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REsumo

A proteina verde fluorescente (GFPuv), pelo fato de ter como
caracteristica a emissédo de luz verde fluorescente brilhante quando exposta a
luz ultravioleta, tem sido utilizada como marcador em diversos campos de
pesquisa. Células transformadas de Escherichia coli DH5-o0 expressando a
GFPuv foram submetidas aos tratamentos: (i) permeacdo seletiva
(congelamento/ descongelamento/ sonicacao) associada a extracao por particao
em trés fases (TPP) e posterior purificagdo em coluna cromatografica de
interacao hidrofébica (HIC), e (ii) extracao direta das células por TPP e posterior
purificagdo em coluna HIC. Este trabalho teve por objetivo a extracdo da GFPuv
com a aplicacdo das metodologias citadas para a extracdo da proteina,
avaliando a influéncia da permeagéo seletiva das células de Escherichia coli no
processo de extracdo da GFPuv. Na andlise dos resultados observou-se que
apesar da permeacgao seletiva ser uma metodologia mais laboriosa, mostrou-se
mais eficiente pela obtencdo de aproximadamente 9 vezes mais GFPuv em

relacdo a extracao direta das células por TPP.
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ABSTRACT

The green fluorescent protein (GFPuv), for the fact of having as
characteristic the emission of brilliant green fluorescent light when exposed to
the ultraviolet light, it has been used as marker in several research fields.
Transformed cells of Escherichia coli DH5-a. expressing GFPuv was subjected
to: (i) selective permeation (freezing / thawing/ sonication) associated to the
extraction for partition in three phases (TPP) and subsequent purification in
hydrophobic interaction chromatography column (HIC), and (ii) direct extraction
of the cells for TPP and subsequent purification in HIC column. This work had for
objective the extraction of GFPuv with the application of the methodologies
mentioned for the extraction of the protein, evaluating the influence of the
selective permeation in the cells of Escherichia coli in the process of GFPuv
extraction. In the analysis of the results was observed that in spite of the
selective permeation to be a more laborious methodology, it was shown more
efficient for the obtaining of approximately 9 more times GFPuv in relation to the

direct extraction of the cells for TPP.
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1. INTRODUCAO

A proteina verde fluorescente, extraida da Aequorea victoria, emite luz
verde fluorescente brilhante quando exposta a luz ultravioleta. A forma
recombinante desta proteina, GFPuv, tem sido expressa em células
procariontes, eucariontes, e, bactérias esporuladas continuam expressando a
GFPuv nas células das geragbes seguintes. O conhecimento destas
caracteristicas aliadas a outras como, caracteristicas fisico-quimicas,
aplicabilidade de técnicas de purificacdo, estabilidade da proteina em
diferentes valores de pH, sdo fundamentais para a aplicagdo da GFPuv como

ferramenta para indicador biolégico em controles de processos tecnolégicos.

1.1. JUSTIFICATIVA

A proteina verde fluorescente recombinada (GFPuv), por ser marcador
fluorescente intrinseco de células procariontes e eucariontes, € uma importante
ferramenta para indicador biolégico. A transformacéao da Escherichia coli DH5-o
com o plasmideo pGFPuv, construido pela Clontech®, a capacidade de
expressao da GFPuv pela bactéria transformada, o isolamento, a purificacao, e
a caracterizacao das propriedades fisico-quimicas desta proteina recombinada
devem ser conhecidas e comparadas com as propriedades da proteina verde
fluorescente na forma selvagem (GFP) descritas na literatura. A avaliacao do
método mais eficaz de recuperagao da GFPuv se faz necessario para obtencao

do melhor rendimento da proteina de interesse produzida.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar metodologias para a extragdo da proteina verde fluorescente
(GFPuv) a partir de culturas de Escherichia coli DH5-a, através de método
fisico (permeacao seletiva), método quimico (extracdo por particdo em trés
fases — TPP), e pela associacdo dos métodos fisico e quimico, com posterior

eluicdo em coluna cromatogréfica de interagao hidrofébica (HIC).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar qual a influéncia da permeacao seletiva das células de
Escherichia coli no processo de extracdo da proteina verde

fluorescente;

> Avaliar o espectro de emissdo e de excitacdo da proteina verde

fluorescente extraida e eluida na coluna HIC;

> Avaliar a estabilidade da proteina verde fluorescente, frente as
variagdes de pH em funcao da intensidade de fluorescéncia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Propriedades fisico-quimicas comuns das proteinas

Proteinas sdo uma série de aminoacidos ligados por ligagbes peptidicas.
Todos os aminoacidos consistem em um carbono central ligado a um grupo
amino, um grupo carboxila, um atomo de hidrogénio e um radical — R. Os
grupos amino e carboxila estao ligados ao carbono central na posi¢céo alpha,
sdo as bases da ligacdo peptidica. Esta ligacdo entre o carbono do grupo
carboxila e o nitrogénio do grupo amina é covalente. Entretanto a proteina tem
duas terminacdes diferentes. Uma € o residuo terminal amino livre (N-terminal),
e a outra terminagdo tem um residuo terminal carboxila livre (C-terminal). Cada
aminoacido que compde a proteina é denominado de residuo de aminoacido, e
0 peptideo pode ser quebrado em varios residuos de subunidades
(WHEELWRIGHT, 1994).

Os aminoacidos sdo classificados pelas suas cadeias laterais (radical
R). E a variagdo do grupo R, sua ligacdo & proteina em diferentes posicdes e a
configuracdo das diversas proteinas que conferira caracteristicas distintas.
Proteinas pequenas tém entre 50 e 100 residuos de aminoéacido, enquanto que
proteinas grandes tém dezenas de centenas de residuos de aminoacido. O
tamanho da proteina também é medido pela massa molar. A unidade da massa
molar é o Dalton, e a proteina estd numa faixa tipica de 1.000 Da (1 kDa) a
100.000 Da (100 kDa) ou maior. Para proteinas globulares, 100 kDa é
aproximadamente 6,5 nm (65 A) de diametro (WHEELWRIGHT, 1994). A
GFPuv possui monémero de 27 kDa com didmetro aproximado de 1,75 nm
(17,5 A) (WARD, 1998).

As caracteristicas conferidas as proteinas pelas cadeias de aminoacidos
servem como base para o processo de purificagao, e inclui solubilidade, carga,
hidrofobicidade e ligagdo intermolecular. Os aminoacidos podem ser
classificados pelas suas cadeias laterais como na Tabela 1. O primeiro grupo
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da classificagdo dos aminoacidos contém as cadeias laterais (R) alifaticas e
aromaticas e tendem a aumentar a hidrofobicidade da molécula de proteina e
torna-la menos solivel em agua. O segundo grupo contém a cadeia lateral
basica, que tem um grupo amino que carrega uma carga e causa a agao do
grupo como uma base fragil. O terceiro grupo compreende os de cadeia lateral
acidica, que tém um grupo carboxila ligado e agindo como um &cido fraco. O
quarto grupo contém enxofre, ou thiol, cadeias laterais que permitem ligacao
intermolecular. A amina secundaria e o grupo hidroxila alifatico participam

pouco na separagao, tendo alguma influéncia na solubilidade.

TABELA 1. Grupos de cadeias laterais de aminoacidos e principios para
processos de purificacao (WHEELWRIGHT, 1994).

Bases para
Cadeia lateral Aminoacidos pufificacao
Alifatica Glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina Hidrofobicidade
Aromatica Fenilalanina, tirosina, triptofano Hidrofobicidade
Basica Lisina, arginina, histidina Carga positiva
Acida Aspartato, glutamina Carga negativa
Thiol Cisteina, metionina Solubilidade
Amina secundéria Alanina, prolina Solubilidade
Hidroxila alifatica  Serina, treonina Solubilidade

3.1.1. Solubilidade das proteinas

A tipica proteina globular apresenta na superficie regides polares com
cargas positivas e negativas, regides polares sem carga ou hidrofilicas, e
regides apolares ou hidrofébicas, e a distribuicao dos residuos hidrofébicos ou
hidrofilicos na superficie das proteinas € que vai determinar a solubilidade da
proteina em diferentes solventes. O carater polar ou apolar da superficie da
proteina é determinado principalmente pela estrutura primaria da proteina, ou
seja, pelos residuos aminoacidos que se concentram na superficie
(LEHNINGER, 1990). A proteina assume a conformagdo de acordo com a
seqUéncia de aminoacidos que promove o minimo contato com os residuos
hidrofébicos com o solvente aquoso (internalizacao dos residuos hidrofébicos —
folding) maximizando as interagdes entre residuos polares e carregados com o

solvente. De qualquer forma permanecem alguns residuos hidrofébicos na
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superficie em contato com o solvente. A diminuicdo da solubilidade de uma
proteina globular desnaturada é o resultado da exposicdo dos residuos
hidrofébicos internos, que favorece a interacdo entre as proteinas e
consequente agregacdo (ROTHSTEIN, 1994).

Em termos gerais, a solubilidade de um soluto em um solvente é
determinada pelo resultado global das interacdes atrativas e repulsivas entre as
moléculas de solvente e de soluto. A solubilidade é favorecida quando as
interacdes entre as moléculas de soluto sao repulsivas e as interagdes do soluto
com as moléculas do solvente sdo atrativas. Com isso uma molécula pode
precipitar por qualquer perturbacdo que resulte em diminuicdo das forcas
atrativas com o solvente, ou entdo, em um aumento das interagdes atrativas
entre as moléculas de soluto.

As interagdes entre as moléculas de soluto e solvente geralmente sdo
ligacbes ndo-covalentes, onde ndo existe compartiihamento de elétrons e as
moléculas mantém a sua identidade, e podem ser agrupadas em dois tipos:
interagdes eletrostaticas (interagdes dipolo-dipolo) e forcas de van der Waals
(interagdes de polarizagao ou inducao).

As interacoes eletrostaticas sdo a base da solubilidade que moléculas
polares neutras e com carga apresentam em solventes polares. Moléculas
polares neutras sdo aquelas que resultam de um dipolo permanente devido a
uma distribuicdo assimétrica dos elétrons na estrutura da molécula (momento
dipolar). Moléculas com carga sdo aquelas que possuem grupos ionizaveis
localizados em diferentes posi¢coes, também chamadas de ions dipolares ou
zwitterions. Proteinas ndo isoelétricas possuem um numero grande de regides
com carga, em adicdo ao momento dipolar.

As interacdes eletrostaticas sdo ligagoes fortes e resultam da interagédo
das extremidades polares ou carregadas entre pelo menos duas moléculas.
Possuem um componente repulsivo nas interagdes de cargas de mesmo sinal, e
um componente atrativo entre cargas de sinais opostos. O pH tem grande
influéncia na presenga ou auséncia de cargas, uma vez que o pH do solvente
determina o grau de dissociacdo dos grupamentos acidos e basicos de uma
proteina. Portanto, a carga de uma proteina pode ser experimentalmente
manipulada variando-se as propriedades do solvente, especialmente o pH.

Moléculas com carga global zero (nUmero de cargas positivas igual ao nimero



Dissertagédo de mestrado 6

de cargas negativas) terdo maior probabilidade de se agregar devido a
diminuicdo da repulsdo eletrostatica entre as mesmas. Este fendmeno é
representado pelos perfis de solubilidade das proteinas em relacao a diferentes
valores de pH. O ponto de solubilidade minima geralmente corresponde ao
ponto isoelétrico (pl), ou seja, ao valor de pH no qual a proteina possui carga
global zero. O valor do pl depende da forca ibnica e do anion especifico do sal
adicionado ao meio (ROTHSTEIN, 1994). A maioria das proteinas é soluvel nas
condicdes semelhantes aquelas do citoplasma das células, isto é, em forca
ibnica baixa, entre 0,15 e 2,0 M, no valor de pH neutro.

A determinacéao do pl da proteina apresenta fundamental importancia na
caracterizacdo da mesma durante a extragdo e nos estagios de purificagéao,
informando igualmente o melhor intervalo de pH na caracterizacdo das
propriedades da proteina de interesse (LEHNINGER, 1990).

As forcas de van der Waals séo ligagdes frageis e superficiais que se
estabelecem somente com contato intimo das regides apolares das moléculas.
Ocorrem principalmente entre moléculas apolares que possuem grupos
capazes de formar dipolos instantaneos, originados em um dado momento por
existir assimetria na distribuicdo de cargas na molécula. A intensidade de
interacdo depende da distancia e da superficie das moléculas (MORRISON &
BOYD, 1990).

De um modo geral o solvente é sempre aquoso. As propriedades do meio
podem ser alteradas por mudancas na forca idnica, pH, adicdo de solventes
organicos misciveis e polimeros organicos, combinados com variagdo na
temperatura, que causam alteracdo na solubilidade das proteinas (SCOPES,
1994). Uma proteina permanece em solugdo quando é termodinamicamente
mais estavel do que formar agregados protéicos em uma fase solida (GLATZ,
1990).

