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O aumento do uso da proteina verde fluorescente (GFPuv) como
ferramenta de pesquisas biotecnologicas requer um estudo mais
cuidadoso das propriedades bioquimicas e fisicas da molécula de
GFPuv. Este trabalho teve como objetivo a aplica¢do de métodos
fisicos e quimicos para o isolamento, a extragdo da GFPuv de
células de Escherichia coli DH5-a, purifica¢do da proteina, e o
estudo da estabilidade desta em diferentes valores de pH. Células
de E. coli expressando GFPuv foram submetidas a quatro ciclos
sucessivos de congelamento e descongelamento intercalados por
sonicagdo (CDS), para promover a permeagdo seletiva da GFPuv.
Os permeados foram submetidos a extracdo por parti¢do em trés
fases (TPP) e posterior purifica¢do por elui¢do da proteina em
coluna cromatogrdfica de interagdo hidrofobica (HIC).Obteve-se
rendimento semelhante em GFPuv no 1° ciclo de permeacdo seletiva
(CDS) e por extragdao (TPP) associada a purificagdo (HIC) para
0s quais impurezas ndo foram visualizadas por eletroforese. As
estruturas moleculares da GFPuv extraida e purificada mostraram-
se inalteradas em valores de pH entre 6,0 ¢ 9,8, e foram confirmadas
nos espectros de emissdo e de excitagdo.
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INTRODUCAO

A proteina verde fluorescente na forma selvagem
(GFP) extraida da Aequorea victoria, tem como caracte-
ristica a producao de uma luz verde brilhante fluorescen-
te quando estimulada com a luz ultravioleta (UV) (Ward,
1998). A proteina na forma recombinante (GFPuv) carac-
teriza-se como espécie independente e tem sido expressa
com sucesso em células eucariontes e procariontes, que
podem ser visualizadas sob luz UV (A, ... ). Por ser
marcador fluorescente intrinseco, a GFPuv tem sido con-
siderada um sistema novo de reconhecimento genético

(Chalfie et al., 1994; Hack et al., 2000), constituindo-se
também em indicador bioldgico potencial na validagdo do
desempenho de processos de desinfec¢do, pasteurizagao
e de branqueamento. A analise quantitativa da fluores-
céncia remanescente das amostras submetidas a diferen-
tes processos quimicos e fisicos pode ser determinada por
espectrofluorimetria, tornando o método rapido e preciso
(Vessoni Penna, Chiarini, 2003). A analise qualitativa
pode ser realizada por microscopia com ultravioleta ou por
observagao em lampada UV de comprimento de onda
entre 365 - 395 nm.
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Propriedades da GFP e da GFPuv

A GFPuv emite méxima fluorescéncia quando excita-
da por luz ultravioleta (360-400 nm), apresenta pico maximo
de excitagao em 394 nm e pico maximo de emissdo em
509 nm (Ward et al., 1980). A GFPuv foi recombinada atra-
vés de técnicas de clonagem molecular no cDNA da GFP in
vitro. O resultado foi a substituicao de trés aminoacidos

no cromoéforo (fenialanina® por serina, metionina
por treonina e valina'®® por alanina) como numeragao do
sistema TU#58 da GFP, resultando na GFPuv. A GFPuv
apresenta baixa toxicidade e maior solubilidade no cito-
plasma das células do que a forma selvagem GFP; porém
apresenta-se mais suscetivel a dimerizagao (Crameri et al.,
1996). A forma mutante, GFPuv, é expressa duas a trés
vezes mais rapido em células de Escherichia coli e apre-
senta fluorescéncia 18 vezes mais intensa que a GFP sel-
vagem, quando excitada pela luz UV (Crameri et al.,
1996; Ward, 1998). Apesar da recombinagao da proteina
aumentar a fluorescéncia da GFPuv, os picos de excitagao
e emissdo permanecem praticamente inalterados em rela-
¢do a GFP. A intensidade de fluorescéncia mantém-se
estavel em espectrofluorimetro. Porém, a exposicdo ao
microscopio optico, na intensidade de iluminagao proxi-
ma ao pico maximo de excita¢do (340-390 nm e 395-440
nm), provoca o fendmeno de fotobranqueamento da fluo-
rescéncia emitida por GFPuv (Chalfie ef al., 1994).

A GFPuv ¢ uma proteina globular, compacta e 4cida,
na forma de um barril que apresenta o cromoforo situado no
centro geométrico. A proteina apresenta-se estavel as tem-
peraturas < 70 °C e resisténcia a desnaturacdo quimica. O
ponto isoelétrico (pI) da GFP ¢ entre pH 4,6 ¢ 5,1, apresen-
tando melhor estabilidade entre pH 5,5 e 12, sendo o pH
o6timo igual a 8,0 (Bokman, Ward, 1981; Ward, 1998;
Chalfie et al., 1994; Crameri, 1996). Devido a instabilida-
de da fluorescéncia em valores de pH inferiores a 5,5, e
superiores a 12, a GFPuv ¢ empregada em estudos de
citometria como indicadora do pH intracelular em células
livres (Kneen et al., 1998).

