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Resumo

A tecnologia de biossensores label—free trouxe grandes vantagens ao estudo de
interaccoes biomoleculares, principalmente a biomoléculas sem actividade enzima-
tica, que requerem métodos experimentais nao directos ou complexos. Os sensores
piezoeléctricos sao sensores acusticos capazes de detectar eventos biol6gicos em
tempo real e de forma selectiva.

Este trabalho apresenta algumas das potencialidades destes sensores como sen-
sores microgravimétricos, nomeadamente na construgao de imunosensores. Micro-
balancgas de cristal de quartzo (QCM), com frequéncia de ressonancia de 10 MHz,
foram utilizadas para detectar o factor de infecciosidade viral (Vif) do HIV-1 atra-
vés de um anticorpo recombinante de fragmento variavel (scFv) imobilizado. A
cinética de interac¢ao foi analisada e comparada com valores obtidos com sensores
de menor frequéncia.

As outras aplicacoes estudadas baseiam-se no estudo de interacgoes proteina—
DNA através da analise de impedancia em tempo real. RXR e Haal sao factores de
transcrigao que regulam a expressao de genes por ligacao a sequéncias especificas
do DNA. As sequéncias alvo foram imobilizadas nos sensores de 10 MHz. O estudo
cinético da interaccao sugere que a ligagao de homodimeros de RXR & sequ encia
de DNA especifica é dependente da forga i6nica do meio.

Por outro lado, o estudo das propriedades reologicas da interacgao de Haal

e a sua sequéncia especifica, HRE, demonstrou que uma simples mutacao por

il



substituicao, no DNA, pode alterar as propriedades fisicas do complexo, sugerindo
diferengas conformacionais entre mutantes.

Este tipo de sensores piezoeléctricos demonstrou ser uma ferramenta tutil e
versatil no estudo de interacgdes macromoleculares, principalmente se associado a

técnicas de impedancia e modelagao.

Palavras chave: Microbalanca de Cristal de Quartzo; Imunossensor; Interac-

¢oes proteina-DNA; Vif; RXR; Haal; Analise de Impedancia.
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Abstract

The study of biomolecular interactions experienced an improvement with label—
free biosensor technology development, particularly to the biomolecules with non—
enzymatic activity. The piezoelectric sensors are acoustic sensors capable of de-
tecting biological events in a real time and selective way.

This thesis presents some of the potential of these sensors such as microgravime-
tric sensors, namely in immunosensors. The quartz crystal microbalance (QCM)
with 10 MHz resonance frequency was used to detect HIV—-1 viral infectivity factor
(Vif) by a single—chain variable fragment antibody (scFv) immobilized on sensor
surface. The interaction kinetics was analyzed and compared with values obtained
from lower resonance frequency sensors.

Applications based on protein-DNA interactions was studied by real time im-
pedance analysis. The protein models used were RXR and Haal, transcription
factors (TF) that regulate gene expression by binding to specific DNA sequences.
The target DNA sequences were immobilized on sensor 10 MHz and the interaction
with transcription factor was promoted. The results of kinetic study suggests that
the binding of RXR homodimers to the specific DNA sequence is salt dependent.

On the other hand, a single base substitution mutation in specific DNA se-
quence of Haal transcription factor changed the rheological properties of the com-
plex TF-DNA, suggesting conformational differences.

The QCM proved to be an useful and versatile tool in the study of macromo-



lecular interactions, especially if associated with impedance analysis and physical

models techniques.

Keywords: Quartz Crystal Microbalance; Immunosensor; Protein—-DNA Inte-

ractions; Vif; RXR; Haal; Impedance Analysis.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Microbalanga de cristal de quartzo

A microbalanga de cristal de quartzo (quartz cristal microbalance, QCM) baseia-
se no efeito piezoeléctrico, principio que foi descoberto em 1880 pelos irmaos Pierre
e Jacques Curie. Eles verificaram que certos cristais (nomeadamente o quartzo)
formavam cargas positivas e negativas na superficie quando aplicadas tensoes me-
canicas em diferentes direcgoes, segundo a sua simetria. Um ano depois Hankel
propos o nome de efeito piezoeléctrico para este fenomeno [1] capaz de transformar
energia mecanica em energia eléctrica através da deformagao do material. A mesma
expressao ¢ usada para designar o efeito inverso, que consiste numa deformacao
mecanica induzida num cristal em resposta a um campo eléctrico polarizado. O
efeito piezoeléctrico inverso foi previsto em 1881 por Lippmann e verificado no
mesmo ano pelos irmaos Curie [2]. No entanto, foram Marie Curie e o seu marido
os primeiros investigadores a utilizarem o efeito piezoeléctrico num sensor quimico
a que chamaram quartz electric balance [3].

A piezoelectricidade comecou a ter um grande desenvolvimento décadas mais

tarde. Devido ao seu comportamento piezoeléctrico o quartzo pode armazenar e
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Figura 1.1: Esquema de uma microbalanga de cristal de quartzo de 10 MHz. Disco
de quartzo AT com dois eléctrodos metalicos depositados em ambos os lados.

devolver energia a partir de circuito eléctrico. Se a excitacao eléctrica for oscilante,
sao geradas ondas acusticas dentro da massa do cristal e, consequentemente, al-
gumas frequéncias de excitacao dao origem a um estado ressonante, maximizando
a transferéncia de energia. A frequéncia de menor valor capaz de gerar ressonan-
cia é designada frequéncia de ressonancia fundamental enquanto que as multiplas
desta frequéncias sdo chamadas de harmonicas (overtones). O tipo de onda acts-
tica produzida depende do angulo utilizado no corte dos cristais de quartzo e a
frequéncia de ressondncia depende de outras propriedades da placa de quartzo

como a geometria.

1.1.1 QCM como sensor microgravimétrico

A microbalanca de cristal de quartzo, também referida como thickness shear
mode (TSM) resonator, consiste tipicamente em discos de quartzo com corte AT
com forma rectangular ou circular e com eléctrodos em ambos os lados (fig. ref).
Os eléctrodos podem ser de véarios metais, depositados sobre uma camada de metal
de aderéncia, e podem ser polidos obtendo-se uma superficie pouco rugosa.

A aplicacao de uma corrente alterna através dos eléctrodos resulta numa onda
aciistica transversal que se propaga através da espessura do cristal e se reflecte

nas superficies. A amplitude da deslocacao de cisalhamento é paralela & superficie



do cristal e a deslocacao maxima ocorre nas superficies. Considerando que as
dimensoes laterais do disco de quartzo excederem largamente a espessura, hgy, a
vibragao de cisalhamento pode ser tratada numa tnica dimensao, que resulta na

frequéncia de ressonancia do cristal:

Jn=n5- (1.1)

onde n = 1,3,5... ¢ o nimero da harmoénica e v, a velocidade de propagacao da
onda sem perdas através do cristal sendo funcao do comprimento de onda e da

frequéncia de oscilagao, v, = Af, e dependente apenas das propriedades do cristal:

v, = (’;—:)1/2 (1.2)

Pq € [q s20 a densidade e o modulo de rigidez do cristal, respectivamente.

De acordo com a equacgao 1.1 a frequéncia de vibracao fundamental de um
material piezoeléctrico ¢ dada por f, = v,/2h,. Como resultado a frequéncia
depende das propriedades intrinsecas do material e da dimensao que determina o
estado de vibragao, que neste caso é a espessura. Se as propriedades fisicas do

material nao se alterarem podem ser consideradas constantes, assim:

A Ah

A7, »
fo hq

A variacao da espessura pode ser relacionada com a variacao de massa de

acordo com:



Ahy = (1.4)

sendo A, a area superficial. Considerando a relacao entre a espessura e a

frequéncia a equacao 1.3 pode ser reescrita como:

2 Am 2 Am
- Jo = Jo = —Cyps (1.5)

Af = -
PaVq As VPaltq As

onde Uy e p, representam o factor de sensibilidade e densidade superficial, res-
pectivamente. A equagao 1.5 fornece uma forma de medir a densidade superficial
através da variacao de frequéncia do cristal. Esta relacao foi demonstrada por
Sauerbrey em 1959 através do estudo de deposicao de camadas finas sobre quartzo

com corte AT [4], ficando conhecida como equagao de Sauerbrey (eq. 1.5).

Tabela 1.1: Propriedades tipicas de um cristal de 10 MHz com corte AT. Adaptado
de [1]

Parametros Valor Descricao

€99 3.982x107 " A? s* Kg=' m™3 permitividade

Mg 9.27x107% Pa s viscosidade efectiva

Ly 2.947x10 N m—2 modulo de cisalhamento

€26 9.657x1072 A s m—2 constante piezoeléctrica

Pa 2651x1073 Kg m~3 densidade

A, 2.047x107° m? area eléctrodo

hyg 166.18x107% m espessura
Sensibilidade

Considerando um cristal de 10 MHz e as propriedades para um cristal de

quartzo AT (tab. 1.1) a maxima sensibilidade podera ser obtida pela expressao:



Am::g¢%Af (1.6)

Assim, para um sensor com resolucao de 1 Hz a menor massa detectada sera

2

de ~ 4 ng/cm?®. Esta sensibilidade é milhares de vezes superior a uma balanga

convencional e 4 vezes superior a um cristal de 5 MHz com igual resolucao.

1.1.2 QCM em meio liquido

A QCM foi utilizada inicialmente apenas para monitorizar deposigdes em vacuo
e em meio gasoso. Em 1982 Nomura e Okuhara descobriram que a QCM era capaz
de funcionar em meio liquido [5]. Trés anos mais tarde Kanazawa e Gordon |6]
desenvolveram o modelo que descreve a resposta da QCM em contacto com liquidos

Newtonianos:

Af = -3 [P (1.7)
TPqlq

onde p; e 1; sao a densidade e a viscosidade do liquido, respectivamente. Como re-
presentado na figura 1.2 quando o liquido entra em contacto com uma das faces do
cristal é gerada uma onda de cisalhamento evanescente na superficie, propagando-
se para o liquido. A onda propaga-se através do liquido até uma certa distancia (0)

que depende da frequéncia de ressonancia do sensor e das propriedades do meio:

5= 2m (1.8)

WPy

onde w = 27 f ¢é a frequéncia angular.
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Figura 1.2: Representacao da deformagao de cisalhamento da microbalanca de
cristal de quartzo na harmoénica fundamental e da dissipacao da onda evanescente
em meio liquido.

A equagao 1.7 teve grande importéncia porque permitiu estender as aplicagoes
da QCM a outras areas como a biotecnologia, nomeadamente no desenvolvimento

de biosensores para estudar interac¢oes biomoleculares em meio liquido [7].

1.2 QCM: Modelos eléctricos e de analise

1.2.1 Circuito equivalente

O sensor de quartzo quando estimulado electricamente, aceitando e devolvendo
energia, pode ser considerado como um circuito puramente electrénico com com-
ponentes como resisténcias, indutores e capacitores. Assim, o cristal a oscilar em
vacuo é equivalente a um circuito Butterworth-Van Dyke (BVD) constituido por
dois ramos em paralelo, um conjunto de elementos em série devido ao movimento
piezoeléctrico e um capacitor Cy formado pelo material dieléctrico entre os eléctro-
dos [8]. Como representado na figura 1.3 a primeira parte do circuito em série pode

ser decomposto em: resisténcia R, (elemento dissipativo de energia), capacitancia



Lq Rq

Figura 1.3: Circuito equivalente de Butterworth-Van Dyke que representa as ca-
racteristicas eléctricas da microbalanga de cristal de quartzo perto da ressonancia.

C, (elemento de armazenamento) e uma indutancia L, (elemento de inércia).

A impedancia eléctrica Z é definida como o récio entre a voltagem V e a
corrente I de oscilagao. Por outras palavras a impedancia é a oposicao total que
um circuito oferece a passagem de corrente alterna a uma determinada frequéncia.
E representada como um niimero complexo cuja magnitude representa o racio
entre o pico da voltagem e o pico da intensidade, sendo 6 a diferenca de fase
entre a voltagem e a corrente. Um vector de impedancia consiste numa parte real

(resisténcia, R) e uma parte imaginaria (reactancia, X):

Z=R+iX (1.9)

X
0, =tan™! (5) (1.10)
em que ¢ = /—1.

Tendo em conta o circuito representado na figura 1.3 a impedéancia do ramo

em série Z,, é descrita como a soma das impedancias individuais:
, 1
Zm:ZRq+ZLq+ZCq:Rq+Z qu—— (111)
Cqw
As equagoes que definem a relagao entre as propriedades eléctricas (R,, L, ¢

7



C,) e mecanicas do sistema sao dadas pelas expressoes [9]:

_ mheng. _ p, _ 8edsd,
T 8esed,T T 8eggAy T mhgpy

(1.12)

A capacitancia em paralelo Cy, deriva da forma do sensor e da constante die-

léctrica:

. 622Aq

Co .

(1.13)

q

1.2.2 Analise de impedancia

A impedéancia total do sensor de quartzo é representada pela soma do inverso

das impedancias dos dois ramos do circuito (fig. 1.3):

-1

+ iCow (1.14)

1 1\ ! 1
() -
Zm  Zcy R, +i (qu - ﬁ)

A figura 1.4 mostra os espectros da magnitude e do angulo de fase da impe-

dancia obtidos para um cristal de 10 MHz ao ar.

|Z| = \/Re(Z2)2 + Im(Z)%;, 6 = tan™" <ZZ((§))) (1.15)

A magnitude da impedancia apresenta um minimo e um maximo; o minimo
representa a frequéncia a qual a amplitude de corrente é méxima e o méximo a
frequéncia em que a amplitude da corrente é minima. Em relacao ao angulo de

fase o seu valor é muito préoximo de zero nos picos da magnitude, o que significa



que a voltagem e a corrente estao em fase.
Para o circuito equivalente (fig. 1.3) a admitancia, Y, apresenta uma expressao
mais simples e conveniente do que Z para derivar as frequéncias caracteristicas na

ressonancia [1]. Por definigao, a admitancia Y é o inverso da impedancia Z:

1
Y=—=G+iB (1.16)

onde a parte real G é designada por condutincia e a parte imaginaria B por

susceptancia:
R
G= g 5 (1.17)
1
RS + (WLq — w—Cq)
(qu — f)
B = 4+ wC (1.18)

N 1

A frequéncia de ressonéancia eléctrica é definida como a frequéncia em que a
parte imaginaria da impedéancia se anula, ou seja wL, = 1/(wC,) [9]. Como se
pode observar na figura 1.4 o cristal de quartzo apresenta duas frequéncias de
ressonancia, uma na impedancia minima designada frequéncia de ressonancia em
série f,, e outra na impedancia maxima designada frequéncia de ressonancia em

paralelo f,. Sao expressas por:

1 1 [c,+Co
_ - +C 1.19
f 27 Lqu fp 2 LquCO ( )



g | 40 &
N 10" ¢ —
{20
10° 4-40
- -60
10"
—-80
100 L 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N | -100
9.96 9.97 9.98 9.99 10.00 10.01

f(MHz)

Figura 1.4: Espectro de impedancia de um cristal de 10 MHz perto da frequéncia
de ressonédncia com ambos os eléctrodos ao ar. Magnitude da impedéancia (linha
continua) e angulo de fase da impedéncia (linha ponteada).

