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RESUMO

Investigou-se o efeito de alta pressdo combinado com baixa temperatura
na auséncia e presenca de uréia no Virus do Mosaico do Tabaco (TMV). O
estado de agregacgdo e o processo de desnaturagdo foram analisados atraves
de medidas espectroscopicas. A incubagdo a O °C e 2,5 kbar induziu
dissociacéo significativa, sem ocorréncia de desnaturagdo. Nas diferentes
concentracdes virais o valor de py» (pressdo na qual 50% do virus esta
dissociado) foi 1,2 kbar, indicando a ndo dependéncia de concentragéo de TMV
na curva de dissociacdo por press@o. Isso pode ser explicado atraves da
heterogeneidade do TMV quanto a energia livre de associagdo. A entalpia e
entropia aparentes de dissociagéo (AH 4s © TAS 4s) foram 6,9 e -15,3 kcai/mol
de subunidade, respectivamente, indicando que a associagdo do TMV é um
processo entropicamente dirigido. A energia livre aparente de estabiliza¢do
dada pela presenca de RNA foi -1,7 kcal/mol de subunidade. A aita pressao
induziu desnaturacéo significativa do TMV em presenca de 2,5 M de uréia,
causando uma variacdo de volume aparente de desnaturagdo de -105,0 miL/mol.
A entalpia e entropia aparente de desnaturagéo (AH gen © TAS gen) por uréia
1,75 Mem 2,5 kbar foi -11,1 e -10,2 kcal/mol, respectivamente, portanto com
energia livre de desnaturagéo perto de zero. Como o processo de dissociagao
do TMV ndo estd em equilibrio verdadeiro, determinaram-se 0s parametros

termodinamicos assumindo a condicdo de estado estacionario.



SUMMARY

We investigated the effect of low temperature and urea combined with
high pressure on Tobacco Mosaic Virus (TMV). The evaluation of its
aggregation state and denaturation process was studied using spectroscopic
methods. The incubation at 2.5 kbar and 0 °C induced significative dissociation.
Under such conditions extensive denaturation did not occur. At different TMV
concentrations the p» was 1.2 kbar. This result shows absence of concentration
dependence of TMV dissociation by pressure, that can be explained by the TMV
association energy heterogeneity. The apparent enthalpy and entropy of
dissociation (4H g and TAS ys) were -6,9 and -153 kcal/mol of subunit
respectively, indicating that the TMV association is an entropicaly driven
process. The apparent free energy of stabilization given by the presence of
RNA is at least -1.7 kcal/mol of subunit. High pressure induced remarkable TMV
denaturation in the presence of 2.5 M urea, with a volume change of
-105 mL/mol of denaturated subunit. The apparent enthalpy and entropy of
denaturation (AH e, and TAS gen) by 1.75 M urea at 2.5 Kbar was -11.1 and
-10.2 kcal/mol of subunit, respectively, demonstrating that the TMV protein coat
presents an apparent free energy Vof denaturation by urea close to zero.
Although the processes could not be assumed to be equilibria, these
thermodynamic parameters could be derived by assuming a steady-state

condition.
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INTRODUGCAQO

A termodinamica de associacdo-dissociagio de proteinas oligoméricas &
freqlientemente estudada através de variagdo de pH, de temperatura e do efeito
de agentes desnaturantes como, por exemplo, uréia. Esses parametros
interferem, de uma maneira geral, na estrutura terciaria da proteina.

Qutra ferramenta que vem sendo utilizada como agente dissociante em
proteinas oligoméricas (Silva e Weber, 1993, Bonafe et al., 1994) e estruturas
virais (Da Poian et al., 1993 e 1994) é a alta pressdo hidrostatica. Através de
sua aplicago é possivel detalhar o estudo do equilibrio de dissociagéo, pois a
maioria das proteinas monomeéricas sé comec¢a a apresentar alguma mudanga
conformacional mais drastica (desnaturacéo) acima de 5 kbar, valor superior ac
valor de pressdo que promove dissociagdc da maioria das proteinas
multiméricas (Weber, 1983; Silva e Weber, 1988; Silva ef al., 1986, Bonafe et
al, 1991). O efeito de alta pressé&o em proteinas e particulas virais, que
corresponde a perturbagbes nas interagbes entre subunidades e ao processo
de dissociacéo, pode ser acompanhado por técnicas espectroscopicas (Silva e
Weber, 1988; Silva e Weber, 1993). Além disso, esta ferramenta permite melhor
compreensdoc no estudo termodinamico da associagdo-dissociagdo de
proteinas.

O processo de dissociagdo provecado por aumento de pressdo desloca o
equilibrio no sentido de espécies gue ocupam um menor volume. Segundo

Paladini e Weber (1981) existem 'espacos mortos” entre subunidades de



proteinas multiméricas e estes espagos desaparecem quando essas proteinas
se dissociam. Por outro lado, a exposicio das cargas das proteinas através da
dissociacdo leva a contatos diretos com o solvente, que entdo sofre
organizacdo nessas regides, levando-o a ocupar menor volume. Esse fendmeno
& denominado de "eletrostriccac”.

A alta pressdo mostrou um novo fendmeno em proteinas, a “deriva
conformacional’, que consiste na mudanca conformacional das subunidades
quando as proteinas sdo dissociadas. Isso pode ser relacionado ainda com a
perda de atividade temporaria de enzimas oligoméricas submetidas a alta
pressao (Silva ef al., 1986). Muitas vezes isso é observado atraves da histerese
na curva de dissociacéo por pressio de proteinas diméricas e teframéricas. Em
virus como “Brome Mosaic Virus” {(BMV) foi observado que apés descompressao
as subunidades se associam de uma maneira diferente da forma nativa (Silva e
Weber, 1988). Estudos utilizando Virus do Mosaico do “Cowpea’ (CPMV)
mostram que a incubagdo em alta pressdo de proteina capsidica em auséncia
de RNA e presenca de uréia em concentragbes subdesnaturantes resulta em
produtos de conformacdo desnaturada sem que ocorra reversibilidade viral.
Essa conformacao, entretanto, se assemelha mais a uma estrutura em "molten
globule", diferente do drastico estado de desnaturagdo obtido na presenga de
uréia em altas concentracdes. Na presenga do RNA viral ocorre aumento da
estabilidade da proteina capsidica e renaturagéo apds dissociagdo por pressao,
demonstrando papel importante de acoplamento energético na associagao das

proteinas para a montagem do virus (Da Poian et al., 1994).



Outro comportamento observado em proteinas com muitas subunidades ¢
a falta de dependéncia de concentragéo na curva de dissociagdo por pressao,
que é explicada pela heterogeneidade quanto & energia livre de associagéo
(Siiva et al., 1988 e 1989; Ruan e Weber, 1989, Bonafe ef a/., 1994, Da Poian et
al., 1993).

Nos dltimos anos vem sendo estudado o efeito combinado de alta
pressdo hidrostatica e alguns agentes fisicos ou quimicos, como baixa
temperatura e a presenga de uréia em concentragdes subdesnaturantes (Foguel
ef al,, 1992: Da Poian ef al., 1993 e 1994, Bonafe ef al., 1998). A combinagao de
alta pressdo e baixa temperatura é bastante interessante como estrategia para
o estudo de proteinas em solucBes em temperaturas abaixo de 0 °C, pois
quando se aplica pressdo de 2,2 kbar, a temperatura de congelamento da agua
é diminuida a -18 °C (Foguel et al., 1992).

O TMV ja é alvo de estudo em nosso laboratdrio ha trés anos. Estudou-
se o efeito de alta press@do em presenca de uréia, assim como baixa
temperatura (Vital, 1996). Através desses experimentos observou-se que
pressdo até 2,5 kbar induziu dissociagdo de 18%, e apods abaixamento de
temperatura até -18 °C ocorreu dissociagdo adicional até 72%, ndo havendo
mudanca significativa do centro de massa do espectro de fluorescéncia,
portanto sem desnaturacéo significativa. Pelo grafico de van't Hoff (AG/T em
funcao de 1/7) pode-se calcular a variagéo de entalpia (4H ) e entropia (A4S 4)
aparentes de dissociagc&o por subunidade do sistema, -8,23 kcal/mol e -50,26

cal/(K-mol), respectivamente. Esses resultados mostram que a associagéo do



TMV é um processo entropicamente dirigido. Alta pressao em presenca de uréia
2,5 M induz desnaturacdo do TMV de maneira semelhante a induzida por uréia
6 M a press@o atmosférica, baseando-se nos dados de centro de massa do
espectro de fluorescéncia. A variagcdo de volume de associago calculada
através da dissociagdo por pressdo (4V,) na auséncia e na presenga de ureia
2.5 M foi respectivamente, 16,3 e 3,1 mlL/mol de subunidade (Vital, 1996,

Bonafe ef al., 1998).

1 - Termodinamica de dissociacgdo por alta presséo hidrostatica.

Uma série de parametros termodindmicos podem ser calculados através
de equagbes que relacionam medidas efetuadas sob alta presséo hidrostatica.
Assim, as constantes de dissociacdo a pressdo p, K, e a pressao atmosférica,

Kam estlo relacionadas através da equagéo:

Ky = Kot © (pAV 4/ RT) (1)

onde p € a pressdo {(em bar), AV & a variacdo de volume padrao de
dissociacdo (em mL/mol de subunidade), R € a constante universal dos gases
(1,9872 x 10” keal/(K-mol)), e T é a temperatura absoluta. Rigorosamente, 4V
depende da pressao devido a diferenca de compressibilidade entre reagentes ¢
produtos. Como a compressibilidade de proteinas é muito pequena e néo e

esperada uma variacado significativa relacionada com o estado de agregacéo,



podemos considerar AV’ independente da press&o como
aproximacéo (Ruan e Weber, 1988).

Expressando a equagio (1) na forma logaritmica, tem-se:

pAVodfs
InKy = In Kgpm +
RT
Para uma proteina que se dissocia em n subunidades
X, €2 nX

a constante de dissociagéo K, sera

X
[Xal

uma boa

onde [X] e [X,] correspondem as concentragdes das respectivas espécies "X e

“X,” no equilibrio. O grau de dissociacéo a presséo p, a,, pode ser relacionado

com essas concentracbes como:

[X]Zﬂapc



6

X]=C-(a,C)=C(1-a) (8)

onde C é a concentracdo inicial da proteina. Substituindo as equacdes (5) e (6)

na equacao (4), podemos expressar Kp como:

n' (a)n "

(1-a)

Para relacionar o grau de dissociacdo com a pressdo, podemos combinar

as equacgoes (7) e (2), obtendo:

(@) paVas K,

in = +in— (8)
(1-a) RT ¢

A representacao grafica de /n n” ((ap)n/(1~ap )) em fungao de p permite o
calculo de AVGd,-s através do coeficiente angular, o de K pelo coeficiente linear

(Silva et al., 1986; Ruan e Weber, 1988), e correlacionar as mudancas no
espectro de fluorescéncia e dissociagdo, considerando o grau de dissociagdo

"' como:



ap=[1+Q (< vp>—<vd>)/(<va>-<v,,>)f’ (9)

onde Q é a razdo entre o rendimento quantico de fluorescéncia das moleculas
dissociada e a associada, v, € 0 numero de onda a presséo p, e <y~ € <>
correspondem aos numeros de onda das formas dissociada e associada,
respectivamente (Silva ef al., 1986).

O espalhamento de luz pode informar o grau de dissociagdo, pois sua

intensidade e proporcional 2 massa molecular média:

loo @ My (10)

onde /s € a intensidade de espalhamento de luz a 90 ° e M, é a massa

rmoiecular media.

O grau de dissociacdo, assim, ¢ obtido atraves da seguinte relagéo:

(Sa“sp)
ap = (11)
(Sa - So)

onde S, € a intensidade de espalhamento de luz a pressado p, e Sy e S,
correspondem, respectivamente, a intensidade de espalhamento de luz das
formas dissociada e associada (Silva et al., 1989).

Os parametros termodinamicos como variacao de energia livre (4Gas),

variacao de entalpia (4Hys) e variagdo de entropia (4Sy;s) de dissociagdo podem



ser obtidos pela equacdo de van't Hoff, através de variagdo de temperatura em

condi¢cGes dissociantes:

AGu/T = AHgis (1/T) - ASass {12)

Os valores de AHu & AS4 s&o obtidos através, respectivamente, dos
coeficientes angular e linear da reta de AGg/T = f(1/T). Obtendo-se esses
valores para cada press&o, pode-se determinar os valores de ambos a pressao

atmosférica, calculando-se 0 AGgs nessa pressao, pela equagao abaixo:

AGuis = AHgis - TASgis (13)

A variacéo de energia livre de Gibbs de dissociagéo (4Gus) de proteinas
oligoméricas esta relacionada a constante de dissociagdo a pressado p, K,

atraves da equacao:

AGus=-R TIn K, (14)
A obtencdo desses parametros termodinamicos em alta presséo e
importante na analise dos processos de associagbal/dissociagéo de proteinas

oligoméricas, principalmente quando associada a presencga de agentes como

uréia combinada com baixa temperatura.



