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RESUMO

Considerando a agéo detoxificante da enzima Glutationa S-Transferase (GST), importante contra o estresse oxidativo, cancer
e outras doengas degenerativas, com este estudo, objetivou-se avaliar a atividade dessa enzima extraida de figado bovino e avaliar a
estabilidade em condi¢oes de refrigeracéo (5°C). O figado bovino foi selecionado por ser matéria prima disponivel comercialmente e
de baixo custo. A extragdo foi realizada em quatro etapas (homogeneizag&o/centrifugacdo, passagem em coluna contendo dietilaminoetil -
celulose (DEAE-celulose), precipitacio com sulfato de amdnia e passagem em coluna contendo Carboximetilcelulose (CMC). O
extrato obtido apresentou atividade com o 1 cloro 2, 4 dinitrobenzeno, na presenca de glutationa reduzida. O extrato final apresentou
atividade especifica 5 vezes maior que o extrato bruto centrifugado e estabilidade da atividade enzimatica foi mantida nas condicGes
de 5°C, durante 70 dias.

Termos paraindexagéo: Glutationa S-Transferase, extracéo, figado bovino, atividade enzimética.

ABSTRACT

Considering the detoxication functions of Glutathione S-transferase (GST) enzyme, that isimportant against oxidative stress,
cancer and others degenerative diseases, this study aimed to evaluate the stability and activity of Glutathione S-transferase extracted
from bovine liver, which is commercialy available at low cost. The extraction was done in four steps (homogenization/centrifugation,
passage through column containing diethylaminoethyl-cellulose (DEAE), precipitation with ammonium sulfate and passing through
column of carboxy-methyl-cellulose (CMC). The extract thus obtained showed activity with 1 chloro 2, 4 dinitrobenzene, in the
presence of reduced glutation. The specific activity of the final extract was 5 times greater than the crude centrifuged extract, and was

stable for 70 days when stored at 5 °C.

Index terms: Glutathione S-transferase, extraction, bovine liver, enzyme activity.

(Recebido para publicacdo em 14 de janeiro de 2004 e aprovado em 22 de marg¢o de 2005)

INTRODUCAO

A Glutationa S-Transferase (GST) é o principa grupo
de proteinas solUveis do figado, envolvidas na detoxificacdo
celular de compostos el etrofilicos, geradas intracelularmente
ou encontradas na forma de xenobi6ticos. Essas proteinas
sdo encontradas em diferentes formas, chamadas de
isoenzimas (HAY ES & PULFORD, 1995; WINDERSTEN &
MANNERVIK, 1995). Sua agdo detoxificante é importante
na protecdo contra estresse oxidativo, cancer e outras
doencas degenerativas, incluindo aquelas associadas com
o envelhecimento (BABBITT, 2000).

Os xenobidticos, & semelhanca do que acontece
com as substéncias enddgenas, sdo conjugados com
diversas substancias. Entre as reagBes importantes, tem-
se a sulfatacdo, a acetilagdo, a metilagdo, além de
conjugacdes com a glutationa (GSH) e com aminoécidos.

A conjugacdo de agentes toxicos com o tripeptideo GSH é
catalisada, nasuafaseinicial, pelaGST que atuanafasell
da biotransformagdo, prevenindo danos a membrana celular
e outras macromoléculas (DYBING et al., 2002;
MALMEZAT et al., 2000). Hayeset d. (2005) mencionam
que as GSTs do citoplasma dos mamiferos séo todas
diméricas com subunidades de 199-244 aminoacidos.
Baseado na semelhanca da cadeia de aminoécidos, sete
classes de GST citosOlicas séo reconhecidas e
denominadas Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega e Zeta.
Habig & Jakoby (1981) purificaram GST de figado de rato
usando coluna carboximetil celulose (CMC) e embora, as
guatro enzimas purificadas apresentassem reatividade com
0s substratos especificos, todas formas ativas, em diferente
graus, na conjugacdo da glutationa com o composto 1 cloro
2,4 dinitrobenzeno (CDNB). Chico & Listowsky (2005) citam
o figado de rato como o 6rgdo que encerra maior a
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concentracdo desse tipo de enzimas, por ser o local onde
grande nimero de substancias é metabolizado. Outros
Orgdos, como intestino, rins, bexiga, cérebro, tém também
participacdo significativa.