A frequéncia f representa a frequéncia do circuito RLC em série, sem a con-
tribuigdo da capacitancia em paralelo Cy. Assim, este parametro corresponde a

frequéncia de oscilacao mecéanica do sistema:

1 no [Hq
R S Ly o 1.20
f 27T\/chq 2hfq pq ( )

expressao semelhante a equagao 1.1.

1.2.3 Meio liquido

Quando o cristal estd em vacuo ou ao ar (como é o caso da fig. 1.4) a resis-
téncia ¢ muito baixa e fs e f, sao uma boa aproximacao ao minimo e maximo de
|Z], respectivamente. No entanto quando h& aumento da dissipagao (Rg >> 0),
como no caso do cristal em meio liquido (fig. 1.5), o espectro sofre um alarga-
mento nas regioes dos picos e ocorre a divisao em seis frequéncias quantificaveis

I Zins [y Jrs fas Joy [Zman, O0de fr € f, sao as frequéncias em que o angulo de fase
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Figura 1.5: Espectros de impedancia |Z| e dngulo de fase da impedancia 6, para
um cristal de 10 MHz com um dos eléctrodos em meio liquido. No espectro
estao assinaladas as diferentes frequéncias perto da ressonancia: fz . . fs, f. e

fav fpv meaz'

é zero.

O diagrama da admitancia, ou seja, a representacao de B e G num plano
complexo demonstra a origem e relagao entre as frequéncias perto da ressonancia
(fig. 1.6).

O circuito eléctrico que descreve o sensor em meio liquido e/ou a adsorgao
de massa em meio liquido tem de ser modificado com novos elementos de modo
a descrever as frequéncias perto da ressonancia (fig. 1.7). O liquido causa um
aumento nos elementos em série resisténcia e indutancia, correspondendo a R; e
L;, repectivamente. A massa contribui somente com o aumento da indutancia L,,,
no entanto, pode ocorrer aumento da resisténcia R, caso a massa contribua para a
dissipagao da onda acustica [10]. Para um liquido Newtoniano R; = wL;, ou seja,
a resisténcia iguala a componente indutiva da reactancia, geralmente designada
por Xp.

Matin et al. [9] derivaram as expressoes analiticas para a admitancia do circuito

equivalente, resultando nas expressoes para o sensor perturbado com liquido e
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Bmax

Susceptancia B

Condutancia G

Figura 1.6: Diagrama da admitancia para um cristal em meio liquido nas frequén-
cias perto da ressonancia.

Lq Rq

quartzo liquido massa

Figura 1.7: Modelo BVD modificado para contemplar a interac¢ao do sensor com
liquido e adsor¢ao de massa. R; e L; sao os elementos associados ao liquido en-
quanto L,, R, estao associados & massa. Cf representa a soma de Cj com as
capacitancias parasitas associadas ao senosr perturbado. Adaptado de [8, 10].
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massa:

2001 R — prmz B QWOLqu
WhgPq IqPq VHqPq

(1.21)

onde wy € a frequéncia angular para o sensor nao perturbado.

Tendo em conta a aplicacao geral dos sensores QCM como biosssensores, é
normal que a deteccao se efectue em meio liquido. Assim, assumindo a deposi¢ao
de uma fina camada de massa rigida a contribuicao das propriedades do liquido e
da camada adsorvida podem ser consideradas aditivas. Neste contexto pode ser

aplicada a equagao de Martin [9]:

B 2f2 [ i

Afy=Afu+Af, (1.23)

que combina ambos os efeitos na variagao de frequéncia, o efeito da massa do
filme adsorvido e o efeito da massa de liquido. O primeiro termo da equagao 1.22
é equivalente a expressao de Sauerbrey (eq. 1.5), enquanto o segundo termo é
equivalente a expressao de Kanazawa e Gordon (eq. 1.7). Ainda segundo Martin
et al. [9] a variacao de frequéncia devido ao liquido pode ser relacionada com os

parametros RLC segundo a expressao:

|Afs | _ Rl
fO 2w0Lq

(1.24)

onde o indice “y” representa o estado nao perturbado.

A tabela 1.2 apresenta os parametros RLC tipicos obtidos ao ar e em meio
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liquido para uma QCM de 10 MHz.

Tabela 1.2: Valores tipicos dos parametros do circuito equivalente para uma mi-
crobalanga de cristal de quartzo de 10 MHz, ao ar e em agua ultra-pura

Parametros | Ar ! Liquido T

R, () 12.58 2294
L, (mH) 751 801
C, (fF) 28.74  28.74
Co (pF) 657  9.95

T cristal montado na célula de
fluxo e constrangido por dois
0-TINgs

1.2.4 Analise do espectro da condutancia

Uma alternativa a determinacao da frequéncia em série f, através dos pa-
rametros RLC é a monitorizacao da frequéncia correspondente ao maximo do
espectro da condutancia G, fg,.. =~ fs. Esta estratégia é utilizada por varios
autores [11-15] nao s6 para determinar a frequéncia mas também a dissipacao D,
calculada a partir da metade da largura a meia altura da condutancia, I', sendo
D = %F x R [11].

A figura 1.8 apresenta os espectros de G' e B para um sensor de 10 MHz em
meio liquido. A largura do pico a meia altura de GG corresponde a duas frequéncias
JGrnasps Wma no maximo de B, fp,,,, € outra no minimo, fz,,,,. O aumento da
densidade do liquido provoca um desvio de fg,,.. € fB,... para as baixas frequéncias

enquanto fp, . nao se altera [16]. Afp, , ¢ equivalente a correcgao de Martin

(eq. 1.24) [16], nao sendo afectada pela viscosidade do meio:
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Figura 1.8: Espectro da parte real G e imaginaria B da admitancia Y perto da
frequéncia de ressonancia. QCM de 10 MHz em meio liquido.

Ry
4L

Afp, . =~ + Af (1.25)

q

e representa apenas a variagao de massa:

22 Am

Bt = A == 2 x

(1.26)

com variagao idéntica & expressao de Sauerbrey.

Do ponto de vista préatico a condutancia do sensor nao é afectada pela capaci-
tancia parasita em paralelo, o que segundo varios autores torna este método mais
robusto e menos sujeito a alteragoes devido a influéncias externas, nomeadamente

a erros de calibracao [13, 17].
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X6

Figura 1.9: Esquema de um circuito oscilador para operacao em série. Adaptado
de [18].

1.2.5 Outros dispositivos de medigao
Osciladores

Na analise de impedéancia o cristal de quartzo tem um papel passivo uma vez
que ¢ “interrogado” numa gama de frequéncias por um equipamento de medigao
externo (Network Analyser).

Por outro lado, o principio de operagao por oscilador implica uma interaccao
activa do cristal com os outros componentes do circuito, de modo a manter a
oscilagao na frequéncia perto de f; ou f,. A estrutura base de um oscilador consiste
numa unidade ressonante (3 responsavel por fixar a frequéncia e um amplificador
A responsavel pela manutengao da amplitude de oscilagao (fig. 1.9).

A frequéncia de oscilacao é medida por dispositivos externos, sendo que alguns
circuitos osciladores permitem também a monitorizacao do ganho requerido para
manter a amplitude de oscilagao. Este ultimo é possivel de ser medido através de
um sistema incorporado no circuito, designado automatic gain control (AGC), e
permite uma estimativa da dissipagao de energia [18], equivalente ao parametro R,.

Os osciladores mais comuns utilizados em QCM operam na frequéncia perto
do angulo de fase zero, em que o cristal de quartzo X é conectado em série entre

o amplificador e o circuito de controlo da frequéncia (fig. 1.9). O sistema funciona
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de modo a manter a fase do ressonador perto de zero (na impedancia minima).
Como discutido anteriormente a frequéncia de ressonancia fs nao depende da ca-
pacitancia em paralelo, e para valores baixos de dissipagao estas frequéncias sao
muito proximas. O grande desafio dos osciladores é trabalhar em meio liquido
uma vez que, dependendo do tipo de oscilador, o dngulo de fase pode sofrer des-
vios consideraveis [18]|. Assim, um oscilador vai funcionar o mais proximo possivel
da frequéncia de ressonancia f, quanto melhor o circuito conseguir compensar a
capacitancia em paralelo Cy.

As principais vantagem dos osciladores comparativamente a analise de impe-
dancia é o seu baixo custo e a sua portabilidade. Osciladores com circuitos mais
avancados tém vindo a ser desenvolvidos [18], como é o caso de técnicas base-
adas em phase—locked loop e lock—in famaz- Na primeira o oscilador bloqueia a
frequéncia da fase zero apoés compensagao de Cy; na segunda o oscilador encontra
e bloqueia a fgmae. Uma vez que a condutancia do sensor nao ¢é afectada por C,
esta técnica evita a necessidade da compensacao.

Apesar da sua simplicidade de uso os sistemas de osciladores ainda nao conse-

guem competir com o maior rigor e versatilidade da anélise de impedéancia.

1.2.6 Transmaisston line model

O modelo TLM (transmission line model) é um modelo mais completo e com-
plexo que o BVD. Descreve a transformagao entre a vibracao eléctrica e mecanica
bem como a analogia entre a propagacao das ondas actisticas e eléctricas no sistema
sensor/filme/meio [19]. Este modelo assume camadas uniformes sobre o sensor e
nao apresenta nimero limite de camadas. A linha de transmissao comeca com um
modelo de trés portas para o cristal piezoeléctrico com duas portas actisticas e uma

eléctrica. As portas acusticas de entrada e saida representam as duas superficies
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do cristal enquanto que a porta eléctrica representa os eléctrodos. A adicao de
camadas sucessivas ao cristal sao modeladas como uma série de duas portas de
transmissao em linha, a nao ser que as camadas sejam piezoeléctrica, e nesse caso

sao representadas como trés portas.

—— — —— — — — —
T B o h
E 1 | 2 n

ey Hooly e

o | | | |

‘ | | | ‘ eese ‘ |

o | | | |
Hetl Hs A He—rmeet

| |7 | | |

| | | | |

| coat.(Zron) | | 00at(Zep0) | | coat.(Zgnpr) |

| I | I | I |

Figura 1.10: Representacao do modelo TLM (modelo KLM). Adaptado de [19].

O TLM mais comum para representar uma QCM é o modelo KLM [19]. Este
modelo é ideal para sensores que tém multiplos filmes a superficie. Um sensor
com apenas um dos lados carregado pode ser descrito pelo circuito representado
na figura 1.10 (ver [19] para uma andlise mais pormenorizada).

Segundo este modelo a impedancia do sensor QCM é expressa por:

1 1— i%cota
L = - 1 -1 (1.27)
wCo | K2 (215(171g — zé>
o 2 Zq

onde K é o factor de acoplamento electromecanico complexo e « é a fase da onda
acustica complexa. Z; é a impedancia dos filmes carregados sobre a superficie,

para qualquer numero de camadas, e é representada por:

7 _ g Z2 + Zf tanh(vlhl)
L ! Zlc + ZQ tanh(vlhl)

(1.28)

onde v, e hy sao o factor de propagacao da onda e a espessura da camada adsorvida,
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respectivamente; Z, ¢ a impedancia do meio e Z7 é a impedancia caracteristica da

camada:

Z7 = /MGy (1.29)

onde G ¢ o modulo de cisalhamento complexo da camada.

1.3 Interferéncias experimentais na resposta da QCM

Para além da massa varios elementos podem influenciar a resposta da QCM.
Aqui iremos considerar alguns dos elementos praticos que podem contribuir para

uma resposta menos precisa do sensor.

1.3.1 Temperatura

Embora os sensores de QCM feitos de quartzo com corte AT tenham um baixo
coeficiente de variagao de frequéncia com a temperatura || nas gamas de variac¢ao
de frequéncia para interacoes biomoleculares, pequenas variacoes na temperatura
podem influenciar a resposta ou o ruido.

Na figura 1.11 esté representada a influéncia da variagdo da temperatura (20—
40°C), gama geralmente utilizada em bio-reconhecimento, na resposta de um sen-
sor de 10 MHz. Enquanto que o sensor ao ar teve uma influéncia da temperatura
de 4.2 Hz/°C, essa influéncia aumentou para aproximadamente 30 Hz/°C em meio
aquoso. Estas variagoes representam sobretudo a resposta do sensor as variagoes
de densidade e viscosidade. Com o aumento da temperatura a densidade diminui,
o que justifica o aumento da frequéncia. Isto demonstra a importancia no controlo
de temperatura e como exemplo, a variagao de 1°C, durante um ensaio de reconhe-

cimento, pode representar uma variagao superior a adsor¢ao de um determinado
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analito.

O Ar

y=31.0x-619.8
O Liquido

= 0.9998

y=4.2x-84.0
r* = 0.9958

L L L L L
15 20 25 30 35 40 45
T(°C)

Figura 1.11: Efeito da temperatura na variacao de frequéncia de QCM de 10 MHz,
ao ar e em meio liquido. Variacao de frequéncia monitorizada através de sistema de
oscilador. Controlo de temperatura obtido por sistema de moédulo termoeléctrico
com precisao de 0.1°C.

1.3.2 Efeito da forga idénica

A alteragao da forga iénica (I) de uma solucao influencia a resposta da QCM.
Os i0es tendem a formar uma dupla camada difusa junto & interface do eléc-
trodo/liquido, apresentando viscosidade e elasticidade muito superiores as carac-
teristicas da solugao [20, 21].

Segundo Encarnacao et al. [8] o aumento de electrolitos levam ao aumento da
capacitancia em paralelo, o que leva & modificagdo do modelo BVD (fig. 1.7) com
Cy = Co+C1+C,,, em que C) e C,, sao as capacitancias devido as cargas eléctricas
do tampao e da massa adsorvida, respectivamente.

A figura 1.12 apresenta a influéncia de um sal monovalente (NaCl) e um sal
divalente (MgCls) na resposta de um sensor de 10 MHz. Forgas idnicas superiores
a 1073 provocaram alteracoes nos parametros RLC, com aumento da capacitancia
(fig. 1.12(b)) e da parte indutiva da reactancia, X, = wL (fig. 1.12(d)), o que

provoca a diminuigao de f; (fig. 1.12(a)). Segundo a figura 1.12(c) a resisténcia
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teve um aumento positivo para I < 0.0075, seguido de uma variagao negativa para
0.0075 < I < 0.3.

A formacgao da dupla camada difusa caracteriza-se pela dependéncia nao linear e
em forma de curva da representa¢ao paramétrica de R vs. Xy, com R >> X [21].
Segundo a figura 1.13(a) a dupla camada difusa atinge o maximo de rigidez a
I = 0.05, tanto para NaCl como para MgCly. A partir de I > 0.3 a dependéncia
de R com X, passa a ser linear, com declive proximo de 1 (fig. 1.13(b)), o que é
caracteristica dos fluidos newtonianos e a variacao da resposta do sensor pode ser
descrita pela densidade e viscosidade da solug¢ao como descrito pela equacao de

Kanazawa.

