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RESUMO

O virus do mosaico do tabaco (TMV) ¢ um modelo de virus muito estudado. A dissociagao
de virus pode ser induzida através de alta pressdo hidrostitica sem ocorréncia de
desnaturagao protéica. Este trabalho mostra a dissociacdo do TMV induzida por pressdo até
220 MPa, em diferentes condi¢des de pH. A suspensdo viral (0,25 mg/mL), incubada a 4
°C, apresentou uma significativa diminui¢do da intensidade de espalhamento de luz com o
aumento do pH, sugerindo dissociacdo. Essas observacdes foram confirmadas através de
HPLC em gel filtragdo e microscopia eletronica. Uma analise dos ciclos de compressao/
descompressdo indicou uma estabilizacdo dos produtos de dissociagdo com progressiva
reducdo na energia livre de Gibbs de dissociacdo com o aumento do pH. A variagdo de
volume (AV) de dissociacdo calculada foi de —49,7 mL/mol de subunidade de TMV em pH
4,2 para —21,7 mL/mol de subunidade de TMV em pH 9,0. A diminui¢do de pH 9,0 para
4,2 representou uma energia de estabilizagcdo de 14,1 KJ/ mol de subunidade de TMV. A
liberagdo de protons calculada a partir das curvas de dissocia¢do induzida por pressao foi de
0,634 mol de H'/mol de subunidade de TMV. Os resultados sugerem que o grau de
inativagdo do virus por pressdo ¢ a imunogenicidade das estruturas inativadas podem ser

otimizadas pela modulacdo do pH circundante.
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ABSTRACT

Tobacco mosaic virus (TMV) is an intensely studied model of viruses. The dissociation of
viral protein aggregates can be induced by high hydrostatic pressure, with no detectable
denaturation. This paper reports an investigation into the dissociation of TMV by pH and
pressure up to 220 MPa. The viral solution (0.25 mg/mL) incubated at 277 K showed a
significant decrease in light scattering with increasing pH, suggesting dissociation. This
observation was confirmed by HPLC gel filtration and electron microscopy. An analysis of
cycles of compression/decompression indicated a stabilization of the dissociation products,
with a progressive reduction in the Gibbs free energy of dissociation as the pH increased.
The calculated volume change of dissociation (AV) decreased from -49.7 ml/mol of subunit
at pH 4.2 to -21.7 ml/mol of subunit at pH 9.0. The decrease from pH 9.0 to 4.2 caused a
stabilization energy of 14.1 kJ/mol of TMV subunit. The estimated proton release
calculated from pressure-induced dissociation curves was 0.634 mol H'/mol of TMV
subunit. The results suggest that the degree of virus inactivation by pressure and the
immunogenicity of the inactivated structures can be optimized by modulating of the

surrounding pH.
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INTRODUCAO

Uso de alta pressao hidrostatica em agregados protéicos

A termodinamica de interacdo proteina-proteina é de fundamental importancia na
compreensdo de sistemas bioldgicos. Nos ultimos anos, progressos nessa area tém sido
realizados através da utilizagdo de alta pressdo hidrostatica, ferramenta que promove
dissociacdao de proteinas sem significantes efeitos na estrutura terciaria das mesmas (Silva
& Weber, 1993). Agentes que promovem dissocia¢ao tém sido empregados, como variagao
de temperatura e pH, ou a adi¢do de agentes desnaturantes, como por exemplo uréia.
Nesses casos a estrutura tercidria ¢ em maior ou menor grau afetada. A utilizagdo de alta
pressdo hidrostatica combinada com esses agentes pode levar a informagdes bastante
interessantes sobre a termodindmica da dissocia¢do e desnaturacdo de proteinas (Silva &
Weber, 1988, Bonafe et al., 1991, Da Poian et al., 1993, Bonafe e al., 1994, 1998). A
dissociacao ocorre devido a contragdo de volume nesse processo. As subunidades expdem a
interface proteina-proteina ao solvente, e esta nova interagdo promove organizagdo do
solvente, que tende a ocupar menor espaco (Weber & Drickamer, 1983). Fatores que
devem contribuir para a contracdo de volume correspondem a liberacdo de espacos nao
preenchidos na interface devido as “imperfei¢des” no contato entre as subunidades, ¢ a
interagdo do solvente com residuos polares e apolares expostos na dissociacdo (Silva et al.,
2001).

O processo de dissociagdo e os produtos de dissociagdo por pressdo podem ser
acompanhados através de técnicas espectroscopicas, gel filtragdo em HPLC e microscopia

eletronica. Investigacdes da dissociagdo de diversos agregados protéicos por pressiao



levaram a elaboracdo de uma nova teoria sobre a associacdo das subunidades, denominada
"deriva conformacional". Essa propriedade consiste na diminui¢do da afinidade entre as
subunidades de uma proteina quando estas estdo separadas, seja por pressdo, por dilui¢ao
ou baixa temperatura, ocorrendo assim um aumento do grau de dissociagdo, observados
através de histerese da curva de dissociacao por pressdo (Xu & Weber, 1982, Weber, 1986,
Silva et al., 1986). Outro fenomeno observado ¢ a heterogeneidade quanto a energia livre
de associacdo em proteinas com muitas subunidades, ao contrario do observado em
proteinas diméricas. Essa propriedade explica a falta de dependéncia de concentragdo na
curva de dissociagdo por pressao (Silva & Weber, 1988, Ruan & Weber, 1989, Silva ef al.,
1989).

Silva & Weber (1988) observaram que ocorre dissociacdo reversivel do BMV
(“brome mosaic virus” ) apos incubagdo em pressdo de até 140 MPa, na qual ocorre
dissociacdao de 75%. Acima dessa pressdo a reorganizagdo diminuiu, havendo formacao de
agregados amorfos compostos por proteinas capsidicas no retorno a pressdo atmosférica,
comportamento que pode ser atribuido a “deriva conformacional”.

Os primeiros estudos de efeito de pressdo em virus foram realizados no virus do
mosaico do tabaco (TMV) por Lauffer & Dow (1941), que observaram inativacao por
pressdo em poucos minutos a 750 MPa. Nos ultimos anos varios virus foram investigados
em relagdo a inativagdo por pressdo, como os da familia Picornaviridae, dentre eles o
FMDV (virus da febre aftosa), poliovirus e o rhinovirus. Particulas de FMDV sao
drasticamente afetadas sob pressdo de 240 MPa a temperatura ambiente, ocasionando perda
da infectividade. Poliovirus e rhinovirus sofrem dissociacdo e inativacdo nesse nivel de

pressao apenas em combinacdo com baixa temperatura e uréia. (Oliveira et al., 1999).



Em varios trabalhos t€ém sido empregada alta pressao hidrostatica isoladamente ou
em conjunto com outras condi¢gdes bioquimicas, quimicas ou fisicas, como metodologia
para a producdo de vacinas. Estudos mostraram que anticorpos contra particulas virais
inativadas por pressdo sdo tdo efetivos quanto aqueles contra as particulas virais intactas,
evidenciando que a nova conformacdo dessas particulas ndo apresentam perda de
imunogenicidade (Silva et al., 1992, Jurkiewics et al, 1995, Oliveira et al., 1999, Bonafe et

al., 2000).