Diversas fracfes das células hepéticas sao
obtidas quando o figado é removido e submetido a
homogeneizac&o, seguida de centrifugagdes sucessivas
a velocidades crescentes. Trés grandes familias de
proteina que sdo amplamente distribuidas na natureza
exibem atividade glutationa transferase. Duas delas, a
mitocondria e as citosdlicas, s8o compostas por enzimas
soluveis que apresentam similaridade na estrutura
tridimensional. A terceira familia denominada GST
microssomal é composta por proteinas associadas a
membranas e participam do metabolismo dos
eicosanoides e da glutationa e ndo apresenta similaridade
estrutural com as duas outras familias citadas. No
entanto, todas as trés familias apresentam acéo
catalisadora na conjugacdo do 1-cloro 2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) (HAYES et al., 2005). As
atividades citosolicas sdo 5 a 40 vezes maiores do que
as mitocrocondriais (OGA, 1996; PETERS & ROELOFS,
1997). As GSTscitosolicas representam amaior familia
das transferases e tém atividades que sdo Unicas nesse
grupo de enzimas. Elas catalisam lise do grupo thiol do
4-acetato nitrofenol; apresentam atividade de thiol
transferase; promovem reducéo do trinitroglicerina, do
acido dehidroascorbico e do &cido monometilarsonico;
e catalisam aisomerizag&o do maleilacetoacetato e e , 5-
3-cetoesterdide (HAYES et al., 2005).

Para avaliar a atividade da GST em diferentes
tecidos, 0 1 cloro 2-4 dinitrobenzeno (CDNB) tem sido
considerado como o substrato para todas as suas
isoenzimas, embora diferencas significativas nas atividades
especificas tenham sido mostradas (WARHOLM et al.,
1986). Considerando a acdo detoxificante da enzima
Glutationa S-Transferase (GST), importante contra o
estresse oxidativo, cancer e outras doencas degenerativas,
este estudo teve como objetivos avaliar a atividade dessa
enzima extraida de figado bovino e avaliar a estabilidade
em condices de refrigeragdo (5°C). O figado bovino foi
selecionado por ser matéria prima disponivel
comercialmente e de baixo custo.

MATERIAL E METODOS

As pecas de figado bovino resfriado, até
comporem o peso de aproximadamente 3 kg, foram
obtidas no comércio varejista da cidade de Vicosa, em
diferentes locais de venda e levadas ao laboratério de

Bioengenharia do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da UFV. As pecas divididas em trés lotes de
1 kg e embaladas em sacos de polietileno foram
congeladas atemperatura de -18°C, por 24 horas, antes
do processo de extracdo. As pecas, oriundas de
estabel ecimentos inspecionados, encontravam-se no
prazo de garantia de qualidade.

De cada lote foram retiradas 100 g de figado,
previamente triturado, pararealizag8o das andlises. Os lotes
foram considerados como repeticdo e as andlises foram
conduzidas em triplicatas.

Extracdo

A extracdo da proteina GST foi realizada segundo
metodol ogia descrita por Habig & Jakoby (1981), adaptada
para as condi¢Oes de realizacdo, com as seguintes
modificacbes: a) A quantidade de figado usado (100 g)
foi inferior (500 g); b) a &guaresfriada para trituragéo da
amostra foi substituida pela solugé@o de tampéo fosfato
de potassio, pH 6,7, previamente resfriado a 4°C; ¢) as
colunas de DEAE-celulose e CMC de 15x 22 cm e de 5x 40
cm foram substituidas por 5 x 7 cm e 2,5 x 13 cm,
respectivamente.

Em cada etapa, o volume do extrato foi medido e
foram realizadas as determinagfes de proteinas e da
atividade da GST. A proteinafoi determinada pelo método
Bradford (1976), usando a albumina de soro bovino como
padrdo, e a medida da atividade da GST, conforme
metodologia descrita por Habig et al. (1974).