As proteinas selvagem GFP e recombinante GFPuv
apresentam fluorescéncia em ambas as conformagdes:
monoémérica e dimérica, sendo a propor¢do das mesmas
depende da concentragdo da proteina no meio. A GFPuv
dimeriza via interacoes hidrofobicas em concentrag¢des de
proteinade 5 a 10 mg/mL. A dimerizacao resulta em dimi-
nui¢do na absor¢ao a 470 nm e em aumento concomitante
de absor¢@o em 395 nm. Na maioria dos estudos experi-
mentais que utilizam a proteina como informagao, a for-
ma monomérica da GFP predomina, enquanto que a
GFPuv na forma de dimero pode ocorrer, mesmo em ni-
veis de expressao moderados (Chalfie et al., 1994).
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Expressao e liberacao da GFPuv

A GFPuv expressa no citoplasma de cepas de E. coli
(DHS5-a, IM109 e TB1) pode ser liberada das células por
digestdo enzimatica (lisozima), lise quimica (z-butanol,
etanol) ou permeacdo fisica (método de congelamento,
descongelamento e sonicagdo) (Sambrook et al., 1989;
Johnson, Hecht, 1994; Yakhnin et al., 1998). A permeacao
fisica consiste em ciclos sucessivos de congelamento len-
to, descongelamento e sonicagao (Vessoni Penna et al.,
2002). Pela permeagdo seletiva, proteinas de baixa massa
molar sdo liberadas para o meio facilitando a posterior
recuperagao e purificacdo da proteina de interesse (Naglak
etal., 1990).

Extracao direta por particio em trés fases
(TPP — Three Phase Partitioning) e purificacao por
cromatografia de interacao hidrofébica (HIC)

A extragdo direta por particdo em trés fases (TPP)
tem sido utilizada para extrair, concentrar e purificar pro-
teinas de origem vegetal e bacteriana (Dennison &
Lovrien, 1997; Dennison et al., 2000; Sharma, Gupta,
2001a,b; Yakhnin et al., 1998). O método TPP combina
varios principios de extragdo, quais sejam: precipitagcdo
salina convencional (salting-out), precipitagao isoelétrica
(Bell et al., 1983), precipitacao por co-solvente (Conn,
1980); pressao osmotica (Lehninger,1990) e cosmotropia
(Sharma, Gupta, 2001a,b).

O t-butanol, que ¢ miscivel na agua, quando adici-
onado a solugdo aquosa concentrada em sulfato de amonio
(cerca de 50%) particiona a mistura em duas fases, fase
superior t-butanol e a fase inferior aquosa. O #-butanol se
liga as proteinas presentes na solugdo aquosa, precipitan-
do-as na interface entre a fase inferior aquosa e a fase su-
perior de #-butanol (Dennison, Lovrient,1997). A relagéo
1:1 entre #-butanol e sulfato de amonio tem mostrado ade-
quado sinergismo entre as fases na precipitagao das pro-
teinas extraidas. Sharma e Gupta (2001a) recuperaram
85% da proteina bifuncional inibidora de protease/amilase
extraida de células de germe de trigo com sulfato de
amonio a 30% e #-butanol (1:1), representando uma puri-
ficacdo de 25 vezes. Yakhnim et al.(1998) confirmaram
paraamesma relagdo 1:1 de #-butanol e sulfato de aménio
[(NH,),SO,] a 50% (2 M) melhor recuperagdo cerca de
90% da GFPuv extraida de células bacterianas, ¢ menor
recuperacao de 58% da proteina extraida com etanol e 2 M
(NH,),SO, (1:1).

A determinacdo do pl da proteina apresenta funda-
mental importancia na caracterizacdo da mesma durante
a extracdo e nos estagios de purificagdo, informando
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igualmente o melhor intervalo de pH na caracterizag@o das
propriedades da proteina de interesse. Apesar da disponi-
bilidade de diferentes métodos de purificagao de protei-
nas, atualmente a técnica por cromatografia tem sido uti-
lizada com freqiiéncia devido ao elevado poder de resolu-
¢do da mesma. A escolha do tipo de cromatografia depen-
de das caracteristicas biologicas e fisico-quimicas da
molécula da proteina: tamanho (cromatografia de filtracao
em gel), carga elétrica (cromatografia de troca idnica),
caracteristicas de bioespecificidade (cromatografia por
afinidade) e hidrofobicidade (cromatografia de interacao
hidrofobica - HIC) (Queiroz et al., 2001). A HIC possui
vantagens em relacdo a outros tipos de cromatografia, pois
se utiliza do nivel de hidrofobicidade da molécula para a
separacao da mesma por meio da interacao hidrofobica
entre a regido hidrofobica imovel do ligante (HIC) e a re-
gido apolar da superficie da proteina. A adsor¢do da pro-
teina ao ligante (HIC) e a conseqiiente elui¢ao da mesma
dependem da concentracdao do sal na fase movel
(NH,),SO,) e do eluente. HIC utiliza-se da propriedade
hidrofobica da proteina em meio polar, sem causar a
desnatura¢do da mesma. O desenvolvimento de grande
variedade de fases estacionarias para HIC tem proporcio-
nado o aumento da aplicac¢do desta cromatografia na pu-
rificagcdo de biomoléculas como: proteinas séricas, prote-
inas nucleares, hormonios, proteinas recombinantes e
enzimas (Commings et al., 1979; Hrkal, Rejnkova, 1982;
Lefort, Ferrara, 1986; Angelova et al., 1997; Queiroz et
al., 1999).

