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RESUMO

Qs virus sfio estruturas auto-assoctaveis muito eficientes, porém, pouco ¢ conhecido sobre a
termodindmica que governa essa assoclagio dirigida. Em altos niveis de pressdo ocorre
dissociagio do TMV ou desnaturagio quando a pressdo é combinada com uréia. Para um
melhor entendimento de tais processos nds calculamos os pardmetros termodindmicos
aparentes de dissociago e desnaturagio do TMV, assumindo uma condi¢do de estade
estaciondrio “steady-state coandition”. Esses processos podem ser monitorados pela
diminui¢do de espalhamento de luz da soluglio viral devido ao processo de dissociagdo e
pelo desvio para o vermelho do espectro de emissdo de fluorescéncia, que ocorre com o
processo de desnaturagdio. Nos determinamos a estequiometria aparente de uréia
considerando a reagdo de equilibrio de dissociagdio e desnaturaciio das subunidades do
TMYV, as quais forneceram, respectivamente, 1,53 e 11,1 mols de uréia‘mol de subunidade
de TMV. As condigdes de dissociagfo e desnaturagfo foram atingidas em uma via préxima
da reversivel, permitindo a determinacio de parimeiros termodindmicos. Analises de gel
filtragdo em HPLC, microscopia eletrdnica ¢ dicroismo circular confirmaram os processos
de dissociagio e desnaturacio. Os célculos das estequiometrias aparentes de uréia de varios
virus bascados em resultados espectroscdpicos de artigos receptes mostraram que os
processos de dissociacio e desnaturagdo seguem uma estequiometria similar, sugerindo
uma interagfo similar uréia-virus entre estes sistemas. A desnaturagio do TMV utilizando
GndHC1 foi mais eficiente que a uréia, apresentando estequiometria de 7,50 mols de

GndHCI /mol de subunidade de TMV.
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ABSTRACT

Viruses are very cfficient self-assembly structures, but little is understood about the
thermodynamics governing this directed assembly. At higher levels of pressure ﬁccurs
dissociation of TMV or when pressure is combined with urea, denaturation occurs. For a
better understanding of such processes, we investigated the apparent thermodynamic
parameters of dissociation and denaturation by assuming a steady-state condition. These
processes can be measured considering the decrease of light scattering of & viral solution
due to the dissociation process, and the red shift of the fluorescence emission spectra, that
occurs with the denaturation process. We determined the urea stoichiometry considering the
equilibrium reaction of TMV dissociation and subunit denaturation, which fumnished,
respectively, 1.53 and 11.1 mols of urea/mo! of TMV subunit. The denaturation and
dissociation conditions were arrived in a near reversible pathway, allowing the
determination of thermodynamic parameters. Get filtration HPLC, electron microscopy and
circular dichroism confirmed the dissociation and denaturation processes. The calculation
of apparent urea stoichiometry of several other viruses based on spectroscopic results from
earlier papers showed that dissociation and denaturation processes follow similar
stoichiometries, suggesting a similar virus-urea interaction among these systems. The TMV
denaturation was more efficient in the presence of GndHCI, with stoichiometry of 7.50

mols of GndHCl /mol of TMV subunit.



1 - INTRODUCAO

1.1 — Aplicagiio de alta pressio hidrostitica: dissociagiio de proteinas

A maioria das fungSes biologicas é executada por proteinas multiméricas de menor
ou maior complexidade como ribossomos, nucleoproteinas, enzimas alostéricas, entre
outras. Entretanto pouco se conhece sobre detalhes que governam as interagbes entre as
subunidades destes agregados. A termodindmica de interagio proteina-proteina € uma drea
de fundamental importdncia na compreensao de sistemas biol6gicos.

Nos tiltimos anos, progressos nessa area tém sido realizados através da utilizagao de
alta pressdo hidrostatica, ferramenta que promove dissociagdo de proteinas sem
significantes efeitos na estrutura tercidria das mesmas ou ligagdes covalentes presentes
(Silva & Weber, 1993). Esta poderosa ferramenta, assim, torna possivel ¢ estudo de
detalhes no equilibrio entre mondmeros ¢ oligdmero, bem como o entendimento sobre as
forgas que determinam as interagdes entre as subunidades (Weber & Drickamer, 1983,
Silva & Weber, 1993).

A dissociacio por alta pressdo ocorre devido & contragdo de volurne nesse processo.
As subunidades expdem a interface proteina-proteina ao solvente, e esta nova interaglio
promove organizagio do solvente, que tende a ocupar menor espago (Weber & Drickamer,
1983). Fatores que devem contribuir para a contragio de volume correspondem 4 liberagdo
de espagos nido preenchidos na interface devido as “imperfeigbes” no contato entre
subunidades, e a interagdo do solvente com residuos polares e apolares expostos na
dissociaciio (Silva et al., 2001).

Segundo o principio de Le Chatelier, a pressio desloca o equilibrio da reagio para o

sentido da formagfio dos componentes que ocupam o menor volume, ou seja, para a forma



dissociada, Com a despressurizagio, a reassociagio pode ocorrer com aumento de volume
no processo. Estudos wtilizando dissociagio por pressio mostram que as subunidades
muitas vezes se reorganizam diferentemente das subunidades da proteina nativa, fendmeno
denominado “deriva conformacional”, com a proteina podendo permanecer em sua nova
conformagio apos o processo de dissociagio/associaglo (Silva & Weber, 1993).

Em muitos dimeros e tetrimeros foram observados na forma reassociada pds
pressio uma perda da capacidade de associagfio e perda da fungio, como por exemplo,
diminuigio de atividade enzimética (Weber, 1986). Outra propriedade descoberta
utilizando alta pressio é a heterogeneidade quanto a energia livre de associaglo em
proteinas com nimero de subunidades maior que dois. Isso foi verificado através de
experimentos nos quais se observou pouca ou nenhuma dependéncia de concentragio na
curva de dissociagiio de proteinas por pressfo. (Silva & Weber, 1988, Silva ef al., 1989,
Bonafe et al., 1994). A hemoglobina extracelular do anelideo Glossoscolex paulistus (3300
kDa, 108 subunidades) foi a primeira proteina descrita na literatura que apresentou total
independéncia de concentragdo na curva de dissociagdo por pressdo (Silva er al., 1989,
Bonafe et al., 1991). Recentemente foi correlacionada a dissociagfo por pressio desta
proteina com o aumento da susceptibilidade 4 oxidagdo da forma ferrosa & férrica. Em pH
alcalino observou-se também aumento da susceptibilidade 4 oxidag#o desta hemoglobina, e
isso provavelmente estd relacionado 4 tendéncia que essa hemoglobina tem de dissociar
nesta condigio de pH (Bispo ef al, 2005). Recentemente observamos essa facilitagdo
através das curvas de dissociagdio por pressio desta hemoglobina em diferentes condigdes
de pH, e isso permitiu quantificar os protons envolvidos nesse processo (Bispo et al.,

2007).



1.2 - Uso de alta pressdio hidrostatica: dissociagfio e inativagiie de virus

Um modelo interessante de agregado protéico se relaciona as particulas virais. Os
virus possuem um capsideo formado por intimeras subunidades protéicas, sendo de
particular interesse o estudo da dissociag#o por pressio e da deriva conformacional ocorrida
neste processo (Silva, 1993). A interacdo proteina-proteina, scm diivida, assume enorme
importdncia em estruturas virais.

Um aspecto comum no ciclo de todos os virus € a monatagem do capsideo viral a
partir de suas subunidades protéicas constituintes. Os virus sfio estruturas notavelmente
estaveis, e sua estahilidade originou-se necessariamente dos contatos entre as subunidades.
Essa interag¢fio entre subunidades deve ser delicadamente balanceada entre a habilidade de
formar um capsideo estavel, para proteger por longos periodos de tempo 0 material
genético do meio, e a capacidade de dissociar-se sob determinadas condi¢Bes para liberar
ou expor o acido mucléico quando ligado ou dentro da célula hospedeira. Essa enorme
mudanga na energia da associagio € uma propriedade essencial das estrufurag virais, mas
nfo foram ainda completamente compreendidas. A dissociagio dos virus utilizando alta
pressfio hidrostatica é vista como uma nova ferramenta para compreensio desse tipo de
processo (Silva ef al., 2002).

Silva e Weber, (1988), investigaram o efeito de diferentes niveis de pressio sobre o
BMV, “brome mosaic virus", ¢ observaram uma dissociagHo reversivel do capsideo deste
virus em pressio de 140 MPa, induzindo aproximadamente 75% de dissociagio viral.
Acima deste nivel de pressfo a organizagdo do capsideo protéico do BMV se altera
bruscamente, com formacio de agregados amorfos no retorno a pressio atmosférica. Isso

deve acontecer devido A4 mudangas conformacionais apresentadas pelas subunidades



separadas do capsideo protéico do virus, diminvindo a energia livre de associagfio entre
clag, levando-as a uma associagdo aparentemente randdmica.

A forma associada do virion ¢ bastante estabilizada pela presenga do RNA viral,
conforme observou-se¢ para o virus do mosaico do “cowpea” (CPMV) (Da Poian er al.,
1994) e o virus do mosaico do tabaco (TMV) (Bonafe er al, 1998). Os parimetros
termodinidmicos de dissociagio por pressio calculados para o TMV demonstraram que o
processo ¢ dirigido predominantemente pela entropia (Bonafe et a/, 1998).

Recentemente determinamos a estequiometria de protons através do estudo da
dissociagio por pressdo do TMV em diferentes valores de pH (Santos er al., 2004). Isso foi
motivado pelo fato que ja se conhece ha virias décadas a dissociagao alcalina deste virus, o
que significa ser o proton um importante estabilizador da forma associada do TMV. Como
veremos adiante, a utilizagdo dessa metodologia foi estendida para varios outros sistemas,
inclusive na determinagio estequiométrica de uréia nos processos de dissoctagdo e
desnaturagio, e do hidrocloreto de guaninidina (GndHCI) no processo de desnaturagfio.

A dissociacao viral por pressio tem permitido investigar os mecanismos envolvidos
nos processos de infecgdo viral em células hospedeiras, fornecendo informagbes
termodindmicas importantes a respeito destes sistemas (Da Polan er al., 1995, Gomes er al.,
2003). Esses estudos sio bastante relevanies em aplicagdes biotecnolégicas e médicas, tais
como as observadas em processos de esterilizacio e mo desenvolvimento de vacinas
antivirais. Neste caso, a compreensio dos mecanismos envolvidos durante a dissociacio
protéica pode conduzir ao methoramento da imunogenicidade ¢ a inativagio viral
(Heremans, 1982, Jurkiewicz et al,, 1995, Oliveira et al,, 1999, Bonafe er al., 2000, (Gaspar

et al_, 2001, Pontes er al., 2001, Gomes ef al., 2003, Ishimaru er af., 2004),



1.3 - Use de alta pressio hidrostitica combinada com agentes desnaturantes:

desnaturaciio de proteinas e virus

O enovelamento de proteinas e processos de agregagio, por outro lado, represeniam
fendmenos semelhantes, e sdo relacionados ao acesso de solvente em varios estados
conformacionais. Esses processos podem ser caracterizados com auxilio de alta pressdo
hidrostatica, como no caso de proteinas envolvidas com doengas neurodegenerativas ¢
amiloidogénicas (Lima et al., 2006). A desnaturagio de proteinas, que envolve mudancas
estruturais mais drasticas, é ha muito tempo alvo de intenso estudo em sistemas bioldgicos,
pois auxilia o entendimento de mecanismos e forgas que influenctam na conformacfo e
estabilidade dessas macromolécutas. A utilizagfio de alta pressdio hidrostatica combinada
com agentes quimicos surge como um novo método para estudar e perturbar a estabilidade
das proteinas (Balny, 2006).

Fendmenos relacionados 2 desnaturagdo sdo freqilentes em sistemas biologicos,
como equilibrio dindmico entre estados nativos e conformagdes desnaturadas nas células,
ou a conversio, muilas vezes enzimatica, de algumas proieinas para estados
“desenovelados” para possibilitar o transporte através de bicamadas lipidicas. O "turnover”
de proteinas nas células, por cutro lado, estd muitas vezes relacionado com estados
desnaturados (Dill & Shortle, 1991). Assim, o detalhamento termodindmico do processo de
desnaturagdo € essencial para a melhor comprecnsio desses fendmenos. Agentes
desestabilizadores quimicos, como uréia e GndHCl, sdo muito utilizados para esse tipo de
estudo (Greene & Pace, 1974, Pace, 1986, Courtenay et al., 2001).

O mecanismo de inieracio da uréia com a proteina nao esta totalmente esclarecido,

mas pode ser através de interagBes desse composto com a cadeia polipeptidica, ou através



dc solubilizagio de grupamentos apolares da proteina, principalmente residuos aromaticos
(Scholtz er af., 1995). Uréia em concentragdes subdesnaturanics (abaixo de 2,5 M) em
combinagdo com alta pressiio promove desestabilizagio de diferentes virus em alta pressao,
(Da Poian er al., 1993, Da Poian er al., 1994, Gaspar et al., 1997, Bonafe et al., 1998,
Schwarcz, 2004). Uréia em concentragdes entre 2,5 e 5,0 M promove reversio parcial da
falta de dependéncia de concentragio na curva de dissociagiio por pressdo do bacterioéfago
R17 (Da Poian et al., 1993).

