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" Talvez algum dia a soliddo venha a ser
adequadamente reconhecida e apreciada como
mestra da personalidade. Ha muito que os
orientais 0 sabem. O individuo que teve
experiéncia da solidio ndo se torna vitima
facil da sugestéio das massas. "

(De palavras lapidadas de Einstein)
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RESUMO

Investigou-se o efeito de baixa temperatura e diferentes concentragdes de uréia combinados
a alta presSéo hidrostatica (até 2,5 kbar) no Virus do Mosaico do Tabaco (TMV), um virus
cilindrico com 40.000 kDa de massa molecular, composto de aproximadamente 2.130 copias da
proteina capsidica (17,5 kDa) envolvendo uma fita de RNA positiva. O virus foi purificado a partir
de folhas de tabaco previamente infectadas com TMV. Os efeitos da pressdo foram investigados
utilizando gel filtragdo, microscopia eletronica (antes e depois de incubagio em alta pressfo), e
métodos espectroscopicos como espalhamento de luz Rayleigh (para avaliar o estado de
agregacio), fluorescéncia intrinseca com estudo da intensidade de fluorescéncia ¢ centro de massa
do espectro de emissdo (relacionado & ocorréncia de desnaturagdo), € fluorescéncia extrinseca
utilizando-se o Bis-(8-anilinonaftaleno-1-sulfonato) (Bis-ANS) como sonda de ambientes
hidrofobicos. Pressdo até 2,5 kbar induziu dissociagio a & = 18%, ¢ o subseqiiente abaixamento de
temperatura até -19 °C promoveu dissociagio adicional, levando « a 72%. Nessas condig¢des ndo
ocorreu mudanga significativa do centro de massa do espectro de emissdo, portanto sem
desnaturagio significativa. A sonda Bis-ANS interagiu mais intensamente com a proteina
capsidica na fase de abaixamento de temperatura, sugerindo estrutura semelhante a “molten-
globule”, € provavel interagio do Bis-ANS com residuos positivos da proteina capsidica.
Microscopia eletronica ¢ gel filtragdo mostraram que os produtos de dissocia¢lio sdo estdveis,
ocorrendo reassociagdo apos meses. O grafico de van’t Hoff permitiu calcular a entalpia (AH) e
entropia (AS) de associagio por subunidade deste sistema, respectivamente +8,23 kcal/mol e
+50,26 cal/K mol, mostrando que a associagio do TMV ¢ um processo entropicamente dirigido.

Uréia induziu significativa dissociagio do TMV, ¢ a incubagio em alta pressio promoveu

| dissociacio a graus mais elevados. Resultados de microscopia eletronica ¢ gel filtragdo foram

concordantes com esses achados. A desnaturagiio do TMV a pressio atmosférica foi observada
apenas a partir de concentragdes de uréia de 4,0 M. Alta pressdo induziu desnaturagiio do TMV em
presenca de uréia 2,5 M, com desvio para o vermelho do centro de massa a valores semelhantes aos
obtidos em presenga de uréia 6,0 M. A variagio de volume de associagdo calculada através da
dissociacdo por pressio (A4V,) diminuiu de 16,3 a 3,1 m/ / mol subunidade dissociante,
respectivamente na auséncia e na presenca de uréia 2,5 M. Essa diferenca sugere que a uréia
promove exposi¢io de interfaces proteina-proteina no TMV. A variagio de volume de
desnaturacio calculada através do centro de massa, AV, ,.em presenga de uréia 2,5 M, foi de 103,5

ml/mol subunidade desnaturada.
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SUMMARY

In this work it was investigated the effect of low temperature and different urea
concentrations combined with high hydrostatic pressure (up to 2.5 kbar) on purified samples
of Tobacco Mosaic Virus (TMV). The TMV is a single strand RNA (positive sense) virus,
showing a cylindrical morphology. It holds a molecular mass of 40,000 kDa and about 2130
copies of the capsidic protein (17.5 kDa). The effect of high pressure on the virus particles
was followed by gel filtration, electron microscopy studies and spectroscopic methods such as
Rayleigh light scattering (to evaluate the aggregation state), intrinsic fluorescence with
fluorescence intensity and center of mass emission spectra (related to denaturation occurrence)
studies, and extrinsic fluorescence by using of Bis-(8-anilinonaphthalene-1-sulfonate) (Bis-
ANS) as hydrofobic environment probe. Results indicated that incubation at 2.5 kbar have
induced dissociation to o = 18%, and decreasing of temperature to -19 °C have promoted
additional dissociation to oo = 72%. In such condition it did not occur significative change in
the center of mass emission spectra, therefore without significative denaturation. The Bis-
ANS probe interacted more intensively with the capsidic protein in the decreasing temperature
phase, suggesting similar structure to molten-glubule, and probable interaction of Bis-ANS
with positive residues of the capsidic protein. Electron microscopy and gel filtration studies
showed that the dissociation products are stable, occuring reassociation process afier months.
The plot of van’t Hoff allowed calculating the enthalpy (AH) and entropy (AS) of association
per subunit mol of that system, respectively of +8.23 kcal/mol and +50.26 cal/K mol,
indicating that the TMV association is an entropic driving process. Urea induced significative
dissociation of TMV samples, and the incubation at high pressure promoted dissociation at
higher levels. Electron microscopy and gel filtration results were in agreement with that
findings. The denaturation of TMV at atmospheric pressure was observed only at 4.0 M and
higher urea concentrations. High pressure induced TMV denaturation in the presence of 2.5 M
urea, followed by red shift of the mass center up to values similar to those obtained in the
presence of 6.0 M urea. The volume change of association calculated by the pressure
dissociation (AV),) decreased from 16.3 to 3.1 ml/mol subunit dissociated, respectively in the
absence and presence of 2.5 M urea. Such difference suggests that urea induces exposure of
the interface protein-protein in the TMV particle. The volume change of denaturation
calculated by the center of mass , AV, in the presence of 2.5 M urea was of 103.5 ml/mol

subunit denaturated.
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INTRODUCAO

O uso de pressio hidrostatica ¢ bastante eficiente para o estudo de processos que
ocorrem com variagio de volume. Em sistemas biologicos onde o conhecimento de
interagdes entre moléculas ¢ essencial, a pressdo ¢ uma ferramenta que permite variar
continuamente distdncias intermoleculares podendo fornecer novas informagdes sobre o
sisterna. Além disso, a introdugfio de fatores quimicos e fisicos adicionais a utilizagdo de
alta pressdo, tais como composigdo do solvente ¢ mudanca de temperatura, pode
enriquecer ainda mais as investigag@es dos processos dependentes de variagdo de volume
(Silva & Weber, 1993).

A associagio de proteinas é de grande importéncia para o estabelecimento e
regulagiio de processos biologicos, estando presente por exemplo em enzimas alostéricas,
ribossomos, proteinas de defesa, algumas proteinas carreadoras, capsideos virais, entre
outros. Em cada um destes sistemas, a associaglio em agregados suscita o aparecimento
de propriedades que nfio estdo presentes nas unidades proteicas separadas. No caso de
estruturas virais, o material genético do virus pode ser protegido € liberado no tempo e
local apropriado gragas ao elevado grau de interagdo entre as subunidades do capsideo
viral.

O uso de pressdo hidrostatica fornece um método de induzir a dissociagdo
reversivel de proteinas oligoméricas em concentragdes suficientemente altas de forma a se
poder acompanhar este processo através de iniimeras técnicas espectrofotométricas (Silva
& Weber, 1988; Bonafé e cols., 1991; Silva & Weber, 1993) e de transporte de massa.
Outros dados sobre o estado de agregagiio podem ser obtidos através de eletroforese e de
gel filtragio em HPLC como também dados morfologicos por microscopia eletronica
(Frossard, 1982; Lamy & Maaroufi, 1993).

Um dos fendmenos observados através dessa técnica levou a elaboragéo de uma
nova teoria sobre a associagio das subunidades, denominada 'deriva conformacional’ que
consiste na diminuicdo da afinidade entre as subunidades quando estas estdo separadas,

seja por pressio, por diluigdo ou baixa temperatura. Outro aspecto recentemente
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descoberto através da inducfio da dissociagdo de proteinas oligoméricas por pressdo ¢ a
heterogeneidade quanto a energia livie de associagio em proteinas com muitas
subunidades, ao contrario do observado em proteinas diméricas. Esse aspecto explica a
falta de dependéncia de concentragdio na curva de dissociaglo por pressdo para proteinas
de muitas subunidades (Silva & Weber, 1988; Ruan & Weber, 1989; Silva e cols., 1989,
Silva & Weber, 1993; Foguel e cols., 1995).

O efeito de alta pressdo no Virus do Mosaico do Tabaco (TMV) em extratos de
plantas infectadas foi estudado ha varias décadas por Giddings e cols. (1929), que
meostraram qué até 5 kbar n3o ocorreu inativagio, entretanto o TMV foi completamente
inativado a 9 kbar. Posteriormente, Lauffer & Dow (1941) demonstraram que a inativagio
por pressio de TMV purificado ocorre em poucos minutos a 7,5 kbar, e que ocorre a
formagio de um “coagulo com presenga de quantidades minimas de fosforo” apés
incubagfio em pressdo entre 6 ¢ 8 kbar, indicando “desnaturagfo viral, com liberagdo do
acido nucleico”. A inativagio ocorreu em uma velocidade muito maior que essa
desnaturagdo observada.

Nos ultimos anos tem sido utilizada alta pressdo hidrostitica para estudar a
dissociagdo de diversos virus com monitorizagdo de medidas espectroscopicas (Silva &
Weber, 1988; Da Poian ¢ cols., 1993, 1994). Algumas propriedades observadas com
proteinas oligoméricas estio presentes nesse sistema, como a deriva conformacional ¢ a

heterogeneidade quanto & energia livre de associagdo (Silva & Weber, 1988).
1- Pressdo hidrostatica e ligaces intermoleculares.

A aplicagio de pressdo afeta as interagOes internas pelas alteragdes nas distancias
(volumes) dos componentes, enquanto que a energia total do sistema se mantem quase
constante (Silva, 1993). As alteragBes sdo mais relevantes em sistemas onde ocorrem
reagdes que envolvam difefengas nas forgas intermoleculares dos produtos e reagentes
solvatados. Considerag@es sobre o processo de solvatagdo sdo importantes. As interagdes

de moléculas de 4gua com cargas ibnicas representam uma importante causa do
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decréscimo de volume, onde ocorre 0 empacotamento e organizagio dos dipolos da 4gua
em torno de cargas idnicas. Esse fenOmeno é chamado de “eletrostricgdo”, levando o
sistema a ocupagio de menor volume, em concordancia com o principio de Le Chatelier.
Reagdes entre reagentes e¢ produtos que levam a formagdo de grupos ionizéveis sio
altamente influenciadas pela pressdio (Weber & Drickamer, 1983).

Além disso, a aplicagdo de pressfo tende a aumentar a ionizagdo de eletrolitos
fracos em agua. Este fato foi observado pela primeira vez por Fanjung, em 1894, usando
medidas de condutincia sobre solugdes aquosas de acido carboxilico (citagdo de Lown e
cols., 1968).