2 - Efeito de alta pressdo em presencga de ureéia.

A uréia é um agente desnaturante que modifica a estrutura de proteinas
de modo ainda ndo muito bem estabelecido. Essa atuagéo pode ocorrer pela
interagdo entre uréia e cadeia polipeptidica ou através da solubilizagdo de
grupamentos laterais apolares, como 0s grupos aromaticos (Scholtz et al,
1995}

Estudos anteriores (Vital, 1996; Bonafe et al, 1998) mostram que TMV
submetido a alta press&o com uréia 2,5 M (concentragdo subdesnaturante) a
pressdo atmosférica, apresenta alteracbes significativas de intensidade de
fluorescéncia, com desvio acentuado para o vermelho, indicando desnaturagao
importante. Observagbes semelhantes foram verificadas em estudos realizados
em Virus do Mosaico “Cowpea” (CPMV) (Da Poian et al.,, 1994) e bacteridfago
R17 (Da Poian et al., 1993).

A variacdo de volume do TMV durante a dissociagdo aparentemente é
menor em presenca de uréia (4V, = 3,1 mL/mol de subunidade em 2,5 M de
uréia) que em auséncia da mesma {4V, = 16,3 mbL/mol de subunidade). kste fato
pode estar relacionado a dissociagao parcial promovida pela uréia antes da
pressurizacdo, observado pela intensidade de espalhamento de luz e atraves de
microscopia eletrdnica, que mostra pequenas “fathas” na imagem das particulas
virais. Assim, é possivel que a dissociag@o parcial promovida pela uréia em

pressio atmosférica exponha inicialmente as interfaces de subunidades néo
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dissociadas por pressdo correspondendo & menor area a ser exposta, portanto

eletrostricg@o menos significativa (Vital, 1996; Bonafe et al., 1998).

3 - Efeito de alta pressao e baixa temperatura,

O estudo do efeito de baixa temperatura na dissociagéo e desnaturacdo
viral pode fornecer informagdes sobre a entalpia e entropia desses processos.

Investigagbes utilizando ficobilinossomos (Foguel et al., 1992), repressor
Arc (Foguel et al., 1994), bacteridfago P22 (Foguel ef al., 1995), CPMV (Da
Poian ef al., 1994) e TMV (Vital, 1996; Bonafe ef al,, 1998) mostram que a
dissociacdo e desnaturacéo séo favorecidas quando a temperatura é diminuida
apos pressurizacéo, e os valores de entropia obtidos s8o grandes e positivos
em relagao a entalpia. Isto pode indicar que a associacéo das subunidades é

um processo entropicamente dirigido (Weber, 1993).

4 - Estrutura do TMV

O TMV (Fig. 1) € um virus cléssico que provoca descoloracéo e manchas
nas folhas de Nicoliana tabacum (Tabaco). Tem forma cilindrica, de dimensdes
de cerca de 3.000 A de altura, 180 A de diémetro e sua massa molecular é
40.000 kDa. A sua proteina capsidica de 17,5 kDa é composta por 158 residuos
de aminoacidos, sendo que cerca de 2.130 cdpias da mesma se arranjam em

uma estrutura helicoidal, com 16 1/3 subunidades por volta, formando um canal



1i

PARTICULA VIRAL

i

PROTEINA CAPSIDICA

Figura 1. Representacgéo esquematica do TMV e da proteina capsidica.

Particula viral (a), Tipos de arranjo da proteina capsidica em diferentes
condicdes de pH e forca idnica (b), Estrutura terciaria por dados de
cristalografia de raio X, do TMV nativo (c), e da proteina capsidica (d)

(Hirth & Richards, 1981).
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interno. Seu material genético consiste de uma fita simples de RNA, com 6.400
nucleotideos e massa molecular de 2.000 kDa, situado internamente ao
capsideo proteico formando uma hélice de modo que cada subunidade de
proteina capsidica se liga a 3 nucleotideos (Hirth e Richards, 1881).

A proteina capsidica, faciimente isolada, se polimeriza de diferentes
modos, dependendo de condi¢bes de pH e de forca idnica. Por exemplo, em pH
8 e alta forga idnica, ocorre formacgao de uma estrutura cristalina composta de
discos duplos, com coeficientes de sedimentacdo 278, 378, oumais. EmpH 7 e
baixa forca idnica, tambem formam-se discos duplos de 205, mas que néo se
agregam. Em meio alcalino e baixa for¢ca ibnica, a proteina se encontra com
polimerizagéo bastante limitada, observando-se mondmeros, talvez dimeros,
trimeros e, em menor percentagem, associagdc em agregados maiores. Em
meio acido e baixa forga idnica, a proteina capsidica se associa formando
longas helices, estrutura semelhante a proteina capsidica do virus nativo. Em
pH 7 e média forca ibnica, observam-se apenas proto-hélices, com 39 + 2
subunidades, similares & estrutura das longas hélices mencionadas acima. E
interessante o fato gue em meio neutro e baixa forga idnica, condi¢des que se
assemelham as fisiologicas, a proteina capsidica forma hélice somente na
presenca do RNA viral (Klug, 1972; Hirth e Richards, 1981).

A associacdo do RNA viral com a proteina capsidica pode ser descrita
em duas etapas, nucleagdo e elongamento. A primeira € dependente da
seqiéncia especifica do RNA, assim como requer a formacgao de um agregado

proteico de 19-20S, identificado como uma hélice de 16 1/3 subunidades por
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volta. O elongamento, continuag&o do processo, parece depender da adicdo de
proto-hélices, as guais o RNA se liga internamente, acompanhando a estrutura

helicoidal (Hirth e Richards, 1981; Raghavendra ef al., 1988).



14

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram: investigar o processo da dissociacéo e
desnaturagéo de TMV por aplicacdo de alta pressao hidrostatica; calcular os
parametros termodinamicos como entalpia, entropia e energia livre desses
processos; avaliar o efeito de baixa temperatura em presenca de uréia e avaliar

a influéncia de concentragdo do virus na curva de dissociac&o por presséo.
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MATERIAIS E METODOS

1 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Utilizou-se agua
deionizada em sistema Milli-Q e tamp&o tris-HCI 50 mM, pH 7,5 em NaCl
150 mM. Foi escolhido este tamp&o devido & baixa dependéncia de pK, em

funcdo da presséo ( Neuman et al., 1973).

2 - Purificacao do TMV

A purificagdo do TMV foi realizada por Vital (1996), e obtida através da
adaptacdo do método descrito por Asselin e Zaitlin (1978) (*Método PEG -
Celite - Triton X-100 - Fosfato’), inicialmente, na homogeneizacdo de folhas
infectadas pelo virus com solugdo de Na,HPO, 0,5 M em ascorbato de sddio
0,5% (mfv), na proporgéo de 1,3 mlL/g de tecido fresco. Manteve-se o material a
cerca de 4 °C, exceto quando mencionada outra condi¢gdo. O homogenato foi
filtrado em filtro de nylon, clarificando-se com celite, 5 g/100mL e centrifugado a
10.000 x g por 30 min. O sobrenadante foi filtrado, e o virus foi precipitado por
adigdo de polietilenoglicol 6.000 e NaCl, em concentracges finais de 3% e 1%,
respectivamente. Apos 10 min sob agitacédo e repouso por 20 min em banho de

gelo a suspens&o foi novamente centrifugado a 10.000 x g por 30 min. O
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precipitado foi ressuspenso em um quarto do volume original com Naz;HPO,4 0,01
M e ascorbato de sddio 0,01% (mfv), e submetido a novo processo de
clarificacdo, precipitagdo e ressuspensdo nas mesmas condigbes. Apos
centrifugagdo da solugdo a 10.000 x g por 15 min, adicionou-se ao
sobrenadante triton X-100, obtendo-se uma concentragéo final de 5% (m/v). A
solugdo obtida foi agitada e centrifugada a 90.000 x g por 2 h em gradiente
descontinuo de sacarose (0% e 20%). A fragdo de TMV foi coletada na
interface entre 60 e 20% de sacarose, e dialisada contra EDTA1 mM, pH 7,2, e
depois contra tampéao fosfato de sodio 0,2 M, pH 7,0. A solugéo foi incubada a
37 °C por 4 h apds 10 min de centrifugagao a 10.000 x g. A solugdo contendo o
virus foi novamente dialisada e centrifugada nas mesmas condigdes, estocando-

se 0 TMV a 4 °C em presenca de azida sodica 0,01 g%.

Determinou-se a concentracéo viral através da diferenga de absorbancia

entre 260 e 290 nm (&0.1, %260nm - €01, %200nm = 1,31) (Noordan, 1973).

3 - Equipamento de alta pressdo hidrostatica

O sistema utilizado consiste de um gerader de pressao que € conectado
a camara de pressao hidrostatica (Fig. 2 e 3). Esta camara possui trés janelas
Opticas de quartzo, através das quais realizam-se medidas espectroscopicas da
amostra a pressdes de, até, 2,5 kbar, limite que essas janelas toleram. No

interior da camara coloca-se uma cubeta cilindrica de guartzo com volume
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aproximadamente 0,8 mL que contém a amostra a ser submetida & alta presséo.
A cubeta é selada com um tubo de polietileno cuja extremidade foi fechada por
aquecimento. O objetivo desse tubo &, através de sua flexibilidade, permitir a
equalizacéo da pressdo entre o meio hidrostatico e a amostra dentro 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 camara.
Utiliza-se etano! absoluto como meio liquido para a transmiss&o da presséo e
por possuir propriedades de refracdo proximas as do quartzo. A unidade
geradora de pressdo € constituida por um pistéo operado manualmente que
injeta etanol através de dutos metalicos até a camara. A medida de pressao &
realizada por um mandmetro anatégico (Paladini, 1980; Paladini & Weber,

1981).
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Figura 2: Esquema do sistema de pressao hidrostatica.
Camara (a), conectada ao gerador de presséo (b), com pistao () que
comprime a linha de etanol (d). Reservatério de etanol (e), valvulas (f)

e mandmetro (g). (Fig. baseada em Suarez, 1985).



Figura 3: Esquema da camara de press&o em corte lateral.
Camara de press&o (A), entrada da linha de etanol que comunica com
o gerador de pressao (B), suportes que retém a janela de quartzo (C),
janelas de quartzo (D), base suporte para cubeta (E), cubeta de
quartzo que recebe a amostra a ser submetida a pressao (F), tubo de
polietileno que sela o material contido no interior da cubeta e permite a
equalizacdo da pressdo interna com a externa & cubeta (G), anel
extrator (permite a extragéo dos anéis de vedagdo quando necessaria

a troca) (H), aneis de vedagao (1), (J) e (K).

19
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4 - Estudos de fluorescéncia e espalhamento de luz sob pressio.

Os espectros de fluorescéncia e de espathamento de luz foram
registrados em um espectrofluorimetro SLM AMINCO SPF - 500C. Neste
modelo n&o é possivel a adaptacdo da camara de alta press&o no seu interior.
Assim, a luz de excitagdo entra diretamente através de uma janela da camara, e
nas janelas perpendiculares & primeira foram conectados cabos de fibras optica
de quartzo para transmissdo ao fluorimetro, na entrada do feixe de emisso.
Este sistema foi protegido de luz externa. Além disso, conectou-se a cadmara um
banho com a finalidade de controlar a temperatura.

O TMV exibe fluorescéncia intrinseca devido aos aminoacidos
aromaticos, principalmente triptofano. Processos de dissociacdo, assim como
desnaturag@o, muitas vezes ocorrem acompanhados de exposicio de residuos
de triptofano ao soivente, ocorrendo um desvio do centro de massa (1,) do
espectro de fluorescéncia para o vermelho (Silva e Weber, 1988). Originalmente
obtem-se dados de intensidade de fluorescéncia em funcdo do comprimento de
onda, faz-se a convers&o para intensidade de fluorescéncia em funcdo do
numero de onda, pois o Ultimo é diretamente proporcional & energia associada
ao foton. A importancia em caracterizar os deslocamentos espectrais através do
centro de massa, e n&o do numero de onda na emiss&o maxima, & porque em
sistemas heterogéneos, representados pelos vérios fluordforos intrinsecos de
uma proteina, deslocamentos considerdveis de centro de massa podem ocorrer

com mudangas muito pequenas no comprimento de onda. Nestas medidas,



21

utilizou-se comprimento de onda de excitagdo 280 nm, os espectros de
fluorescéncia foram obtidos entre 300 e 400 nm.

0O espalhamento de luz Rayleigh detecta a dissociag&o de agregados de
massa molecular elevada, permitindo monitorar o estado de agregac¢ac do TMV.
Pode-se assumir que a intensidade de luz espalhada é proporcional a massa
molecular média (Ma) (equacado 10) para solucdes diluidas (Silva ef a/., 1989).
Para estes experimentos foram utilizados Al de 350 nm e A.n entre 300 e

400 nm.
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RESULTADOS

1 - Efeito de alta pressdo em TMV em diferentes concentragdes virais.

