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RecomendacgOes para preparo de amostras e utilizacao do
Laboratdrio de Espectroscopia e Calorimetria (LEC)

Preparo de amostras

e Pureza: amostras de alta pureza e homogeneidade sdo essenciais para o sucesso de
experimentos biofisicos. Todas as amostras devem ser purificadas de maneira adequada
e centrifugadas antes das medigGes, salvo casos excepcionais.

e Estabilidade: as macromoléculas devem permanecer estdveis nas condicdes de ensaio.
A formacdo de precipitados compromete a qualidade dos dados e pode danificar os
equipamentos. Recomenda-se fortemente verificacdo antes da realizacdo dos ensaios.

e Concentracdo: a concentracdo das amostras deve ser determinada com precisao,
preferencialmente por medidas de absorbancia realizadas no prdéprio laboratdrio, a fim
de garantir resultados quantitativos confidveis.

e Escolha do tampdo: Utilize tampdes que ndo apresentem absorcdo nas regides
espectrais de interesse e que estejam livres de particulados. Mantenha a mesma
composicdo entre amostras, brancos e controles. Certifique-se de que o tampao seja
guimicamente inerte, possua forca ionica e pH adequado.

e Confiabilidade: é sempre recomendavel a realizacdo de triplicatas técnicas para cada
condicdo experimental. A repeticdo assegura a reprodutibilidade dos resultados e reduz
o impacto de variagBes instrumentais ou eventuais erros de manipula¢do. Inclua
também controles adequados no seu planejamento experimental.

e Qualquer divida em relagdo a amostra ou ao experimento, favor entrar em contato por
e-mail: lec@Inbio.cnpem.br.

Lista de equipamentos

e Espectropolarimetro J-1500 (JASCO)

e Espectrofotdmetro V-730 UV/VIS (Jasco)

e Espectrofluorimetro de Multifrequéncia K2 (ISS)
e Zetasizer Nano 2590 (Malvern)

e OMNISEC CHR6000 (Malvern)

e Monolith NT.115 (Nanotemper)

e Tycho NT.6 (Nanotemper)

e MicroCal VP-DSC (Malvern)

e OCTET R2 (Sartorius)
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Espectropolarimetro J-1500 (JASCO)

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) refere-se a absorcdo diferencial de luz circularmente
polarizada a esquerda e a direita, fendmeno que resulta da interacdo da radiacdo com moléculas
assimétricas. Na regido de UV distante (180-250 nm), a técnica fornece informacgGes valiosas
sobre a estrutura secundaria de proteinas. Ja no UV préoximo (250-320 nm), permite investigar
aspectos da estrutura tercidria e quaternaria, refletindo o ambiente dos residuos aromaticos e
a presenca de pontes dissulfeto. A alta sensibilidade do CD possibilita ainda monitorar os efeitos
do meio (pH, forca idnica, entre outros), bem como alteragdes conformacionais e interacGes
moleculares. Adicionalmente, por meio de experimentos com variacdo de temperatura, é
possivel determinar a temperatura de melting (Tm) e avaliar a estabilidade térmica de
macromoléculas.

No LEC temos dois espectropolarimetros Jasco (sendo um modelo J-810 e outro modelo J-1500),
acoplados a Peltier e banho térmico e diferentes porta-amostras que podem acomodar de 50
pL a 2000 pL de amostra.

Aplicagdes: Determina¢do de estruturas e eventos assimétricos, determinagao da estrutura
secunddria de proteinas; avaliagdo da estrutura tercidria de proteinas e acidos nucleicos;
determinagdao da estabilidade de proteinas e DNA, avaliagdo da estabilidade térmica e a
obtencao de impressdes digitais espectrais de macromoléculas.

Dicas para preparo de amostras:

e Proteinas, acidos nucleicos ou moléculas organicas, em concentragcdes de 5 a 50 uM,
com volumes entre 50 pL e 2 mL. Solugdes proteicas devem apresentar absorbancia em
280 nm inferior a 1 unidade, preparada em tampao adequado.

e Recomenda-se o uso de tampdo fosfato em uma concentracdo de 20-50 mM, sendo que
o tampdo Hepes ndo é recomendado por absorver luz em comprimentos de onda
proximos a 200 nm. Se possivel, evite sal, detergentes e aditivos. Se tais aditivos forem
imprescindiveis, recomenda-se o uso em baixas concentragdes, tais como: EDTA: < 1
mM; Sais: < 50 mM; Detergentes: menor concentracdo possivel e desde que ndo
absorvam nos comprimentos de onda utilizados para a analise.

e Alguns reagentes criticos, como DTT, B-mercaptoetanol e imidazol, apresentam
absorc¢do de luz e, por isso, ndo devem estar presentes nas amostras submetidas a
experimentos de espectroscopia de dicroismo circular.