Para a obtenc&o do extrato bruto foram pesados
100 g defigado de cadalote, parcialmentetrituradose
homogeneizados, em liguidificador convencional, por
um minuto, com trés volumes (p/v) de tampéo fosfato
de potéssio, pH 6,7, previamente resfriado a 4°C. O
homogeneizado foi centrifugado, por 90 minutos, a
10.000 x G, atemperatura de 4°C, e o sobrenadante foi
filtrado em funil de vidro com algod&o, para remover
particul as flutuantes. Apds, o sobrenadante foi passado
em uma coluna (5 x 7 cm) de dietilaminoetil- celulose
(DEAE-celulose)(MERCK), equilibrada com tampéo
TrissHCl 30 mM e pH 8,0, e o eluente coletado de 10 em
10 mL em tubos de ensaio. A colunafoi lavada com o
tampao Tris-HCI com 1 M de NaCl, até que nenhuma
atividade enzimética no eluente fosse detectada. Em
cada tubo, foi determinado o teor de proteinas e a
atividade da GST. Dos tubos com presenca de proteinas
egue apresentaram atividade da GST foi feito um “pool”
dos extratos, onde foi adicionado 66 g de sulfato de
amonia, paracada 100 mL do “ pool” (para precipitacdo
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da GST) e submetido a centrifugacao a 10.000 x G, por 30
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado,
de cada 100 mL, foi dissolvido em 30 mL defosfato de
potéssio 30 mM em pH 6,7. A solugdo obtidafoi dialisada,
em sacos de dialise, com porosidade para proteinas até
12 KDa, com duas trocas de 2 litros desse tampéo a
cada 12 horas.

A solucdo dialisada foi aplicada numa coluna
(2,5x 13 cm), previamente preparada com
Carboximetilcelulose (CMC) (SIGMA), equilibrada com
a mesma solugdo-tampdo, descrita anteriormente. A
colunafoi lavada com dois volumes do tampéo e, entéo,
foi eluida com volumes iguais ao volume da coluna,
por um gradiente linear de 0 2200 mM de KCI (0, 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175 e 200) em tampé&o fosfato de
potassio 30 mM e pH 6,7. Os eluentes desta coluna
foram coletados em volumes de 5 mL, em tubos de
ensaio, e foram determinados o teor de proteinas e a
atividade da enzima em cada tubo, obtendo-se um
“pool” dos extratos daquel es tubos que apresentaram
presenca de proteinas e atividade da GST.

Atividadeda GST

A atividade da enzima GST citoso6lica foi
determinada, de acordo com Habig et al. (1974), usando
como substrato 1 cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB)
(SIGMA), preparado em 80% de etanol. O ensaio foi
conduzido em triplicata a 25°C, com tampéo fosfato de
potassio 0,1 M e pH 6,5, na presenca de 1 mM de
glutationareduzida, 1 mM de CDNB e 100 pL do extrato
de figado. Ensaio da mistura, sem adicéo da fragdo
citosdlica, foi usado como controle paraverificar ataxa
de reacdes ndo-enzimaticas. A corregdo nas medidas de
absorbancia dareacdo com o extrato foi realizada pela
subtracdo da absorbéancia na auséncia da enzima
(controle). A variacdo da absorbancia, quando o
substrato esta conjugado com a glutationa, foi
monitorada a 340 nm, usando um espectrofotdmetro
modelo GBC-UV 918.

Em uma cubeta de 3 mL foi adicionada a mistura da
reacdo, composta de 2.600 pL de tampéo fosfato potéssio
0,1 M, pH 6,5 (quantidade suficiente para completar o
volume de 3 mL), 150 mL de GSH (20 mM em &agua
deionizada), 150 mL de CDNB (20 mM em &gua deionizada)
e, por Ultimo, 100 pL do extrato de figado. A taxa dareacdo
foi iniciada pela adi¢8o do extrato e monitorada, aintervalos
de 10 segundos, por um periodo de trés minutos. Os dados
foram representados em grafico de abs (nm) versus tempo
(segundos), e ataxainicial foi determinada por regressdo

linear. Os valores de abs foram previamente subtraidos
dos valores para a reagdo esponténea (sem adicdo do
extrato de figado).