TMYV: Caracteristicas gerais

O virus do mosaico do tabaco (TMV) é um virus classico bastante utilizado como
modelo de associagdo viral (Klug 1999). A associagdo-dissociagdo da sua proteina
capsidica tem sido muito estudada, assim como o efeito dos ions H' no processo de
associacdo, sendo evidenciado que o pH alcalino facilita muito a dissociacdo protéica.
(Shalaby & Laufer, 1977, Shuster et al., 1980, Shalaby et al., 1982). O efeito do pH no
virus integro também tem sido muito investigado, e os resultados demonstram dissociacdo
das subunidades na dire¢do do terminal 5° para 3°'do RNA, assim como a presenca de
alguns intermediarios de dissocia¢do (Schramm et al., 1955, Harrington & Schachman,
1956, Perhan 1969, Perham & Wilson, 1976, Ohno & Okada, 1977, Powell 1975, Perham
& Wilson, 1978). Estudos da dissociagdo alcalina do TMV em pH 9,5 a 10,5 e separagdo
em gel agarose mostraram a predominancia de algumas formas distintas de particulas virais
parcialmente dissociadas correspondentes a aproximadamente 93, 68, 61, 39, 31, 24 e 16%
do comprimento do virus nativo, que ¢ de 300 nm (Hogue & Asselin, 1984). Outras

metodologias e investigagdes demonstraram intermedidrios semelhantes com pequenas



variagOes em numero de formas e em tamanho. (Perhan & Wilson, 1978, Pelcher & Halasa,
1979, Hogue & Asselin, 1984).

Experimentos realizados por Blowers & Wilson (1982) usando uréia para promover
dissociacdo do TMV mostraram dissociacdo do capsideo predominantemente na dire¢ao do
terminal 5" para 3 da molécula de RNA, semelhante as observagdes para a dissociacao
alcalina. Em outros virus, como o (CMV) virus do mosaico do “cowpea”, investigagdes
utilizando alta pressao hidrostatica em combina¢do com uréia mostraram que a molécula de
RNA estabiliza a particula do virus, e aumenta a reversibilidade de desnaturagdo induzida
por pressao (Da Poian et al., 1994).

Estudos de estabilidade em outros virus indicam que a associagdo ¢ facilitada por
interagdes especificas entre as subunidades da proteina e seqiliéncias internas no RNA
(Mesh et al., 1983, Mougel et al., 1987, Da Poian et al., 1995, Gaspar et al., 1997). No
TMV essa seqiiéncia no RNA ¢ conhecida como “origem de associacdo” ou “Oa” que
permite a nucleacdo para posterior elongacao (Zimmern & Butler, 1977). Modifica¢des na
conforma¢dao do RNA, ocorréncia de mutagdes e mudangas nas condigdes externas podem
afetar o inicio do “empacotamento”, bem como a velocidade de agregacdo, através de
mudangas nas interagdes proteina-RNA predominantemente na origem de associagao.

Recentemente nosso grupo descreveu alguns aspectos termodinadmicos da
dissociacdo e desnaturagdo do TMV utilizando alta pressdo hidrostatica em combinacao
com baixa temperatura na presenca e auséncia de uréia (Bonafe er al., 1998). Nessa
investigacdo, a dissociagdo do TMV foi monitorada pela diminuicdo da intensidade de
espalhamento de luz na suspensdo de virus. A ocorréncia de estruturas desnaturadas foi
determinada pelo desvio para o vermelho do espectro de emissdo de fluorescéncia. Esses

resultados ndo indicaram desnatura¢cdo quando a dissociacdo foi realizada por pressdo em



baixa temperatura e na auséncia de uréia. Em temperatura de 20 °C ocorreu reduzida
dissociacdo mesmo em pressao de 250 MPa. Em concentragdes subdesnaturantes de uréia
(2,5M) em pressao atmosférica foi observada significativa dissociacdo. Apenas em altas
concentragdes de uréia, ou em concentracdes subdesnaturantes de uréia em combinagdo
com alta pressao, ocorreu desnaturagdo apreciavel.

No presente trabalho estendemos as investigagdes com o TMV submetido em
diferentes condigdes de pH e alta pressdo hidrostatica. A possivel ocorréncia de
desnaturacdo sob estas condi¢des foi analisada através de espectros de emissdo de
fluorescéncias. A metodologia usada para caracterizar o processo de dissociagdo foi
realizada através do espalhamento de luz, o qual forneceu uma anélise quantitativa do efeito
de prétons na dissociagdo do TMV, e permitiu uma estimativa da energia e da variagao de

volume de dissociagdo em cada pH.

Estrutura do TMV

O TMV ¢ um fitopatogeno bastante estudado que produz manchas e descoloragdes
nas folhas do tabaco, conforme seu nome sugere. Esse virus, cuja massa molecular ¢ de
40.000 kDa, ¢ um excelente modelo para estudo de montagem viral por seu facil isolamento
e manipulagdo. O TMV ¢ constituido de um cilindro de cerca de 300 nm de comprimento e
18 nm de didmetro, que consiste de 2130 copias de proteinas capsidica (17,5 kDa, 158
residuos de aminodcidos), formando uma hélice de 16 e 1/3 de subunidades por volta, com
um canal interno (Goelet et al., 1982). O material genético deste virus ¢ uma fita simples
positiva de RNA, com 6.400 nucleotideos (2.000 kDa), enovelado internamente ao

capsideo protéico formando uma hélice na qual cada subunidade protéica se liga a 3



nucleotideos (Hirth & Richards, 1981). A Figura 1A, mostra o desenho do TMV e suas
partes constituintes.

Dependendo das condigdes de forga ionica e pH, a proteina capsidica, facilmente
isolavel, se polimeriza de diferentes modos. Por exemplo, em pH 8,0 e alta forga ionica,
ocorre formagdo de particulas com coeficiente de sedimentacao 27S, 37S ou mais. Em pH
7,0 e baixa forca idnica, ocorre a formacdo de discos duplos de 20S, mas que ndo se
agregam. Em pH acima de 7,0 e baixa for¢ca idnica, a proteina se encontra com
polimerizacao bastante limitada, observando-se monomeros, talvez dimeros, trimeros e, em
menor percentagem, associacdo em agregados maiores. Em pH abaixo de 7,0 e baixa forca
i0nica, a proteina capsidica se associa formando longas hélices, semelhante a estrutura
protéica do capsideo do virus nativo. Em pH 7,0 e média forca idnica sdo observadas
apenas proto-hélices, com 39 + 2 subunidades por volta, similares as estruturas das longas
hélices mencionadas acima. Em pH neutro e baixa for¢ca ionica (condigdes que se
assemelham as fisioldgicas), a proteina capsidica forma hélices somente na presenca de
RNA viral (Klug, 1972, Hith & Richards, 1981), Figura 2.

A associacdo do RNA viral com a proteina capsidica, baseado em inumeros dados
experimentais, pode ser descrita em duas etapas: nucleagdo e rapido elongamento. Em
ambas as etapas ocorre a incorporagdes de agregados de discos 20S no terminal 5'do RNA,
enquanto que no terminal 3" ocorre lento elongamento de agregados protéicos menores

(Butler, 1999, Klug, 1999).
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Figura 1. A) Desenho esquematizando o TMV e seus componentes, adaptado de Stubbs,
1999. B) grupos carboxilicos de residuos de glutamato e/ou aspartato localizados entre as
interfaces das subunidades do TMV, na auséncia e presenca de H' respectivamente,
adaptado de Klug, 1972.
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Figura 2. Tipos de arranjos da proteina capsidica do TMV, em diferentes condi¢des de pH e
forca ionica. Esquema adaptado de Hirth & Richards, 1981.



Dissociacao do TMYV dentro da célula hospedeira.