Sensor Biolégico

A GFPuv, por ser marcador fluorescente intrinseco
de células procariontes e eucariontes (Inouye, Tsuji,
1994), constitui-se em potencial e importante ferramenta
para ser empregada como sensor biologico, também co-
nhecido por indicador biolégico (Vessoni Penna et al.,
2003). A capacidade de expressdo da GFPuv por células
de E. coli, o isolamento, a purificacdo, e a caracterizacao
das propriedades fisico-quimicas desta proteina
recombinada devem ser conhecidas e comparadas as pro-
priedades da proteina verde fluorescente na forma selva-
gem (GFP) descritas na literatura. A avaliagdo do método
mais eficaz de recuperacdo da GFPuv se faz necessaria
para obtengdo do melhor rendimento da proteina de inte-
resse produzida. O conhecimento destas caracteristicas
aliadas a outras caracteristicas fisico-quimicas,
aplicabilidade de técnicas de purificacdo, estabilidade da
proteina em diferentes valores de pH, sdo fundamentais
para a aplicacdo da GFPuv como indicador bioldgico em
controles de processos tecnologicos.
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Este trabalho teve por objetivos: (i) extragao da pro-
teina GFPuv purificada através dos métodos fisico (per-
meacao seletiva), quimico (extragdo por particao em trés
fases — TPP) e por associagao destes; e (ii) posterior puri-
ficacdo por elui¢@o da proteina em coluna cromatografica
de interagdo hidrofébica (HIC). A estabilidade da protei-
na GFPuv extraida e purificada foi igualmente investigada
em diferentes valores de pH.

MATERIAL E METODOS
Transformacao e Expressao

Células de E. coli DH5-a. (Sambrook et al., 1989;
Naglak ef al., 1990) transformadas com o plasmideo
pGFPuv (Clontech®, USA), pelo método padrao do clore-
to de calcio (Sambrook et al., 1989), estocadas (-75 °C)
em caldo LB (Luria Bertani) adicionado de ampicilina
(100 mg/mL) e glicerol (50%), foram transferidas para a
superficie de agar LB/ ampicilina/ IPTG (concentragao
final de 0,5 mM isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo,
USB) em placas de Petri, incubadas a 37 °C por 24 h. Com
lampada ultravioleta a 395 nm (UV, modelo UVL-4, UVP,
USA), duas coldnias fluorescentes ¢ brilhantes foram
selecionadas e transferidas, separadamente para tubos
contendo caldo LB/ ampicilina (37 °C/24 h). Estas suspen-
soes foram homogeneizadas em 100 mL de caldo LB/
ampicilina, divididas em duas aliquotas de 50 mL que
foram incubadas em agitador metabolico (100 rpm/ 37 °C/
3 h), quando se adicionou IPTG (concentragdo final de
0,5 mM) as suspensdes. Apds incubagao por 24 h, as cé-
lulas expressando GFPuv foram sedimentadas por
centrifugacdo (1 000 g/30 minutos/4 °C), e o sobrenadan-
te foi desprezado. O sedimento celular (pellet) foi ressus-
penso em 10 mL de tampao (10 mM Tris-HCI pH 8,0),
novamente centrifugado e observado sob a luz UV. O se-
dimento apresentou intensa fluorescéncia.

Permeacao

Permeac@o seletiva foi realizada por congelamento
(-20 °C) lento (0,83 °C/min)/ descongelamento (20 °C) e
sonicacao (3 pulsos/6 segundos/25 de amplitude) — CDS
(Vessoni Penna et al., 2002). Este procedimento foi reali-
zado na camara de congelamento do liofilizador
(Liofilizador LTF Systems™, USA), introduzindo-se
termopares nas amostras e o0 acompanhamento realizado
pelo programa especifico (Lyphoware for Windows). As
amostras foram levadas ao sonicador (High Intensity
Ultrasonic Processor, Mod. VC100, USA) em banho de
gelo. Os sedimentos celulares (massa seca de células
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retidas na superficie de membrana de 0,22 mm de
porosidade e secas a peso constante a 105 °C/24h) das
amostras 01 (0,92 mg/mL) e 02 (1,46 mg/mL) foram
ressuspensos em 1 000 mL de tampao de extragdo (TE —
25 mM Tris-HCI pH 8,0) e submetidos a quatro ciclos al-
ternados de CDS.