A unidade da atividade da enzima foi definida como
arelacdo dataxainicial dareag8o, com o valor do coeficiente
de extingdo molar para o CDNB, nas condic¢des do
experimento (De =9,6 mM-1. cmr?), conforme Habig et al.
(1974). A atividade especificafoi definida como a unidade
da atividade da enzima, por mg de proteina.

Efeito do pH na atividade da enzima

O efeito do pH da solugéo-tamp&o usado naCMC,
pararetencdo da enzima, foi testado, colocando-se 2 g de
resina e 10 mL de tamp&o fosfato de potassio com pH
variando de 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; e 7,5. Ap0s 24 horas de
contato, o sobrenadante foi retirado e aresinatestadaem
presenca de 2 mL de extrato, contendo a enzima. Apos
agitacdo por 15 minutos e repouso por uma hora na
refrigeragdo, os tubos foram centrifugados a 8.000 x G, por
15 minutos. O sobrenadante foi coletado e teve sua
atividade enzimética determinada, conforme descrito
anteriormente.

Estabilidade da GST

O “pool”, obtido do processo de extracdo da
coluna CMC, foi acondicionado em frasco ambar e
estocado a temperatura de 5 °C. A cada 10 dias foi
determinada a atividade (conforme descrito anteriormente)
para verificar a estabilidade na estocagem.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os ensaios para a atividade da enzima foram
realizados em pH e concentracfes de substratos e GSH,
conforme as recomendacdes descritas na literatura para
extragdo e purificagdo da GST de figado de ratos. Isso
permitiu a comparacdo dos resultados com os valores
encontrados em estudos similares.

Os resultados obtidos no procedimento de extracao
estéo na Tabela 1. No extrato bruto, obtido do processo de
homogeneizacéo e centrifugagéo, o figado apresentou
elevado conteldo em proteinas em relacéo as etapas
seguintes, com decréscimo, na concentracdo de proteinas
sollveis, de 2450 para 106 mg, na Ultima etapa de extragéo,
alcancando rendimento de 4,33%. Este percentua de
rendimento foi inferior ao valor descrito por Habig & Jakoby
(1981), parafigado de ratos, considerado a fonte mais fécil
para purificagdo, devido as atas concentragdes, em que as
transferases representam aproximadamente 10% das
proteinas solliveis.
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TABELA 1- Purificagdo daGlutationa S-Transferase defigado bovino.

Ativ. Especifica

Etapas da purificacéo Proteina Aliv. T.Ot_alll (uM .mint.mg* de
(mg) (UM.min") proteina)
Extrato bruto centrifugado 2450+60,8 26,04+0,76 0,011+0,002
Extrato da DEAE-celulose 271+9,03 6,25+0,36 0,023+0,002
Extrato apos dialise 156+6,67 3,23+0,17 0,021+0,002
Extrato da CM - celulose 106+4,01 5,73+0,22 0,054+0,005

Os dados sdo as médias de trés repeticdes + erro padréo.

A atividade total diminuiu a medida que o
processo de purificagcdo foi ocorrendo, enquanto a
atividade especificafoi elevadaem cinco vezes. Esses
dados de atividade total e da atividade especifica
mostram comportamento semelhante aos resultados
daliteratura. Habig & Jakoby (1981) purificaram a GST
de figado de ratos e encontraram aumento na
atividade especifica de, aproximadamente, 10, 42, 33
e 22 vezes maior paraas principaistransferases- AA,
A, B e C, respectivamente - apds etapas de purificacéo
com a CMC. No extrato bruto de cérebro de bovino,
Young & Briedis (1989) encontraram uma atividade
especificade 0,06 uM.mint. mg?, aproximadamente
seis vezes maior do que a encontrada neste
experimento com o extrato bruto de figado bovino.
Chico & Listowsky (2005) em extracéo de GST derato
observaram que a distribuicdo da glutationa s-
transferase varia muito entre os érgaos, sendo o
figado o que apresentou maior atividade.