O TMV ¢ altamente estdvel e é capaz de sobreviver por longos periodos no
ambiente. No ponto de vista evolutivo isso deve estar relacionado ao fato deste virus nao
possuir um vetor especifico, ¢ de seu mecanismo de transmissdo ser dependente de via
mecanica (rompimento da parede celular do hospedeiro). Porém, apds entrar na célula o
TMV se desestabiliza, se dissociando e liberando seu material genético, para iniciar o
processo de replicagdo viral. Assim, alteracdes na estabilidade do TMV se devem a
capacidade das subunidades responderem as mudangas ambientais. Caspar na década de 60
propds que grupos carboxilicos de glutamato ou aspartato existentes entre as subunidades,
possuem um pK em torno de 7,1 gerando uma interacdo repulsiva entre as cargas negativas
destes grupos. Essa tensdo seria reduzida pela presenga de protons ou Ca®’, através da
neutralizagdo das cargas negativas, aumentando a estabilidade e a afinidade entre
subunidades, como ¢ mostrado na Figura 1B. No meio celular, através de mudancas nas
concentragdes de protons ou Ca*”, 0 TMV teria excesso de grupos carboxilicos carregados
negativamente. A for¢a repulsiva derivada destas interacdes poderia desestabilizar a
estrutura do TMV, provocando sua dissociagao e iniciando o processo de replicacdo viral

(Caspar, 1963, Klug, 1972, Culver, 2002).
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ o estudo de parametros termodinamicos da dissociacao
do TMV em diferentes valores de pH através de alta pressdo hidrostatica. Entre esses
parametros estdo a energia livre de dissociagdo, variacdo de volume e andlises quantitativa
da participagdo de protons no processo de dissociacdo. Para monitorar a dissociacdo e
processos de desnaturagdo foram usadas medidas de espalhamento de luz, fluorescéncia e

tempo de vida (de triptofano), assim como microscopia eletronica e gel filtragdo em HPLC.
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MATERIAL E METODOS

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Utilizou-se dgua deionizada
em sistema Milli-Q. Os experimentos foram realizados utilizando-se tampdes 50mM de
acetato de sodio, pH 4,2 e 5,2, Bis Tris propano, pH 6,0 e 6,5 ¢ Tris HCI pH 7,0, 7,5, 8,0,
8,5 ¢ 9,0. As escolhas dos tampdes se deu devido a baixa dependéncia de seus pKas em
func¢do da pressdo (Neuman, et al., 1973).

Os experimentos foram realizados a 4°C e em todos foram utilizadas a mesma

concentragdo de virus: 0,25 mg/mL.

Purificacao do TMV

A purificagdo do TMV foi obtida pela adaptacdo do método descrito por Asselin &
Zaitlin (1978) (“Método PEG — Celite — Triton X-100 — fosfato”). As folhas de tabaco
(Nicotiana tabacum) infectadas pelo virus foram homogenizadas com solu¢do de Na2PO4
0,5M em ascorbato de soédio 0,5% (m/v), na propor¢ao de 1,3 mL/g de tecido fresco.
Manteve-se o material a 4 °C, exceto quando mencionada outra condi¢do. A suspensdo foi
filtrada em filtro de nylon, clarificando-se com celitre, 5g/100mL, e centrifugada a 10.000 x
g por 30 min. O sobrenadante foi filtrado e o virus precipitado por adicdo de
polietilenoglicol 6.000 e NaCl, em concentracdes finais de 3% e 1% em massa,

respectivamente. Apos 10 min sob agitagao e repouso por 20 min em banho de gelo, a
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suspensdo foi novamente centrifugada a 10.000 x g por 30 min. O precipitado foi

ressuspenso em um quarto do volume original com NapHPO4 0,01M e Na-ascorbato

0,01% (m/v), e submetido a novo processo de clarifica¢do, precipitagdo e ressuspensao, nas
mesmas condi¢des. Apds centrifigacdo da solugdo a 10.000 x g por 15 min, adicionou-se ao
sobrenadante Triton X-100, obtendo-se uma concentragdo final de 5% (m/v). A solugdo
obtida foi agitada e centrifugada a 90.000 x g por 2h em gradiente descontinuo de sacarose
(60% e 20%). A fragdo de TMV foi coletada na interface entre 60 e 20% de sacarose, e
dialisada contra EDTA 1mM, pH 7,2, e depois contra tampao fosfato de sédio 0,2M, pH
7,0. A solugdo foi incubada a 37 °C por 4h apds 10 min de centrifugacao a 10.000 x g. A
solugdo contendo o virus foi novamente dialisada e centrifugada nas mesmas condigoes,
estocando-se 0 TMV a 4°C em presenga de azida sddica 0,001 g%.

Determinou-se a concentragao viral através da diferenga de absorbancia entre 260 e

290 nm (g0.1,% 260nm - €0,1,%290nm = 1,31). (Noordan, 1973)

Equipamento de alta pressao hidrostatica

O sistema utilizado consiste de um gerador de pressdo “HIP” que ¢ conectado a
camara de pressdo hidrostatica modelo “ISS HP”, Figuras 3A e B, respectivamente. Essa
camara possui trés janelas Opticas de safira, através das quais realizam-se medidas
espectroscopicas das amostras a pressdes de até 250 MPa, limite que essas janelas toleram.
No interior da camara coloca-se uma cubeta cilindrica de quartzo com volume de
aproximadamente 1,2 mL que contém a amostra a ser submetida a alta pressdo. Para evitar

contato da amostra com o fluido que transmite a pressdo (etanol), a cubeta foi selada com
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um tubo de polietileno cuja extremidade foi fechada por aquecimento, Figura 3C. Esse tubo
colapsado permite a equalizagdo da pressdo entre o meio hidrostatico e a amostra dentro da
cubeta, evitando ao mesmo tempo a mistura dos liquidos. A cubeta ¢ fixada em uma base
cilindrica metélica para evitar o movimento desta no interior da bomba. Utiliza-se etanol
absoluto como meio liquido para a transmissdo da pressao por possuir indice de refracao
préximo ao do quartzo, minimizando a perda de sinal nas medidas espectroscopicas.
Através de um sistema adaptado a amostra pode permanecer sob baixa temperatura pois
esta camara esta conectada a um banho refrigerador. O sistema gerador de pressdo ¢
automatizado e controlado por um software denominado “Automa” escrito na linguagem
Delphi 5.0 compativel com o Windows. Um computador controla a movimentacdo de um
motor acoplado ao gerador de pressdo, coleta os valores de comprimento de onda de
emissdo e excitagdo do monocromador do fluorimetro € movimenta os motores para ajuste
das janelas para leituras de fluorescéncia e espalhamento de luz, Figura 3D. O software
recebe informagdes das medidas de pressdo através de um sensor analdgico-digital, que

permite o controle da pressdo em tempo real (adaptado de Paladine & Weber, 1981).