Sugestao de turnos por experimento:
Em média, um turno para até 10 amostras para obtengdo de espectros e um turno por amostra
para realizacdo de experimentos de desnaturacdo térmica.
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Espectrofotometro V-730 UV/VIS (Jasco)

O espectrofotdmetro UV-Vis mede a absorcdo e transmitancia de moléculas em solucdo. Para
sua utilizacdo, é necessdrio que a amostra contenha um croméforo solubilizado em tampao
adequado, que ndo interfira no processo de absorcdo. Este instrumento é amplamente
empregado na determinacdo da concentracdo de macromoléculas, explorando tanto as
propriedades intrinsecas de proteinas e acidos nucleicos quanto ensaios colorimétricos. Além
disso, é utilizado em estudos cinéticos de interacdes moleculares. O equipamento disponivel no
LEC é um espectrofotdmetro Jasco V-730, com feixe duplo, que cobre os comprimentos de onda
de 190 a 800nm, acoplado a banho térmico e com porta amostras que variam de 80 uL a 2 mL
de capacidade. Este equipamento ndo se encontra no site da SAU online, sendo utilizado como
apoio para outras técnicas. Para utiliza-lo, entre em contato conosco.

Aplicagbes: Quantificagdo de proteinas, acidos nucleicos em outras macromoléculas,
monitoramento da cinética reacional e andlise de pureza de solugdes.

Dicas para preparo de amostras:

e Evite utilizar altas concentracbes de sais ou aditivos, como detergentes e B-
mercaptoetanol, pois esses componentes podem alterar os perfis de absor¢do da
molécula de interesse. Caso seja indispensavel o uso desses aditivos para garantir a
estabilidade da solugdo, recomenda-se emprega-los em concentracdes minimas.

e A absorbancia das solugdes deve ser inferior a 1,0 unidade de absorbancia no
comprimento de onda analisado, de modo a atender as condi¢des da Lei de Lambert-
Beer. Solugdes com absorbancia acima desse limite devem ser devidamente diluidas
antes da realizagao das medidas.

Sugestao de turnos por experimento:
O numero de turnos dependera do tipo de experimento que serd realizado.
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Espectrofluorimetro de Multifrequéncia K2 (ISS)

A espectroscopia de fluorescéncia baseia-se na excitacdo de elétrons por um feixe de luz,
geralmente ultravioleta, que promove a absorc¢do de radiagdo em determinado comprimento
de onda; ao retornarem ao estado fundamental, os elétrons liberam parte da energia absorvida
na forma de luz emitida em comprimentos de onda caracteristicos. Trata-se de uma técnica
amplamente empregada para investigar a conformacdo, a dindmica e as interacGes de
macromoléculas bioldgicas. Por meio da fluorescéncia, é possivel monitorar alteracbes
estruturais decorrentes de mudancas no ambiente, como varia¢cdes de pH, temperatura ou
presenca de ligantes, refletidas no comportamento dos fluoréforos intrinsecos ou extrinsecos.
Para usar a fluorescéncia é necessaria uma solucdao com um fluoréforo, solubilizado em um
tampao que ndo interfira no processo de absorcdo e emissdo de luz. No LEC dispomos de um
fluorimetro ISS-K2 acoplado a um banho térmico, polarizadores, monocromadores, diferentes
filtros e porta-amostras (para volumes entre 250 plL a 2 mL), possibilitando ampla gama de
desenhos experimentais.

Aplicagdes: Ensaios de fluorescéncia intrinseca, investigacdao da estrutura tercidria de proteinas,
Avaliagdo de hidrofobicidade de proteinas, avaliagao da estabilidade quimica e térmica, estudo
de interagGes macromoleculares, experimentos de polarizagdo de fluorescéncia, Realizagao de
experimento de FRET, andlise cinética entre outras.

Dicas para preparo de amostras:

e Proteinas, acidos nucleicos ou moléculas organicas, em concentragdes de 5 a 50 pM,
com volumes entre 50 pL e 2 mL.

e Antes de iniciar o experimento, devera ser realizado um espectro da amostra e da
solucdo “branco”, para verificar possiveis absor¢cGes da amostra e o comprimento de
onda de excitacdo e emissdo que serd usado.

e Sais, detergente, aditivos como DTT, B-Mercaptoetanol, imidazol podem absorver luz
em solugdo, nos comprimentos de onda de andlise, atrapalhando as medidas.