3.2.Origem da proteina verde fluorescente
A bioluminescéncia € um fenémeno natural observado em diversas
espécies de organismos marinhos e terrestres. O vagalume é o representante
mais conhecido no ambiente terrestre.
Nos oceanos estas espécies aparecem nas diversas regides,

compreendendo desde zooplancton (protozoarios dinoflagelados), pequenos
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hidrozoarios como as Deiopeas e o Beroe forshalii; crustdceos como o
camarao Euphasia pacifica; e peixes demersais como Porichthys porosissimus.
Estes animais marinhos utilizam-se da bioluminescéncia para afastar
predadores, para camuflagem mimetizando outras espécies, para atrair suas
presas, para atrair seus parceiros no periodo reprodutivo e como fonte
alternativa de energia (BARNES, 1991).

O mecanismo quimico de producdo de luz nos organismos marinhos
difere em cada espécie. A maioria apresenta somente quimioluminescéncia ou
bioluminescéncia que resulta de uma reacdo quimica mediada por
fotoproteinas.

Outros mecanismos de luminescéncia sao independentes de substrato e
apresentam sistemas préprios. A fluorescéncia ocorre quando um elétron
excitado € deslocado para uma Orbita de maior energia, emitindo um fo6ton
quando retorna para o estado mais estavel ou de menor energia.

A Aequorea victoria (Figura 1) € um cnidario, uma medusa de corpo
totalmente transparente em forma de guarda-chuva, com didmetro entre 7 e 10
cm que apresenta granulos bioluminescentes ao redor de seu corpo, formando

um circulo.

FIGURA 1: Aequorea victoria
(http://latin.arizona.edu/~dgalbrai/dginf.html).

O grupo fluoroforo da proteina verde fluorescente, GFP, esta situado no

centro geométrico do cilindro, formando um segmento irregular a-hélice,
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formado pela seqiiéncia interna de trés aminoacidos Ser®® — Tir®® — GIi®’

(PHILIPS, 1998).

A GFP, forma selvagem, tem como estrutura tridimensional, 11 fitas que
formam um cilindro simétrico em forma de barril (Figura 2). Estes cilindros
possuem um diametro de cerca de 30 A a 40 A de comprimento. Estudos de
densidade dentro dos cilindros revelaram o centro fluorescente da molécula,
uma tirosina modificada na cadeia e uma proteina ciclizada como parte mais
importante do segmento de a-hélice irregular. Pequenas partes de a-hélices e
loops formam as extremidades dos cilindros. Esta estrutura contendo uma
simples a-hélice dentro de uma estrutura uniforme de folhas B, representa a
nova classe de proteinas, chamadas de B-can, estrutura altamente regular. O
barril tem como funcao proteger o grupo fluoréforo dando-lhe estabilidade e

resisténcia ao calor e a desnaturagao.

FIGURA 2: Estrutura barril -can da GFP.

O mecanismo quimico de formagdo do cromoéforo ndao é totalmente
compreendido. A GFP nascente nao apresenta fluorescéncia, o grupo
fluoréforo forma-se apods cerca de 4 horas da ocorréncia de duas reacoes,
quais sejam: uma reagado de ciclizagdo autocatalitica entre a carbonila da
serina® e o grupo amino da glicina®” formando um composto intermediario
imidazdlico através de uma ligagdo covalente e uma etapa lenta dependente de
oxigénio onde a ligagdo simples entre os carbonos Co - CB da tirosina®, é
oxidada a dupla ligacdo (Figura 3). O resultado € a formacédo de duplas

conjugadas a a-hélice com propriedades fluorescentes.
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FIGURA 3: Reacao de ciclizacao autocatalitica e oxidacao para formacao
do grupo fluoroforo (hitp://www.biochem.mcw.edu).

Diversos tipos recombinantes de GFP foram produzidos utilizando-se
técnicas de clonagem molecular do DNA complementar da proteina verde
fluorescente. Estas variantes da GFP proporcionam uma excelente ferramenta
de estudos da expressdo génica em uma enorme gama de celulas (CHALFIE
et al., 1994).

3.3. Propriedades fisico-quimicas da GFP e da GFPuv

A GFP é uma molécula globular, compacta e acida composta por
mondmeros de massa molar de 27 kDa, a forma recombinante tem maior
propensdo a dimerizar do que a forma selvagem (CRAMERI et al., 1996). O
polimero tem na estrutura primaria 238 aminoacidos com a sequéncia do C-
terminal composta por His-Gly-Met-Asp-Glu-Tyr-Lys, susceptivel ao ataque de
carboxipeptidases e proteases nao especificas. Durante a permeacéao seletiva

a protedlise da extremidade C-terminal pode ser inibida trabalhando em baixas
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temperaturas (0 °C a 4 °C), e na presengca de PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonida) (WARD, 1980 e PHILIPS, 1998).

A GFP absorve luz UV e luz azul com um pico maximo a 395 nm e um
pico menor a 470 nm, emitindo luz verde com um pico maximo de emissao a
509 nm e um pequeno espalhamento em 540 nm (WARD et al., 1980).

A GFPuv, proteina verde fluorescente recombinada, emite uma maxima
fluorescéncia quando excitada por luz ultravioleta, UV (360-400 nm), possui
pico de excitacdo de 394 nm e pico de emissdao de 509 nm. A GFPuv foi
desenvolvida introduzindo mutac¢ées in vitro no DNA da GFP trocando trés
aminoacidos (Phe® para Ser, Met'®® para Thr e Val'®® para Ala, baseado na
numeracao dos aminoacidos na forma selvagem) do sistema TU#58 da GFP,
resultando na GFPuv. Esta forma mutante expressa pela Escherichia coli
apresenta fluorescéncia 18 vezes mais intensa que a GFP, quando excitada
pela luz UV (CRAMERI et al., 1996).

Apesar da recombinacdo da proteina aumentar a fluorescéncia da
GFPuv pelos efeitos da alteragédo de aminoacidos e formagéao do croméforo, os
picos de excitagdo e emissao permanecem praticamente inalterados em
relacdo a GFP. A GFPuv apresenta menor toxicidade do que a forma
selvagem, por isso a E. coli contendo a GFPuv cresce duas a trés vezes mais
rapido do que aquelas que expressam a GFP.

A GFP expressa em E. coli apresenta-se insoluvel, pouco fluorescente e
precipita-se no citoplasma. A GFPuv expressa nas mesmas condi¢oes,
apresenta-se soluvel e com fluorescéncia intensa, porém apresenta-se mais
susceptivel a sofrer dimerizacdo do que a forma selvagem (CRAMERI et al.,
1996).

A fluorescéncia € muito estavel quando estudada em fluorimetro, porém
quando estudada em microscopio Optico onde ha maior intensidade de
iluminacdo apresenta fotobranqueamento. Este fenbmeno ocorre quando a
GFP € iluminada proximo ao pico maximo de excitacdo ao comprimento de
onda entre 340-390 nm ou 395-440 nm (CHALFIE et al., 1994).

A GFP na presenca de fortes agentes redutores converte-se em GFP
nao fluorescente, uma vez que a proteina necessita de oxigénio molecular para

formacéo do grupo fluoréforo, onde a etapa limitante da reacdo é a oxidagéo da
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tirosina®®, mas o processo é reversivel na presenca de Oz (INOUYE & TSUJI,
1994b).

A GFP mantém a fluorescéncia entre pH 55 e 12, entretanto a
fluorescéncia decresce em valores de pH inferiores a 5,5, e superiores a 12,
sendo o pH 6timo igual a 8,0 (BOKMAN & WARD, 1981). Devido a
sensibilidade nestas faixas de pH, a GFP é muito utilizada em estudos de
citometria como indicadora do pH intracelular em células livres (KNEEN et al.,
1998). O ponto isoelétrico (pl) da GFP esta situado entre os valores de pH 4,6
e 54. A adicdo de pB-mercaptoetanol (SAMBROOK et al, 1989) e a
manutencao do pH em 8,0 aumentam a estabilidade da proteina (WARD, 1998;
CHALFIE et al., 1994 e CRAMERI et al., 1996).

A fluorescéncia da GFP € mantida durante uma desnaturacao com 1%
de SDS ou 8 M de uréia, na auséncia da mesma apresenta reversibilidade, e
apos fixagdo com glutaraldeido ou formaldeido. Completamente desnaturada a
GFP nao fluoresce. A irreversivel desnaturacao, e posterior ndo fluorescéncia,
ocorre em etanol 95%, em solugdo a 1% de HO, e em elevadas
concentracoes de solventes organicos (CHALFIE et al., 1994).

A GFP, em estudos in vitro, apresenta resisténcia a temperaturas de 70
°C, em pH alcalino (inferior a 12), a alguns solventes organicos e detergentes,
e de algumas proteases (ROBART & WARD, 1990). Segundo INOUYE &
TSUJI (1994a), alguma fluorescéncia € observada quando nanogramas da
proteina nativa € aplicada em 1% de SDS em gel de poliacrilamida. In vivo a
GFP apresenta estabilidade quando expressa em varios organismos (LI et al.,
1997).

A GFP é fluorescente em ambas conformagdes, tanto no monémero
quanto no dimero. A proporcdo das formas monoméricas ou diméricas
depende da concentragdo da proteina no meio. A GFP dimeriza via interacdes
hidrofébicas em concentragdes de proteina de 5 a 10 mg/mL. A dimerizacao
resulta em uma diminuigdo na absorcdo a 470 nm e em um concomitante
aumento de absorcdo em 395 nm (WARD, 1998). Na maioria dos estudos
experimentais que usam GFP como informagdo, a forma monomérica
predomina, entretanto quando se usa a GFPuv como informacgédo, a
dimerizagcdo podera estar presente, mesmo que em niveis de expressao

moderados.
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3.4. Aplicacoes da GFPuv

O gene que expressa a GFP pode ser clonado com um gene que
expressa outra proteina. Esta clonagem é possivel pois em muitos casos as
proteinas apresentam semelhancgas estruturais com N- ou C-terminal, os quais
possibilitam a ligagdo entre os genes, mantendo sua expressao e a atividade
de ambas proteinas (STEARNS, 1995). Estas clonagens possuem inimeras
aplicacées.

Nos ultimos vinte anos, apds a extracao da proteina verde fluorescente a
partir da Aequorea victoria, muitos estudos tém sido feito sobre o uso da
GFPuv. Mais recentemente diversos estudos tém-se desenvolvido expressando
a GFPuv em diversas espécies de organismos ou células como marcador de
proteinas, células e organismos em varias espécies de procariontes e
eucariontes, proporcionando uma excelente ferramenta de estudo de
expressao génica em uma enorme gama de células. A GFPuv tem sido
utiizada para investigar questdes fundamentais em biologia molecular,
biotecnologia, neurobiologia, citometria, bioquimica, biofisica, genética e
ecologia. Isto é possivel pois a GFPuv é espécie independente e pode ser
inserida em diversos hospedeiros de filos diferentes. A GFPuv pode ser
expressa com sucesso em bactérias (CHARFIE et al, 1994), leveduras
(KAHANA et al., 1995), plantas (CAASPEER & HOLT, 1996), dros6filas (WANF
& HAZELRIGG, 1994), peixe zebra (AMSTERDAM et al.,1996) e em células de
mamiferos (LUDIN et al., 1996). A GFPuv pode ser inserida com sucesso em
bactérias esporuladas e continuar expressando a fluorescéncia nas células das
geracdes seguintes, sendo uma importante ferramenta para indicador biol6gico
revelando sobreviventes em processos de esterilizagdao. Por causa desta
caracteristica, e de ser marcador fluorescente intrinseco, a GFPuv tem sido
considerada um sistema novo de informagao genética (CHALFIE et al., 1994).

FLACH et al., (1994) visualizaram o movimento de ida e volta do RNA
transportador entre o nicleo e o citoplasma utilizando a proteina histona H2B
fluorescente no nucleo de leveduras, servindo para estudos da cinética

molecular.



Dissertagédo de mestrado 13

O transporte de proteinas ao longo de membranas secretoras utilizando
a proteina verde fluorescente foi visualizado por KAETHER & GERDES,
(1995).

HEINLEIN et al., (1995), relataram a interagdo do tobamovirus com o
citoesqueleto do pé de tabaco através da fluorescéncia dos microfilamentos.

Em células humanas SULLIVAN et al., (1995) observaram a seqiéncia
in vivo da formagado do centrobmero no DNA humano marcado com EGFP
(Enhanced GFP).

Estudos na formacgéo do endosporo em Bacillus subtilis, fundindo GFP
com proteina DacF e SpolVA do Bacillus subtilis para detectar o gene de
expressdo célula-especifica e sua localizagdo subcelular durante a
esporulacdo, foram feitos por WEBB et al. (1995).

SHIGA et al., (1996), estudaram a morfogénese das células de drosdfilas
utilizando como ferramenta uma B-galactosidase fluorescente nuclear.