Figura 3. A) Foto do gerador de pressao. B) foto da cdmara de pressdo onde sdo colocadas
as cubetas para realizacdo dos experimentos, mostrando as janelas por onde passam os
feixes de luz para realizacdo das medidas espectroscopicas e as mangueiras onde ¢
conectado o sistema refrigerador. C) foto das cubetas de quartzo, uma dividida ao meio
utilizada para os experimentos de microscopia sob alta pressdo, sem ser selada (lado
esquerdo) e a outra selada com tubo plastico de polietileno usada nos demais experimentos
(lado direito). D) foto do fluorimetro e do computador, o qual ¢ responsavel por executar

uma série de fungoes.
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Medidas de fluorescéncia e espalhamento de luz sob pressao

Os espectros de fluorescéncia e medidas de espalhamento de luz foram registrados
em um espectrofluorimetro “Edimburg FL 900”, equipado com uma lampada fonte de
xenonio. A fluorescéncia intrinseca ¢ devida a residuos aromaticos de triptofano,
predominantemente, ¢ pode ser utilizada para acompanhar o estado de agregacdo do TMV,
a exemplo de proteinas em geral. O processo de dissociagdo leva a exposi¢ao de residuos de
triptofano ao solvente, ocorrendo desvio para o vermelho do espectro de emissdo de
fluorescéncia (Silva & Weber, 1988). Originalmente obtém-se dados de intensidade de
fluorescéncia em fungdo do comprimento de onda, porém, foi feita a conversdo para
intensidade de fluorescéncia em funcdo do numero de onda, pois o ultimo ¢ diretamente
proporcional a energia associada ao foton. Para estas medidas foram utilizados
comprimento de onda de excitacdo de 280 nm, os espectros de fluorescéncias foram obtidos
entre 300 a 400 nm.

As medidas de espalhamento de luz foram realizadas objetivando a monitorizagdo
do estado de agregacdo do TMV sob pressdo. O espalhamento de luz Rayleight é excelente
para detectar a dissociagdo de agregados em particulas. Pode-se assumir que a intensidade
de luz espalhada ¢ proporcional a massa molecular média (M, ) para solucdes diluidas
(Silva et al., 1989). Assim, o grau de dissociagdo «,, pode ser relacionado a intensidade de

espalhamento de luz a pressdo p, S, , pela seguinte equagao:

ap = (Si-Sp)/(Si-Sp) (D

onde Sy e S; correspondem a intensidade de espalhamento de luz da forma dissociada e

associada, respectivamente (Silva et al., 1989). O espalhamento de luz foi medido em um
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angulo de 90° relativo a luz incidente, usando comprimento de onda de excitacdo de 340

nm e comprimento de onda de emissao entre 338 e 343 nm.

Medidas de tempo de vida sob pressao

Os estudos com tempo de vida (de triptofano) foram realizados no referido
espectrofluorimetro utilizando-se uma lampada ‘“nanoflash” preenchida com gas
hidrogénio. Esta lampada produz pulsos de luz de nanosegundos a sub-nanosegundos com
taxa de repeticdo acima de 50kHz, o que torna possivel contagens de fotons correlacionados
com o tempo. Neste tipo de medida a amostra ¢ excitada com um pulso de luz de
preferéncia muito mais curto que o tempo de decaimento da mesma. A intensidade tempo-
dependente ¢ entdo medida seguindo-se o pulso de excitacdo, sendo entdo calculado o
tempo de decaimento. A intensidade de decaimento experimentalmente obtida ¢ entdo
submetida a um ajuste, utilizando-se normalmente um modelo multiexponencial para
obtencao dos respectivos tempos de decaimento, fornecendo desta forma dados qualitativos
€ quantitativos a respeito das mudancas no ambiente dos fluoréforos no decorrer do
processo de dissociacdo. As amostras foram excitadas em 285 nm, com pulso de freqiiéncia

de 40 kHz e a emissio foi analisada em 320 nm.

Microscopia Eletronica

Foram realizadas em um microscopio eletronico de transmissao modelo “LEO 902”.

As amostras foram colocadas em grades de cobre revestidas com filme de carbono, nas

quais foram colocadas SuL de suspensdo viral (0,25 mg/mL) por grade, nas diferentes
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condi¢des experimentais. Apds 4 minutos as grades foram tratadas com solucdo
contrastante de acetato de uranila 1% (Raghavendra et al., 1986).

Para as microscopias foram escolhidas as amostras em tampao 50mM de acetato de
sodio pH 4,2, em tampao Bis Tris propano pH 6,5 e em tampao Tris HCI para as amostras
em pH 8,0 € 9,0.

As amostras foram submetidas a microscopia eletronica em pressao atmosférica e
fixadas em alta pressdo ou pos pressdo. A fixacao sob pressdo foi realizada através de uma
cubeta de quartzo com dois compartimentos separados na parte inferior (Figura 3C), onde
de um lado colocou-se a solugdo viral e do outro lado uma solucdo de glutaraldeido 0,5%
como fixador. A parte superior da cubeta foi preenchida com dodecano, selando-se com
tubo de polietileno, como no caso das cubetas de quartzo, utilizadas nos outros
experimentos de pressdo. As amostras foram comprimidas at¢ 220 MPa por tempo
determinado, e entdo a camara de alta pressdo foi invertida e agitada vigorosamente por
cerca de 10 minutos para mistura da amostra viral com o fixador. Feito isso, as amostras
foram descomprimidas e em seguida retiradas da cubeta para serem submetidas a

microscopia eletronica.

Gel filtracao em Cromatografia Liquida de Alta Performance

Foram realizadas em um cromatograma modelo “Shimadzu HPLC system”, para
avaliar o estado de agregacdo do TMV nas diferentes condi¢des de pH e pressdo. A coluna
utilizada foi a GPC 1000 (Synchropack, Inv., Linden, In), com fluxo de 0,3 mL/min, com
monitorizagdo da absorbancia a 280 nm. Considerou-se o volume de exclusdo da coluna

(Vo) como o volume de eluicdo do TMV (40.000 kDa), e o volume total (Vt) foi
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determinado utilizando-se hemoglobina humana (64 kDa). A hemoglobina extracelular de
anelideo G. paulistus foi utilizada como forma de calibrar a coluna, pois possui massa

molecular de 3,3 x 10° Da, peso intermediario entre 0 TMV e a hemoglobina humana.

CONSIDERACOES TEORICAS

A participagdo de protons na dissociagdo do TMV a suas subunidades e seu material

genético (representado por N), pode ser expressa da seguinte maneira:
(P, N)«Kin52130P + N+ v, H" 2)

onde, P 2130 N e 2130P + N, representam as formas nativa e dissociada do virus, K

corresponde a constante de equilibrio de dissociacdo do virus em condi¢gdes de pressdao
atmosférica e pH = 0, e vp, a0 niimero de protons absorvidos ou liberados durante o
processo de dissociagdo, conforme o sinal de vp Esse equilibrio certamente tem algumas
formas intermediarias, correspondentes possivelmente a “particulas parcialmente
dissociadas” (do inglés, PSV, ou “partially stripped virus”), (Hogue & Asselin, 1983).
Porém, a presente consideragdo esta relacionada ao equilibrio envolvendo uma dissociacao
completa

Essa reagdo ¢ descrita de forma semelhante a proposta de Bonafe et al, 1998,
(equacdo 6), mas aqui foi introduzida a participacdo de protons, importante para explicitar a
dependéncia de pH neste processo. Assim, se a exposicdo de uma das interfaces
subunidade-subunidade ao solvente modifica a interagdo de residuos durante a dissociagao

da proteina, o pK médio dos aminoécidos afetados deve mudar, gerando desta maneira uma
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liberagdo (vp >0) ou absor¢do (vp <0) liquida de protons, ou até mesmo uma aparente
independéncia de protons (vp =0).
A correspondente relagdo de equilibrio para a Eq. 2, corresponde a:

o _[PP™[NIH*]”

= 3
“ [Py30NV] ®

Essa equagdo pode ser reescrita para mostrar o comportamento esperado para as
espécies em outros valores de pH diferente de zero. Assim:

KM = Ko _ PL Ny @

atm [H+]UD [P213ON]pH
c

AG" =AG’ +v,RTIn[H']=AG" —2.303v, RTpH (5)

atm atm

onde K'" ¢ a constante de equilibrio de dissociagdo em um dado pH e pressdo atmosférica,

AG”" ¢ a varia¢do de energia livre de Gibbs de dissoci¢do, R é constante universal dos

atm

gases (8,31 J/mol.K), T ¢ a temperatura absoluta em Kelvin, ¢ AG"

atm

corresponde a
variagdo de energia de dissociacdo em pH=0. A forma derivada da Eq. 5 ¢ equivalente a
equacdo 20a de Chu er al., (1984) usada para analisar o efeito de prdotons sobre a
hemoglobina.