Sugestao de turnos por experimento:
O numero de turnos dependerd do tipo de experimento que serd realizado.
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Zetasizer Nano ZS90 (Malvern)

O Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), também conhecido como Espectroscopia de Correlacdo
de Fotons (PCS), é uma técnica amplamente utilizada para determinar o tamanho de particulas
em solucdo. Entre os principais parametros obtidos destacam-se o raio hidrodinamico, que
fornece informacdes sobre o tamanho molecular e o estado oligomérico, e o indice de
polidispersividade, que reflete a qualidade da amostra por meio da identificacdo das diferentes
populagdes presentes em solugdo. Além disso, o DLS é uma ferramenta essencial para avaliar a
estabilidade e a homogeneidade de amostras antes de experimentos especificos, como
cristalizacdo de proteinas. No LEC esta disponivel o equipamento ZetaSizer Nano ZS90, para
realizacdo de medidas de DLS em cubetas (a partir de 20 puL de amostra), para solucdes com
concentracdes superiores a 0,1 mg/mL e faixa de tamanho de 0,3 nm a 5 um. Este equipamento
permite ainda a medida de potencial zeta, em cubetas com volume médio de 1 mL.

Aplica¢des: Determinagdo de parametros hidrodinamicos de macromoléculas, avaliagdo de
homogeneidade de amostras, medi¢des de potencial zeta e realizagdo de controle de qualidade.

Preparo de amostras:

» ConcentragBes proteicas entre 0,5 e 1 mg/mL sdo adequadas para o inicio dos experimentos.
Para proteinas de menor tamanho, podem ser necessarias concentragdes mais altas para obter
boas leituras.

e E fundamental remover particulas indesejadas da amostra, pois elas podem dispersar luz e
comprometer os resultados. Recomenda-se realizar a centrifugacdo ou a filtracdo da amostra,
conforme as especificacées de cada caso

Sugestao de turnos por experimento:
Uma amostra é medida em até 15 minutos.
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OMNISEC CHR6000 (Malvern)

A cromatografia de exclusdao molecular (SEC), quando acoplada a detectores de espalhamento
de luz em multiplos angulos (MALS) e de indice de refracado (RI), constitui uma técnica analitica
de alta precisdo para a caracterizacdo de macromoléculas em solucdo. Esse arranjo permite
determinar parametros absolutos como massa molecular, distribuicdo de peso molecular, raio
hidrodindmico e viscosidade intrinseca, sem a necessidade de calibracdo com padrées. A
abordagem integrada possibilita avaliar a homogeneidade e o estado oligomérico de proteinas,
além de investigar modificagGes estruturais, interacdes intermoleculares e processos de
agregacao. Suas aplicagdes abrangem desde o desenvolvimento de biofarmacos e o controle de
gualidade de proteinas até a caracterizacdo de polimeros sintéticos e naturais. O equipamento
disponivel no LEC ndo possui detector UV, mas permite a deteccao de amostras por meio de um
detector de indice de refracdo e espalhamento de luz. Conta com sistema de injecdao
automatizada e porta-amostras climatizado, possibilitando a programacdo de diferentes
condicbes experimentais, como variacao de concentracdo, forca iOnica e presenca de aditivos.
Para as analises, a coluna padrdo utilizada é a Superdex 200 Increase 10/300 (Cytiva). Todos os
experimentos realizados neste equipamento sao realizados pela equipe técnica do LEC.

Aplicagdes: Determinacdo do peso molecular absoluto de macromoléculas; analise da
distribuicdo de pesos moleculares; caracterizagdo do tamanho e do grau de ramificagdo de
polimeros; determinacdo do raio hidrodinamico de macromoléculas; e avaliacdo do equilibrio
de oligomerizacdo de proteinas.

Preparo de amostras:

e Para cada corrida s3o injetados 100 pL de amostra, com concentragdo minima
recomendada de 2 mg/mL. E fundamental que as amostras apresentem elevado grau
de pureza e estabilidade, a fim de evitar danos ao sistema e garantir a qualidade das
medicdes. A amostra serd centrifugada 14 krpm/10 min antes de cada experimento,
salve excegdes.

e Amostras que possuam mais de uma espécie poderdo resultar em determinagdes
imprecisas, caso tais espécies ndo sejam bem resolvidas na coluna utilizada.Além disso,
amostras com colora¢do podem introduzir desvios nas andlises.

e O tampao de corrida deve ser o mesmo tampao da amostra, recomenda-se a realizacao
de uma etapa de didlise. E necessario que o usudrio no dia do experimento forneca 1
litro de tamp3o, filtrado 0,22 um. O uso de glicerol no tampao de corrida limita-se a
concentragdo maxima de 5%.