O crescimento de Lactococcus lactis foi avaliado por PALENCIA et al.
(2000) por meio de estudos moleculares e fisiol6gicos.

A utilizagdo da GFPuv como uma ferramenta quantitativa através de um
método de medicao da proteina expressa em células isoladas e a co-variacao
das propriedades fisiologicas particulares com a proteina expressa foi estudado
por HACK et al. (2000).

A GFPuv apresenta uma grande vantagem como indicador biolégico em
relacdo ao método de quantificacdo. A analise quantitativa da fluorescéncia
remanescente das amostras submetidas aos processos de esterilizacdo pode
ser determinada por espectrofluorimetria, tornando o método rapido e preciso.
A analise qualitativa pode ser determinada por microscopia com ultravioleta ou
por observacdo em lampada UV de comprimento de onda de 395 nm
(CHALFIE et al., 1994).

3.5.Conceito de transformacao bacteriana induzida

O processo de transformagéao constitui um evento de alta importancia na
técnica de manipulagdo génica. Em 1999, NASCIMENTO et al. citaram que a
E. colitornou-se competente para transformagcdo com DNA ex6geno, quando a
bactéria foi suspensa em cloreto de calcio gelado e submetida a um curto
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choque térmico a 42 °C. Estes mesmos autores verificaram que as bactérias
crescidas até a fase log eram mais competentes do que aquelas isoladas de

outros estagios do crescimento.

3.5.1. Clonagem molecular

A clonagem molecular (uma colénia de bactérias € denominada de clone
porque os individuos s&o geneticamente idénticos a bactéria inicial) é a técnica
central da metodologia do DNA recombinante, a qual consiste no isolamento e
propagacao de moléculas de DNA idénticas. A clonagem molecular compreende
pelo menos dois estdgios importantes: primeiro o fragmento do DNA de
interesse chamado de inserto € ligado a uma outra molécula de DNA chamada
de vetor para formar o que se chama de DNA recombinante. Segundo, a
molécula do DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira
compativel, num processo chamado de transformacao. A célula hospedeira que
adquiriu a molécula do DNA recombinante é denominada de célula
transformada ou transformante (NASCIMENTO et al. 1999).

3.5.2. Plasmideo pGFPuv

O tamanho e a conformacgédo da molécula do DNA afetam o processo de
transformacao. Plasmideo pequeno é mais facilmente incorporado pela célula
bacteriana competente; DNA linear é pobremente incorporado, talvez pelo fato
de sofrer degradacao pelas enxonucleases presentes no espacgo periplasmatico
(NASCIMENTO et al. 1999).

O vetor pGFPuv (Clontech, CA, USA), plasmideo circular de DNA
(Figura 4), é construido a partir de um plasmideo pUC de alta replicacao,
possibilitando a formagao de varias copias do mesmo, depois de internalizado
na célula bacteriana. O plasmideo possui 0 gene que expressa resisténcia a
ampicilina, o que facilita a selecdo de cepas de E. coli geneticamente
modificadas.
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FIGURA 4: Plasmideo pGFPuv.

Para o preparo da E. coli com o vetor pGFPuv que contém grande
numero de cépias (CHALFIE et al., 1994), foi utilizado o método padrdao de
cloreto de célcio por induzir a bactéria a um estado transitorio de ‘competéncia’
durante o qual ela estara habil a absorver DNAs de fontes variaveis
(SAMBROOK et al., 1989).

3.6. Mecanismo de difusao passiva do DNA na célula bacteriana

O mecanismo de difusdo passiva da molécula do DNA na bactéria
competente ainda é desconhecido. Uma hip6tese é que as moléculas do DNA
passam através de canais situados nas chamadas zonas de adesao, que sao
locais onde as membranas interna e externa da célula bacteriana se unem
formando poros. Estes poros sé estdo presentes durante o crescimento
bacteriano.

Em condigbes naturais, a difusdo passiva do DNA torna-se dificil devido
a repulsdo eletrostatica existente entre as cargas negativas da camada de
fosfolipideos da membrana bacteriana com a carga negativa do grupo fosfato
da molécula do DNA.

O papel do célcio € explicado pela hipétese de que a 0 °C a fluidez da
membrana celular é cristalizada, estabilizando a distribuicdo dos fosfatos
carregados. Os fons Ca™ formam um complexo com este grupamento,
cobrindo as cargas negativas, facilitando a atracdo eletrostatica com as

moléculas de DNA na zona de adesao. O choque térmico complementa este
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processo de difusdo passiva, provavelmente criando um desbalanco térmico
entre o interior e o exterior da célula bacteriana, auxiliando o bombeamento do
DNA através da zona de adesdo, conforme ilustrado na Figura 5
(NASCIMENTO et al. 1999).
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FIGURA 5: Mecanismo molecular proposto para explicar a transformacao
da Escherichia coli com uma molécula de DNA exégeno (NASCIMENTO et
al. 1999).

3.7.Escolha do microrganismo

A Escherichia coli foi o veiculo utilizado por ser 0 microrganismo mais
intensamente estudado e provavelmente a célula melhor conhecida de
qualquer espécie, tendo o mapa cromossémico definido e bem caracterizado
(LEHNINGER, 1990). As células hospedeiras de Escherichia coli DH5-o podem
tornar-se facilmente competentes, isto €&, apresentar permeabilidade a

plasmideos em determinadas condicbes para a obtencdo da GFPuv. A
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Escherichia coli € sensivel a temperaturas superiores a 45 °C, poréem a GFP
apresenta fluorescéncia mesmo quando exposta a temperaturas de até 70 °C.
A GFPuv expressa duas a trés vezes mais rapido em cepas de Escherichia coli
do que a forma selvagem (CHALFIE et al., 1994; CRAMERI et al, 1996 e
PHILIPS, 1998).

3.8. Expressao e isolamento da GFPuv

A GFPuv expressa no citoplasma de cepas de Escherichia coli (DH5-a.,
JM109 e TB1) pode ser liberada das células por digestao enzimatica (lisozima),
lise quimica (t-butanol, etanol) ou permeacao fisica (método de congelamento,
descongelamento e sonicacdo) (SAMBROOK et al., 1989; JOHNSON &
HECHT, 1994 e YAKHNIN et al, 1998). Células bacterianas podem ser
permeadas mecanicamente por ciclos sucessivos de congelamento lento,
descongelamento e sonicagdao (VESSONI PENNA et al., 2002). O tamanho dos
cristais de gelo formados depende da velocidade do abaixamento da
temperatura. Em congelamento lento ha a formagéo de nucleos de cristalizacao
em numero reduzido, porém cristais maiores e irregulares se formam. No
descongelamento as arestas dos cristais de gelo perfuram a parede celular,
promovendo o aparecimento de poros e consequente extravasamento seletivo
do conteudo intracelular (PRISTA et al., 1975). A aplicagéo do ultra-som produz
o fendmeno da cavitacao.

Pela permeacéo seletiva, proteinas de baixa massa molar séo liberadas
misturadas a acidos nucléicos e fragmentos celulares facilitando a posterior
recuperacao e purificacao da proteina (NAGLAK et al., 1990).

O congelamento e descongelamento usualmente precedem outros
procedimentos de ruptura simplificando a operagao de downstream, quando em
operagao de larga escala reduz o custo total de recuperacao (WHEELWRIGHT,
1994). Embora o congelamento e descongelamento sejam processos mais
lentos do que outros e possibilitam a permeacao de proteinas solUveis com um
conteudo de GFPuv variavel, este processo previne a ruptura total da célula e a
liberacao do material citoplasmatico de elevada massa molar que torna o meio
viscoso, dificultando a extragao de proteinas maiores que 60 kDa (JOHNSON &
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HECHT, 1994; NAGLAK et al, 1990; WHEELWRIGHT, 1994 e ENDOW &
PISTON, 1998).

3.9. Extracao e purificacao da proteina

O processo de purificagdo pode ser interpretado como sendo o conjunto
de operagdes que sucedem a etapa de cultivo microbiano utilizando-se de
técnicas apropriadas (BELTER et al., 1988). O objetivo global ndo € apenas a
remocado de contaminantes, mas também a concentracdo da proteina de
interesse, e, a sua transferéncia para o meio onde a estabilidade encontra-se

assegurada e a proteina esteja pronta para o uso (QUEIROZ et al., 2001).

3.9.1. Extracao por particao em trés fases

A extragdo direta por particdo em trés fases (TPP — Three Phase
Partiotioning) € utilizada para isolar, concentrar e/ou purificar proteinas e
enzimas (DENNISON & LOVRIEN, 1997; DENNISON et al., 2000; SHARMA &
GUPTA, 2001a; SHARMA & GUPTA, 2001b e YAKHNIN et al, 1998). O
método de TPP combina varios principios de extragdo, quais sejam:
precipitacao salina (salting-out) convencional, precipitagdo isoelétrica (atracéo
eletrostatica das proteinas proximo ao valor de pl, apresentando solubilidade
minima, BELL et al, 1983); precipitacdo por co-solvente (precipitacdo das
proteinas por diminuicdo da constante dielétrica da solugdo, CONN, 1980);
pressao osmotica (fluxo da proteina para regides de menor concentracao,
LEHNINGER,1990) e cosmotropia (estabilizagdo da estrutura molecular das
proteinas, SHARMA & GUPTA, 2001a).

O tbutanol, que é miscivel na agua, quando adicionado a solugcao
aquosa concentrada em sulfato de aménio (cerca de 50%), particiona a mistura
em duas fases, fase superior t-butanol e a fase inferior aquosa. O t-butanol se
liga as proteinas presentes na solu¢cdo aquosa, precipitando-as na interface
entre a fase inferior aquosa e a fase superior de t-butanol (DENNISON &
LOVRIENT,1997). A relagcdo entre t-butanol e sulfato de aménio deve ser
apropriada para que haja sinergismo entre os dois reagentes na precipitacéo
das proteinas (SHARMA & GUPTA, 2001a). YAKHNIM et al. (1998)
observaram que solugcédo de sulfato de amdnio a 2 M, aproximadamente 50%
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de saturagédo (concentragdo minima), proporcionou a melhor recuperagao da
GFPuv.

A metodologia de TPP descrita por DENNISON & LOVRIENT (1997)
esta relacionada com o salting-out convencional, ndo simplesmente porque
usam o mesmo sal, sulfato de aménio, mas porque a TPP e o salting-out tém
origens comuns. O efeito sinérgico do t-butanol e sulfato de aménio promovem
a precipitacdo cosmotrdpica das proteinas, estabilizando a estrutura molecular
das mesmas (SHARMA & GUPTA, 2001a e DENNISON & LOVRIENT, 2000).
A maioria das proteinas é insoluvel em agua pura mas dissolve-se em solu¢oes
diluidas de sais (salting-in). Entretanto, a elevagao da concentracao salina pela
adicdo de grande quantidade de sais neutros a uma solugdo aquosa de
proteinas causa a precipitacdo dessas ultimas (Figura 6). Este fenbmeno é
chamado de precipitagdo salina (salting-out) (LEHNINGER,1990). A maioria
das proteinas é soluvel em sulfato de aménio a 1 M, porém, quando a
concentracdo de sulfato de aménio € aumentada para 3 M elas tornam-se
insoluveis e precipitam. Quando o excesso de sulfato de aménio é removido

por didlise as proteinas voltam a dissolver-se (SCOPES, 1994).

hidrofobica
da proteita

FIGURA 6: Ordenacao das moléculas de agua ao
redor dos residuos na superficie das proteinas
(SCOPES, 1994).
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3.9.2. Cromatografia de interacao hidrofobica

Hidrofobicidade da proteina e interagdo hidrofdbica: a hidrofobicidade €
a repulsdo entre o componente apolar e um meio polar. A interagcao hidrofébica
tem grande vantagem no sistema biologico. Esta € a forca dominante na
estabilizagdo da estrutura biolégica da proteina (PRIVALOV & GILL, 1988;
MURPHY et al., 1990; MAKHATAFZE & PRIVALOV, 1995) e tem importante
papel em outros processos bioldgicos como reacdao antigeno-anticorpo
(DANDLIKER et al., 1967; VAN OSS et al., 1986), reacao substrato-enzima e
na manutencdo da estrutura da bicamada lipidica da membrana biolégica
(TANFORD, 1973). Ndo obstante o fato do nucleo ser hidrofobico, considera-se
um importante fator a determinacdao da estrutura nativa na proteina, pois
KLOTZ, (1970); HOFSTEE, (1975) e MEIROVITCH & SCHERAGA, (1980)
mostraram que aminoacidos apolares (fenilalanina, triptofano e valina) estao
freqientemente presentes na superficie de proteinas como a lisozima ou
albumina sérica. O grau de hidrofobicidade da proteina depende da soma de
componentes hidrofébicos expostos e escondidos na estrutura. A GFPuv
possui muitos aminodcidos hidrofébicos, resultando em uma proteina de
elevada hidrofobicidade (www.bio-rad.com).