Extracao por particao em trés fases (TPP — Three
Phase Partitioning)

O principio desta técnica de extragdo de proteinas
consiste em duas etapas basicas: primeira — aliquota de
450 pL da amostra em TE foi adicionada de 300 pL sul-
fato de amonio (4 M) e 750 uL de #-butanol. A mistura foi
submetida a agitacdo em vortice e a centrifugacao (6000g/
2 min/temperatura ambiente), promovendo a formagao de
trés fases: inferior aquosa (GFPuv dissolvida), superior
t-butanol e de uma interface solida, densa e branca de im-
purezas. As fases superior e de interface foram despreza-
das. Na segunda etapa, a fase inferior aquosa, contendo a
proteina de interesse, foi adicionada de 750 pL de -
butanol. A mistura foi submetida a nova agitacao em vorti-
ce e centrifugada (6000g/2 minutos/ temperatura ambien-
te). Houve formacgao de trés fases: uma aquosa inferior,
uma superior de #-butanol e uma interface sélida delgada
e fluorescente contendo a GFPuv. Adicao de #-butanol a
fase aquosa inferior enquanto fluorescente (lampada UV)
favoreceu novas extragdes de GFPuv na interface.

Os quatro permeados (1°, 2°, 3° ¢ 4°) obtidos a par-
tir da cultura celular 01 por centrifugagao (6000g/30 mi-
nutos/4 °C), foram individualmente submetidos a extracao
por TPP. Para a extracdo da GFPuv da cultura celular 02
os permeados foram reunidos e submetidos a TPP conjun-
tamente.

Purificacao por cromatografia de interacao
hidrofébica (methyl HIC — hydrophobic interaction
chromatography)

Foram utilizadas colunas cromatograficas de
interagdo hidrofobica de polipropileno, de 9,0 cm de altu-
ra, conicas de 0,8 x 4,0 cm (Poly-Prep Columns, Bio-Rad,
USA), com capacidade para 2,0 mL de leito empacotadas
com a matriz metila (Macro-Prep HIC supports, Bio-Rad,
USA), e capacidade para 10 mL de eluente.

A salinidade das matrizes das colunas HIC foi equi-
librada com 2 mL de solucao 2 M sulfato de amoénio por
16 horas, permanecendo as extremidades tampadas. De-
corrido este periodo, todo o contetido liquido da coluna foi
desprezado. As amostras de GFPuv (250 pL) foram adi-
cionadas de igual volume do tampao de ligacao (250 uL
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4 M sulfato de amonio). A concentragdo de sal das amos-
tras foi igualada a concentragao de sal do leito das colunas,
tornando possivel a interag@o das regides hidrofobicas da
GFPuv com aquelas regides hidrofobicas da coluna. Ob-
servou-se através da lampada UV a retengdo da GFPuv a
regido superior da coluna. Apos elui¢do dessa solugdo,
igual volume da solug@o 1,3 M sulfato de amonio foi adi-
cionada as colunas. Devido a menor salinidade do tampao,
as proteinas de menor hidrofobicidade, ou hidrofilicas,
presentes, foram eluidas da coluna e a GFPuv espalhou-se
através da coluna, permanecendo ligada a matriz HIC.

Para a completa elui¢do da GFPuv, aliquota de 750
mL do tampao Tris-HCI/ EDTA 10 mM (pH 8,0) foi adi-
cionada a coluna. A decrescente concentragao do sal ex-
poOs as regides hidrofilicas da GFPuv ao tampao, promo-
vendo a eluicdo da proteina da coluna. A elui¢do da pro-
teina da coluna foi acompanhada por luz UV.

Quantificacao da GFPuv

Os teores de GFPuv permeada, extraida e purificada
foram determinados indiretamente da curva de calibragdo
relacionando concentragdes conhecidas da GFPuv padrio
e a intensidade de fluorescéncia respectiva, quantificada
em espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301 PC, Japao,

excitagio S04 M € A, i 209 nm). A equagdo da curva de
calibragdo obtida foi: teor de GFPuv (ng/mL)=0,8576 +
0,0256 x (intensidade de fluorescéncia), obtendo R? =
0,9979.