A alta pressdio hidrostatica tem auxiliado avaliar e quantificar o efeito de agentes
desnaturantes na dissociagio ¢ desnaturagio de agregados protéicos e em particulas virais,
como no caso do TMV. Foi observado que a alta pressio induz desnaturagio do TMV em
presenga de concentragbes subdesnaturantes de uréia, como 2.5 M (Bonafe et al., 1998).

Nos modelos de desnaturagiio por uréia propostos na literatura ndo é mencionado o
processo de dissociag@io prévia a desnaturagio, ou a estequiometria do agente desnaturanie
tanto em Telagho & dissociagio quanto 4 desnaturagio (Ferreon & Bolen, 2004, Makhatadze,
1999, Sholtz et al., 1995). Neste trabalho utilizou-se 0 TMV como modelo de interago
proteina-agente desnaturante, e determinou-se a estequiometria de uréia nos processos de
dissociacio e desnaturagdo. Isso foi obtido de maneira aniloga & estequiometria da
participagio de protons na dissociagio do TMV (Santos er al., 2004), portanto atraveés de
estudos em diferentes concentragdes desse agente desnaturante. O efeito do GndHC1 no
TMV também foi alvo de estudo no presente trabatho. A inclusao desse outro agente
desnaturante foi principalmente devido 4 sua natureza bem diferente comparando-se com a
uréia, que ndo possui carga, enquanto o GndHC! possul carga positiva (Figura 1). Isso €
bastante conveniente para aplicar também o modelo aqui proposto, que envolve interagio

estequiométrica agente desnaturante-proteina. Sera visto que, de modo semelhante & uréia,



a inleragdo ¢ prontamenie quantificivel. Embora, a uréia e o GndliC! serem utilizados
amplamenic na desnaturacio de proteinas, poucos estudos comparativos ¢ quantitativos da
acdo destes agentes em proteinas tém sido realizados, os resultados encontrados nesta tese
mostram o efcito destes agentes sobre o TMV ¢ fornecem tais dados comparativos. Nossos
achados devem ainda contribuir para o entendimento das forcas que mantém a estabilidade
da estrutura nativa do TMV e os mecanismos envolvidos nos processos de dissociagio e

desnaturagéo.

GnHCI Ureia

FIGURA |. Representagio da estrutura molecular do GndHClI e da uréia.



1.4 - Estrutura do TMV

O TMV é um fitopatdgeno bastante estudado que produz manchas e descoloragdes
nas folhas do tabaco, conforme seu nome sugere. Esse virus, cuja massa molecular € de
40.000 kDa, é um excelente modelo para estudo de montagem viral por seu fécil isolamento
e manipulagio. 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 aminoécidos), formando uma hélice de 16 e 1/3 de subunidades por volta, com
um canal interno (Goelet ¢t 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 2A, mostra o desenho do TMV e suas
partes constituintes,

Dependendo das condiges de forga ibnica e pH, a proteina capsidica polimeriza-se
de diferentes modos, Figura 3. Por exemplo, em pH 8,0 ¢ alta forga i6nica, ocorre formagio
de particulas com coeficiente de sedimentagio 278, 378 ou mais. Em pH 7,0 e baixa forca
idnica, ocorre a formagio de discos duplos de 20S, mas que nio se agregam. Em pH acima
de 7.0 e baixa forga idnica, a proteina se encontra com polimerizagdo bastante limitada,
observando-se mondmeros, talvez dimeros, trimeros e, em menor percentagem, associagao
em agregados maiores. Em pH abaixo de 7,0 e baixa forga idnica, a proteina capsidica se
associa formando longas hélices, semelhante & estrutura protéica do capsideo do virus
nativo. Em pH 7,0 e média forga idnica sdo observadas apenas proto-hélices, com 39 + 2
subunidades por volta, similares as estruturas das longas hélices mencjonadas acima. Em

pH neutro e baixa forga idnica (condigdes que se assemelham as fisioldgicas), a proteina



capsidica forma hélices somente na presenga de RNA viral (Klug, 1972, Hith & Richards,
1981),

A associagdio do RNA viral com a proteina capsidica, baseado em inimeros dados
cxperimentais, pode ser descrita em duas etapas: nuclcagio ¢ rapido elongamento. Em
ambas as etapas ocorre a mncorporagio de agregados de discos 208 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 2. 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 presenga de H' respectivamente,
adaptado de Klug, 1972.
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FIGURA 3. Tipos de arranjos da proteina capsidica do TMV, em diferentes condigdes de
pH e forga idnica. Esquema adaptado de Hirth & Richards, 1981.



1.5 - Dissociacio do TMY dentro da célula hospedeira

O TMV ¢ aliamente estavel e é capaz de sobreviver por longos periodos no
ambiente. No ponto de vista evolutivo isso deve estar relacionado ao fato destc virus nfo
possuir um vetor especifico, e de seu mecanismo de transmissdo ser dependente de via
mecénica (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 replicagho viral. Assim, alteragdes na estabilidade do TMV se devem a
capacidade das subunidades responderem &s 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 interagiio repulsiva entre as cargas negativas
destes grupos. Essa tensdo seria reduzida pela presenga de protons (H') ou calcio (Ca™),
através da neutralizacio das cargas negativas, aumentando a estabilidade e a afinidade entre
subunidades, como ¢ mostrado na Figura 2B. No meio celular, através de mudangas nas
concentrages de protons ou Ca®", o0 TMV teria excesso de grupos carboxilicos carregados
negativamente. A forga repulsiva derivada destas interagdes poderia desestabihizar a
estrutura do TMV, provocando sua dissociagdo e iniciando o processo de replicagio viral

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



2- OBJETIVOS

2.1 — Objetivo peral

O objetivo deste trabalho foi estudar a estabilidade do TMV ficnte a agéio de agentes fisicos
(alta pressdo e temperatura) e quimicos {uréia e GndHCi), para melhor compreensao dos

mecanismos de intera¢des proteina-proteina ¢ proteina-agente desnaturante.

2.2 - Objetivos especificos

- Acompanhar mudangas na estabilidade e dindmica das particulas de TMV utilizando
medidas espectroscapicas como flrorescéncia, espalhamento de luz, dicroismo circular, e
técnicas de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

- Obtencdo de pardmetros termodinimicos da dissociagio e desnaturagio do TMV através
da utilizagdo de alta pressdo hidrostatica em diferentes concentragdes de uréia. A partir dos
dados de intensidade de espalhamento de luz e centro de massa do especiro de emissao de
fluorescéncia pode-se quantificar o grau de dissociagio ¢ desnaturagio.

- Determinagio dos valores estequiométricos de uréia nos processos de dissociacdo e
desnaturagio do TMV, através das curvas de dissociagio e desnaturacao em diferentes
condigfes de pressio ¢ uréia.

- Comparagio da estequiometria de dissociagio e desnaturagiio do TMV por uréia com
estequiometria calculada pela mesma metodologia proposta, para outros virug descritos na
literatura.

- Através dos dados de fluorescéncia (que indica mudancas estruturais), fazer uma
classificagio para os trés triptofanos existentes no TMV quanto a sua gxposigdo ao
solvente, onde foram analisadas as contribui¢des de suas fluorescéncias para 0s processos

de dissociacio e desnaturagio.



- Estudar o processo de desnaturagiio do TMV através de alta pressio hidrostdtica em
diferentes concentragdes de GndHCl e determinagio da estequiometria deste agente

envolvida nesse processo,
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Utilizou-se dgua deionizada
em sistema Milli-Q. A uréia e o GndHC] usados para os experimentos foram obtidos da
Sigma Chemical Co. Os experimentos foram realizados a 5 °C com tampao Triz HCI 100
mM, pH 7,0. A escolhas do tampdo Triz HCI foi devido & baixa dependéncia de pKa em
fun¢do da pressio.

A concentragdo de virus utilizada nos experimentos foi de 0,25 mg/mlL.

3.2 - Purificacio do TMV

A purificagiio do TMV foi obtida pela adaptagiio 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 solucdo de NayPQ4
0,5 M em ascorbaio de sddio 0,5 % (m/v), na proporgdo de 1,3 ml/g de tecido fresco.
Manteve-se o material &4 4 °C. A suspensiio foi filtrada em filtro de nylon, clarificando-se
com celite (5g/100mL de solugdo), e centrifugada a 10.000 x g por 30 min. O sobrenadante
foi filtrado e o virus precipitado por adigio de polietilenoglicol 6.000 ¢ NaCl, em
concentracdes finais de 3% e [% em massa, respectivarnente. Apds 10 min sob agitagdo e
repouso por 20 min em banho de gelo, a suspensao foi novamente centrifugada a 10.000 x g

por 30 min. Q precipitado foi ressuspenso em um quarto do volume original com NaplIPO4q



0,0IM e Na-ascorbato 0,01 % (m/v), ¢ submctido a novo processo de clarificagdo,
precipitagio e ressuspensdo, nas mesmas condigdes. Apos centrifigaciio da solugdo a
10.000 x g por 15 min, adicionou-sc ao sobrenadante Triton X-100, obtendo-sc uma
concentragio final de 5 % (m/v). A solugdo obtida foi agitada ¢ centrifugada a 90.000 x g
por 2 h em gradiente descontinuo de sacarose (60 % e 20 %). A fracio de TMV fol coletada
na interface entre 60 e 20 % de sacarose, e dialisada contra EDTA EmM, pH 7,2, e depois
contra tampio fosfato de sédio 0,2 M, pH 7.0. A solugo foi incubada a 37 °C por 4 h apds
10 min de centrifugacio a 10.000 x g. A solugio contendo o virus foi novamente dialisada e
centrifugada nas mesmas condigdes, estocando-se 0 TMV a 4°C em presenca de azida
sddica 0,001 g%.

Determinou-se a concentra¢io viral através da diferenca de absorbéncia entre 260 ¢

290 nm (8 0,1, % 260mm - £ 0,1, % 290un 1,3 l) (Noordan, 1973)

3.3 - Equipamento de alta pressfo hidrostatica

O sistema utilizado consiste de um gerador de pressdo “HIP” que € conectado a
cdmara de pressao hidrostatica modelo “ISS HP”, Figuras 4A ¢ 4B, respectivamente. Essa
cdmara possui trés janelas Opticas de safira, através das quais realizam-se medidas
espectroscdpicas das amostras a pressdes de até 250 MPa, limite que essas janelas toleram.
No interior da cdmara coloca-se uma cubeta cilindrica de quartzo com volume de
aproximadamente 1,2 ml que contém a amostra a ser submetida 4 alta pressio. Para evitar
contato da amostra com o fluido que transmite a press@io (etanol), a cubeta foi selada com

um tubo de polietileno cuja extremidade foi fechada por aquecimento, Figura 4C. Esse tubo
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colapsado permite a equalizagdio da pressfio enire o meio hidrostdtico ¢ a amostra denlro da
cubeta, evitando ao mesmo tempo a mistura dos liquidos. A cubeta é fixada em uma base
cilindrica metalica para evitar o movimento desta no interior da bomba. Utiliza-se etanol
absoluto como meio liquido para a transmisséo da pressdo por possuir indice de refragio
proximo ao do quartzo, minimizando a perda de sinal nas medidas espectroscopicas.
Através de um sistema adaptado a amostra permanece sob temperatura controlada através
de um banho conectado A ciAmara. O sistema de pressio ¢ automatizado e controlado por
um software denominado “Automa”, escrito em linguagem Delphi 5.0 e compativel com
Windows. Um computador (Figura 4D} controla uma série de dispositivos, incluindo (1)
um servomotor conectado a um motor de indugdo, que é acoplado ao pistdo gerador de
pressio, (2} o monocromador de excitagdo e o de emissio do fluorimetro, (3) os motores de
passo para as fendas de excitacio e emissdo. O software receberd dados de um medidor de
pressio via uma interface analégica conectada & placa analogico-digital de 14 bits, que
permite o controle da pressdo em tempo real, enquanto os dados dos fotodetectores sio
obtidos através de uma porta serial R8232. Todos os dados sdo processados no formato
ASCII e plotados em graficos x-y. Esta automatizagiio permite que os experimentos sejam
feitos wutilizando valores pré-programados de pressio em tempos de incubagdo
determinados. As medidas de fluorescéncia ¢ espalhamento de luz a cada valor de presséo
s30 obtidas por controle programado dos monocromadores e ajuste das fendas de excitagdio
¢ emissao. Este ajusie é necessario, pois o sinal de espalhamento de luz é muito mais
intenso que o de fluorescéncia, assim precisa ser coletado em uma fenda de menor abertura

(adaptado de Paladine & Weber, 1981).



FIGURA 4. A) Gerador de pressido. B) Cémara de pressio onde sdo colocadas as cubetas
para realiza¢do dos experimentos, mostrando as janelas por onde passam os feixes de luz
para realizagdo das medidas espectroscépicas e as mangueiras, que sdo conectadas ao
banho com controle de temperatura. C) Cubetas de quartzo, sem ser selada (lado esquerdo)
e selada com tubo plastico de polietileno usada nos experimentos. D) Fluorimetro e o
computador acoplado.
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3.4 — Estudos espectroscopicos: espalhamento de luz ¢ fluorescéncia

O espalhamento de luz Rayleight permite estimar o tamanho de particulas em
solugdo. Uma vez que uma luz incide na particula em determinado comprimento de onda ¢
néo & absorvida, esta espalha esta mesma luz dependendo do tamanho da mesma, ou seja,
quanto maior a particula, maior a quantidade de luz espalhada. A detecgdo da luz espalhada
¢ feita a 90°, no mesmo comprimento da excitagio.