1.3.3 Resolucao na aquisicao de dados

O diagrama ideal da admitancia complexa, medida em torno da frequéncia de
ressonancia, tem uma forma circular como esquematizado na figura 1.8. Como
demonstrado na figura 1.14 é importante recolher o maximo possivel de pontos
e ter um span de frequéncia adequado de forma a garantir uma forma circular.
Para um sensor de QCM de 10 MHz ao ar um baixo nimero de pontos ou um
span muito elevado (fig. 1.14(a) e 1.14(b)) traduz-se num diagrama de admitancia
com um formato longe de uma circunferéncia. Assim, um formato aceitavel, sem
grandes perdas de informagao, foi obtido com 801 pontos (méaximo permitido pelo
equipamento de medigao) e um span de 50 kHz. Em meio liquido, o diagrama
reduz bastante de tamanho, o que permite o aumento do span para 100 kHz.

Um bom ajuste ao modelo BVD e posterior calculo dos parametros RLC é
alcancado se a zona de ressonancia estiver bem descrita e caracterizada. Outro
parametro que pode influenciar a resolugao e o ruido dos parametros calculados
é a IF bandwidth que de forma simplificada representa o tempo de leitura de

cada ponto. Quanto menor a [F' maior serd a resolu¢ao mas maior serd o tempo
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Figura 1.12: Efeito da forga iénica na resposta do sensor de 10 MHz. (a) Afs; (b)
ACy; (¢) AR (d) e AXy em funcdo da forca ionica para NaCl e MgCls.
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Figura 1.13: (a) Gréafico paramétrico AR vs AX} para baixos valores de forca
i6nica e (b) dependéncia linear para valores mais elevados de forga ionica de NaCl
e MgCIQ

de varredura do espectro. Por outro lado, a analise de cinéticas de interacgao
entre biomoléculas requer uma rapida aquisicao de dados, sendo necessario um

compromisso entre as defini¢oes de aquisicao de dados.
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Figura 1.14: Influéncia dos parametros de aquisicao de dados no diagrama da
admitancia. Varigdo de: nimero de pontos ao ar (a) e em liquido (c); span de
frequéncia ao ar (b) e em liquido (d). Dados obtidos com [F Bandwidth de 300 Hz
(~ 3.4 ms/ponto) e com span de 10 kHz (a); span de 100 kHz (c); e 801 pontos

(b) e (d).
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Capitulo 2
Motivacao e organizacao

As interacgoes macromoleculares desempenham um papel fundamental em pro-
cessos biologicos essenciais, como a divisao e transcricao do DNA, producao pro-
teica, reconhecimento celular, resposta imune, entre muitas outras.

Com o desenvolvimento de vérias metodologias baseadas em métodos de trans-
ducao de sinal muitos destes processos podem ser estudados de uma forma label—
free. Neste contexto os sensores piezoeléctricos tém vindo a assumir um papel
importante em estudos de reconhecimento e caracterizagao biomolecular.

Esta tese é o seguimento dos trabalhos anteriormente desenvolvidos com senso-
res piezoeléctricos (ver anexos), tendo como principais objectivos: i) aplicagao de
sensores mais sensiveis a imunossensores; ii) estudo cinético de interac¢oes molecu-
lares; iii) estabelecer sistemas de analise de impedancia em tempo real de modo a
analisar e corrigir sinais interferentes; iv) aplicacdo dos sensores piezoeléctricos ao
estudo de interacgdes entre factores de transcigao-DNA; v) estudo dos principios
fisicos envolvidos na interaccao proteina-DNA através dos sensores piezoeléctricos.

Assim, nos capitulos seguintes aplicamos os principios e modelos descritos na

introducao, estando organizada:

= O capitulo 3 descreve a aplicacao da QCM de 10 MHz como imunossensor
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na deteccao e anélise cinética da proteina Vif do HIV-1. Aqui a frequéncia
de ressonancia ¢ medida e comparada com a analise de impedéancia e circuito

equivalente;

No Capitulo 4 é analisada a interacgao proteina—DNA com o estudo cinético
da formacdo do complexo RXR-DR1. E também discutida a influéncias
da forca ionica na ligacao da proteina ao DNA e o papel das ligacoes nao

especificas;

No capitulo 5 é analisada a cinética de interaccao entre o factor de transcricao
Haal e as sequéncias de DNA especifica e mutadas, bem como as diferencas

nas propriedades fisicas das interacgoes determinadas a partir do modelo de

TLM.

As conclusoes gerais e perspectivas futuras sao apresentadas na tultima sec-

¢ao, Capitulo 6.
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Capitulo 3

Interaccao Anticorpo—Antigénio

3.1 Introducao

Vif (factor de infecciosidade viral) ¢ uma proteina fosforilada [22] com massa
molecular de 23kDa (192 aminoéacidos), é codificada por um gene acessorio essencial
do HIV-1 e tem um papel importante na produgao de virides altamente infecciosos.
A Vif encontra-se localizada maioritariamente no citoplasma das células infectadas
actuando nos tltimos estadios do ciclo de replicacao viral, aumentando a infecci-
osidade das particulas virais [23]. Na auséncia de Vif, os virus tém a capacidade
de iniciar a transcri¢ao reversa, no entanto, nao conseguem completar a sintese do
DNA proviral e apresentam alteracoes na conformacao do seu invélucro maduro.

Com a melhor compreensao do mecanismo da proteina Vif no ciclo de infeccao
do HIV-1, esta proteina tornou-se num possivel alvo terapéutico [24]. Goncalves
et al. desenvolveram um anticorpo scFv especifico para a Vif (scFv 4BL anti-Vif)
expresso no citoplasma. A inibigdo da Vif, através de expressao intracelular em
células produtoras de virus, conduziu a particulas virais incapazes de completar a
transcrigao reversa e consequentemente de se replicarem. Os resultados demonstra-

ram que a replicacao e a infecciosidade do HIV-1 foram drasticamente reduzidas,
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em células nao—permissivas, pela expressao do anticorpo scFv 4BL [25]. Poste-
riormente anticorpos intracelulares mais pequenos e robustos, contra a mesma
proteina, foram construiram anticorpos recombinantes contendo apenas o dominio
da cadeia pesada (VH) [26].

Com o objectivo de aplicar estes anticorpos em imunossensores capazes de
detectar e analisar a interac¢ao anticorpo—Vif foram desenvolvidos sensores piezo-
eléctricos de 5 MHz capazes de analisar a ligagao e detectar o antigénio mesmo em
amostras complexas [10][8].

Neste trabalho aplicou-se a mesma metodologia mas com cristais mais sensiveis,
10 MHz, de modo a verificar se uma maior sensibilidade do sensor se traduz numa

maior sensibilidade na determinacao das constantes cinéticas entre sckFv—4BL e

Vif.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Reagentes

Os compostos dithiobis-(succinimidil-undecanoato) (DSU) e 11-hidroxi-1-un-
decanotiol (HUT) foram adquiridos a Dojindo. O isopropil-tio-/3-D-galactopirano-
sidio (IPTG) foi comprado & Nzytech, os primers de oligonucleotidos comprados a
Sigma e o inibidor de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF') & Applichem
Lifescience. Todos os restantes reagentes utilizados tinham grau de pureza analitico

ou biolégico.

3.2.2 Clonagem do anticorpo anti—Vif scFv4BL

O anticorpo scFV4BL foi clonado de modo a produzir uma proteina de fu-

sdo entre o anticorpo e a Glutationa-S-Transferase (GST) em N-terminal. Esta
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proteina de fusao foi produzida de modo a aumentar os niveis de expressao e de so-
lubilidade em E. coli anteriormente obtidos [10] bem como facilitar a purificagao da
mesma. O gene foi inicialmente amplificado por PCR a partir do vector pComb3X-
4BL [25] com os oligonucleotidos 5’ -GGAAGGAT CCGAGCTCCTGCTGACCCAGA-3'
e 5'-GGGGCTCGAGTCAATGGTGATGGTGATGGTG-3' como primers forward e re-
verse, respectivamente. O fragmento amplificado foi digerido e inserido no vector
pGEXAT (GE healthcare) entre os locais de restricdo BamHI/Xhol (Fermentas)
formando o plasmideo pGEX4T-4BL. O vector foi inserido em E. coli TOP10,
através de transformacao por choque térmico, para propagagao e armazenamento.
A clonagem foi analisada por PCR coldnia e posteriormente por sequenciagao para

confirmar a auséncia de erros introduzidos por PCR.

3.2.3 Expressao e purificagao de anticorpo e antigénio

O vector pGEX4T-4BL foi purificado por mini ou midi—prep e utilizado para
transformar E. coli BL21(DE3). As células transformadas foram seleccionadas em
meio solido de agar suplementado com 100 pug/mL de ampicilina. Uma colonia
seleccionada foi crescida em 200 mL de meio liquido Terrific broth (TB) em Er-
lenmeyer durante a noite, a 37°C e com agitacao. O pré-inoculo foi utilizado para
inocular um biorreactor de 2L (BioFlo 110, New Brunswick) contendo meio TB e
100 pg/mL de ampicilina. A temperatura inicial de crescimento foi de 37°C com
fluxo de ar a 1 vvm e agitagao variavel entre 250-600 rpm de modo a manter um
nivel de oxigénio dissolvido (dO3) de pelo menos 35 %. Durante a fase exponencial
de crescimento a expressao proteica foi induzida com 1 mM de IPTG. Ap6s indu-
¢ao a agitagao foi reduzida para 100400 rpm para manter o nivel de (dO5) nos 5%
e a temperatura diminuida para 18°C de modo a diminuir o metabolismo celular
e aumentar a solubilidade da proteina expressa. Apoés 24 h de cultura as células

foram recuperadas por centrifugacao e armazenadas a —80°C, ressuspensas em
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solugao tampao de lise (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA e inibi-
dores proteases) e lisadas por sonicagao. O lisado foi clarificado por centrifugagao
e o sobrenadante contendo a proteina solivel foi recuperado para posterior purifi-
cagao. Para a purificacao foi utilizada uma coluna XK16 empacotada com 6 mL
de resina Glutathione-Sepharose 4 Fast Flow (GE healthcare) e pré-equilibrada
com solu¢ao tampao PBS/EDTA/PMSF. A coluna foi carregada com o extracto
solavel a 0.2 pL/min, lavada com PBS/EDTA a 1 pL/min e a proteina de fusao
GST-Vif eluida com glutationa reduzida (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM glutationa
reduzida). As fracgoes proteicas foram analisadas por SDS-PAGE e quantificadas
colorimetricamente pelo método de Bradford.

A proteina Vif foi expressa e purificada como anteriormente descrito [10]. Bre-
vemente, a proteina foi expressa através do plasmideo pD10-vif em E. coli TOP10F
e purificada por cromatografia de metal-afinidade (IMAC) a partir de corpos de

inclusao.

3.2.4 Imonossensor piezoeléctrico
Cristais de quartzo

Cristais de quartzo de 10 MHz com 1.4 cm de didametro foram adquiridos a
International Crystal Manufacturing (ICM, USA). Cada cristal possui um eléc-
trodo com 0.2 cm? de ouro em ambos os lado depositados sobre titanio. Antes de
cada utilizagao os cristais foram limpos com UV /Ozono durante 10 min seguido
de 15 min de solugao piranha (3:1, HySO4:Hy05 30 % v/v), dgua Milli-Q e por

fim secos com azoto.
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Activacao e funcionalizacao dos cristais

Os cristais limpos foram colocados em suportes de activacao construidos em
Teflon. A activagao foi realizada por incubacao de um dos eléctrodos de ouro de
cada cristal com 100 plb de 1 mM de DSU em solugao de etanol absoluto. Os
cristais foram incubados durante um periodo maximo de 4 h, lavados com etanol
absoluto e incubados por mais 1 h com uma solugao etandlica de 1 mM de HUT.
Apos serem lavados com etanol absoluto e secos com azoto os cristais activados
foram funcionalizados. O anticorpo recombinante scFV4BL foi imobilizado cova-
lentemente & monocamada mista de DSU/HUT por incubagao de 100 pg/mL em
PBS durante 2 h. Os cristais funcionalizados foram incubados durante 1 h com

1 M de etanolamina para bloquear os grupos funcionais do DSU que nao reagiram.
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Figura 3.1: Esquema da imobilizacao do anticorpo. Activagao da superficie do
sensor com SAM mista de DSU/HUT (a). Reacgdo do anticorpo com os grupos
funcionais sucinimidil do DSU (b).
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Sistema de fluxo

Os sensores foram instalados numa célula de fluxo em acrilico de 70 pL (ICM,
USA) com o eléctrodo funcionalizado em contacto com o liquido. A célula de fluxo
foi conectada a uma microbomba piezoeléctrica (DE) e a uma célula de injeccao
através de tubos em Teflon formando um circuito de recirculagao fechado com
1.5 mL de volume total. Diferentes concentra¢oes de antigénio (Vif) foram injec-
tadas no circuito através da célula de injeccao e bombeadas para o imunossensor
a um fluxo de 100 pL/min. A temperatura foi controlada e mantida a 25+0.1°C
através de um modulo termoeléctrico (Ferrotec, USA) conectado a um controlador

PID (Oven industries, USA).

Medicoes de frequéncia e impedancia

A medicao da frequéncia de ressonancia foi efectuada com um circuito osci-
lador de 10 MHz(ICM, USA) conectado a um frequencimetro UZ2400 (Digimess
Instruments, UK). As caracteristicas eléctricas do sensor foram analisadas por es-
pectroscopia de impedéncia como anteriormente descrito [8] utilizando um Network
Analyser RF HP8712C. A analise de impedéancia foi registada alternadamente com
as leituras de frequéncia através de um interruptor mecéanico. Os equipamentos
foram conectados a um computador e utilizado um programa em PASCAL para
extrair os dados experimentais. Os espectros de impedancia foram obtidos com
um span de 50 KHz e centrados na frequéncia de ressonancia. Os dados foram in-

terpretados com base no modelo de circuito equivalente (Butterworth—Van Dyke).
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Expressao e purificacao de scFv4BL

O anticorpo scFv4BL foi expresso em E. coli sob a forma de proteina recom-
binante com a GST em N-terminal. A solubilidade da proteina produzida em
biorreactor aumentou com o decréscimo de temperatura apos indug¢ao com IPTG,
obtendo-se uma solubilidade maxima a 18°C. No entanto, mesmo a temperatu-
ras baixas uma grande quantidade de proteina foi expressa na forma insolavel
(fig. 3.2(b)). Apesar da proteina GST ser bastante solavel (facilmente se consegue
purificar a cima de 30 mg/L) e aumentar claramente a solubilidade do anticorpo
scFv4BL, este possui cisteinas que podem fazer ligagoes intra—moleculares que le-
vam a insolubilidade e precipitacao.

A purificacao do anticorpo foi realizada a partir da fracgao soluvel por cro-
matografia de afinidade (fig. 3.2(a)). O principio baseia-se na interacgao da GST
com a glutationa imobilizada na resina Glutathione-Sepharose 4 Fast Flow. A
fraccao eluida foi analisadas por SDS-PAGE (fig. 3.2(b)) revelando uma banda
principal com aproximadamente 55 kDa que esta de acordo com o previsto para
a fusdo da GST (= 26 kDa) com o scFv4BL (~ 29 kDa). Uma segunda proteina
com = 45 kDa co—purificou com a proteina de fusao. Verificou-se que estas duas
proteinas interagem fortemente, uma vez que através de varios passos cromatogra-
ficos posteriores (troca ionica, IMAC(Ni) e exclusdo molecular) nao se mostraram
eficientes na sua separacao. Através de anélise por western—blot verificou-se que
ambas as proteinas apresentam afinidade pela Vif, o que sugere que a de menor
massa molecular é uma proteina incompleta devido a mal processamento durante
a expressdo e que provavelmente formam dimeros [25].