A constante de ionizag#io de acidos fracos tende a aumentar 2 medida que se
aumenta a pressdo aplicada. Assim, o pH de solugdes tampdo aquosas varia com a presséo
aplicada. No caso do tampdo Tris-HCI usado nesse trabalho ocorre pequena mudanga de
volume e, conseqientemente a ionizagio apresenta pequena dependéncia da pressdo

(Neuman e cols., 1973).

2- Termodindmica da dissociacio de proteinas. Efeito da presséo.

A variagio da energia livre de Gibbs de dissociagio (AG) de proteinas

oligoméricas ¢ relacionada com a constante de dissociagdo a pressdo p, Kp, através de:

AG=-RTInKp 1)

onde R ¢ a constante universal dos gases, que € 1,9872 cal / K mol, e 7 ¢ a temperatura em
graus Kelvin. Por outro lado, AG se relaciona com a variagio de entalpia (AH) ¢ de

entropia (AS) através de:

AG = AH - TAS 2
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Essa relagfio pode ser reescrita da seguinte maneira:
AGT = AH (1/T) - AS (3)

que ¢é conhecida como equagio de van’t Hoff (Weber, 1995). Fazendo-se um grafico de
valores de AG/T em fungfo de //7, o coeficiente angular corresponde a AH e o coeficiente

linear a - AS.

A dissociac@io de profeinas ocorre com variagio negativa de volume (4V), sendo

portanto favorecida pela alta pressio. A constante de dissociagdo & pressio p, Kp, ea

pressdo atmosférica, K, s80 relacionados através da equagio:
Kp = Kom exp(pAVO/RT) {4

onde p ¢ a pressdo (em bar) e AV’ ¢ a variagio de volume padriio de associagdo (em
ml/mol).  Rigorosamente, AV’ ¢ dependente da pressio devido & diferenga de
compressibilidade entre a proteina e sua forma dissociada. Entretanto a compressibilidade
de proteinas ¢ muito pequena e dificilmente ocorreria uma variagdo significativa
relacionada com o estado de agregacéo. Assim, podemos considerar AV’ independente da
pressido como boa aproximagio (Ruan & Weber, 1988). A equagdo (4) expressa na forma
logaritmica lineariza a relagfio, permitindo o célculo de K € AV através do grafico In K,

em fungdo de p :
InkK, = InKyy + pAV’/RT 5

Introduzindo a definigio de grau de dissociaggo a pressdo p, a,, para uma proteina

que se dissocia em » subunidades

X X (6)
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a constante de dissociagdo &, €
Ky = [X]"/ [X:] ()
assim tem-se que

[X] =na,.C (8)

[X]=C-a,C=C(l-a,) 9)

onde C ¢ a concentragdo da proteina total. Podemos expressar X, utilizando (8) e (9):
K, = n'{a,) C""/(1-a,) (10
Substituindo K, em (5) tem-se

In[n"(ap)" /(1-a)]=pAV’/RT+In(Kam/ Y (11)

Colocando-se em forma gréfica /n [ (a, )" / (I-a, ) ] em fungBio de p, pode-se
calcular o AV’ pela inclinagio do grafico e o K, pelo intercepto no eixo y (Silva € cols,,
1986; Ruan & Weber, 1988).

Quando ¢ possivel estabelecer uma correlagfio entre mudangas no espectro de
emissdo de fluorescéncia e dissociaglio, pode-se considerar o grau de dissociagdo “o”

como.:
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apz[] -+ Q(<vp>-<vf>)/(<v,->-<Vp>)]"' (12)

onde Q é a razdo de rendimento quéntico de fluorescéncia entre a molécula dissociada e a
associada, vp ¢ o centro de massa espectral a pressdo p, e <vp> e <v;> 580 0s valores de
numero de ondas correspondentes respectivamente a forma dissociada e a forma associada
(Silva e cols., 1986).

Para agregados de alto peso molecular que se dissociam em subunidades
significativamente menores, ¢ possivel monitorar o espalhamento de luz Rayleigh em
solu¢des diluidas de proteina, pois a intensidade de espalhamento de luz a 90° (fy ) €

proporcional a massa molecular média (A4, ).
I 9 O Ma (1 3 )

Assim, o grau de dissociagio @, pode ser relacionado & intensidade de

espalhamento de luz a presséo p, S,, pela seguinte equagio:

o = (S1- S/(S;- S) 14

onde S e S; sdo, respectivamente, a intensidade de espalhamento de luz da forma
dissociada e associada (Silva e cols., 1989).

A curva de dissociag@io por pressdo de proteinas apresenta muitas vezes histerese,
sendo que o retorno gradativo 4 pressdo atmosférica mostra, a cada valor de pressio, um
maior grau de dissociagfio comparado a curva ascendente (de 1 a 2.500 bar) (Xu & Weber,
1982; Silva e cols., 1986; Weber, 1986). Esse fendmeno parece se relacionar & exposigio
da interface proteina-proteina ao solvente, que induz mudangas conformacionais levando a
diminui¢do da afinidade entre subunidades. Outra evidéncia desse fendmeno € que a
inducio de dissociagiio por pressio de enzimas diméricas mostra perda de atividade

enzimatica parcial ou completa apos retorno & pressio atmosférica apesar da imediata
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reassociagdo das subunidades. A atividade enzimatica pode ser recuperada com o tempo.
Aparentemente a mudanga conformacional correspondente a esta alteracio funcional sofre
reversdo através do retorno do contato proteina-proteina das interfaces entre subunidades.
Isso foi observado, por exemplo, para o dimero B, da triptofano sintase (Silva e cols.,
1986). Em tetrdmeros, a recuperagdo da atividade enzimatica é muito menor que nos
dimeros e altamente dependente da temperatura. Se a lactato desidrogenase ou a
gliceraldeido fosfato desidrogenase for submetida a um ciclo de compressio e
descompressdo a 20 °C, a atividade enzimatica diminui, sendo recuperada apés 1 ou 2
horas. Porém se tal ciclo for feito a 0 °C a enzima se mantém inativa enquanto ¢ mantida
nesta temperatura, e retorna a uma completa atividade depois de um periodo a 20 °C. A
mudanga conformacional parece depender de um periodo de tempo suficientemente longo
da proteina no estado associado, que ocorre em temperaturas mais elevadas (Weber,
1991).

Muitos estudos indicam que os intermedidrios do enovelamento sio encontrados
quando amostras sio submetidas a alta pressio hidrostatica. Estes intermedidrios
apresentam uma forma compacta, denominada “molten globule”, que apresenta uma
estrutura secundaria semelhante a nativa, porém com uma estrutura terciaria desordenada
(Creighton, 1990; Silva, 1993 Silva e cols., 1996).

Este tipo de observagdo ja foi feita em proteinas multiméricas como o repressor
Arc, uma pequena proteina dimérica que se liga ao DNA. A dissociagfio pode ser obtida
apenas pela diluigdo, ou também pela aplicagio de alta pressdo hidrostatica (Silva e cols.,
1992).

O efeito de agentes quimicos ou fisicos conjuntamente a alta pressdo hidrostatica

em proteinas pode ser estudado, como veremos em seguida, com a presenca de uréia ou

em temperaturas abaixo de 0 °C.




3-Efeito de uréia e pressfio em proteinas.

Uréia em altas concentragdes tende a promover importantes mudangas na estrutura
de proteinas. O mecanismo envolvido ainda nfo esta claro, porém pode envolver interagdo
uréia - cadeia polipeptidica, ou solubilizagio de grupamentos laterais ndio polares,
especificamente grupos aromaticos. A dificuldade de testar essas hipoteses diretamente é
devido ao desenovelamento de proteinas ser altamente cooperativo, com a participagio de
muitos intermediarios diferentes (Scholtz e cols., 1995).

Concentragdes subdesnaturantes de uréia em combinagio com alta pressdo podem
promover mudangas importantes que alteram o espectro de emisséo de fluorescéncia de
residuos de triptofano. Estudos do efeito de uréia combinado com alta pressdo j4 foram
realizados, por exemplo, no Virus do Mosaico do Cowpea (CPMV), onde a 2,5 kbar na
presenga de uréia 2,5M se observou uma dissociagiio e desnaturagio do componente
“top”. Esse componente, no processo de purificagdo, fica perto do topo em
ultracentrifugacfio em gradiente de concentrag@io, e é composto apenas de proteina, nfo
contendo material genético (Da Poian e cols., 1994).

O efeito de uréia no TMV foi estudado por Stanley e Lauffer, os quais observaram
que a exposigdo do TMV a uréia 6,0 M em tampio fosfato 0,1 M pH 7 causa redugdo da
infectividade do virus, acompanhada por uma diminuigio na turbidez da solugdo (Stanley
& Lauffer, 1939). Esses achados foram confirmados por Buzzel (1960). Blowers ¢
Wilson (1982) mostraram que a degradagio do TMV por uréia ocorre predominantemente

na porgdo 5’ terminal do seu RNA, a exemplo de outros agentes quimicos.

4- Efeito de baixa temperatura sobre a estabilidade de proteinas.

A estrutura de proteinas pode ser perturbada através da baixa temperatura. A
estabilidade de proteinas se deve a varios tipos de forgas como interagdes hidrofobicas,
pontes de hidrogénio, pontes salinas, forgas de Van-der-Waals. Em uma recente revisio

desse tema (Franks, 1995), foram propostas diferentes abordagens para o estudo do efeito
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de baixas temperaturas em proteinas sem que ocorra congelamento da solugdo em que elas
se encontram. Uma dessas propostas foi a extrapolago de AG (T) & tezhperamra abaixo
de 0 °C, baseando-se em dados experimentais do efeito da temperatura entre 0 e 60 °C.
Outra proposta ¢ a adicio de criossolventes para diminuigio da temperatura de
congelamento. Infelizmente esse procedimento desestabiliza ou estabiliza diretamente a
proteina. Uma tentativa ¢ colocar ao mesmo tempo um agente estabilizante e um
caotropico para tentar uma “compensagdo” dos efeitos (ex.: adigio de glicerol € metanol).

A grande vantagem de se estudar estruturas proteicas a baixa temperatura sob alta
pressdo € que esta ndio altera significativamente a estrutura terciaria das proteinas, até 3
kbar (Silva & Weber, 1993), € a0 mesmo tempo leva ao abaixamento da temperatura de
congelamento, mmitindo, a 2,2 kbar, atingir-se até pelo menos -20 °C (Silva e cols,,
1996).

Sabe-se que certas proteinas oligoméricas como a lactato desidrogenase séo
inativadas a 4 °C (King & Weber, 1986a), ou em alta pressio. King & Weber (1986b)
propuseram um mecanismo similar de inativagio que ocorreria pela presenca de um ciclo
de dissociagdio, desvio conformacional e reassociagdio a tetrimeros inativos. Agregados
maiores como o Virus do Mosaico do Cowpea (CPMV) submetido a baixa temperatura
em alta pressio (-15 °C, 2,5 kbar) mostrou decréscimo de espalhamento de luz (cerca de 6
vezes), na qual ocorre liberagio do RNA e dissociagdo. No retorno a temperatura
ambiente, a intensidade do espalhamento nio voltou ao valor inicial, e gel filtragio em
HPLC mostrou a presenca de agregados menores (Da Poian e cols., 1995).