O fendmeno de fluorescéncia conmsiste na propriedade que algumas moléculas
possuem de absorverem luz de um determinado comprimento de onda e, apds um intervalo
de tempo, emitirem a luz em maior comprimento de onda. O fendmeno de florescéncia
ocorre pela interaglio de fétons, com alto nivel de energia, com moléculas transferindo sua
energia para estas, fevando-as para um estado excitado. Estas moléculas, posteriormente,
passam por um processo espontineo de relaxagio para um estado fundamental com emiss&o
de fotons de menor energia. O retorno das moléculas excitadas para o estado fundamental
pode ocorrer com emissio fuminosa, que é caracterizada como fluorescéncia.

O processo de absorgio e decaimento de fluorescéncia ¢ os indmeros fenémenos
biolégicos ocorrem na mesma escala de tempo, da ordem de picosegundos {Lakowicz,
1999). Desta forma, & espectroscopia de fluorescéncia pode ser utilizada para o estudo da
dinimica e para a obtengfio de informagdes acerca das alteragdes conformacionais de
proteinas submetidas a agentes perturbadores quimicos (uréia ou GndHCI) e fisicos
(temperatura e pressio).

O fendmeno de fluorescéncia em proteinas pode ser aplicado de duas maneiras

distintas. Em uma delas ¢ utilizada a fluorescéncia de moléculas naturalmente presentes, ou
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seja, os marcadores intrinsecos, como os aminoAcidos aromdticos: triptofano, tirosina e
tenilalanina.

Em outra abordagem s3o usados marcadores extrinsecos, que sdo sondas
fluorescentes que possuem a capacidade de se associar a componentes biolégicos através de
ligagdes ndo covalentes ou covalentes.

O principal marcador intrinseco utilizado para o monitoramento de medidas
espectroscopicas de fluorescéneia em proteinas é o triptofano, pois este apresenta o maior
rendimento quéntico dos amino#cidos arométicos e a emissfio de fluorescéncia deste
residuo ¢ extremamente dependente da polaridade do meio onde se encontra. Desta forma,
o espectro de emissdo de fluorescéneia de proteina ¢ modificado conforme o microambiente
experimetado pelos residuos de triptofano. Assim, os processos de dissociagdo
desnaturagio podem ser monitorados através das mudangas no especiro de emissio de
fluorescéncia, e estas mudangas s3o analisadas através de desvio de centro de massa do
espectro para comprimentos de ondas maiores. Este desvio no centro de massa ¢

consegiiéncia da exposigio dos residuos de triptofano ao meio aquoso (Lakowicz, 1999).

Quando o0s residuos de triptofanos se encontram em ambientes apolares, como por
exemplo, no interior de protefnas, a emissfio ocorre em comprimentos de ondas menores e
portanto mais energéticos. Conforme a proteina ¢ dissociada ou desnaturada os residuos de
triptofano passam a ser expostos ao solvente e conseqientemente ocorre um desvio da
emissio para comprimentos de ondas maiores, pois enquanto o fluordforo estiver no estado
excitado com a intensidade do seu momento de dipolo aumentada, parte da energia

absorvida é desviada para reorientar as moléculas do solvente.
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3.5 - Estudos de espalhamento de kuz e fluorescéncia ne TMV sob Pressio

As medidas de espalhamento de luz e os espectros de fluorescénecia foram
registrados em um espectrofluorimetro “Edimburg FL 900", equipado com uma limpada
fonte de xendnio.

Para obtengfio dos espectros de espalhamento de luz utilizou-se comprimento de
onda de 340 nm de excitagio (regifio de pouca absorgfio) fazendo-se a varredura de 335 a
345 nm de emissdo. A quantificagiio da medida de espalhamento de luz foi efetuada pela
integragio dos valores de intensidade obtidos durante a varredura, calculando-se portanto &
drea correspondente.

As medidas de espalhamento de luz foram realizadas objetivando a monitorizagio
do estado de agregacdio do TMV sob pressio. Pode-se assumir que a intensidade de luz
espalhada é proporcional & massa molecular média (M,) para solugdes diluidas (Silva et al.,
1989). Assim, o grau de dissociagdo ap, pode ser relaciomado & intensidade de

espalhamento de luz 4 pressio p, S, , pela seguinte equacgio:

& = (SrSp)(5i-3)) (1

onde Sy € S; correspondem a iniensidade de espalhamento de luz da forma dissociada ¢
associada, respectivamente (Silva et al., 1989).

Para a obtengfio dos espectros de fluorescéncia de triptofano as amostras virais
foram excitadas com um comprimento de onda de 285 nm e a emissdo foi varrida de 300 a
400 nm.

Os espectros de fluorescéncia & pressdo p sdo processados para obtengiio do centro

de massa do espectro:
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(2)

onde F; se refere & fluorescéncia emitida em mimero de ondas v; ¢ a somatoria é feita em
intervalo abrangendo os valores aos quais F; ¢ significativo (Silva & Weber, 1988). B
fundamental a conversio do espectro de comprimento de onda para niimero de ondas, pois
o tltimo é diretamente proporcional 3 energia associada ao féton.

A importincia em caracterizar os desvios espectrais através do centro de massa, €
ndo através de mudangas na emissio maxima se deve ao fato de que em sistemas
heterogéneos, como os varios fluoréforos intrinsecos de uma proteina, deslocamentos
consideriveis de centro de massa podem ocorrer com poucas ou imperceptiveis mudangas

na emiss3o maxima.

O gran de desnaturag¥o a pressio p, se relaciona a v; pela seguinte expressdo:

=[HQ{@@)—(@.& X o
S N CUAER %)

sendo Q a razdo de rendimento quéntico entre a forma desnaturada e a forma nativa; v, ©

centro de massa espectral 3 pressfio p €, Vaes € Va, 05 valores correspondentes para as formas

desnaturada e nativas (Silva ef al. 1989).

3.6 - Dieroismo circunlar

Através da técnica de dicroismo circular, pode-se acompanhar possiveis mudangas
na estrutura secundaria das proteinas capsidicas do TMV induzidas por uréia. O
espectropolarimetro utilizado para os experimentos de dicrofsmo circular foi “Jasco J-

810 speciropolarimeter”, modelo 1505 (Jasco Corp.,Japan). As amostras de TMV foram
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diluidas a uma concentracdo de proteina viral de 0,125 mg/mL cm tampéo Fosfato de sédio
20 mM, pH 7,0 e foram acondicionadas em um cubeta dc quartzo de 2 milimeixos de
caminho dptico. As andlises foram realizadas varrendo o espectro de 190 a 300 nm, com

uma velocidade de 100 mm/minuto.

3.7 - Gel filtragio em cromatografia liguida de alta performance (HPLC)

O estado de dissociagio e desnaturaciio do TMV em diferentes condigbes de
pressdo, urdia e GndHCI foram monitorados por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). O equipamento utilizado foi o cromatégrafo modelo “Shimadzu HPLC system”, e
a coluna de gel filtragdo foi a GPC 1000 (Synchropack, Inv., Linden, In). O sistema foi
equilibrado em tampdo Triz HC1 100 mM, pH 7,0, acetato de sédio 100 mM, pH7,0 que foi
devidamente filtrado e deaerado em sistema Milipore. O fluxo empregade nos
experimentos foi de 0,3 ml./min, com monitorizagio da absorbincia a 280 nm. Considerou-
se o volume de exclusio da coluna (V,) como o volume de eluicio do TMV {(40.000 kDa),
¢ o volume total {V,) foi determinado utilizando-se hemoglobina humana (64 kDa). A
hemoglobina extracelular do anelideo G. paufistus (3300 kDa) foi wtilizada para melhor

avaliar os intermedianios de dissociagio do TMV (Santos ef al., 2004).

3.8 - Microscopia eletrénica

As microscopias cletrénicas foram realizadas em um microscépio eletrénico de

transmissdo modele “LEQ 902”. As amostras foram colocadas em grades de cobre

revestidas com filme de carbono, nas quais foram colocadas 5 pl de suspensdo da amostra
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viral (0,25 mg/mL) por grade nas diferentes condigfes experimentais, Apos 4 mimutos as
grades foram tratadas com solugdio contrastante de acetato de uranila 1 % (Raghavendra er

al., 1988, Bonafé et al., 1998, Santos er al., 2004).

3.9 - Consideragdes tedricas: Termodinfimica da dissociagio do TMV

Recentemente nosso laboratorio propds o seguinte equilibric para descrever a

dissoctaciio do TMV, conhecidamente dependente do pH:
(P10 N) 522 52130P + N +v, H* @)

onde P ¢ a subunidade protéica do virus (proteina capsidica); N, o material genético (RNA);
P3N representa a moléeula viral; K:m corresponde 4 constante de equilibrio de

dissociaglio a pressio atmosférica e pH de referéncia ignal a zero, € vy € 0 nimero total de
prétons liberados ou absorvidos durante a dissociagio (Santos ef al., 2004). Essa proposta
permitin o calculo de diversos pardmetros termodinfmicos de dissociagfo, inclusive
mostrou a estequiometria da liberagio de prétons, correspondente a 0,584 mols H’/mol de

subunidade capsidica na dissociagio do TMV.

3.10 - Termodindmica da dissociagZo ¢ desnaturagio do TMV em presenga de uréia

Em presenga de urédia o TMV exibe dissociagio em baixas concentragbes e

desnaturacdo em altas concentragdes de uréia (Bonafe ef al., 1998). Analogamente ao efeito
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do pH sobre a dissociagio do TMV, em presenca de uréia o processo de dissociagdo pode

ser considerado como:
(P 113 N+ 0U «X—2130PU+ N )

onde U é a uréia, P ¢ a subunidade protéica do virus (proteina capsidica), N o material
genético (RNA), Pa3oN representa a molécula viral, v é o coeficiente estequiométrico (de
uréia no processo de dissociagdo) e comresponde a v= 21300 ¢ K ¢ a constante de
equilibrio de dissociagfio a pressio atmosférica, que corresponde a relagfio entre as
constantes de formaglio de produtos e reagentes, kw/ka. Mesmo que o nfimero de
subunidades que se dissociam nestas condigdes experimentais fosse bem menor que 2130,
os valores de energia e de variagio de volume de disscciagéio ¢ desnaturacéio por mol de
subunidade, bem como os coeficientes estequiométricos de uréia nestes processos ndo
variariam (Eqgs. 21 a 23). Tal conclusio tambéim foi observada na estequiometria de protons
na dissociagio do TMV (Santos et al, 2004) e na dissociagioco da hemoglobina
exiracelular de anelideo (Bispo et al., 2007). De acordo com os dados de HPLC (Figura
15), a estabilizagSo dos produtos dissociados sugeriu uma condi¢io de estado estacionario
(steady-state), com aparente irreversibilidade devido a significantes mudangas

conformacionais apresentadas pelas subunidades livres do TMV, ocorrendo a

reagdo P 5 5P* onde k corresponde a razio da constante deste processo. Os

parimetros termodinimicos obtidos nesta tese foram considerados como parimetros
aparentes, 0s quais foram expressos com o sobrescrito “*”. A constante aparente de
dissociagio corresponde a k* = k. /(k.+k2). Esta condi¢lio também foi considerada para o

processo de desnaturagfio.
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O processo de desnaturagio foi considerado aqui para as formas e espécies
dissociadas P, as quais j4 estio combinadas com o moléculas de uréia. Assim z

correspondente reagfio de desnaturagiio torma-se:

PUJ+/IU(—K”—"L—-9PUG+A ©)

com constante de equilibrio de desnaturagfio a press3o atmosférica igual a K. Aqui A
represenia o coeficiente estequiométrico de desnaturag#io por uréia.
A proposta constante aparente de equilibrio de dissociagfio e desnaturaciio sio

respectivamente:

. _1PUF™IN]

B, NlUT @
<
ru,_,,)
K *d'en =t

onde nds representamos o processo de desnaturagiio através do indice den.
Para uma dada concentragiio de uréia (U], é possivel expressar a constante aparente de

dissociagio Ky como:

_ [Pl W],y

9
[stsoN ]{Ul ®

K*, ., =KqUY =

v]

onde as respectivas espécies em concentragdo de ligante definida ¢ representada com o
indice “{U]". A energia aparente de dissocia¢iio entfio pode ser expressa como:

AG*,=AG*,, —uRT n[U] (10)
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onde R ¢é a constante do gas ideal, 7 & a temperatura absoluta e AGy; € a correspondente
variagio de energia livre aparente de dissociagiio em concentragio de uréia [Ul=1 M,
considerado aqui como base molar.