Com um tnico passo cromatogréafico obteve-se um rendimento de 13 mg/L de

meio de cultura com um grau de pureza > 95%, muito acima do anteriormente
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alcangado [8].

4000

i~ 718
30005, 0l ieeeemsmiemm e
] '
\
'

-t N
10 mM L-glutationa

(MAU)
N

= 1000 H!
:

|
.
.
.
' 1
! |
N l
I
.
\\ /--—'
J “ ]
0 1 1

L
0 20 40 60 80 100

Abs .,

N
---- Conductividade (mS/cm)

o

Volume (mL) e—
(a)

Figura 3.2: Purificagdo do anticorpo recombinante GST-scFV4BL. (a) Cromato-
grafia de afinidade. (b) Analise SDS-PAGE. Fracgoes insolavel, 1, solavel |2, flow
through, 3 e 4, washout, 5 e 6, e fraccao eluida, 7. Gel revelado com Comassie blue.

3.3.2 Imobilizagao scFv4BL

O anticorpo foi imobilizado na superficie do sensor através de ligagao sobre
a SAM mista de DSU e HUT (fig. 3.1). O principio da imobilizacdo baseia-se
na reacc¢ao entre aminas das proteinas e o grupo funcional succinimidil do DSU,
formando ligagoes amida que sao bastante estaveis. De acordo com resultados
anteriores [10], obtidos com técnicas de microscopia de forga atomica e voltame-
tria ciclica, a mistura de DSU e HUT forma SAMs bem compactas e orientadas,
cobrindo a totalidade do ouro exposto. As moléculas de HUT ajudam na compac-
tagao da monocamada e os grupos hidroxilo aumentam o caracter hidrofilico da
interface da SAM com o meio liquido, reduzindo as interacgdes nao especificas [27].

Cristais modificados com DSU/HUT foram montados na célula e a imobilizagao
de GST-scFv4BL foi monitorizada em fluxo. Diferentes concentragoes de anticorpo

em PBS (0—100 pg/mL) foram recirculadas sobre os sensores activados (fig. 3.3)
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e como demonstrado pela curva de saturagao (fig. 3.3(a)) 100 pug/mL de anticorpo
foram suficientes para saturar os grupos reactivos da SAM.

A quantidade de proteina imobilizada pode ser determinada se a relacao de
Sauerbrey for valida. Como referido anteriormente a frequéncia de ressonancia
é afectada por efeitos viscoelésticos tanto do meio liquido como do filme adsor-
vido [9]. A anélise por espectroscopia de impedancia permite quantificar essas in-
terferéncias, sendo possivel aplicar correccoes a frequéncia de ressonancia de modo
a obter a massa real adsorvida. A imobilizacao de GST-scFv4BL levou ao aumento
de resisténcia com dependéncia da concentracao de anticorpo (fig. 3.3(b)). Este
resultado esta de acordo com o anteriormente obtido em sensores de 5 MHz [10], su-
gerindo que o filme proteico apresenta um caracter viscoelastico e que a frequéncia
de ressonancia foi sobrestimada. A figura 3.3(a) apresenta os valores de varia-
¢ao de frequéncia de ressonancia obtidos com oscilador e os valores de frequéncia
corrigidos (eq. 1.22) tendo em conta a variagao de resisténcia para cada concentra-
cao (fig. 3.3(b)). A viscoelasticidade do filme influenciou a resposta do oscilador
com aumentos da variacao de frequéncia na ordem dos 20 — 30%, o que significa
que para a concentragao de 100 ug/mL de anticorpo a massa real adsorvida é 30%
menor. Assim, é possivel estimar a massa a equagao de Sauerbrey a frequéncia
corrigida o valor de massa de anticorpo imobilizado foi de 1.3 pg/cm?. Este valor
¢ 2.8 vezes superior ao obtido para o sensor de 5 MHz [10] no entanto anterior-
mente nao se atingiu a saturagao e a massa molecular da proteina GST-scFv4BL
¢é superior ao anticorpo isolado.

A isotérmica de Langmuir 1:1 apresenta um bom ajuste a ambas as variagoes

de frequéncia (fig. 3.3(a)) o que sugere que a adsorpgao do anticorpo segue
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Figura 3.3: Imobiliza¢do do anticorpo. (a) Resposta do sensor as diferentes con-
centragoes de scFv4BL. [J Variacao de frequéncia de ressonancia; B variagao de
frequéncia corrigida tendo em conta a variacdo de resisténcia. (b) Variagao de
resisténcia em fungao da concentragao de anticorpo.

3.3.3 Reconhecimento do antigénio
Especificidade

O sensor de 10 MHz demonstrou responder especificamente & proteina Vif em
meio liquido (fig. 3.4), nao havendo interaccao entre o anticorpo e outras proteinas
como é o caso da BSA. O controlo da interaccao de Vif com GST imobilizada
em vez do anticorpo recombinante GST-scFv4BL resultou numa interacgao nao—

especifica na ordem dos 5%, ver figura.

Sensibilidade

A ligacao da Vif ao anticorpo originou transientes de variagao de frequéncia
dependentes da concentracio de Vif (fig. 3.5(a)). A semelhanca do obtido anterior-
mente com o sensor de 5 MHz esta dependéncia teve um perfil linear para a gama
de concentragoes testadas (fig. 3.5(b)). Isto sugere que a saturagao do sensor nao
foi alcancada e que seria necessario maior concentracao de Vif para saturar todo o

anticorpo disponivel. No entanto, uma vez que a proteina Vif precipita facilmente
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Figura 3.4: Especificidade do sensor scFv4BL imobilizado. Injecgao de 100 pug/mL
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devido a sua estrutura aleatoria [28] foi impossivel obter solugoes suficientemente

concentradas para, apos diluigao, superar os 100 ug/mL.
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Figura 3.5: Interacgao scFv4BL-Vif. (a) Resposta do sensor de 10 MHz a inte-
raccao de diferentes concentracoes de Vif sobre o anticorpo scEFv4L imobilizado.
Ajuste ao modelo de interaccao 1:1 pelo método de minimos quadrados com sig-
nificancia de p<0.001. (b) Variagao de frequéncia em func¢ao de concentragao de
Vif. Média e desvio padrao para n=3.

Afinidade de ligagao

De modo a obter as constantes de afinidade entre a Vif e o scFv é necessario

analisar se existem perdas de energia introduzidas no sistema oscilatério devido

37



deformagao do filme A anélise de impedéancia foi aplicada, como foi anteriormente
a imobilizacao do scFv, de forma a verificar a validade da relagao de Sauerbrey.
Os parametros eléctricos do modelo BVD estao apresentados na figura 3.6. A
variagao positiva de AX L (fig. 3.6(a)) sugere que ha deposigao de massa de Vif na
superficie do sensor e que esta deposicao é dependente da concentracao de Vif. Este
resultado mostra uma dependéncia linear, o que estd de acordo com o observado
na variacao de frequéncia (fig. 3.5(b)). Por outro lado, tanto AR (fig. 3.6(b)) como
AC) (fig. 3.6(c)) nao apresentaram variagoes significativas (AR e ACy ~ 0) para
a gama de concentragoes de Vif testadas. A analise de impedancia demonstrou
assim que a ligacao de Vif ao anticorpo nao provocou alteracoes significativas na
viscoelasticidade ou nas alteracoes de cargas da superficie, sugerindo a formacao
de um complexo com comportamento rigido.

Uma vez comprovada a validade da equagao de Sauerbrey a variagao de frequén-
cia pode ser correlacionada com a massa depositada e retirada informacao cinética
da ligagao anticorpo—antigénio. O modelo de interacgao de 1:1 [29] apresenta
um bom ajuste aos transientes de ligagao dependentes do tempo (fig. 3.5(a)). A
equagao 3.1 é obtida pela integracao da equacao de velocidade de uma reacgao

anticorpo—antigénio e descreve a dependéncia temporal da resposta do sensor:

Af = A fna:C

= Gk, L] (3.1)
d a

7'71 = kaC —+ kd (32)

onde A f,... representa a variacao de frequéncia para a cobertura superficial méa-

xima,, 7 o tempo de relaxacao do sinal apés perturbacao com uma determinada
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concentracao de Vif em solucao C, e k, e ky representam as constantes de ve-

locidade das reaccoes directa e inversa, respectivamente. As curvas para as di-

ferentes concentracoes de Vif foram usadas para calcular 7=! por ajuste nao li-

near da equagao 3.1. As constates temporais foram representadas em fungao da

concentragao, de acordo com a equacao 3.2, de modo a obterem-se as constan-

tes de velocidade (fig. 3.7). Os valores obtidos foram k, = (412 & 32)M~'s7! e
kg = (3.34£0.7) x 107%s7%. A constante de equilibrio de associacao, K4, que &

igual ao racio k,/kg, foi estimada em 1.3 x 10°M 1.
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Figura 3.6: Parametros do modelo Butterworth van Dyke obtidos para a interacgao

scFVABL-Vif através de QCM de 10 MHz. (a) AXL, (b) AR e (¢) AC,. Média

de n=3.
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Figura 3.7: Dependéncia linear da constante 77!, calculada pelo modelo de in-

teraccdo 1:1, em funcdo da concentracao de Vif. Correlacao linear: 77! =

(412 +32) x C + (3.3 0.7) x 1074, r=0.988, p=0.0002.

Comparacao com sensor de 5 MHz

O sinal medido pelo sensor QCM 10 MHz modificado com scFv4BL foi consi-
deravelmente maior daquele registado a 5 MHz (fig. 3.8). A variacao de frequéncia
normalizada a quantidade de anticorpo imobilizada por unidade de area foi em
média 3.5 vezes superior, considerando todas as concentracoes de Vif testadas, o
que sugere uma maior sensibilidade do sensor de 10 MHz. Por outro lado o limite
de detecgao foi estimado em ~ 100 nM, o que representa um decréscimo de 3 vezes
comparativamente ao conseguido pelo de 5 MHz [10].

Os valores das constantes cinéticas calculadas para a interaccao scFv4BL-Vif
foram comparados com os determinados anteriormente com um sensor de 5 MHz
(tab. 3.1). Embora os valores de k, calculados pelos dois sensores sejam muito
proximos, na mesma ordem de grandeza (10> M~'s™1), o valor de Kp obtido com
o sensor de 10 MHz foi uma ordem de grandeza inferior. Isto deve-se unicamente a
estimativa de kg4, que foi &~ 3x inferior ao estimado com 5 MHz. Esta maior esta-
bilidade do complexo pode ser devida & natureza do anticorpo, que foi produzido

em forma de proteina de fusao com a GST, ou simplesmente & maior sensibilidade

do sensor de 10 MHz e maior resolu¢ao a baixas concentracoes de Vif.
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Tabela 3.1: Constantes cinéticas obtidas para a interacgao scF'V4BL-Vif com sen-
sores de 5 e 10 MHZ

Sensor  k,(M~1s7!)  kg(1073s7Y)  Kp(1075M)

5 MHz! 305 £ 47 1.1+0.1 3.6 £0.8
10 MHz* 412432 0.33£0.07  0.80 £0.18

I resultados obtidos por [10]
! este trabalho
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Figura 3.8: Comparacao da variacao de frequéncia do sensor de 10 MHz com o de
5 MHz [10] em fungao da concentracao de Vif. Resposta normalizada tendo em
consideracao o anticorpo imobilizado (scFv4BL) e a area do sensor.

3.4 Conclusoes

Neste trabalho foi construido um sensor piezoeléctrico de 10 MHz para reco-
nhecimento da proteina Vif do HIV-1. O sensor demonstrou responder bem ao
antigénio, sem distorcao do sinal de frequéncia devido a alteracoes de viscoelasti-
cidade.

O aumento da frequéncia de ressonancia (sensor de 10 MHz) utilizado no imu-
nossensor aumentou a sensibilidade e dimunuiu o limite de detec¢ao, comparati-
vamente a sensores de 5 MHz. Esta maior sensibilidade permitiu estimar o Kp

uma ordem de grandeza a baixo do anteriormente calculado para a interacgao

scFV4BL-Vif.

41



Capitulo 4

Interaccao RXR-DNA

4.1 Introducao

Os receptores nucleares formam uma superfamilia de factores de transcricao
que usam um dominio de ligagdo ao DNA (DBD, DNA binding domain) bastante
conservado para reconhecerem as suas sequéncias alvo. O receptor retindide X alfa
(RXRa) é um membro central desta superfamilia e desempenha um papel essen-
cial na regulacdo das vias de sinalizacdo de retinéides e niao-—esterdides [30, 31]. E
composto principalmente por dois dominios, caracteristicos dos receptores nuclea-
res, um responsavel pela interaccao ao ligando e outro responsavel pela interaccao
ao DNA. Em resposta ao seu ligando, acido 9 cis retindico liga-se e transactiva-se
como um homodimero [32, 33]. Na auséncia de ligando o RXRa também regula a
transcri¢ao formando heterodimeros com outros receptores, incluindo PPAR (pe-
rozisome proliferator-activated receptor), TR (thyroid receptor), VDR (vitamin D
receptor) e RAR (retinoic acid receptor).

O dominio DBD do RXR reconhece o seu elemento de resposta (RE) que é
composto por duas copias da sequéncia AGGTCA organizada em repetigao di-

recta. Enquanto os homodimeros de RXR transactivam através um elemento de
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resposta espagado por uma tnica par de bases (bp) entre as duas copias (DR1),
os heterodimeros de RXR com PPAR, VDR, TR transactivam através de REs
com 1, 3, 4 e 5 bp entre sequéncias, respectivamente [34]. A funcao de ligagao ao
DNA é composta por cerca de 70 aminoacidos, com alto grau de homologia com a
superfamilia de receptores, e inclui dois dominios zinc finger.

A regulagao da transcricao é uma area importante de investigagao em dominios
como a bio—medicina aplicada e as ¢émicas em geral. Novas abordagens baseadas
em bio—sensores tém sido recentemente aplicadas a caracterizacao das interacgoes
proteina-DNA [35]. A técnica de QCM ¢ tradicionalmente aplicada em micro-
gravimetria uma vez que detecta massa aderida na sua superficie. No entanto,
processos biologicos mais complexos como a hibridizagdo de DNA [36] e a inte-
rac¢ao de proteina-DNA também podem ser monitorizados e caracterizados com
sensors acusticos [37]. Porém, a aplicacao de QCM em estudos cinéticos de bio-
moléculas em tempo real nao tem sido muito utilizada. Isto deve-se ao facto das
alteracoes nas propriedades viscoelasticas dos biofilmes adsorvidos interferirem na
resposta do sensor [14].

Neste trabalho aplicaram-se correcgoes a frequéncia de ressonancia de modo a
diminuir os efeitos viscoelasticos resultantes da interaccao proteina-DNA e obter
valores cinéticos menos afectados por essa dissipagao de energia.