Apesar de haverem muitas técnicas de purificacdo de proteinas,
atualmente tém-se utilizado diferentes tipos de cromatografia pelo alto poder de
resolucdo da mesma. A escolha do tipo de cromatografia depende das
caracteristicas biologica e fisico-quimica da proteina: tamanho da molécula
(cromatografia de filtracdo em gel), carga elétrica (cromatografia de troca
ibnica), caracteristicas de bioespecificidade (cromatografia por afinidade) e
hidrofobicidade (cromatografia de interagao hidrofébica - HIC) (QUEIROZ et al.,
2001). A HIC possui vantagens em relagao a outros tipos de cromatografia pela
hidrofobicidade das proteinas promovendo a separagdo por meio da interacao
hidrofébica entre a regido hidrofébica imével do ligante e a regido apolar da
superficie da proteina. Quanto mais hidrofobica for a proteina, mais ligada a
coluna ela permanecera. Com a diminuicdo da concentracdo de sal das
solugdes, a estrutura tri-dimensional da proteina € alterada, as regides
hidrofébicas se movem para a parte interior, e as regiées hidrofilicas se movem

para a parte exterior, enquanto que em solucdes de elevada concentracao de
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sal as regides hidrofébicas se encontram na parte externa das moléculas. HIC
utiliza-se da propriedade hidrofébica da proteina em meio polar, sem causar a
desnaturagdo da mesma. O desenvolvimento de grande variedade de fases
estacionarias para HIC tem proporcionado o aumento da aplicagdo desta
cromatografia na purificacdo de biomoléculas como: proteinas séricas,
proteinas nucleares, horménios, proteinas recombinantes e enzimas
(COMMINGS et al., 1979; HRKAL & REJNKOVA, 1982; LEFORT e FERRARA,
1986; ANGELOVA et al., 1997; QUEIROZ et al., 1999).

A diferenca do sal influencia na interagao hidrofébica segundo a série de
Hofmeister (liotrépica, Figura 7) para a precipitacdo de proteinas em solucao
aquosa. Os sais do inicio da série promovem interagcées hidrofébicas e
precipitacdo de proteinas, e sdo denominados de cosmotrépicos (PAHLMAN et
al., 1977; ROE, 1989).

fosfato>sulfato>acetato>cloreto>brometo>nitrato>perclorato>iodeto>tiocianato

FIGURA 7: Série de Hofmeister (série liotropica) para a precipitacao de
proteinas em solucao aquosa. Os sais estao dispostos de acordo com a
maior ou menor capacidade de promover interacao hidrofébica e
precipitacao de proteinas.

A fase estacionaria e a fase movel fluida na coluna tém fundamental
importancia na eficacia da cromatografia. Os ligantes largamente utilizados na
constituicao da coluna cromatografica de interagdo hidrofébica diferem no tipo,
no comprimento da cadeia e na densidade do ligante, como também no tipo de
matriz. Os ligantes de baixa interagdo hidrofébica utilizados na HIC sao
formados por alcano de cadeia linear com ou sem o grupo amino terminal.
Fenila (e outros grupos aromaticos) é empregado como ligante com bons
resultados devido a mistura das interagdes hidrofobica e aromatica. O tipo de n-
alcano na matriz origina uma série homdloga na escala de hidrofobicidade,
Figura 8 (TANFORD, 1972).

metila < etila < propila < butila < pentila < hexila < heptila < octila

FIGURA 8: Série crescente de hidrofobicidade de bases de ligantes
utilizados em cromatografia de interacao hidrofébica.
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A hidrofobicidade e a for¢ca de interacdo aumentam com o0 aumento na
cadeia n-alcano, mas a adsorcao seletiva pode decrescer. As caracteristicas da
fase movel fluida que interferem nos resultados da cromatografia sdo: o tipo e a
concentracdo do sal, o pH, a temperatura e os aditivos. O efeito da
concentracao do sal na retencao da proteina segue a ordem dos sais na série
liotropica descrita anteriormente (MELANDER e HORVATH, 1977; MELANDER
et al., 1984). Sais como sodio, potassio ou sulfato de amoénio sdo os mais
efetivos para promover a interacdo ligante-proteina, devido ao efeito da
precipitacao salina ou aumento da tensao superficial molar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultura sélidos

41.1. Agar LB
Caldo LB (Luria Bertani — USD/México) acrescido de 1,5% de

Agar bacteriologico (Isofar/Brasil).

4.1.2. Agar LB/ampicilina
Agar LB acrescido de 100 pg/mL de ampicilina (Boehringer,
Alemanha). Adicionar a ampicilina no meio previamente esteéril a

temperatura de 121 °C por 20 minutos.

4.1.3. Agar LB/ampicilina/IPTG
Agar LB/ampicilina acrescido de IPTG (lsopropyl-p—D—
thiogalactoside) na concentracao final de 0,1 mM. Adicionar o IPTG no

meio contendo a ampicilina.

4.2. Meios de cultura liquidos

4.2.1. Caldo LB
Caldo Luria Bertani (USD/México)

4.2.2. Meio SOC

Composicao: 2,0 g de triptona bacteriolégica, 0,5 g de extrato de
levedura bacteriolégica, 0,05 g de NaCl e agua deionizada qg.s.p. 100
mL.

Dissolver os solutos em 90 mL de agua deionizada. Adicionar 1
mL de solugédo 250 mM de KCI (1,86 g de KCI dissolvidos em 100 mL de
agua deionizada). Ajustar o pH para 7,0 com solugdo NaOH a 5 N.
Completar o volume para 100 mL com agua deionizada. Autoclavar a

temperatura de 121 °C por 20 minutos.
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Esfriar o meio até 60 °C e acrescentar 2 mL de glicose 1 M
(concentracdo final 20 mM). A solugdo de glicose é preparada
dissolvendo-se 18 g em 100 mL de agua deionizada estéril
(SAMBROOK, 1989).

4.2.3. Caldo LB/ampicilina
Caldo LB acrescido de 100 pug/mL de ampicilina (Boehringer,
Alemanha). Adicionar a ampicilina no meio previamente estéril a

temperatura de 121 °C por 20 minutos.

4.3.Solucoes

4.3.1. Solucgéao de cloreto de calcio (CaCly) a 0,1 M
Diluir a solugao estoque (19,469 g de CaCl, em 100 mL de agua
deionizada, estocar aliquotas de 1 mL a —20 °C), 1 mL, em 10 mL de

agua deionizada estéril utilizando baldao volumétrico.

4.3.2. Tampao de extracao (TE)

Tris-HCI 25 mM pH 8,0 acrescido de 1 mM B-mercaptoetanol (f—
ME/ Pharmacia Biotech, Suécia) e 0,1 mM PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonila/ USB, Suica).

4.3.3. Tampao da amostra (2 vezes concentrado)

Composicao: 2,5 mL de Tris-HCI 0,05 M pH 6,8; 2,0 mL de SDS
(duodecil sulfato de sédio) a 10%; 0,2 mL de B-mercaptoetanol a 2%; 2,0
g de sacarose 2,0 g e agua deionizada g.s.p. 10 mL.

Dissolver a sacarose em 3,0 mL de agua e tampao, acrescentar o
SDS e o B-mercaptoetanol, completar o volume. Adicionar 0,1 mL de

azul de bromofenol a 0,1%.

4.3.4. Tampao de corrida
Composicao: 3,08 g de Tris (base); 14,4 g de glicina; 1,0 g de
SDS e agua deionizada g.s.p. 1000 mL.

4.4. Microrganismo e condi¢coes de crescimento

O microrganismo utilizado foi a Escherichia coli DH5-a, adquirido da Life

Technologies, USA. As células foram cultivadas em caldo LB (item 4.2.1),
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incubadas em estufa DBO (modelo 347, Fanem, Brasil) a 37 °C por 24 horas.
Apo6s o cultivo aliquotas de 500 pL da suspensao foram distribuidas em micro
tubos (Eppendorf com capacidade para 1,5 mL), acrescidas de crioprotetor,
glicerol (Sigma Chemical Co., USA), na proporcao de 1:1, e estocados a (- 70
°C) (Ultrafreezer Series 100 — Kelvinator, USA).

Para a obtencao dos parametros de crescimento em agitador metabdlico
(100 rpm/ 37 °C) das ceélulas transformadas de E. coli DH5-a, foi realizado o
acompanhamento da absorvancia (DOegso nm) € plagueamento em profundidade
em Agar LB/ampicilina (item 4.1.2), retirando-se uma aliquota da suspensao a

cada 30 minutos, no periodo entre 90 e 420 minutos.

4.5.0btencao de células de Escherichia coli DH5-a competentes
utilizando-se da técnica do cloreto de calcio

Para a obtencdo de células competentes, uma algcada da cepa estoque
congelada a (— 70 °C) de Escherichia coli DH5-a foi repicada na superficie de
placas de Petri contendo &gar LB (item 4.1.1) e colocadas em estufa
incubadora DBO a 37 °C por 12 horas. Uma colénia pequena (1-2 mm de
diametro) foi selecionada e inoculada em 150 mL de caldo LB (item 4.2.1),
permanecendo em agitador metabdlico (modelo TE— 420, Tecnal, Brasil) a 37
°C com agitacdo de 250 rpm durante 5 horas. Segundo SAMBROOK et al.
(1989), para uma transformacao eficiente € fundamental que o numero de
células viaveis nao ultrapasse 10° UFC/ mL, isto sendo monitorado através da
densidade o6tica (DOgsonm = 0,8), que apresenta estreita relacdo com o numero
de células.

Apoés este crescimento a cultura foi resfriada a 10 °C, em refrigerador,
durante aproximadamente 15 minutos. Aliquotas de 50 mL foram transferidas
para tubos de centrifuga com capacidade para 50 mL (Corning, USA)
previamente resfriados e mantidos em banho de gelo por 10 minutos. Apds
foram submetidos a centrifugagéo (1000 g /10 minutos/ 4 °C) sob refrigeragéao
(marca Jouan, modelo BR4i, Franga). O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi cuidadosamente ressuspenso em 10 mL de solucao resfriada de
CaCly a 0,1 M (item 4.3.1). Os tubos permaneceram em banho de gelo por 30
minutos, quando foram centrifugados (1000 g/ 10 minutos/ 4 °C). O

sobrenadante foi descartado e acrescentou-se delicadamente em cada tubo,
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homogeneizando com o auxilio de uma pipeta, 2 mL de solu¢do gelada de
CaCl; a 0,1 M (item 4.3.1). Nesta etapa as células tornaram-se competentes

sendo estocadas a (— 70 °C) acrescidas de crioprotetor (glicerol, 1:1).

4.6. Transformacao das células de Escherichia coli com plasmideo
pGFPuv

Aliquotas de 200 uL das células competentes foram colocados em micro
tubos (capacidade para 1,5 mL) previamente gelados, adicionados de 50 ng do
plasmideo pGFPuv, contido em um volume que nao ultrapassasse 10 uL para
cada tubo, e mantidos em banho de gelo por 30 minutos. Decorrido este periodo
foram colocados em banho-maria (Unitemp® com controlador de temperatura
constante, marca Fanem, Brasil) a 42 °C por 2 minutos e transferidos
rapidamente, sem agitacao dos tubos, para banho de gelo por mais 2 minutos.
Foram adicionados em cada tubo 800 uL de meio SOC (item 4.2.2) e incubados
em agitador metabdlico a 37 °C por 5 minutos sem agitacdo e 1 hora com
agitacao de 200 rpm; nesta etapa a agitacdo ndo deve ser vigorosa para a
obtencao de alto rendimento da cultura.

Placas de Petri com agar LB/ampicilina (item 4.1.2) foram inoculadas na
superficie com 150 uL da suspensao de bactérias, espalhado com o auxilio de
alca de Drigalski estéril, e incubadas em estufa incubadora para DBO a 37 °C
durante 16 horas.

A suspensdo de células recombinadas a ser inoculada na placa deve
apresentar baixa densidade e nao deve ser incubada por mais de 20 horas a 37
°C. A pB-lactamase, secretada no meio a partir das células recombinadas
resistentes a ampicilina, rapidamente inativa o antibiético na regido ao redor das
colénias. Deste modo, se inocular uma suspensdao com alta densidade ou
incubar por longo periodo o resultado sera uma aparéncia de colbnias satélites
sensiveis a ampicilina (SAMBROOK et al., 1989).

Micro tubos contendo 1 mL de caldo LB acrescido de ampicilina foram
inoculados com 1 colénia de células desta placa, incubados a 37 °C por 16
horas. Apos este periodo acrescentou-se 1 mL de crioprotetor (glicerol, 1:1),
conservando-os a (— 70 °C). Para confirmar a fluorescéncia, antes deste

congelamento, uma colénia desta placa foi selecionada e repicada em placa de
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Petri com &gar LB/ampicilina/IPTG (item 4.1.3), incubada a 37 °C por 16 horas

e observada sob luz ultravioleta (A = 395 nm).