No extrato proveniente da coluna de DEAE-celulose
€ possivel observar (Figura 1) que a concentracdo de
proteinafoi crescente a partir do tubo 22, acangou 0 maximo
de concentrac&o no tubo 39 e ocorreu declinio acentuado
de 750 mg de proteina para 150 mg no tubo 40. Em relag&o
a atividade especifica (Figura 1) a partir do tubo 20, a
atividade foi aumentando gradativamente até otubo 31 e
acancou 0 méximo de atividade entre os tubos 32 e 41. Um
“pool” dos extratos dostubos 22 a42 foi formado eforam
determinadas a concentracdo de proteina e a atividade
especificada GST, na presenca do substrato CDNB.

Na Figura 2 esta representado o perfil da
concentracdo de proteina eluida da coluna da CMC.
Habig & Jakoby (1981) relataram que na colunade CMC
€ possivel separar a maioria das transferases e que,
inicialmente, as transferases ficam retidas na coluna e

as outras proteinas sdo eluidas. Com a passagem do
gradiente linear de KCI na coluna, as transferases séo
entdo eluidas. No entanto, observa-se na Figura 2
concentragdo muito alta de proteinas sendo eluida da
coluna no inicio do processo, antes de iniciar a
passagem do gradiente de KCI. Acompanhando também
0 Mesmo comportamento, essas proteinas apresentaram
atividade especifica elevada, em relacdo ao substrato
CDNB, entre os tubos 8 e 16. Dois picos menores de
atividade enzimatica podem ser observados proximos
aostubos5 e 18.

O €efeito do pH da resing, na retencdo da atividade
enzimdtica, ndo foi observado nos diferentes pHs a que se
submeteu o extrato da GST, conforme observado na Figura 3.

Em estudos realizados com figado de ratos, Habig
et a. (1974) identificaram quatro diferentes picos de saida
de proteinas, de acordo com a especificidade pelo
substrato, e as GSTs foram chamadasde A, B, C, D eE, na
ordem inversa de sua €luicdo, ou sgja, a espécie eluidade
mais atatrocaibnica, correspondendo ao Ultimo pico de
saida, foi nomeada de GST-A. A presenca de ions na solugao
da enzima, proporciou maior efeito tamponante e
estabilidade, provavelmente, pode ter sido a condi¢do que
interferiu na adsor¢do da enzima, na coluna de CMC.
Apesar das proteinas ndo terem ficado retidas na coluna
de CMC, elas apresentaram atividade com o CDNB, nas
condicoes estabel ecidas para as transferases extraidas de
figado deratos. Foi possivel obter um “pool” dos extratos,
referentes aos tubos de nimero 5 ao 17, com atividade
especifica cinco vezes maior do que a atividade no extrato
bruto de figado.

Naavaliagéo da estabilidade da atividade da enzima
no “pool” obtido da CM C nas condi¢des de refrigeracéo
(5°C), observa-se na Figura 4 que a enzima manteve a
atividade especifica estavel durante 70 dias.
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FIGURA 4 - Estabilidade do “pool” do extrato obtido da colunade CMC, atemperaturade 5°C.

Peters & Roelofs (1997) estudaram a estabilidade
da GST de figado de humanos em trés temperaturas de
estocagem, durante 24 meses nas temperaturas de -20, -
80 e-196°C nado encontraram diferenca significativaem
relacdo a sua atividade.

CONCLUSAO

A enzima Glutationa S- Transferase (GST),
presente no extrato de figado de bovino, apresentou
atividade com o 1 cloro 2, 4 dinitrobenzeno (CDNB) em
presenca de glutationa (GSH). Apds a extracéo e
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purificagdo em coluna de dietilaminoetil-celulose (DEAE-
celulose) e Carboximetilcelulose (CMC) a atividade
especifica da enzima aumentou cinco vezes. A atividade
enzimética no extrato obtido manteve-se estavel por 70
dias estocado a temperatura de 5°C.
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