A relagdo que correlaciona essa constante de dissociacdo com a pressdo pode ser
obtida baseada nas mudangas de volume de dissociacdo, AV (Ruan & Weber, 1989), que ¢
dado como:

AG" = AGY + pAV (6)

onde AG;’H ¢ a variagao de energia livre de Gibbs de dissociacdo a um dado pH e pressao

p especificos.
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A constante de equilibrio de dissociagdo derivada da Eq. 6 corresponde a:

_ 0 P3O 1N

“ RT [P2130N]

PH,p

A presenca de pH e p na constante de equilibrio de dissociagdo, K;’H, e a

concentragdo de espécies do lado direito da Eq. 7 indica a dependéncia de pH e pressdo. A
Eq. 7, reescrita em termos de grau de dissociagdo , (que € razdo entre a quantidade de
virus que dissocia em relagdo a quantidade total de virus), permite uma correlacdo direta
com os dados experimentais (Bonafe ez al., 1998). Assim temos:

H H
K" =K’

atm

_ AV 21302130C2130a2131
exp( P )= (8)

RT (1-a)

onde C ¢ a concentragdo total de virus e a € o grau de dissociacdo observado em cada pH e

pressdo. A forma logaritimica nos fornece uma correlagao linear:

nk? —ing? LAY ©)
P RT

que ¢ 0 mesmo que:

lnk;’” = 21301n2130+21301nC+21311n0:—1n(1—0£) )

Note que aqui nos consideramos [P] =2130 aC, [N] = aC ¢ [P2130N] = (1-a) C.
O gréfico de In k;’H versus p fornece uma reta de onde se obtém os coeficientes linear ¢

angular (dados a partir da Eq. 9) que permitirdo a obten¢io dos valores para AG” e AV,

atm

respectivamente. A aplicabilidade e as limitacdes desses métodos sdo discutidos adiante.
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RESULTADOS

Efeito do pH sobre o estado de agregacao do TMV em pressao atmosférica

O estado de agregacdo do TMV foi estudado através de medidas de espalhamento
de luz em diferentes condigdes de pH em pressao atmosférica. A Figura 4, mostra a
diminui¢do da intensidade de espalhamento de luz com o aumento do pH. O grau de
dissociacao (o) foi aproximadamente 48% para a amostra de TMV em pH 9,0, diminuindo
para aproximadamente 14% para a amostra em pH 6,5, Figura 4, inclusdo. A tabela 1,
mostra os valores do grau de dissociagdo (o), do TMV nos demais valores de pH.

A estrutura do virus nestas condigcdes foi investigada através de microscopia
eletronica de transmissao, Figura 5. Em condi¢des de baixos valores de pH, Figura 5A e B,
observou-se maior numero de imagens de virus na forma associada. Em altos valores de
pH, Figura 5C e D, observou-se o predominio de fragmentos de virus e uma menor
tendéncia em ocorrer agregagdo, comparado com as amostras em baixos valores de pH.
Esses resultados estdo de acordo com os dados de espalhamento de luz e com o observado
na literatura. (Harrington & Schachman, 1956, Perham & Wilson, 1978, Pelcher & Halasa,

1979, Hogue & Asselin, 1984).

pH

4,2 5,2 6 6,5 7 7,5 8 8,5

la 0,0613 | 0,06131 | 0,1192 0,1405 0,2198 0,2719 0,3079 0,4004

0,4858

Tabela 1, mostra os valores do grau de dissocia¢do (o) do TMV em diferentes valores de
pH e pressao
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Figura 4. Efeito do pH sobre a intensidade de espalhamento de luz no TMV. A solugdo de
virus utilizada foi de 0,25 mg/mL, as amostras estavam em tampao 50 mM de acetato de
sodio para pH 4,2 e 5,2, Bis Tris propano para pH 6,0 ¢ 6,5 e Tris HCI para pH 7,0 a 9,0.
As amostras foram preparadas e colocadas numa cubeta de quartzo, e apds repouso de 24h
foram realizadas as medidas espectroscopicas. Figura 4, inclusdo: grau de dissociacdo (o)
em funcao do pH, calculado a partir da Eq. 1.
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Figura 5. Microscopia eletronica de transmissdao do TMV em diferentes valores de pH e em
pressdo atmosférica. A solucdo viral de 0,25 mg/mL estava em tampao 50 mM de acetato
de sodio pH 4,2 (A), Bis Tris propano pH 6,5 (B), Tris HCI pH 8,0 (C) e pH 9,0 (D). As
amostras foram preparadas e depois de 24h foram realizadas as microscopias. Contrastante
negativo: acetato de uranila 1%. A barra de calibracdo corresponde a 50 nm.
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Efeito da alta pressao sobre o TMV em diferentes valores de pH

O processo de dissociagdo do TMV foi monitorado através do espalhamento de luz
sobre as amostras de TMV em diferentes valores de pH e pressdo, Figura 6. Foi possivel
observar que a intensidade de espalhamento de luz foi maior em pressdao e pH menores. A
partir de pH 7,0, houve queda de espalhamento de luz ja a pressdao atmosférica, facilitando
significativamente a dissociacdo induzida por pressdo. No retorno a pressdo atmosférica
apos alta pressao ndo se observou significativa recuperacao da intensidade de espalhamento
de luz para as amostras em pH > 6,0, indicando estabiliza¢do dos produtos de dissociacao,
representados nesta figura pelos simbolos abertos.

Foi estudado o perfil de elui¢ao através de cromatografia de alta performance em
gel filtracido do TMV, em diferentes valores de pH, e apds incubacdo em alta pressao,
Figura 7. Em pH 6,5 em pressao atmosférica e apos pressao de 220 MPa, o TMV eluiu no
volume de exclusdo da coluna (Vo), indicando que os produtos de dissociagao
apresentavam ainda um alto peso molecular, Figura 7A, enquanto que em pH 8,0 em
pressao atmosférica o TMV ja apresentava parcial dissociacdo, que foi mais acentuada apds
pressao de 220 MPa, eluindo proximo ao volume total da coluna, correspondendo a
produtos de dissociacdo de baixo peso molecular, Figura 7B.