Por outro lado, proteinas diméricas tendem a retornar a conformag#o inicial e a sua
atividade original mais rapidamente que agregados maiores, apos incubagfio em alta
pressio ou  baixa temperatura. Provavelmente isso se deve & maior simplicidade
estrutural (interface proteina-proteina que envolve apenas duas subunidades) (Weber,

1991).
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S-Estrutura e montagem do TMV,

O TMV, cuja representagio esquematica é mostrada na Fig. 1, ¢ um virus bastante
estudado que, como o seu nome sugere, produz manchas e descoloragdo na folha do
tabaco. Este virus, cuja massa molecular ¢ 40.000 kDa, é um excelente modelo para
estudo de montagem viral por seu ficil isolamento e manipulagfio. Imagens de
microscopia eletrénica de transmissfio do TMV mostram arquitetura bem definida que
consiste de um cilindro de cerca de 3.000 A de comprimento ¢ 180 A de didmetro. A
proteina capsidica, de 17,5 kDa e 158 residuos de amino4cidos (Goelet e cols., 1982) esta
arranjada em cerca de 2.130 subunidades, formando uma hélice de 16 e 1/3 de
subunidades por volta, com um canal interno. O material genético consiste em uma fita
simples positiva de RNA, com 6.400 nucleotideos, 2.000 kDa, enovelado internamente ao
capsideo proteico formando uma hélice na qual cada subunidade proteica se liga a 3

nucleotideos.
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PARTICULA VIRAL

PROTEINA CAPSIDICA

Figura 1: Representag#io esquemética do TMV e da proteina capsidica.

Particula viral (a), Tipos de arranjo da proteina capsidica em diferentes condigdes depHe
forga idnica (b), Estrutura terciéria por dados de Cristalografia de Raio X, do TMV nativo
(c), e da proteina capsidica (d). (Hirth & Richards, 1981).
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A proteina capsidica, facilmente isolavel, apresenta polimerizagdo em diferentes
estruturas, altamente dependente de condigbes de pH e forga idnica, como pode ser
observado na Fig. 1b. Assim, em pH 8 e alta forga iénica, a proteina capsidica forma uma
estrutura cristalina com discos duplos (17 subunidades por disco) agregados em camadas,
em nimero limitado, com coeficientes de sedimenta¢fio de 27 S, 37 S oumais. Em pH 7
e baixa forga i0nica, também formam-se discos duplos de 20 S que ndo se agregam. Em
pH acima de 7 e baixa forga i6nica a proteina se apresenta com pequena agregacio,
encontrando-se mondmeros, talvez dimeros, trimeros e, em menor porcentagem,
agregados maiores. Em pH abaixo de 7 e baixa forga idnica, a proteina capsidica se
associa formando longas hélices, estrutura semelhante a proteina capsidica do virus
nativo. Em pH =7 e “média” for¢a idnica s3o observadas apenas proto-hélices, com 39 +
2 subunidades, similar  estrutura das longas hélices mencionadas acima. E interessante
notar que em pH = 7 e baixa forga idnica, condigdes que se assemelham as fisiologicas, a
proteina capsidica forma hélice somente na presenga do RNA viral (Klug, 1972; Hirth &
Richards, 1981). A estrutura tercidria do capsideo proteico separado do RNA viral

apresenta quatro regides em a-hélice, e na particula viral ocorre uma a-hélice adicional

devido a mudangas conformacionais que incluem interagiio de aminodcidos basicos com o
RNA viral (Fig. iced).

A associagio do RNA viral e da proteina capsidica pode ser descrita em duas
etapas: nucleagio e elongamento. A primeira é dependente de seqiiéncia especifica de
RNA, assim como requer a formagdo de um agregado proteico de 19-20 S, identificado
como uma hélice com pouco mais de 2 voltas, com 16 e 1/3 de subunidades por volta. O
elongamento, continuagio do processo, parece depender da adigio de proto-hélices, as
quais 0 RNA se liga internamente, acompanhando a estrutura helicoidal (Hirth &

Richards, 1981; Raghavendra e cols., 1988).
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OBJETIVOS

A presente dissertagdo tem como objetivo central o estudo da termodindmica da
interagéo proteina-proteina do TMV, utilizando alta presséo hidrostatica. Essa ferramenta
utilizada como fonte de perturba¢do do meio, como anteriormente mencionado, ndo altera
diretamente a estrutura tercidria da proteina, ocorrendo no entanto a deriva
conformacional das subunidades quando dissociadas (Weber, 1986; Silva e cols., 1986).
O fendmeno de deriva conformacional e as condigdes que a influenciam s#o de interesse,
pois podem ter implicagGes na organizagdo do virus completo (subunidades proteicas e
RNA).

Na presente tese foram estudados os efeitos de alta pressdo hidrostatica

combinados com baixa temperatura, ou na presenga de uréia.



e e T T

e eEE il B e e e A T

14

MATERIAIS E METODOS

1- Reagentes.

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico. Utilizou-se 4gua deionizada
em sistema Milli-Q. Os experimentos foram realizados em tampdo Tris-HCl 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,5, salvo se mencionado as condi¢bes. O tampdo Tris foi escolhido

devido & pequena dependéncia de seu pKa em fungio da pressio (Neuman e cols., 1973).

2- Equipamento de Alta Pressiio Hidrostitica ¢ Termodindmica da Dissociacdo por

Pressio.

A pressdo hidrostatica foi aplicada em amostras através de um sistema constituido
por uma cAmara e um gerador de presséo (figuras2 e 3 ).

A cimara de pressdio apresenta trés janelas Opticas de quartzo, através das quais
foram realizadas medidas espectroscépicas da amostra a pressdes de até 2500 bar. Essa
pressdo limite ¢ devida a tolerdncia méaxima das referidas janelas. No interior da cdmara
coloca-se uma cubeta cilindrica de quartzo com capacidade de cerca de 1,2 ml que contem
a amostra a ser submetida a alta press3o. Para evitar contato da amostra com o fluido que
transmite a pressdo (etanol), a cubeta ¢ selada com um tubo de polietileno cuja
extremidade € fechada por aquecimento. Esse tubo colapsado permite a equalizagio da
pressio entre 0 meio hidrostatico e a amostra dentro da cubeta, evitando ao mesmo tempo
a mistura dos liquidos. A cubeta ¢ fixada em uma base cilindrica metalica para evitar o
movimento desta no interior da bomba. Ultiliza-se etanol absoluto como meio liquido para
a transmissdo da pressdo e por possuir indice de refragio proximo ao do quartzo,
minimizando a perda de sinal nas medidas espectroscopicas. A unidade geradora de
pressdo é constituida por um pistdo operado manualmente que injeta etanol através de
dutos metalicos até a cAmara. A medida de pressdo € realizada por um manometro

analogico (Paladini, 1980; Paladini & Weber, 1981).
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Figura 2: Esquema do sistema de pressdio hidrostatica. Cémara (a), conectada ao gerador

de pressdo (b), com o pistio (c) que comprime a linha de etanol (d). Reservatério de
etanol (¢), vélvulas (f)e mandmetro (g). (Figura baseada em Suarez, 1995).
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Figura 3: Esquema da cimara de presséo em corie lateral.

Cémara de pressio (A), entrada da linha de etanol que comunica com o gerador de pressdo
(B), suportes que retem a janela de quartzo (C), janelas de quartzo (D), base suporie para
cubeta (E), cubeta de quartzo que recebe a amostra a sex submetida & pressdio (F), tubo de
polietileno que sela o material contido no interior da cubeta e permite a equalizagio da
pressio interna com a externa a cubeta (G), anel extrator (permite a extragdo do anéis de
vedac#o quando necesséria a troca) (H), anéis de vedagio (1), (J) e (K).
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3- Obtenc#o e purificacio do TMV,

Sementes de uma vanedade de tabaco (Nicotiana tabacum L.), suscetivel a
infecgdio por TMV, foram colocadas em sementeira, € apos obtengdo de plantas com
aproximadamente 3 cm (cerca de 2 semanas), procedeu-se o transplante em vasos para
posterior crescimento. Apoés cerca de 2 semanas, as plantas foram infectadas com TMV
através de contato de inoculo com folhas previamente lesadas, permitindo crescimento da
planta até as folhas atingirem tamanho 6timo (o que ocorre em cerca de 4 semanas). E
possivel observar a lesdo em mosaico devido ao TMV em poucos dias pos-infecgiio. As
folhas inferiores, maiores, foram coletadas, e apos lavagem, enxugadas e pesadas,
estocando-se a - 70 °C.

A purificag@io do TMV foi iniciada através de imersdo das folhas em nitrogénio
liquido para melhor rompimento das células. Foi utilizado o método de purificagio
descrito por Asselin e Zaitlin (1978) ("Método PEG - Celite - Triton X-100 - Fosfato"),
com algumas adaptagdes. Manteve-se o material a cerca de 4 °C, exceto quando
mencionada outra condigdo. As folhas foram homogeneizadas por 4 min em um
liquidificador usando alta velocidade, em solugfio 0,5 M de Na,HPO, em Na-ascorbato
0,5% (m/v), 1,3 ml/g de tecido fresco. O homogenato foi passado através de filtro de
nylon, clarificando-se com celite, 5 g/100 ml do extrato, centrifugando-se a 10.000 g por
30 min. A frac3o do sobrenadante foi passada através de filtro de nylon, submetendo-se a
precipitagdo com polietilenoglicol 6.000 e NaCl, respectivamente a uma concentragdo
final de 3% e 1%, através de lenta adigio de solugio de polietilenoglicol/NaCl quatro
vezes mais concentrada (portanto 12% e 4% respectivamente). O extrato foi agitado por
10 min, deixado 20 min no gelo, ¢ centrifugado a 10.000 g por 30 min. O precipitado foi
ressuspenso em um quarto do volume original com NayHPO4 0,01 M e Na-ascorbato
0,01% (m/v), e submetido a oufra clarificagdo, precipitagiic e ressuspen¢do nas mesmas
condigdes. Centrifugou-se a solugdo a 10.000 g por 15 min, adicionando-se ao
sobrenadante triton X-100, levando-se a uma concentracgio final de 5 % (v/v). A solugdo

foi submetida a agitagdo por 10 min, deixando-se entdo 20 min & temperatura ambiente,
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centrifugando-se em seguida a 90.000 g por 2 h em gradiente descontinuo de sacarose
(60% e 20%). A fragdo de TMV foi coletada na interface entre 60 e 20% de sacarose,
sendo dialisada contra solugio de EDTA 1 mM, pH 7,2, e depois contra tampdo fosfato
de sodio 0,2 M, pH 7,0. A solugéo foi entdo submetida a centrifugacéio a 10.000 g por 10
min, incubando-se o sobrenadante a 37 °C por 4 h. O virus foi sedimentado novamente
em gradiente descontinuo de sacarose nas mesmas condi¢des, dialisando-se a fragfo viral
contra EDTA 1 mM, pH 7,2. Centrifugou-se a solugfio a 10.000 g por 10 min, estocando-
se 0 TMV a 4 °C em presenga de azida sédica 0,01 g%.

A concentragfo viral foi determinada através do espectro de absorgfo entre 240 e
300 nm, particularmente utilizando-se a diferenga de absorbéncia entre 260 nm e 290 nm

(80,]% 260 am - £0,19% 290 pm = 1,3) (Noordan, 1973, pag. 93-95)

4- Microscopia Eletronica.

Foi realizada em um microscopio eletrénico modelo ZEISS CEM - 902. A
microscopia eletrénica de transmiss3o do TMV foi feita utilizando-se como contrastante
negativo acetato de uranila 1%.

