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ABSTRACT | Introduction: The effect of
pressure on biological systems has aroused interest
in several studies, mainly becanse the application
of bigh values of hydrostatic pressure induces
changes in the structures of macromolecnles, as
well as on physiological and biochemical processes
in the cells. High hydrostatic pressure treatment
produces nnique effects on biological systems and
may even form products with new functional
properties. Objective: The main focus of this
review is on the recent studies on high hydrostatic
pressure applications as a biotechnological tool
in health sciences with emphasis on ifs action

in proteins and enzgymes structures, in food
decont, tion, in anyloidogenic diseases

and cancer, and in the production of antiviral
vaceines. Methodology: Bibliographic revision.
Result and conclusion: The present report
attempts to identify the great potential of this
technique in health research.
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| Aplicacées da alta presséio
hidrostdtica nas Ciencias da Sadde

RESUMO| Introducdo: O efeito da pressio em sistemas biolégicos tem
despertado o interesse em diversos estudos, principalmente, porque a aplica¢io
de altos valores de pressio hidrostitica induz mudangas nas estruturas de
macromoléculas e, também, nos processos fisiologicos e bioquimicos celulares.
O tratamento com pressao hidrostatica produz efeitos dnicos nos sistemas
biolégicos, podendo, inclusive, formar produtos com novas propriedades
funcionais. Objetivo: O enfoque desta revisdo estd nos recentes estudos sobre
as aplicacOes da alta pressio hidrostitica como ferramenta biotecnoldgica nas
ciéncias da satde com énfase em sua a¢do nas estruturas das proteinas e enzimas,
na descontamina¢io de alimentos, nas doencas amiloidogénicas e cancer e na
producio de vacinas antivirais. Metodologia: Revisdo bibliografica. Resultado e
conclusdo: O presente artigo apresenta a grande potencialidade da técnica da alta
pressdo hidrostatica nas pesquisas em saude.

Palavras-chave| Alta pressio hidrostatica; Ciéncias da saude; Biotecnologia;
Proteinas; Descontaminacio de alimentos; Doencas amiloidogénicas; Cancer;

Vacinas antivirais.

'Mestre em Biotecnologia, Universidade Federal do Espirito Santo.

2Mestre em Biologia Molecular, Universidade Federal de Ouro Preto.

*Bacharel em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Espirito Santo.

‘Doutor em Ciéncias dos Materiais pelo Instituto Militar de Engenharia (IME), Rio de Janeiro; professor associado; diretor do Nucleo de Inovacao
Tecnoldgica da Universidade Federal do Espitito Santo; representante da Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) no Estado do Espitito Santo.
*Doutora em Bioquimica pela Universidade Federal do Rio de Janeiro; professor associado; coordenador da Pés-Graduagio em Biotecnologia; e
presidente da Comissao Interna de Biosseguranca (CIBio) da Universidade Federal do Espirito Santo; membro titular da Comissio Técnica Nacional
de Biosseguranga (CTN-Bio) do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

62| 2011; 13(3): 62-72 Revista Brasileira de Pesquisa em Sadde



Aplicagdes da alta pressio hidrostatica nas Ciéncias da Saide | Schuwartz CDSV ez al.

INTRODUGAO |

Aproximadamente 70% da biosfera ¢é coberta por
agua, e todos os organismos que vivem em ambientes
aquaticos estdo, em diferentes graus, submetidos a pressio
hidrostatica. Mais ainda, considerando que a 4dgua ¢ um
componenete essencial a vida, a grande maioria das
células estdo, de alguma forma, submetidas a pressao. A
pressdo hidrostatica, parametro fisico capaz de induzir uma
variedade de adapta¢des morfolédgicas e fisioldgicas™
nos organismos, medida em Pascal (1 atm equivale a
aproximadamente 0,1 MPa), ¢ definida fisicamente como a
pressio exercida pelo peso de uma coluna fluida (liquida ou
gasosa) em equilibrio, dependente da densidade do fluido,
profundidade e da gravidade local™.