Quantificacao das proteinas totais (curva de
calibracao de BSA — Bovine Serum Albumine)

As proteinas totais (representadas por albumina de
soro bovino — BSA) obtidas durante as varias etapas da
permeacao, extracdo e purificagdo foram quantificadas a
partir da curva de calibracdo da concentragdo de BSA
mensurada em espectrofotometro ao comprimento de
onda de 280 nm (Beckman DU-600, USA). A equagdo da
reta obtida foi: proteinas totais (mg/mL) = -26,863 +
1727,2 (A, ,.)» RZ=0,9943.

Pico de excitacao e de emissao da GFPuv padrao,
extraida e purificada

Uma aliquota de GFPuv padrao (10 pg em 100 pL
— Clontech®, USA) foi diluida em 400 pL de tampao
10 mM Tris-HCl pH 8,0, transferida para cubeta de quart-
7o e submetida a varredura no espectro de excitagdo na fai-
xa de comprimento de onda entre 300 e 450 nm, manten-
do fixo o comprimento de onda de emissao em 509 nm. A
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maior intensidade de fluorescéncia (44,4) foi obtida no
comprimento de onda de 394 nm. Para a pesquisa do es-
pectro de emissdo, a amostra foi submetida a varredura na
faixa de comprimento de onda entre 450 e 550 nm, man-
tendo fixo o comprimento de onda de excitagdo em 394
nm. A maior intensidade de fluorescéncia (44,3) foi obti-
da no comprimento de onda de 508,8 nm.

Aliquota de GFPuv (cerca de 8,68 ng GFPuv/mL)
permeada por CDS, posteriormente extraida por TPP, e
aliquota (cerca de 8,84 ug GFPuv/mL) purificada por
eluicdo (HIC) tiveram as intensidades de fluorescéncia
mensuradas no espectrofluorimetro para determinar os
picos proximos de emissdo e de excitacdo. Para ambas as
amostras os picos de emissdo e de excitacdo foram proxi-
mos de 509 nm e 394 nm, respectivamente.

Eletroforese

Utilizou-se o gel de poliacrilamida (SDS — page) a
12% para a corrida das amostras de GFPuv (permeadas,
extraidas e purificadas) diluidas em tampao 10 mM Tris-
HCI (pH=8,0), homogeinizadas e previamente incubadas
por 5 minutos em banho de agua fervente. No gel
polimerizado foram aplicados 10 uL. das amostras de
GFPuv e 1 uL do padrao de peso de 14.300 a 200.000 Da
(High range da Gibco BRL® Products), diluido 1:5 em tam-
pao 10 mM Tris-HCI (pH=S8,0). A corrida foi realizada a
temperatura ambiente por 30 min em 50 V e 50 min em 200
V. A coloragao foi efetuda por imersao do gel em solugdo
corante por 10 min, e depois em solugdo descorante por 2
dias, havendo a troca da solugdo a cada 24 horas, até que as
bandas estivessem bem visiveis (Sambrook et al., 1989). O
gel foi colocado entre folhas de celofane e exposto a tem-
peratura ambiente para secar.

Estabilidade da GFPuv em diferentes valores de pH

Amostras de GFPuv padrao, extraida e purificada
foram expostas a diferentes valores de pH, nas solugdes
tampoes: (1) 10 mM de acetato de so6dio/acido acético (pH
3,4 a5,6), (i1)) 10 mM fosfato de potassio monobasico/
fosfato de potassio dibasico (pH 5,8 a 7,0) e (iii) 10 mM
Tris-HCI (pH 7,2 2 9,8). O intervalo de pH entre 3,2 ¢ 9,8,
com variagao aproximada de 0,2 foi escolhido para a de-
terminagdo do pl da GFPuv. O potencidmetro AR-20
(Fisher Scientific, USA) foi calibrado previamente com
tampdes padrdes (Synth, Brasil) de valores de pH conhe-
cidos: 4,0, 7,0 € 9,0.

As solugdes tampao foram distribuidas em microtu-
bos identificados, adicionadas de aliquotas de GFPuv em
concentragdes aproximadas de 5,0 pg/mL, concentracao

intermedidria aquelas utilizadas para estabelecer a curva
de calibracdo para GFPuv padrdo. As amostras foram
homogeneizadas, mantidas a 4 °C por 24 horas, e perma-
neceram a temperatura ambiente por 60 min. Os valores de
pH foram novamente medidos, € os microtubos foram
centrifugados a 6000g/30 min/temperatura ambiente. Nao
foi observada precipitacdo nos tubos para as amostras res-
pectivas. As intensidades de fluorescéncia relativas a
GFPuv foram obtidas em comprimentos de onda de exci-
tacdo a 394 nm e de emissdo a 509 nm, e convertidos para
teores correspondentes, utilizando-se a equagao da curva
padrdo. Aliquotas de 5 pg GFPuv padrao/mL foram ex-
postas aos tampdes acetato (pH 4,0 e 5,0), fosfato (pH 5,5,
6,0 ¢ 7,0) e Tris (pH 8,0), nas mesmas condigdes. Os va-
lores de pH foram medidos e associados aos correspon-
dentes teores de GFPuv padrao.