A Figura 8 mostra a microscopia eletronica de transmissao do TMV fixado sob
pressdo de 220 MPa e no retorno a pressao atmosférica. Em pH 6,5, foi observado um
grande numero de particulas menores de TMV, Figuras 8A e B. O mesmo efeito foi
observado em pH 8,0, porém, com maior intensidade no grau de dissociacdo, Figuras 8C e
D. Em ambos valores de pH as espécies dissociadas mostraram uma tendéncia reduzida em

se reassociar apos incubagdo em alta pressao.
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Figura 6. Efeito da pressao sobre o TMV em diferentes valores de pH. A solucdo de virus
0,25 mg/mL estava em tampao 50 mM de acetato de sodio (pH 4,2 ¢ 5,2), Bis Tris propano
(pH 6,0 e 6,5) e Tris HCI (pH 7,0 a 9,0). Apds o preparo as amostras foram submetidas a
alta pressdo, as medidas de espalhamento de luz foram realizadas 16 minutos apds cada
nivel de pressdo. U.A. = unidade arbitraria. Simbolos abertos: retorno a pressdo
atmosférica. Os experimentos foram feitos em triplicata apresentando desvio padrao menor
que os simbolos.
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Figura 7. Cromatografia de alta performance em gel filtragio do TMV em diferentes
valores de pH, a pressdo atmosférica e apos pressao de 220 MPa. Foram aplicados 100 pl
da amostra viral (0,25 mg/mL) e o fluxo utilizado foi de 0,3 mL/ min. Linha tracejada,
TMV em pressdao atmosférica e linha continua TMV apds 100 minutos incubados sob
pressao de 220 MPa. (A) TMV pH 6,5 em tampao 50 mM Bis Tris propano, (B) TMV pH
8,0 em tampdo 50 mM Tris HCL. Vo ¢ o volume inicial e, Ec e Vt, correspondem,
respectivamente, ao ponto de elui¢do da hemoglobina extracelular de anelideo G. paulistus
de 3,3 x 10° Da. e da hemoglobina humana de 64 kDa. U.A. = unidade arbitraria.
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Figura 8. Microscopia eletronica do TMV fixado sob pressdo e apds retorno a pressao
atmosférica. Solucdo de virus de 0,25 mg/mL em tampdo 50 mM de Bis Tris propano pH
6,5 (A e B) e Tris HCI pH 8,0 (C e D). O TMV foi incubado por 100 min em pressao de
220 MPa e fixado nesta pressao (A e C) e 40 min. apds retornar a pressao atmosférica (B e
D). A fixacdo foi realizada com solu¢ao de glutaraldeido 0,5%. Contrastante negativo
acetato de uranila 1%. A barra de calibracdo corresponde a 50 nm.
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Os dados de espalhamento de luz da Figura 6, podem ser correlacionados aos
respectivos graus de dissociagdo (o) através da Eq. 1, Figura 9A. Considerou-se o = 0
(100% associado) a solucdo de TMV em pH 4,2, a qual apresentou uma maior intensidade
de espalhamento de luz, e a = 1 (100% dissociado) para o TMV em pH 9,0 sob pressdo de
220 MPa, condi¢ao de intensidade de espalhamento de luz similar a solu¢do tampao. Os
dados mostrados sdo semelhantes aos descritos para a Figura 6, porém, com uma melhor
idéia quantitativa da dissociagdo. Em baixos valores de pH (4,2 e 5,2), mesmo sob alta
pressdo as amostras apresentaram dissociacdo em torno de 10%. Dissociag¢ao intermediaria
foi observada nas amostras em pH 6,0 e 6,5, com aproximadamente 60 ¢ 65% de
dissociacdo, respectivamente. Acima de pH 7,5 atingiu-se 100% de dissociag¢do. No retorno
a pressao atmosférica, as amostras acima de pH 5,2, permaneceram dissociadas, Figura 9A,
simbolos abertos. A tabela 2, mostra todos os valores do grau de dissociagdo (o) do TMV

em diferentes condi¢des de pH e pressdao. Com a aplicacdo da Eq. 9, a representagdo grafica

pH
de nK , versus p, fornece a relagéo linear destes pontos, que ¢ mostrada na Figura 9B,

cujo coeficiente linear e angular correspondem, respectivamente, aos valores de AG”? e

atm

AV de dissociagao.

A Figura 10 mostra o calculo do AG”” em fungdo do pH. Observa-se a diminuigdo

am
da energia livre de dissocia¢ao de 88,49 para 58,43 MJ/mol de TMV na elevagdo do pH de
4,2 a 9,0, portanto, com uma energia de estabilizagdo de 30,06 MJ/mol de TMV nessa
mudanga de pH, correspondendo a 14,1 kJ/mol de subunidade de TMV. A variacao de
volume de dissociagdo com o pH ¢ mostrado na Figura 10, inclusdo. Observou-se uma
diminui¢do em valores absolutos de -49,7 para -21,7 mL/mol de subunidade de TMV, na

variagdo de pH de 4,2 a 9,0. Isso sugere que as espécies dissociadas presentes na solucao
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apresentam uma nova conformacdo, onde ocorre exposicdo parcial das interfaces das
subunidades da proteina, ¢ o possivel surgimento de espagos ndo ocupados entre as
subunidades dissociadas faz com que haja uma nova reorganizagdo do solvente, que entao
passa a ocupar um menor volume (Silva et al., 2001).

A estequiometria de protons na dissociagdo do TMV (vp, Eq. 2) pode ser obtida

pH
atm

graficamente através da Eq. 5. O ajuste linear dos resultados obtidos para AG”’ versus pH,

Figura 10, fornece como coeficiente linear o AG.

. 1gual a 119,43 MJ/mol de TMV, e o
coeficiente angular corresponde ao v, igual a 1349,42 mol de H'/mol de particula de virus,
ou 0,634 mol de H'/ mol de subunidade de TMV.

Para investigar se as estruturas formadas em solugdo estavam desnaturadas, foi
examinado o espectro de emissdo de fluorescéncia em varios valores de pH e pressdo. A
figura 11, inclusdo, mostra um aumento da intensidade de fluorescéncia do TMV com o
aumento do pH e pressdo. A figura 11, mostra a normalizagdo (através da intensidade)
dessas fluorescéncias, e comparando-se os extremos em pH 9,0 sob pressdo de 220 MPa, e
em pH 4,2 em pressdo atmosférica, (linhas a e b, respectivamente), foi observada uma
pequena mudanca para o vermelho do espectro de emissdo de fluorescéncia de
aproximadamente 200 cm™ | indicando assim auséncia de desnaturagdo significativa. Em
contraste, a presencga de uréia 4M em pressao atmosférica em pH 7,0 induziu significativa
mudanga para o vermelho do espectro de emissio de fluorescéncia, 2600 cm™ (linha c).

As andlises de dinamica de fluorescéncia do TMV para estudo de tempo de vida de
triptofano foram feitas nestas condi¢des, Figura 12. Observa-se um continuo aumento no

tempo de vida médio de triptofano com aumento do pH em pressdo atmosférica, sob

pressdo de 220 MPa, e um aumento mais significativo na presencga de uréia 4M em pressao
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atmosférica. A tabela 3, mostra os valores do tempo de vida médio de triptofano do TMV