A QCM pode desempenhar um papel importante na compreensao dos princi-
pios biofisicos do reconhecimento molecular, uma vez que permite inferir acerca de
propriedades mecanicas dos filmes biologicos [13, 38, 39]. Entre o grande ntimero
de aplicacoes possiveis, a compreensao das propriedades fisicas dos biopolimeros,
como o DNA, ancorados a uma superficie tem recebido um interesse considerével
[37, 40-44]. Neste trabalho, utilizou-se a microbalanga de cristal de quartzo com
analise de impedancia para caracterizar a interaccao RXRaDBD com o seu RE

DRI1. As constantes cinéticas de ligagao e as propriedades viscoelasticas do com-

43



plexo proteina-DNA foram foram estudadas a diferentes concentragoes de sal, de

modo a diferenciar entre interaccoes especificas e nao—especificas.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Reagentes e Materiais

Os cristais de quartzo de 10 MHz com eléctrodos de ouro foram comprados
a ICM. Todos os oligonucledtidos utilizados foram sintetizados pela Sigma. O
inibidor de proteases fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) foi adquirido & Sigma
e o ditiotreitol (DTT) & Nzytech. 11-mercapto-1-undecanotiol foi comprado a
Dojindo e biotina-PEG-dissulfeto (PEG-biotina) & LCC Engineering.

4.2.2 Expressao e purificacao de RXRaDBD

O dominio DBD do RXRa humano (130-212) foi clonado no plasmideo de ex-
pressao pGEXAT utilizando inicialmente o vector pGEX2TK-hRXRaDBD [| como
modelo para a amplificagao por PCR. Foram utilizados os primers 5-GGCGGGA-
TCCTTCACCAAGCACATCTGCGCCATC-3" € 5'-GGAACTCGAGTCAGCCACGCTGC-
CGCTCCTCC-3' para amplificacao e insercao dos locais de restricao BamHI e Xhol,
respectivamente. Células de E. coliv BL21-pLysS foram transformadas com o plas-
mideo construido (pGEX4T-RXRa). A proteina de fusdo, GST-RXRaDBD, foi
expressa em meio liquido LB (Luria Broth) num biorreactor de 2 L BioFlo 110
(New Brunswick) na presenga de 100 ug/mL de ampicilina e 34 pug/mL de cloran-
fenicol. A expressao proteica foi induzida com 1 mM de IPTG e 100 uM de ZnCl,
a 25°C durante 6 horas. Apoés expressao as células foram recolhidas e lisadas por
sonica¢ao em tampao de lise (50 mM Tris, 250 mM NaCl, 10 mM DTT and 1
mM PMSF, pH 8.0). A fraccao soluvel foi recolhida apos centrifugacao (18000 g,
1 hora, 4°C) e aplicada numa coluna de cromatografia XK—16 contendo 6 mL de
resina glutathione sepharose 4 fast flow (GE healthcare) pré—equilibrada com PBS
pH 7.4. A proteina de fusao foi clivada em coluna com 10U de trombina humana

(Sigma) durante 7 horas a temperatura ambiente. Apos incubagao com trombina o
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fragmento RXRaDBD foi simplesmente arrastado da coluna com PBS e a clivagem
enzimética inibida com 0.3 mM de PMSF e estabilizado com 10 mM de DTT. A
GST ligada a coluna foi posteriormente eluida com 15 mM de glutationa reduzida
em tampao 50 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 8. A trombina foi removida da solu¢ao
de RXRaDBD através de uma coluna de 1 mL de benzamidine sepharose 4 fast
flow empacotada numa coluna Tricorn (GE healthcare). Por tltimo, foi obtido
o fragmento RXRaDBD com elevado grau de pureza através de cromatografia de
troca cationica [34|. Este passo foi realizado com uma coluna pré-empacotada
de 1 mL Resource S (GE healthcare) e equilibrada com tampao 20 mM HEPES,
100 mM NaCl, pH 7.5. A elui¢ao da proteina foi efectuada com gradiente linear
para tampao 20 mM HEPES, 1 M NaCl, pH 7.5. A fracgao final de RXRaDBD foi
dialisada para tampao 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 50 uM ZnCls,
pH 7.5 e armazenada a -80°C.

4.2.3 Oligonucleétidos

Os oligonucleotidos especificos e nao especificos foram sintetizados com 30-mer
e modificados com uma biotina na posigao 5’ nas sequéncias sentido. As sequén-
cias complementares foram sintetizadas sem qualquer modificacao. A sequéncia

especifica 5-biotin-GGCGATAGGCAGGTCAAAGGTCACATAGAT-3’ incluiu

o motivo de reconhecimento DR1 (direct repeat com um nucleétido de intervalo)
a sublinhado, enquanto que a nao especifica foi uma sequéncia aleatéria sem a
presenca de DR1. As duas cadeias complementares foram hidridadas em tampao
10 mM Tris pH 8.0 a concentragao final de 20 uM. O processo consistiu em aquecer
a solugao a 95°C durante 5 minutos e arrefece-la muito lentamente até ser atin-
gida a temperatura ambiente. Os oligos de cadeia dupla foram arrefecidos a 4°C

e armazenados a -20°C até serem imobilizados no sensor.
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4.2.4 QCM: limpeza e funcionalizacao dos cristais

Os cristais antes de serem activados foram limpos com UV /ozono (fotorreactor
PSDT-UVT, Novascan), 60°C, durante 10 minutos. Seguiu-se 10 minutos de la-
vagem com solugao piranha 3:1 (3 HySO4:1 HyO5), lavagem abundante com agua
ultra-pura (18 M) e secagem com fluxo de azoto . Os cristais foram montados
num suporte de Teflon e incubados pelo menos durante 24 horas com uma mistura
de de 1 mM de HUT e PEG-biotina, 9:1, em etanol absoluto. Os cristais foram
lavados com etanol absoluto e dgua e secos com azoto. A imobilizacao do DNA
biotinilado foi feita por intermédio de streptavidina [36, 45]. Para isso os cristais
foram montados numa célula de fluxo em acrilico, com volume interno de 25 uL, e
uma solugao de 3 pug/mL de streptavidina recombinante (Roche) em tampao PBST
(PBS com 0.005% de tween 20, pH 7.4) foi injectada a 100 yL./min durante 10 mi-
nutos. O fluxo continuo de tampao foi feito através de duas bombas de seringa de
alta precisao (Cetoni) e a injecgao da proteina através de uma valvula de 10 portas
(Vici). Finalmente o DNA previamente hibridado foi injectado sobre a camada de

streptavidina & concentragao de 0.1 uM sob as mesmas condigoes.

4.2.5 Caracterizagao da superficie

A deposi¢ao da monocamada mista de HUT e PEG-biotina foi monitorizada
por voltametria ciclica de modo a optimizar o tempo de adsorpcao. Foi utilizado
eléctrodo de ouro, um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl e um contra eléctrodo
de platina. O eléctrodo de ouro foi polido com 6xido de aluminio e lavado com
solu¢do piranha antes de ser incubado com a mistura de HUT /PEG-biotina. A
voltametria ciclica foi realizada com um potenciostato (PalmSense) entre -0.5 e
0.8 V a uma velocidade de varrimento de 0.1 V/s. Tampao PBS com 4 mM de

K;3[Fe(CN)g| foi utilizado como electrolito e foi desgaseificado com azoto gasoso

A7



durante 10 min antes de cada varrimento.

4.2.6 Interaccao proteina-DNA

A interacgao entre proteina—DNA foi realizada através da injeccao de diferentes
concentragoes de RXRaDBD (0.05 a 2.0 uM) sobre o DNA imobilizado. Para os
ensaios de interacgdo foi utilizado o tampao HEPEST (20 mM HEPES, 0.005%
tween-20, pH 7.5) com diferentes concentragoes de NaCl (100, 150 e 250 mM) e um
fluxo constante de 100 pL/min. As solugoes de RXRaDBD foram injectadas du-
rante 10 minutos seguidas de lavagem com tampao HEPEST durante 25 minutos,
permitindo obter assim os transientes de associagao e dissociacao. Apos cada ciclo
de ligagao de proteina a superficie de DNA imobilizado foi regenerada com 0.5 M
de NaCl em tampao HEPEST durante 1 min. Este método dissocia a proteina da

superficie e permite que o DNA fique livre para se ligar novamente ao RXRaDBD

%

RN NN R

Vil //////////////////////////////////////////] PEG.ioting

num novo ciclo.

dsDNA
+

RXRDBD

Figura 4.1: Esquema da superficie do sensor modificada com dsDNA e a da in-
teracgao do RXRaDBD. Imobilizacao do dsDNA biotinilado em 5'—terminal via
streptavidina, adsorvida sobre monocamada mista de pEG-biotina:HUT.
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4.2.7 Ensaio de alteragao da mobilidade electroforética

A interac¢ao de RXRaDBD com dsDNA (DR1 ou negativo) foi promovida em
solugdo para ensaio de alteragdo da mobilidade electroforética (EMSA). Para isso
foram misturados 10 nmol de cada em tampao de ligacao (20 mM Tris, 100 mM
NaCl, 0.005% Tween 20, 10% de glicerol, pH 8.0) e a mistura incubada a tem-
peratura ambiente durante 3 horas, de modo a se garantir o estado de equilibrio.
Como controlo foram incubados sob as mesmas condi¢oes amostras contendo ape-
nas dsDNA ou proteina. As amostras foram aplicadas num gel nativo de acrilamida
6% contendo 2.5% de glicerol (pré-corrido a 100 V durante 1 h) e o gel resolvido em
tampao TBE (45 mM Tris, 45 mM é&cido borico e 1 mM EDTA) a 90 V, durante

45 min a 4°C. Apo6s corrida o gel foi corado pelo método de nitrato de prata.

4.2.8 QCM: aquisi¢cao de dados

As medigoes obtidas foram baseadas na impedancia do sensor na regiao es-
pectral perto da frequéncia de ressonancia, como descrito anteriormente [8]. Os
dados em tempo real foram adquiridos a partir de um computador conectado a
um Network /Impedance Analyzer 4395A (Agilent Technologies). O espectro da
conductancia, G, foi obtido usando um span de 50 kHz centrado na frequéncia
correspondente ao maximo de G (frequéncia proxima da frequéncia de ressonancia
do cristal). O modelo de circuito equivalente Butterworth-Van Dyke (BVD) foi
utilizado para calcular a frequéncia de ressonancia em série, fs, e a resisténcia,
R. Variagoes de capacitancia parasita, (Cy), devido a possiveis efeitos de carga
na superficie do sensor [8, 39, 46| também foram registadas. A frequéncia corres-
pondente ao minimo da susceptancia, B, e que corresponde & frequéncia do pico a
meia altura de G (do lado das menores frequéncias) [16] foi adquirida directamente

do espectro.

49



4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Expressao e purificacao de RXRaDBD

O dominio de liga¢ao ao DNA do RXRa)) humano foi clonado vo vector pGEX4T
e expresso em bio-reactor na forma de proteina de fusao com a GST. Esta estraté-
gia teve como objectivo maximizar a expressao proteica na forma soluvel e facilitar
a purificagao. O processo cromatografico consistiu numa primeira parte na cro-
matografia de afinidade para a GST e clivagem em coluna da proteina de fusao
GST-RXRaDBD com trombina. Numa segunda parte, aumentar a pureza do frag-
mento RXRaDBD através de cromatografia de permuta cationica. A figura 4.2
apresenta os process de purificagaio de RXRaDBD bem como a analise por SDS—
PAGE. Inicialmente foi testada a clivagem da proteina de fusao em coluna de
afinidade (fig. 4.2(a)). 5.7 mg de proteina total GST-RXRaDBD pré-purificada
foram injectadas uma coluna de 1 mL, quantidade suficiente para saturar a coluna.
A clivagem da proteina de fusdo (=36 kDa) com 11.5 U de trombina (racio trom-
bina:proteina, 1:500) teve um rendimento superior a 95%, obtendo-se o fragmento
RXRaDBD com massa molecular proximo de 10 kDa (fig. 4.2(b), lanes 4 a 6) e
a GST com 26 kDa (fig. 4.2(b), lanes 7). De modo a maximizar o grau de pu-
reza do fragmento clivado procedeu-se a um segundo passo cromatografico. Como
RXRaDBD tem um ponto isoeléctrico tedrico de 9.5 optou-se pela cromatografia
de troca cationica. A proteina interagiu com a matriz cromatografica sendo eluida
com 400 mM de NaCl (fig. 4.2(c) e 4.2(d)). Este passo permitiu a separacao de
algumas impurezas restantes, como ¢ o caso de acidos nucleicos (1° pico fig. 4.2(c)).
Por outro lado confirmou a carga global positiva da proteina a pH 7.5, uma vez
que ligou-se & matriz de carga negativa, e nao interagiu com a matriz com carga
positiva (troca aniénica) nas mesmas condigoes (dados nao apresentados). O ren-

dimento final de RXRaDBD solavel e com elevado grau de pureza (>98%) foi de
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aproximadamente 20 mg/L de meio de crescimento inicial.

30

1 2 3 4 5 & 7 M(kDa)
1500 T
= & z 25
2 g : £2
£ Flix ‘ € gg
1000 : =
E ‘ 3
- "
>
3 ! 3 .= 26
< - h 3
| 500 E -
o
17
°F ———
Volume (mL) 10
(a) (b)
60 100
480 ~
— L :
2 4wl ’ §
£ ®
p= q60 E
= 3
g g
- E =
§ 20 40 g
el
5
420 ©O
oL, ~ i 17
R S L 0
0 10 20 30 - 4 -*
Volume (mL) 10 -
(c) (d)

Figura 4.2: Optimizagao da purificacao da proteina RXRDBD. (a) Cromatografia
de afinidade com clivagem em coluna. A proteina de fusao GST-RXRDBD foi
clivada com 11.5 U de trombina (incubagao durante 3 horas) e elui¢ao final de GST
com 15 mM de GSH. (b) Analise SDS-PAGE da cromatografia de afinidade; lane
1: fraccao soluvel; lanes 2 e 3: flow-through; lanes 4, 5 ¢ 6: RXRDBD clivado; lane
7: GST. Gel corado pelo métode de Coomassie Brillant Blue. (¢) Cromatografia
de troca cationica. Coluna de 1 mL (resource S). Gradiente linear de 0-500 mM
de NaCl e nao-linear de 500-1000 mM. (d) SDS-PAGE da cromatografia de troca
cationica. Lane 1: RXRDBD apoés clivagem em coluna; lanes 2 e 3: fracgoes
excluidas (pico 1); lanes 4 e 5: washout; lane 6: fraccdo eluida com 400 mM de
NaCL, contendo RXRDBD (pico 2*); lane 7: fraccao correspondente ao pico 3.
Gel corado pelo método de cloreto de prata.
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Figura 4.3: (a) Efeito de diferentes concentragoes de glicerol, 0-60%, e (b) de
diferentes concentragoes de sal (NaCl e MgCly) na resposta de Af; e Afp

4.3.2 Variacao de frequéncia correspondente a B,,;,

Segundo o que foi apresentado na introducao a frequéncia fg,;, apresenta uma
variagao tedrica independente da densidade e viscosidade da solugao (eq. 1.26). Em
termos praticos essa variagao nao é totalmente nula mas como se pode observar na
figura 4.3(a) a sua resposta a concentragoes elevadas de glicerol, comparativamente
a Af, e a variacao teodrica, foi praticamente desprezavel.