O efeito de alta pressao a 0 °C em diferentes concentragdes de TMV foi
estudado através de diminuicdo da temperatura até 0 °C, e apds 60 min., a
pressao for aumentada de 210 em 210 bar até 2,5 kbar, incubando-se a amostra
por 10 min. antes das analises espectroscdpicas. As medidas de espalhamento
de luz a 90° (Rayleigh) e intensidade de fluorescéncia obtidas para cada
concentracao foram corrigidas baseando-se em medidas efetuadas em cubeta
de quartzo convencional, pois os resultados com a cubeta cilindrica no interior
da camara de alta pressdo estdo sujeitos a variagdes no inicio de cada
experimento, como a posigéo da camara, ou a fixagdo das fibras opticas. Estas
corregGes foram feitas tendo como referéncia o valor de 1 mg/mL de TMV a 25
°C e pressao atmosfeérica, considerando a intensidade de espalhamento de iuz a
press@o atmosférica proporcional ao peso molecular médio em solugdo. O
aumento de pressdo foi realizado a 0 °C baseando-se em estudo anterior
realizado com TMV (Vital, 1996; Bonafé et al., 1998), o qual demonstra que em
temperatura ambiente o virus apresenta um pequeno decréscimo de intensidade
do espalhamento de luz quando se eleva a pressdo de 10° a 2,5 kbar,
apresentando portanto pouca dissociacdo. No entanto, o abaixamento de
temperatura a 0 °C a presséo atmosférica promove uma queda significativa do

espalhamento de luz, indicando dissociagdo. Essa condigdo experimental
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permite  avaliar melhor o efeito de concentragdo do virus na curva de
dissociacdo, desde que a mesma se torna significativa. A Fig. 4 mostra a
intensidade de espalhamento de luz em funcao da pressédo em diferentes
concentragbes de TMV em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e NaCl 150 mM.
Como se pode observar, a diminuicdo de temperatura a 0 °C promoveu queda
de espalhamento de luz somente para a amostra de 3 mg/mL. A alta presséc
induziu diminuicao mais acentuada de espalhamentp de luz em concentracdes
acima de 1 mg de virus/mbL. O retorno & pressio atmosférica e a 25 °C ndo
promoveu recuperagao total da intensidade de espalhamento de luz nas
condigOes estudadas, sugerindo reassociacao apenas parcial.

Nesse mesme experimento, estudou-se o espectro de fluorescéncia, Fig.
5. Observou-se diminuicdo na intensidade de ﬂuorescéncié com 0 abaixamento
de temperatura e com ¢ aumento de pressdo até 0,5 kbar, e acima dessa
pressdo um aumento sensivel de intensidade de fluorescéncia. No retorno a
press@o atmosférica e a 25 °C, notou-se parcial reversibilidade desse
comportamento. Aparentemente o aumento da pressado levou a dissociagdo do
TMV, e a perda por processos nado radiativos devido a colisdes foi acentuada
pela exposi¢do de residuos aromaticos ao solvente. A variagdo do centro de
massa em funcdo da pressdo, obtida atravées desses espectros de
fluorescéncia, € mostrada na Fig. 6. Nao observou-se um desvio para ©
vermelho com aumento de presséo a 0 °C para as diferentes concentrages de
TMV, indicando que a dissociagao nao foi acompanhada por um processo de

desnaturacdo importante.
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Figura 4: Efeito de pressdo a 0 °C na intensidade do espalhamento de luz, em
diferentes concentracbes de TMV.
A intensidade de espalhamento de luz a 90° foi medida entre 345 e
355 M (hexe = 350 nm). Concentracdes de TMV de 0,5 (™ ),1,0 (=),
2,0(*)e 3,0 mg/mL (). Simbolos cheios cortados correspondem a
condicdo inicial de pressdo atmosférica e 25 °C, e os simbolos
abertos ao retorno a pressao atmosférica e 25 °C. As medidas foram

realizadas nas mesmas condigbes do experimento das Fig. 5 e 6.



23

— 375 T T T H T | [
<
) i ol i
g
g 300 -
o A
@
) - i
[74]
i) e il
- 225 - P / i
A A
= A
LTH L. O = \A/A'\A-——*A/—A - 4
./.
o \.\o > P
150 — e & T e -
i3]
o -
o i B R
o \
)
= A
75 |- J S -
-9 * \.%-—’“‘““—-l-——---"“-d—‘ " . o
=
T Yy Vg gy VTV i
0 ; : : . | . I . | ! i

0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5

Pressdo (kbar)

Figura 5: Efeito de pressdo a 0 °C no espectro de fluorescéncia em diferentes
concentragbes de TMV.
Intensidade de fluorescéncia entre 300 e 400 NM (Aexe = 285 nm).
Concentragbes virais de 0,5 (™), 1,0(m), 20(*)e 3,0 mg/mL (*).
Simbolos cheios e cortados correspondem a condicdo inicial de
pressao atmosférica e 25 °C, e os simbolos abertos ao retorno a
pressdo atmosférica e 0 °C. As medidas foram realizadas nas

mesmas condigdes das Fig. 4 e 6.
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Figura 6: Efeito de pressdo a 0 °C no centro de massa do espectro de
fluorescéncia em diferentes concentragdes de TMV.
Espectro de emiss&o entre 300 e 400 nm (Aee = 285 nm), convertido
para numero de ondas. Concentracdes virais de: 0,5 (¥), 1,0 (=),
2,0(*)e 3,0 mg/mL (~). O retorno & presséo atmosférica e a 25 °C
coincidiu com os valores iniciais. As medidas foram realizadas nas

mesmas condigdes das Fig. 4 e 5.
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Pela observacdo do comportamento apenas parcialmente reversivel na
dissociagdo do TMV, na escala de tempo observada, utilizou-se a aproximacao
do “estado estacionario” (Lavenda, 1978; Da Poian et al.,, 1995) para se obter
uma expressdo para constante de dissociagdo do TMV (K,). Apesar de nao
ocorrer reversibilidade total no processo, esta aproximagdo considera constante
a concentragao de intermediarios, permitindo a determinacdo de parametros

termodinamicos aparentes. Assim, podemos considerar o processo de

dissociagao do virus como:

kaq kz

P350G ¢»2130P + G —»2130F + G (15)
Ky

onde P13,G representa o TMV, sendo P o capsideo proteico que se ressarcia,
P representa uma forma derivada que nac se associa novamente e G o material
genético (RNA), e ki, ks e k, s&0o as constantes de velocidade das reacdes
representadas acima.

Através da equagdo (15) podemos determinar a constante de
dissociagéo aparente a pressao p, K*p (o asterisco indica uma condicdo de

“estado estacionario” em lugar do estado de equilibrio):

. Kt
Kp= (16)
(kg + k3)




28

Podemos assim considerar a velocidade de formacéo do intermediario

"2130P +(G” igual ao seu consumo:

(ks1) [P2130G] = (kt + k2) (PP [G]

(17)

onde o termo da esquerda € a velocidade de formacgio e o termo da direita, a

velocidade de consumo.

Considerando C a concentragdo total e @, 0 grau de dissociagdo do virus

na pressao p, temos:

[P]=(n a, C)

[P213OG]:C“apC:(1“ap) C

[Gl=a,C

(18)

(19)

Substituindo as equacgotes (18), (19) e (20) na equacdo (17), obtemos:
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(ket) (1 - @) C) = (ks + ko) ((n o C)' (@:,C) (21)

Relacionando a equacio (16) com a equagao (21), temos:

(na,C)" (a C)
Ko = (22)
(1-a)C

Considerando o nimero de dissociacdo n = 2130 subunidades, tém-se:

21302130 a92131 CZ)’BO

1"ap

Consideracdo semelhante foi feita para o Virus do Mosaico “Cowpea’
(CPMV) (Da Poian et al., 1995) e, também, para as constantes de dissociagao
do equilibrio (Silva e Weber, 1993; Bonafe ef al., 1994).

A constante de dissociacdo aparente K, (Tabela 1) pode ser obtida
através da equacdo 22, obtendo-se os dados de espalhamento de luz da Fig. 4,

e calculando-se o valor de ¢, pela equagdo 11:

InK,=ninn+(n+1)Ina+ninC-in(1-ay) (24)
Considerando K, como Ky, constante de dissociagdo aparente, a

equacado (24) equivale a:
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InKags=nlnn+n+1)in o, tnin C-In(1-ap) (25}

A Tabela 1 mostra as diferentes contribuices de cada parcela da
equacao (25), que contribuem para In K 4. Como pode-se observar o valor de
(n-1) In C é de ordem de - 38.743 e ndo varia com 0 grau de dissociacéo para
0,5 mg de TMV/mL. Esses resultados sédo valores baixos devido a reduzida
concentragéo molar de TMV, 1,2 .10° M. Esta observacdc é similar para

qgualquer concentracdo viral utilizada,

Tabela 1 : Célculo de In K ysa 0 °C para 0,5 mg de TMV/mL.

Pressdo| s, a |nin(n) (n+1) | ninC |-In (1-a,}| In Kas
(kbar) | (UA) In(a,)
0 11664 5 0
0 11036,1| 0,054 | 16324 | -6204 | -38743 0,056 -28620
0 11157,5| 0,093 [ 16324 | -5051 | -38743 0,098 -27487
0,20548 {10137,2| 0,282 | 16324 | -2704 | -38743 0,331 -25118
0,41096 10017 4| 0,304 | 16324 | -2540 | -38743 0,362 -24957
0,61644 19656,48| 0,37 |16324| -2118 | -38743 0,462 -24535
0,82192|9297,67| 0,436 | 16324 | -1767 1 -38743 0,673 -24184
1,0274 |9416,38| 0,414 | 16324 | -1877 | -38743 0,535 -24294
1,23288| 9118 | 0,469 | 16324 | -1611 | -38743 0,634 -24028
1,64384 |8458,66| 0,591 | 16324 | -1121 | -38743 (0,894 -23538
1,84932 |7888,13| 0,696 | 16324 | -772 -38743 1,192 -23189
2,05479|7529,86| 0,762 | 16324 | -578 -38743 1,437 -22995
2,26027 1674901 0 906 116324 | -210 -38743 2,367 -22626
2,46575 (6240 53 1 16324 | -2E-05 | -38743 18,74 -22400

Obs.: (1) n = 2130
(2) C=[TMV] = 0,5 mg/mL = 1,25 x 10° M

(3) In Kys =nin n + (n+1) In () + nin C - In (1- «), Segundo equacédo

(25).
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Figura 7: Efeito da press@o na dissociacdo de TMV na constante Ky em
diferentes concentracdes.

Concentrages virais de: 0,5 (™), 1,0 (=), 20 (*) e 3,0 mg/mL ().

Os valores de In K'ys foram calculados através das equacdes (11) e

(25) (ver Tabela 1) a partir das intensidades de espalhamento de luz
da Fig. 4.
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A partir dos valores de In K 4 em funcao da pressao fixados na Tabela 1,
obteve-se o grafico mostrado na Fig. 7, para as diferentes concentracdes de
TMV. Os coeficientes angular e linear das retas correspondem,
respectivamente, @ AV’ 4./ RT € In K am. Com o valor de /n K g que corresponde
a 50% do virus dissociado {ases) pode-se obter pela equagao da reta o valor de
Dizdis , OU S€Ja, a pressd0o  necessdaria para obter 50% do virus dissociado
(Tabela 2).

A relagdo entre a constante de dissociagédo aparente a pressio p, K as, ©
o volume de dissociacdo aparente, AV 4, considerando a condigao de “"estado

estacionario”, sera analogo a equacéo (2):

) ) pA V{}*dis
InKa = MK 4n + (26)
RT

Tabela 2: Valores de AV 4 € pinas referentes a diferentes concentragdes de

TMV a 0°C.
Concentragio de TMV AV i P vidis
{(mg/mL) {ml/mol de {kbar)
subunidade)

0,5 14,1 1,17

1,0 14,6 1,28

2,0 14,5 1,20

3,0 13,5 1,18
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Observou-se que ndo ocorreu variacdo significativa do pisgs cOm o
aumento da concentragéo. Esses resultados sdo interessantes, pois é esperado
gque o processo de dissociagao medido no equilibrio deva apresentar
dependéncia de concentragdo, com pi.gs Maior em concentragdes mais
elevadas ( Bonafe ef al., 1994).

Para melhor avaliar o efeito de concentragdo do TMV no processo de
dissociagado e desnaturagdo por pressao, investigou-se a combinacao de alta

pressdo em presenga de uréia em concentragfes subdesnaturantes.

2 - Efeito de alta pressdo na dissociagao de TMV em diferentes

concentragdes na presencga de uréia.

Concentracbes de ureia acima de 2,5 M em presséo atmosférica levam a
grande desvio para o vermelho no espectro de fluorescéncia de TMV,
mostrando desnaturagio (Vital, 1996; Bonafé et al., 1998). Estudou-se o efeito
da presséo na desnaturagdo do TMV a 25 °C em presenca de uréia até 25Me
0s resultados obtidos estdo mostrados na Fig. 8.