nestas diferentes condigdes.
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pH
Pressao 4,2 52 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5, 9,0
MPa a a a a a a a a a
0 0 0,0015| 0,06171| 0,08445| 0,16894| 0,25325| 0,27929| 0,37548| 0,46441
13,789| 0,00084| 0,00247| 0,04478| 0,09802| 0,16837| 0,26443| 0,30437| 0,44215| 0,57698
27,579| 0,00169| 0,00578| 0,01457| 0,09171| 0,17454| 0,27545| 0,33829| 0,52891 0,675
41,368 0,00174| 0,00751| 0,02941| 0,11265| 0,17613 0,3125| 0,41382| 0,64032| 0,73496
55,158| 0,00196f 0,00947| 0,06559| 0,13454| 0,21205| 0,34965| 0,50123| 0,73426| 0,78921
68,97| 0,00215| 0,01245| 0,04283| 0,15325| 0,20794| 0,41404| 0,58142| 0,82434| 0,84429
82,737 0,00407| 0,01687| 0,05182| 0,17451| 0,19301| 0,44864| 0,70416| 0,88638| 0,88619
96,526| 0,00697| 0,01845| 0,07787| 0,18452| 0,22896| 0,46618 0,8196| 0,92479| 0,91691
110,32 0,01446| 0,02458| 0,08244| 0,19654| 0,30297 0,6179| 0,88791| 0,96432| 0,93929
124,11 0,01644| 0,02851| 0,14029| 0,21247| 0,35069| 0,80858 0,9276| 0,97899| 0,94718
137,89| 0,01845| 0,03476| 0,15748| 0,30021| 0,53179| 0,90487 0,9499| 0,98712| 0,97213
151,68 0,02619| 0,04487| 0,19068| 0,41301 0,7002| 0,94863| 0,96604| 0,99062( 0,98083
165,47 0,04809| 0,05106| 0,24711| 0,53211| 0,75392| 0,96632| 0,97689| 0,98795| 0,98842
179,26/ 0,04861| 0,06706| 0,29139| 0,56408| 0,80947| 0,97666| 0,98372| 0,99574| 0,99402
193,05/ 0,06615| 0,07039| 0,39948| 0,59209| 0,84595| 0,98266| 0,98828| 0,99835| 0,99731
206,84| 0,08802| 0,10559| 0,52834| 0,61852| 0,86679| 0,98779| 0,99232| 0,99894| 0,99934
220,63| 0,09644| 0,10836/ 0,59981| 0,65395| 0,88537| 0,98782| 0,99619| 0,99971| 0,99915
0 Volta |0,0095 {0,1052 |0,6045 |0,6534 [0,8952 [0,9825 10,9954 [0,9941 10,9991
Tabela 2, valores do grau de dissociacdo (a) do TMV em diferentes condi¢cdes de pH ¢
pressao.
Tempo de vida médio de triptofano do TMV
PH
4,2 52 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
Controle| 2,88 2,89 3,07 3 3,15 3,2 3,3 3,41 3,51
220 2,9 3,6 4,07 4,3
MPa
Uréia 3,16 4,55 5,25 6,42 7,67
4M

Tabela 3, valores de tempo de vida médio de triptofano do TMV, em diferentes condigdes
de pH e pressao.
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Figura 9. A) Grau de dissocia¢do baseado nos dados de espalhamento de luz da Figura 6 e
Eq. 1. B) Grafico de In KIfH em fungédo da pressdo, onde In KI‘fH =21301n2130+2130 In

C + 2131 In a - In (1-a). As linhas sdo correspondentes aos ajustes lineares desses dados
em cada pH.
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Figura 10. Efeito do pH sobre a energia livre de Gibbs na dissociagio do TMV, AG”?.

atm
Esses resultados foram obtidos dos ajustes lineares da Figura 9B aplicados a Eq. 9. Figura
10, inclusdo: variacao de volume de dissociacdo AV em fun¢do do pH. Dados obtidos dos
ajustes angulares da Figura 9B.
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Figura 11 Efeito do pH sobre o espectro de emissdo de fluorescéncia do TMV
(normalizadas pela intensidade), (a) em pressdo atmosférica em tampao S0mM de acetato
de sodio pH 4,2, (b) sob pressao de 220 MPa em tampao 50 mM Tris HCL pH 9,0 e (¢) em
pressdo atmosférica em tampao Tris HCL pH 7,0 em combinagdo com uréia 4M. Figura 11,
inclusdo: Efeito do pH sobre o espectro de emissao de fluorescéncia do TMV em diferentes
valores de pH e pressdo, dados ndo normalizados.
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DISCUSAO

O presente trabalho mostra quantitativamente o efeito do pH na estabilidade do
TMYV, fendmeno bastante conhecido para este virus classico, porém, ndo tendo sido feita
anteriormente a analise desse parametro. O efeito de prétons na estabilidade deste virus é
devido a interagdo de grupos carboxilicos de aminoacidos existentes entre as subunidades.
A neutralizagio destes grupos por fons H' diminui a repulsio eletrostatica entre as
subunidades do TMV, com conseqiiente aumento na afinidade entre as mesmas. Em pH
alcalino predominam as repulsdes eletrostaticas entre as subunidades facilitando a
dissociacdo (Caspar, 1963, Klug, 1972, Culver, 2002). A introdug¢do de alta pressdo
permitiu promover dissociagdo de maneira significativa, e assim analisar mais
detalhadamente a estequiometria de protons.

Os experimentos de dissociagdo em diferentes condi¢gdes de pH e pressdo indicaram
que durante a dissociacdo do TMV, suas subunidades sofrem mudangas estruturais que

levam a uma liberacdo de protons. Em pH alcalino observa-se facilitagdo da dissociacao,

portanto, reducdo da afinidade entre suas subunidades (AG””). Este comportamento &

atm
também observado em varios processos envolvendo agregados protéicos, incluindo a
dissociacdo da hemocianina (Bonafe et al., 1991, 1994) e a dissociacdo e oxigenacdo da
hemoglobina humana (Chu er al., 1984), mostrando a abrangéncia e significativa
participagdo dos protons na regulagdo da funcdo e na dindmica de proteinas. Outros ions,
como o cdlcio, apresentam efeitos significativos de estabilizagdo em varios sistemas, entre
eles a hemocianina e a hemoglobina extracelular, incluindo processo de reassociacdo de

moléculas dissociadas (Bonafe et al., 1991, 1994).
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Para quantificar a atuagdo dos protons na classica dissociagdo do TMV, os

resultados obtidos pelo grafico do AG?” em fung¢do do pH foram tragados usando um

atm
modelo linear baseado em uma unica estrutura de virus sujeita a dissociagdo. Assim, os
dados experimentais de natureza sigmoidal sugeriram pelo menos duas estruturas ou
estados de agregacdes virais distintos, cada um predominando em diferentes extremos de
pH. Nesse contexto, o numero de prdotons obtidos na dissociagdo, 0,634 mol de H'/mol de
subunidades de TMV, representam uma média de populagdes provavelmente heterogéneas.
A heterogenidade tém sido observada em varios sistemas (Silva et al., 1989, Erijman &
Weber, 1991, Bonafe et al., 1994). No caso do TMV, essa heterogenidade pode
corresponder as diferentes formas de dissocia¢do observadas na literatura (Harrington &
Schachman, 1956, Perham & Wilson, 1978, Pelcher & Halasa, 1979, Hogue & Asselin,
1984).

Weber (1986), propds que moléculas de 4gua em contato com interfaces proteina-
proteina das espécies dissociadas mudam as estruturas das espécies pela interagdo com
regides hidrofobicas, levando a diminuicdo de afinidade entre as subunidades. A formacao
dessas estruturas seria controlada por um processo que levaria em conta a extensao das
exposi¢oes das subunidades livres com as moléculas de agua. Isso pode explicar os
resultados obtidos aqui, bem como os relatos encontrados, tais como o alto grau de
associacdo observado durante um ciclo rdpido de compressdo/descompressdo e a
progressiva diminui¢do na reversibilidade com o aumento de tempo nesses experimentos
(Weber 1986, Bonafe et al., 1994). Os resultados obtidos para a mudanga de energia de

dissociagdo e para o retorno as condigdes de pressdo atmosférica apds compressao indicam
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que em altos valores de pH e pressdo, estruturas de baixa afinidade predominam em
solucdo.

A desestabilizagdo do TMV pelo aumento do pH parece estar relacionada com trés
sitios de repulsdo eletrostatica com envolvimento de grupos carboxilicos, que sdao: Glu 50
de uma subunidade ¢ Asp 77 de uma subunidade adjacente, Glu 95 ¢ Glu 106 de
subunidades adjacentes, e o sitio de ligacdo do RNA, onde o Asp 116 estd proximo a um
fosfato do RNA (Namba et al., 1989). Culver et al. (1995), demonstraram que mutagénese
sitio dirigidas do Glu 50 e Asp 77, substituidos respectivamente por Gln e Asn, resulta em
uma estabilizacdo alcalina e significativa perda da infectividade. Neste contexto,
provavelmente, a maioria da contribuicdo dos protons encontrados para a estequiometria
(0.634 mol de H'/mol de subunidade de TMV) sio originadas desses trés grupos.