4.7.Expressao da GFPuv

Uma cultura de E. coli (37 °C/ 24 h) em caldo LB/ampicilina (item 4.2.3)
foi transferida para a superficie de placas de Petri contendo agar LB/
ampicilina/ IPTG (item 4.1.8), e incubada (37 °C/ 24 h). Com o auxilio de
lampada UV (A = 395 nm) quatro col6nias fluorescentes brilhantes (Figura 9)
foram selecionadas e transferidas, uma para cada tubo de ensaio contendo
caldo LB/ampicilina (item 4.2.3) e incubadas (37 °C/ 24 h).

FIGURA 9: Placa de Petri contendo agar
LB/ampicilina/IPTG com col6nias de Escherichia
coli transformadas com o plasmideo pGFPuv,
fluorescentes sob luz UV.

Estas suspensdes foram colocadas em 200 mL de caldo LB/ampicilina
(item 4.2.3), homogeneizada, dividida em quatro aliquotas (cultura celular 1, 2,
3 e 4) de 50 mL, foram transferidas para frasco Erlenmeyer com capacidade
para 250 mL, e incubadas em agitador metabdlico (100 rpm/ 37 °C/ 3 h).
Decorrido este periodo acrescentou-se IPTG (concentragcdo 0,5 mM) e

permaneceu sob agitacdo nas mesmas condi¢ées por mais 21 horas. A partir
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desta etapa a proteina verde expressou a fluorescéncia, tendo sido observada

durante o processo sob a luz UV (Figura 10).

FIGURA 10: Suspensoes de células de Escherichia coli
transformadas com o plasmideo pGFPuv, cultivadas em caldo
LB/ampicilina/IPTG, observadas sob a luz UV apés incubacao
em agitador metabdlico (100 rpm/37 2C/24 h).
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4.8.Fluxograma do processo de extracao quimica e purificacao da
proteina verde fluorescente (GFPuv)
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4.9.Fluxograma do processo de extracao (permeacao seletiva
associada a extracao quimica) e purificacdo da proteina verde
fluorescente (GFPuv)
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4.10. Obtencao dos sedimentos de células

Para a obtencdo das culturas de células as suspensdes foram
transferidas para tubos de centrifuga e submetidas a 1000 g/ 30 minutos/ 4 °C.
Os sobrenadantes foram desprezados e cada sedimento foi ressuspenso em
10 mL de tampéo (Tris-HCI 10 mM pH 8,0), novamente centrifugados (1000 g/
30 minutos/ 4 °C), e observados sob a luz UV. Os sedimentos apresentaram
intensa fluorescéncia (Figura 11).

FIGURA 11: Sedimentos de células de Escherichia
coli transformadas, cultivadas em caldo
LB/ampicilina/IPTG, observados a luz UV apés
centrifugacao (1000 g/30 minutos/ 4°C).

Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos submetidos aos
tratamentos de extracdo direta por particio em trés fases (cultura 1) e
permeacao seletiva (culturas 2, 3 e 4). Antes dos tratamentos foi feita lamina
dos sedimentos para observagdo na microscopia sob fluorescéncia
(microscopio Olympus BX-60 System Attachment Model BX-FLA Filtro U-MWB,
USA), onde as células expressaram a GFPuv (Figura 12), sendo possivel
observar os contornos bem definidos das mesmas.
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FIGURA 12: Célula de Escherichia coli
expressando GFPuv, observada ao
microscopio sob fluorescéncia (2000 x)
apos cultivo em agitador metabolico.

4.11. Extracao da GFPuv
4.11.1. Permeacao seletiva das células

Permeacéo seletiva por congelamento (-20 °C) lento (0,83 °C/ min)/
descongelamento (20 °C)/ sonicagao (3 pulsos/ 6 segundos/ 25 de amplitude) —
CDS. Este procedimento foi realizado na cédmara de congelamento (Dura
Stop™ MP) do liofilizador LTF Systems™ (USA). Termopares (modelo PT-100)
foram introduzidos nas amostras, e as temperaturas de congelamento e
descongelamento foram registradas a cada minuto em um programa especifico
(Lyphoware for Windows). Entre cada ciclo de congelamento e
descongelamento as amostras foram submetidas a um processador ultra-
sbnico Vibra Cell 100 W (Sonics & Materials, USA), provido de uma sonda de 3
mm que emitiu vibracdes (25 de amplitude) em 3 pulsos com duracao de 6
segundos e intervalo de 1 minuto, perfazendo um total de 23 segundos com as
amostras submersas em banho de gelo.

O sedimento celular da cultura 2 (massa seca de 1,40 mg/mL) foi
ressuspenso em 500 uL de TE (item 4.3.2) e submetido a quatro ciclos (12, 29,
32 e 49) alternados de CDS. Apés cada ciclo o permeado foi separado por
centrifugacao (6000 g/ 30 minutos/ 4 °C). Os sedimentos celulares das culturas
03 (massa seca de 0,92 mg/mL) e 04 (massa seca de 1,44 mg/mL) foram
ressuspensos em 1000 uL de TE (item 4.3.2) e submetidos a quatro ciclos
alternados de CDS.
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A fluorescéncia obtida nos permeados foi quantificada em
espectrofluorimetro (Aexcitagio 394 NM € Aemisszo 909 Nnm/ Shimadzu RF-5301 PC,
Japao) e as proteinas totais (usando como padrao a albumina de soro bovino —
BSA) foram quantificadas em espectrofotometro (A2so nm/ Beckman DU-600,
USA).

4.11.2. Particao em trés fases (TPP — Three Phase Partitioning)

O principio desta técnica de extracdo/ purificacdo de proteinas é
realizado em duas etapas basicas a saber. Primeira — a amostra dissolvida em
solucdo aquosa € adicionada sulfato de aménio (4 M — USB, USA) e t-butanol
(Reagen, Brasil). A mistura é submetida a 1 minuto de agitagéo vigorosa em
vértice e centrifugacao (6000 g/ 2 minutos/ temperatura ambiente) promovendo
a separagao de macromoléculas e fragmentos celulares, havendo a formacéo
de uma interface densa e branca. Na segunda etapa a fase inferior aquosa
formada na etapa anterior contendo a proteina de interesse, € coletada e
adicionada de t-butanol sendo submetida a nova agitacao em vortice (1 minuto)
e centrifugacdo (6000 g/ 2 minutos/ temperatura ambiente). No final deste
procedimento ha a formacao de interface delgada fluorescente contendo a
GFPuv. No entanto, enquanto a fase inferior apresentar fluorescéncia, novas
extracdes sao realizadas.

O sedimento celular da cultura 1 (massa seca de 1,46 mg/mL) foi
ressuspenso em 10 mL de TE (item 4.3.2). A cultura foi subdividida em quatro
amostras de células sendo trés aliquotas de 450 uL (1-A, 1-B e 1-C) retiradas
da suspensdo de 10 mL, e, os 8,6 mL restantes foram liofilizados,
ressuspensos em 1 mL de agua deionizada e retirada uma aliquota de 450 pL
(1-D).

Objetivando obter o maior rendimento da GFPuv com esta metodologia,
estudou-se a variagao da concentragao final do sulfato de aménio (1,4 e 1,6 M),
Tabela 2.
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TABELA 2: Concentragées de sulfato de aménio e t-butanol utilizados
nos experimentos de extracao quimica da GFPuv.

Concentracao

Amosia Voume(ul) Veume W) Volume W)l S5,
1-A 450 300 750 1,6
1-B 450 250 700 1,4
1-C 450 300 750 1,6
1-D 450 300 750 1,6

As interfaces brancas das amostras 1-A, 1-C e 1-D foram dissolvidas
isoladamente em 450 uL de TE (item 4.3.2), adicionada de 300 uL de sulfato de
amoénio e 750 uL de tbutanol. Apos agitacdo e centrifugacdo (6000 g/ 2
minutos/ temperatura ambiente), nova interface branca foi formada e
desprezada por ser insoluvel em TE (item 4.3.2) (Figura 13). A fase inferior néo
apresentou fluorescéncia quando observada a luz UV. A fase inferior
fluorescente (Figura 14) da primeira etapa da extragéo foi submetida a segunda
etapa de extragcdo havendo a formacdo de uma interface delgada bastante
fluorescente (primeira extracdo). As interfaces fluorescentes foram
redissolvidas em 450 uL de TE (item 4.3.2), a fluorescéncia quantificada em
espectrofluorimetro (Aexcitagio 394 NM € Aemissio 509 NM) e as proteinas totais
(usando a curva padrdao da albumina de soro bovino — BSA) foram
quantificadas em espectrofotbmetro (Azso nm). As fases inferiores foram
submetidas a segunda extracdo obtendo-se novas interfaces delgadas e
fluorescentes que foram dissolvidas em 450 uL de TE (item 4.3.2). As fases
inferiores ainda fluorescentes passaram pela terceira extracdo, havendo a
formacao da interface delgada fluorescente. ApGs a terceira extracédo as fases
inferiores ndo apresentaram mais fluorescéncia a luz UV.

A interface branca da amostra 1-B foi dissolvida em 450 uL de TE (item
4.3.2), adicionada de 250 uL de sulfato de aménio e 700 uL de t-butanol. Apds
agitacao em vértice e centrifugacao (6000 g/ 2 minutos/ temperatura ambiente),
uma interface branca foi formada e apesar de apresentar intensa fluorescéncia
foi desprezada por ser insoluvel em TE (item 4.3.2). A fase inferior foi extraida
com 700 pL de t-butanol, havendo a formacgao de interface delgada bastante

fluorescente (primeira extracdo). A fase inferior foi submetida novamente a
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segunda extracdo por TPP. A extracdo com t-butanol foi realizada até que a

fase inferior ndo apresentasse mais fluorescéncia a luz UV.

FIGURA 13: Interfaces brancas apoés
a 1? etapa de extracao por TPP,
formadas por macromoléculas e
fragmentos celulares.

FIGURA 14: Fases inferiores e
interfaces delgadas
fluorescentes sob luz UV, apos 2°
etapa de extracao por TPP.

A permeacao seletiva seguiu-se a extracdo por TPP. Os permeados das
culturas celulares 2 e 3, foram individualmente submetidos a extragcao por TPP.
A extragdo da cultura celular 4 foi realizada a partir da mistura dos quatro
permeados. Para a extragdo da GFPuv das amostras 2, 3 e 4 utilizou-se sulfato

de amonio na concentracéo final de 1,6 M.

4.12. Purificacao por cromatografia de interacao hidrofobica (methyl
HIC - hydrophobic interaction chromatography)

Foram utilizadas colunas cromatogréficas de interacdo hidrofébica de
polipropileno, de 9,0 cm de altura, cénicas de 0,8 x 4,0 cm (Poly-Prep Columns,
Bio-Rad, USA), com capacidade para 2,0 mL de leito empacotadas com a
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matriz metila (Macro-Prep HIC supports, Bio-Rad, USA), e capacidade para 10
ml de eluente.

As colunas HIC tiveram a salinidade das matrizes equilibradas
adicionando cuidadosamente 2 mL do tampéo de equilibrio (2 M sulfato de
aménio), apos ter escorrido todo o conteudo liquido do leito. Metade do tampao
adicionado foi eliminado da coluna, e as mesmas permaneceram em repouso
por 16 horas com as duas extremidades tampadas (Figura 15). Decorrido este
periodo, através do gotejamento todo o conteddo liquido da coluna foi
desprezado. As amostras de GFPuv (250 uL) foram adicionadas de igual
volume do tampao de ligacéo (4 M sulfato de amdnio). A concentragcédo de sal
das amostras ficou igual a concentracdo de sal do leito das colunas, tornando
possivel a interagdo das regides hidrofébicas da GFPuv com as regides
hidrofobicas da coluna.

O tampéao de lavagem (1,3 M sulfato de aménio) foi adicionado nas
colunas apoOs deixar escorrer o volume adicionado anteriormente. Devido a
menor salinidade do tampao, as proteinas de menor hidrofobicidade, ou
hidrofilicas, presentes, passaram através da coluna HIC, permitindo a
separacao da GFPuv.

Para eluir a GFPuv 750 puL de Tris-HCI/ EDTA 10 mM pH 8,0 foi
adicionado na coluna. Com a diminui¢gdo da concentragdo de sal do tampao, as
regides hidrofilicas da GFPuv ficaram mais expostas na molécula promovendo
maior afinidade da GFPuv com a solucao, sendo eluida da coluna.

O percurso da proteina no leito da coluna pdéde ser acompanhado por

meio da luz UV, bem como a confirmacao da eluicao.
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FIGURA 15: Colunas para cromatografia de interacao
hidrofébica, preparadas com tampao de equilibrio (sulfato de
amonio 2M) para a eluicao da GFPuv.