A correlagiio entre a constante de dissociagfio em uma concentragdo de uréia [U] a
pressio p e a pressfio atmosférica, pode ser obtida através da respectiva energia livre

aparente de dissocia¢fio, AGpnp € AGyy;, como:
AG *[U],p =AG *[U] +pAV )

onde AV representa a variagiio de volume aparente de dissociag@o. Essa relagfo fornece:

[PRLIVL
K* 1, =K *, exp(—pAV /| RT) = p_AULp
fulp v} [P2130N1U (12)

Lp

Essa relagio escrita em termos do correspondente grau de dissociagio a pressdo p (&),
obtidos cxperimentalmente a partir de dados de espalhamento de luz, Eq. 1, em nma

concentrago de uréia definida, (o) formece:

21302130c2l30a2]31
K *[U],p =K *[U} exp(-pAV/RT) = — e £ (13)
f.)

onde C é concentragio total de TMV, onde nos consideramos [P] = 2130a,C, [N] = zC ¢
[Pa130N] = (1-)C. A forma logaritmica desta equagdo nos fornece uma relagio linear
igual a:

InK*,, =nK*,, —% =21301n2130+2130ln C+213lhha, ~Inl-&,} (14)
O grifico de In K*p7, versus p resuita em uma reta, onde os coeficientes linear e angular

da da (Eq.14) fornece valores para In K*; usado para calcular os valores de AG*py e AV*
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respectivamente. Expressando AG¥;; em fingio de In [uréia], obtém-se wm grifico cujo
coeficiente anpular representa o valor estequiométrico de uréia no processo de dissociagio.
A desnatura¢do do TMV, mostrado na Eq. 6, pode ser expressa para uma definida

concentragdo de uréia amravés de uma metodologia similar & dissociagdo, sendo que a

respectiva constante de desnaturaco K¥ ) é:

[Py,
K gong1 = K g [U]}' - [PU +11U]
74l (15)
Assimn, a energia livre aparente de desnatirago comesponde a:
AG™ 410y = AG* 4y iy —ART n[U] (16)

onde AG*;, 11 é a energia livre aparente de desnamira¢io a nma concentragio de uréia [U/]
=1M.

Analogamente 4 equagio de dissociagdo, Eq. 11 a 14, a constante aparente de
desnaturacfio & pressiio p pode ser obtida através da respectiva encrgia livre de desnaturacio

a uma concentrago de uréia {U] como:
AG *den,[ul,p =AG *den,[U] +pAV,, (17)

onde AV, representa a vadagdo de volume aparente de desnaturacfio. Essa relagfo nos

fornece:

[P UG*’/’L lU l.p

K *den.IUl =K *den,[U]' exp(—pAV,  /RT)= (18)
’ [PUUIU],D

analogamente 4 Eq. 12 e 13, temos:
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121 e,
K =iEci'e.i’r.[ui)’],p =K *den,{U] EXP(MPA Vderr /RT) = ey
- aden,p

(19)

onde oy, € 0 grau de desnaturagfio da proteina, obtido experimentalmente através de dados

de emissio de fluorescéncia (Eq. 3). A linearizagZo pode entfo ser obtida como:

P A Vden

III K *den,[U}.p

=InK *den,[Ul - = madm,p - ]'n(l - aden.p) (20)

Analogamente ao processo de dissociagio, através do grafico de In K*gnpey, versus p,
foram obtidos os valores aparentes para AG*g.y € AV*g, Expressando AG*s.u em
fungdio de In [uréia], obtém-se um gréfico cujo coeficiente angular representa o valor
estequiométrico de uréia no processo de desnaturacio.

Os parametros termodindmicos aparentes da desnateragiio do TMV por GndHCI
foram obtidos através das equagdes 16 a 20, de maneira andloga a desnaturacfo por uréia.

Como relagfio ao processo de dissociagfio mencionado acima no inicio das
consideraces tedricas, se considerarmos a ordem de dissociacfio muito diferente de 2130,
como por exemplo, n = 100, os parimetros termodindmicos aparentes como AV ou a
estequiometria de uréia pouco se¢ alterariam. Isso pode ser verificado generalizando In
K*1yp, para n ordem de dissociagio, Eq. 14:

In K *y, =lﬂK*1u1"p$; =nlna+nlnC+{x+)ne, -In{l-z,) @2h

assim, 0 AG ¥ a pressdo atmosférica por subunidade torna-se:

AG*y, =-—RT(hln +InC+ (I’Ll)lna—lm(l—a)] (22)
" n
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Levando-se em conta dois valores diferentes de concentragdes de uréia [L72] e [Ul], o

respectivo AAG* para dissociagio, relacionado a estequiometria de uréia {Eq. 10) £:

]__
MG*[U}:_RT[H-Hlna[uz]_im a’[uz]] (23)
o Oy n l-ogy

Dessa relagfio, tendo-se dois valores determinados de o como 0= 0,3 e o= 0,8, e
substituindo o valor de n=2130 (na Eq. 23) por n= 100, o valor de AAG* aumenta apenas
1,17 %, concluindo que a ordem de dissociagio muda muito pouca a estequiometria de
urdia por mol de subunidade. O mesmo pode ser verificado para o AV por mol de

subunidade dissociada.
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4 —-RESULTADOS

4.1 - Efeito da uréia sobre o TMV em pressio atmosférica

Os efeitos induzidos pela uréia sobre 0 TMV foram inicialmente caracterizados
pelas mudangas no especiro de fluorescéncia do triptofano € medidas de espalhamento de
iz, Figura 5. As amostras de TMV foram incubadas em concentragdes crescentes de uréia
(0 a 7,0 M), e apés repouso de 1 hora, realizou-se as medidas espectroscopicas. Observa-se
diminuigdo de intensidade de espalhamento de luz com o aumento da concentragio de uréia
até valores proximos ao espalhamento de luz do tampdo. O centro de massa espectral, por
outro lado, comegou a apresentar desvio para o vermelhe a partir de 2,5 M de uréia, ¢
atingin um desvio limite de 1900 cm™ a partir de 6,0 M de uréia, correspondendo &
exposigdo maxima dos residuos de triptofanos a ambientes polares. Esse acentuado desvio
de centro de massa indicou significativa desnaturagio. Entretanto, as curvas de variacdo de
espalhamento de luz e centro de massa ndo foram sobreponiveis, indicando que o processo

de dissociagdo precede 3 desnaturagio (que teve inicio a partirde 2,5 M de uréia).
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FIGURA 5. Efeito da uréia sobre a intensidade de espalhamento de luz e sobre o centro de
massa do espectro de emissdo de fluorescéncia do TMV. A solugio de virus utilizada foi de
0,25 mg/mL, as amosiras estavam em tampdo Tris HCl 100 mM, pH 7,0. As amostras
foram preparadas e colocadas numa cubeta de quarizo e ap6s repouso de 1h a temperatura
de 5 °C foram realizadas as medidas espectroscépicas. Para as medidas de espalhamento de
luz as amostras foram excitadas a 340 nm e varridas em comprimentos de ondas de 335 a
345 nm. O espalhamento de luz foi normalizado correlacionado-se 1 o espalhamento
maximo. U.A. = unidade arbitréria. Para as medidas de fluorescéncias as amostras foram
excitadas a 285 nm e varridas em comprimentos de ondas de 300 a 400 nm. Os
experimentos foram feitos em triplicata apresentando desvio padrio menor que 08
simbolos.
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Microscopia eletrénica de transmissio forneceu informagdes adicionais sobre a
organizagdo estrutural do TMV nestas diferentes concentrages de uréia, Figura 6. A Figura
6A mostra 0 TMV na auséncia de uréia. Nesta condigdo observa-se um grande nimero de
imagens de TMV pa forma integra e associada. Na presenga de 2,0 M de uréia observa-se
menor nimero de imagens de virus na forma associada, Figura 6B, com relagdo a amostra
de TMV na auséncia de uréia, O aumento da concentrag¥o de uréia para 3,0 M diminuin o
nimero de imagens de TMV na forma integra e aumentou a fragmentagdio das particulas
virais, Figura 6C. As amostras incubadas em 4,0 M de uréia niio apresentaram imagens de
TMV, Figura 6D, indicando dissociagdo elevada, de acordo com o0s achados
especiroscopicos.

Efeitos da uréia na estrutura secunddria do TMV foram observados através de
dicroismo circular, incubando-se as amostras em conceniragdes crescentes de uréia (0 a 8,0
M), Figura 7. O espectro de dicroismo circular do controle sem uréia apresenta um pico
negativo em torno de 215 nm, correspondendo & estrutura secundéria da forma nativa. Com
a adigio de concentragbes crescentes de uréia observa-se uma atenuac¢do gradativa da
elipticidade a 215 nm sugerindo perda da estrutura secundaria da proteina capsidica do
TMV, caracteristico de processo de desnaturagdo. Estes dados confirmam os achados de
desvio de centro de massa (Figura 5), evidenciando alteragbes significativas tanto na
estrutura secundaria quanto na tercidria das proteinas capsidicas do TMV, 4 medida que a

concentragiio de uréia é aumentada.

UNICAMP
BipLIOTECA CENTRAL
CESAR LATTES
DESENVOLVIMENTO DE COLECAO
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FIGURA 6. Microscopia eletronica do TMV em diferentes concentragdes de uréia a
pressdo atmosférica. As amostras foram preparadas e depois de 1h foram realizadas as
microscopias. (A) Auséncia de uréia, (B) uréia 2,0 M, (C) uréia 3,0 M e (D) uréia 4,0 M.
Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. A barra de calibragio corresponde a 50 nm.
Demais condig¢des experimentais sdo semelhantes a FIGURA 5.
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FIGURA 7. Espectros de dicroismo circular do TMV em diferentes concentragdes de uréia
a pressio atmosférica. As amostras de TMV foram diluidas a uma conceniragdo final de
0,125 mg/mL em tampdo Fosfato de Sédio 20 mM, pH 7,0, ¢ foram colocadas em uma
cubeta de quartzo de 2 mm de caminho éptico a temperatura de 5 °C. As amostras foram
realizadas varrendo o espectro de 190 a 300 nm, com uma velocidade de 100 nm por
minuto.
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4.2 - Efeito de alta pressio hidrostitica combinada com uréia sebre o TMV

Inicialmente estudou-se o efeito de pressfio em diferentes tempos de incubagdes
para sc ter uma melhor idéia da cinética do processo, e do tempo aceitivel para atingir
condigdes perto do equilibrio. As Figuras 8A e 8B mostram o efeito de pressdo,
respectivamente, sobre a intensidade de espalhamento de luz e sobre o centro de massa do
espectro de emissio de fluorescéncia do TMV em presenca de 2,5 M de uréia em diferentes
tempos de incubagdes a cada nivel de pressdo, 17 e 180 minutos. Observa-se que os
resultados foram muito semelhantes para ambos os intervalos de tempos, indicando
condiges muito proximas do equilibrio. A Figura 9 mostra a cinética de diminuigio do
espalhamento de luz do TMV (em 2,5 M de uréia) com o aumento de pressio até 220 MPa,
Observa-se que em menos de 3 minutos ocomreu diminuicio pela metade do espalhamento
de luz, sendo que apds 10 minutos praticamente nfio se observou diminnigio adicional de
espalhamento de Inz.

Opiou-se por realizar os experimentos nas diferentes concentrages de uréia
observando um intervalo de estabilizagio em cada nivel de pressdo de 17 minutos, que
corresponde a uma estabilizagio de mais de 99 % em relagfio a0 equilibrio. Assim, os
processos de dissociagio ¢ desnaturagio foram obtidos a partir de pontos experimentais,

cada um muito perto do equilibrio,
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FIGURA 8. Efeito de pressdo em combinagiio com uréia (2,5 M) sobre as propriedades
espectroscopicas do TMV incubado em dois diferentes tempos, em 17 ¢ 180 minutos. A)
Sobre a intensidade de espathamento de luz do TMY. B) Sobre o espectro de emissfo de
fluorescéncia do TMY. Demais condigBes experimentais s3o semethantes & FIGURA 5.
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FIGURA 9. Efeito do tempo sobre 0 TMV em presenca de 2,5 M de uréia pressurizado de
0,1 a 220 MPa em 90 segundos. Demais condigbes experimentais sfo semelhantes &

FIGURA 5.
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A pressdo hidrostitica promove perturbagies estruturais controladas e graduais,
fornccendo informagdes mais precisas dos estados intermedidrios dos processos de
dissociagfio e desnaturacdio. Para estes experimentos as amostras de TMV em diferentes
valores de uréia foram pressurizadas até 220 MPa (latm = 0,1 MPa ), com aumentos de
13,8 em 13,8 MPa, Figura 10A. Observa-se que a aplica¢iio de alta pressio hidrostatica
provocou uma dimimi¢io na intensidade de espalhamento de luz em todas as
concentragdes de uréia estudadas, até valores préximos ao valor da intensidade de
espalhamento de luz do tampao, correspondendo a acentuado processo de dissociaggo.

O processo de desnaturacio das amostras de TMV incubadas em diferentes valores
de uréia e pressfo fol monitorado pelo desvio de centro de massa do espectro de ernissio de
fluorescéncia do TMV, Figura 10B. Observa-se que a amostra controle (sem uréia) ¢ com
0,5 M de uréia nfio apresentaram desvio de centro de massa, indicando desmaturagio
desprezivel. Em concentragdes subdesnaturantes de uréia (1,0 e 1,5 M) ocorreram discretos
desvios de centro de massa para as amostras de TMV sob pressio de 220 MPa,
respectivamente, com valores em torno de 250 ¢ 500 cm ™. A partir de 2,75 M de uréia, as
amostras sob pressio de 220 MPa apresentaram um desvio de 1900 cm. Isso ocorreu, pois,
a alta pressdio aumentou a exposicio dos residuos de triptofanos ao solvente, acentuando o
processo de desnaturagio. O TMV em 6,0 M de uréia, mesmo em pressdo atmosférica
apresentou valores de centro de massa perto do limite miximo enconirado para outras

concentragBes de uréia.
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FIGURA 10. Efeito de pressio em combinagfio com uréia sobre as propriedades
espectroscopicas do TMV. A) Sobre a intensidade de espalhamento de luz. B} Sobre os
desvios de centro de massa espectral da emiss#o de fluorescéncia do TMV. Apos o preparo
as amostras foram submetidas i alta pressiio, as medidas espectroscopicas foram realizadas
17 minutos apds cada nivel de pressdo. Os experimentos foram feitos em triplicata
apresentando desvio padriio menor que os simbolos. Demais condigdes experimentais sdo
semelhantes 4 FIGURA 5.
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Os dados de intensidade de espalhamento de luz, Figura 10A e os dados de desvio
de centro de massa, Figura 10B, através das Eqs 1 e 3, podem ser correlacionados a seus
respectivos graus de dissociagdo e desnaturaciio, Figuras 11A e 11B, respectivamente. Os
dados mostrados sio semelhantes aos descritos para as Figuras 10A e 10B, porém, com
uma melbor idéia quantitativa dos processos de dissociagfo e desnaturagéo.