O centro de massa apresentou desvio para o vermelho a partir de 1 kbar
nas diferentes concentracbes de uréia, sendo mais acentuado em
concentracdes mais elevadas de ureia. O retorno a pressdo atmosférica
apresentou recuperacg&o parcial no valor de centro de massa, mostrando

portanto reversibilidade parcial do processo de desnaturacdo. Utilizou-se a



34

aproximacao do “estado estacionario”, analogo ao caso da dissociagdo do TMV,
anteriormente discutido. Portanto, a relagéo entre a constante de desnaturagéo
aparente a presséo p, K senp © @ variagio de volume de desnaturagéo aparente,

AV genps € @ndloga a equacéo (26):

R . pAVG*den)p
InKenp = INK gy + 27)
atm
RT

e, por outro lado, a constante de equilibrio aparente para a desnaturagdo a

pressao p sera:

(n den,p C)n
Kaenp = (28)
(1- ade,,,,,) C

Para o calculo de auen, através dos dados de centro de massa (Fig. 8),
foram feitas corregbes de acordo com o rendimento quantico. Analogamente a

equagdo (9), obtendo:

aden,p = [ 1+ Q (< Vp"" - <Vden>) /(<Vn> - <Y >)]1 (29)
P

onde Q é a razdo entre o rendimento quantico da molecula desnaturada e da

nativa, vaen, vn € v, $80, respectivamente, nimeros de onda na emiss&o maxima

da forma desnaturada, nativa e a pressao p.
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Substituindo a equacgdo (28) na equagdo (27) temos:

In(@sons) / (1-Gaon)) =1 (K oty 7 G 7 + AV aona? RT (30)

considerando-se n = 1 pois a desnaturacio representa um processo de primeira

ordem, esta relagdo torna-se:

In((ctsonp) / (1-Gsenp) = In K oy +pAV dens? RT (31)

sendo IN((aenp) 7/ (1-Qeng) = 1N Kaenp , cONstruiu-se o grafico de INK genp €M
fungdo da pressdo p, incluso na Fig. 8. Através deste grafico, determinou-se o
valor de AV e, para diferentes concentracdes de uréia.

A Tabela 3 mostra os valores encontrados de AV"}Q,,,;, € Pisgen. O @UMeENto
da concentracdo de uréia promoveu maior variagdo do centro de massa e
diminuigéo do valor de pyugen. O virus 2,5 kbar em presenga de 2,5 M de uréia

apresentou, portanto, maior desestabilizagdo conformacional (desnaturagéo).
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Figura 8. Efeito de presséo no centro de massa do espectro de fluorescéncia do
TMV em presenca de uréia.
Os espectros de emiss&o foram obtidos entre 300 e 400 nm {(Aexe =
285 nm), e convertidos para numero de ondas, em presenca de
concentragdes de uréiade 1,5 (=), 20(*)e 25M(~)a 25°C. Os
simbolos abertos correspondem ao retorno a pressfio atmosférica.
Concentracdo viral de 1,0 mg/mil..
Inclus@o: Efeito da presséo na desnaturagdo do TMV (1,0 mg/mL)
na presenga de uréia em concentracdes de 20 (®)e 25 M (),

expresso na forma logaritmica /n K gen .
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Tabela 3: Valores de AV 4o, € Drasen de desnaturacdo de 1,0 mg/mL de TMV

referentes a alta pressdo em diferentes concentracdes de uréia.

Concentragio de uréia AV gen » (mLImol de P1s2den (Kbar)
(M) subunidade)
2,0 1191 1,99
2.5 105,0 1,71

O efeito da pressdo em diferentes concentragdes de TMV em presenca
de ureia a 2,5 M foi estudado, analisando a intensidade de espalhamento de luz
(Fig. 9) e o centro de massa do espectro de fluorescéncia (Fig. 10). Observou-
se gueda mais acentuada na intensidade de espalhamento em amostras com
maiores concentragdes virais, indicando dissociagdo. Este comportamento
tambem foi observado em TMV submetido a alta presséo na auséncia de uréia a
0 °C (Fig. 4). Nao foi possivel observar o espalhamento de luz para as
amostras com 2,0 e 3,0 mg/ml apds descompresséo, devido & precipitacéo de
material. Em concentragbes de 0,5 e 1,0 mg/mL, a intensidade de espathamento
de luz (apos retorno a pressao atmosférica) foi semelhante ao valor obtido antes
do aumento de pressdo, indicando reversibilidade. Através desses resultados
obteve-se os valores de pq.qs que foram semelhantes para as concentracdes

VIrais, Pizas = 2,2 Kbar.
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Figura 9: Efeito de presséo na intensidade do espalhamento de luz em presenca
de 2,5 M de uréia, em diferentes concentragbes de TMV

A intensidade de espalhamento de luz a 90° foi medida entre 345 e

355 NMm (Rexe = 350 Nm). Concentracdes virais de 0,5 (™), 1,0 (m), 2,0

(*) e 3,0 mg/mlL (~). Os simbolos abertos correspondem ao

retorno a presséo atmosférica.
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Figura 10: Efeito de press&o no centro de massa do espectro de fluorescéncia
em presenga de 2,5 M de uréia, em diferentes concentragbes de TMV.

Espectro de emissdo entre 300 & 400 nm (Ao = 285 nm), convertido

para numero de ondas. Concentracdes virais de 0,5 (™), 1,0 (=), 2,0

(®*)e 3,0 mg/imL (*). Os simbolos abertos correspondem ao

retorno a pressac atmosferica.
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Na Fig. 10 estudou-se a desnaturacio nessas condigbes experimentais.
Observou-se um desvio aproximadamente 2.250 cm™ a 2,5 kbar do centro de
massa semelhante nas diferentes concentragbes virais utilizadas. Assim, como
era esperado para um processo de ordem 1, ndo se observou efeito de
concentragao viral na desnaturacao ;:E>or uréia e pressdo. O retorno a presséo
atmosférica promoveu recuperagdo parcial no valor do centro de massa
sugerindo reversibilidade parcial.

Utilizando os valores de centro de massa obteve-se o gréafico de /n K'den,p
em fungéo da pressao (Fig. 11) e, pelos coeficientes angular e linear de cada

reta, os valores de AVO*den,pe D124en , TOram obtidos como mostra a Tabela 4.

Tabela 4: Valores de AV g, © Pragen POr uréia 2,5 M e alta pressdo em

diferentes concentracbes de TMV.

Concentragdo de TMV AV® 4en.» (MLImol de P172 den (Kbar)
(mg/mL) subunidade)
05 103.0 1,
1,0 105,0 1,
2,0 90,5 1.6
3,0 107.4 1.6

Os valores de AV%4,, de Prae, Na0 variam significativamente,
demonstrando que o processo de desnaturagdo ndo depende da concentracéo

viral.
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Figura 11: Efeito de pressdo na desnaturagdo do TMV em presenca de uréia
2,5 M.
Concentragdes virais de 0,5 (™ ),1,0 (m), 20 (*) e 3,0 mg/mL (*).

Os valores foram baseados nos dados de centro de massa (Fig. 10),
expresso na forma logaritmica /n K'de,,”p, segundo equagdes (29) e

(31).
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3- Efeitoc de alta pressdo e baixa temperatura em TMV na auséncia e

presenga de uréia.

A ailta pressdo promove dissociacdo/desnaturagdo mais significativa do
TMV em temperatura ambiente apenas em presenca de pelo menos 2.5 M de
uréia. Por outro lado, a -19 °C e 2.5 kbar na auséncia de uréia, ocoire uma
dissociagao do virus sem desnaturagdo significativa (Vital, 1996; Bonafe et af..
1988). Investigou-se o efeito de baixa temperatura em diferentes pressdes
monitorando-se o espalthamento de luz e a intensidade de fluorescéncia.
Inicialmente, incubou-se o virus a temperatura de 25 °C, aumentou-se a presséo
até um determinado valor, mantendo-se nesta condigdo por 60 minutos,
diminuindo-se em seguida a temperatura de 5 em 5 °C até -10 °C num periodo

de 10 minutos antes de efetuar as medidas espectroscopicas.

A Fig. 12 mostra a variacéo da intensidade do espalhamento de luz em
fung@o da temperatura em 1,75 e 2,0 kbar. Observa-se a 2,0 kbar gue o
abaixamento de temperatura promove maior diminuicdo da intensidade do
espalhamento de luz comparando-se com 1,75 kbar, indicando maior
dissociagado viral. O retorno a pressdo atmosférica promoveu parcial
recuperacao apenas de intensidade de espalhamento de luz.

A monitorizagdo da fluorescéncia (Fig. 13) mostra que ocorreu uma
diminuiggdo acentuada de intensidade total com o aumento da pressao, e

posterior aumento de fluorescéncia com o abaixamento de temperatura,
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sugerindo diminuicdo das colisbes do fluoréforo com o solvente em baixa
temperatura. O centro de massa do espectro de fluorescéncia (Fig. 14)
praticamente ndo se alterou, mostrando que nestas condigdes ndo ocorreu
significativa desnaturacéo.

Calculou-se a energia de dissociagdo do TMV induzida pelo abaixamento
de temperatura a pressdo fixa de 1,75 e 2,0 kbar, e os resultados estéo na
Tabela 5. Através dos dados de espalhamento de luz referentes a Fig. 9,
obteve-se o grau de dissociagdo («,) e a partir desses valores e utilizando a
equacdo (22), pode-se determinar o valor de variagdo de energia livre de

dissociacdo aparente (AG 4), pela relagio:
AG 4s =-RTIn K, (32)

Considerando a dissociacao do TMV pela temperatura a presséo p, como

K\, temos:

AG 4 =-RTIn K, (33)

E assim, a variagdo de entalpia aparente (AH 4 ) e a variagdo de

entropia aparente (4S 4s) podem ser expressas como na equagdo abaixo:

AG yis = AH g5 - TAS us (34)
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Figura 12: Efeito de pressdo e baixa temperatura na intensidade do
espalhamenta de luz do TMV.
A intensidade de espalhamento de luz a 90° foi medida entre 345 e
355 nm (Aee = 350 nm), em pressdo de 1,75 (¢) e 2,0 kbar (wm).
Concentragdo viral de 69 pg/mbL. Simbolos cheios cortados
correspondem a condigdo inicial de presséo atmosférica e 25 °C. Os
simbolos abertos correspondem ao retorno & 25 °C e pressdo
atmosférica. As medidas foram realizadas nas mesmas condigbes
das Fig. 13 e 14.
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Figura 13. Efeito de pressdo e baixa temperatura no espectro de fluorescéncia
do TMV.
Intensidade de flucrescéncia entre 300 e 400 nm (Aee = 285 nm), em
pressdo de 1,75 (s} & 2,0 kbar (w). Concentragdo viral de 89 ug/mL.
Simbolos cheios cortados correspondem a condigdo inicial de
pressao atmosférica e 25 °C, e os simbolos abertos correspondem
ao retorno & pressdo atmosférica e 25 °C. As medidas foram

realizadas nas mesmas condigdes das Fig. 12 e 14.
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Figura 14: Efeito de pressdo e baixa temperatura no centro de massa do

espectro de fluorescéncia do TMV.
Espectro de emiss&o entre 300 € 400 nm (ke = 285 nm), convertido
para numero de ondas, em pressdo de 1,75 (o) & 2,0 kbar (=)
Concentracéo viral .de 689 ng/mL. Os simbolos abertos correspondem

ao retorno a 25°C e pressdo atmosférica. As medidas foram

realizadas nas mesmas condigdes das Fig. 12 e 13.
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ou

AG 4/ T = AH 4/ T - AS s . (35)

Pela equagéo (35) e com os dados da Tabela 5, pode-se construir o
grafico de van't Hoff { Fig. 158), AG"4/T em fun¢do de 1/T, obtendo-se, atraves
das retas, os valores de variagfio de entropia (4S 4s) e entalpia (4H 4.) aparente

de dissociagao.

Tabela 5 : Calculo para os valores de AH 4 e AS4s referentes ao TMV

submetido a 1,75 kbar e baixa temperatura.

Pressdo|l..,{UA}| T | T 1T a [InKd| 4G | 4G/T
(kbar) ey | (K) | (1K) (kcal/mol)’|(kcal/mol.K)
0 |1631,37] 25 0

1,75 [1631,37; 25 | 298 | 0,0033 0
1,756 |1650,77| 25 | 298 | 0,0033 |0,0324
1,75 |1674,53| 25 | 298 | 0,0033 |0,0721

1,75 [1428,16] 20 | 293 | 0,0034 |0,3380|-28945| 168616 57,5185
1,75 11409,75| 15 | 288 | 0,0034 10,3705|-28749; 164621 57,1305
1,75 [141948! 10 | 283 | 0,0035 |0,3542|-28845| 16230,3 57,3206
1,76 132302, 5 1278 | 0,0036 |0,5155|-28045| 155018 55,7318
1,756 (104289 0 | 273 | 0,0037 |0,9839|-26665! 144741 52,9885
1,756 [1033,27] -5 | 268 | 0,0037 |0,9999|-26623; 14186,3 52 8044
-10 | 263 | 0,0038

Obs.: (1) n=2130
(2) C=[TMV]=05mg/mL=125x10°M
BYyKe=ninn+(n+1)in{a) +ninC-in(1- @)

(4) AG = -RT in Kgs, onde R = 0,0019872 kcal/ (K .maol)
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Figura 15: Gréafico de van't Hoff relacionado a dissociagdo do TMV.

