Nota de aplicagéo Agilent

Produtos biofarmacéuticos
Trusted Answers

Caracterizacao da estabilidade
térmica de proteinas usando
espectroscopia UV-Vis

Beneficios do espectrofotdmetro UV-Vis Cary
3500 Agilent com Multicell Peltier com controle de
temperatura na pesquisa terapéutica de proteinas

Autores

Carlos Santos Martin

La Trobe Institute for
Molecular Science (LIMS),
La Trobe University,
Melbourne, Victoria 3086,
Australia

Biswaranjan Mohanty
Sydney Analytical Core
Research Facility,

The University of Sydney,
Sydney, New South Wales
2006, Australia

Wesam Alwan e Mathieu Rault
Agilent Technologies, Inc.

Resumo

A estabilidade térmica das proteinas é uma caracteristica importante na
bioterapéutica, pois fornece informagdes sobre as propriedades fisicas e quimicas
que influenciam a estabilidade e a estrutura das proteinas. Este estudo demonstra a
caracterizacgao rapida e simples da estabilidade térmica de proteinas e da temperatura
de fus&o de uma proteina usando o espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500 Agilent
equipado com um maodulo Multicell Peltier com controle de temperatura.



Introdugao

A descoberta de novos medicamentos é
um processo multifacetado que consiste
na demonstragao do seu potencial

de uso e seus efeitos terapéuticos.

A identificagao e caracterizagao
adequadas dos medicamentos-alvo

sdo etapas importantes no processo

de descoberta, pois podem facilitar

a identificagdo de compostos
terapéuticos principais.! Para proteinas
terapéuticas, a caracterizagao bioquimica
inclui peso molecular, homogeneidade

e heterogeneidade, solubilidade,
estabilidade térmica, composigao da
sequéncia de aminoacidos, estrutura
secundaria, estrutura tridimensional

e maodificagéo de proteinas.?®

Os dados de estabilidade térmica
fornecem informacgdes sobre as
propriedades fisicas e quimicas que
influenciam a estabilidade e a estrutura
das proteinas. As temperaturas de fuséo
podem ser determinadas monitorando
alteracdes nas propriedades da amostra
conforme o aumento gradual da
temperatura usando diversas técnicas
(Tabela 1). Quando as proteinas sé&o
submetidas a temperaturas elevadas,
as estruturas secundaria e terciaria
mudam. Essas mudangas estruturais
expdem o nucleo hidrofdbico e levam a
agregacéo de proteinas.* A temperatura
na qual metade da proteina ainda esta
na sua forma soluvel é definida como

a temperatura de fuséo (T, ) aparente,
conforme mostrado na Figura 1. Essa
temperatura pode ser aumentada pela
presenca de um ligante.>® Os estudos
de estabilidade térmica contribuem

para o entendimento da interagcao do
ligante, estabilidade do medicamento,
prazo de validade e condig@es ideais de
armazenamento, que sao informagoes
Uteis para a produgéo e comercializagao
futura do medicamento.

Analise de estabilidade térmica de
proteinas usando espectroscopia
UV-Vis

A Tabela 1 resume as vantagens

e desvantagens das diversas

técnicas que s&o usadas para medir

a estabilidade térmica das proteinas.

A espectroscopia UV-Vis supera

muitos dos desafios da analise.

A UV-Vis fornece medicdes diretas por
absorbancia sem a necessidade de
indicadores fluorescentes, as medigbes
podem ser realizadas usando pequenas
quantidades de amostra e os resultados
sao rapidos e faceis de interpretar

e relatar.

Proteina enovelada

Intensidade

Esta nota de aplicagdo demonstra

os beneficios do espectrofotébmetro
UV-Vis Cary 3500 (Figura 2) para
caracterizar a estabilidade térmica

e reprodutibilidade de proteinas.

0 espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500
usa uma sonda de temperatura
incorporada na cubeta que fornece
informagdes ao bloco Peltier, permitindo
o controle da temperatura das solugdes
durante as medicdes. Um suporte
Multicell de oito posigbes € integrado ao
instrumento e usa dispositivos Peltier
resfriados a ar e sem agua para controlar
a temperatura das amostras entre

0e 110 °C. Para aumentar a capacidade
experimental, cada posigéo de cubeta
do Multicell é medida simultaneamente,
proporcionando uma analise mais rapida
comparado a outras técnicas.
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Agregados
de proteinas

Temperatura

Figura 1. Resposta tipica da intensidade da proteina (ou absorbancia)

com o aumento da temperatura.

Tabela 1. Técnicas usadas para medir a estabilidade térmica de proteinas.

Técnica Principio

Vantagens Desvantagens

Medir a absorbéancia em
termos de elipticidade usando
luz polarizada circular.

Espectroscopia de
dicroismo circular’®

- Demorado

- Alguns tampdes causam
interferéncia no UV
distante

- Pequena quantidade
de material necessaria

- Alta sensibilidade

- Alta resolugdo

Medir alteragdes na
capacidade térmica em
relagdo a um material de
referéncia.