Sugestao de turnos por experimento:
Em média,1 semana por conjunto de amostras.
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Monolith NT.115 (Nanotemper)

A termoforese em microescala (MST) é uma técnica utilizada para quantificar interacdes
biomoleculares, sem a necessidade de imobiliza¢cdo. O instrumento MST detecta o movimento
de moléculas fluorescentes ao longo de um gradiente microscépico de temperatura, que reflete
mudancas na camada de hidratagdo molecular, carga ou tamanho. Suas aplicacées abrangem
desde a analise de ligacbes de pequenas moléculas até interagdes proteina-proteina e a
formacao de complexos multiprotéicos.

O Monolith NT.115, disponivel no LEC, utiliza capilares para a realizacdo dos ensaios. Cada
experimento requer uma concentra¢do fixa da molécula fluorescente (por exemplo, uma
proteina marcada) e concentragOes variaveis do titulante (como proteinas ou ligantes). As
curvas experimentais podem ser obtidas com apenas 20 uL de amostra por capilar, permitindo
a analise de até 16 capilares por ensaio. O sistema dispde ainda de um software dedicado para
processamento e andlise dos dados. O agendamento do uso deste equipamento deve ser feito
por meio da plataforma SAU Online e os consumiveis deverdo ser consultados com a equipe LEC.

Aplicag¢des: Determinagdo de interagdes biomoleculares em uma ampla faixa de afinidades. Ele
permite a determinagdo de constantes de dissociacdo (Kd) entre proteinas, RNA, DNA e
pequenas moléculas.

Preparo de amostras:

e O experimento requer aproximadamente 100 nM do analito marcado (proteina, DNA
ou RNA) e uma faixa de concentragdo do ligante que cubra valores em torno do Kd
(tipicamente 0,01 a 20 x Kd)

e As opg¢les de marcagdo incluem acoplamento via NHS, tiol ou His-tag. Cada capilar
utiliza 20 pL de amostra, e um experimento completo geralmente demanda mais de 26
capilares (2 para verificagdo inicial de fluorescéncia, 8 para verificagdo de ligacdo e 16
para uma série de titulacdes). E comum a necessidade de otimizagdo para definir as
condi¢des mais adequadas.

Sugestao de turnos por experimento:
Em média, um turno por amostra.
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Tycho NT.6 (Nanotemper)

Fluorimetria de Varredura Diferencial em Microescala (nanoDSF) combina fluorescéncia
intrinseca e desnaturacao térmica para a caracterizacdo de proteinas. Nesse método, a amostra
é inserida em capilares e submetida a aquecimento controlado entre 35-95 °C, enquanto a
emissao dos residuos de triptofano e tirosina é monitorada nos comprimentos de onda de 330
e 350 nm. A razdo entre esses sinais permite determinar a temperatura de inflexdo (Ti),
parametro que reflete a transicdo associada ao processo de desnaturacdo proteica. A
comparacdo das Ti obtidas em diferentes condi¢cdes experimentais (como na presenga de
ligantes, tampdes ou aditivos) permite identificar moléculas capazes de interagir com a proteina,
avaliar quais sistemas tamponantes ou aditivos aumentam sua estabilidade, além de verificar a
similaridade entre diferentes lotes de amostras. O equipamento disponivel no LEC permite a
anadlise de até 6 capilares concomitantemente, levando cerca de 3-5 minutos por experimento.

Aplicagdes: Avaliacdo da estabilidade térmica, estudo das interagdes proteina/ligante,
triagem de compostos, controle de qualidade de proteinas e determina¢dao das
condicbes ideais de tampado, pH, forca ibnica e temperatura para trabalho e
armazenamento.

Preparo de amostras:

e Por se tratar de um sistema que realiza as medidas de fluorescéncia baseadas nos
residuos de triptofano e tirosina, é mandatdria a existéncia de tais residuos nas
amostras. Quanto mais residuos de triptofano e tirosina presentes na amostra, menor
sera a concentragdo necessaria para realizagdo do experimento. Para moléculas padrao
(IgG, por exemplo), a faixa de concentra¢do adequada fica entre 0,010 a 1,0 mg/mL.

e O tampao e moléculas, que poderdo ser adicionadas a solugdo proteica, ndo podem ter
componentes que interfiram com o processo de fluorescéncia.