Utilizou-se grades de cobre revestidas com um filme de carbono, nas quais foram
colocadas 5 pl de suspensdo por grade, com amostras de solugdes de TMV de cerca de 0,1
mg/ml. Apos 4 minutos as grades foram tratadas com solugio de acetato de uranila 1%

(Raghavendra e cols., 1986).

5-Estudos de Fluorescéncia Sob Pressio.

Os espectros de fluorescéncia foram registrados em um espectrofluorimetro SLM
AMINCO SPF - 500C. Este tipo de fluorimetro ndio permite a adaptagio da cdmara de
pressdo no seu interior. Assim, foram utilizados cabos de fibras dpticas de quartzo para
permitir a excitagdo e leitura da fluorescéncia emitida pela amostra contida no interior da

camara. Além disso, o fluorimetro e a cdmara de pressfio foram cobertos com feltro preto
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com o objetivo de isolar o caminho dptico, entre o fluorimetro e a amostra, do meio
externo e impedir a entrada de luz espiria no interior do aparetho.

De modo geral o estado de agregagiio de uma proteina pode ser monitorizado
acompanhando-se fluorescéncia intrinseca devido a residuos aromaéticos, principalmente
triptofano. A exposi¢do desses aminoacidos ao solvente polar no processo de dissociagio
desvia o espectro de emisséo para o vermelho (Silva & Weber, 1988). Nos experimentos
realizados utilizou-se Aq. = 285 nm e A, entre 300 e 400 nm.

Os espectros de fluorescéncia a pressdo p s@io processados para obtengéo do centro
de massa vp do espectro (Silva e cols., 1986). E fundamental a conversdo do espectro de
comprimento de onda para numero de ondas, pois o Gltimo é diretamente proporcional a
energia associada ao foton.

A importdncia em caracterizar os desvios espectrais através do centro de massa, €
ndo as mudangas na emissdo maxima se deve ao fato de que em sistemas heterogéneos,
como os varios fluoroforos intrinsecos de uma proteina, deslocamentos consideraveis de
centro de massa podem ocorrer com mudangas na emissio maxima muito pequenas.

As medidas de espalhamento de luz objetivaram a monitorizagio do estado de
agregacdo do TMV sobre pressio. O espalhamento de luz Rayleigh ¢ uma técnica
excelente para detectar a dissociagfio de agregados de alta massa molecular. Como
mencionado anteriormente, pode-se assumir que a intensidade de luz espalhada é
proporcional a massa molecular média (M) para solugdes diluidas de proteina (Silva e
cols., 1989), equacéo (13) e (14). Nos experimentos o comprimento de onda utilizado foi
de 350 nm.
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6~ Espectros de Fluorescéncia do Bis-ANS,

Para monitorizagdo de fluorescéncia extrinseca utilizou-se o fluordforo bis-ANS
(bis-(8-anilinonaftaleno-1-sulfonato)), cuja estrutura ¢ mostrada na Fig. 4. Esta sonda ¢
muito utilizada para observar mudangas conformacionais em proteinas (Horowitz e cols,,
1984). Ela se liga nfio covalentemente a bolsSes hidrofobicos de segmentos apolares em
proteinas, € nas proximidades de cargas positivas devido aos seus grupos sulfonatos. Esta
interagdo pode ser acompanhada através de grande aumento na intensidade de
fluorescéncia (Rosen & Weber, 1969; Silva e cols., 1992; Da Poian e cols., 1994). Nos

experimentos realizados utilizou-se A= 360 nm e A, entre 420 e 650 nm.

7- Gel Filtracio em Cromatografia Liquida de Alta Performance.

Foi utilizada essa técnica para avaliar o estado de agregagio do TMV incubado em
alta pressdo em varias condigbes experimentais. Utilizou-se coluna Synchropak, Inc.
(Linden, IN), GPC 1000, com fluxo de 0,3 ml/min, monitorizando a eluigdo da amostra
com absorbéncia a 280 nm. Considerou-se o volume de exclusio da coluna (V3) como o

volume de eluigdo do TMV nativo, e o volume total (V) foi determinado utilizando ADP.
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Figura 4 : Sonda de Fluorescéncia Bis-(8-anilinonaftaleno-1-sulfonato) (Bis-ANS).
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RESULTADOS

Realizou-se trés purificagdes distintas de TMV, obtendo-se virus cuja concentragio variou
entre 25 ¢ 50 mg/ml. A Fig. 5 mostra imagens de microscopia eletrdnica dessas
preparacdes. Observa-se que 0 TMV manteve seu aspecto cilindrico normal € ndo houve
fragmentag3o significativa do virus. Posteriormente sera mostrado controle da amostra

por gel filtragdo (Fig. 13A).

- Efeito de pressio hidrostitica e baixa temperatura sobre o TMYV.

Estudou-se o efeito da pressio sobre 0 TMV (concentragio de 1 mg/ml em tampéo
Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) através de incuba¢io em valores crescentes de
pressio (até 2,5 kbar) por 10 minutos antes das medidas espectroscopicas.

O espalhamento de luz a 90° (Rayleigh) apresentou pequeno decréscimo de
intensidade com a pressdo (cerca de 18%), indicando discreto processo de dissociagdo da
particula viral até 2,5 kbar. Nesta press#o a solugiio se mantem no estado liquido ate
cerca de -20 °C (Silva e cols., 1996). O abaixamento de temperatura da amostra até -18 °C
levou a adicional queda de 54%, correspondente, portanto, a processo de dissociagéo bem
maior, com o maximo ocorrendo abaixo de -5 °C. O retorno da temperatura 2 25°C e o
subseqiiente retorno a pressio atmosférica ndo promoveu recuperagio na intensidade de
espathamento, indicando reassociagfo n3o significativa nessas condigdes experimentais
(Fig 6). O grau de dissociagdo maximo em baixa temperatura pode ser considerado 72%
(a = 0,72) baseando-se em experimentos utilizando alta pressdo em presenga de ur€ia,
onde ocorre uma diminuigio de espalthamento de luz bem menor, como serd mostrado
posteriormente (Fig. 18). A obtengio do valor de @ em baixa temperatura foi, portanto,
relacionada a esses resultados, através de normalizagio em uma cubeta de quartzo
convencional em relagio 4 intensidade de espalhamento de luz, experimento mostrado na
Fig. 18, inclusdo. A utilizag8o cubeta convencional, e nfo a cubeta cilindrica que fica
dentro da camara de pressio, € necessdria para a comparagiio das intensidades de
espalhamento de luz (ou de fluorescéncia), pois o Gltimo sistema ¢ sujeito a variagdes de

posigiio da cdmara de pressio e da cubeta dentro da cdmara , visto que o fluorimetro
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utilizado ndo permite a adaptagdo da cAmara de pressdo no seu interior, 0 que inviabiliza
essa comparagio.

O estudo do espectro de emissdo de fluorescénceia (Fig. 7) indicou desvio pequeno
para o vermelho tanto no aumento de pressio quanto na fase de abaixamento da
temperatura até -18°C. Esse comportamento indica que embora a dissociagio observada
por espalhamento de luz tenha sido acentuada, ndio ocorreu processo de desnaturagiio
importante.

A Fig. 8 mostra que a intensidade de fluorescéncia apresentou diminuiggo
expressiva com a pressdio, e posterior aumento em fungo do abaixamento de temperatura.
No retorno & temperatura ambiente e, entdio, & pressio atmosférica, observou-se
reversibilidade desse comportamento. Esses resultados sugerem que ja no inicio do
processo de dissociago ocorre supressdo de fluorescéncia de residuos aromaticos devido
a colisdes e perdas de energia por processos nio radiativos, fendmeno este revertido no
abaixamento de temperatura quando diminui a frequéncia de colisdes.

O unico método que permitiu o céalculo do grau de dissociagiio « foi o
espalhamento de luz, através da equagdo (14). Considerando o TMV como o conjunto
material genético G mais capsideo proteico P, podemos representa-lo como P;;3,G, € sua

dissociagfo total como:
Py130G €22130P + G : (15)

portanto ordem de dissociagio de 2/30. Embora a reversibilidade representada no
processo possa ser contestada observando a Fig. 6, veremos posteriormente que ocorre
reassociagdo apos meses (dados de gel filtraglo e microscopia eletronica, Figs. 13 e 16).
Baseando-se na dissociagdo do TMV induzida predominantemente pelo abaixamento de
temperatura na pressdo de 2,5 kbar, é possivel o calculo da constante de dissociagéo e
energia livre de dissociag@o nessa pressdo utilizando-se, respectivamente, as equagdes (10)
¢ (1), e através da equacgio (3), AG/T = AH (1/T) - AS, a construgio do grafico de van’t
Hoff e célculo da entalpia e entropia de dissociagio. A Tabela 1 mostra esses calculos
baseando-se nos dados de espalhamento de luz referentes a Fig. 6, ¢ o grafico de van’t

Hoff, AG/T em fungdo de I/7, é mostrado na Fig. 9. Considerou-se a ordem de



S T e TR e e T e e e e e e T e TR e T e e R TR TR T e T TR TR e T e T e e e e R e e T TR TR O e W W W ™ W

dissociagiio n -

2130, conforme

(15), e

anteriormente), de acordo com experimentos utilizando uréia.

Tabela 1 - Calculo dos pardmetros termodindmicos de dissociagio de TMV a
2,5 kbar induzida por abaixamento de temperatura (referente a Fig. 6).
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dissociagdo incompleta (mencionado

P LLS T T a Inkd AG AG/T T
(kbar) | (UA) |CO) | &) {kcal K/mol) |(kcal/mol) (V/K)
0| 23329] 25| 298 0,000

2.47 18307 25! 298 0,217 -24193 143340 48,077 0,00335
2,47 17667 20; 293 0,245 -23938 13944 8 47.569; 0,00341
2,47 157971 15] 288 0,326 -23329 13358.,6 46,360, 0,00347
247 12655{ 10 283 0,462 -22587 127089 44,884 000353
2,47 8987 51 278 0,621 -21957 12136,5 43,633| 0,00360
2,47 7421 0 273 0,689 -21736 11798 4 43,194| 0,00366
2,47 6959 -5/ 268 0,709 21675 115500 43,073| 0,00373
247 6771 -10| 263 0,717 21651 11321.8 43,024! 0,00380
2,47 66711 -15] 258 0,721 -21638 11100,2 42,999 0,00387
2,47 6649 -18 255 0,722 -21635 10969,7 42,9931 0,00392

OBS: (1)n=2130
(2) C=[TMV] =1 mg/ml =2,5x 10° M
3) mK;=nin(n)+nin(a)+[n-1)in (C)-n(1-a)
(4) AG=-RT In K, , onde R = 0,0019872 keal/K mol

A regressdo linear do grafico de van’t Hoff resulta na reta AG/T = -17532 I/T +
107,05, portanto AH de -17532 kcal / mol TMV, ¢ AS de -107,05 kecal / (K mol TMV). O
célculo por mol de subunidade dissociante resulta em AH de -8,23 kcal / mol e AS de
-50,26 cal / K mol. Os valores de AH ¢ AS por subunidade sfo mais adequados para
expressar esses pardmetros, pois a particula viral possivelmente ndo se dissocia por
completo, € mesmo em presenga de uréia isso pode ainda ocorrer, correspondendo a valor
de n menor. Supondo por exemplo um caso “extremo” de n = 1000, embora os valores
das constantes termodinimicas sejam bem diferentes para a particula total, os valores de
AH e AS por subunidade sdo muito proximos aos encontrados considerando como
dissociagfio completa. Outro célculo foi realizado considerando que apenas a alta presséo
¢ baixa temperatura, Fig. 6, leva a dissociagdo completa do TMV, com =7 a 2,5 kbar e