Os valores de AV obtidos durante dissociacdo por pressdo indicam um
comportamento heterogéneo, com uma redugdo nos valores em termos absolutos de —49,7 a
-21,7 mL/ mol de subunidade de TMV, com aumento do pH de 4,2 a 9,0. O sinal e a
magnitude das mudangas de volume em resposta ao efeito da pressdo em processos
biologicos tém sido extensivamente discutidos (Kauzmann, 1987, Dill 1990). Para muitas
proteinas analisadas em baixa e moderada temperatura, a variagdo de volume ¢ negativa
(Royer 2002). A origem da diminui¢do de volume no processo de dissociagao pode ser
explicado pelos seguintes fendomenos: organizacao do solvente e conseqiiente contragdo de
volume, denominado de eletrostric¢do, devido a quebra de pontes salinas ou exposi¢ao de
residuos polares e nao polares seguidos pela hidratagao e, ocupagdo do solvente em espagos

livres surgidos de contatos imperfeitos entre as subunidades dissociadas (Silva et al., 2001).
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Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o aumento do pH induz
aumento de exposicdo de grupos carregados, residuos polares e hidrofébicos e também a
exposicdo de cavidades que seriam preenchidas pelo solvente, reduzindo assim os valores
de AV de dissociagdo. Uma dependéncia similar de AV em fun¢do de pH foi também
observada para a desnaturagdo da RNase A (Brandts, et al., 1970) e para o apocitocromo
b562 a 20 °C, nesse caso mudando de -97 mL/mol em pH 3,92 a -60 mL/mol em pH 10
(Fuentes, et al., 1998).

Um fenomeno similar envolvendo uma diminui¢cdo no AV com a dissociagao do
TMYV com aumentos da concentragdo de uréia foi descrito anteriormente. Novamente nesse
caso deve ter ocorrido hidratagdo parcial das subunidades, com conseqiiente diminui¢do de
AV (Bonafe et al., 1998).

Normalmente ndo se observa desnaturacdo de virus apenas por alta pressdo (pelo
menos até¢ 220 MPa). Alta pressdo em rotavirus, promove significativa inativagdo em
poucos minutos, sem ocorréncia de desnaturacdo, porém, em presenca de uréia mesmo em
baixas concentragdes como 1M, ¢ observada importante desnaturagdo (Pontes et al., 2001).
Experimentos com o bacteriofago R17 mostraram que o aumento da pressao de 0,1 a 250
MPa, promoveu desvio para o vermelho do espectro de emissdao de fluorescéncia de 150
cm’™, a0 passo que a presenca de uréia aumentou o desvio para o vermelho a 1000 cm™. O
efeito do pH sobre o espectro de emissao de fluorescéncia na dissociagdo do TMV mostrou
um comportamento similar aqueles observados para o efeito da pressdo. Embora o aumento
do pH da solucdo tenha facilitado a dissociacdo da proteina nesse intervalo de pH, foi
incapaz de desnaturar significativamente o TMV na auséncia de uréia. O aumento na

intensidade do espectro de emissdo de fluorescéncia em altos valores de pH e pressdo



40

sugeriu maior exposi¢do dos residuos de triptofano a moléculas de dgua, e a adigdo de uréia
aumentou drasticamente a polaridade no ambiente dos triptofanos, causando assim um
importante aumento no desvio para o vermelho do espectro de emissdo de fluorescéncia.
Analises do tempo de vida foram usadas para estudar detalhes no ambiente dos
aminodcidos na presenca e auséncia da molécula de RNA viral na estabilidade de virus (Da
Poian, et al., 2002). Esses autores compararam componentes “middle” e “bottom” isolados
por ultracentrifugacdo do virus do mosaico do cowpea (CMV), com o componente “top”
formado pelo capsideo vazio (livre do RNA), que tem coeficiente de sedimentagdo menor,
ocupando um nivel mais alto no tubo. O tempo de vida do triptofano foi menor na presenga
do RNA (1,8 e 2,8 ns para os componentes “middle” e “bottom”, respectivamente),

2

enquanto que o componente “top”, livre do RNA, apresentou tempo de vida de 4,2 ns.
Esses resultados sugeriram uma maior estabilidade da particula viral mediada pela
molécula de RNA (Da Poian et al., 2002). Analogamente, a presente investigagcdo detectou
um importante efeito de pH no tempo de vida de triptofano para o TMV. Assim, a reducdo
observada no tempo de vida em baixos valores de pH sugeriram que o aumento na
estabilidade viral teve correlagdo com o tempo de vida médio dos residuos de triptofano.
Desde a evidéncia inicial do envolvimento de prétons na associacdo das
subunidades do TMV obtidas por Sreenivasaya & Pirie (1938), muitos esforcos t€ém sido
realizados para fornecer uma explicag@o plausivel do mecanismo envolvido nesse processo,
bem como sua regulacdo. O presente trabalho para quantificar os protons envolvidos na
dissociacdo viral fornece uma informac¢do importante acerca da quantificagdo desse
importante efetor, na estabilidade do virus. A relevancia desses resultados se relaciona da

diversidade de processos bioldgicos que usam esse efetor como ion comum em inimeros

passos de reagdo. A conseqiiéncia desse fendmeno ¢ a formagdo de estados relativos de
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energia, correspondendo a diferentes estruturas em solucdo a serem moduladas pela
variagdo do pH, dependendo da estequiometria de prétons envolvidos em cada passo da
reacao.

A evidéncia de que o pH modula a dissocia¢do por alta pressdo sem modificagdo
dréstica das estruturas protéicas dissociadas (pois ndo ocorre desnaturacdo significativa),
sugere que a inativacdo de virus por pressdo deve ser investigada cuidadosamente em
diversas condicdes para otimizagao dos efeitos imunogénicos e eficiéncia na inativacao. O
estudo do mecanismo de inativagdo por pressdo, mesmo em virus complexos, tem
desvendado detalhes em eventos moleculares. Recentemente, estudos de virus envelopados
como o VSV mostraram através de microscopia de fluorescéncia que as particulas virais
pressurizadas mantém propriedades fusogénicas com a membrana da célula sem causar
infec¢do viral, o que sugere um mecanismo de inativacdo por pressao (Gomes, et al., 2003).
Os resultados presentes refor¢am as expectativas que a inativagdo por pressdo representa
uma poderosa ferramenta para a producdo de vacinas antivirais de aplicagdes médicas. A
compreensdo da participagdo de fatores fisicos e quimicos na estabilidade viral contribui

para progressos nessa area.
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CONCLUOES

- O pH altera de maneira significativa a estabilidade viral, conforme inumeros
trabalhos na literatura, e isso ¢ bem evidenciado utilizando-se alta pressdo hidrostatica,
como ferramenta dissociativa.

- Os parametros termodindmicos de energia livre de dissociagdo nos diversos
valores de pH, mostraram uma desestabilizacao linear com o pH.

- A variacdo de volume encontrada em diferentes valores de pH, sugerem
importante exposicao de subunidades em altos valores de pH , repercutindo em diminuigdo
da variagdo de volume (em valores absolutos).

- A quantificacdio da estequiometria de protons no processo de dissociacio

caracterizou melhor tal fendmeno.
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