Sugestao de turnos por experimento:
10 minutos para até 6 amostras.
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MicroCal VP-DSC (Malvern)

A Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) mede as variacGes de calor associadas ao aumento
ou diminuicdo da temperatura de uma amostra. Em solugdo, biomoléculas encontram-se em
equilibrio entre os estados nativo e desnaturado. A medida que a temperatura se eleva, o estado
desnaturado tende a ser favorecido, permitindo a determinacdo da temperatura de transicdo
média (Tm), ponto em que 50% das moléculas estdo no estado nativo e 50% no desnaturado.
Quanto maior o valor da Tm, maior é a estabilidade da macromolécula. O DSC é amplamente
utilizado para avaliar a estabilidade de biomoléculas em diferentes condi¢cdes experimentais ou
apos tratamentos especificos, além de permitir a determinacdo da variacdo na capacidade
térmica de desnaturacdo (ACp). A técnica também contribui para elucidar fatores como
interagGes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio e entropia conformacional. O LEC dispde de um
calorimetro VP-DSC Microcal, o qual sé permite a andlise de amostras em solugao.

Aplicagbes: Determinacdo dos fatores termodinamicos envolvidos no enovelamento e na
estabilidade de macromoléculas, sem a necessidade de marcagao ou imobilizagao.

Preparo de amostras:

e Concentrages tipicas de amostra variam entre 0,1 e 10 mg/mL, com volume requerido
de aproximadamente 700 pL para as celas de amostra e de referéncia."

e As macromoléculas devem ser dialisadas no mesmo tampao utilizado no experimento.
Esse tampao deve ser empregado também na cela de referéncia e em todas as dilui¢Ges
subsequentes. Caso haja risco de formacao de agregados, recomenda-se centrifugar ou
filtrar a amostra previamente.

e N3o é recomendada a utilizagdo de tampao Tris (ou outros contendo aminas primarias)
em experimentos de DSC. Como alternativa, deve-se optar por tampdes com baixa
dependéncia do pKa em relagdo a temperatura.

e Aditivos como DTT e TCEP devem ser evitados nas amostras, podendo ser substituidos
por B-mercaptoetanol.

Sugestao de turnos por experimento:
Em média, um turno por amostra.
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OCTET R2 (Sartorius)

RIO?ILS

OCTET*R2

A Interferometria de Biocamadas (BLI) € uma técnica dptica baseada na deteccdo de alteragoes
no padrdao de interferéncia da luz branca refletida na superficie de um biossensor. Nesse
sistema, uma molécula é imobilizada na ponta do sensor, que é entdo mergulhado em solucdes
contendo a molécula parceira. A ligacdo ou dissociacdo de biomoléculas na extremidade do
sensor provoca mudancas mensurdveis na espessura da camada biolégica, registradas em
tempo real como variagdes no padrao de interferéncia. Essa abordagem permite determinar
tanto os parametros de afinidade (KD) quanto taxas cinéticas de associacdo (ka) e dissociacdo
(kd), sem necessidade de marcadores fluorescentes. A tecnologia "Dip and Read" elimina a
necessidade de sistemas microfluidicos complexos, tornando o método robusto, versatil e
compativel com diferentes tipos de amostras, incluindo lisados celulares. No LEC
disponibilizamos de um equipamento de 2 canais.

Aplicagbes: Caracterizacdo de interagBes proteina—proteina, proteina—DNA/RNA, proteina—
peptideo e proteina—pequenas moléculas. Suas aplicagdes vao desde a triagem de anticorpos e
bibliotecas de fragmentos até estudos de desenvolvimento de biofdrmacos, anélises em ensaios
clinicos avangados e controle de qualidade em processos de fabricagao.

Preparo de amostras:

e A molécula a ser imobilizada deve estar em concentracdo adequada para recobrir de
forma eficiente o sensor. Tipicamente, 10-50 pg/mL é suficiente, dependendo da
guimica de captura (Protein A, Ni-NTA, Streptavidina, entre outros).

e O Octet R2 utiliza microplacas padrdo de 96 pog¢os. Normalmente, sdo necessarios 200
KL por pogo para assegurar a correta imersdo dos sensores.

e O analito (molécula em solugdo que interage) deve ser preparado em faixa de
concentragdes que cubra de 0,01 a 20 x KD estimado, permitindo a construcao de curvas
de ligacdo e dissociacdo confiaveis.

e Frequentemente sdo usados aditivos como Tween-20 (0,005-0,05%) para reduzir
adsorcdo ndo especifica e BSA (0,1 mg/mL) para bloqueio.

Sugestao de turnos por experimento:
Em média, um turno por amostra.
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