Os valores foram baseados nas intensidades de espalhamento de
luz da Fig. 13, aplicando-se a equagao (25), em pressdes de 1,75

(#) & 2,0 kbar (w). Concentracéo viral de 69 ug/mL.
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A regressao linear do grafico de van't Hoff para 1,75 kbar corresponde a
AG/T = -14499 3/T + 107,3, que corresponde a valores de AH 4 = -6,3 kcal/mol
de TMV, A4Sy = -50,3 cal/(K-mol de TMV) e de TAS 4 = -15,0 keal/mol de TMV
(Tabela 6). Esses resultados sdo proximos aos obtidos em experimentos
realizados a 2,5 kbar (Vital, 1996), colocados na Tabela 6. Observa-se que a

associagao do TMV € um processo entropicamente dirigido.

Tabela 6: Entalpia (4H ¢ ) e entropia (4S y) aparentes de dissociagao do TMV

a diferentes pressoes.

Pressdo AH s AS s TAS s
(kbar) (kcai/ mol de (cal/lK-mol de (kcal/molde
subunidade) subunidade) subunidade)
1,75 -6.3 -50,3 -15,0
2,0 -6,9 -51.4 -15.3
25" -8,2 -50,3 -15.0
*Vital (1996).

Estudou-se o efeito de baixa temperatura na desnaturacdo de TMV a
2,5 kbar e em presenga de concentracdes de uréia de 0.5 a 1,76 M. Acima
desta concentragdo, nessas condicdes o TMV ja se encontra em grau de
desnaturagdo muito elevado. Incubou-se o TMV por 60 minutos a 2,5 kbar,
diminuindo-se entéo a temperatura de 5 em 5 °C. obteve-se os espectros de
fluorescencia. A Fig. 16 mostra o gréfico do centro de massa em fungéo da
temperatura obtido a partir desses espectros. Observa-se gue o desvio do
centro de massa é mais significativo com o aumento da pressdo apenas em

concentragdes de 1,5 e 1,75 mg/mL de uréia, obtendo-se adicional desvio com o
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abaixamento de temperatura. Apds retorno a 25 °C e a pressdo atmosférica
ocorreu  recuperacao parcial do valor do centro de massa, sugerindo
desnaturagdo parcial.

A partir dos valores do centro de massa, calculou-se o grau de
desnaturacéo, determinando-se a variagdo de energia livre de desnaturacao

aparente (AG e, através da seguinte equacao:

AG gon =—RT In K, (36)

Representando, assim, a variagdo de entalpia (AH 4,) e variacdo de

entropia (AS 4n) de desnaturacdo aparente como:

AG*den ""*"AH*den - TAS*den (37)
ou
ﬁG*den/T - AH‘den/T‘ Asﬁden (38)

A Tabela 7 mostra os valores obtidos através do grafico de AG w/T em
fungéo de 1/T (Fig. 17). Observa-se que n&o ha diferenca significativa entre os
valores de AH ge, @ TAS s para as diferentes concentragbes de uréia utilizada,

indicando que este processo ndo & entropicamente dirigido.



Tabela 7 : Valores de AH jo, © AS 4on do TMV 3 2,5 kbar e baixa temperatura em

diferentes concentractes de uréia.

TAS 4en (kcal/mol

Concentragéo de | AH s..{kcal/mol de| AS 4, {cal/K-mol
uréia (M) subunidade) de subunidade) de subunidade)
1,5 -4,5 - 147 -4.4
1,75 - 11,1 - 34,2 - 10,2
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Figura 16: Efeito de pressdo e baixa temperatura no centro de massa do
espectro de fluorescéncia do TMV em presenga de uréia.
Espectro de emiss&o entre 300 e 400 nm (ke = 285 nm), convertido
para nimero de ondas em auséncia ( *), e em presenga de ureia
0,5 m), 10 (~), 1,5 (¢) e 1,75 M (7). Concentragio viral de 1
mg/mL. Simbolos cheios cortados correspondem & condigdo inicial
de pressdo atmosférica e 25 °C, e os simbolos abertos

correspondem ao retorno & presséo atmosférica e 25 °C.
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Figura 17: Grafico de van't Hoff relacionado & desnaturagéo do TMV em ureia e
alta presséo.

Os valores foram baseados nos dados de centro de massa (Fig. 16),

e nas equacdes (29) e (31), em presenca de uréia 1,5 (¢#) e 1,75 M

(¥ ). Concentragéo viral de 1 mg/mL.
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DISCUSSAO

1 - Efeito de pressdo em TMV.

O TMV submetido a 2,5 kbar e baixa temperatura apresenta dissociagéo,
sem ocorréncia de processo de desnaturac@o (Fig. 4 e 6). A pressac promove
desnaturagao em presenga de uréia em concentragdes subdesnaturantes (Fig.
8). O retorno a presséo atmosférica induz reversibilidade parcial. Bonafé e
colaboradores (1998} verificaram que o virus apresenta pouca dissociacio a 2,5
kbar e 25 °C, com reversibilidade total.

A presenga de RNA modifica a estrutura tridimensional da proteina
capsidica. Ocorre presenca de uma « hélice adicional devido a interacdes com
0 RNA, além de outras diferengas estruturais mostradas através da
cristalografia de raios X (Fig. 1) (Hith & Richards, 1981). A proteina capsidica
livre de RNA agregada como cilindro helicoidal sofre dissociagdo em niveis de
pressao relativamente baixos (Jaenicke et al, 1981). Ocorre completa
dissociacéo a 0,6 kbar, a 26,2 °C e a 29,7 °C, pH 6,5 0 (py2)0 € de 0,4 kbar, com
AV’4 de aproximadamente 86 mL/mol de subunidade. A diferenca de variacao
de energia livre aparente de estabilizacio (44G) causada pelo RNA viral pode
ser estimada através desses dados e de nossos resultados, utilizando a

equacéo (Silva e Silveira, 1993):



AAG/n = AG w/ng - AGy/ng (39)

onde AG a/ngrepresenta a variagdo de energia aparente de associacéo de TMV
em presenca de RNA, e AGy/n, é a variacido de enegria livre sem RNA.
Relacionando as equagdes (2) e (14), In K, = In Kupm + pAV4s / RT € AG 4

= -RT In K,, tem-se que:

AGys = ~[RT I Kot + (0AV 4)] - (40)

Substituindo AGys por AG re AG,, temos:

AGgr = -[RTIn K o + (0r AV )] (41)
e
AGo = - [RT In Kom + (Do AV5)] (42)

Substituindo a equagao (39) pelas equagtes (41) e (42) temos:

AAG/n = - [ (pr AV #/ng) - (Po AVe/no)] (43)

Representando a presséo p como (pi)s, pode-se escrever a equacao

(42) como:
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AAG/n = - [ ((Pi2)r AV‘R/nR) = ((P1r2)0 AV/g)] (44)

sendo (Piz)r € (Pi2)o valores da pressio onde 50% do virus esta dissociado em
presenga e auséncia de RNA, respectivamente, AVe/nr e AVyn, sao as
variagbes de volume de dissociagdo aparente e de volume de dissociacdo por
subunidade de proteina capsidica em presenca e auséncia de RNA,
respectivamente.

Através da extrapolagao de /n K, em fungdo da pressdo a temperatura
ambiente, o (py2)r corresponde a cerca de 7 kbar, e AV /N variagado de volume
de dissociacdo aparente, corresponde a 16,3 mL/mol por subunidade {(Bonafe et
al, 1998). Portanto, aplicando-se a equacéo (44) obtém-se AAG/n de -1,7
kcal/mol de subunidade. A energia livre de estabilizagao aparente para a
particula viral corresponde portanto a 3600 kcal/mo! de TMV.

A pressdo hidrostatica também tem sido utilizada para analisar as
interages de proteinas e &cidos nucleicos (DNA), como por exemplo o sistema
repressor Arc e DNA operador (Silva & Silveira, 1993: Foguel et al., 1804).
Recentemente, observou-se que o RNA estabiliza o bacteriéfago R17 contra a
desnaturacéo (Da Paian et al., 1993). O CPMV (Da Poian et al, 1994) também
apresenta alta estabilidade a alta pressdo em temperatura ambiente,
comparando-se com a proteina capsidica purificada. A energia livre de
estabilizacdo e de aproximadamente 0,988 kcal/mol de subunidade. Na

presenca de ureia, alta pressdo induz desnaturacao irreversivel na auséncia de



RNA, ao contrario do que ocorre quando o RNA esta presente. Por outro lado,
Da Poian e colaboradores (1995) mostraram que alta pressdo e baixa
temperatura no CPMV em presenga de RNA promove dissociacdo irreversivel.
Esses achados podem estar relacionados a liberacao de RNA pela proteina. O
CPSMV (Gaspar et al., 1997) apresenta dissociacdo quando submetido & alta
pressédo em temperatura ambiente, com reversibilidade no retorno & pressao
atmosférica. O RNA tem papel importante nessa reassociacdo. Por outro lado, a
diminuicdo da temperatura a 2,5 kbar promove desnaturacgéo irreversivel.

A reassociagdc apds despressurizagdo € verificada em proteinas
dimericas (Silva et al., 1986; Ruan e Weber, 1988; Silva, 1992) e tetraméricas
(King e Weber, 1986, Ruan e Weber, 1989). A proteina tetramérica
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é dissociada em alta presséo
tanto em 25 °C gquanto a 0 °C (Cioni et al, 1997). No retorno a pressao
atmosferica observou-se processo de reassociagdo mais lento para proteina
pressurizada a baixa temperatura. Proteinas multiméricas, como a hemoglobina
gigante de Glossoscolex paulistus (eritrocruorina) (Silva ef al, 1989) e a
hemocianina de Megalobulimulus ovafus (Bonafé et al, 1994), sofrem
dissociag@o em alta press&o, apds retorno a pressao atmosférica, permanecem
dissociadas por varios dias. Ambas as proteinas apresentam estabilizacéo da
forma associada, e deslocamento da curva de dissociagdo para maiores
pressdes, com reassociacdo significativa apds retorno a pressao atmosférica em

presenga de calcio. O glicerol também promove estabilizacdo da forma



associada da eritrocruorina e favorece o processo de reassociagdc pos

presséo, porém nao apresenta tais efeitos em hemocianina.

2 - Alta pressdo em diferentes concentragdes de TMV: heterogeneidade

quanto a energia livre de dissociagao.

Alta presséo hidrostatica em diferentes concentragbes de TMV a 0 °’C
induziu dissaciacdo. A variagdo de volume de dissociagéo é calculado atraves
da equacao (2). Variando-se a press&o em concentragao fixa de TMV, podemnos

reescrever a equacao in K, = InKum + pAY 4/RT como:

In Ky = In Kam *+ p AV/RT (45)

Como a dissociacdo do TMV ndo estd em um equilibrio verdadeiro, mas

no estado estaciondrio (ver reacdo 15), temos os parametros aparentes:

InKp=inKam+p AV /RT (46)

onde AV, é a variagdo de volume de dissociacdo aparente calculado pela
dissociagao por pressao.

Através do grafico de /n K, em funcéo da press&o foram obtidos os
valores de AV 4 e pi2 (presséo a qual 50% do virus se encontra dissociado),

para as diferentes concentragbes virais (Tabela 2). Notou-se gue nao houve



variagédo significativa do AV'4s € pyz com o aumento de concentragdo. Essa

dependéncia pode ser deduzida, isolando-se p da equagao (8):

RT n"a)” RT c
pra = ————In{( )t ——— In (47)
AVP 1 - ap Avp Katm

onde R é a constante dos gases, 82,057 cm® atm K' mol”, @, é o grau de
dissociacdo a pressdo p e n € a ordem de dissociaggo. Verifica-se que pyz
depende da concentragdo C, sendo assim, uma variagdo de concentragao do
virus de C; para C,, & pressao fixa, resulta em mudanga do valor de py. €,

portanto, pode-se calcular 4py, a partir da equagao abaixo:

RT C
APz = Pu2 (C2) - p1r2 (Cy) = (1 -1 ) in
AV ¢ Cy

(48)

AV, representa a variacdo de volume de dissociagdo aparente calculado
através da dependéncia de concentracdo na curva de dissociagao por pressao.
O primeiro termo da equagéo (47) & independente da concentragéo,

assim a diferenca “p12 (C2) - 12 (Cy)", esta equagéo pode ser escrita como:
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((n-1)/n) RT In (C¥ C,)
APz = - (49)
(AV /)

Como anteriormente mencionado, existem diferentes maneiras de avaliar
a variagao de volume de dissociagdo, (ver equagbes 46 e 47). Definimos acima
AV, e AV, como a variagdo de volume calculada, respectivamente, a partir da
curva de dissociagéo por pressdo e a partir da variacdo de py» em diferentes
concentragbes de proteinas. Em dimeros ocorre uma dependéncia de
concentragdo na curva de dissociagéo, com py» desviando para altas pressdes.
Nesses casos 0 4V, se aproxima do AV, com comportamento estocastico (Da
Poian et al., 1993). Em proteinas tetraméricas, assim como oligdbmeros com
mais subunidades e particulas virais, observou-se crescente falta de
dependéncia de concentracéo na curva de dissociagdo por pressao, verificada
atraves do Ap.. experimental, com conseqiente discrepancia entre AV, e AV,
du comportamento deterministico (Bonafé et al., 1994). Proteinas multiméricas
estudadas nessa abordagem s&o eritrocruorina (Silva et al, 1989) e a
hemocianina (Bonafe ef al., 1994), e além disso o Bacteridfago R17 (Da Poian
ef al, 1993). Ocorre uma transicdo de comportamento estocastico para
deterministico a partir de proteinas com mais de duas subunidades, e as
particulas passam a ter propriedades semelhantes a corpos macroscopicos,
como heterogeneidade quanto a energia livre de dissociagdo (Eriiman e Weber,

1993)
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Um interessante achado em relagdo a essa heterogeneidade é que
concentragdes crescentes de uréia promovem aproximagéo do 4V, em relacéo
ao AV, restabelecendo pelo menos de modo parcial dependéncia de
concentragdo na curva de dissociagdo por press3o. Isso pode ser explicado
baseando-se em uma homogeneizacdo das particulas virais quanto a energia
livre de dissociacéo (Da Poian et al., 1993; Weber et al., 1996).