Andlise dos resultados

O teor de GFPuv foi expresso em microgramas de
GFPuv por mililitro de amostra (ug GFPuv/mL). O teor de
proteinas totais foi expresso em miligramas de BSA por
mililitro de amostra (mg BSA/mL). A massa especifica de
GFPuv em relagéo ao teor total de proteinas (BSA) foi ex-
pressa em pg GFPuv/mg de proteinas totais. A produtivi-
dade especifica foi obtida pela relagdo entre a concentra-
¢do de GFPuv e a massa seca da amostra, ug GFPuv/mg
de massa seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No procedimento de permeagao (CDS), a tempera-
tura da placa de congelamento, na cdmara do liofilizador
atingiu -40 °C e retornou para 20 °C, de forma linear. A
temperatura das amostras decresceu linearmente até
-13 °C, tendo havido neste ponto uma elevagao abrupta da
temperatura para -2 °C, mantendo-se estavel por 10 min,
com posterior abaixamento até atingir -20 °C, caracteri-
zando-se o fendmeno de sobrefusao (Vessoni Penna et al.,
2002). A elevacao da temperatura ocorreu gradativamente
com ligeira estabilizagdo ao redor de -3 °C, caracterizan-
do o ponto crioscopico da suspensao de células de E. coli.

Amostras de GFPuv extraida por TPP e purificada
por HIC, submetidas respectivamente a varredura dos es-
pectros de excitagao e de emissao no espectrofluorimetro,
apresentaram espectros de fluorescéncia semelhantes para
picos maximos de excitagdo de 394 nm e de emissao de 509
nm, ilustrados na Figura 1. Os espectros de excitagdo e de
emissao foram semelhantes aqueles da GFPuv padrao.

No estudo de estabilidade da proteina em diferentes
valores de pH, o valor do pl para as amostras de GFPuv
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padrao, extraida e purificada foi verificado no intervalo
entre pH 5,0 e 5,2, naregido de inflexao das curvas (Figura
2), que relacionam teores de GFPuv e valores de pH. Ape-
sar das proteinas apresentarem maior probabilidade de se
agregarem proximo ao valor de pl, devido a diminuigdo da
repulsdo eletrostatica entre as moléculas, ndo foi observa-
da qualquer natureza de precipitado nos tubos ap6s 24 h de
estabilizagdo da proteina nos tampdes. Ward (1998) cons-
tatou valor de pl para a GFP (selvagem) no intervalo de
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valor de pH entre 4,7-5,1. Segundo Scopes (1994), os
valores de pl para a maioria das proteinas de plantas e de
bactérias sdo caracterizados entre pH 4,5 e 5,0, enquanto
os valores de pl da maioria das proteinas animal situam-
se entre pH 5,5 ¢ 6,0.

No intervalo de valores de pH entre 6,0 ¢ 9,8, a in-
tensidade de fluorescéncia da proteina GFPuv mostrou-se
maxima e estavel, decrescendo entre valores de pH 5,5 ¢
4,5. Para os valores inferiores ao pH 4,5, a intensidade de

O T T
350 400

450 500 550

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1 - Espectros de excitagao (394 nm) para GFPuv padrio (a), extraida (b), purificada (c); e espectro de emissao

(509 nm) da GFPuv padrao (d), extraida (e) e purificada (f).
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FIGURA 2 - Teores de GFPuv em diferentes valores de pH: GFPuv padrao (-[1-), GFPuv extraida por TPP (-A-) e

GFPuv purificada em HIC (-O-).
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fluorescéncia foi minima (Figura 2). Bokman e Ward
(1981) constataram para GFP (selvagem) estabilidade na
intensidade de fluorescéncia no intervalo de pH entre 5,5
e 12,0, decaindo, entretanto, entre os valores de pH 5,5 ¢
4,4, e para valores superiores ao pH 12,0.

Observa-se na Figura 2 que os procedimentos de
permeacao (CDS), extragcdo (TPP) e purificagdo (HIC)
ndo alteraram a estrutura da proteina, pois GFPuv extrai-
da e purificada, se comparada a GFPuv padrao, apresenta-
ram o mesmo perfil na variagdo da intensidade de fluores-
céncia e de solubilidade quanto a variagao do valor de pH.

Os teores de GFPuv obtidos na permeagao por mé-
todos fisicos aplicados a cultura de células, posterior ex-
tragdo do permeado por TPP e purificagdo em HIC foram
apresentados na Tabela I. A permeacao sucessiva por CDS
permitiu a liberagao seletiva da proteina de interesse, fa-
cilitando a separagdo de macromoléculas precipitadas na
interface branca da TPP. Observaram-se rendimentos su-
periores a 50% de permeacao de GFPuv nos dois primei-
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ros ciclos CDS, respectivamente: (i) 76,8% (33,34% +
43,46%) amostra 01; e (ii) 92,8% (65,99% + 26,81%)
amostra 02.