4.13. Quantificacao da GFPuv (curva de calibracao da GFPuv)

Teores de GFPuv permeada, extraida e purificada foram determinados
indiretamente da curva de calibracéo relacionando concentracées conhecidas
da GFPuv padrdo e a intensidade de fluorescéncia respectiva (Tabela 3),
medida no espectrofluorimetro (Aexcitagao 394 NM € Aemissao 509 Nm), Figura 16. A
faixa de concentracdo de GFPuv utilizada para a determinacédo da curva de
calibracao foi entre 1,52 e 10 ug/mL, sendo as concentracées intermediarias de
2,44; 3,90 e 6,25 pg/mL. As amostras foram diluidas em tamp&o 10 mM Tris-
HCI pH 8,0. A equacao da reta obtida foi: teor de GFPuv (ug/mL) = 0,8576 +
0,0256 x (intensidade de fluorescéncia), tendo R? = 0,997.
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TABELA 3: Determinacdao da intensidade de fluorescéncia

(Aexcitacio394 NM/ Aemisszod09 nm) a partir de concentracoes
conhecidas da proteina verde fluorescente (GFPuv).

GFPuv Intensidade de fluorescéncia
(Hg/ml-) (}Vexcitagé0394 nm/ }Vemisséosog nm}
1,52 33,612
2,44 59,593
3,90 115,505
6,25 203,460
10,00 361,355

12 4

10 +

GFPuv(ug/mL) = 0,8576 + 0,0256 x fluorescéncia
R® = 0,997

Concentragdo GFPuv (ug/mL)
»

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Intensidade de fluorescéncia

FIGURA 16: Curva padrao da GFPuv (Aexcitacao 394 NM/ Aemisszo 509
nm).

4.14. Quantificacao das proteinas totais

A quantificagéo das proteinas totais obtidas da E. coli durante as varias
etapas da permeacéo, extracao e purificagao foi realizada por meio da curva de
calibracdao da BSA (Sigma Chemical Co., USA), em espectrofotometro (Azso nm),
Figura 17.

A faixa de concentracao protéica utilizada para a determinacao da curva
foi entre 100 e 1000 ug/mL, sendo as concentracoes intermediarias de 200, 300,
400, 600 e 800 pg/mL, Tabela 4. As amostras foram diluidas em solucdo
tampao 10 mM Tris-HCI pH 7,5. Tendo como equacao resultante: proteinas
totais (ug/mL) = -26,863 + 1727,2 (Azso nm), R? = 0,994.

Para verificar a pureza da proteina padrao utilizada preparou-se uma

solucdo de BSA a 1000 ug/mL, onde pode-se verificar através da absorvancia
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em comprimento de onda de 280 nm valor aproximado a 0,615; havendo
confirmacao com a literatura.

TABELA 4: Determinacao da absorvancia (A2s nm) @ partir de
concentracoes conhecidas de albumina de soro bovino

(BSA).
Proteina BSA Absorvancia
(ug/mL) (A280 nm)
100 0,0939
200 0,1185
300 0,1823
400 0,2429
600 0,3561
800 0,4995
1000 0,5842
1200 -
1000 -
-y
£ 800+
2
@ 600 |
5
S 400 -
a
BSA (ug/mL) = -26,863 + 1727,2A280nm
200 1 R? = 0,994
0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorvéancia (280 nm)

FIGURA 17: Curva padrao das proteinas totais relacionada a
BSA (}\'280 nm)-

4.15. Caracterizacao da GFPuv
4.15.1. Eletroforese
Preparou-se o gel de poliacrilamida a 12% a partir de uma solucao
concentrada de acrilamida a 30%, bisacrilamida 0,8%, Tri-HCI 1,5 M, persulfato
de amonio 10% e TEMED, pronto para uso (SAMBROOK et al., 1989).
Ap6s mistura dos reagentes, o gel ainda liquido foi colocado entre as
placas de vidro para ocorrer a polimerizagao final. Este sistema foi colocado na

cuba eletroforética vertical e preenchido com tampao de corrida (item 4.3.4).
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As amostras da GFPuv permeada, extraida e purificada foram diluidas
com o tampdo da amostra (item 4.3.3) na proporcdo de 2:1. Apods
homogeinizagdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos em banho de
agua fervente. No gel polimerizado foram aplicados 10 uL das amostras
preparadas e 1 uL do padréo de peso de 14.300 a 200.000 Da (High range da
Gibco BRL® Products), diluido 1:5 em tamp&o da amostra (item 4.3.3). A
corrida foi realizada a temperatura ambiente por 30 minutos em 50 V e 50
minutos em 200 V (SAMBROOK et al., 1989). A coloracéo foi feita imergindo o
gel em solucdo corante por 10 minutos, e depois em solugcédo descorante por 2
dias, havendo a troca da solucdo a cada 24 horas, até que as bandas
estivessem bem visiveis. O gel foi colocado entre folhas de celofane e deixado

a temperatura ambiente para secar.

4.15.2. Espectros de excitacao e de emissao da GFPuv padrao,
extraida e purificada

Uma aliquota de GFPuv padrdo (10 ug em 100 uL — Clontech®) foi
diluida em 400 pL de tampao 10mM Tris-HCI pH 8,0, transferida para cubeta de
quartzo e submetida a varredura no espectro de excitacdo na faixa de
comprimento de onda entre 300 € 450 Nnm (Aemissao fixado em 509 nm). A maior
intensidade de fluorescéncia (44,433) foi obtida no comprimento de onda de
394 nm.

Para a pesquisa do espectro de emissdo a amostra foi submetida a
varredura na faixa de comprimento de onda entre 450 e 550 nm, e em funcéao
dos resultados obtidos na varredura do espectro de excitagdo fixou-se a
excitacdo em 394 nm. A maior intensidade de fluorescéncia (44,320) foi obtida
no comprimento de onda de 508,8 nm.

Uma aliquota da GFPuv extraida pelo método de permeacao e posterior
particdo em trés fases (concentragdo aproximada de 8,6801 ug GFPuv/mL), e
outra aliquota da amostra purificada na coluna HIC (concentragéo de 8,8409 ug
GFPuv/mL), foram colocadas no espectrofluorimetro e realizadas as varreduras
para determinacdo do pico de emissao na faixa de comprimento de onda
compreendida entre 450 e 550 NM (Aexcitagao 394 NM). Em ambas amostras o

pico de emissao ficou préximo a 509 nm.
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As mesmas amostras foram utilizadas para determinar o pico de
excitagado, tendo-se fixado 0 Aemissao €m 509 nm. A faixa para a varredura foi
fixada entre 300 e 450 nm. O pico de excitagdo em ambas amostras ficou

préoximo a 394 nm.

4.15.3. Estabilidade da GFPuv em diferentes valores de pH

Amostras de GFPuv extraida e purificada foram utilizadas para
determinar a estabilidade da proteina em diferentes valores de pH. Os tampdes
utilizados foram: acetato (pH 3,4 a 5,6), fosfato (pH 5,8 a 7,0) e Tris (pH 7,2 a
9,8), preparados a partir da mistura das solugdes: (i) 10 mM acetato de sddio e
10 mM &cido acético; (ii) 10 mM fosfato de potassio monobéasico e 10 mM
fosfato de potassio dibasico; (iii) 10 mM Tris e 10 N &cido cloridrico. O intervalo
de pH entre 3,2 e 9,8, com variacdo aproximada de 0,2 foi escolhido para
determinar o pl da GFPuv. O potencidmetro AR-20 (Fisher Scientific, USA) foi
calibrado previamente com tampdes padrées (Synth, Brasil) de valores de pH
conhecidos: 4,0, 7,0 e 9,0.

Os tampdes foram distribuidos em micro tubos identificados,
adicionados da amostra de GFPuv em concentragdo aproximada de 5 pug/mL,
concentracao intermediaria aquelas utilizadas para estabelecer a curva de
calibracao da GFPuv padrdo. As amostras foram homogeneizadas em vortice,
mantidas sob refrigeracdo por 24 horas; e expostas a temperatura ambiente
por 60 minutos. Os valores de pH foram novamente determinados, os micro
tubos foram centrifugados a 6000 g/ 30 minutos/ temperatura ambiente. Em
nenhuma amostra observou-se precipitacdo. As intensidades de fluorescéncia
relativas a GFPuv foram obtidas em comprimentos de onda de excitacao a 394
nm e de emissdo a 509 nm, e convertidos para teores correspondentes, na
equacao da curva padrao.

Aliquotas da GFPuv padrdo com concentragdo aproximada de 5 pug/mL
foram expostas aos tampdes acetato (pH 4,0 e 5,0), fosfato (pH 5,5; 6,0 e 7,0)
e Tris (pH 8,0) pelo periodo de 24 horas sob refrigeragdo. Apds este periodo as
amostras foram colocadas na temperatura ambiente por 60 minutos, os valores
de pH foram medidos, e, em leitura no espectrofluorimetro os valores obtidos

foram associados aos correspondentes teores de GFPuv padréo.
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4.16. Tratamento matematico e estatistico

Os dados obtidos das trés repeticbes dos experimentos realizados foram
langados em planilha eletronica, software Microsoft® Excel versdo 7.0, e
realizados os calculos de média aritmética dos trés experimentos realizados,

desvio padrao e intervalo de confianca (IC) de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Crescimento das células de Escherichia coli DH5-¢, transformadas

Na Figura 18 esta apresentada a curva de crescimento obtida no
acompanhamento do crescimento em agitador metabdlico das células
transformadas de Escherichia coli DH5-a. Observa-se que aos 180 minutos de
cultivo a suspensao atingiu absorvancia préxima a 0,8 e concentracao celular
de 5,1 x 10® UFC/mL. Esta densidade celular, recomendada por SAMBROOK
et al. (1989) para obtencdo de uma expressao eficaz, representa 0 momento
ideal para acrescentar o IPTG e obter bons rendimentos de expressao da
GFPuv.
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FIGURA 18: Concentracao celular (DOgg nm) de Escherichia
coli DH5-o0 em funcao do tempo de cultivo em agitador
metabdlico (100 rpm/ 37 2C).

5.2.1solamento da GFPuv das células de Escherichia coli
Na camara de congelamento do liofilizador a temperatura da placa de
congelamento decresceu até a temperatura de (-40 °C), e aumentou até 20 °C

de forma linear. A temperatura das amostras decresceu linearmente até a
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temperatura aproximada de (-13 °C), tendo havido neste ponto uma elevacéo
abrupta da temperatura (-2 °C), e estabilizacdo por aproximadamente 10
minutos com posterior abaixamento acentuado até atingir a temperatura
estabelecida (-20 °C), conforme se observa na Figura 19. A elevagdo da
temperatura ocorreu gradativamente com ligeira estabilizacdo ao redor de (-3
eC).

Durante o processo de congelamento péde-se observar o fenémeno de
sobre-fusdo; quando as amostras atingiram as temperaturas na faixa entre (—11
°C e —14 °C) houve um re-arranjo estrutural das moléculas com a liberagao da
energia latente (ainda presente no sistema para o meio), havendo elevacao da
temperatura até aproximadamente —2 °C. O ponto crioscopico da suspensao de
células de Escherichia coli ficou demonstrado que esté situado ao redor de (-3
°C), temperatura onde o grau de liberdade das moléculas de agua da
suspensdao é igual a zero.
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FIGURA 19: Ciclo de congelamento e descongelamento aplicados
aos sedimentos das culturas de Escherichia coli para a
permeacao seletiva da GFPuv. Temperatura da placa de
congelamento (—), temperatura das culturas 2,3 e 4 (— e—)
respectivamente.
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5.3. Permeacao seletiva das células

Dos sedimentos foi retirada uma algada, colocada entre lamina e laminula
para observagdo em microscopia sob fluorescéncia. Pela progressiva falta de
definicdo da parede celular e pelo aumento da fluorescéncia do meio no
decorrer da aplicagao dos ciclos de CDS, observou-se que houve o aumento
da liberacdo da GFPuv para o meio (Figura 20).

A andlise dos resultados ocorreu a partir dos teores de GFPuv/mL
obtidos pela leitura direta das amostras no espectrofluorimetro. A quantificagao
das proteinas totais foi utilizada para determinar a massa especifica que foi
expressa em pug GFPuv/mg BSA. A produtividade especifica foi obtida pela
relacdo entre a concentracdo de GFPuv e a massa seca da amostra, ug
GFPuv/mg de massa seca.