Para o caso do TMV, n = 2130 subunidades € AV 4 = 14,1 + 0,5 mL/mol
de subunidade e, segundo a equacéo (47), o valor de Apy, esperado para uma
variagdo de 10 vezes na concentracdo do virus € de 3,5 kbar. Segundo os
resultados obtidos (Tabela 2), ndo se observou variagédo de py, nas diferentes
concentragoes estudadas (4p«, = 0). Essa ndo dependéncia de concentracdo
de TMV na curva de dissociagdo por pressdo deve estar relacionada com o
fendmeno de heterogeneidade do TMV quanto a energia livre de associacéo, a
exemplo do gue ocorre em outros agregados multiméricos (Ruan & Weber,
1989; Silva & Weber, 1988). Isso sugere que océ}rre comportamento
deterministico, onde as particulas virais tem propriedades de corpos
macroscopicos individuais, ao contrario do comportamento estocastico em

outros sistemas como proteinas diméricas.
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3 - Alta pressdao em diferentes concentragdes de TMV na presenca de

uréia: desnaturagao por presséo.

Embora o modo pelo qual a uréia interage com a proteina ndo seja bem
compreendido, postula-se uma interagdo direta de uréia com a cadeia
polipeptidica, ou também a solubilizagdo de grupos apolares da proteina
{Scholtz et al., 1985).

Alta pressdo em presenca de uréia 2,5 M promoveu um desvio de
aproximadamente 2.250 cm”do centro de massa do espectro de fluorescéncia,
com valor do py:de 1,71 kbar. Nao foi possivel obter valores das intensidades
espalhamento de luz, conseqlentemente a dissociagdo, devido a problemas
tecnicos. Em menores concentracdes observou-se desnaturacéo por pressio
em pressdes superiores, com maiores valores de Pyaden.

O valor calculado do volume de desnaturagdo aparente por pressio em
presenca de uréia (Avﬁden,,,) obtido através do centro de massa do espectro de
fluorescéncia, aumentou significativamente quando variou-se a concentracéo de
uréiade 1,5a25M.

A despressurizago mostrou parcial renaturacéo, segundo os valores de
centro de rﬁassa pos retorno & presséo atmosférica. O efeito de pressdo em
presenca de uréia 2,5 M, praticamente ndo variou em diferentes concentracdes

de TMV (Fig. 8 e 10), com piaeen de 1,61 kbar. Isso estd de acordo com o
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processo de desnaturagéo, que é esperado ser independente de concentracéo
de proteina.

Estudos utilizando CPMV também mostram efeito de alta presséo
dependente de concentragbes maiores de uréia (Da Poian et al., 1994). Em
auséncia de ureia, pressdo de 2,5 kbar promoveu desvio para o vermelho do
espectro de fluorescéncia de aproximadamente 100 cm’, sendo que na

presenca de ureia 2,5 M o desvio aumentou para 700 cm™.

4 - Alta pressao e baixa temperatura em TMV na auséncia e presenga de

uréia: dissoctagdo e desnaturagia

Estudos realizados em nosso laboratorio utilizando alta pressao e baixa
temperatura em TMV (Vital, 1996; Bonafe et a/., 1998) permitiram o calculo de
parametros termodinamicos como a variagdo de entropia (T4S,) e entalpia
(4H gs) de dissociag@o aparentes, respectivamente -14,2 e -823 kcal/mol. A
combinagdo do efeito de alta pressdo e baixa temperatura favorece a
dissociagdo ou desnaturagdo de proteinas (Foguel et al., 1996; Cioni et al.,
1997), complexos de proteina - DNA (Silva e Silveira, 1993; Foguel et af, 1994)
e virus (Da Poian et al., 1995; Vitai, 1996; Gaspar et al., 1997).

Um dos enfoques do presente trabalho foi o estudo da dissociacio do
TMV pelo abaixamento de temperatura em pressGes menores que 2,5 kbar.
Assim, através da extrapolacao dos parametros termodinamicos AH e TAS a

pressao atmosferica, pode-se minimizar os efeitos da deriva conformacional das
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subunidades (Weber, 1993). Em pressdes de 1,75 e 2,0 kbar foram obtidos os
valores de TAS . e AMH 4 semelhantes aos obtidos para 2,5 kbar (Vital, 1996). A
variacdo de entropia de dissociagdo € maior que a variagdo de entalpia em
diversas proteinas oligoméricas ja estudadas, e os valores de TAS de
associacéo sdo grandes e positivos, sendo responsaveis pela predominancia de
agregados (Weber, 1993).

A dimerizac8o e o enovelamento do Repressor Arc também é favorecido
pela entropia (Foguel ef al, 1994), assim como 0 Bacteriéfago P22, que sb se
dissocia por pressdo a temperaturas abaixo de O °C (Foguel et al, 1994).
Estudos utilizando Troponina C {TnC) submetida a alta presséo e baixa
temperatura mostraram que ocorre mudanga do dominio - N da TnC para uma
conformacéo similar & da forma ligada ao Ca™ (Foguel et al., 1996). A alta
pressdo combinada com baixa temperatura leva ao abaixamento da entropia em
solucao, favorecendo a ligagdo de residuos apolares com agua (Kauzmann,
1959; Weber, 1993). Ocorre, ainda, exposic@o de partes hidrofdbicas da
proteina e dissociagdo ou desnaturagao de suas subunidades, originando uma
maior organizagdo da agua. Pela equagdo 4G = AH -TAS, nota-se que a
entropia (T4S) é dependente da temperatura na obtencdo da energia livre de
Gibbs, portanto, com a diminuigéo da temperatura as interagoes agua-agua e
proteina-proteina s&o desfavorecidas (Weber, 1993; Foguel et al., 1995).

Quando se estudou o efeito da temperatura na desnaturacdo de uréia e
pressdo no TMV, incubando o mesmo em diversas concentracdes até 2,5 M de

uréia e diminuindo-se a temperatura, obteve-se desnaturagdo viral em
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concentracdes de uréia de 1,5 e 1,75 M. Nesse ultimo caso, obteve-se TAS gen ©
AH s, de, respectivamente, -10,8 e -11,1 kcal/mol. O valor de TAS jon S€
aproxima de AH sen. Portanto a variag@o de energia livre aparente de
desnaturagao por uréia é proxima de zero.

A partir de nossos resultados pode-se propor que a dissociacao e
desnaturacdo do TMV induzidos por alta pressao a baixa temperatura, € na

presenga de uréia 2,5 M ocorram de acordo com o esquema apresentado na

Fig. 18.
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Figura 18. Esquema do processo de dissociagdo e desnaturacdo do TMV induzido por alta
pressao.
(a) TMV a 2,5 kbar, ocorre pouca dissociacdo, € com o abaixamento de
temperatura observa-se dissocia¢éo significativa, sem ocorréncia de desnaturacéo;
(b) TMV em presenca de uréia 2,5 M, observa-se pouca desnaturacio, e com o
aumento de pressao (2,5 kbar) ocorre desnaturagdo viral; (¢) TMV em presencga de

uréia 6,0 M (Bonafe ef al.,, 1998), observa-se desnaturagao viral, semelhante a (b).

¥ Proteina capsidica desnaturada

RNA

Proteina capsidica
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PERSPECTIVAS

- efeito de alta press&o em diferentes concentragdes de TMV na presenca de
uréia, investigando a dependéncia de concentrag4o nesse processo.

- determinacao da entalpia e entropia de dissociagio em diferentes pressdes.

- efeito de alta pressé&o em TMV em presenca de glicerol.

- efeito de alta presséo e baixa temperatura na proteina capsidica isolada.

- efeito de alta presséo em diferentes concentragées de proteina capsidica
isolada, em auséncia e presenga de uréia.

- analise dos produtos de dissociagio através de gel filtracdo em cromatografia

liquida de alta perfomance (HPLC) e microscopia eletronica.
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ABSTRACT: We investigated the effcet of low temperature and urea combined with high pressure on tobacco
mosaic virus {TMV). The cvaluation of its aggropalion staic and denaturation process was studicd using
gel filtration, transmission clectron microscopy, and spectroscopic methods. The incubation at 2.5 kbar
induced 18%% dissociation, and decreasing of ([dmperature te =19 °C promoled additional dissociation 1o
72%, with stabilization of the dissociation products. Under such conditions, cxicnsive denaturation did
nol occur.  The apparent eathalpy and entropy of dissociation (A#}, and TASY,) were —9.04 keal/mol
subunit and - 15.1 keal/mol subunit, respectively, indicating that the TMV association is an catropicly
driven process. The apparent free encrgy of stabilization given by the presence of RNA is at fcast —1.7
keal/mol subunit. Urea-induced dissociation of TMVY samples and incubation at high-pressure promoted
a higher dejrec of dissociation. The volume change of dissocintion decreased in magnitude from — 16,3
to 3.3 mlL/mol of dissociated subunit, respectively, in the absence and presence of 2.5 M urea, sugpesting
cxposure of the prolcin—prolein interface o the solvent. High-presswre induced remarkable TMV
deraturation i the presence of 2.5 M urca, with a volume change of — 101 mL/mel of denatured subunil.
The apparent enthalpy and enlropy of denaluration {A/ and TASS Y by 1.75 M urea al 2.5 kbar was
— I and —10.2 keal/mol subunil, respectively, demonstrating that the TMV protein coat presents an
apparent free energy of denaturation by urea elose o zere, Although the progesses could not be assumed
to be pure cquilibria, these thermodynamic paramciers could be derived by assuming s steady-state

condilion.

Tobacea mosaic virus (TMV)Y s a rod-shaped virus, 3000
A tong and 180 A in diameter, Approximaltely 2130 identical
protein subunits of molccular weipht of 17 500 form a helix,
protecting a single 0.4 kb RNA molecule. The relined
structure of TMV ar 2.9 A resolution has been described
(7). This virus is a rauch studied model of subunit assembly
and disassembly (27, Despite the large number of studics
of this virus, al this moment, the thermodynamics of the
TMV assembly and denaturation arc nol well understood.
High hydrostatic pressure is an excellent tool lo investi-
gate prolein—proten interaclions since pressures up fo 2.5
kbar induce significant dissociation of oligemeric proleins
and viruses with few direet effects on prolein conformation

(2.
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Somie decades ago. Laulfer and Dow () studicd the elfeat
of pressure on TMV, observing at 7.5 kbar a pressurc
mactivation in minutes, with precipitation of a material
depleicd in nucleic acid after Jonger periods,  Latter studics
with the TMV protein ceat suggested reversible depolyni-
erization induced by decreasing temperature, with decreasing
cntropy (5). The direet efTecl of high pressure on the TMV
protein coal demonstrated significant dissociation of hiclical
rods amd double disks at 1.5 kbar ().

The pressure-mduced dissociation of proteins follows the
follewing thermodynamic relation:

K, = Kalm CXP(JUA Vﬂ

r 4his

IRT) a

, o .
where pois lhe pressure, AV is (he volume change of

dissociation, K, and K are Lhe equilibrium dissociation
conslants al pressure p and atmospheric pressure, respes-
tively, R is the universal gas constant, and 7 is the absolute
temperalure.

The logarithmic form of this equation:

aun FPAVSIRT (2

K, =In K

allows the caleulation of Kyw and AV?m through a plot ol in
Ky as a lunction ol pressure (73,
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In the present study, we invesligaled the dissociation of
TMV by pressure i the presence of urea and al subzero
temperatures.  The virus presented structural stabidity ot 2.5
kbar, which was climinated in the presence of subdenaluring
cancentrations of urca or al subzoro temperatures. Under
these latter condilions, there was no deteciable denaturation.
The apparent thenmodynamic parameters of dissociation and
denaluration were analyzed,

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals.  All reagents were of analytical grade. Dis-
tilled waler was filtered and deionized through a Milliperc
water puriflication system (o {18 MQ resistance. Unless staled
otherwise, the experments were performed in the presence
of standard buffcr (.05 M tris chloride, v 0.i50 M NaCl,
pH 7.5.