O aumento da forga i6nica também afectou muito menos A fg,.i, do que Af;,
praticamente nao se alterando para 0.1 < I < 0.8 (fig. 4.3(b)). A variagdo mais
acentuada para I < 0.1 deve-se com a deposi¢cao de massa, como anteriormente
discutido.

Para se comprovar a aplicabilidade de A fg,,,;, em estudos cinéticos procedeu-se
ao estudo de adsorpcao de uma proteina, streptavidina, sobre uma monocamada de
biotina imobilizada na superficie do sensor. O sensor de 10 MHz foi inserido numa
célula de fluxo e estabilizado em agua ultra—pura. Uma solugao de 3 ug/mL de
streptavidina em solucao contendo sais e glicerol foi injectada sobre a superficie do

sensor (fig. 4.4). Como se pode observar pela figura 4.4(a) o transiente de ligacao
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Figura 4.4: Adsorcao, em agua ultra—pura, de streptavidina sobre biotina imobili-

zada num sensor de 10 MHz. Variagao de fs (a), R (b) e Cy (c) apos injecgao de

1 mL de streptavidina (zona a cinzento).

da streptavidina a biotina apresenta um valor de A f, afectado pela densidade e

viscosidade do tampao. A alteracao das propriedades do liquido provocaram um

aumento de R e Cy (figs. 4.4(b) e 4.4(c)), que foram desprezadas por A fpmin.

Sempre que se verificaram aumentos de resisténcia em transientes cinéticos optou-

se pela analise de fp,nin para o calculo de constantes cinéticas, de modo a reduzir

as interferéncias no sinal de frequéncia.
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4.3.3 Activacao da superficie do sensor com PEG—biotina

A superficie de ouro dos cristais de quartzo foram activados com monocamada
mista de HUT e PEG-biotina. O racio de HUT:PEG-biotina utilizado foi de 9:1
de modo a maximizar a ligagdo posterior da streptavidina & biotina [47], evitando
impedimentos estereoquimicos devido a uma grande concentracao de biotinas na
superficie [48].

A adsorpg¢ao espontanea ocorre através dos grupos tiol e dissulfeto presen-
tes em HUT e PEG-biotina, respectivamente. Embora o processo de adsorp-
¢ao de compostos tiolados ao ouro seja termodinamicamente favoravel, AG° ~
—36 kJ/mol [49], a cinética de adsorpgao e rearranjo da superficie pode levar
varias horas ou até mesmo dias, dependendo da estrutura, substracto e solvente
utilizado [50]. A adsorp¢ao de HUT:PEG-biotina foi monitorizada electroquimi-
camente por voltametria ciclica (fig. 4.5. Considerando que a transferéncia de
electroes através de uma monocamada de alcanotiéis com 11 carbonos é muito
baixa [51] pode-se considerar que essa transferéncia ocorre maioritariamente de-
vido a defeitos na monocamada. Ao fim de 26 horas o voltamograma apresenta
uma consideravel atenuacdo nos picos de oxidagao/reducao, comparativamente ao
ouro limpo, indicando uma reduzida transferéncia de electroes entre o ouro e o
ferricianeto de potassio em solugao. Apos as 26 horas nao se verificou grandes
diferencas no voltamograma, sugerindo que a monocamada estd completamente

formada e uniforme.

4.3.4 Imobilizagao de streptavidina e dsDINA biotinilado

A imobilizagao do DNA foi realizada via streptavidina sobre os eléctrodos ac-
tivados com PEG-biotina. A ligacao entre a streptavidina e a biotina é bastante

forte e estavel com tempo de meia vida bastante longo, ti/, ~ 3 dias [52], o que
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Figura 4.5: Voltamogramas ciclicos do sensor nao modificado e sensor modificado
com monocamada mista de PEG-biotina:HUT apos 16, 26 e 38 horas. Velocidade
de varrimento de 100 mV//s.

torna este método de imobilizagao bastante robusto para estudos cinéticos rela-
tivamente rapidos. Por outro lado a imobilizacao de streptavidina (em QCM)
origina filmes bastante rigidos [53| sem perdas de energia por dissipagao da onda
acustica. Como se pode observar na figura 4.6 a adsorpgao de streptavidina nao
provoca qualquer alteracao de resisténcia nem de capacitancia. Isto significa que
a frequéncia nao tem influéncia de alteragoes viscoelasticas nem de cargas superfi-
ciais, e que a variacao de frequéncia esta directamente relacionada com deposigao
de massa de acordo com a relagao de Sauerbrey. A concentragao utilizada de
3 png/mL foi suficiente para saturar toda a superficie de biotina (fig. 4.6) levando
menos de 250 s para a variagao de frequéncia chegar ao equilibrio. Entre ensaios a
adsorpcao de streptavidina originou uma variagao de frequéncia de 7545 Hz, o que
corresponde a uma densidade superficial de 6.4 pmol /cm?, valor muito préximo do
valor que obtido anteriormente com cristais de 5 MHz [53]. Considerando que o
tetramero de streptavidina tem aproximadamente 5 nm de diametro (pdb:1SWB)
pode-se estimar uma cobertura superficial de 75 + 5%.

O tetramero de streptavidina pode interagir com a monocamada de biotina no
méaximo por dois dos seus quatro locais de ligacao, sendo provavel que nem todos

fiquem ligados devido a cooperatividade negativa [53]. Considerando que no ma-
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ximo podem-se ligar duas moléculas de dsDNA por cada molécula de streptavidina
a estimativa maxima de dsDNA que pode interagir é de 2.6 pmol.

A concentragao de 0.1 uM de dsDNA(DR1) saturou a superficie de streptavi-
dina (fig. 4.6) com uma variagao de frequéncia de 100 Hz. Se se fizer a conversao
directa para massa obtém-se 4.8 pmol o que é quase 2 vezes mais do que o maximo
estimado. A razao para esta diferenga deve-se a variagao de frequéncia sobresti-
mada devido a efeitos viscoelasticos. Ao contrario da imobilizacao da streptavi-
dina o DNA provocou um aumento de resisténcia. Tanto para o DNA DR1 como
para o de sequéncia controlo observou-se uma variacao positiva de resisténcia de
3.0 £ 0.2 Q. Estas variacoes positivas de resisténcia estao directamente relacio-
nadas com o aumento da dissipacao do filme. As cadeias de DNA devido ao seu
tamanho e flexibilidade diminuem a rigidez do filme, aumentando a dissipagao da
onda actstica e consequentemente sobrestimando A f; [8].

Outro factor que pode ter contribuido para Af, é a dgua de hidratagdo, uma
vez que apresenta um valor consideravel na massa adsorvida. A Aagua interage
fortemente com as cadeias de DNA e quando este é imobilizado a agua pode repre-
sentar grande parte do filme. De facto, estudos anteriores utilizando as técnicas
de SPR e QCM sugerem que uma monacamada de dsDNA, com 34 bp, apresenta
um conteudo de dgua na ordem dos 80% [54]. Tendo em conta este valor o racio
de streptavidina:DNA obtido serda muito menor embora, com os resultados apre-
sentados na figura 4.6, nao se possa obter um valor preciso para a massa de DNA

imobilizado.

4.3.5 Interaccao RXRaDBD:DNA

As interacgoes de RXRaDBD com o DR1 e DNA nao—especifico foram moni-
torizadas através das variagoes de frequéncia e resisténcia (fig. 4.7). Em ambos os

casos a interac¢gao de RXRaDBD com o DNA imobilizado resulta num decréscimo
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Figura 4.6: Variagoes de frequéncia (Afy), resisténcia (AR) e capacitancia (AC))
devido & imobilizagao de 3 ug/mL de streptavidina e posteriormente de 0.1 uM de
dsDNA. Injecgoes em fluxo e lavagem com tampao PBS entre injecgoes.

de frequéncia acompanhado de um decréscimo de resisténcia. FEste facto sugere
que a interaccao da proteina promove um aumento da rigidez da monocamada de
DNA. Um maior empacotamento das moléculas & superficie, a restri¢ao da mobili-
dade das cadeias de DNA e a exclusao de moléculas de dgua associadas as cadeias
de nucleotidos por ligagdes de hidrogénio [54] sdo alguns dos fendémenos envolvidos.

O RXRaDBD ligou-se de forma semelhante ao motivo especifico DR1 (fig. 4.7(a))
e ao controlo negativo (fig. 4.7(b)) apresentando valores proximos de variagao de
frequéncia. Como RXRaDBD apresenta carga global positiva (pI=9.5) a pH 7.5,
o0 que é caracteristico da maioria dos factores de transcripgao [55], a afinidade pelo
DNA nao-especifico (figura 2B) sugere uma interac¢gao com o DNA maioritaria-
mente electrostatica.

Segundo varios estudos recentes [56-58] o mecanismo pelo qual os factores de

transcripcao reconhecem o DNA baseia-se inicialmente na interaccao nao espe-
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cifica através de interacgoes electrostéiticas. Véarios mecanismos sao actualmente
aceites no processo de reconhecimento especifico [59, 60|, sendo o principal o slin-
ding [58]. Este mecanismo baseia-se no deslizamento da proteina ao longo da
sequéncia de DNA até encontrar a sequéncia especifica e formar uma ligagao mais
estavel, principalmente pela formacao de ligagoes de hidrogénio [58|. Este é um
processo bastante rapido, podendo atingir 1 pum em apenas 1 s [61]. Tendo em
conta o tamanho das sequéncias utilizadas (30 bpa10 nm) e o tempo entre aquisi-
cao de dados, 9 s, é praticamente impossivel distinguir entre a fase de associagao
especifica e ndo—especifica para RXRaDBD:DNA (fig. 4.7).

Apesar das fases de associacao serem muito semelhantes, com variagoes de
frequéncia da mesma ordem, as fases de dissociacao foram bastante distintas. A
interaccao especifica demonstrou ser muito mais estavel (fig. 4.7(a)) uma vez que
o transiente de dissociagao é muito mais lento do que o verificado na ligagao nao-
especifica (fig. 4.7(b)). O RXRaDBD dissocia-se do DNA nao-especifico rapida e
totalmente em menos de 1000 segundos somente com a passagem de tampao.

No caso da interaccao com DRI a regeneracao do sensor foi feita através da
injeccao de 0.5 M de NaCl em tampao HEPEST. Apos a regeneracao ambos os
valores de frequéncia e resisténcia retomaram aos valores iniciais. Isto sugere nao
s6 que o RXRaDBD se dissociou totalmente de DR1 como também as proprieda-
des viscoelasticas do DNA permaneceram intactas. Este método de regeneragao
demonstrou ser eficiente e reprodutivel e evita o uso de compostos agressivos, como
detergentes ou solugoes com pH extremos. Por outro lado a regeneragao diminuiu
bastante o tempo das experiéncias e o permitiu manter o niimero de locais de

ligacao constante entre ensaios, o que é bastante favoravel para estudos cinéticos.
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Figura 4.7: Graficos de variacao de frequéncia (Af) e resisténcia (AR) devido a
interaccao de 0.25 uM RXRaDBD com DNA imobilizado DR1 (a) e ndo—especifico
(b) na presenca de tampao HEPEST com 150 mM de NaCl, pH 7.5. A regeneragao
do sensor para a interaccao especifica foi feita com 0.5 M de NaCl. Os transientes
mostram as fases de associagao e dissociacao da proteina ao DNA imobilizado.

4.3.6 Cinética de interaccao RXRaDBD-DR1 e influéncia
da forga iénica

O estudo cinético foi realizado através da anélise de impedancia em tempo real.
Foi utilizado o modelo de interaccao 1:1 para determinar as constantes cinéticas
de interacgao entre RXRaDBD e o DNA imobilizado. A dependéncia temporal da
cobertura superficial do sensor é descrita pelas equagoes 3.1 e 3.2.

Como foi referido anteriormente a variagao total de frequéncia é a soma das
contribuigoes de massa, liquido, viscoelasticidade e cargas superficiais (Afr =
Afm +Afp + Afy + Afe). A variagao de cargas pela interac¢ao da proteina foi
nula uma vez que ACy = 0 para todas as concentracoes e condigoes testadas. Por
outro lado e ao contrario do que se observou na imobilizagdo do DNA (fig. 4.6)
a variagao de resisténcia foi negativa, com variacoes maximas na ordem de —1 €2

(fig. 4.7). A diminuicao de AR tem implicagoes directas em Af, subestimando a
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Figura 4.8: Transientes das cinéticas de interac¢ao entre RXRaDBD e a sequéncia
motivo especifica DR1 na presenga de diferentes concentragoes de NaCl, (a) 100,
(b) 150 e (c) 250 mM de NaCl. Concentragoes crescentes de RXRaDBD (0.05-
2.0 uM) foram injectadas sobre a mesma superficie de DR1 apos regeneragao. Cada
transiente representa a média de 3 ensaios.
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sua variacao total e consequentemente o calculo de massa adsorvida.

Considerando a relagao de Martin 9], AR = —4wLAf, é possivel corrigir os
transientes de Af de modo a diminuir os efeitos de viscoelasticidade. Também
como discutido num capitulo anterior esta variacao de frequéncia corrigida A f,..,
é idéntica a A fomin (f para susceptancia minima), e foi esta frequéncia que foi
monitorizada directamente a partir dos espectros de impedancia. Na figura 4.8
estao representados os transientes de A fg,.., para a interaccao entre varias con-
centragoes de RXRaDBD e o motivo DR1. O efeito do sal na interaccao de ambos
foi investigada pela presenga de trés concentragoes de NaCl (100, 150 e 250 mM
de NaCl).
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Figura 4.9: Transiente de dissociagao entre 1 M de RXRaDBD e DR1 na presenca
de 100 mM de NaCl. Ajustes nao lineares pelo método dos minimos quadrados
para o modelo de interacgao 1:1 (a) e para o modelo de dois passos ou dupla
exponencial (b). Os inserts nos graficos representam os residuos dos ajustes aos
respectivos modelos de dissociacao.