A expressio “alta pressio hidrostatica” (HHP, do inglés
High Hidrostatic Pressure) é usada sempre que comparamos
as pressOes sentidas pelos seres vivos na natureza, tanto
em sua superficie quanto nas profundezas dos oceanos.
Por exemplo, a pressio exercida pelo sangue circulante nas
paredes dos vasos sanguineos, um dos principais sinais vitais,
assim como pelo contetdo da célula contra a parede celular
de vegetais e de micro-organismos é determinada pelo teor
de 4gua e, portanto, resultante da pressdo hidrostatica. Nas
Fossas Marianas, a pressao chega a 1.100 vezes a pressiao
atmosférica; isto ¢, aproximadamente 110 MPa. Nas
aplicacoes biotecnologicas da pressdo, normalmente sio
utilizadas pressoes entre os 100 e 1000 MPa.

O principio de Le Chatelier, segundo o qual qualquer reagio,
alteracdo conformacional ou de transicdao de fase, que seja
acompanhada de uma reducio de volume, serd sempre
favorecida pela pressio, é o principio fisico que serve de
base para o estudo do efeito da alta pressiao hidrostatica

nos organismos vivosZ

Assim, pode-se dizer que, quando um processo ocorre
com um aumento no volume do sistema, a pressio age
inibindo o processo. Por outro lado, quando o processo ¢é
acompanhado por uma diminui¢do no volume do sistema,
a pressio age favorecendo o processo. Portanto, a pressio
¢ capaz de alterar o equilibrio de reagdes quimicas de
maneira a favorecer a conformacio de menor volume®,
De fato, a pressio hidrostitica promove uma treducio
no volume celular, levando a alteragdes no citoesqueleto,
na parede celular e em outros componentes celulares.
Afeta severamente a membrana plasmatica promovendo
uma maior compacta¢io dos lipideos, podendo interferir
nos processos de difusdo, comprometer a estrutura e,
consequentemente, a atividade de proteinas de membrana.

Além disso, a pressdo interfere em processos, como a

divisdo celulat e a polimerizagio de proteinas'*.

Estudos em viarios sistemas de pequenas moléculas tém
trazidoinformagdessobreosefeitosdapressioeminteracoes
intermoleculates ndo covalentes, importantes pata elucidar
os cfeitos da pressio sobre as demais macromoléculas
biolégicas. Dessa forma, demonstrou-se que as ligacoes de
hidrogénio sio estabilizadas pela alta pressdo®. Interagdes
hidrofébicas, que desempenham um papel substancial
na estabilizacdo da estrutura tercidria de proteinas e em
interagbes proteina-proteina, sdo desestabilizadas sob
alta pressio. Por outro lado, interagdes de empilhamento
entre anéis aromaticos do DNA mostram altera¢oes

negativas de volume e sio estabilizadas pela pressao®.

Assim, para que se estudem os efeitos da alta pressio sobre
a mudanca da estrutura tridimensional das proteinas, por
exemplo, ¢ necessario que se conheca o efeito da pressio
sobre as interacGes quimicas que estdo envolvidas no

enovelamento dessa macromolécula (Quadro 1).

Quadro 1 — Efeito da alta pressio sobre as interagoes quimicas™

Tipo de Interacao | Efeito da pressao

Covalente Estabilizagao
I6nica Desestabilizagédo
. - Estabilizagao ou baixa
Hidrogénio o
desestabilizagao
Hidrofébica Desestabilizacao

Tipo de Interagdo | Efeito da pressao

Covalente Estabilizagao
I16nica Desestabilizacao
. . Estabilizagéo ou baixa
Hidrogénio A
desestabilizagao
Hidrofébica Desestabilizacao

O aumento da pesquisa basica, com o intuito de elucidar
os mecanismos de agdo da aplicagio de altas pressoes
hidrostaticas sobre os sistemas biolégicos, tem levado ao
desenvolvimento de novas ferramentas nas Ciéncias da
Sadde, utilizando a pressio como agente principal. Pode-
se ressaltar, por exemplo, o estudo da desagregacio de
proteinas, a elaboracido de vacinas antivirais, a modulacdo da
qualidade e seguranga dos alimentos e novas perspectivas

para a inddstria farmacéutica.

