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Plataforma de Biologia Estrutural Integrada RPT15A - FIOCRUZ-Paraná
SERVIÇOS DE CONSULTORIA E TREINAMENTO NAS TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO BIOFÍSICA 
A infraestrutura disponível possibilita as seguintes análises de proteínas em solução: a) conteúdo de estruturas secundárias e/ou análise de estabilidade por dicroísmo circular (CD); b) estabilidade e/ou estado de enovelamento por medidas de fluorescência; c) ensaios baseados em luminescência (fluorescência ou quimio/bio luminescência); d) a determinação do raio hidrodinâmico e análise do estado de agregação por espalhamento dinâmico de luz (DLS); e) a determinação simultânea do estado de oligomerização/agregação e análise de desenovelamento utilizando DLS e varredura de fluorescência (nanoDSF); f) a determinação de constante de dissociação envolvendo biomoléculas através da técnica de termoforese em microescala. 
Para estas análises contamos com os seguintes equipamentos: i) espectrômetro de dicroísmo circular Jasco J-815; ii) Espectrômetro de Luminescência LS-55 (Perkin Elmer): equipamento para detecção de fluorescência e quimio/bio luminescência, que opera na faixa espectral de 200 a 800 nm para excitação e 200 a 630 nm para emissão; iii) Sistema de análise de espalhamento dinâmico de luz NanoStar (Wyatt Technologies); iv)  Sistema de nanoDSF/DLS Prometheus Panta (Nanotemper Technologies); v) Sistema de termoforese em microescala Monolith NT115 (Nanotemper Technologies), compatível com cromóforos com excitação/emissão em 450-495/505-575 nm (azul) e 595-645/665-730 nm (vermelho).
Para o adequado atendimento do usuário pela equipe da plataforma, solicitamos as informações abaixo sobre as proteínas a serem analisadas. A equipe agendará uma reunião com o solicitante, para discutir aspectos específicos dos experimentos e o agendamento dos mesmos.

1. Identificação da proposta:  

1.1. Pesquisador responsável: 
  Instituição/Setor/Laboratório:
  Cargo/função:  

1.2. Solicitante:  

  Cargo/função/vínculo:  

1.3. Título da proposta:

2. Descrição da proposta:  

2.1. Breve descrição da(s) proteína(s) a ser(em) analisada(s) e os objetivos pretendidos. 

2.2. Descrição das características estruturais e propriedades físico-químicas da proteína(s) baseada(s) em estudos in silico: MW, pI, presença/número de Cys,Tyr,Trp, domínios funcionais/estruturais presentes, presença de regiões intrinsecamente desestruturadas, homologia com proteínas com estrutura depositada no PDB, predição do modelo tridimensional e outras informações consideradas relevantes.
2.3. Breve descrição da construção para expressão da proteína: vetor de expressão, presença de fusão (His, GST, TRX, ...). Existe alguma característica específica da construção com a qual se está trabalhando a ser levada em consideração? Por exemplo, sequência longa e não estruturada advinda do vetor...
2.4. Breve descrição dos métodos de produção/purificação, tampões, colunas, incluindo imagens de SDS-PAGE para avaliação do grau de pureza.
2.5. Informações disponíveis sobre a estabilidade da proteína, tendência a degradação, precipitação ou agregação, concentração máxima na qual já foi preparada (e qual método de quantificação), tampões testados. 

2.6. Condições e tempo de armazenamento da proteína a ser analisada (4°C, congelada, liofilizada ...).

2.7. No caso de experimentos de dicroísmo circular, informar se já foi feita uma análise da estabilidade da proteína em tampão compatível com a técnica (informações específicas abaixo).
2.8. No caso de ensaios de interação por termoforese em microescala, informar se há uma estimativa da constante de dissociação esperada.
2.9. No caso de ensaios de espectroscopia de luminescência (fluorescência, fosforescência, quimio ou bioluminescência), informar o fluoróforo/cromóforo a ser detectado e respectivos comprimentos de excitação/emissão e indicar se já existe protocolo estabelecido para o ensaio desejado.   

Tampões e compatibilidade com medidas de dicroísmo circular

- Em um experimento de dicroísmo circular na região chamada far-UV (260-180 nm) a absorção da amostra aumenta significativamente em comprimentos de onda inferiores a 200 nm, levando ao aumento da tensão aplicada na fotomultiplicadora (high tension voltage ou HT), que nunca deve ultrapassar o limite de 600 V.

- Medidas com valores de HT superiores a 600 V não são válidas do ponto de vista do experimento (devido ao elevado ruído), além de danificarem a fotomultiplicadora ao longo do tempo.

- A absorção da amostra é uma soma da absorção do tampão + absorção da proteína. Assim, deve-se inicialmente otimizar o tampão para que os valores de HT não ultrapassem ~400 V antes de prosseguir para o teste com a proteína neste tampão.

- Existem muitos componentes comuns em tampões/soluções utilizados em purificação de proteínas que não são compatíveis (nas concentrações comumente utilizadas) com experimentos de dicroísmo circular. Alguns exemplos são: Tris-HCl, NaCl, KCl, Imidazol, DTT, os ácidos sulfônicos zwitteriônicos de HEPES, MOPS, MES, ...
- É importante verificar/pesquisar a interferência de todos os componentes do tampão em que está a proteína com as medidas de dicroísmo circular e testar/verificar a estabilidade da proteína em tampões compatíveis com o experimento, antes da realização das medidas. No caso em que é necessária a manutenção da força iônica para a estabilidade da proteína é aconselhável a substituição de cloreto por ânions sulfato que, ao contrário do primeiro, não absorvem significativamente no intervalo espectral utilizado. 

- Em casos em que não é possível um compromisso entre tampão compatível x estabilidade da proteína pode-se avaliar a viabilidade do experimento limitando as medidas até o comprimento de onda de 200 nm. Entretanto, parte da informação estrutural será perdida.
- A otimização das condições do experimento (limite de HT, sinal de CD) deve levar em conta 3 fatores: composição do tampão, caminho ótico (definido pela cubeta utilizada) e concentração da proteína. Assim, em 1 exemplo: um tampão com alta absorbância (até um certo limite), requererá o uso de uma cubeta com menor caminho ótico e uma maior concentração de proteína para a obtenção de um bom sinal de CD.

- Sugere-se a leitura de Kelly et al. How to Study Proteins by Circular Dicroism, doi: 10.1016/j.bbapap.2005.06.005 e outras referências sobre a técnica.
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