Os resultados apresentados na figura 4.8 sugerem que o sal tem um papel
importante tanto na fase de associacao como na dissociacao. Enquanto que para os
transientes de interacgao na presenga de 150 e 250 mM de NaCl (fig. 4.8(b) e 4.8(c))
o modelo de interaccao 1:1 apresentou um bom ajuste aos dados experimentais o
mesmo nao se verificou para a interacgao a 100 mM de NaCl (fig. 4.8(a)), uma
vez que os transientes apresentam claramente duas fases distintas. A dissociacao
de RXRaDBD para a concentracao mais baixa de sal pode ser descrito como um

decaimento de dupla exponencial:

Af = Afje Fat f A f,eFazt (4.1)

onde kg1 e kg sao as primeira e segunda constantes de velocidade de dissociagao,
respectivamente, e Af; + Afy = Af (observado). O ajuste a um decaimento
simples resulta em residuos nao aleatorios (fig. 4.9(a)), enquanto que o ajuste a
um exponencial duplo resulta em residuos significativamente menores e aleatorios

(fig. 4.9(b)), com um x?* muito menor.
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Uma vez que o RXRaDBD pode interagir com o motivo DR1 na forma de ho-
modimero [32-34] os resultados das figuras 4.8(a) e 4.9 sugerem que os dois passos
reflectem a dissociacdo do mondémero e do dimero do DNA. Estes dois passos de
dissociagao foram previamente verificados para outros receptores nucleares, como
é o caso de homo e heterodimeros de VDR [62]. Assim considerou-se um modelo

que descreve dois analitos (A; e Ay) a interagir com o mesmo local de ligagao:

ka ka
A +B=2AB A, +B=2A,B (4.2)
ka1 ka2

onde B representa o DNA imobilizado. As constantes de velocidade de dissociacao
aparentes, kq e kg foram determinadas a partir da eq. 4.1 e as constantes de ve-
locidade de associacao foram calculadas através de ajuste nao linear como descrito
anteriormente em [62].

De modo a determinar se o RXRaDBD consegue formar homodimeros em
solugao determinou-se a afinidade de RXRaDBD com GST-RXRaDBD. Para
isso a proteina GST-RXRaDBD foi imobilizada na superficie de forma orien-
tada através do anticorpo anti-GST previamente imobilizado (ver materiais e
métodos) e promovida a interaccao com RXRaDBD purificado. A interacgao
proteina—proteina resultou na formacao de um complexo rigido, sem alteracoes
de AR, e com uma cinética que segue o modelo simples de interaccao (fig. 4.10).
RXRaDBD sobre uma superficie s6 com anti-GST imobilizada nao resultou em
interaccao significativa (<10%), o que sugere interac¢ao especifica. Através dos
transientes cinéticos (fig. 4.10) obteve-se a constante de equilibrio de dissociagao,
KD =85x10""M~!s71, valor utilizado para o calculo de kq; e kg (expressio 4.2)
e que confirma a existéncia de monomoros e dimeros de RXRaDBD em solucao.

A hipotese de haver duas espécies de complexos a serem formadas foi confir-
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Figura 4.10: Interaccao de RXRaDBD com GST-RXRaDBD imobilizada. Tran-
sientes de Af, correspondentes & associacao e dissociacao. Ajuste nao—linear ao
modelo de interac¢ao 1:1 (linha sélida) com intervalo de confianga de 95% (linha
a tracejado).

mada por alteragao da mobilidade electroforética (EMSA). De facto observou-se a
formagao de dois complexos entre RXRaDBD e dsDNA DRI (fig. 4.11), enquanto
que para a interacgao nao especifica se verificou um arrastamento de proteina mas
nao a formacao de nenhuma banda especifica. O RXRaDBD na auséncia de DNA
nao mostrou qualquer migracao.

Na tabela 4.1 estao resumidos os valores das constantes obtidas para as dife-
rentes concentragoes de sal. O efeito da forga i6nica nao teve grande influéncia nas
constantes de velocidade de associacao, k,, tanto para DR1 como para o DNA de
sequéncia aleatéria, com valores na mesma ordem de grandeza e muito préximos.
Por outro lado, o sal influenciou principalmente a velocidade de dissociacao do
complexo, kg, aumentando o seu valor e consequentemente Kp. A interac¢ao nao—
especifica apresentou sempre maiores valores para k; para as mesmas condigoes
nao se verificando ligagao quantificavel a 250 mM de NaCl. Estes resultados estao
de acordo com o observado em estudos anteriores, onde foi também demonstrado
que a menor afinidade em solu¢ées com maior forga iénica deve-se principalmente
a um aumento significativo das velocidades de dissociagao [63].

A constante de equilibrio de dissociacao, Kp, calculada por QCM foi duas
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Figura 4.11: Ensaio de mobilidade electroforética, EMSA; para o complexo de
RXRaDBD com DRI (1) e com DNA nao-especifico (2); apenas dsDNA (3).
0.2 nmol de proteina para 0.2 nmol de dsDNA. Complexos proteina:DNA (*) e
dsDNA livre (seta). Gel de acrilamida 6% em condigdes nativas, corado pelo
método de nitrato de prata.

ordens de grandeza menor comparada com o valor anteriormente determinada por
anisotropia de fluorescéncia, indicando uma maior afinidade. Esta diferenca pode
ser explicada pelo comprimento da cadeia de DNA e pela concentragao de sal da
solugao tampao. No presente trabalho foram usadas cadeias de DNA com 30 bp e a
concentragao mais baixa de sal utilizada foi de 100 mM, enquanto que na referéncia
citada foram usados 50 mM de NaCl e uma cadeia de DNA com 15 bp [64].
De acordo com Record et al. [65] a energia de Gibbs de ligagdo é composta por
uma parte dependente de sal definida como a componente electrostética e que é
inteiramente entropica. Este dependéncia da concentracao de sal é directamente
relacionada com o nimero de contactos presentes no complexo. Por isso, seréd
de esperar que as interac¢oes nao—especificas tenham maior contribuicao quanto

maior o namero de fosfatos presentes numa cadeia de DNA [66].
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Tabela 4.1: Constantes cinéticas para a interaccao RXRaDBD-DNA a diferentes
concentragoes de NaCl.

NaCl (mM) dsDNA £k, (10°M~1s71)  ku(107%s71)  Kp(107°M)

100 DR1(t) 32+04 380 £ 61 1180 + 240
DR1(%) 3.7+ 0.7 1.2 £0.2 3.2+£08
Neg 3.0 £ 0.6 9.6 £1.2 31 £73
150 DR1 3.2+£04 3.2+0.6 9.9 £20
Neg 24 +£0.2 61 £5.5 252 £ 31
250 DR1 29 £0.5 227 £ 62 768 £+ 250
Neg n.d. n.d. n.d.

T Interaccao com DR1 em forma de monémero;
! Interaccao com DR1 em forma de dimero.
1d-Nzo detectado, sem interaccao.

4.3.7 Conclusoes

A técnica de QCM em conjugacao com espectroscopia de impedéancia demons-
trou ser uma ferramenta 1til na caracterizagao de interacc¢oes proteina—DNA. Neste
trabalho foram caracterizadas as ligacoes do RXRaDBD a DNA especifico e nao—
especifico, sendo possivel calcular as constantes cinéticas utilizando os transientes
de variacao de frequéncia corrigidos. Foi a primeira vez que os valores das cons-
tantes de velocidade de associacao e dissociacao foram calculadas para o complexo
RXRaDBD:DR1. A analise destas constantes a diferentes concentracoes de sal
demonstrou que solugoes tampao com elevada forca ionica previnem a formacao
de interaccoes nao—especificas e que a concentragoes de mais baixas a dissocia-
¢ao de RXRaDBD:DR1 ocorre em duas fases. Por outro lado a interac¢ao com
o motivo DR1 forma complexos muito mais estaveis e resistentes ao aumento da

concentragao de sal.
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Capitulo 5

Interaccao Haal-DNA

5.1 Introducao

A forma tridimensional das moléculas biologicas (proteinas, DNA e RNA), ¢
determinada por interacgoes nao covalentes (ionicas, hidrofobicas, van der Waals
e ligagoes de hidrogénio), cada uma das quais pode ser quebrada por flutuagoes
térmicas, levando & constante mudanca de acessibilidade as macromoléculas. Es-
tas flutuagoes conformacionais sao fundamentais para o reconhecimento molecular.
A interaccao de duas ou mais macromoléculas depende das conformacoes comple-
mentares e das distribui¢oes de carga, formando multiplas ligagoes intermoleculares
que levam a complexos altamente organizados.

A interacgao especifica proteina-DNA, como é o caso dos factores de trans-
cricao, resulta geralmente em alteragoes estruturais. O DNA é frequentemente
dobrado no complexo [66][67], no entanto a proteina também pode ajustar a sua
conformagao para facilitar a interac¢ao [68]. Estes rearranjos na conformacgao das
proteinas e do DNA sao consideradas importantes na compreensao dos mecanismos
responsaveis pelo reconhecimento do sitio de ligacao especifico.

Haal é um factor de transcri¢ao responséavel pela regulacao de vérios genes na
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levedura Saccharomyces cerevisiae. Desempenha um papel muito importante na
adaptacao da levedura a concentracoes toxicas de acidos carboxilicos de cadeia
curta, como ¢ o caso do acido acético [69-71] e do acido lactico [72]. Haal re-
gula, directa ou indirectamente, a transcricao de aproximadamente 80% dos genes
activados pelo acido acético [70].

O Haal liga-se ao DNA na regiao do promotor através do seu dominio DBD que
reconhece a sequéncia especifica HRE 5—(G/C)(A/C)GG(G/C)G-3 |[71]. Muta-
¢oes neste motivo levam & diminuicao da afinidade entre Haal e HRE.

A principal aplicacao do estudo deste factor de transcrigao prende-se com o
desenvolvimento de novas estratégias de preservacao de alimentos, na industria
alimentar, e com o o possivel interesse na criacao de novas estirpes resistentes a
elevadas concentragoes de acido acético, em bioprocessos [73].

Neste trabalho utilizou-se o factor de transcri¢ao Haal como modelo. O objec-
tivo é quantificar as propriedades mecéanicas da interacgao Haal-HRE, em termos
de elasticidade e viscosidade, e tentar perceber se mutacoes no motivo HRE al-
teram essas propriedades. Para isso utilizou-se a técnica de QCM para o estudo

cinético de interacgao e para extraccao das propriedades viscoelasticas através do

modelo TLM.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Preparagao do sensor e funcionalizacao

Os cristais de quartzo de 10 MHz e com eléctrodos de ouro foram limpos, ac-
tivados com HUT:PEG-biotina, funcionalizados com streptavidina e imobilizados
com dsDNA de forma semelhante ao descrito no capitulo anterior. A principal dife-
renga foi o tampao utilizado. A solugao tampao Tris (10mM Tris, 10 mg/ml BSA,
100 mM KCI, 0.005% Tween20, pH 8.0) foi utilizada em todos os passos, desde
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a imoblizacao da streptavidina até & interaccao proteina-DNA, para minimizar os

efeitos da troca de tampao no sensor.

5.2.2 Medicao de angulos de contacto

Os angulos de contacto dos eléctrodos de ouro funcionalizados foram medidos
com um goniémetro (KRUSS). Uma gota de agua ultra-pura foi depositada sobre
o eléctrodo, apods os diferentes passos de imobilizacao, e os angulos de contacto
comparados com os obtidos para a superficie de ouro limpa. O &angulo interno
da gota foi determinado em modo estatico e calculado por software do fabricante,
utilizando a equagao de Young-Laplace para angulos superiores a 30° e a equagao
da circunferéncia para valores menores. Cada medicao resultou da média de trés

ensaios independentes.

5.2.3 Interaccao Haal-HRE

O fragmento HaalDBD foi expresso, purificado [71] e gentilmente cedido pelo
grupo de investigacao da Prof. Isabel S&-Correia (Instituto Superior Técnico de
Lisboa). Os ensaios de interac¢ao foram realizados entre HaalDBD e diferentes
elementos de resposta ao Haal, designado HRE (motivo selvagem, HREwt, dois
mutantes, HREm6 e HREm7 e um controlo negativo). O motivo HRE corresponde
a sequéncia GGCGAGGGG e as mutacoes m6 e m7 correspondem & troca da
guanina na posi¢ao 8 por uma citosina e adenina, respectivamente. Todos os
oligonucledtidos utilizados tinham 38 bp com as sequéncias motivo localizadas na
parte central. Varias concentracoes, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 nM de HaalDBD
em tampao Tris foram injectadas em fluxo, a 100 pg/ml, sobre os diferentes HRE
imobilizados. Os sensores foram regenerados, apds cada ciclo de concentragao,

com NaCl em tampao Tris.
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5.2.4 Aquisicao dos parametros BVD e Sy,

Os parametros RLC foram obtidos por medi¢ao da impedéancia em tempo real
através de um network /impedance analyzer (Agilent 4395A), como anteriormente
descrito. A variagao de frequéncia de ressonancia em série, Af, foi calculada
a partir dos parametros RLC, enquanto que A fg,.in foi obtida directamente do
espectro da condutéancia.

Os espectros do coeficiente de reflexao, Si1, foram adquiridos continuamente,
para a gama de frequéncias medidas. Estes espectros serviram para a aplicagao do
TLM. O espectro de admitancia Y(wi) do sensor foi calculado a partir do inverso
da impedancia utilizando Si;, onde ¢ = 1 a N, em que N é niimero de pontos de

frequéncia. Si; esté correlacionado com a impedancia segundo a equagao:

Z(w:) = Z <%) (5.1)

onde Zjy é a impedancia de referéncia de 50 2.

5.2.5 TLM: extraccao das propriedades mecanicas

O sensor com DNA e HaalDBD1 imobilizados foi assumido como um modelo
de trés camadas (fig. 5.1) e de acordo com o modelo TLM (egs. 1.28, 1.27 e 1.29).
O calculo dos diversos parametros desconhecidos (fig: 5.1) foi feito através de
um método iterativo. Foi utilizado um algoritmo Matlab baseado em [74] e descrito

em [75]. Através do algoritmo obteve-se os parametros hy, G e GY.

69



Meio semi-infinito

py G, G,

Cobertura
hy pp G’ Gy

Cristal quartzo

h
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Figura 5.1: Esquema do modelo de 3 camadas para um sensor QCM constituido
por um cristal de quartzo e uma camada viscoelastica em contacto com um meio
semi—infinito.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Cinética de interaccao

A imobilizacao da streptavidina formou um filme rigido, enquanto o DNA bi-
otinilado (HRE) ao adsorver aumentou a dissipacao do filme (fig. 5.2), com um
aumento de &~ 4 2. A semelhanca do que ocorreu com o RXRaDBD (capitulo 4)
a interaccao de HaalDBD com o HRE imobilizado resultou numa descida simul-
tanea de frequéncia e resisténcia. Ambos os valores voltaram ao patamar anterior
apos dissociagao completa do HaalDBD do DNA através de 0.5 M de NaCl.

Uma vez que houve alteracoes nas propriedades viscoelasticas com a ligacao de
HaalDBD ao DNA a variacao de frequéncia em série A f, apresenta invariavelmente
contribuicao de AR. Assim, para os calculos cinéticos utilizou-se a variagao de
frequéncia corrigida, A fgmin, de modo a minimizar as contribuigoes viscoelasticas.
Os transientes de associacao e dissociacao do complexo HaalDBD-HRE foram
analisados segundo o modelo de interacgao 1:1 (eq. 3.1 e 3.2). Na figura 5.3 esta
representada a cinética de interaccao para o complexo HaalDBD-HREwt e os
resultados das cinéticas para cada tipo de DNA (HREwt, HREm6, HREm?7 e
controlo negativo) estdo resumidos na tabela 5.1.