Através dos dados dos graus de dissociagio e desnaturagdo (e Egs. 14 e 20) foram
calculados as formas logaritmicas das constantes de dissociagio ¢ desnaturagdo In K¥pyp, €
In K*4ensuyp. Tespectivamente Figuras 12A e 12B. As retas tracadas nestes pontos
experimentais fornecem os coeficientes lineares ¢ angulares, que correspondem,
respectivamente, aos valores aparentes de variagbes de energia livre e volume nos

processos de dissociagdo e desnaturagdo, Figura 13A.
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FIGURA 11. A) Grau de dissociagio do TMV, baseado nos dados de espathamento de luz
da FIGURA. 10A e Eq. 1. B) Grau de desnaturacio do TMV, baseado nos dados de desvio
de centro de massa da FIGURA 10B e Eq. 3. Demais condighes experimentais sdo

semelhantes 4 FIGURA 5.
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FIGURA 12. A) Grifico de In K* ;17, (Eq. 14) versus pressio, baseado nos dados de grau
de dissociacio, da FIGURA 11A e Eq. 1. B) Grafico de In K¥4ensuyp (Eq. 20) versus
pressiio, baseado nos de grau de desnaturagfo, da FIGURA 11B e Eq. 3. Demais condigGes
experimentais siio semelhantes 8 FIGURA 5.



Na Figura 13A, observa-se uma diminuicdo da energia livre aparente de dissociagio
de 35,16 para 26,18 kJ/mol de subunidade de proteina com a elevagio da concentragio de
uréia de 0 a 4,0 M. A energia livre aparente de desnaturagio diminui de 10,5 para -2,15
kJ/mol de subunidade de TMV, com a elevagio da concentragiio de uréia de 3,0 para 5,0 M,
Figura 13A.

A variagio de volume aparente de dissociag@io e despaturaglio, calculados a partir
das Eqs. 14 e 20 apresentam valores negativos, ¢ sio mostrados na Figura 13B. Em valores
absolutos, a uréia induziu uma diminuigio no AV* aparente de dissociagdio ¢ a um
significante aumento no AV* aparente de desnaturago. Isso sugere gue as espécies
presentes na solucio apresentam uma nova conformagfio, onde ocorre exposigio parcial ou
total das interfaces das subunidades da proteina, e o possivel surgimento de espagos nio
ocupados entre estas subunidades dissociadas e/ou desnaturadas fazem com que ocorra uma
nova reorganizaco do solvente, que entiio passa a ocupar um menor volume (Silva et al.,
2001).

As estequiometrias aparentes de uréia na dissociagio e desnaturacio do TMV foram
obtidas graficamente através das Eqs. 10 e 16. Os ajustes lincares dos resultados obtidos
para AG* versus In [uréial, Figura 13A, fornecem os coeficientes angulares que
correspondem aos niimeros médios de mols de uréia ligadas as subunidades protéicas do
TMV durante os pmceséos de dissocia¢do e desnaturagdo (G e A, respectivamente, das Eqs,
5 ¢ 6, para dissociagdo ¢ desnaturagdo). O valor da estequiometria aparente de uréia no
processo de dissociac3o foi de 1,53 mols de uréia/mol de subunidade de TMV, e o de

desnaturacdo foi de 11.1 mols de uréia/mol de subunidade de TMV.
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FIGURA 13. (A) Efeito da uréia sobre a energia livie de Gibbs de dissociagdo (quadrados)
e desnaturagio (circulos) do TMV. Os resultados para AG* foram obtidos através dos
cocficientes lineares dos ajustes das retas das FIGURAS 12A e 12B (Eq. 14 ¢ 20). O
coeficiente anguiar dos resultados obtidos para AG* formeceu os valores estequiométricos
de uréia nos processos de dissociagdo e desnaturagfio. (B) Efeito da uréia sobre a variag¢io
de volume de dissociagio (quadrados) e de desnaturaglo (circulos) do TMV. Os resultados
para os valores de AV* foram obtidos através dos ajustes angulares das retas das FIGURAS
12A (0 a 4,0 M de wre 12B. Demais condi¢Bes experimentais s3o semelhantes & FIGURA 5,



A Figura 14 mostra uma comparagdo entre os processos de dissociagdo ¢
desnaturagdo do TMV em diferentes concentragdes de uréia e pressio. Observa-se mais
diretamente que a dissociagio do TMV ocorre em concentragdes de wuréia
significativamente inferior, comparando-se com a desnaturaciio. O aumento da pressiio
hidrostitica potencializou ainda mais este efeito. Isso pode ser notado, por exemplo,
comparando-se amostras de TMV em pressio atmosférica ¢ em 110 MPa. Em 1,0 M de
uréia sob presséo de 110 MPa, o grau de dissociagiio foi praticamente 70 % e o de
desnaturacdio zero. Em pressdo atmosférica ndo ocorre dissociacio ou desnatura¢do
significativa. A comparagdo da intensidade de espalhamento de luz e cenfro de massa das
amostras de TMV nestas diferentes concentra¢bes de uréia e pressdo sdo mostradas na

Figura 14, inchusGes.

Realizou-se gel filtragio em cromatografia Hquida de alta performance (HPLC) com
0 objetivo de observar o estado de agregagio pOs pressio do TMV nas diferentes
concentracdes de uréia e condigdes de pressfio, Figura 15. Esta técnica tem sido utilizada
para a analise das mudangas estruturais em protefnas ¢ em diversas particulas virais (Silva
et al., 1989, Bonafé er al., 1998, Schwarcz et al, 2004, Santos ef al., 2004, Bispo et al.,
2007). A Figura 15A, mostra o perfil de eluigiio do TMV na auséncia de uréia em pressio
atmosférica, no geral observa-se um inico pico, correspondende a uma finica populagio de
particulas virais. Apds pressfo de 220 MPa, a elui¢fo ocorreu pouco depois do ponto V,,
indicando parcial dissociagdo. As amostras de TMV em preseaca de 2,5 M de uréia em
pressfo atmosférica apresentaram um perfil de eluigfo com mais de vm pico, indicando um
aumento do processo de dissociagdo viral, que foi mais acenmado apés as amostras terem

sido pressurizadas, Figura 15B. Em presen¢a de 5,0 M de uréia o perfil de ehicfio das
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amostras de TMV sfo semelbantes antes ¢ apds pressio de 220 MPa, indicando

significativa dissociagfio, Figura 15C.
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FIGURA 14. Efeito da uréia sobre o grau de dissociagiio e desnaturacio do TMV em
diferentes pressdes (0,1, 110 e 220 MPa), baseados respectivamente, nos dados de
espalhamento de Iuz (Inclusdo superior) e desvio de centro de massa (Inclus8o inferior).
Demais condigdes experimentais sio semelhantes 4 FIGURA 5.
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FIGURA 15. Cromatografia de gel filtragdo em HPLC do TMV em diferentes valores de
uréia e pressdo. A) TMV na auséncia de uréia. B) TMV na presenga de 2,5 M de uréia. C)
TMV na presenga de 5,0 M de uréia. Foram aplicados 100 pL. da amostra viral (0,25
mg/mL) ¢ o fluxo utilizado foi de 0,3 mL/ min. Linha tracejada TMV em pressio
atmosférica, linha continua TMV incubado por 1,5 h sob pressdio de 220 MPa. V,; ¢ o
volume inicial e, Ec ¢ V,, correspondem, respectivamente, ao ponto de eluigio da
hemnoglobina extracelular do anelideo G. paulistus de 3300 kDa, e da hemoglobina humana
de 64 kDa. (Santos et al., 2004). U.A. = unidade arbitriria.
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4.3 — Efeito do hidrocloreto de guanidina (GndHCl) e pressio sobre o TMV:
comparacio de processo de desnaturagfio com uréia

Estudou-se o efeito de outro agenie desnaturante, o GndHCI, sobre 0 TMV em
pressio atmosférica e em combinagio com alta pressdo hidrostatica, com o objetivo de
fazer uma andlise comparativa da estequiometria desse agente com a estequiometria de
uréia no processo de desnaturagio,

O TMV em pressdo atmosférica foi incubado em diferentes concentragdes de
GndHCI, até 6,0 M, sendo realizadas as medidas espectroscopicas de espalhamento de luz e
fluorescénceia, Figura 16. Observa-se que em concentragdes subdesnaturantes {de 0,5 a 1,5
M) ocorreu um aumento da intensidade de espalhamento de luz, mostrando um fendmeno
oposto ao da agiio da uréia, agregacfio, Figura, 16A. Em concentraglies acima de 1,5 M de
GndHCI ocorren acentuada queda da intensidade de espalhamento de luz, aparentemente
devido 3 ocorréncia de precipitagdo. Isso impedin uma analise mais profunda do estudo de
dissociacio do TMV através de espalhamento de luz. Em relagdo ao desvio de centro de
massa observou-se diminui¢io do mesmo a partir de 1,5 M de GndHC], atingindo desvio
maximo para o vermetho a partir de 4,0 M, totalizando 1900 cm 1 correspondendo a uma
maior exposiggio dos triptofanos ao solvente, portanto desnaturagdo, Figura 16B.

A Figura 17, mostra a microscopia cletrdnica do TMV em diferentes concentragfes
de GndHCI. Observa-se um grande ndmero de imagens de TMV em presencz de 1,0 M de
GndHCl, Figura 17A. Em presenga de 2,0 M de GndHCl observa-se total auséncia de

imagens de virus, sugerindo significativa desestruturacio viral, Figura 17B.
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FIGURA 16. Efeito do GndHCI sobre as propriedades espectroscopicas do TMV. A)
Intensidade de espathamento de luz. B) Centro de massa do espectro de emissiio de
fluorescéncia. As amosiras foram preparadas e colocadas numa cubeta de quartzo, e apés
repouso de 1h a temperatura de 5° C foram realizadas as medidas espectroscopicas. Demais
condi¢Bes experimentais 530 semelhantes 4 FIGURA 5.



52

FIGURA 17. Microscopia eletronica do TMV a pressdo atmosférica em concentragdes de
GndHCl de (A) 1,0 M e (B) 2,0 M Contrastante negativo: acetato de uranila 1%. A barra de
calibragdo corresponde a 50 nm. Demais condigdes experimentais sdo semelhantes a
FIGURA 5.
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O efeito de alta pressdo hidrostitica sobre o centro de massa do espectro de emissio
de fluorescéncia do TMV em presenga de GndHCl é mostrado na Figura 18A. Observa-se

que desvio maximo de centro de massa, 2000 cm

, ¢ atingido em 220 MPa em
conceniragdes de GndHCI de 1,625 M, indicando “maxima desnaturacfio”. Por outro lado, a
partir de 4,0 M de GndHCI o desvio de centro de massa ja é praticamente o maximo a
presséo atmosférica.

Os dados de desvio de centro de massa, Figura 18A, podem ser correlacionados a
seus respectivos graus de desnaturago através da Eq. 3, Figura 18B. Através destes dados e
Eq. 20, foi possivel calcular a constante aparente de desnaturagio deste processo, Figura
19A. As retas tragadas nestes pontos experimentais fornecem os coeficientes lineares e
angulares, que correspondem, respectivamente, aos valores aparentes de variagio de
energia livre e variacfo de volume de desnaturagio, Figura 19B e 19B inclusgo.

A energia livie (aparente) de desnaturagfio diminui de 10,1 para -2,05 kJ/mo! de
subunidade de proteina com a elevac@io da concentragiio de GndHCI de 1,625 M para 3,5
M, Figura 19B. As variagdes de volume (aparente) de desnaturagdio, calculada a partir da
Eq. 20, exibiram valores negativos, Figura 19B inclusfo.