O desenvolvimento da biologia molecular e de novas
tecnologias biofisicas adaptadas a alta pressio tem
permitido analises cada vez mais refinadas dos efeitos
da pressio sobre as células e macromoléculas biolégicas
em geral. Como desenvolvimentos

exemplos, em

Revista Brasileira de Pesquisa em Sadde 2011; 13(3): 62-72 |63



Aplicagoes da alta pressao hidrostatica nas Ciéncias da Satude| Schuwartz CDSV ¢z al.

espectroscopia permitem detectar discretas mudancas
conformacionais induzidas pela pressio nos arredores
dos residuos aromaticos dos aminoacidos™. Técnicas
espectroscopicas  de fluorescéncia indicam  alteracoes
localizadas na célula e nas moléculas®™. A ressonincia
magnética nuclear, por sua vez, ¢ capaz de fornecer uma
quantidade muito grande de detalhes” e técnicas, como a
difracdo de raios X, utilizando uma fonte sincroton que
fornece detalhes importantes sobre a estrutura global

das proteinas em funcio da pressio ou da temperatura”.

NaBiologia Molecular,um nimero cadavezmaior de estudos
sobre o efeito da pressio hidrostatica é realizado envolvendo
técnicas de microarranjo, nas quais é possivel a avaliacao da
expressao de muitos genes (ou de todos, se for o caso) ao

mesmo tempo, em resposta a uma condi¢io determinada’.

Y volvi Hgic

Esses novos desenvolvimentos metodolégicos tornaram
possivel a utilizacdo de alta pressio hidrostatica em um
grande nimero de aplicacées, consolidando-a como uma

promissora ferramenta biotecnologica da ciéncia atual.

PROTEINAS E ENZIMAS |

As proteinas e enzimas estdo entre as macromoléculas
mais estudadas para a elucidacio dos mecanismos de
acdo da aplicacio pressio hidrostitica®, devido ao fato de
que mudancas de volume estdo associadas a importantes
altera¢oes bioquimicas na dissociac¢do e desnovelamento

de proteinas®.

Muitas enzimas podem ter suas atividades moduladas sob
alta pressdo hidrostdtica, por exemplo, a especificidade das
proteases. Isso ¢é possivel porque, em valores de pressio
menores que 200 MPa, a estabilidade e a funcionalidade de

muitas enzimas nio se alteram®.

Algumas enzimas, no entanto, perdem suas atividades
com o aumento da pressdo. Por exemplo, a enzima alcool
desidrogenase hepatica de cavalo perde sua atividade entre
valotes de pressio de 100 a 400 MPa®.

Inseridos nesse contexto, extensivos trabalhos tém surgido
no estudo de modulacio da atividade e da cinética de
diferentes enzimas de interesse industrial e biotecnoldgico

sob alta pressao hidrostatica.

O tratamento com pressdes maiores que 500 MPa pode
desnaturar proteinas, enquanto tratamentos com valores de
pressao moderadas (~ 200 MPa) em geral apenas afetam a
estrutura quaternaria, levando a dissocia¢do de proteinas
oligoméricas. Embora ndo causem a desnaturacio total da

proteina, tais tratamentos moderados de pressio podem
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gerar importantes modificacGes conformacionais, com
consequéncias nas reacGes enzimdticas, no funcionamento

56

e nas interagoes das proteinas™.

Os

desnaturacio e dissociagdo de protefnas utilizam o calor

métodos classicos de estudo de enovelamento,
ou agentes quimicos desnaturantes como ferramentas
ptincipais™. No entanto, do ponto de vista quimico, a
alta pressdao hidrostatica pode manter algumas partes da
molécula inalterada ou promover desnaturacdo reversivel,
dentro de uma faixa-limite, devido ao fato de que apenas
interagbes fracas sio afetadas, enquanto a desnaturagdo
causada pela temperatura ¢/ou agente quimico é geralmente
irreversivel e leva a agregacio, provavelmente devido ao
aumento nas interacoes hidrofébicas. E devido a isso que
os mecanismos de desnatura¢do induzida por pressdo sio
diferentes dos observados utilizando a temperatura ou

produtos quimicos®”.