Calorimetria
de varredura
diferencial®?

- Pequena quantidade
de material necessaria
- Alta resolugdo

- Ainterpretagdo dos
resultados pode ser dificil

Medir alteragdes na
fluorescéncia apds a ligagdo
de um corante fluoréforo a
moléculas hidrofébicas.

Ensaio de mudangas
térmicas’""?

- Exige sondas
fluorescentes

- Sondas fluorescentes
podem causar alteragdes
conformacionais

- As proteinas devem ter
um local para acomodar
as sondas fluorescentes

- Pode executar mais de uma
amostra na maquina de
RT-PCR

- Alta sensibilidade

- Pequena quantidade de
material necessaria




Figura 2. O espectrofotémetro UV-Vis Cary 3500 Multicell Agilent pode ser usado para até quatro
experimentos de temperatura simultaneamente, com oito posi¢des para cubetas.

Parte experimental

Amostras

Uma amostra do dissulfeto isomerase

A da Escherichia coli (EcDsbA, estado
nativo) foi fornecida pelo La Trobe Institute
for Molecular Science (LIMS), La Trobe
University, Austrdlia. Uma solugao de

=0,6 mg/mL de EcDsbA foi preparada em
uma solugao tampao contendo 50 mM
de NaCl, 1 mM de EDTA e 100 mM de
fosfato de sédio, ajustado para pH 7,0.
Foram utilizadas cubetas de quartzo
ultramicrocela Agilent com volume

de 50 pL e caminho éptico de 10 mm
(part number 5062-2496, Figura 3).

O tampao de fosfato puro foi usado como
solugdo de referéncia (branco).

Instrumentagéo e método

Um espectrofotémetro UV-Vis Cary
3500 com Multicell Peltier foi controlado
usando o software Agilent Cary UV
Workstation. Os parametros do

método na medicdo da absorbancia

e da estabilidade térmica da proteina
sao mostrados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente.
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Figura 3. Ultramicrocela Agilent usada neste

alinhadas que ndo precisam de ajustes.

Tabela 2. Parametros de varredura da faixa de comprimento de onda.

Parametro Valor
Instrumento Espectrofotdometro UV-Vis Cary 3500 Agilent
Faixa de comprimento de onda 200 a 400 nm
Tempo médio do sinal 01s
Largura de banda espectral 2nm

Volume da amostra

80 pL, foi adicionado um volume adicional para acomodar a evaporagao

Tabela 3. Parametros experimentais de fusao térmica.

Parametro Valor
Instrumento Espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500 Agilent
Comprimento de onda 280 nm
Tempo médio do sinal 2s
Largura de banda espectral 2nm
Intervalo de dados 01°C
Taxa de aumento 0,1 °C/min
Controle de temperatura Bloco Peltier
Faixa de temperatura 25até 90 °C
Tamanho de filtro de suavizagao e derivativo 25
Intervalo de dados de suavizagdo e derivativos | 0,1°C
Temperatura mais baixa de andlise 30°C
Temperatura mais alta de analise 90°C
Cubeta Cubeta de quartzo ultramicrocela
Volume da amostra 70 pL

estudo. O feixe extremamente pequeno e com foco
do espectrofotdbmetro UV-Vis Cary 3500 Agilent
passa por aberturas pequenas e permanentemente




Para o estudo da estabilidade térmica, 3,04
os dados foram coletados a cada

0,1 °C usando uma taxa de aumento de
0,1 °C/min. Foi calculada a média do
sinal 2 segundos antes de cada ponto de
dados ser registrado. A taxa de aumento
de 0,1 °C/min foi usada devido a amostra
ser suscetivel a agregagao em taxas

de aumento elevadas. A temperatura
experimental foi controlada por meio do
bloco Peltier do Cary 3500.

2,51

1,51

Absorbancia

1,04
Resultados e discussao

Para determinar o pico maximo de 0,51

absorgao da proteina EcDsbA, foi realizada

uma varredura do comprimento de onda

com o espectrofotometro UV-Vis Cary 240 250 260 270 280 290 300 310 320
3500 usando os pardmetros fornecidos Comprimento de onda (nm)

na Tabela 2. O Cary 3500 equipado com Figura 4. Varreduras da faixa de comprimento de onda para sete amostras separadas da proteina EcDsbA
o modulo Multicell permite que sete (estado nativo), mostrando o pico da proteina EcDsbA em 280 nm. As sete amostras foram medidas

amostras e uma Soluqéo de referéncia simultaneamente usando ultramicrocelas.

sejam medidas simultaneamente.
Esse recurso aumenta a confianga nos
resultados, pois as medigdes séo feitas ao 0,86
mesmo tempo em condigdes idénticas.
Caso seja necessario usar um volume
pequeno de amostra, por exemplo, 70 L, 0,821
as medicOes podem ser realizadas
usando uma ultramicrocela (Figura 3).
Como o sistema Cary 3500 possui um 0,784
feixe pequeno e de alto foco, ele permite