A estequiometria aparente de GndHCl na desnaturagio do TMV foi obtida de
maneira anloga 3 estequiometria aparente de uréia, através da Eq. 16. O ajuste linear dos
resultados obtidos para AG* versus ln [GndHCl}, Figura 19B, fommece, através do
coeficiente angular obtido, a estequiometria aparente de GndHCI igual a 7,5 mois de
GndHCUmel de subunidade de TMV. Em pressfo atmosférica (Figura 16B), a
estequiometria aparente de GndHC! encontrada foi igual a 4,4 mols de GndHCVmol de

subunidade de TMV.
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FIGURA 18. A) Efeito de pressdo e GndHCI sobre os desvios de centro de massa espectral
da emissdo de fluorescéncia do triptofano do TMV. B) Grau de desnaturagio do TMV,
baseado nos dados de desvio de centro de massa da Figura 18A e Eq. 3. Apds o preparo as
amostras foram submetidas 2 alta pressio, as medidas de fluorescéncia foram realizadas 17
minutos apos cada nivel de pressdo. Demais condigbes experimentais sdo semelhantes 4
FIGURA 5.
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FIGURA 19. A) Grafico de In Kgenyp (Eq. 20) versus pressdo, baseado no grau de
desnatura¢do, da FIGURA 18B ¢ Eq. 3. B) Energia livre de Gibbs de desnaturagio do
TMV, em presenga de GndHCI. Os resultados para os valores de AG foram obtidos através
dos ajustes lineares das retas da FIGURA 19A (Eq. 20). O coeficiente angnlar dos ajustes
para AG fomeceu ¢ valor da estequiometria de GndHCI no processo de desnaturagio do
TMV. Inclusdo: efeito do GndHCI sobre a variagiio de volume de desnaturagiio do TMV.
Os resultados para os valores de AV foram obtidos através dos ajustes angulares das retas
da FIGURA 19A. Demais condigles experimentais sfo semelhantes 2 FIGURA 5.
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Experimentos de gel filtragiio em cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
sem a presen¢a de GndHCI em pressdo atmosférica ¢ apds pressio de 220 MPa, Figura
20A, mostra a ocorréneia de parcial dissociagfo. A incubagfio do TMV, respectivamente,
em 2,0 ¢ 4,0 M de GndHCl, por outro lado (Figuras 20B e 20C) mostram um tinico pico de
eluicio, além do volume final (V{) da coluna, tanfo para as amostras em pressio

atmosférica ou apds alta pressdo, indicando significativa dissociaggo.

A Figura 21 mostra uma comparagdo do grau de desnaturagio do TMV em
diferentes valores de uréia e GndHC!, a pressdo atmosférica € a 220 MPa. Observa-se que o
grau de desnaturagdo do TMV em pressdo atmosférica ou em 220 MPa foi maior na
presenga de GndHCl do que na presenga de uréia, mostrando que 0 GndHCI € um agente
desnaturante majs eficiente. A Figura 21 Inclusfio, mostra o desvio de centro de massa do
TMV em pH acido em presenca de 4,0 M uréia e 3,0 M GndHCI incubado em aita pressio.
Observa-se que neste pH nfio ocorre desvio de centro de massa para as amostras de TMV
em presenca de uréia, mesmo sob alta pressio. Em presenga de 3,0 M de GndHCI os
desvios de centro de massa comecgaram a diminuir a partir de 100 MPa. Esses dados
mostram o efeito protetor dos protons (H') sobre o efeito desnaturante da uréia e do

GndHCL,
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FIGURA 20. Cromatografia de gel filtragfio em HPLC do TMV em diferentes valores de
GndHCI e pressfio. A} TMV na auséncia de GndHCL. B) TMV na presenga de 2,0 M de
GndHCL C) TMV na presenca de 4,0 M de GndHC). Foram aplicados 100 pL. da amostra
viral (0,25 mg/mL) e o fluxo utilizado foi de 0,3 mi/ min. Linha tracejada TMV em
pressio atmosférica, linha continua TMV incubado por 1,5 h sob pressio de 220 MPa. V, é
o volume inicial e, Ec e V,, correspondem, respectivamente, ao ponto de eluigiio da
hemoglobina extracelular do anelideo G. paulistus de 3300 kDa, e da hemoglobina humana
de 64 kDa. (Santos et al., 2004). UA. = unidade arbitréna.
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FIGURA 21. Efeito da uréia e do GndHCI sobre o grau de desnaturacdo do TMV em
pressio atmosférica e sob pressio de 220 MPa. Os resultados foram baseados
respectivamente, nos dados de desvio de centro de massa (FIGURAS 9B e 17). Inclusdo:
efeito da presséo em combinagiio com 4,0 M de vréia e 3,0 M GndHC1 sobre os desvios de
centro de massa espectral da emissdo de fluorescéncia do triptofanc do TMV em tampéo
Acetato de Sodie 100 mM pH 5,5. Demais condigies experimentais s3o semelhantes a
FIGURA 5.
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5 - DISCUSSAQ

5.1 — Efeito da uréia e pressio sobre o TMV nos processos de dissociaciio e

desnaturacio

O mecanismo de interagio da uréia com proteinas nio estd totalmente esclarecido,
mas devern envolver interagdes desse composto com a cadeia polipeptidica e solubilizagiio
de grupamentos apolares da proteina, principalmente residuos aromaticos (Scholiz ef al.,
1995). Alguns relatos recentes sugerem que os efeitos dos agentes desnaturantes nfo estio
apenas relacionados com as interagbes com o solvente, mas principalmente com sua direta
interagdo com a proteina (Moglich ef al., 2005) Essa direta interagfio proteina-uréia sugere
uma estequiometria passivel de quantificagio parmm os processos de dissociagio e
desnaturagio, e o mesmo se aplica para a interagiio proteina-GndHCI, que serd discutido
mais adiante.

Nesta tese utilizou-se o TMV como modelo de interagiio proteina-agente
desnaturante, determinando-se as estequiometrias aparentes de uréia (nos processos de
dissociacio e desnaturagfio) e de GndHCI (no processo de desnaturagio), de maneira
analoga 4 estequiometria de prétons na dissociagio do TMV (Santos et al., 2004) e da
hemoglobina extracelular de anelideo (Bispo, et al., 2007).

Recentemente Zlotnick (2007) discutiu a associacso dos fendmenos reversiveis e
irreversiveis de proteinas capsidicas de virus em diferentes condi¢des experimentais. Em tal
trabalho a irreversibilidade é considerada quando a reagio inversa ocorre muito lentamente
para ser considerada relevante. O oposto ocorreu nas condi¢des experimentais na presenic
tese, havendo equilibric em cada nivel de presséio, Figuras 8A ¢ 8B. A estabiliza¢io dos

produtos dissociados encontrados nesta tese (Figura 15) sugerin ¢ emprego de uma
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metodologia voltada para uma condigio de estado estaciondrio (steady-state), a qual
forneceu parimetros termodindmicos aparentes para os processos de dissociagio ¢
desnaturagéio do TMV.

O resumo das alteragBes na estrutwra do TMV induzidos por agentes fisicos
(temperatura e pressfio) e quimicos (pH e uréia) obtidos nesta tese ¢ em trabalhos anteriores
(Bonafe ef al., 1998, Santos et al., 2004), estiio representados esquematicamente na Figura
22, observando-se processos de dissociagfio ¢ desnaturagiio nestas diferentes condigfes.

A associagio-dissociagHo da proteina capsidica do TMV tew sido estudada ha muito
tempo, incluindo o efeito dos fons H', sendo evidenciado que o pH alcalino facilita muito a
dissociagio protéica (Shalaby & Laufer, 1977, Schuster ef al., 1980, Shalaby et al., 1982).
O efeito do pH no virus integro também tem sido muito investigado, sendo demonstrado
que a dissociag@o das subunidades ocorre na diregdio 5° para 3 do RNA. Observa-se ainda a
presenga de alguns intermedidrios de dissociagiio (Hanington & Schachman, 1956, Perhan
1969, Powell 1975, Perham & Wilson, 1976, Ohno & Okada, 1977, Perham & Wilson,
1978,). Estudos da dissociagiio alcalina do TMV em pH 9,5 a 10,5 ¢ scparagdo em gel
agarose mostraram 2 predomindncia de algumas formas distintas de particulas virais
parcialmente dissociadas correspondentes a aproximadamente 93, 68, 61, 39, 31, 24 ¢ 16%
do comprimento do virus native (300 nm) (Hogue & Asselin, 1984).

Experimentos realizados por Blowers & Wilson (1982) usando uréia para promover
dissociacio do TMV mostratam dissociacdo do capsideo predominantemente na diregéio 5°

para 3" da molécula de RNA, semelhante ao observado para a dissociagfo alcalina.
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FIGURA 22. Esquema dos processos de dissociagdo e desnaturagdo do TMV induzidos por
agentes fisicos (temperatura ¢ pressdo) e quimicos (pH e uréia), baseados em dados obtidos
nesta tese e em estudos anteriores (Bonafe et al., 1998, Santos ef al., 2004). (A) TMV em
temperatura de 22° C incubado em pressio de 220 MPa ocorre pouca dissociagdo, com a
diminui¢do da temperatura (a partir de 4°C) ocorre significativa dissociagdo. (B) A presenga
de 2,5 M de uréia causa dissociagdo do TMV sem a ocorréncia de desnaturagdo, e a
incubagdo em alta pressdo foi observada a ocorréncia de desnaturagdo. (C) TMV em
presenga de 6,0 M de uréia em pressdo atmosférica apresenta significativa desnaturag@o.
(D) Sob condi¢des alcalinas observa-se dissociagdo do TMV, que se intensifica com a
aplicagdo da alta pressdo, porém nestas condigdes ndo ocorre desnaturagdo. (E) Sob
condi¢des acidas 0 TMV ndo se dissocia ou desnatura, mesmo em alta pressdo hidrostatica.
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Estudos de estabilidade em outros virus indicaram que a associaggo € facilitada por
interagdes especificas entre as subunidades da proteina ¢ seqiiéncias 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 associag@o” ou “Oa™ que
permite a nucleagio para posterior elongagiio (Zimmem & Butler, 1977). Modificagbes na
conformaciio do RNA, ocorréncia de mutagdes e mudangas nas condigdes externas podem
afetar o inicio do “empacotamento”, bem como a velocidade de agregagio, através de
mudangas nas interagSes proteina-RNA predominantemente na origem de associagdo.

Nesta tese, embora o processo de dissociagdo ¢ desnaturagio terem sido analisados
com base em diferentes espécies estruturais em solugdo, considerou-se um processo
simplificado de “dois estados™ (nativo/dissociado e dissociado/desnaturado) mais adequado
para ser aplicado aos dados de espalhamento de luz e fluorescéncia, como considerado
anteriormente para estudar o efeito do pH sobre 0 TMV (Santos ef al., 2004). O grau de
dissociagio ¢ desnaturagiio (Figuras 11A e 11B) obtido dos resultados de intensidade de
espalhamento de luz ¢ fluorescéncia (Figura 10A ¢ 10B) fomeceram dados termodinimicos
(aparentes) quantitativos para os processos de dissociagdo ¢ desnaturagdo em diferentes
condigdes de uréia e pressio,

Os resultados obtidos nesta tese para os dados de dicroismo circular (Figura 7),
microscopia eletronica (Figura 6) e gel filtrag3o (Figura 15) foram concordantes com as
observagdes espectroscopicas de intensidade de espathamento de luz e fluorescéncia.

Uma clara distingio entre os processos de dissociagio e desnaturagiio do TMV por
uréia pode ser feita com base nos dados de intensidade de espalhamento de Iuz e desvio de
centro de massa do espectro de emissio de fluorescéncia, Figura 10A e 10B,

respectivamente. Em condigdes onde sdo observadas dissociagéo total do TMV (como por
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exemplo, em auséncia ou em 0,5 M de uréia sob pressio de 220 MPa, Figura 10A), nio
ocorreram desvio de centro de massa (Figura 10B), indicando apenas dissociacdo. Esses
resultados indicaram que a fornma dissociada mantém os residuos aromiticos de triptofanos
em um ambiente muito semelhante & forma associada.

Por outro lado, o valor de desvio de centro de massa encontrado no processo de
desnaturag3o do TMV atinge 1900 e, observado a partir de 6,0 M de uréia em qualquer
pressdo, ou a partir de 2,75 M de uréia em pressiio de 220 MPa, Figura 10B. Esse valor é
maior que em outros virus descritos na literatura, como mostrado na Tabela 1, sugerindo
uma diferenga comparativamente maior da exposi¢io dos residuos de triptofanos ao
solvente entre as formas ndo desnaturadas e desnaturadas do TMV. Mais adiante
mostraremos detalhes da localizagiio dos triptofanos presentes no TMV, e discutiremos as
contribuicGes de suas fluorescéncias para os processos de dissociago e desnaturagio.

Em resumo os resultados encontrados aqui indicaram que o processo de dissociagio
induzido por uréia precede o processo de desnaturagio do TMV, como mostrado na Figura
14, Egsa propriedade foi significativamente tmais acentuada pelo uso da alta pressio

hidrostética, a qual tornou o TMV mais suscetivel a dissociag#io do que a desnaturagfo.



5.2 - Espectro de fluorescéncia na estrutura do TMV

A fhuorescéncia do triptofano € sensivel ao ambiente eletrostatico ao seu redor, uma
caractetistica que permite o estudo de processos dindmicos. Embora as interpretagdes dos
dados espectroscépicos de proteinas terem certa complexidade, pode-se relacionar
pardmetros fisicos ¢ estruturais 4 emissdo de fluorescéneia (Reshetnyak ef al., 2001, Vivian
& Collis 2001).

Os triptofanos presentes nas subunidades protéicas do TMV foram classificados de
acordo com seus respectivos ambientes através de inspegdo visual, em imagens da estrutura
tercidria da subumidade (Delano Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org)
analisados pelas mudangas ocorridas em seus espectros de fluorescéneia, de acordo com a
classificagdo definida por Vivian & Callis, 2001. No referido artigo, em tabela 2 observa-se
estruturas representativas de cinco classes distintas de triptofanos que foram usadas para
comparagdes estruturais, de acordo com o proposto pelos autores.