Do ponto de vista bioquimico, a pressio tem um papel
importante na estabilizacdo de estrutura tercidria de
proteinas e em interacio proteina-proteina, devido a

sensibilidade das interagdes hidrofébicas a pressio®.

Ainda em um olhar quimico, as intera¢oes eletrostaticas
ndo sdo favorecidas pela pressio. Além disso, a entrada
de moléculas de agua parece desempenhar um importante
papel no processo de desnaturacio proteica induzida por

alta pressao®.

A modificagdo no grau de hidratagio da proteina sobre o
efeito da pressio pode ser explicada por dois principais
fatores: primeiro, a abertura de cavidades permite que o
solvente ocupe um volume interno que foi anteriormente
excluido a partir de interagdes com esse solvente. Segundo, a
area de superficie de contato do solvente é maior na proteina

que se desdobrou pela pressio do que na proteina nativa®78,

Assim, a estabilidade das proteinas sob alta pressido
dependera, principalmente, da sua estabilidade conforma-
cional, ou seja, 0 quanto a proteina sera capaz de compensar
a perda das interacSes fracas. Ndo menos importante,
a estabilidade proteica dependera também do tamanho
das cavidades nas quais as moléculas de agua podem

penetrar®

. Considerando que as enzimas, em sua maiotia,
sao proteinas, os fatores que influciardo na estabilidade
das proteinas fardo também com que diferentes enzimas
possam assumir comportamentos diferenciados (ativacido e

inativacdo) em frente a tratamentos com HHP?'.

Um bom exemplo, diretamente aplicado a industria, sio as
lipases, enzimas amplamente encontradas na natureza que

catalisam a hidrélise de triacilglicerdis, liberando glicerol e
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acidos graxos de cadeia longa. Essas enzimas, atualmente,
constituem o mais importante grupo de biocatalisadores
para a sintese de biopolimeros e biodiesel. Recentes
trabalhos tém demonstrado que a utilizacio da HHP em
lipases pode ser eficaz, pois valores de pressio até 350 MPa

aumentam a atividade dessa enzima?!.

Um outro exemplo, ainda em estudo, ¢ a utilizagio da
acetilcolinesterase sob HHP. E sabido que essa enzima é
naturalmente indispensavel na transmissao sinaptica. Na
bioengenhatia, ¢ amplamente utilizada em biosensores para
deteccdo de pesticidas, metais e compostos organicos. Com
a utilizacio da HHP no aumento e na estabilizacdo da sua
atividade, essa enzima pode ser uma boa ferramenta para
a aplicagdo como biosensor em ambientes de alta pressio,
o que favorecera a exploragiao de dleos e gas natural em

oceano profundo?.

DESCONTAMINACAO DE ALIMENTOS |

O processamento de alimentos envolve a sinergia entre
diferentes processos fisicos para transformar a matéria-
ptima animal/planta em produtos prontos para consumo”’.
Logo, a crescente demanda do consumidor por alimentos
minimamente processados, livres de aditivos e estaveis no
armazenamento levou a explora¢do de outros tratamentos
fisicos, como alternativa em potencial aos tradicionais

tratamentos térmicos'?.

A alta pressio hidrostitica é uma das mais promissoras
tecnologias para tratamento e preservacdo de alimentos
em temperatura ambiente”. Para tanto, o processo de
preservagio por alta pressio promove a redugio da
carga microbiana para o mesmo nivel alcancado pelas
tecnologias tradicionais. Esse processo ainda gera produtos
de maior qualidade e com dramatica reducio de aditivos

conservantes®™.

Embora a HHP tenha sido demonstrada como forma de
preservacio de alimentos por Hite desde 1899* o uso da
pressdo em sistemas bioldgicos ficou estagnado por quase
100 anos. Durante esse tempo, essa técnica foi aplicada nos
campos da engenharia e na ciéncia de materiais, o que levou
ao desenvolvimento de sensores e equipamentos mais
precisos e faceis de usar e, assim, aumentou a viabilidade

da aplicagio comercial da HHP na industria de alimentos”.