-18 °C. Os valores de AH e AS por subunidade dissociante novamente foram muito
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proximos aos obtidos considerando a maximo de 0,72, E importante enfatizar que essas
duas situagdes nfio alteram praticamente os valores desses parimetros termodinimicos,
pois se relacionam a interpretagdes diferentes em relagdio a dissociagio do TMV.
Analisando mais detalhadamente os valores de AG obtidos para cada temperatura
(Tabela 1), foi considerada a relagéio entre /n kd e o grau de dissociagdio. Utilizando a

relacio (10), temos que

InK,, =nilnn+nina,, + m-1)inC-In(1] -ap:) (16)

considerando k,, a constante de dissociago a determinada pressdo e temperatura, € 0

respectivo grau de dissociagdo a,. Podemos também expressar:

mK; =nlnn+-nlna +(m-DinC-In(1-a) an

A Tabela 2 mostra as diferentes contribuigdes de cada parcela da relagiio (17), que

contribuem para /n k,.
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Tabela 2 - Calculo de In K, a partir da relagéo
ImK;,=nln(mj+nin{a+{n-1)In(C)-In(lI-a}

T T a ninfn) | ninf{g | (-} inC |-in (1) inK, AG
COl (K) {keal K/mol)

25) 298 | 0,000

25| 298 0217 | 16324 | -3250 | -37267 0,245 -24193 14334

201 293 | 0,245 | 16324 | -2995 | -37267 0,281 -23938 13945

15/ 288 | 0,326 | 16324 | -2386 | -37267 0,395 -23329 13359

10| 283 | 0,462 | 16324 | -1644 | -37267 0,620 -22587 12709

51 278 | 0,620 | 16324 | -1015 | -37267 0,970 -21957 12137

0f 273 0,680 | 16324 =794 | -37267 1,i67 -21736 11798

-51 268 | 0,709 | 16324 =733 | -37267 1,233 -21675 11550

-10] 263 | 0,717 | 16324 =709 | -37267 1,262 -21651 11322

-15] 258 1 0,721 16324 -696 | -37267 1,277 -21638 11100

-18] 255 | 0,722 | 16324 -693 | -37267 1,281 -21635 10970

OBS: (1) C=[TMV]=1mg/m =25x10°M
(2) AG =-RT In Kd , onde R = 0,0019872 kcal/K mol

Como podemos observar, o valor (n-I) In C, que ndo varia com o grau de
dissocia¢dio, é da ordem de -37.300, explicando os valores de /n K; bastante negativos,
entre -24.193 ¢ -21.635. Finalmente, o fato da concentragio molar de TMV ser
extremamente reduzida, 2,5 x 10® M, explica o baixo valor de (n-1) In C. Assim, apesar
do grau de dissociagio a = 0,722, o AG ¢ altamente ndo favoravel, e o equilibrio €
deslocado no sentido da dissociag@o pelo fato da concentragfo ser tio baixa.

A variagio de /n K; com a pressio 4 temperatura constante, que pode ser
denominada /r K, indicando que ¢ em funcfio da pressdo, pode ser calculada a partir dos
resultados obtidos na Fig. 6, baseando-se na relagdo (16) e (5), apesar de ocorrer
dissociagdo parcial. Do mesmo modo que se calculou o a para construglio do grafico de
van’t Hoff, a estimativa foi baseada através do espalhamento de luz, considerando-se
100% de dissociagio em presenga de uréia 6,0 M, a 2,5 kbar, Fig. 18. O valor méximo a
25 °C foi de 0,78, em 2,5 kbar. A Fig. 10 mostra esses calculos, cujo coeficiente angular ¢
coeficiente linear correspondem, respectivamente, a AVY/RT e In K, . Assim, o calculo
de AV’ (variagdo de volume de associagdo) foi de +34.784 ml / mol TMV (R = 1,9872
cal/’K mol, e 1 cal = 41,2917 ml atm ), ou 16,3 ml / mol subunidades, € o In Ky,
correspondeu a -28.026 (ou log K, = -12.171, por multiplicagdo por /og e na mudanga
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de base). O valor de « a 2,5 kbar de 0,22 no grafico de Van’'t Hoff (2,5 kbar e 25 °C),
com dissociagdo 4% acima, sendo mesma condigo de temperatura ¢ pressdo, foi devido a
uma incubagiio adicional de 30 minutos antes do abaixamento de temperatura.

Para melhor estudar a conformagio do TMV em alta pressio ¢ baixa temperatura,
foi realizado experimento na presenga da sonda fluorescente Bis-ANS (Rosen & Weber,
1969, Horowitz e cols., 1984; Da Poian e cols., 1995). Nesse caso, utilizou-s¢ menor
concentragdo de virus (0,1 mg/ml). Na Fig. 11 observa-se o espectro de emissdo de
fluorescéncia do Bis-ANS em agua, em solugio de TMV a pressdo atmosférnca, € a 2,5
kbar e -15 °C. Esses espectros sdo referentes & Fig. 12, que mostra que a alta pressdo ndo
altera a intensidade de fluorescéncia do Bis-ANS. O abaixamento de temperatura de 25
°C até -15 °C, sob alta pressdo, levou a maior 4rea do espectro de emissdo de
fluorescéncia portanto, a um estado de maior interaglio Bis-ANS - proteina. Em
temperatura ainda menor, ¢ no retorno da temperatura até 15 °C, ocorreu menor interago
Bis-ANS - proteina a niveis semelhantes ao que aconteceu no retorno a pressdo
atmosférica. A menor interagio Bis-ANS - proteina se apresentou para a amostra nas
condigdes iniciais a 25 °C e em niveis de pressdo de até 2,5 kbar. Uma possivel
interpretagdo para esses dados ¢ que o abaixamento de temperatura, que aumentou a
interag@o da sonda com o TMV, pode ter promovido uma conformago mais semelhante a
“molten globule”, e provavel interagdo do Bis-ANS com residuos positivos do capsideo
que, na particula nativa, se liga a0 RNA (Rosen & Weber, 1969; Klug, 1972; Hirth &
Richards, 1981).



Figura 5: (A) (B) Imagens de microscopia eletrénica do TMV nativo de duas diferentes
purificagoes.

(A) Concentragio final da forma purificada de 25,8 mg/ml, e (B) de 50,9 mg/ml.
Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibragfo: 50 nm.
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Espalhamento de Luz
(Unidades Arbitrarias)
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Figura 6: Efeito de pressdo ¢ baixa temperatura no espalhamento de luz do TMV.

A intensidade do espalhamento de luz a 90° foi medida entre 345 ¢ 355 nm (Ae, = 350
nm). Foi utilizada solugdo de TMV 1 mg/m! em tampéo Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,5.
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Figura 7: Efeito de pressio e baixa temperatura no centro de massa do espectro de emisséo

de fluorescéncia do TMV.

Espectro de emissdo entre 300 € 400 nm (A = 285 nm), convertido para nimero de

ondas. As demais condigdes sio as thesmas da Fig. 6.
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Figura 8: Efeito de pressio e baixa temperatura no espectro de emissio de fluorescéncia
do TMV.

Intensidade de fluorescéncia entre 300 a 400 nm (A, = 285nm). As demais condigbes
s#o as mesmas da Fig 6.
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Figura 9: Grafico de van’t Hoff do TMV a 2,5 kbar (dados referentes & Fig. 6 ¢ Tabela 1).
Os valores foram baseados nos dados de espalhamento de luz, considerando « a 2,5 kbar
de 0,22, Fig. 6, considerando = 1 em presenca de uréia 6,0 M e 2,5 kbar, Fig. 18.
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Figura 10: Efeito da press#io na dissociag@io do TMV expresso na forma logaritmica In K;,
ou /n K, (utilizando a equacdo (5) ). Os valores foram baseados nos dados de
espalhamento de luz, considerando a a 2,5 kbar de 0,18, Fig. 6, considerando a =1 em
presenga de uréia 6,0 M e 2,5 kbar, Fig. 12.
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Figura 11: Espectros de emissdo de fluorescéncia do Bis-ANS.

(a) Bis-ANS em 4gua, (b) incubado com o TMV nativo e (c) incubado com 0 TMV a 2,5
kbar e -15 °C. A intensidade de fluorescéncia foi medida entre 420 ¢ 650 nm (A, = 360
nm). Foi utilizada solugdo de TMV 0,1 mg/mi incubado com Bis-ANS a 2 uM em
tampdo Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5.
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Figura 12; Efeito de press#io e baixa temperatura no espectro de emisso de fluorescéncia
do Bis-ANS no TMV.

Simbolos cheios: TMV a 2,5 kbar; (O) TMV antes da pressurizagio ¢ (A) retorno &
pressdo atmosférica. A intensidade de fluorescéncia foi medida entre 420 e 650 nm (A
= 360 nm). As demais condigdes sdo as mesmas da Fig. 11.
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Anélises por gel filtragio em HPLC do TMYV nativo (Fig. 13A) mostram um {nico
pico de absorgdo no volume de exclusio, que corresponde a4 massa molecular acima de
10’ Da., nfio sendo detectado material incluido na coluna. Apds incubagéio do TMV em
alta presséo € baixa temperatura (Fig. 13B) a amostra eluiu em posigio correspondente a
baixo peso molecular, resultado concordante com os obtidos por espalhamento de luz.
Imagens de microscopia eletronica também indicam auséncia de estruturas virais nos
varios campos pesquisados (Fig. 14 e 15). Gel filtragdo em HPLC do TMV 6,5 meses
apds incubagio a -18 °C e retorno & pressio atmosférica (Fig. 13C) indicou significativo
processo de reassociagdio viral, com eluigio dessa amostra no volume de exclusio da
coluna (acima de 10.000 kDa). Imagem de microscopia eletronica desse material (Fig.
16) mostra particulas virais compativeis com a forma nativa, confirmando processo
de reassociagfio em intervalo de tempo mais longo como meses.

A incubagio do TMV a 2,5 kbar sem posterior abaixamento de temperatura, por
outro lado, ndo parece alterar significativamente a estrutura do TMV. Andlise através de
microscopia eletrdnica apos retorno & pressio atmosférica (Fig.17) mostra a presenca de
grande numero de particulas compativeis com a forma nativa, em concordincia com os
resultados de espalhamento de luz (Fig. 6) que mostrou dissociagio pouco significativa.

A seguir sdo mostrados os resultados de experimentos sobre o efeito de pressfio e

ur¢ia em concentragdes subdesnaturantes ou mais altas no TMV.
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Figura 13 : Gel filtragéio do TMV.

HPLC em coluna GPC 1000 (A) & pressdo atmosférica (1,0 mg/ml), (B) 1 e 20 dias ap6s
incubaco a 2,5 kbar ¢ -19 °C (0,1 mg/ml) e (C) 6,5 meses apés incubagdo a 2,5 kbar e -
18 °C (1 mg/ml). Fluxo de 0,3 mi/min.