A constante de equilibrio de dissociacao, Kp, permite avaliar a afinidade da
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Figura 5.2: Variagoes de frequéncia (Af;) e resisténcia (AR) referentes aos dife-
rentes passos em fluxo: imobiliza¢ao de 3 pug/mL de streptavidina (2) e 0.1 uM de
dsHREwt (4); interac¢ao de com 400 nM de HaalDBD (6); regeneragao do sensor
com 0.5 M de NaCl. Os restantes passos referem-se a lavagens com solu¢ao tampao
Tris pH 8.0 (1, 3,5, 7 e 9).

proteina para o DNA, indicando a concentracao de proteina requerida para obter
50% de saturacao do sensor. Comparando os valores obtidos, HaalDBD apresentou
afinidades semelhantes para os trés HREs, com Kp na ordem dos nM. O valor
relativamente menor de Kp para a interaccao com HREwt deve-se um valor mais
baixo da constante de velocidade de dissociacao, kg, comparativamente as outras
sequéncias motivo.

Em termos de afinidade relativa os valores calculados por QCM estao de acordo
com o anteriormente determinado por SPR (surface plasmon resonance) [71]. No
entanto, a diferenca entre a ligacao de HaalDBD e os trés HRE nao foi tao evi-
dente quanto o determinado por SPR, onde HREm7 apresentou um K p 3000 vezes
superior a HREwt. Estas diferencas podem ser intrinsecas das duas técnicas ou
simplesmente devido ao método de imobilizacao utilizado. Neste trabalho optou-se
pela imobilizagao do DNA enquanto no trabalho de SPR foi utilizado a proteina
imobilizada.

HaalDBD apresentou uma afinidade = 8 vezes menor para o controlo negativo,
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Figura 5.3: Interacgao HaalDBD-HREwt. (a) Variacao de frequéncia (A famin)
durante as fases de associacao e dissociacao do complexo e ajuste ao modelo 1:1.
(b) Regressao linear de 77! em fungao do tempo para determinacao de k,. k, =
5.784 4+ 0.267 x 103> M~1s71 r? = 0.984.

comparativamente aos HREs, devido a um k, menor e um k; superior. Este
resultado sugere um complexo menos estavel e que as ligacoes nao especificas

representam uma parte importante na interacgao entre a proteina e o DNA.

Tabela 5.1: Constantes cinéticas para a interaccao HaalDBD-HRE

HRE  motivo HRE = k,(103M~1s71)  kg(107%s71) Kp(107°M)

wt GGCGAGGGG 5.8 +£0.3 1.8 +£0.2 32 + 3.8
m6 GGCGAGGCG 6.6 + 0.2 25+0.2 37+ 3.2
m7 GGCGAGGAG 4.8 £0.2 25 +0.2 51 £ 4.7
neg seq controlo 32403 79+04 247 + 26

5.3.2 Propriedades fisicas dos complexos Haal-HRE

Os resultados obtidos para a medigao das constantes cinéticas mostraram uma
diferenca clara entre as interacgoes especificas e nao—especificas. No entanto, a fim

de se obter informagao estrutural quantitativa relacionada com a interacgao do fac-
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tor de transcricao e o DNA utilizou-se o modelo de TLM para extrair propriedades
reologicas dos diferentes complexos.

A onda acustica formada pelo sensor piezoeléctrico gera uma deformagao na
camada adsorvida e no meio envolvente. A forma como o material adsorvido
responde a essa deformacao depende das suas caracteristicas mecanicas. O modulo
de cisalhamento dindmico complexo (G* ou complex shear modulus) representa a

resisténcia total de um material a uma deformagao aplicada.

G =G +jG" & |G=VG2+G™ (5.2)

"

tand = e (5.3)

onde G’ e G” sao os modulos de armazenamento (shear storage) e de perda (shear
loss) de energia, respectivamente, e § ¢ o angulo de perda. A natureza solida de
um material pode ser medida através do modulo G'. Quanto maior for o valor de
G’, maior é a caracteristica solida do material, apresentando um comportamento
maioritariamente elastico [76]. Por outro lado, G” indica a caracteristica liquida
do material. Para um liquido puramente viscoso G' = 0, e toda a energia é liber-
tada sob a forma de calor [44]|. Materiais viscoelasticos apresentam caracteristicas
intermediarias entre um solido e um liquido. Assim, um composto apresenta um
comportamento eldstico se tand << 1, viscoso se tand >> 1 e viscoelastico se
tan o =~ 1.

Através de G” é possivel determinar a viscosidade dinamica,

"
G

- (5.4)

n
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onde w ¢ a frequéncia angular.

Imobilizagcao de HRE

A analise das propriedades fisicas foi realizada através de um algoritmo Matlab
desenvolvido baseado no modelo de TLM, tendo como base o trabalho de Jiménez
et al. |74]. Apos calibragao da QCM em meio liquido foram extraidos os parametros
mecanicos, para a imobilizagdo da streptavidina e para o DNA. Os valores de G’
e G" obtidos para a imobilizacao da streptavidina sobre biotina foram de 1.9 x
10% Pa e 8.2 x 10? Pa, respectivamente, confirmando o comportamento elastico da
monocamada e a forte interacgao [77].

O comportamento mecénico da adsorp¢ao do DNA ao longo do tempo esta
representado na figura 5.4. Ao contrario da streptavidina a imobilizagao do DNA
apresentou caracteristicas principalmente viscoelasticas, com um valor final de
tan d ~ 5.6. O comportamento para os diferentes tipos de HRE imobilizados foram

semelhantes e a média dos parametros calculados encontram-se na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Valores médios dos parametros fisicos para todos os tipos de DNA
imobilizados.

G' (kPa)  G"(kPa) h (nm) tand 1 (mPa-s)

202+95 993 +£167 11.8+34 56=£1.7 15+£02

O modulo G’ variou de forma interessante ao longo do tempo (fig. 5.4(a)).
Nos primeiros 100 s houve um rapido aumento até proximo dos 30 kPa seguido
de uma descida em transiente até ao valor final de ~ 18 kPa. Isto sugere que
numa primeira fase o DNA aumenta a elasticidade ao aproximar-se da superficie
uma vez que esta a ocorer deposi¢ao de massa. Na segunda fase a diminuicao
da elasticidade deve-se provavelmente & reorganizacao e hidratacao caracteristicas

das cadeias de DNA imobilizadas [36, 78|. G” aumentou (fig. 5.4(b)) seguindo a
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tendéncia da espessura (fig. 5.4(c)) e estabilizou ao fim de 200 s. A viscosidade
dindmica subiu até ~ 1.5 mPa-s, valor proximo do observado por Lu et al. [79] na
adsorpcao de DNA sobre suporte de silica.

Uma cadeia completamente estendida de DNA com 38 bp tem um comprimento
de ~ 12.92 nm (~ 0.34 nm por bp). Segundo modelagao [80, 81| (http://www.lfd.-
uci.edu/~gohlke/dnacurve/) das estruturas das sequéncias de DNA utilizadas a
curvatura méaxima ronda os 20°, com comprimento de 12.3 nm (fig 5.4(d)). Um
valor muito proximo foi obtido para os diferentes DNAs (tab. 5.2), o que sugere

que as cadeias estao bem empacotadas e nao estao inclinadas.

Complexos HaalDBD-HREs

O mesmo procedimento foi utilizado para o estudo das propriedades mecénicas
durante a fase de associacao do HaalDBD ao DNA. As medigoes tiveram como
base a monocamada de streptavidina de modo a se obterem valores em relagao a
todo o complexo proteina—-DNA. Para se perceber melhor as alteragoes impostas
pela ligacao de HaalDBD optou-se por representar as variagoes dos parametros
em vez dos valores absolutos (fig. 5.5).

G’ tem um ligeiro aumento quando HaalDBD interage com HREwt (fig. 5.5(a)),
enquando que para os outros complexos verificou-se uma descida com maior inci-
déncia em HREm6 e controlo. Um parametro que teve um comportamento inte-
ressante foi a espessura do filme que diminuiu ao longa da interac¢ao de HaalDBD
com HREwt, HREm6 e HREm7. A principal variagdo ocorreu na interacgao com
HREwt (-2.5 nm) e HREm7 (-1.5 nm) que em combinagdo com as maiores va-
riagoes de G” (fig. 5.5(b)) sugerem que estes dois complexos apresentam maior
empacotamento e restricao conformacional comparativamente a HREm6. A liga-
¢ao de HaalDBD com o DNA controlo resultou numa diminuigao de G’, manteve

os valores de G” e expessura do DNA sugerindo uma natureza menos compacta
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Figura 5.4: Parametros reoldgicos da imobilizacao de HREwt em func¢ao do tempo.
(a) Shear storage; (b) shear loss e viscosidade dindmica; (c) espessura do filme de
DNA; (d) modelo estrutural da curvatura e comprimento do DNA com 38 bp. A
calibragao inicial foi feita tendo em conta a monocamada de streptavidina.
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do filme.

A diminuic¢ao da espessura do filme é uma indicacao que a ligacao da proteina
promove uma alteragao nas propriedades do DNA. Essa alteracao pode ser confor-
macional, levando a alteracoes estruturais do complexo ou a alteracao da inclinagao
do DNA [66]. Em ambos os casos é provavel que ocorra diminui¢ao do contetido de
agua do filme, como verificado anteriormente para interacgoes proteina-DNA [54].
De facto, analisando a molhabilidade da superficie através de angulo de contacto
verificou-se que existe uma altera¢do depois da ligagao de HaalDBD (fig. 5.6).
Esta técnica é bastante sensivel & hidrofobicidade da superficie. Enquanto que
um cristal limpo apresenta um caréacter hidrofébico com um angulo de contacto
de aproximadamente 66°, a mesma superficie com HUT:PEG-biotina aumenta
bastante a sua molhabilidade (fig. 5.6(a)), diminuindo o angulo para 21.9°. Esta
diminui¢ao deve-se aos grupos hidroxilo do HUT e as cadeias de polietilenoglicol
da PEG-biotina que sao mais hidrofilicos que o ouro.

A imobilizac¢ao da streptavidina e do dsDNA nao provocaram alteragoes signi-
ficativas no angulo de contacto o que indica que o perfil hidrofilico da superficie
nao sofreu alteragoes. No entanto, apos ligacao de HaalDBD ao DNA o angulo de
contacto sofreu um aumento significativo de aproximadamente 4.3° (fig. 5.6(b)) o
que sugere que o HaalDBD induziu a formacao de uma superficie mais hidrofobica.

Segundo os resultados obtidos por TLM e medi¢ao dos angulos de contacto a
ligacao do HaalDBD ao DNA promova uma alteracao estrutural no complexo com
aumento da viscosidade e diminuicao da espessura, alterando o perfil hidrofilico

provavelmente devido & diminui¢ao do contetido de agua do filme.
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Figura 5.5: Variagao das propriedades fisicas dos complexos HaalDBD-HREs.
Variacoes de shear storage (a), shear loss (b) e espessura do filme (c) em funcao
do tempo. Interacgdo entre HaalDBD (50 nM) e os diferentes DNAs imobilizados
(wt, m6, m7 e controlo negativo). O tempo zero representa o inicio da interacgao
e as curvas a fase de associacao.

5.4 Conclusoes

A formacao do complexo proteina-DNA pode ser totalmente caracterizada por
QCM assistido por espectroscopia de impedancia. Apesar das mutacoes G—C
(m6) e G—=A (m7) na posigao 8 do HRE nao terem afectado significativamente
a afinidade por HaalDBD, uma anélise com modelo mais complexo demonstrou

diferengas claras nas propriedades mecéanicas dos complexos. Os valores obtidos
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Figura 5.6: (a) Angulo de contacto entre uma gota de agua e a superficie do eléc-
trodo de ouro limpo e a mesma superficie apés 24 h de exposicao a HUT:Biotin,
9:1. (b) Variagao do angulo de contacto para as modificagoes sucessivas da su-
perficie de ouro: nao modificada, HUT:Biotin, streptavidina, DNA biotinilado de

cadeia dupla e HaalDBD.

de G’ e G” sugerem que o motivo HREwt interage com HaalDBD de forma mais

elastica e viscosa, originando um complexo mais compacto comparativamente aos

mutantes. Por outro lado a ligacao nao especifica apresentou uma estrutura menos

rigida e com menor interacgao com HaalDBD. Os resultados apresentados neste

capitulo indicam que esta técnica de analise pode aplicada a outros complexos e

biomoléculas na caracterizacao das propriedades fisicas de interaccao.
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Capitulo 6

Conclusoes gerais e perspectivas

futuras

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema de QCM de 10 MHz para o estudo
em fluxo de interaccao de macromoléculas, de forma directa e label—free.

Numa primeira fase a QCM de 10 MHz foi aplicada como imunossensor para
o estudo da interaccao do anticorpo scFv4BL ao antigénio Vif do HIV-1. Como
método de analise foi utilizado um circuito oscilador para monitorizar a frequéncia
de ressonancia e alternadamente analisada a impedancia para validacao da relacao
de Sauerbrey. O immunosensor apresentou uma sensibilidade superior ao antigénio
que o anteriormente determionado por sensores de 5 MHz e uma maior afinidade
de scFv4BL pelo antigénio Vif, com um Kp estimado uma ordem de grandeza
inferior. Este resultado reforca o potencial destes tipo de anticorpos intracelulares
como possiveis agentes capazes de neutralizar a proteina Vif.

Seguidamente utilizou-se o mesmo tipo de sensores no estudo da interacgao
proteina—DNA com uma estratégia de medi¢ao em tempo real da impedéancia perto
da frequéncia de ressonancia. Este método demonstrou ser mais versatil, permi-

tindo o calculo em tempo real dos pardmetros RLC. O método de imobilizacao
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utilizado baseou-se na interaccao entre a streptavidina imobilizada no sensor e a
biotina presente no DNA. Este método além de permitir uma melhor distribui-
¢ao e orientacao dos oligonucledtidos e demonstrou ser bastante eficiente uma vez
que a monocamada de streptavidina tem um comportamento bastante rigido, nao
dissipando energia da onda actustica.

A interaccao entre o factor de transcricao RXR e o seu motivo de ligagao ao
DNA, DR1, apresentou uma cinética de interaccao com Kp na ordem dos nM.
As ligagoes nao—especificas demonstraram que tém uma grande importancia numa
primeira interac¢ao da proteina com o DNA, variando a sua influéncia com o au-
mento da forga i6nica do meio. Por outro lado, o efeito do sal também apresentou
influéncia na interaccao do RXR com DR1 na forma de homodimero. Dada a vari-
edade de receptores que interagem com o RXR a QCM podera ser uma ferramenta
util no estudo destes heterodimeros.

Por dltimo foi estudada a interac¢ao de outro factor de transcri¢ao, Haal, com
a sua sequéncia especifica e mutada pela substituicao de uma base. Em termos ci-
néticos as mutacoes nao apresentaram grandes variagoes na resposta da QCM, no
entanto, a analise de impedancia associada com o modelo de TLM demonstraram
variagoes nas propriedades fisicas da ligacao. A sequéncia nao mutada apresentou
um comportamento mais elastico e viscoso, com uma diminuicao da espessura do
filme de DNA imobilizado, sugerindo uma alteracao conformacional superior as
sequéncias mutantes. Como perspectivas futuras este método apresenta potencia-
lidades no estudo e caracterizacao das propriedades fisicas envolvidas na interacgao
de biomoléculas, nomeadamente na analise de factores de transcricao e sequéncias

de DNA de regioes promotoras.
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