FIGURA 20: Células de Escherichia coli transformadas observadas na
miscrocopia (ampliadas 1000 vezes) sob fluorescéncia (filtro U-MWB)
apos 12 ciclo de CDS (a), 22 ciclo de CDS (b), 32 ciclo de CDS (c) e 42 ciclo
de CDS (d).
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Os teores de GFPuv obtidos das culturas celulares através da
permeacao seletiva com a aplicacdo de método fisico e posterior extracao por
TPP estao apresentados na Tabela 5. Da amostra 2 obteve-se maior teor de
GFPuv (218,06 ug GFPuv/mL) em relacdo aos teores obtidos das amostras 3
(196,27 ug GFPuv/mL) e 4 (43,19 ug GFPuv/mL). A amostra 2 foi ressuspensa
em 500 pL de tampéao, enquanto que as demais o foram em 1000 uL, porém os
valores estdo corrigidos para o mesmo volume de tampdo, 1000 pL.
Considerando o processo associado de permeacgao (1°, 2%, 3° e 4° ciclos de
CDS) seguido da extracao por TPP, o rendimento em GFPuv desta amostra foi
em média 30% nas extracdes (29,0%; 34,3% e 27,8%), respectivamente para
0s permeados do 1°, 2° e 3° ciclos. No entanto, a massa especifica aumentou
gradualmente de 10,65 ug GFPuv/mg (12 CDS/TPP) para 18,36 ug GFPuv/mg
(2° CDS/TPP), para 42,61 ug GFPuv/mg (32 CDS/TPP) estabilizando em 32,36
ug GFPuv/mg (4° CDS/TPP). Péde-se observar que a permeacao sucessiva
por CDS permitiu a liberacao seletiva da GFPuv. Grande parte das
macromoléculas e fragmentos celulares foi separado da GFPuv na primeira
etapa da extragao por TPP, precipitaram na interface branca.

Dos permeados da amostra 3, ressuspensa em 1000 uL de TE (item
4.3.2), foram coletadas duas aliquotas de 450 uL para a extragdo da GFPuv
por TPP. Para efeito de calculos foi considerada a média dos resultados
obtidos. A extracdo por TPP possibilitou a eliminagdo da maioria das
macromoléculas e fragmentos celulares presentes nos permeados, havendo a
confirmacao através da quantificacdo das proteinas totais e na eletroforese
Figura 21), onde observou-se aumento progressivo da presenca de proteinas
indesejaveis do 12 CDS para o 4° CDS, devido ao rompimento da parede
celular provocada na associagdo do congelamento, descongelamento e
sonicacao, permitindo a permeacado de moléculas de tamanho superior a 60
kDa (JOHNSON & HECHT, 1994; NAGLAK et al, 1990; WHEELWRIGHT,
1994 e ENDOW & PISTON, 1998). Porém, para a mistura de extratos obtidos
por TPP (amostra 3), antes e apo6s eluicdo por coluna HIC, observou-se
consideravel remogao de impurezas na amostra. Pode-se observar uma unica
banda de coloracao mais intensa na regiao entre 27 kDa (GFPuv padréao) e 29

kDa (massa molar padrao).
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Nesta amostra observou-se a diminuicdo de contaminantes, proteinas
totais, em 51 vezes do 1° ciclo CDS para a extragdo por TPP (87,32 mg/mL
para 1,70 mg/mL), 24 vezes do 2° ciclo CDS para a extracao por TPP (136,16
mg/mL para 5,65 mg/mL), 7 vezes do 3° ciclo CDS para a extragdo por TPP
(31,65 mg/mL para 4,63 mg/mL) e 12 vezes do 4° ciclo CDS para a extracao
por TPP (12,54 mg/mL para 1,02 mg/mL). No entanto, nos teores de GFPuv
desta mesma amostra houve diminuicdo média de 1,4 vez nos trés primeiros
ciclos CDS/TPP e 4,6 vezes no 4° CDS/TPP. Em conseqliéncia obteve-se
valores satisfatorios na massa especifica de 149,58 ug GFPuv/mg (1°
CDS/TPP), havendo gradativo decréscimo nos demais ciclos: 45,37 ug
GFPuv/mg (2° CDS/TPP), 20,74 ug GFPuv/mg (3° CDS/TPP) e 17,40 ug
GFPuv/mg (4° CDS/TPP).

200 kDa
kD i.
97,4 kDa
-
29 kDa - - - '
-
1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 21: Gel de eletroforese em poliacrilamida (SDS-page)
da amostra 3. Colunas: 1, padrao de peso (kDa); 2, GFPuv
padrao (20,0 ug GFPuv/mL); 3, permeado do 12 ciclo CDS
(32,15 ng GFPuv/mL); 4, permeado do 22 ciclo CDS (59,95 ng
GFPuv/mL); 5, permeado do 32 ciclo CDS (38,61 png
GFPuv/mL); 6, permeado do 4° ciclo CDS (45,61 pg
GFPuv/mL); 7, mistura dos permeados apds extracao por TPP
(12,77 ug GFPuv/mL); e 8, mistura dos extratos apés eluicao
em coluna methyl HIC (59,80 ug GFPuv/mL).
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TABELA 5: Permeacéo e extracao da proteina verde fluorescente (GFPuv) de
células de Escherichia coli para cultura 2 (massa seca = 1,40 mg/mL); cultura 3
(massa seca = 0,92 mg/mL) e cultura 4 (massa seca = 1,44 mg/mL).

GFPuv - | Rendi- | Protwinas . o
IC totais(mg/mL IC Massa Produtividade
Tratamento (ug/mL) = (95%) mgnto (i- gmb) (95%) | especifica” | especifica”
desvio padrao (%) | desvio padrio
Amostra 2 — massa seca 1,40 mg/mL
S 1° CDS 832,57 +33,89| 38,35 | 42,0 94,65 +3,16| 3,58 8,80 594,69
o | 2°CDS 504,49 +20,39| 23,08 | 254 | 76,97 +2,22 2,51 6,55 360,35
€| 3°CDS | 351,21 +1265] 14,82 | 17,7 |40,14+1,50 | 1,70 8,75 250,87
& 4° CDS 174,01 £7,05| 7,98 8,8 24,79 + 0,81 0,92 7,02 124,29
Mistura 198,06 + 7,60/ 8,60 - - - - B
a 1° CDS 374,13 +1452| 16,43 | 29,0 35,12 +1,22| 1,38 10,65 267,24
l; 2°CDS 443,33 +13,68| 15,49 | 34,3 2415+0,98| 1,10 18,36 316,66
s | 3°CDS 359,21 +10,23| 11,57 | 27,8 8,43 +0,39| 0,44 42,61 256,58
g 4° CDS 115,21 +511| 5,78 8,9 3,56 +0,18| 0,20 32,36 82,30
W Mistura 218,06 +825| 9,33 - 23,25 +1,18| 1,34 9,38 155,76
Amostra 3 — massa seca 0,92 mg/mL
8 1° CDS 315,13 +11,10| 12,56 | 33,3 87,32 +3,07 3,47 3,61 342,53
g | 2°CDS 410,82 +17,28| 19,55 | 43,5 | 136,16 +6,83 7,72 3,02 446,54
g 3°CDS 136,38 +3,30| 3,73 14,5 31,65 +1,26 1,43 4,31 148,24
£ | 4°CDS 82,19 +238| 2,69 | 87 12,54 +0,53 0,60 6,55 89,34
Mistura | 938,83 + 387,08 438,01 - 94,29 +3,37 3,81 7,16 1020,46
a 1° CDS 254,78 +11,96 | 13,53 | 40,8 1,70 +0,07 0,07 149,58 276,93
= 2°CDS 256,48 +9,28 | 10,50 | 41,1 5,65 +0,19 0,21 45,37 278,78
g | 3°CDS 96,02 +3,55| 4,01 15,4 4,63 +0,21 0,24 20,74 104,37
g 4° CDS 17,81 £0,45| 0,51 2,8 1,02 £0,05 0,05 17,40 19,36
w Mistura 196,27 +9,02| 10,21 - 2,38 +0,13 0,14 82,35 213,34
Amostra 4 — massa seca 1,44 mg/mL
8 1° CDS 429,40 +15,00| 16,97 | 66,0 61,82 +2,40| 2,72 6,95 298,19
g 2°CDS 174,44 +559| 6,33 | 26,8 28,40 +1,28| 1,45 6,14 121,14
€ 3°CDS 39,10 +1,65| 1,87 6,0 8,61 +0,27| 0,31 4,54 27,15
& | 4°CDS 7,78+030| 034 | 1.2 458 +0,09| 0,10 1,70 5,40
Mistura 233,44 +744| 8,42 - 24,28 +0,46| 0,52 9,61 162,11
o 8 i1%xtracdo| 20,47 +082| 093 | 14,0 2,23 +0,07| 0,08 9,18 14,21
3¢ | 2%xiraco| 93,40 £196| 2,22 | 64,1 1,04 003 003 | 89,81 64,86
02 {3%xtracdo| 31,90+060| 0,68 | 21,9 1,55 +0,05| 0,06 20,58 22,15
Mistura 43,19 +1,23| 1,39 - 243 +0,10| 0,11 17,80 29,99

IC = Intervalo de confiancga, n=3.

“Massa especifica (ug GFPuv/ mg proteinas totais) = relagao entre a concentragdo de GFPuv e
a quantidade de proteinas totais.

“"Produtividade especifica (ug GFPuv/ mg massa seca) = relagdo entre a concentragdo de
GFPuv e a massa seca da amostra.

Na amostra 4, da mistura dos permeados que foi submetida a extracao
por TPP obteve-se quantidade de proteinas totais 10 vezes menor (2,43
mg/mL) e massa especifica aproximadamente 2 vezes maior (17,80 pg
GFPuv/mL) em relacdo a amostra 2 (23,25 mg/mL; 9,38 ug GFPuv/mL) em
consequéncia da reducdo dos contaminantes presentes nos permeados. A

quantidade de proteinas totais obtidas na mistura das por¢des extraidas (2,43
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mg/mL) foi 10 vezes menor em relacdo a mistura dos permeados (24,28
mg/mL). A grande eliminagdo de contaminantes indesejaveis presentes nos
permeados, uma pré-purificacdo, ocorrida na amostra 3 confirmou-se também
na amostra 4. A massa especifica foi maior (89,81 ug GFPuv/mg) na segunda
extracdo. Houve uma diminuicdo de 5,4 vezes na produtividade especifica
obtida da mistura dos permeados para a mistura das por¢des extraidas, tendo
reduzido de 162,11 pug GFPuv/mg para 29,99 ng GFPuv/mg.

As amostras 3 e 4 apresentaram rendimentos maiores na permeacao
dos dois primeiros ciclos de CDS, amostra 3 — 76,8% (33,3% + 43,5%) e
amostra 4 — 92,8% (66,0% + 26,8%).

Na Figura 22 observa-se maior homogeneidade de GFPuv extraida por
TPP de permeados individualizados, amostras 2 e 3, do que a GFPuv extraida
a partir da mistura dos permeados, amostra 4. Apos eluicao pela coluna HIC
observa-se aumento dos teores de GFPuv, possivelmente pela remocao de

interferentes que estavam presentes nas amostras.
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Figura 22: Teores da proteina verde fluorescente (GFPuv) para as
misturas permeadas seletivamente, extraidas pelo método de
particado em trés fases e eluidas em coluna cromatografica de
interacao hidrofobica, correspondentes aos dados da Tabela 7.



Dissertacao de mestrado

50

5.4. Extracao da GFPuv das células por TPP

Estédo apresentadas na Tabela 6 os teores de GFPuv (ug GFPuv/mL) e

respectivas massas especificas (ug GFPuv/mg), obtidas a partir da aplicagcao

direta do método de extracdo por TPP nas culturas celulares.

TABELA 6: Extracao da proteina verde fluorescente (GFPuv) das células de
Escherichia coli por particao em trés fases (TPP). As amostras foram obtidas
da mesma cultura 1 (massa seca = 1,46 mg/mL).

. GFPuv Proteipas
*§ Extracdes aSrLrjlgitig (ug/mL)+ | IC (%) tOta'E IC’ esM:?:z‘:iaca Produtividade
gl TPP desvio | (95%) | ' | (m@/mbL)x | gge.) | ESPEC especifica
< (M) ~ desvio
padréo ~
padrao
12 1,6 33,16 +1,08| 1,22 15,4 8,33+0,27| 0,31 3,98 22,71
< 22 1,6 91,17 +4,10| 4,64 | 422 7,08+0,29| 0,33 12,88 62,45
,I_ 3° 1,6 91,67 +3,06| 3,46 | 42,4 5,21+0,21| 0,24 17,60 62,79
Mistura 84,73 +2,45| 2,77 - 5,53+0,14| 0,16 15,32 58,03
12 1,4 4483 +0,64| 1,85 16,4 - > - 30,71
o 2° 1,4 81,82 +4,67| 528 | 29,8 10,10+0,17| 0,19 8,26 56,04
I 3° 1,4 53,67 +2,28| 2,58 19,6 16,04 +0,34| 0,38 3,37 36,76
- 42 1,4 93,75+5,38| 6,09 | 34,2 5,567 +0,94| 1,06 18,03 64,21
Mistura 97,80 +2,42| 2,73 - 13,17 +0,45| 0,51 7,43 66,99
12 1,6 20,25 +4,37| 4,95 | 33,3 0,65+0,02| 0,03 34,69 13,87
o 2° 1,6 33,32+0,86| 0,98 | 54,9 0,85+0,02| 0,02 39,20 22,82
,'_ 3° 1,6 7,16 £025| 0,28 11,8 0,25+0,01| 0,01 28,64 4,90
Mistura 25,72 £2,05| 2,33 - 0,63 +0,03| 0,03 39,62 17,62
12 1,6 5425+172| 1,94 | 36,4 5,98+0,19| 0,22 9,07 37,16
o 2° 1,6 77,32 +348| 3,94 | 51,9 2,58+0,11| 0,12 29,97 52,96
,'_ 3° 1,6 17,42 + 064 | 0,72 11,7 1,98 +0,06| 0,07 8,80 11,93
Mistura 30,70 £1,73| 1,01 = 3,57 +0,14| 0,16 13,08 21,03

IC = Intervalo de confianga, n=3.
“Massa especifica (ug GFPuv/ mg proteinas totais) = relagéo entre a concentragao de GFPuv e
a quantidade de proteinas totais.
""Produtividade especifica (ug GFPuv/ mg massa seca) = relagdo entre a concentragao de
GFPuv e a massa seca da amostra.