Dos permeados da amostra 01, duas aliquotas de
450 pL foram submetidas a extracdo da GFPuv por TPP.
Para efeito de calculos foi considerada a média dos resul-
tados obtidos. A extragdo possibilitou a eliminagao da
maioria das macromoléculas e residuos celulares presen-
tes nos permeados, fenomeno confirmado na amostra 01,
pela quantificac@o das proteinas totais, em que se pdde
observar a diminui¢do de contaminantes em 51 vezes no
1° ciclo CDS/TPP, 24 vezes no 2° CDS/TPP, 6,8 vezes no
3°CDS/TPPe 12,3 vezes no 4° CDS/TPP. No entanto, nos
teores de GFPuv desta mesma amostra houve diminuigao
média de 1,4 vez nos trés primeiros ciclos CDS/TPP e 4,6
vezes no 4° CDS/TPP. Em conseqiiéncia, obtiveram-se
valores satisfatorios na massa especifica (150,10 pg
GFPuv/mg para o 1° CDS/TPP), havendo gradativo de-
créscimo nos demais ciclos: 45,43 ng GFPuv/mg (2° CDS/

TABELA | - Resultados obtidos na permeacao e na extragdo da GFPuv

Tratamento GFPuv Rendimento Proteinas Massa Produtividade
(mg/mL) (%) totais especifica especifica
BSA (mg/mL) (mg GFPuv/ (mg GFPuv/
mg BSA) mg massa seca)
Amostra 01 — massa seca 0,92 mg/mL
Permeacao 1° CDS 315,03 33,34 87,32 3,61 342,42
2°CDS 410,62 43,46 136,12 3,02 446,33
3°CDS 136,94 14,50 31,65 4,33 148,85
4° CDS 82,17 8,70 12,55 6,55 89,32
Mistura 946,00 - 94,24 10,04 1.028,26
Extragdo 1°CDS 254,71 40,75 1,70 150,10 276,86
(média de 2°CDS 256,69 41,07 5,65 45,43 279,01
2 aliquotas) 3°CDS 96,02 15,36 4,63 20,74 104,37
4° CDS 17,66 2,83 1,02 17,26 19,19
Mistura 196,22 - 2,38 82,53 213,28
HIC 51,75 - 31,55 1,64 56,25
Amostra 02 — massa seca 1,44 mg/mL
Permeacdo 1° CDS 429,39 65,99 61,82 6,95 294,10
2°CDS 174,44 26,81 28,40 6,14 119,48
3°CDS 39,10 6,01 8,61 4,54 26,78
4° CDS 7,78 1,20 4,58 1,70 5,33
Mistura 233,44 - 24,28 9,62 159,89
Mistura dos  1* extracdo 20,47 14,04 2,23 9,18 14,02
permeados 2% extracao 93,40 64,07 1,04 89,75 63,97
3% extracdo 31,90 21,89 1,55 20,60 21,85
Mistura 43,19 - 2,42 17,82 29,58
HIC 12,69 - 3,40 3,74 8,69
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TPP), 20,74 pg GFPuv/mg (3° CDS/TPP) e 17,26 pug
GFPuv/mg (4° CDS/TPP).

A amostra 01 apresentou teores semelhantes de pro-
teinas totais (2,38 mg/mL) em relagdo a amostra 02 (2,42
mg/mL). A maior elimina¢ao de contaminantes indeseja-
veis presentes nos permeados ocorreu na amostra 01 (2,38
mg/mL), conduzindo a expressiva massa especifica (82,53
mg/mg), 4,6 vezes maior em relagdo aquela obtida para a
amostra 02 (17,82 mg/mg). No entanto, observou-se redu-
cdo de 5,4 vezes na produtividade especifica na amostra
02 (29,58 mg GFPuv/mg) apo6s a extragdo por TPP, em
relagdo a mistura dos permeados (159,89 mg GFPuv/mg),
enquanto na amostra 01 observou-se reducgao de 4,8 vezes
(1.028,26 mg GFPuv/mg para 213,28 mg GFPuv/mg) no
mesmo parametro.

Na analise da eletroforese (Figura 3) observou-se
aumento progressivo de impurezas do 1° CDS para o 4°
CDS, devido ao rompimento da parede celular em conse-
qiiéncia a associagdo dos sucessivos ciclos de CDS, per-
mitindo a permeag¢ao de moléculas de tamanho superior a
60 kDa (Johnson, Hecht, 1994; Naglak et al., 1990; Scott,
1991; Endow, Piston, 1998). O rendimento de 33,34% de
GFPuv obtido na 1° CDS foi muito proximo daquele ob-
tido apos a extragdo quimica por TPP (40,75%), possibi-
litando produtividades especificas proximas (342,42 mg
GFPuv/mg e 276,86 mg GFPuv/mg). Para estas amostras,
impurezas nao foram visualizadas nas canaletas 3 e 7 da
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Figura 3, indicando que a aplicagdo da extracdo quimica
por TPP, seguida da purificagdo por HIC, da amostra
permeada no 1°ciclo de CDS ndo se fez necessaria, pois
este procedimento de permeagdo mostrou-se eficaz na
separagdo da GFPuv das células bacterianas.