Figura 14: Ima

de incubado a 2,5 kbare -18 °C.

Amostra nas condigdes experimentais correspondentes as Figs. 6, 7 e 8.
Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibragéo: 50 nm.

38

gns de microséopia eletronica do TMV aproximadamente 24 horas depois
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Figura 16: Imagem de microscopia eletronica do TMV 6,5 meses apos incubagdo a 2,5
kbare -18 °C.

Amostra correspondente ao retorno nas condigdes experimentais das Figs. 6, 7, 8.
Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibragio: 50 nm.



Figura 17: Imagens de microscopia eletronica do TMV aproximadamente 6 horas depois
de incubado a 2,5 kbar e 25 °C.

Condigdes experimentais da amostra correspondentes as Figs. 18 ¢ 19.
Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibrago: 50 nm.
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- Efeito de pressiio e diferentes concentracdes de uréia sobre o TMV.

A presenga de uréia, em concentragbes proximas a 1,0 M (Fig. 18, inclusio)
induziu a  diminuigdo significativa de intensidade de luz espalhada, sugerindo
desagregacio mesmo em concentragdes subdesnaturantes. A partir de solugdo de uréia 4,0
M ja se alcangou intensidade de espalhamento de luz minima, correspondente a grande
desagregacio.

A alta pressfio hidrostatica induziu a diminui¢io de intensidade de espalhamento
de luz semelhante nas diversas concentragdes de uréia estudadas, comparando-se com a
intensidade inicial de espalhamento de luz (Fig.18). A partir de solugdo de uréia 4,0 M,
como a intensidade de espalhamento de luz & pressdo atmosférica foi muito pequena,
correspondendo a elevado grau de dissociagdo, ndo se detectou decréscimo adicional.
Imediatamente apés o retorno a pressdo atmosférica verificou-se recuperagio de
aproximadamente 502 na intensidade de luz espalhada nas diferentes concentragdes de
uréia (simbolos abertos), assim como no controle (dado ndo mostrado). Na concentragio
de 4,0 M ou acima ndo tem sentido referir-se a “retorno”, pois o espalhamento ja
correspondeu a nivel de dissociagfo perto de /100%.

Em pressdo atmosférica, o centro de massa do espectro de emissio de
fluorescéncia do TMV em presenga de diferentes concentragdes de uréia ndo apresentou
desvio significativo para o vermelho até 2,5 M, como mostra a Fig. 19, inclusfio. Esse
resultado € previsto, pois essa concentragio de uréia é classicamente subdesnaturante. Em
valores de 4.0 a2 6,0 M de uréia, esse desvio torna-se importante (/.500 a 2.000 cm'l),
demonstrando elevado processo de desnaturagdo. A Fig. 19 mostra que a pressdo ndo
induz desvio expressivo para o vermelho no controle sem uréia (ja descrito anteriormente,
Fig. 7) e mesmo em concentragio de uréia até 1,0 M. Em presencga de uréia 2,5 M, no
entanto, observou-se um acentuado desvio para o vermelho do espectro de emissfio de
fluorescéncia (1.900 cm") com a pressio. A pressdo atmosférica, o valor de numero de
ondas é semelhante ao valor na auséncia de uréia (30.400 cm™), € o aumento de pressio,
até 2,5 kbar, promoveu diminuigdo a um valor comparavel aquele em presenga de uréia
6,0 M (28500 cm‘l), reultado compativel entdo com acentuada desnaturago. Em
concentragdo de uréia de 4,0 M, ja 4 pressdo atmosférica ocorreu grande desvio

(1.400cm™") para o vermelho em relagfio ao controle sem uréia, correspondendo a cerca de
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75%, que significa desnaturagfio importante, que a partir de 1,0 kbar atingiu desvio
adicional de 500 cm”, praticamente correspondente ao nivel maximo de desnaturago.
Em concentraglio de uréia 6,0 M, a pressfio nfio levou a desvio significativo para o
vermelho, uma vez que a desnaturagfo ja foi intensa 2 presséo atmosférica.

O retorno de 2,5 kbar a pressdo atmosférica mostrou recuperagéo parcial nos
valores de centro de massa espectral, principalmente em menores concentragdes de uréia.
A reversibilidade do processo de desnaturagdo por pressdio e uréia (simbolos abertos)

parece ocorrer pata solugdes com menores concentragdes de uréia .

O desvio do centro de massa do espectro de emissdo de fluorescéncia para o
vermelho nfo acompanhou a dissociagdio viral, pois mostrou perfil diferente do
apresentado pelo espalhamento de luz. Assim, o célculo do grau de dissociagdo foi
utilizando essa Gltima técnica, que também permitiu o calculo de /n K; (relagdo (16) e (5))
em fungio da pressdo, Fig. 20, e assim do In K, ¢ AV °de associagfo, como calculado na

Fig. 10. Os valores encontrados foram colocados na Tabela 3.

Tabela 3: Calculo da constante de dissociag8o na forma logaritimica e variag@o do volume

de associagdo do TMV em diferentes concentragdes de uréia.

[UREIA] InK, log K, AV’ (ASSOCIACAO)
(M) (ml / mol subun. diss.)
- -28.025 -12.171 16,3
1,0 -24 357 -10.578 6,77
2,5 -21.592 -9.377 3,07

Como podemos observar, In K; aumenta com a concentragfio de uréia, sendo seu
valor sempre extremamente baixo. E interessante observar que o AV® varia

significativamente com a concentragfo de uréia nessas condigdes experimentais.
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Figura 18: Efeito de pressfio ¢ uréia no espalhamento de luz do TMV.
As intensidades de luz espalthada foram corrigidas através da comparag3o (em uma
cubeta) das intensidades de espalhamento de solugdes de TMV nas diversas concentragdes

de uréia.

As demais condigdes sfio as mesmas da Fig. 6. Os simbolos abertos

correspondem ao retorno & pressdo atmosférica.
Inclusio: Efeito da concentragio de uréia & pressio atmosférica na intensidade de luz
espalhada.
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Figura 19: Efeito de press#io € uréia no espectro de emisséo de fluorescéncia do TMV.

Espectro baseado na emissdo entre 300 e 400 nm (A.,. = 285nm), convertido para nimero
de ondas. As demais condigdes s#io as mesmas da Fig 6. Os simbolos abertos

correspondem ao retorno a pressdo atmosférica.

Inclusdo: Efeito da concentragio de uréia a pressdo atmosférica no centro de massa

espectral.
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Figura 20: Efeito da pressdo na dissociagio do TMV em diferentes concentragdes de uréia
expresso na forma logaritmica in K, , ou In K, (utilizando os dados de espalhamento de
luz, Fig. 18, e a equagdo (5) ).

(=) Controle sem uréia; (®) 1,0 Murdiae (A) 2,5 Muréia.
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Figura 21: Efeito da pressfio na desnaturagio do TMV em uréia 2,5 M expresso na forma
logaritmica /n K, (utilizando os dados de centro de massa, e as equagdes (19 € 20) ).
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Outro aspecto interessante comparando os dados de espalhamento de luz e desvio
do centro de massa do espectro de emissdo de fluorescéncia, ¢ que apesar da dissociagdo
elevada (77%) em concentragiio de uréia 2,5 M, nessas condigdes ocorre desnaturagdo
apenas em press3o superior 2 pressdo atmosférica. Assim, o espalhamento de luz mostra
dissociag@io de 77 a 100%, e o centro de massa a desnaturagio praticamente de 0 a 100%.
A relag@o (11) continua valida para o processo de desnaturagio, permitindo o célculo de

AV 4., (variagdo de volume de desnaturagéo):
In(n" (@) /(1-@,))=p AVas/RT+In (Kam/ C*) (18)

com n = 1, pois representa um processo de primeira ordem. Essa relagdo, portanto, fica

In((e,) /(1-0y))=pAVu/RT+In Kan (19)

sendoqueln((a,) /(I-a,)) = Ka, Aformagrificaln((a,) /(I-a,))em funglo
de p leva ao AV, A Fig. 21 mostra essa representagio, que leva a uma variagdo de
volume de desnaturagio por uréia e pressio. Os dados de centro de massa foram
utilizados para calculo da constante de desnaturagdo & pressdo p, o, mas com corregdo de
acordo com o rendimento quéntico, utilizando a relagiio (12), porém com notagéo

correspondente ao processo de desnaturagio:
@, = (1+0 (<> -<vaes>)/ <y - <> )7 (20)

onde O € a razdio de rendimento quintico entre a molécula desnaturada € a nativa, Ve € 0
centro de massa espectral da forma desnaturada, v, ¢ o correspondente valor para a forma
nativa e v, para a proteina na pressdo p (Silva & Weber, 1986). O valor calculado de ¢
foi 0,55 (dados nfio mostrados). O valor de AV, foi de 103,5 ml/mol subunidade
desnaturada.

Gel filtragio em HPLC do TMV incubado em presenga de uréia 2,5 M (Fig. 22B)
mostra eluigdo da amostra no volume de exclusfo da coluna, portanto acima de 10" Da,
como observado para o TMV nativo (Fig. 22A). Incubago dessa amostra a 2,5 kbar

(uréia 2,5 M), Fig. 22C, indica eluigio em posigdo correspondente a baixo peso molecular.



49

Ambas as eluigdes foram feitas apds 2 dias da incubagio com uréia e alta pressio.
Imagens de microscopia eletronica do TMV apos incubagdc a 2,5 M de uréia (Fig. 23)
mostraram particulas compativeis com a forma nativa, particulas de tamanhos menores ¢
formas muito desagregadas. Apods incubagdio em alta pressio (Fig. 24), a relagdo entre
formas de alto grau de desagregagio e particulas maiores aumentou significativamente. A
reversibilidade parcial da desnaturag@io observada no célculo do centro de massa do
espectro de emissdo de fluorescéncia parece presente também nessas imagens,
representadas pelos fragmentos observados por microscopia eletronica.

Microscopia eletrdnica do TMV em presenga de uréia 6,0 M e incubado a 2,5 kbar
(Fig. 25) mostrou auséncia total de particulas virais ou menores, visualizando-se apenas
formas compativeis com desagregaco e desestruturagdo total. Este resultado € esperado
baseando-se na desnaturagiio observada pelo desvio de centro de massa ¢ dados sobre a
intensidade de luz espalhada anteriormente discutidos.

A incubagio da sonda fluorescente Bis-ANS com o TMV em presenca de uréia 4
pressio atmosférica (Fig. 26) mostrou aumento de intensidade de emissao de fluorescéncia
até concentragdo de uréia 40 M , e em 6,0 M a intensidade de emissdo do Bis-ANS
diminuiu a valor préximo ao controle sem uréia. Aparentemente a dissociagdo do TMV
leva a esse aumento, € o processo de desnaturag@o contribui para a queda de intensidade
de emiss&o do Bis-ANS.
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Figura 22: Gel filtragdo do TMV.

HPLC em coluna GPC 1000 (A) & pressdo atmosférica (1,0 mg/ml), (B) 2 dias apds
incubagdo em uréia 2,5 M (0,1 mg/ml) e (C) 2 dias ap6s incubac8o a 2,5 kbar em uréia 2,5
M (0,1 mg/ml). Fluxo de 0,3 mI/min.
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Figura 24: Imagens de microscopia eletronica do TMV em uréia 2,5 M, aproximadamente

5 dias ap6s incubagdio a 2,5 kbar ¢ 25 °C, em condi¢des experimentais correspondentes as
Figs. 18¢ 19.

Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibragdo: 50 nm.
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Figura 25: Imagem de microscopia eletronica do TMV em uréia 6,0 M, aproximadamente
48 horas poés incubagiio a 2,5 kbar e 25 °C.

Amostra nas condigbes experimentais correspondentes as Figs. 18 e 19,

Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. Barra de calibragdo: 50 nm.
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As demais condigdes sdo as mesmas da Fig. 11.
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DISCUSSAQ

- Alta pressido em TMYV: pouca dissociacéo.

O objetivo principal dessa dissertagio foi o estudo do efeito de pressdo no TMV
em diversas condigBes como baixa temperatura e presen¢a de uréia. Apenas utilizando
alta pressdo, até 2,5 kbar ndo ocorreram mudangas significativas na intensidade de
espalhamento de luz, sendo observada dissociagio de no méximo /8% (Fig. 6). Além
disso, praticamente nfio ocorreu desvio para o vermelho do espectro de emissido de
fluorescéncia. A utilizagdo da sonda de fluorescéncia Bis-ANS, Fig. 12, confirmou a
auséncia de mudangas importantes na proteina capsidica pois ndo ocorreu nenhuma
modifica¢do na intensidade de fluorescéncia a 2,5 kbar.

Silva & Weber (1988), por outro lado, observaram processo de dissociagio mais
significativo para o virus icosaédrico BMV (“Brome Mosaic Virus”), mostrados através de
imagens de microscopia eletrénica de amostras fixadas em alta presséio. Esse processo foi
acompanhado de desvio para o vermelho do espectro de emissdo de fluorescéncia de cerca
de 300 em™. A concentracio de virus nesses experimentos foi de 0,06 mg/ml. Nesse caso,
o Bis-ANS apresentou aumento de intensidade no espectro de emissio de fluorescéncia de
cerca de seis vezes quando em 2,5 kbar. Virus icosaédricos como o bacteriofago R17 (Da
Poian e cols., 1993) e 0 CPMV (Da Poian € cols., 1994) apresentaram mator estabilidade
em alta pressdo. Nesse ultimo caso, a possibilidade de isoiamento de capsideos sem a
presenga do material genético através de ultracentrifugagdo permitiu observar dissociagio
importante por pressdo, mostrando que o RNA estabiliza significativamente a particula
viral. Essa estabilizagio foi estimada através de experimentos em presenga de uréia em
concentra¢des subdesnaturantes, levando a um aumento na energia livre de 988 cal/mol
subunidade dissociante de CPMV.

A relativa estabilidade do TMV 2 alta pressio pode também estar relacionada a
presenca do RNA. As diferengas da estrutura terciaria da proteina capsidica entre a forma
em presenga de RNA ou auséncia sdo bem conhecidas através de cristalografia de raios X,
que conforme ja visto, apresenta formagfio de uma o-hélice adicional na particula viral
(Fig. 1¢ ¢ 1d) (Hitth & Richards, 1981). Na particula viral ocorre interagdo de 3

nucleotideos por subunidade de proteina capsidica. O efeito de alta pressdo até 1.5 kbar
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em proteina capsidica do TMV em diferentes estados de agregagio foi analisada através
de turbidimetria (Jaenicke e cols.,, 1981) . Segundo esses achados, a 26,2 °C ocorreu
dissociagdo completa & 0,6 kbar da forma hélice cilindrica. A 29,7 °C essa dissociagdo
ocorreu a 1,0 kbar. Por outro lado, os autores induziram associagio da proteina capsidica
até a forma hélice cilindrica apenas com o aumento da temperatura de 20 a 32 °C em
pressdes até 0,9 kbar. Esse trabalho mostra que a auséncia de RNA permite a dissociagio

do agregado proteico (helice cilindrica) em pressdes relativamente baixas.

- Alta pressio e baixa temperatura em TMYV: dissociacio sem desnaturacio.

O efeito de temperatura abaixo de 0 °C em proteinas em solugdo € pouco
conhecido, pois apenas recentemente tem sido utilizada alta pressdo como estratégia para
gvitar o congelamento da amostra. Outras estratégias incluem a introdugfo de solventes
ou solutos para diminuir a temperatura de congelamento, processo que interfere
diretamente na proteina, pois agem como agentes “protetores”, ou como caotropicos. E de
se esperar que o estudo da desnaturagio de proteinas a baixa temperatura ofereca
informagdes biofisicas muito ricas, porque a alta temperatura, que representa o
procedimento classico para o estudo de desnaturagdo, envolve ganho de energia na
macromolécula de ordem de grandeza muito acima das for¢as envolvidas na manutengio
da sua conformacfo, portanto sujeitas a interpretagdes muito complexas.

A utilizaglio de baixa temperatura (-18 °C) combinada a alta pressdo permitiu
atingir niveis de dissociag@io mais altos (Fig. 6), que se manteve por pelo menos varias
horas apOs retorno a temperatura ambiente e pressdo atmosférica, conforme pode ser
observado em estudos de gel filtracio em HPLC (Fig. 13B), ¢ através de analise por
microscopia eletrOnica (Fig. 14 ¢ 15). Esse processo de dissociacio permitiu, assim, o
calculo de pardmetros termodindmicos da particula viral a 2,5 kbar, mais precisamente
relacionada a associagio proteina-proteina. Ao mesmo tempo, os dados obtidos referentes
ao centro de massa do espectro de emissdo de fluorescéncia (Fig. 7) indicam que o
ambiente de residuos aromdticos praticamente ndo foram alterados (desvio para o
vermelho de 700 c¢m’”), portanto a estrutura das subunidades dissociadas mantiveram
conformacgio proxima a forma nativa. Assim, o processe de dissociagfio observado néo foi

acompanhado de desnaturagfo significativa. Experimentos utilizando CPMV (Da Poian
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¢ cols., 1995) indicam desnaturag@io na incubagio a -20 °C, a 2,5 kbar, com desvio para
o vermelho de cerca de 300 cm’. Nessas mesmas condigdes, mas em presenga de
uréia 1,0 M, ocorreu deslocamento mais significativo (700 cm™).

Poderiamos simplesmente considerar que, para quantificar o estado de agregaco
do TMV, niio ¢ adequado monitorar o centro de massa do espectro de emisséo de
fluorescéncia, pois ocorreu grande discrepancia comparando-se com os resultados obtidos
de espalthamento de luz. Isso foi observado em vérias condigbes experimentais, inclusive
na presenga de uréia. Outros agregados de muitas subunidades também apresentam esse
problema. A hemoglobina gigante de G. paulistus, por exemplo, apresentou resultados
mais confiaveis e repetitivos utilizando-se como parimetro de dissociagdo o espathamento
de luz (Silva e cols.,. 1989; Bonafé e cols, 1991; Bonafé, comunicagfo pessoal). A
hemocianina do gastropode M. ovatus, embora tenha apresentado certa concordancia entre
as duas metodologias, apos retorno a presséo atmosférica a recuperagio do valor de centro
de massa foi bem maior que do espalhamento de luz (Bonafé e cols., 1994), novamente se
mostrando como pardmetro ndo confidvel para avaliar a dissociagdo. Assim, sem uma
avaliagdo ngorosa, pode ser arriscado considerar a fluorescéncia para avaliagdo
quantitativa do processo de dissociagfo de particulas virais ou proteinas de grande niimero
de subunidades, sendo no entanto importante para outros tipos de informagdes.

O gréfico de van’t Hoff permitiu o calculo de parimetros termodindmicos como
AH e AS de dissociagdo por mol de subunidade dissociante, a 2,5 kbar (AH de -8,23 kcal /
mol e.AS de -49,60 cal / K mol ou TAS de -14,2 keal / mol a 12,5 °C). Esses dados sdo
importantes para possibilitar uma melhor avaliagdo termodindmica da dissociagéo do
TMV. Como mencionado anteriormente, esses valores s3o calculados baseados na
dissociagdio da particula viral inteira, que pode nfo ocorrer, assim considerando-se
processo de dissociagfo parcial (por exemplo 1.000 subunidades, e ndo as 2.130), os
valores da entalpia e da entropia por mo! de subunidade dissociante sfo praticamente
coincidentes.

Seria bastante desejavel a medida desses pardmetros em pressdes menores para
obtengZo dos mesmos & presso atmosférica através de extrapolagdio. Isso permitiria
minimizar os efeitos da “deriva conformacional” das subunidades (Weber, 1993). Esses
experimentos deverdo ser realizados futuramente. Iremos, no entanto, nos basear nos

valores ja obtidos a 2,5 kbar. Considerando processo de associagdo, de modo analogo,
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temos os valores de associagdio por mol de subunidade de AH = +8,23 kcal'mol e AS =
~49.60 cal K mol ou TASde - 14,2 kcal mol a 12,5 °C.

O valor de AS de associagdo positivo indica que a associagdo € um processo
dirigido pela entropia. Esse comportamento tem sido estudado em diversos sistemas.
Uma revisdio de Weber (1993) mostra que para diversas proteinas oligoméricas ja
estudadas, a contribuigio da variagdo de entalpia na variacio de energia livre de
associagdo € sempre menor que a contribuigio de entropia, expressa como 7AS, e € mais
freqiientemente positiva (considerar a relagio (2), AG = AH - TAS). Assim, as mudangas
de entalpia quase sempre ocorrem em diregdo oposta & associaglio, € em contraste, as
variagdes de entropia (74S) de associagio sdo grandes e positivas, sendo sempre
responsaveis pela predominincia de agregados em relagdo a subunidades isoladas, em
concentragdes fisiologicas dos agregados. Weber nesse estudo interpreta o fendmeno a
nivel molecular, assumindo que a exposigio da superficie apolar do contato proteina-
proteina ao solvente resulta em grande diminui¢do da entropia do solvente, e que o
processo reverso ¢ promovido pelo aumento da entropia da agua.

Da Poian e cols., 1995, em experimentos de dissociagio de CPMV a 2,5 kbar ¢
abaixamento de temperatura, € em concentragdes de uréia de até 2,5 M, consideraram os
pardmetros termodinamicos AG, AH e TAS aparentes, ou AGT, AH e T AS para
expressar processos em “steady-state”, uma vez que observaram desnaturagio irreversivel
subseqiiente a dissociagdo. Em auséncia de uréia, esses pardmetros por mol de
subunidade de associagio foram, respectivamente, -/0, +14 e +24 kcal / K mol, sugerindo
que a manutengdo da estrutura viral se deve a um processo dirigido pela entropia.