Vivian & Collis (2001), usaram um método hibrido de dinfimica molecular
mecanico-classico e quéintico, utilizando estruturas cristalogrificas para predizer os
comprimentos de onda da emissdo de fluorescéncia de 19 triptofanos de 16 proteinas, com
Amax calculado dentro de 46 nm dos valores experimentais, Esses autores propuseram uma
classificagio do ambiente dos triptofanos, censiderando cinco diferentes classes, cada uma
com diferente contribuigio para o desvio para o vermelho do espectro de emissdo de
fluorescéncia (desvio de centro de massa). A classificagio levon em conta a extensdo da
exposi¢o dos residuos de triptofanos ao solvente:

Classe 1 — triptofano enterrado, nfo exposto a dgua;
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Classe I — triptofano com uma aresta exposta;

Classe II — triptofano apenas com uma face exposta;

Classe IV — triptofano com uma face e uma aresta exposta;
Classe V — friptofano com duas faces e duas arestas expostas.

Analisando a estrutura do TMYV, trata-se de um cilindro de cerca de 300 nm de
comprimento ¢ 18 nm de diimetro, que consiste de 2130 cépias de proteinas capsidica
(17,5 kDa, 158 residuos), formando uma hélice de 16 ¢ 1/3 de subunidades por volta, com
um canal intemo (Goelet et al., 1982). O material genético deste virus é uma fita simples
positiva de RNA, com 6400 nucleotideos (2.000 kDa), enovelado internamente ao
capsideo protéico formando uma hélice pa qual cada subunidade protéica se liga a 3
nucleotideos (Hirth & Richards, 1981). A proteina capsidica do TMV também pode se auto
associar em solugfie, formando estruturas semelhantes ao vinis nativo, mostrado na Figura
3. A estrutura do TMV foi determinada por difragdo de raio-X em resolugio de 2,9 A,
Figura 23A {(Namba, et al., 1989), ¢ a localizagiio dos seus trés triptofanos presentes em
suas subunidades podem ser observados nma Figura 23B. Dados estruturais disponiveis
também incluem estrutura cristalogrifica de um agregado de quatro camadas (2,45 A de
resolugfio), um dimero de disco cilindrico bilateral formado por 34 subunidades resultante
da auto associa¢do de proteinas capsidicas do TMV em solugiio (PDB entrada IE17,

Bhyravbhatla ef al, 1998).
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FIGURA 23: Representag¢do da estrutura do TMV. Apos resolugdo por simetria, uma tnica
subunidade de proteina (com trés nucleotideos ligados) resume as informagdes estruturais
do virus inteiro. A) Uma unidade de hélice completa com 49 subunidades em 3 voltas, com
uma subunidade em evidéncia (mostrando a alfa hélice em vermelho). B) Detalhe que
enfatiza a localizagdo dos residuos de triptofanos, em particular o residuo 152 (com os
atomos de carbono em amarelo). A representagio das estruturas foram feitas usando o
programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, http://www.pymol.org).
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A proteina capsidica do TMV possui trés triptofanos, Trpl7, Trp52 e Trpl52.
Classificamos estes residuos de acordo com os critérios acima descritos, (cinco classes, de I
a'V), Figura 24A.

O Trpl52 deve ser classificado como Classe IV, pois, este triptofano fica situado a
extremidade exterior da hélice, com um lado lateral quase completamente exposto ao
solvente na forma associada do virus, Figura 24B. Este residuo esta perto da regido C-
terminal da proteina, uma regido flexivel que exibe variabilidade conformacional
considerdvel, presente na estrutura completa do TMV. Portanto, ¢ esperado que o ambiente
deste triptofano nio mude significativamente ao compararmos a forma associada do virus e
a proteina capsidica dissociada, nio contribuindo para mudangas no espectro de
florescéncia durante o processo de dissociagéo.

O Trp17, enterrado no interior da proteina, pode ser considerado como Classe I, Figura
24C. Nenhuma evidéncia experimental foi encontrada de que a desnaturagdo acompanha a
dissociagio do TMV. Entdo, pode-se antecipar que a contribui¢do dos espectros de
fluorescéncias do Trp17 seria praticamente 0 mesmo no processo de dissociagdo. Porém, a
contribuigdo de sua fluorescéncia foi provavelmentc muito maior para a proteina
desnaturada (onde ocorrem mudangas estruturais mais drésticas, e, portanto, uma maior
exposi¢do deste residuo ao solvente) do que para a proteina nativa.

No caso de Trp52, uma anlise da estrutura do virus completo e do agregado de quatro
camadas (formada pelas subunidades do TMV) mostra que este residuo tem ambiente
semelhante em ambas as estruturas. Embora a sobreposi¢do estrutural (ndo mostrado)
indica uma diferen¢a na conformagéo lateral deste residuo no TMV (y1=-102°, x2=-93°) ¢

na estrutura de quatro camadas (y1=-47°)), a classe deste residuo corresponde
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essencialmente a mesma, Classe III, Figura 24D. E importante notar que o agregado de
quatro camadas resulta da auto associagdo da proteina capsidica em solugio, que
dependendo das condigdes do meio forma um cilindro parecido com o virus nativo. Assim,
podemos dizer que este residuo assume uma conformago diferente (a uma classe mais alta)

apenas durante o processo de desnaturagio.
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B)

FIGURA 24: Detalhes dos triptofanos na proteina capsidica do TMV. A) subunidade do
capsideo protéico mostrando a localizagdo dos triptofanos. B) Trp52 apresenta apenas uma
face exposta ao solvente, Classe III. C) Trpl7 é completamente enterrado dentro da
proteina, Classe I. D) Trpl52, o mais exposto para o solvente, Classe IV. As estruturas
foram obtidas com o programa PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA,
http://www.pymol.org).
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Em resumo, nossos resultados relacionados 4 emissdo de fluorescéncia na
dissociagio ¢ desnaturag3o estdo de acordo com o que seria esperado analisando os dados
estruturais. Para os trés triptofanos presentes na proteina capsidica do TMV, niio foram
esperado que eles apresentassem significantes modificagbes quanto 3 exposigio ao
solvente, que mudariam sua classe, durante o processo de dissociagfio, e conseqiientemente,
ndo deveriam apresentar significativa diferenga de centro de massa da emissdo de
fluorescéneias durante este processo.

Durante ¢ processo de desnaturagio, provavelmente o Trpl7 ¢ o Trp52 sofreram
significativas modificages estruturais, sendo provavelmente os responsaveis pela maioria
das mudangas espectrais, com suas fluorescéncias apresentando grandes contribuigBes
durante este processo.

O Trp152, quase completamente exposto para ¢ solvente na estrutura nativa do TMV e
na proteina dissociada, provavelmente nio sofreu alteragdes espectroscopicas nos processos

de dissociagfio e desnaturagio.
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53 - Comparagio da estequiometria de uréia nos processos de dissociagiio e

desnatura¢io com outros virus

Estudos anteriores (Bonafe et al., 1998), mostraram o efeito da uréia sobre 0 TMV,
¢, através dos dados de espalhamento de luz ¢ desvio de centro de massa, aplicando-se 3
metodologia proposta nesta tese, caleulou-se a estequiometria aparente de uréia nos
processos de dissociagfio e desnaturagdio, correspondendo respectivamente a 1,48 ¢ 14,6
mols de uréia /mol de subunidade de TMV. Esses valores devem ser considerados menos
precisos que os valores enconirados nesta tese (de' 1,53 e 11,1 mols de urea/mol de
subunidade de TMV, respectivamente para os processos de dissociagio e desnaturagéo),
pois o “ajuste” do grafico de AG* versus In da concentragio de uréia foi feito diretamente
dos dados de pressio atmosférica, enquanto que nesta tese os valores de AG* foram obtidos
das curvas de pressiio em diferentes concentragdes de uréia, portanto, utilizando dados mais
completos. Esses dados foram colocados na T_abela 1, a qual tammbém esta incluida a
estequiometria aparente de uréia calculada nos processos de dissociaglio e desnaturagio do
TMV em pressio atmosferica, obtidos nesta tese (Figura5).

Estudos com o bacteribfago R17 compararam o efetto da concentragiio viral no
processo de dissociac3o por pressdo em diferentes concentragties de wéia (de 2,5 a 5,0 M
de uréia), demonstrando que o efeite da diluigiio apenas facilita a dissociagfio em altas
concentragies de uréia (Da Poian er al.,, 1993). A independéncia de concentragio na
dissociagio viral em auséneia de urédia também foi observada em outros agregados
macromoleculares, como a hemoglobina extracelular de anelideo € a hemocianina (Silva et
al., 1989, Bonafe et al, 1994). FErijman & Weber (1991), sugeriram que a pouca

dependéncia de concentragiio de virus ou proteinas na curva de dissociagiio por pressdo
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seria devido a heterogeneidade quanto & energia livre de associagiio, presentes em
agregados com nlimero de subunidades maior que dois. O efeito de concentragdes maiores
de uréia na reversio da falta de dependéncia de concentragdo do bacteriéfago R17 foi
explicado como um efeito homogeinizador da uréia (ligagdo da uréia em vérios sitios das
subunidades, facilitando a dissociagio) sobre este virus (Weber ef al.,1996).

O efeito da uréia sobre a intensidade de espalhamento de luz ¢ desvio de centro de
massa de fluorescéncia de vérios virus foram descritos na literatura. Através destes dados
(literatura) e das Eqgs. 10 ¢ 16 desta tese foi possivel calcular a estequiometria aparente de
uréia, respectivamente, para os processos de dissociacdo e desnaturacio destes diferentes
virus. Os resultados destes célculos estéio mostrados na Tabela 1, a qual compara a
estequiometria aparente de uréia nos processos de dissociaggo e desnaturagfio. E importante
lembrar, como j4 mencionado, que estes resultados nfio sdo tio precisos quanto os valores
para 0 TMV resultante dos experimentos nesta tese, pois nos outros virus os dados foram
baseados apenas em resultados a pressdo atmosférica, € ndo em curvas de alta pressdo.
Além disso, os dados para o processo de desnaturacio foram baseados no desvio para o
vermelho dos espectros de emiss3o de fluorescéncia, assim outras técnicas para quantificar
a desnaturagdo poderiam conduzir a alguma variagiio na estequiometria aparente de uréia

calculada.
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Yirus forma Estequiometria de |  Estequiometria Desvio de centro Refergnela
dissociagfo de de massa
desnafuragio

T™MV nativa 1.53; 1,82 (Figd) |11.1; 8,65 (Fig4) 1900 e Resultados desta
tese

TMV nativo 1,48 14,6 2000 e Bonafe ef af, 1998

Bacteriofago R 17 nativoe 527 (9.42) (1700 cn™ Da Poian ef af.,
1993

Bacteriofago R 17 dimeros (da capa protéica) 087 (4,25) ({100 cm™ Da Poian et ai.,
1993

“cowpea mosaic-virus " capsideo vazio 6,65 700 ¢ Da Poian ¢! af,
1994

“Cowpea severe muosaic | pativo 326 (7,55) (1600 cm™ Gaspar ef al., 1997

virus”

Poliovirus nativo 5,04 16000 o’ Oliveira ef al,,
1999

Rhinovirus nativo 11,13 600 cm” Oliveira ef af.,
1999

FMDV “Foot mouth | native 5,90 800 cm™ Oliveira et af..

disease virus” {virus da 1990

febre aftosa)

Bacteridfago P22 nativo 0,91 5,60 950 cm” Sousaef af., 1999

Bacteridéfago P22 rutante T2941 0.55 300 900 cm™ Sousa ef al., 1999

FHY “Flock house virus™ | nativo 1,30 [ 1200 cm™ Oliveira ef af,,
2000

FHY “Flock house virus™ | mutante D75N 0,85 741 >800 em™ Oliveira et af.,
2000

FRV “Flock house virus”™ | nativo i,02 6,20 >900 cm Scwarcz af al.,
2004

Virus Mayaro nativo 0,95 2,63 700 ecm”! Gaspar ef af., 2001

Virus Mayaro nucleocapsideo 0,50 1,55 700 e Gaspar et al., 2001

Rotavirus nativo 33 1000 cm’ Pontes ef g, 2001

Bacteriéfago MS2 nativo 122 1800 cm™ Lima ef al., 2006

Tabela 1 ~ Cilculo da estequiomewria de wréia (a partir da metodologia empregada nesta tese) nos processos de dissociagio ¢

desnaturagde de diversos virus da Bterahma a pressio atmosfiizica, b

dos Tesp

tz, nos dados de espalhamento de luz e desvio

de centro de massa do espectre de emiss3o de fluorescéneia do triptofano, *: Dissociagiio fOi baseada em desvio d¢ centro de massa, ne
referido artigo; o valor da r iva 1
estequiometria cormespondem a cileulos baseados nas curvas de dissoctacs

Lo e Tned

ia como

eJ ah

¢Xo por p

Ao (desta tese).

& ¢lo estd em paréntese. Valores sublinhados de
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Basicamente, os virus sfio formados por um genoma, constituidos por um écido
nucléico (RNA ou DNA), e uma capa protéica que envolve e protege este material genético.
Este capsideo protéico pode apresentar na maioria das vezes simetria helicoidal, como o
TMV, ou simetria icosaédrica (esférica), como os virus listados na Tabela 1. Alguns virus
ainda possuem uma membrana lipidica que protege o complexo dcido nucléico-proteina
denominado nucleocapsideo. Esta membrana que envolve os virus (quando presenic) ¢
chamada de envelope viral (formado basicamente por uma bicamada lipidica), e é adquirido
durante o processo de maturaglio do nucleccapsideo, quando a particula recém formada
deixa a célula hospedeira.

De forma interessante, a maioria das estequiometirias aparentes de uréia nos
processos de dissociagio calculados encontrou-se entre 0,5 a 1,5 mols de uréia/mol de
subunidade de virus, enquanto para a desnaturagdo a maioria das estequiomeirias aparentes
estava entre 4 a 1T mols de uréia/mol de subunidade de_ virus.