Pela andlise dos resultados apresentados na Tabela 6 observou-se que

para a mesma cultura e concentragdo final de 1,6 M de sulfato de aménio
adicionados a fase aquosa, a amostra 1-A apresentou trés vezes mais GFPuv
extraida (84,73 ug/mL), e conseqlientemente maior produtividade especifica,
em relagdo a amostra 1-C (17,62 pg/mg). No entanto, a massa especifica da
amostra 1-C (39,62 pg/mg) superou 2,6 vezes aquela apresentada na amostra
1-A (15,32 ug/mg). A presenca de macromoléculas e fragmentos celulares na
fase aquosa que formaram a interface branca na primeira etapa da extracao por
TPP, podem ter arrastado moléculas de GFPuv, interferido no rendimento da
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extracdo da amostra 1-C. A presenca de fluorescéncia na interface branca foi
observada a luz UV.

A concentracao de 97,80 ug de GFPuv/mL na mistura 1-B foi superior
cerca de 1,2 vez; 3,8 vezes e 3,2 vezes, respectivamente aquelas obtidas para
as misturas das amostras 1-A (84,73 ng de GFPuv/mL); 1-C (25,72 pg de
GFPuv/mL) e 1-D (30,70 ng de GFPuv/mL). Porém a massa especifica para a
mistura 1-B (7,43 ug GFPuv/mgq) foi inferior aquelas obtidas para as demais
amostras, devido a elevada concentracao de contaminantes (3-20 vezes maior)
presente na mistura de extragdo de GFPuv. Portanto, observou-se que
concentracoes de sulfato de aménio maiores ou iguais a 1,6 M favoreceram o
rendimento de GFPuv durante as etapas de extracdo. A metodologia por TPP
deve apresentar uma limitagdo na massa especifica maxima de GFPuv obtida
para menor quantidade das proteinas totais impregnadas, que merece ser
validada.

Na amostra 1-D a interface branca formada na primeira etapa da
extragdo apresentou-se visualmente mais espessa em relagdo as demais
amostras, com a fase inferior ndo muito transliucida. Porém, os teores de
proteinas totais na extracdo da GFPuv foram semelhantes aqueles obtidos na
amostra 1-A. Na Figura 23 observa-se o0 aumento da produtividade especifica
da GFPuv na amostra 1-D ap6s a purificagcao na coluna HIC.

As melhores massas especificas foram observadas para a mistura da
amostra 1-C, de 39,62 ug GFPuv/mg (Tabela 6). A fase aquosa contendo
sulfato de aménio a concentragdo final de 1,6 M mostrou maior eficacia nas
etapas de extracdo da GFPuv em relagdo as impurezas presentes, que
apresentou 0,63 mg BSA/mL de proteinas totais na mistura da amostra 1-C, e
quantidades entre 0,25 e 0,85 mg BSA/mL, nas trés etapas da extragéo;
enquanto que a amostra 1-B, com a concentragao final do sulfato de aménio de
1,4 M na fase aquosa, apresentou proteinas totais entre 5,57 e 16,04 mg
BSA/mL.

Conforme se observa na Figura 23, dos extratos das amostras 1-A e 1-B
obteve-se maiores produtividades especificas de GFPuv em relacdo as
amostras 1-C e 1-D. A explicacdo pode estar no fato de os extratos

apresentarem contaminantes que emitem fluorescéncia no mesmo
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comprimento de onda da GFPuv, tendo sido removidos quando eluidos na
coluna, contribuindo para a purificagdo da GFPuv.

Dentre as amostras da cultura 1, da mistura dos extratos da amostra 1-C
obteve-se 0s maiores resultados de massa especifica, 39,62 ug GFPuv/mg
(Tabela 6), e a obtencdo de GFPuv com menos contaminantes na fase da
extracao por TPP (Figura 23). Talvez a explicagdo esteja no fato da primeira
interface formada, de macromoléculas e fragmentos celulares, ter sido
espessa, ter apresentado baixa intensidade de fluorescéncia quando
observada sob a luz UV, e ter uma fase inferior fluorescente e bastante
translucida. Isto foi confirmado apo6s a eluicdo da GFPuv na coluna HIC, com
valores de produtividade especifica semelhantes, representando que havia
pouca quantidade de contaminantes no extrato.
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Figura 23: Produtividade especifica, relacdo entre a proteina
verde fluorescente (GFPuv) e a massa seca, para a mistura dos
extratos obtidos por particao em trés fases (TPP) e eluidos em
coluna cromatografica de interacao hidrofobica (HIC),
correspondentes aos dados da Tabela 7.

5.5.Purificacao dos permeados e extratos em coluna HIC

A GFPuv possui caracteristica hidrofobica e o sulfato de aménio é um
sal que possui grande capacidade de promover a interacdo hidrofébica e a

precipitacdo cosmotrépica de proteinas hidrofébicas (PAHLMAN et al., 1977;
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ROE, 1989). Os resultados da purificagdo da GFPuv através da eluicdo em

coluna cromatografica de interagdo hidrofobica (HIC) pode ser observado na

Tabela 7 e estdo ilustrados na Figura 24. Observa-se que a produtividade

especifica da média das amostras 2, 3 € 4 (198,09 ug GFPuv/mg), ap6s eluicao

em coluna HIC, foi aproximadamente 9 vezes maiores aquelas apresentadas

na média das amostras 1-A, 1-B, 1-C e 1-D (22,40 ug GFPuv/mg).

Tabela 7: Extracao por particio em trés fases (TPP) e purificacao em
coluna cromatografica de interacao hidrofébica (HIC) da proteina verde
fluorescente (GFPuv) de células de Escherichia coli e de permeados

@ GFPuv Prot.einas i N
= IC | totais IC Massa _ | Produtividade
g | Tratamentos | (ug/mL)+ | g5/, (mg/mL) + | (95%) | especifica especifica
E Gl (260 desvio padrac
< Mistura 84,73 +245| 2,77 5,563 +0,14| 0,16 15,32 58,03
- HIC™ 13,39 +0,48| 0,54 8,21+031 0,35 1,63 9,17
. Mistura 97,80+242| 273 | 13,17 +045| 0,51 7,43 66,99
— HIC 19,87 +0,61| 0,68 6,48 +0,21| 0,24 3,07 13,61
. Mistura 25,72 +2,05| 2,33 0,63+0,03| 0,03 39,62 17,62
— HIC 28,04 +0,84| 0,95 1,78 +0,06| 0,07 15,73 19,20
: Mistura 30,70 +1,73| 1,01 3,57 +0,14| 0,16 13,08 21,03
“ HIC 69,54 +1,73| 1,96 14,47 +0,29| 0,32 4,81 47,63
Mistura 218,06 +8,25| 9,33 | 23,25+1,18| 1,34 9,38 155,76
N HIC 339,88 +12,70| 14,37 | 19,09 +0,70| 0,79 17,81 242,77
Mistura 196,27 +9,02| 10,21 2,38 +0,13 0,14 82,35 213,34
© HIC 279,62 +9,85| 11,15 | 170,40 +7,33 8,29 1,64 303,93
Mistura 43,19 +123| 1,39 2,43 +o0,10| 0,11 17,80 29,99
~ HIC 68,53 +265| 3,00 | 18,39+060| 0,68 3,73 47,59

1C = Intervalo de confianga, n=3.
Massa especifica (ug GFPuv/ mg proteinas totais) = relagado entre a concentragao de GFPuv e
a quantidade de proteinas totais.

“"Produtividade especifica (ug GFPuv/ mg massa seca)
GFPuv e a massa seca da amostra.

“"HIC = Coluna cromatografica de interagao hidrofobica.

= relagdo entre a concentragdo de
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Figura 24: Teores e produtividade especifica da proteina verde
fluorescente (GFPuv) das misturas das amostras, apds eluiciao em
coluna cromatografica de interacao hidrofébica (HIC).

5.6. Espectro de excitacao e de emissao

54

A GFPuv extraida por TPP e a purificada em coluna HIC foram

submetidas a varredura dos espectros de excitacdo e de emissdo no

espectrofluorimetro. Os espectros de fluorescéncia de excitagcdo e de emissao

obtidos destas amostras de GFPuv, demonstrados na Figura 25, foram

semelhantes aqueles obtidos para a GFPuv padréo; picos maximos em Aexcitagso

394 nme xemisséo 509 nm.
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FIGURA 25: Espectro excitacao da GFPuv medido a Aemissao 509 nm:
GFPuv padrao (—), GFPuv extraida (—), GFPuv purificada (  );
e espectro de emissao da GFPuv excitada a Aexcitacao 394 nm: GFPuv
padrao (——), GFPuv extraida (—) e GFPuv purificada (—).

5.7.Estabilidade da GFPuv em diferentes valores de pH

No estudo da estabilidade da GFPuv em diferentes valores de pH
verificou-se a regido de inflexdo das curvas (Figura 26), para GFPuv padréo,
extraida e purificada, situada no intervalo entre valores de pH 5,0 e 5,2,
indicando que o ponto isoelétrico (pl) pode estar situado entre estes valores.
Nesta faixa de valor de pH a proteina encontra-se na forma dipolar isoelétrica,
sem carga elétrica liquida. Para valores de pH superiores ao pl, a superficie da
GFPuv apresenta-se carregada negativamente, e para valores de pH inferiores
ao pl, a superficie da proteina apresenta carga positiva. Apesar das proteinas
apresentarem maior probabilidade de se agregarem proximo ao pl, devido a
diminuicdo da repulsdo eletrostética entre as moléculas, ndo foi observada
precipitagdo da GFPuv nos tubos apds as 24 horas de estabilizagdo da GFPuv
nos tampdes. WARD (1998) verificou que o pl para a GFP situava-se na faixa
de valor de pH entre 4,7 — 5,1. Segundo SCOPES (1994), os valores de pl para
a maioria das proteinas das plantas e das bactérias sdo caracterizadas entre
pH 4,5 e 5,0; enquanto os valores de pl da maioria das proteinas animal
situam-se entre pH 5,5 e 6,0.

Na faixa de pH entre 6,0 e 9,8 a intensidade de fluorescéncia da GFPuv

mostrou-se maxima e estavel; decaindo para valores de pH entre 5,5 e 4,5.
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Para os valores menores que pH 4,5, a intensidade de fluorescéncia € minima
(Figura 26). BOKMAN & WARD, (1981) constataram que a GFP apresentou
estabilidade na intensidade de fluorescéncia na faixa entre pH 55 e 12,0;
entretanto, decaiu entre os valores de pH 55 e 4,4, havendo abrupto
decréscimo da intensidade de fluorescéncia para valores de pH superiores a
12,0.

Observa-se nas Figuras 25 e 26 que os tratamentos de permeacéo,
extracdo e purificagdo nao alteraram a estrutura da proteina, pois a GFPuv
permeada, extraida e purificada, se comparada a GFPuv padréo, apresentaram
o mesmo perfil na variacao da intensidade de fluorescéncia em relagéo ao valor
de pH.
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FIGURA 26: Estabilidade da GFPuv medida pela intensidade de
fluorescéncia em funcao de diferentes valores de pH: GFPuv
padrao ( ), GFPuv extraida pelo método de TPP (—); GFPuv
purificada em coluna HIC (—) e valores médios dentre as trés
curvas (—).
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6. CONCLUSOES

» A permeagdo seletiva permitiu a liberacao seletiva de moléculas
intracelulares, obtendo-se a GFPuv com poucos contaminantes

nos primeiros ciclos de permeacao;

> A produtividade especifica da GFPuv obtida através da aplicacéao
associada de método fisico (permeacao seletiva) e método
quimico (particdo em trés fases - TPP) em células de Escherichia
coli, e purificadas em coluna HIC, apresentou maior eficacia em

relacdo aquela obtida na aplicacao direta do método quimico;

» As estruturas moleculares da GFPuv extraida e purificada
mostraram-se inalteradas em valores de pH entre 6,0 e 9,8;
confirmada também na varredura dos espectros de emissao e de

excitacao.
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