Porém, para a mistura de extratos obtidos por TPP
(196,22 mg GFPuv/mL) e para a mistura dos extratos apos
a eluicao (43,19 mg GFPuv/mL), observou-se remogao de
impurezas, mas apo6s eluicdo na HIC houve perda média de
3,5 vezes no teor de GFPuv em ambas amostras (51,75 mg
GFPuv/mL e 12,69 mg GFPuv/mL, amostra 01 ¢ 02, res-
pectivamente, Tabela I). A baixa recuperacdo de GFPuv
obtida ap6s eluicao por HIC pode ser explicada pela utili-
zac¢ao da fase estaciondria metila, de baixa hidrofobicidade
(Tanford, 1972), havendo perda da proteina na fase fluida
de sulfato de amonio, anterior a elui¢do com tampao. A
eletroforese mostra uma tinica banda mais forte na regido
proxima a 29 kDa (massa molar padrao), 27 kDa (GFPuv
padrdo), ficando evidenciado que a extragdo da GFPuv jano
primeiro ciclo de CDS apresentou baixa concentracao de
impurezas. A mistura dos permeados ap6s extragao por TPP
(canaleta 7) e eluicdo por HIC (canaleta 8) renderam pure-
za a proteina GFPuv, apesar de demandarem maior custo e
tempo de execucdo. Para sucessivas permeacdes aplicadas
as cé¢lulas bacterianas, a associacdo de CDS e extragdo por
TPP mostrou-se mais eficiente em relacdo a extragao dire-
ta por TPP.

200 kDa
-
97,4 kDa = t
-
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a - W - '
L
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FIGURA 3 - Gel de eletroforese em poliacrilamida (SDS-page) da amostra 01. Colunas: 1, massa molar (kDa); 2, GFPuv
padrao (20,0 mg/mL); 3, permeado do 1° ciclo CDS (32,15 mg/mL); 4, permeado do 2° ciclo CDS (59,95 mg/mL); 5,
permeado do 3° ciclo CDS (38,61 mg/mL); 6, permeado do 4° ciclo CDS (45,61 mg/mL); 7, mistura dos permeados apos
extragdo por TPP (12,77 mg/mL); e 8, mistura dos extratos apds eluicdo em HIC (59,80 mg/mL).
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CONCLUSOES

Concluiu-se que o 1° ciclo de permeacao seletiva
(CDS) permitiu a liberagao seletiva da GFPuv intracelular
com rendimento semelhante aquele obtido por extragao
(TPP) e purificagao (HIC) para os quais impurezas nao
foram visualizadas por eletroforese. As estruturas
moleculares da GFPuv extraida e purificada mostraram-se
inalteradas em valores de pH entre 6,0 e 9,8 e foram con-
firmadas nos espectros de emissao e de excitagao.
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ABSTRACT

Extraction, purification and physical-chemical
characterization of recombinant green fluorescent
protein (GFPuv) expressed in Escherichia coli cells

The recombinant green fluorescent protein (GFPuv) has
been used as a marker in several research fields. The
purpose of the present work was to evaluate the influence
of the selective physical permeation procedure applied to
the cells of Escherichia coli for the extraction of GFPuv
in relation to the chemical procedures of extraction and
purification. Transformed cells (0.92-1.44 mg/mlL) of E.
coli DH5-a expressing GFPuv were submitted to four
cycles (1°, 2°, 3°, 4°) of freezing (-20 °C/ 0.83 °C/ min/
thawing interlaid by sonication (3 pulses/6 s/25
vibrations). The intracellular permeate with GFPuv in
buffer solution (Tris-HCIl 25 mM pH 8.0 + b-
mercaptoethanol (1 mM) + PMSF (0.1 mM)) was
submitted to the three-phase partitioning (TPP) method
and subsequent purification through hydrophobic
interaction chromatography column (HIC). The results
showed that the first selective permeation cycle applied to
the cells was more efficient in the release of the protein
from the cell fragments without subsequent extraction and
purification in relation to the second, third and fourth
permeation procedures. The permeated, extracted and
purified GFPuv showed similarity to the standard GFPuv
characteristics of fluorescence, stability and solubility.

UNITERMS: Recombinant green fluorescent protein.
GFPuv. Escherichia coli. Protein extraction, Three phase
partitioning — TPP.
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