O primeiro produto processado por HHP foi uma geleia
de fruta introduzida no mercado japonés em 1990 ¢, desde
entdo, uma variedade de produtos alimenticios tem sido
comercializada por todo o mundo. Diversos trabalhos tém
sido publicados, demonstrando a efetividade da utilizacao

da pressio hidrostitica no tratamento para a eliminagao
e descontaminacdo de micro-organismos patogenicos.
Podem-se ressaltar, como sucesso da técnica, diversos
processados de frutas, arroz, carnes, cereais, “guacamole”,

frutos do mar, dentre outros® (Figura 1).

Figura 1 — Exemplos de produtos tratados por alta pressio comer-cializados
nos Estados Unidos™

O tratamento de HHP em alimentos envolve submeter o
material alimenticio a pressdes que geralmente vdo de 100
MPa até 1000 MPa*. Essa tecnologia retne vérias vantagens
ja que permite o processamento do alimento a temperatura
ambiente ou até mesmo em baixas temperaturas; possibilita
a transmitancia da pressdo por todo o sistema, independente
do tamanho e geometria do alimento; causa morte
microbiana enquanto elimina virtualmente o dano por
calor e o uso de conservantes/aditivos quimicos, levando
a melhoria da qualidade em geral do alimento. Mais, ainda,
o tratamento de HHP pode ser usado para criar alimentos

com uma nova proptiedade funcional®.

A conservagiao da qualidade dos alimentos no processo
de descontaminacio por HHP esta relacionada com
o controle de tempo-temperatura-pressio. O controle
desses pardmetros causa minimas mudancas quimicas,
pois compostos alimenticios de baixo peso molecular,
como alguns agentes flavorizantes, pigmento e algumas
vitaminas nao sdo significativamente alterados, ja que as
ligacbes covalentes nao sio afetadas pela pressio®. Apesar
disso, o tratamento com HHP pode provocar a alteragdo
de macromoléculas responsaveis pela qualidade nutricional

dos alimentos. Transformagdes estruturais das proteinas
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alimentares, por exemplo, podem ter um impacto positivo,

18,81

como o aumento da digestibilidade ou a reducio da

81,82

alerginicidade A modificacdo de enzimas sob HHP
pode, também, estabilizar a qualidade do alimento, em
especial dos “flavours” (por exemplo, com a inativagio
da lipoxigenase, responsavel pela producio de sabores e
aromas ruins em vegetais) ou do aspecto (por exemplo,
com a inibicdo das polifenoloxidases responsaveis pelo

escurecimento de frutas e vegetais)'.

No controle microbiano, a efetividade da HHP também é
influenciada por fatores relacionados com os parametros
do processo, nivel de pressio, temperatura, tempo de
exposi¢ao, assim como por fatores intrinsecos do alimento,
como o pH, a cepa e o estagio de crescimento do micro-
organismo e da matriz do alimento®. Diversos sio os
mecanismos de inativagio nesse processo, que incluem
varias mudancas morfologicas, como compressio de
vacuolos gasosos, alongamento da célula, separacio da
membrana da parede celular, coagulacio de proteinas
citoplasmaticas, modifica¢bes no citoesqueleto, no nucleo
e em organelas intracelulares, contracdo da parede celular
com a formacgdo de poros, liberacio de constituintes
(especialmente os de origem nuclear) para fora da célula,
entre outros. A pressio causa algumas desnaturacoes
proteicas na membrana, aumentando sua permeabilidade
e alterando a seletividade'. Além disso, inibe reacoes
energéticas e desnatura enzimas essenciais ao crescimento

¢ a teproducido de micro-organismos'!.