Os virus Mayaro e Rotavirus apresentaram uma estequiometria aparente
relativamente baixa para desnaturagio e dissociagfio. Tais resultados parecem refletir um
efeito linear em relagiio 3 concentragio de uréia, de 0 2 8,0 M, observados nestes processos
(Figura 2, Gaspar et al., 2001 ¢ Figura 1A, Pontes et al., 2001), enquanto que em ouiros
virus o efeito da urdia é menos abrupto, exibindo curvas com formato sigmoidal, como
apresentado pelo TMV, mostrado nesta tese na Figura 5. O Rotavirus possui uma
organiza¢io mais complexa, em comparagio a outros virus de simetria icosaédrica,
possuindo 3 proteinas diferentes na constituigdo de seu capsideo, enquanto o virus Mayaro
é constituido por um envelope viral. E possivel que em ambos os virus, tenha ocorrido uma
diminuigio de acessibilidade de uréia no intervalo de concentragdo de uréia analisado, 0 a

80M.
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Comparando o virus Mayaro (envelopado) com sua forma nucleocapsidica (sem sua
bicamada lipidica, pertanto, sem seu envelope), ade uréia par estequiometria aparente de
uréia pa os processos de dissociagio e desnaturagio foram menores para a forma
nucleocapsidica. Uma possivel explicagdo para este resultado € que o envelope viral
(membrana lipidica) poderia dificultar a interagio da uréia com a proteina capsidica, €
conseqiientemente, apresentar uma maior estequiometria aparente de uréia para causar os
processos de dissociacio ¢ de desnaturagdo, comparado a outros tipos de estados virais.

Embora a maioria dos virus estudados usassem o desvio para o vermelho do
espectro de emissdo de fluorescencia de triptofano como critério para monitorar o processe
de desnaturagdio, para o bacteriofago R17 (Da Poian et. al., 1993) e 0 “cowpea severe
mosaic virus” (Gaspar et al., 1997) os autores consideraram como critério de dissociacdo
essa medida experimental. O valor das estequiometrias aparentes de uréia calculadas para o
processo de dissociagio para esses virus foram, respectivamente, 5,27 e 3,26 mols de
uréia/por de subunidade de proteina. Esses valores foram muito altos, comparando-se aos
valores encontrados para os outros virus. Se considerarmos que as mudangas
espectroscopicas de desvio do centro de massa para o vermelho estio medindo
desnaturagdo, as estequiometrias aparentes de uréia neste processo correspondem a 9,42 ¢
7,55 mols de uréia/ subunidade de proteina desnaturada, Tabela 1, dados em parénteses.
Isso pode indicar que as mudangas espectrais para o bacteriéfago R17 e o “cowpea severe
mosaic virus” podem corresponder 3 desnaturagio, e ndo dissociacio, como sa3o
interpretados nestes trabathos.

A comparagdio do bacteriofago R17 (virus nativo) com dimeros de sua proteina
capsidica (virus sem a presenga do acido nucléico), mostrou wna menor estequiometria

aparente de uréia para os processos de dissociagiio e desnaturag3o para a forma dimérica.
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Uma possivel explicacio para este resultado seria que a interagdo das subunidades protéicas
com o 4cido nucléico presente no virus nativo, pode induzir a uma maior estequiometria
aparente de uréia para ocorrer os processos de dissociagdo e desnaturagdo do bacteridfago
R17 nativo, comparando-se somente comn as proteinas diméricas, sem a presenga do acido
nucléico.

Uma interessante aplicagdo da metodologia empregada nesta tese € a investigagio
da estequiometria aparente de dissociagio e desnaturagdio em proteinas multiméricas ou
monoméricas que podera levar a resultados significativos para melhor entendimento dos
processos de dissociagio € desnaturagio. Uma vez que fendmenos relacionados a
desnaturagio sdo freqlientes em sistemas bioldgicos, tais como equilibrio dinimico entre
estados nativos e conformagdes desnaturadas nas células, protedlises ¢ “furnover” de
proteinas (Dill & Shortle, 1991). Assim, o detalhamento termodindmico do processo de
desnaturagdo € essencial para a melhor compreensdo desses fendmenos.

Nossos resultados apontam para uma estequiomettia aparente de uréia que sio
semelhantes para os processos de dissociagio ¢ despaturagiio. Como foram observadas as
estequiometrias aparentes de uréia foram maiores para o processo de desnaturacdo em
comparagio com o processo de dissociagdo. Isso pode refletir o fato do processo de
desnaturagio envolver mudangas estyuturais mais drasticas, ocorrendo uma mator interagdo
proteina-uréia. Uma explicagio para o fato da dissociagio depender de menores
estequiometrias aparentes de uréia pode ser pelo fato dos virus helicoidal (TMV) ¢
icosaédricos (virus listados na Tabela 1) apresentarem estabilidade relativamente fraca, € 2
presenca de poucas moléculas de agentes perturbadores (uréia) sdo suficientes para causar a
desestabilizam dessas particulas. Esse conhecimento pode ser fundamental para o

desenvolvimento de novas técnicas antivirais,
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Como visto, 2 metodologia aqui proposta, para melhor detalhar a interagfo proteina-
uréia, pode ser estendida a outros sistemas e deverfio contribuir para a compreensio do
efeito de agentes desnaturantes nas proteinas e, conseqilentemente, da estabilidade de

agregados protéicos e virais,
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54 — Efeito do hidrocloreto de guanidina {(GndHCI) e pressdo sobre o TMYV:
comparagcic do processo de desnaturagfo com a uréia

A desnaturagdo de proteinas ntilizando compostos quimicos vem sendo estudada ha
mais de um século, sendo que a wréia ¢ 0 GndHC! sdo os mais utilizados. Este tltimo, ao
contrario da uréia, possui carga, e tem propriedade de se ligar fortemente as proteinas
através do ion guanidine, tornando-se assim mais eficiente que a uréia (Arakawa, 1984).

Além de atnar como agente desnaturante, 0 GndHCl é também utilizado para
promover agregagio quando utilizado em concentragdes subdesnaturantes (Tobler er al.,
2002, Miller et al., 2004, McDuff et al., 2004). Isso foi observado na presente tese, Figura
16A. O GndHCl é um sal, dissociando-se em (GndH") ¢ (CI) e os cations podem interagir
com os grupos carboxilicos do TMV (Figura 2), diminuindo a repulsio eletrostatica entre
subunidades, causando a estabilidade do TMV, e mesmo agregagdio. Esse efeito
estabilizador do GndHCI em baixas concentrages também foi observado para a RNAse Tl
(Pace et gl., 1990, Mayr & Smith, 1993). O GndHC] em concentragdes mais altas
provocou um aumento da viscosidade do solvente e conseqieniemente desnaturacio, isso
dificulton uma analise mais profunda do processo de dissociagfo por alta presséo através de
medidas de intensidade de espalhamento de luz, ao contrario do ocorrido com uréia.
Agsim, para os experimentos envolvendo GndHCI foram calenlados apenas os pardmetros

termodindmicos aparentes envolvendo o processe de desnaturacio,

Os dados de desvio de centro de massa por pressdo (Figuras 10B e 18A) mostraram
que o GndHCI foi mais eficiente que a uréia em provocar a desnaturagio do TMV. Outro
resultado comparativo que mostra esta eficiéncia sfio os dados de cromatografia em gel

filtracio (Figuras 15 e 20), as amostras de TMV na presenga de GndHCI eluiram em um
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tnico pico, sugerindo total desestruturagdo do TMV, diferentemente da uréia em que séo
observados varios picos de eluigBes, sugerindo a presenga de amostras dissociadas ou

desnaturadas de TMV com diferentes pesos moleculares.

Essa maior eficiéncia do GndHCI em relagfio & uréia provavelmente ocorre porque a
auséncia de carga da uréia ndo facilita as interagdes eletrostiticas com sitos carregados,
presentes nas subunidades capsidicas do TMV, e essa interacfio mais fraca deve exigir
maiores concentracdes para desnaturar, resultando assim em uma major estequiometria
aparente de uréia (11,1 mols de uréia/mo! de subunidade de TMV). Isso ndo é observado
para o GndHCI que devido a presenga de carga em sua estrutura interage mais facilmente
com os grupos carboxilicos presentes no TMV, resultando em uma menor estequiometria

aparente de GndHCI em comparagiio com a uréia para causar a desnaturagio do TMV.

A maior eficiéncia do GndHCI nfo se resume simplesmente apenas na presenca de
carga em sua estrutura, a composi¢io de aminoicidos do TMV também pode estar
relacionada com essa sua atuacdo, pois os fons GnH' interagem facilmente com residuos de
triptofanos presentes na proteina (Dempsey ef al, 2005, Mason ef al., 2007). Contudo,
nosso objetivo principal foi apenas determinar a estequiometria aparente de uréia e de
GndHCI nos processos de dissociagio e desnaturagio do TMV através da metodologia
desenvolvida na presente tese, fazendo apenas uma anélise comparativa e quantitativa dos

efeitos destes desnaturantes sobre o TMV.

O efeito do pH, por outro lado, mostron que altas concenwagles de protons
protegem o TMV da desnaturagZo tanto com uréia quanto com GndHCI, Figura 21
inclusdo. A presenga de H' diminui a repulsdo eletrostitica entre as subunidades,

protegendo o TMV contra a dissociagio (Santos ef al., 2004). Com a aplicagio de alta
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pressdo os H' ainda conseguem proteger o TMV contra a desnaturagiio por uréia, porém a
proteciio contra 0 GndHCI ocorre até 100 MPa, acima deste nivel de pressio observa-se
desnaturagio. Isso pode ser explicado pelo fato dos ions GnH' ganbarem dos H a
competi¢io pela ligacio com os grupos carboxilicos ou com novos sitios de ligagdes
expostos pelas proteinas do TMV quando estas estio sendo desnaturadas por pressio,
facilitando a interagio GndHCI-TMV tornando este agente mais eficiente que a uréia em
causar a desnaturagio do TMV.

Podemos, na verdade, deduzir que deve ocorrer um equilibrio na desnaturagdo do

TMV por GndHC]I envolvendo a liberagio de H' da seguinte maneira:

(P 10 N)+ @GnHCl <~ PGnHClw + N + v, H* a4

Py13gN representa a moléeula viral integra, @ € o coeficiente estequiométrico de GndHC1
necessario para causar a desnaturagdic do TMV, X ¢ a constante de equilibrio de
desnaturacio a pressdo atmosférica, PGndHClw representa as 2130 subunidades
desnaturadas e ligadas ac GndHCI, N o material genético (RNA), € vy é o mol de H'
liberado no processo de desnaturagio do TMV.

Isso sugere uma participa¢io de prétons suscetivel a quantificacfio. Experimentos
futuros andlogos aos realizados na presente tese poderfo mostrar uma estequiometria de
protons no processo de desnaturacdio, € a comparagio utilizando os diferentes agentes
desnaturantes, uréia e GndHCI, certamente levarfo a resultados bastante interessantes.

Em resumo nossos resultados mostraram gue ambos agentes, uréia e GndHCI,
causaram a desnaturagio do TMV, sendo, o GndHCl mais eficiente que a uréia,
comparando-se em relagdo i concentragio molar de ambos, o que também foi observado

utilizando-se alta pressdo hidrostatica, Figura 21.
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6 - CONCLUSQES

- A desnaturagio do TMV ¢ um processo que se da na forma dissociada, pelo menos em
condi¢bes controladas de aumento de uréia efou de pressio em combinaciio com este
agente.

- A direta aplicagio do modelo aqui proposto mostra estequiometria de dissociagfio (por
uréia) e de desnatura¢io bem definidas.

- A estequiometria de agente desnaturante (uréia) para dissociar ¢ bem menor que para
desnaturar (1,53 e 11,1 mols de uréia/mol de subunidade de TMV), provavelmente devido a
processos de interagGes muito mats “abrangentes” nas subunidades no caso da
desnaturacfio, enquanto “poucos” contatos wréia-TMV sio suficientes para dissociag#o.

- O modelo, aplicado a outros virus, mostra também estequiomefria de urdia para
dissocia¢io e desnaturagio bem definidas, e também valores compardveis aos encontrados
para o TMV. Isso deve ser relacionado a semelhantes mecanismos de interagfio uréia-
proteina nos diferentes virus.

- A comparagdo de estequiometria de uréia € GndHCl (respectivamente, 11,1 ¢ 7,5 mols de
agentes despaturantes/mol de subunidade de TMV) mostron uma maior eficiéneia do
GndHCl para causar a desnaturagio do TMV,

- O GndHCI desnatura o TMV em concentragBes significativamente inferiores a uréia, a
exemplo do que ocorre com proteinas em geral. E possivel que isso se deva & carga do
GndHCl, que pode corresponder a maior afinidade desse agente na desnaturagiio.

- Dados preliminares apontam que baixos valores de pH protegem o TMV contra a
desnaturacio tanto por wréia quanto por GndHCI, sugerindo gue esse processo possa ser

dependente de liberagdo de prétons. QOuira possibilidade é a estabilizagiio da forma
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associada do TMYV pelo baixo pH, com consegiiente proteciio 4 desnaturagio. Experimentos
envolvendo desnaturagfio de proteinas monoméricas pela uréia e GndHCE em diferentes

valores de pH devem esclarecer melhor essc fendmeno.
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