abate e como apenas a
cPLA2 tem papel definido nos mecanismos de
processos inflamatorios, entende-se o porqué da
sPLA2 nio ter apresentado diferencas significativas
(EVANS et al., 2001).

Tabela 1. Atividade das enzimas fosfolipase A2 secretada (sSPLA2) e de glutationa peroxidase (GSH-Px) em filés de

frango PSE e Controle.
sPLA, GSH-PX
(U.mg" de proteina) (U.g!' de amostra)
PSE (n=12) 0,295+ 0,081 0,258+ 0,035
CONTROLE (n=12) 0,380+ 0,133 0,321%+ 0,041

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste #-student a 5,0% de probabilidade.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A maior atividade da cPLA2 em filés PSE
liberagdo de araquidonico
aumentando a suscetibilidade a oxidagdo lipidica,
fato este observado por Soares et al. (2009) que
encontraram que os filés PSE apresentaram 38,6%

ocasiona acido

mais acido araquidonico do que filés normais e
mostraram-se 27% mais oxidados que filés normais.

A atividade da GSH-Px foi aproximadamente
24,4% maior (p<0,05) para os filés Controle quando
comparado com filés PSE (Tabela 1), corroborando
com resultados obtidos por Chen, Lindmark-
Mansson e Akesson (2010) que observaram
menor atividade desta enzima para carne suina

PSE comparada a carne normal. A enzima GSH-
Px tem papel fundamental no mecanismo de
defesa antioxidante animal (JORDAO et al, 1998).
Possivelmente, a enzima GSH-Px estava mais ativa
no animal durante o pré-abate em resposta ao estresse
e a possiveis processos inflamatorios desencadeados
pela cPLA2, o que levou a diminui¢do de sua
atividade post-mortem observada nos filés PSE.

Em conclusao, a atividade da sSPLA2 em filés PSE
ndo foi alterada, entretanto estes filés apresentam
defesa antioxidante
comprometido com menor atividade de GSH-Px.

0 sistema enzimatico de
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