Methods. TMV Purification. The virus was isolated lrom
Turkish tobacco plants infected with the common strain of
the virus. The purification method was deseribed previously
.

Light-Scattering and Fluorescence Studies under Pressure.
The high-pressure bomb has been described previously (4).
Light-scalfcring and [uorcscence spectra were recorded an
a SLM Aminco SPF-500C spectroflucrometer {Urbana, 1L),

Light scatlcring at 340 nm was measured at 9G° in the
speclroftuorometer by sclecling the same wavelengths for
both the cxcitation and cmission monochremators, The
degree of dissociation o was relaled {o the intensity of light
scatlering al pressurc p2, S, by

o, = (S — SHS; ~ 5p) (3}
were Sy and & arc the inlensitics of light scatllering for
dissociated and asseciated forms, respectively.

Fluarcscenece spectra al pressure p were caleulated by the
specification of the center of mass (1,).

Pp Z;‘yn"ﬁi’lZiFi (4)

where I slands for the fluorescence emitted at wavenumber
v, and the summation is caricd oul over the range of
appreciable values of F. The degree of denaturation at
PECSSUIT 2, Gyeng, 5 related Lo v by the expression

a{lcn,p = {I + Q {(1’!1) - <v(lcs))/(<])n> - {])p))]wi (5)
where @ s the ratio of the quantum yiclds of denatused and
native forms, v, is the center of mass at pressure g, and 1
and v, arc the corresponding quantitics for denatured and
native forms (/).

LExtrinsic fluorcseence studics were performed by using
bis-ANS, and the cmission speelra were laken with A, =
360 am and Agy = 420—0630 nm.

Size-Exclusion High-Performance Liguid Chromatogra-
pi High-performance liquid chromatography gel filtration
was performed in o prepacked SyaChropack GPC 1000
column of 250 x 4.6 mm i, oblaincd from SynChrom,
Inc. {Linden, IN). A Hewlell-Packard scrics 1050 system
was wtilized. Typically, a Mow rate of 0.3 mL/min was uscd.
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Fiiuie: 1: Eflect of pressure and low lemperature on Hght-scatlering
and {luorescence propertics of TMV. A solution with a viral
concentration of £.0 mg/nL in Tris-Cl buffer, pH 7.5, and 150 mM
NaCl was subjecied lo high pressure, to low temperature al 2.5
kbar and, later, returned to 25 °C and atmospheric pressure. 2ach
spectroscopic data was collected 5 min after the pressure or
temperature value had stabilized. The average interval of time
needed [or the temperature decrease was 15 min, and for the
temperature Increase, i was but a few minutes. The standard
devialions arc smaller thar the symbols used. (a) Light-scattering
intensity at 90° of the incident light, 4, = 340 nm. (b) Cenler of
mass of cmission [luerescence speclea, calculated as indicated in
the Malcrials and Mcthods, eq 4. A, = 285 nm, A, = 300400
nim. (insct) Iniensity of emission Nuorescence spectra.

nm. The void volume (M) of the column was measured with
purificd TMV and the total volume (1) with a sclution of
albumin.

Electron Microscopy. Transmission clectron microscopy
was performed in a ZEISS CEM-902 cquipment. Negative
staining was performed with 1% urany| acctalc.

RESULTS

Effect of High Pressure and Low Temperatire an TATE



BATCH: bi8a03  USER: ikr68 DIV: @xydsdd/datal/CLS _pj/GRP_biZJOB_13 V1 IV_bif30349n

Biochemistry
20 I I 1 i i
AL = _—
—
- 15 - .
LM £ Ty — AN
[ @ @‘ P Sanuns
.L) E 5 - - o6}
EE10r ¥
§ B £5 aal
&< if b
5 E2oat Rl
- 2 //’JLA‘M*\}H
0.0 . .
560 Bog
Wavelanglh (nm)
0 I ] i I I
20 10 - G -10 -20

Temperature (°C)

Figurk 2; Effect of pressure and fow temiperalure oa the Nuores-
cence of bis-ANS and TMV, 1., = 360 mn, A, = 426-0650 mn.
Open symbols indicate atmospheric pressure, belore (O) and alier
{4) the pressure amd temperature changes. The standard devialions
arc smaller than the svinbetls used. (Insct) Fluorescence emission
spectra of 2 uM bis-ANS [rec in solution {a}, or in the presence of
TMY al atmospheric pressure and 25 °C (b), or at 2.5 kbar and
— 15 °C {¢). Other conditions were as i Figure 1.

on a L0 mg/ml TMV soiution in Tris-C} buffer at pi 7.5.
Light scattering showed a decrease of intensity with pressurc
and temperature, Figure la, The aggregation statc of TMV
was based on light-scaitering intensity (see Materials and
Mcthods} with degree of dissociation o corresponding to
for TMV at atmospheric pressure and o = 100% at 2.5 kbar
in the presence of 6.0 M urca, A pressure of 2.5 kbar
induced 8% TMYV dissociation, and a temperature deereasc
to 19 °C at 2.5 kbar induced a further dissociation to 72%.
The return of temperature to 25 °C and further return to
atmospheric pressure induced poor recovery of fighl-scat-
tering intensity, suggesting stabilization of dissocialed prod-
ucts of TMV at least during the experimentat ebscrvations.
The reversibilily was close 1o 70% when the virus solution
was cooled to not luss than 0 °C (data not shown) and, in
the absence of a temperalure change, the process was totally
reversible (Figure 6a, upper curve, and Figure ). H
Fluorcscence studics indicated negligible red shift of
cimission speeira, Figure [h, suggesting no significant
denaturation cven al conditions where a high degrec of
dissociation cxists (— 19 °C at 2.5 kbar). This speciroscopic
parameicr is very informative and is based on the exposure
of aromaltic residucs to the bulk solvent in the denaturation
process. The censequence is a red shilt due 1o high dipole—
dipole interactions between the excited molecule and the
solvent, leading 0 « decreasc in energy emission. Figure
ib, insel, shows the decreasing fluorescence intensily with
pressure and further Mluerescence inlensily increasing as the
{emiperature decreases, These results suggest that the partial
dissocialion induced by pressure exposcs aromatic residucs
to solvent-promoling quenching through collisions with the
solvent molecules.  The lowering of temperature should
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Fuia: 32 Gel fillration analysis of TMV {column Synchropack
GPFC 1000 (a} Virus incubation al atmosphcric pressure (continu-
ous [imc) and afler incubation at 2.5 kbar and — 18 °C, | or 20 days
(dashed fine). (b} Virus incubation in the presence of 2.5 M urea
andd atmospheric pressure for 2 days (continuous linc), and 2 days
after incubalion ai 2.5 kbar in the prescnce of 2.5 M urea (dashed
ling}, ¥y and Fr correspond to dead and Ninal volume of colunn,
thal are respectively the elution of native TMV (4 x 107 Da) and
albumin (6.6 x 0% Da). Other conditions were as in Figure 1.

The usc ol bis-ANS as an cxlrinsic probe showed no
detectable changes of the fluorescence intensily with pressurc
up to 2.5 kbar, Figure 2. Further decreases in temperature
promoted increases in the fluorescence signal. This can be
due to mere inleractions between the probe and TMV through
exposure of hydrophobic siles or positive residues of coal
protein. Figurc 2, inset, shows the emission [luorescence
speetra corresponding to incubation of the sample at 2.5 kbar
and —i5 °C compared to the control, and of Bis-ANS in
waler.

Gl liltration chromatography in GPC 1000 of nalive TMV
showed a single peak corresponding to a molceular mass
above 107 Da, while incubation at 2.5 kbar and —15 °C and
further relurn to 25 °C and atmospheric pressure (corre-
sponding to the experiments of Figures | and 2) showed a
peisk of low molccular mass, Figure 3a.

Transmission cicciron microscopy images were in agree-
ment with spectrescopic and gel filtralion resuits, Figure
4a shows the purificd TMV and Figure 4b the abscnce of
viral struclure afler incubation at 2.5 kbar and —18 °C. The
incubation of TMV at 2.5 kbar at 25 °C and return {o
atmospheric pressure, Figure 4c, also shows the presence of
structures compatible with the native form of TMV. The
incubation of TMV in the presence of 6.0 M urea at 2.3
kbar, Figurc 4d, induced absconce of viral structure as the
incubation at low (cmperature, \

As will be shown, the apparent velume change of
dissociation AV{;;, —16.3 mL/mol of subunit, can be calcu-
iated by plotting In & ] as a function of pressure (Figure 7b,
fower curve). The partial reversibility of TMV dissociation,
at Teast on Lhe observed time scale, indicales that a more
appropriate methedology for calculation of the (hermody-
namic paramcters should be considered. We have applicd
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Figuse 4; Transmission clectron microscopy of TMV subjecled o presswre and low tlamperalure. TMV (1.0 mg/mi) {a) incubated at
atmospheric pressure, (b) after incubation for | b at 2.5 kbar and — I8 °C, (¢} | day after 1 h incubation at 2.5 kbar and 25 °C, and (d) 6.9
M urea and subjecicd 1o 2,5 kbar for | i, Negalive slaining: 1% wranyi acetate. Other conditions as in Figure 1. The bar corresponds to

100 nm.,

treatment of our dota. Assuming the dissociation process
of TMV as the following reaclion:

L k
PyieG o~ 21300 + G- 2130P* + G (0)

where the virion Py goces Lo a reversible dissociation {o
coal protein P and the genetic malerial (RNA) G and alter
le an irreversible slep due (o a decper change in conformalion
of free subunits P*. This form should not be very different
from the native onc bascd on the negligible red shifl of the
emission fluorcscence spectra, like the one obscrved in the
prescnce of urca, as will be showed further. &4y, k-, and
k; arc rate constants, The apparent steady stale occurred
for the dissociation process at lcast during the time scale of
minutes to hours, The relationship of rate constants and
degree of dissociation @ is given by

fepy [() = @)C) = {h_, A k) (2130 x a0 (7)

where C is the molar concentralion of whele virions.
Therelore, the apparent dissocialion conslant K; at pressure
p can be wrillen as

Ko = hy ey k) = 203070 — oy (8)

This consideration is simitar (o previous approach wilh

constants determined for reactions close to or at cquitibrium
(3, 15). The apparent lree encrgy of dissociation calculated
from A became

AGh = —RTInK: ()

Similarly, we can consider viral dissociation by temper-
aturc at a given pressure ag K;, and the calculation of the
apparent thermodynamic parameclers is basically the samc:

* -k
AG .= —RTIn K3 (o

dis

The apparent enthalpy and entropy of dissociation, re.
speclively AHY and ASY, can be derived bhased on the

cquation - "
AGh = AH Y — TASS, (n
or
AGYLIT = AH L1/ — AS), | (12}

witl the asterisks indicating a stcady-state condition instead
of cquilibrium state. Equation 12 allows the construction
of a van’t Hoff plot, Figure 5. The calculation of AHY,

and TAS . al 2.5 kbar gave, respeclivelv, —9.04 and —135. ]
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Frauri 50 van’t Hoft plot of TMV dissociation al 2.5 kbar hascd
on the experiments of Figure la and eq 12, The values of the depree
of dissecialion werce calculated from oq 3, considering o = 1, the
light-scatlcring intensily in the presence of 6.0 M urea and under
2.5 kbar. The slandard deviations are smaller than the symbols uscd.

Values of K; corresponding to lower values of o sesull
similac numerical results for Af7 %, and TAS S, per mole of
subunit, with no substantial deviation. As an cxample, we
corroborale this for # = 1000, K = 1000'M0Ci00g |
— ), which diffcrs by fess than 5% in A and TAS,
from the valucs oblxined when i == 2130, Thus, even il the
irreversible step occurs at lower values of 1, the thermody-
namic caleulations are virtually unaltered.

Effect of High Prossure and Urea at Different Concentra-
tions on TMI. The effeet of urea on the TMV subjected to
high pressure was Jollowed by light-scattering and fiuores-
cence studies (Figure 6). TMV &l atmospheric pressure
presented decreasing of light-scaltering imensity at 1.0 M
urea suggesting desgpregation even at subdenaturing con-
centrations and at 4.0 M reached a minimum light-seaitering
intensily corresponding fo a high degree of dissociation
(Figure 6a, mscl). Figure 6a shows thal pressure has induced
dissociation at dificrent urea conceatrations (three upper
curves). Since af 4.0 M urca and above the dissociation was
near lo 100%, there was no additional cffect of pressure un
the light-scatiering infensity, The partial recovery of light-
scattering inlensity values indicales partial reversibility of
the dissociation process.