Bactérias gram-positivas normalmente sio mais resistentes
quando comparadas com as gram-negativas sob tratamento
com alta pressio. O tratamento com pressao de 500 MPa
aplicada por 10 minutos a 20 °C reduz a populagio de
bactérias gram-negativas, como a Salmonella, Escherichia
coli, Protens mirabilis, de seis a sete escalas logaritmicas. Ja
a populagio de 10° células/ml de bactétia gram-positiva
Staphylococcus é inativada a 800 MPa, quando tratada por 10
minutos a 20 °C*.

A maior resisténcia da forma esporulada das bactérias
¢ a grande dificuldade na utlizagio da HHP em
descontaminacao de alimentos, sendo proposta a utilizagdo
de mais de um processo, como a associa¢io da pressao com
a temperatura, para inativagdo dos esporos. Por exemplo,
foi demonstrado que esporos de Bacillus cerens diminuem
em um ciclo logaritmico quando submetidos a pressiao de
800 MPa por 10min., a 20 °C. J4 com uma pressiao de 800
MPa, 10min, a 50 °C todos os esporos sio destruidos™.

Em geral, leveduras e outros fungos sio mais sensiveis

a alta pressio do que bactérias vegetativas. Tratamentos
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de 220 MPa em leveduras Saccharomyces cerevisiae do tipo
selvagem matam todas as células®. Saccharomyces cerevisiae
¢ um bom modelo para pesquisas em célula eucariética.
O estudo do estresse de HHP em levedura é uma das
ferramentas que possibilita o entendimento e utiliza¢io
dessa técnica na industria biotecnolégica e em Ciéncias
da Saude. Diante disso, o tratamento de pressao de 200
MPa por 30min em Saccharomyces cerevisiae demonstra uma
desorganizacdo do citoesqueleto com o rompimento da
ultraestrutura dos microtibulos, filamentos de actina e
membranas nucleares, alteragdes na estrutura do complexo
de Golgi e em mitocondrias com distribui¢do anormal
dessas no citoplasma e desapatrecimento vacuolar®. Por
conseguinte, ha a inducio e a repressao de uma variedade
de genes em tresposta ao estresse”, além do envolvimento
de mecanismos relacionados com a fluidez da membrana
na prote¢io da célula’. Assim, como exemplo de aplicagio
dessa técnica, o tratamento de pressio hidrostatica de
50 MPa por 30min em leveduras antes do processo
fermentativo demonstra aumentar a producio de etanol em
compatacio com células ndo pressurizadas’, confirmando
a potencialidade do uso da HHP na producio de biomassa

mais adaptada a industria biotecnoldgica fermentativa.

Parasitas e virus também contaminam alimentos®.
Oocitos dos parasitas Cryptosporidium parvum ou Toxoplasma
gondii podem ser facilmente inativados por tratamentos
de pressio entre 340 MPa e 550 MPa aplicados por
um tempo igual ou menor a trés minutos. Ja estudos
em nematoides, como Ascaris suum ou Anisakis simplex,
demonstraram que uma pressio de aproximadamente
200 MPa aplicada por 10min, ¢é suficiente para inativar

2, Em virus, as condi¢cdes de HHP devem

esses parasitas
ser determinadas especificamente para cada tipo, ja que a
resposta e suscetibilidade ¢ heterogénea, da forma severa
(por exemplo, hepatite A ou murine norovirus) para a
forma ligeiramente atenuada (por exemplo, poliovirus).
Da mesma maneira, as condi¢des de alta pressio
hidrostitica nio reproduzem redug¢des similares em uma

mesma familia de virus®'.

Diante do exposto, faz-se necessatia a condugdo de mais
pesquisas que viabilizardo novas aplicagdes ao tratamento
por HHP. O desenvolvimento de equipamentos de alta
pressdio com maior capacidade, mais automatizado, com
melhor controle de temperatura, melhor sanitizagao,
mais resistentes ¢ de baixo custo constitui um pré-
requisito para se transferir para a pratica industrial toda
essa potencialidade de aplicacdo da pressio no campo
da tecnologia de alimentos®. E, além disso, o melhot

entendimento das mudangas impostas pela pressio, nio
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somente no alimento, mas também nos micro-organismos
e macromoléculas®. Afinal, o processamento de alimentos
usando alta pressio é um método confiavel que pode
aumentar, por exemplo, o consumo de produtos, como
frutas tropicais, por mercados do mundo todo, restritos
hoje muitas vezes aos paises tropicais e a algumas parcelas
de paises desenvolvidos®. Patentes no mundo todo tém

tentado proteger essa tecnologia.