Embora o a 2,5 kbar e -18 °C corresponda a 0,72, a estrutura desse agregado ndo
foi definida em estudos com microscopia eletrdnica, Fig. 14. E possivel que essa estrutura
envolva agregados de proteina capsidica (trimeros, hexdmeros, etc). A utilizagho da sonda
Bis-ANS permitiu obter uma idéia sobre a conformagio das subunidades na dissociagio
por pressdo. O aumento da interagio Bis-ANS e proteina capsidica com o abaixamento da
temperatura, Fig. 12, indica exposigio de sitios hidrofobicos, e provavel interagdo com
residuos positivamente carregados que normalmente se ligam ac RNA viral. A presenga
de uréia 6,0 M, por outro lado, levou a diminui¢io da interagio sonda-proteina.
Comportamento semelhante foi observado para 0o CPMV. Da Poian ¢ cols., 1994 ¢ 1995,

mostraram que a desnaturagio do CPMV por presséo (2,5 kbar) e 4 temperatura ambiente



59

foi obtida de maneira reversivel apenas em presenca de uréia 5,0 M, e o decréscimo da
temperatura a -20 °C, mesmo em auséncia de uréia (ou 4 -15 °C em presenca de uréia 1,0
M) levou a desnaturagio aparentemente irreversivel. Experimentos utilizando Bis-ANS
mostraram interagio acentuada da sonda com o CPMV (aumento de intensidade de
fluorescéncia de cerca de 5 vezes) a 2,5 kbar, -10 °C, ¢ em presenca de uréia 1,5 M,
comparando-se com o controle (2,5 kbar a 20 °C). Em presenca de uréia 5,0 M, 2.5 kbar e
20 °C ocorreu menor interagio proteina- Bis-ANS que o controle sem uréia. A
interpretago desse resultado ¢ que, embora ambas as condigdes experimentais sejam
desnaturantes, apenas no ultimo caso ocorreria manuten¢dio da interagfo proteina
capsidica-RNA. No sistema alta pressfio/baixa temperatura/uréia 1,5 M ocorreria
separagio protefna capsidica-RNA, possibilitando maior interagfo da proteina com o Bis-
ANS, explicando o aumento de fluorescéncia. [Esse modelo também explica a
reversibilidade do processo de dissociagfio/ desnaturagio apenas quando ainda ¢ mantida a
ligagio com o RNA (presenga de uréia 5,0 M e 2,5 kbar). No caso do TMV também deve
ocorrer apenas dissociagio parcial proteina capsidica-RNA (a méximo de 0,72, Tabela 1 e
Fig. 6), sem processo de desnaturagfio (desvio para o vermelho do espectro de emissdo de
fluorescéncia desprezivel, Fig. 7). Esses dois fatores devem estar relacionados com a
reversibilidade em meses da dissociagio por pressdo e baixa temperatura. O abaixamento
de temperatura também pode ter promovido uma conformagZo da proteina tipo “molten
globule”, um estado intermedi4rio entre a forma nativa e formas desnaturadas, na qual

ocorrem exposi¢do de sitios de hidrofobicidade ao Bis-ANS (Silva ¢ cols., 1992).
- Alta pressio em presenca de uréia: dissociacio versus desnaturacio .

O mecanismo da interag@o da uréia com proteinas nfo est4 totalmente esclarecido,
mas pode se relacionar com interagdes do tipo uréia-cadeia polipeptidica, ou solubilizag&o
de grupamentos apolares da proteina, principalmente aromaticos (Scholtz, e cols., 1995).
O efeito da uréia em concentragBes subdesnaturantes, se considerarmos como agente
inerte nessas condi¢des, seria basicamente o aumento da osmolaridade do meio. Isso
implicaria no aumento de estabilidade da particula viral sobre pressdo através da
diminuigio da dgua livre do meio (Weber ¢ cols., 1996). A desestabilizagdo do virus sob

pressdo apenas em concentragio de uréia 2,5 M demonstra que esse efeito ¢



insignificante, e que deve ocorrer interagfo direta da uréia com a proteina capsidica. Isso
também foi observado para o CPMV (Da Poian ¢ cols., 1994) e para o bacteriéfago R17
(Da Poian e cols., 1993). Nesse altimo caso, a falta de dependéncia de concentragdo na
curva de dissociagio desse virus por pressio foi parcialmente revertida em presenga de
uréia entre 2,5 € 5,0 M. Weber ¢ cols., 1996, propuseram um modelo tedrico que explica
esse efeito da uréia através da ligagdo da mesma em varios sitios das subunidades,
facilitando a dissociagio. Assim, as diferentes populagdes de oligdmeros, heterogéneas
quanto a energia livre de associagdo, estariam igualmente suceptiveis a ligagdo com uréia,
ocorrendo um equilibrio rapido de ligag&o em cada sitio ligante de uréia. Isso promoveria
um alargamento da curva de distribuiglo de energia livre de associagdo, € ao mesmo
tempo seu aumento em média. O equilibrio rapido de uréia nos sitios ligantes
representariam uma homogeneizag@o de energia livie de associagdio, explicando a
restauracdo de dependéncia de concentrag#o na dissociagdo por pressdo.

O estudo do efeito de concentragio de TMV na curva de dissociagdo por pressio
seria muito importante se considerarmos os atuais conhecimentos acima mencionados,
mas infelizmente ndo existem ainda dados nesse sentido. Esse tema sera objeto de estudo
em futuro proximo.

A dissociagiio por pressio em presenga de uréia induziu uma diminuiciio do
volume de associagfo, calculado através da equagio (5). Podemos reescrever essa relagdo

como.
InK, = InKun + pAV, /RT 1)

considerando AV, como variagdo de volume de associagéo calculada pela dissociagio
induzida por pressio. E importante a utilizagio dessa notagio, pois o AV’ também pode
ser calculado através da dependéncia de concentragio na curva de dissociagdo por
presssio, passando a se chamar AV, Como mostra a Tabela 3, uréia em concentragio
igual a 2,5 M diminuiu o AV, de 16,3 a 3,1 ml/ mol subunidade dissociante. Esse achado
foi diferente do observado para o CPMV, componente “top” (desprovido de RNA), que
apresentou AV, constante com a concentragio de uréia (33 ml / mol subunidade

dissociante entre 0,75 e 2,25 M de uréia) (Da Poian e cols., 1994).
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A diferenga na variagio de volume para o TMV pode estar relacionada com o
efeito dissociativo da uréia 3 pressio atmosférica Assim, como se mostrou na Fig 18,
ocorre uma dissociago parcial importante em presenga de uria 2,5 M, correspondente a
77% de dissociagdio, embora sem processo de desnaturagdo significante, pois apresentou
desvio para o vermelho desprezivel (Fig. 19). Assim, a dissociagio por pressdo nessas
condigBes pode estar relacionada a uma estrutura bastante diferente comparando-se com a
dissociagdio por pressio em auséncia de uréia, pois pode ter sofrido um processo da

seguinte natureza:

P2130G + UREIA € Py3,G~UREIA + x P~UREIA ~ UREIA (22)

que representa o TMV nativo, P3G, interagindo com uréia, ocorrendo dissociagio
parcial a P3G, onde x teria um valor na ordem de 1.640 (ou 77% de 2130) em uréia 2,5
M. Nesse processo niio esta sendo representada uréia de modo estequiométrico. Supondo
que a dissociagiio ocorresse ao acaso considerando diversas regides do virus, haveria
formag#o de uma estrutura relativamente homogénea, com certa manutengéo da estrutura
do TMV, mas com inumeras “cavidades” no capsideo proteico. Se por outro lado a
dissociagio por uréia ocorresse apenas em poucas regides localizadas, haveria uma
estrutura mais heterogénea, com destruigdo em certas partes do virion, com presenga de
parte da particula viral intacta. Microscopia eletronica do TMV em presenga de uréia 2,5
M (Fig. 23) mostra imagens com “falhas” na superficie do capsideo correspondentes a
penetragdo do contrastante, ¢ também mostra diferentes regides apresentando conjuntos de
fragmentos de TMV em certa continuidade, correspondendo possivelmente a partes
subseqiientes de particulas virais individuais. Aparentemente corresponde a dissociagdes
localizadas de muitas subunidades, que ocorrem em certas regides do virion. - Esse
fendbmeno ¢ compreensivel, pois a uréia estd em contato com todo capsideo, mas a
dissociagfio deve ocorrer de maneira cooperativa, isto €, dissociagio tocal induzindo mais
dissociagio na vizinhanga.

Essa hipotese poderia também explicar a grande queda de 4V, calculado em
presenga de uréia. A significativa dissociagdo inicial induzida em diversos locais do
virion poderia manter inimeras microcavidades na superficie do capsideo, expondo ao

solvente parte das interfaces proteina-proteina das subunidades ndo dissociadas.
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Posteriormente, a dissociagio dessas subunidades pode apresentar valores de A4V, bem
inferiores, correspondentes apenas & exposi¢io ao solvente das dreas que ndo tinham
contato com ¢ mesmo. Supondo que a variagdo de volume tenha certa proporcionalidade
com a area na qual ocorreu a exposigao ao solvente, poderiamos estimar que a presenga de
uréia 2,5 M aumentaria em média 5 vezes (a relagdo de volumes, 16,3/3,1) a exposigio de
interfaces ao solvente, considerando evidentemente as subunidades ainda associadas.
Seria interessante a obtengdo do AV, a partir do efeito de concentragdo na curva de
dissociagdo por pressdio, para melhor avaliar esse sistema. Outro processo relevante € a
desnaturacdo por pressfio em presenga de uréia 2,5 M. E provavel que ocorra um
deslocamento de equilibrio no sentido da dissociagiio através da diminuigio da

concentragio de subunidades dissociadas com o aumento de pressio:
P + UREIA « P~UREIA (23)

e uma conseqiiente interferéncia no AV, aumentando seu valor calculado. Como vimos,
o valor de AV, obtido diminuiu com o aumento da concentragio de uréia, sendo mantida a
hip6tese acima para essa diminuig&o.

O calculo da variagdo de volume de desnaturagfo por pressio em presenca de uréia
2,5 M obtido através do centro de massa do espectro de fluorescéncia, /03,5 ml / mol
subunidade desnaturada, foi baseado no mesmo experimento na qual se obteve a variagdo
de volume de dissociagdo. Na literatura (Suarez, 1995, pag. 60), foi estudada a
tropomiosina quanto a variagdo de volume de desnaturagdo por presséio (em auséncia de
uréia), que foi de 25,5 ml/mol Considerando processo de dissociagio, com # =2, 0 valor
calculado no mesmo experimento foi de 80,5 mi/mol.

A dissociagio do TMV tendeu a preceder a desnaturagfio, sendo que a ultima s0
ocorreu na presenca de uréia em concentragdes a partir de 2,5 M. Parece existir, pelo
menos, dois modos distintos de inclusio de uréia no TMV, um deles promovendo
dissociag#o €, outro, desnaturagio.

O retorno de 2,5 kbar 4 pressdio atmosférica mostrou recuperagio parcial nos
valores de centro de massa espectral, principalmente em menores concentragdes de uréia.
A reversibilidade do processo de desnaturagio por pressio e uréia (simbolos abertos)

parece ocorrer mais significativamente em concentragdes de uréia mais baixas.
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A maior interagdio da sonda Bis-ANS com o TMYV foi observada em concentragdes
de uréia entre 2,5 e 4,0 M, na qual ja é observado elevado processo de dissociagdo e a
desnaturagfo se torna significativa. Aparentemente deve ocorrer forte interagdo de
residuos de aminodcidos positivamente carregados nas formas parcialmente
dissociadas/desnaturadas do TMV com o Bis-ANS, levando a um aumento de intensidade
de fluorescéncia. Esses residuos podem corresponder dqueles responséveis pela interago
capsidio-RNA, que devem sofrer exposi¢io ao solvente nesse processo. Além disso deve
ocorrer exposi¢io de sitios hidrofébicos nessas condigbes, que tendem a se

desestruturarem na concentragdo de uréia 6.0 M..
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