Fluorcscence detection showed that urea up to 2.5 M in
concentration did act significantly change the cenfer ol mass
of cmission spectra of TMV (Figure 6b, insct), indlicating
very Hitle denaturation. These results are expected since urea
is usually subdenaiuring al this concenlialion.  An ap-
prosimately maximom red shifl in the fuorescence emission
was reached al a wica concentration of 6.0 M, The high-
pressurc offect on the center of mass was cspecially sensitive
in the experiment with 2.5 M urca, Figure 6b, showing
cleagly the shift from a ncar native Torm of coal proteins
and partially dissociated TMV to a highly denaturated form,
The partial recovery of cealer of mass values indicates a
parlial reversibility of TMV denaturation. Urea at higher
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Figure 60 Effect of pressure and urea on light-scatiering and
lfuorcseence propertics of TMV. The cut symbols correspond to
cffect of wrea at atmogpheric prossurc, (M) Abscnce of urea and
(@) 1.0, (&) 2.5, (v) 4.0 and (#) 6.0 M urca. The standard
deviations are smaller than the symibels used. {a) Light-scattering
intenisity detected as deseribed in the Figure Ta, at ditferent urea
concentrations, ¢Mset)-Effeetel-uren-tomeonmmationon=FM=light-
seatlesing-al-atmosphericpressure, (k) Center of mass of cmission
fluoresecnee specira belween 300 and 400 am, A, = 285 nm,
calenlated as indicated in the Materials and Methods, eg 4. LfTeet
of urea concentration on TMV center of mass al atmosplicric
pressure. Cither conditions as in Figure 1, lnscts: Effcct of urea al
almospheric pressure on Hight scalicring ((pwee¥ and on center of
mass of cmission fhuorcscence spectra {b).

concentrations induced a high degrec of denaturation alrcady
al atmospheric pressuge.

The partisl reversibility of the denaturation process sug-
£ests o more appropriate approach considering a sleady-stale
condifion similar to 2 dissociation process. [n this circun-
stance, the relationship of the apparentl denaturation con-

stant by pressure, A’JEH_P, and the apparent volume change
. o .
of denaturation, A analogous o cg 2, is
) den & i
- — - % 1. /l')i i
in denp T n K alm f I!}Ai (Icn/RT (l J)

The AV (eq 13) was calculated rom the sfope of
Figure 7a, In ‘_R::[cﬂ.p
ml/mol subunit,

Analogously, the dissocialion process is given by

as a function of pressure, as —103.5

inf\’gmlni\’*

alm

+ pAry

dis’

IRT (14

also based on eq 2. The apparent volume change of dissoci-
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R iGurk 70 (8) Effect of pressure on the denaturation of TMV in
X the presence of 2.5 M ureagbased on center of mass (Figure 6b),
-+ curve corresponding (o presence of 2.5 M urea, The caleutation of

in K )., versus pecssire was based on the experiments of Figure
6b, cenler of mass data, and on eq 5. (b) Elfect of pressure and
urca on dissociation of TMV. The calculalion of In K; VCISUS

dala, and on eq 14, (B!} Absence of urca and () 10MA) 2.5 M
urca. The slandard deviations are smaller than the symbols used.

Table 1 Apparent Volume Change of Dissociation at Different
>( Urea Cencentrations CUsiculated from Eq 14 nnd Figure 7b
I

[uread {M3

iKY af. AV (mi/mol subunit)
- ~ kg

’?( — ~28025 16.3
10 -24357 6.77
2.5 ~21592 1.07
- Al

>/ ation AV G and ln K ‘;1/(1"5!'1 be caleuiated by plotting the log-
arithmic form of K", versus pressure (Figure 7h). Table |
shows AV and In K L values calculated for the samples
with urca concentrations up lo 2.5 M. AFY decreascs
and In K7, increascs with the increase of urca concentra-
tion.

Pressure in the absence of area induced a negligible
denaturation process al different viral concentrations {rom
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denaturation in the preseace of 2.5 M urea, based on conter ol mass. Vet urm
(Inset} In K, versus pressurc based on cg 5. TMV concenlration: @1 e pl
0.5 (&), 1.0 (®), 2.0 (M), and 3.0 mg/mbL {¥). The standard fressay
deviations arc smaller than the symbols used.

0.5 1o 3.0 mg/mL, Figure 8a demonstrated through na shift
of the center of mass of (he emission fuorescence spectea.
However, in the presence of 2.5 M wrea, there was pressure-
induced denaluration, Figure 8b. As expected for a firsl-
order process, there was no concentration dependence on the
pressure denaluration. To obtain the /_\Vf;;‘ based on ¢q 13,
Figure 8b, insel, shows the In A, = as a function of
pressure for several TMV concentrations, The 7200 Value
was 160 & 0.08 kbar, and AFY taken from the slopes of
the eusves gave a value of 101.0 & 7.3 mL/mol subunit.

Decreasing the temperature down to —10 °C at 2.5 kbar
did not induced the deraturation process in the presence of
urea up to 1.0 M, Figure 9a. At higher urca concentrations,
denaturation was obscrved upon decreasing the temperature.
Figure 95 shows the van't Hofl plot at a pressure of 2.5 kbar
in the presence of 1.75 M urca. The values for apparent
cnthalpy (AFG,) and entropy of denaturation (TASS,,
were =~ L1 and ~10.2 keal/mol subunit, respectively [A
S den = 363 cal/(K mol of subuniy)].

The effect of urea on TMV was aiso monitored by extrinsic
fuorcsecnce from bis-ANS {not shown)., The interaction of
virus with tis probe was merc inlensc at urea concentrations
belween 2.5 and 4.0 M, ‘
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Figure 9. (&) GiTect of temperature on center of mass of cnission
luercscence speetra af 2.5 kbar and different urea concenliations.
{®) Abscnce of urea and (83 0.5, (&) L0, {(#) 1.5, and (¥) |75 M
urea, (Cutl symbols} Samples at initial condilions at aunospheric
pressure. {Open symbols) return to 25 °C at 2.5 kbar, {Crossed
symbaols} return to atmospheric pressure, TMV concentration: 1.0
mg/mL. (b) van't Holi plol of TMV denaturation at 2.5 kbar and
1.75 M urea based on the experiment of paict a. The values of the
degree of denaturation were caleulated lrom eq 5, considering
Gaen = 1, the center of mass i the presence of 6.0 M urea and
ander 2.5 kbar. The stundard deviations arc smaller than the symnbols
used.

Gel filtration analysis showed that 2.5 M urca incubation
of TMV does noet promote dissociation to molecular masses
lower than 107 Da. which corresponds to Uie cxclusion
valume of column. TMV lncubated at 2.5 kbar in the
presence of 2.3 M urea presenied elution corresponding to
fower melecular masses (Figure 3b)

The transmission clectron microscopy showed that urea
at 2.5 M promoled some TMV deaggregation at atimospheric
pressure (Figure 10, pancls a and b}, and pressurc incubation
resulted in significantly mere dissociated viral structurcs
(Figure 10, pancls ¢ and d). The incubation in the presence
ol 6.6 M urca at 2.5 kbar promoled extreme viral dissociation
based on structural images (sce Figure 4d).
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DISCUSSION

High Presswre on TMV: Litile Dissociation, The incuba-
tion of TMV al pressures up to 2.5 kbar resulted in only
18% dissociation wilh negligible changes in the cmission
Muorescence spectra, indicating very litlle denaturation of
subunits under these conditions. The extrinsic fluorescence
studics with bis-ANS also demonstrated the absence of
important changes in the lediary structure of the coat protein,
since there was no delectable differcnce beiween the
Muerescence intensity of the probe at 2.5 kbar and atmo-
spheric pressure. The transmission cleclren microscopy
images of previously pressurized virus showed the same
pattern as the native TMV.,

The absence of RNA enormously docreases the stabihity
of TMYV, favoring pressure dissociation. TMYV protein coal
as double disks {10 mg of prolcin/iml) dissociates in the
pressure range 0.1—0.5 kbar at 25.0 °C in pl1 7.0 phosphatc
budTer (6). Felical rods (2.2 mig of protein/mL) did undergo
dissociation in the range 0.1—0.6 kbar at 26.2 °C or §.2—
1.0 kbar at 29.7 °C in pH 0.5 pheosphate bulfer, with 50%
dissoctation, {(pe = 0.4 kbar, and a volume change of
dissocialion (A¥5.) of about 86 mL/mol subunit. These
data allow the estimalion of the apparent free encrgy of
stabilization given by viral RNA, based on the following
cquation (adapled from refl 7o)

BAG = = T AV §ieilit = P12V (15)
where (1 is the midpoint for pressure dissociation of
the virion, that corresponds to aboul 7.0 kbar (extrapolation
data, Figure 7b, lower curve), AV /n the apparent valume
change of virion dissocialion, calculated as ~16.3 mL/mol
subunit. The caleulation of the apparent frec cnergy of
stabilization is — 1.7 keal/mol subunit, although there were
some differences of pH and protein concentralion beiween
these experiments that, if corrected, should increase the
apparcal fiee energy of stabilization by RNA. The whole
viral particle corresponds lo ar apparent free cnergy of
stabilization of 3600 kcal/mol TMV.

The shudy of the icosaliedral virus bromie mosaic virus
(BMV} (0.06 mg of virus/mL} presented a red shift in the
cmission fluorescence spectra of aromatic residucs and
significanl changes in the interaction with bis-ANS at high
pressure and oa Uransimission clectron microscopy during and
after high-pressure incubation (/7). Other icosahedral
viruses, such as R17 bacteriophage (/&) and cowpea mosaic
virus (CPMVY (14) presenied higher stability al high pressure.
In the fatter investigation, the important role of RNA on the
stabilization of viral particle was shown by comparison of
propertics between purified coat protein and virus. The value
of the free cnergy of stabilization was caleulaled as 0.988
keal/mol subunit, which corresponds to a magnitude similar
to TMV.

Namba ct al. (/) have described the interaction of TMV
protein coal and RNA bascd on Xeray fiber diffraction
methods at 2.9 A resolution.  The phosphate groups are, in
general, neutralized by arginine residues.  Mydraphobic
imleractions occur between the bases and the protein, as well
basc-specific hydrogen bonds with the prolein, The impor-
lant chcrgy ol stabilization in TMV duc to presence of RNA
should be refated to those interactions.
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Fisuws 40 Transimes: :on electron microscepy of TMV subjected Lo pressure and low temperatare, TMV (1.0 mg/ml) {a) fscubated at
atmospheric pressurc. [by adter fncobation for Fh at 2.5 khar and ~ 18 °C, {¢) | day after | I incubation at 2.5 kbar and 25 °C. and {dy 6.0
M wrea and subjected to 2.5 kbae for 1 1 Negalive staining: 1% uranyl acctate. Other conditions as in Figare 1. The bar corresponds

10 .

treatment of our dela, Assuming the dissociation process
of TMV as the Tollowing reaction:

k k
31300 ‘A,: 21360 4G —2130P* + G ()

where the virion P70 goces o a reversible dissociation o
coat prolein P and the genetic material (RNA) G and afler
to an rreversible step due to a deeper change in conformation
of {ree subunits P*. This form should not be very different
from the native onc based on the negligible red shift of the
emission fluerescense spectra, like the one observed in the
presence of urea, as witl be showed further, &y, oy, and
ky arc rate constanis. The apparent steady state oceurred
for the dissocialion process at least during the time scale of
minules @ hours. The relatienship of rale constants and
degree of dissociation o is given by

feay [ — a)C] = (k_, + k) (2130 x aC)PF™ac (7)

where € is the molar concentration of whele virions.
Therefore, the apparent dissociation constant I\’; & pressure
p can be wrilten as

Ko ko Mty + k) = 213077000 0 — ay (8)

This cansideration is similar lo provious approach with
cowpea mesaic viruy {CPMV} (/4) and similar ta dissociation

constants determined for reactions closc to or ai cquilibrium
(3, 13}, The apparend lrec encrgy of dissociation calculated
from K| became

AGY = —RTIn K3 (9

Similarly, we can consider viral dissociation by temper-
ature at a given prossure as A3, and the calculation of the
appareat thermodynamic paramclers is basically the same:

AGL, = ~RTInK} (o

dis

The apparent enthaipy and entropy of disseciation, re-

spectively AMY, and ASY, can be derived based on the
cquation
AG Y, = Ay — TAS), (ihH
or
AGLIT=AHL(IN ~ ASY,  (12)

with the asterisks indicating a steady-stale condition inslead
ol cquilibrium state. Equation 12 allows the construction
of a van’t Holf plot, Figure 5. The calculation of A,

and TAS Y, at 2.5 kbar gave, respectively, —9.04 and ~15. 1
keal/mol subunit [ASY, = =52.6 calAK moi of subunin].

iz
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duces some imprecision due to the fact thal we are not
dealing with a pure equilibrium, the resulls are undoublediy
correet in both sign and order of magnitude.

The dissociation and denaluration effect of pressure
combined with subdenaluring concenlration of urca and its
reversibility were obscrved in other protein aggregates (74,
18). Da Peian ct a2l (74) demonslraled the dissocintion/
denaturation ol CPAYV by decreasing the lemperature to — |8

°C when the virus s incubated at 2.5 kbar inup to [0 M
urca concentrations. following the red shifl of the cenier of

mass of fluorcscence spectra. These resulls were (aken as a
dissocialtion process in the calculation of thermodynramic
paramelers, since dissociation and denaturation occured
concurrently.  For TMV these processes could be separated.
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