0,88

0,84

0,80

que sejam realizadas medi¢des exatas § 0.761
usando uma ultramicrocela sem qualquer § 0,74
pré-alinhamento. O pico maximo de 2

absorgao da EcDsbA foi observado em 0.721
280 nm, conforme mostrado na Figura 4. 0,701
Para a analise de estabilidade térmica 0.68]

da proteina EcDsbA, a absorbancia
em 280 nm foi monitorada durante o 0,66
aumento da temperatura. A temperatura

da amostra foi controlada usando o vot

bloco Peltier com uma taxa de aumento 0,621

de 0,1 °C/min, conforme especificado

na Tabela 3. Com o aumento da 06055 45 50 55 60 65 70 75 80 85
temperatura, um pico foi observado, Temperatura (°C)

|nd|C6}ndo mudanca na absorbancia da Figura 5. Grafico de fusdo térmica da proteina EcDsbA. Mudangas na absorbancia durante o aumento
proteina causada por uma mUdaﬂ(;a da temperatura indicam mudangas estruturais na proteina.

na sua estrutura. O grafico de fuséo
térmica (Figura 5) mostra uma transigao
ocorrendo em alta temperatura (acima
de 65 °C) para a proteina EcDsbA.



O software Cary UV Workstation
calcula a T de amostras biologicas
usando a primeira derivada dos dados
de absorbancia medidos. AT _pode
ser determinada selecionando os
tamanhos adequados para o filtro de
suavizacéo e derivativo em conjunto
com a temperatura superior e inferior de
analise. AT da EcDsbA foi de 69,86 °C
(n = 6; Figura 6) usando os parametros
de andlise fornecidos na Tabela 3.

AT calculada para a proteina EcDsbA
obtida usando o espectrofotdmetro
UV-Vis Cary 3500 foi semelhante aos
resultados previamente relatados
usando dicroismo circular, conforme
mostrado na Tabela 4.7%1°

A preciséo da medigdo da T_ da EcDsbA
pelo Cary 3500 foi avaliada por um
estudo de repetibilidade. A solucdo da
amostra de proteina foi dividida em

seis partes e cada parte foi analisada
separadamente usando a ultramicrocela
de 70 pL. A repetibilidade dos resultados
foi avaliada pelo célculo da média e

do desvio padréo dos valores de T da
EcDsbA (Tabela 4). O sistema UV-Vis
Cary 3500 mostrou uma excelente
precisao, com um desvio padrao de
apenas 0,16 °C para as seis medicoes.
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Figura 6. Graficos da primeira derivada de seis amostras separadas da proteina EcDsbA obtidas usando
o software Agilent Cary UV Workstation (T, = 69,86 °C,n = 6).

Tabela 4. Valores de T_ da EcDsbA medidos usando o
espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500 Agilent e relatados na literatura.

Técnica T da EcDsbA (°C)
Replicata 1 do espectrofotdometro UV-Vis Cary 3500 69,70
Replicata 2 do espectrofotdometro UV-Vis Cary 3500 69,80
Replicata 3 do espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500 69,70
Replicata 4 do espectrofotémetro UV-Vis Cary 3500 70,20
Replicata 5 do espectrofotdometro UV-Vis Cary 3500 69,90
Replicata 6 do espectrofotdometro UV-Vis Cary 3500 69,90
Média 69,86
Desvio padrdo 0,16
Valor da literatura 1 68,55
Valor da literatura 2'° 69,25




Conclusao

O espectrofotdmetro UV-Vis Cary 3500
Agilent com Multicell Peltier com
controle de temperatura foi usado na
determinagdo da temperatura de fuséo
(T ) de seis amostras de proteina EcDsbA
simultaneamente. Os resultados foram
reprodutiveis, conforme demonstrado
pelo desvio padrao de 0,16 °C alcangado
para as seis partes de uma amostra

de proteina EcDsbA. Além disso, a T |
média de 69,86 °C calculada usando o
software Agilent Cary UV Workstation
correspondeu com os valores da
literatura obtidos usando espectroscopia
de dicroismo circular. Os resultados
demonstram a exatidao, precisao e
velocidade do espectrofotémetro UV-Vis
Cary 3500 para a andlise de estabilidade
térmica de proteinas.

Para maximizar ainda mais a
produtividade do método, o UV-

Vis Cary 3500 pode medir sete
amostras ao mesmo tempo sem
comprometer a exatidao dos resultados.
A capacidade do instrumento de medir
simultaneamente pelo menos trés
replicatas da amostra proporciona
uma valiosa economia de tempo

para laboratérios que trabalham com
medi¢des em replicata.

O software Cary UV Workstation oferece
calculos integrados de suavizagao e
derivativos para facilitar a analise de
dados. Além disso, o software esta
disponivel com controles técnicos
opcionais para adquirir, processatr,
reportar e armazenar dados com
seguranga. Esses controles s&o vitais para
laboratorios que devem seguir as diretrizes
de conformidade da FDA 21 CFR Parte

11, Anexo 11 da UE, GAMPS, bem como
ISO/IEC 17025 e EPA 40 CFR Parte 160.

www.agilent.com
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