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Introducéo

p53 é uma proteina de massa molecular 53 kDa' conhecida
como “guardida do genoma”. Ela atua como um fator de
transcrigdo, ativando genes envolvidos no reparo do DNA 12,
50% dos casos de cancer apresentam mutac¢des nesta proteina,
sendo estas relacionadas a agregacéo especifica desta proteina
no citoplasma?®.

O estudo de materiais biologicos por espectroscopia Raman é
justificado pela possibilidade de realizac@o das medidas in situ e
na presenca de agua®. No caso especifico de proteinas, esta
técnica é excepcional tanto na execug¢do da medida (sem
grandes manipulagbes) quanto na possibilidade de explorar
efeitos eletronicos (utilizagio de varias linhas laser)®.

O espectro Raman de proteinas mostra uma série de bandas
caracteristicas sensiveis a influéncias estruturais locais®. Neste
trabalho foi investigado o efeito da desnaturacéo por aumento de
temperatura nas propriedades espectroscopicas da proteina
p53. Trata-se de um efeito de perda de estrutura tridimensional
suficiente para causar perda de funcdo®. No caso especifico do
estudo Raman com a intengdo de monitorar a agregacao é de
grande relevancia as estruturas secundarias e terciarias.

Resultados e Discussao

As medidas Raman foram realizadas em duas diferentes linhas
laser com excitacdo em 514.5 e 1064 nm. As medidas foram
realizadas em no maximo 10 minutos em solug¢édo tamp&o (Tris);
500 scans; resolugéo de 4 cm™; para desnaturacao a amostra foi
mantida por 5h sob 17 °C.

O espectro Raman do padrdo p53 (dominio central) nas duas
linhas mostrou bandas bem definidas com pequenas diferengas
nas porgles extremas do espectro. A regido do espectro acima
de 2800 cm™ apresenta bandas associadas aos modos
v(NH)/(CH)/(OH) com grandes diferengas em suas intensidades
relativas.

A segunda por¢cdo com grandes diferengas espectrais sdo as
bandas abaixo de 800 cm™ que, no caso da linha em 1064 nm,
apresentou 2 bandas alargadas com consideravel intensidade
relativa. Neste caso chama-se a atencao para a banda em 790
cm™: atribuida a forca das interacdes de hidrogénio e, que a
medida que a proteina se desnatura ocorre diminuicdo em sua
intensidade relativa devido a diminuicdo das interagdes
intramoleculares (desenovelamento).

Em relacdo a desnaturacdo observa-se que apds o tempo pré-
determinado, o0 espectro apresenta alteragfes principalmente na
faixa de “impresséao digital” de 2000 a 1000 cm™. Nesta regido
sdo observados os modos v(C=C)/v(C=0)/ v(C=C)/(CO)/53(CH)
(regido mais alargada que na proteina “padréo”). Para a proteina
padrdo, estas bandas estdo mais definidas que na desnaturada
provavelmente devido a maior organizacao daquela em relagdo
a desenovelada. No caso da proteina ndo estruturada os
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residuos encontram-se mais “disponiveis” para efetivas
interacdes de hidrogénio (da &gua presente no meio),
promovendo maior alargamento das respectivas bandas.

O modo amida | ¢é observado em cerca de 1650
(média/alargada) e 1550 cm™ (muito fraca) para as duas
proteinas (padrdo e desnaturada). Esta banda €é mais
especificamente atribuida ao modo estiramento C=0O com
pequenas contribui¢des dos modos v(C-N) e §(NH). Assim, com
0 processo de agregacdo ha alteracdo na energia necessaria
para estas vibragdes: no espectro do agregado a banda se torna
mais alargada e com menor intensidade relativa que a banda em
1465 cm™ (3(CH)).

A faixa em baixa frequéncia (50-500 cm'l) fornece informagdes
sobre a dindmica de proteinas, seus acoplamentos e relacdes
com solventes. De modo geral, esta regido expressa alteracdes
de ambiente e a resposta da proteina a nova condi¢&do, no caso,
de agregados. Sao observadas claramente duas bandas largas
em 475 e 143 cm™ para ambas as amostras. Com o inicio da
agregacado, a banda centrada em 475 cm™ se apresenta ainda
mais alargada com um “ombro” em 419 cm™; além de uma nova
banda em 282 cm™. Hédoux e colaboradores’ associam esta
banda ao modo v(OH) intermolecular com contribuicdo das
moléculas de agua presentes no meio. A alteracdo do perfil
destas bandas em especial (e, do espectro como um todo)
sugere fortemente alteracdo na estrutura da proteina em
consequéncia da agregacao.

Conclusodes

O presente estudo sugere que a técnica Raman € uma
ferramenta muito Gtil e sensivel para acompanhamento da
integridade proteica. Constata-se que a temperatura de 17 °C ja
€ suficiente para se detectar o inicio de agregacdo, sendo
possivel observar alteracdes espectroscopicas passiveis de
fornecer dados confiaveis para monitoramento do processo de
agregacdo (mesmo em condicbes bastante iniciais de
desenovelamento).
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