DOENGCAS AMILOIDOGENICAS, CANCER E
APLICACOES NA INDUSTRIA FARMACEU-
TICA|

crescente de estudos
focado a habilidade

dissociar conjugados

Nos ultimos anos, um numero
médicos e biotecnolégicos tem
da alta pressio hidrostitica em
proteicos'"*. No tocante a saide publica, existe um grande
interesse em doencas, como as amiloidoses, doencas
causadas por agregados fibroproteinaceos, que se formam
na matriz extracelular, associados a diversas doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, Parkinson
e encefalopatia espongiforme bovina, também conhecida
como “doenca da vaca louca” %%, Esta tltima envolve a
proteina prion que se converte da forma celular, PrPc, para
a chamada isoforma, PrPsc, a entidade infecciosa que pode
causar uma variacao da doen¢a em humanos, a doenca de
Creutzfeldt-Jakob'.

fibrilas  amilides
ao calor, mas a combinagio de alta temperatura (60
°C) e alta pressio (>500 MPa) torna a isoforma PrPsc

Essas sA0 extremamente resistentes

significativamente menos infectante e menos resistente a
atividade da proteinase K. Tal diminuicio, provavelmente,
¢ causada pela dissociagio dos agregados infecciosos?.
Num estudo similar, foi examinado o efeito de pulsos de
pressdo na faixade 690-1200 MPa a temperaturas de 121-137
°C sob carne processada contaminada com o prion PrPsc?.
Mais uma vez, foi reportada uma reducio significante na
infectividade dos ptions, sugerindo que um tratamento que
combine alta pressdo e alta temperatura poderia produzir

uma carne processada segura para comercializagio.

A HHP também vem sendo relacionada com pesquisas
do céincer. O desenvolvimento de drogas e peptideos
que imitam a fung¢do ou que restabelecem a conformagao
nativa de proteinas supressoras de tumotr, como a
P53, estd entre as muitas estratégias de combate ao

cancer!®,

Para tanto, faz-se necessario compreender
as bases moleculares que levam ao dobramento correto
e a estabilidade da conformacio nativa da p53, a fim

de entender por que algumas mutagdes, ou até mesmo

algumas conformagdes alternativas da proteina do tipo
selvagem, podem levar a perda da funcido da proteina e,

portanto, ao apatecimento de tumores?.

Estudos recentes, por ressondncia magnética nuclear,
demonstraram um estado desnaturado e nio agregado
alternativo da protefna p53 selvagem a temperaturas
abaixo de 0 °C e alta pressdo semelhante ao encontrado
em formas mutantes sabidamente cancetigenas'’. Essa
conformagcio alternativa provavelmente estd relacionada
com formas inativas que aparecem # vivo, geralmente
conduzidas pela interacdo com proteinas mutantes. Pode,
portanto, ser um bom alvo na busca de maneiras de como
evitar o incorreto enovelamento proteico e, dessa forma,

o desenvolvimento de tumores*.

Os mecanismos, a termodinamica e a cinética por tras
da agregacdo proteica, bem como a relacio entre as
vias de agregacdo e enovelamento permanecem ainda

muito incertos’®.

Nesse contexto, a pressiao hidrostitica pode servir como
ferramenta promissora na elucidagio dos processos
de enovelamento e agregacio e¢ como base para o
desenvolvimento de metodologias que visem a elucidagdo
das vias envolvidas com doencas, como o cancer e as
doengas amiloidogénica, e, também, de alternativas de
tratamento mais eficientes e menos invasivos que os atuais,

de modo a promover a qualidade de vida dos enfermos.

Outro aspecto importante a ser considerado € a agregacio
resultante da superexpressio de proteinas recombinantes
(por exemplo, a insulina recombinante humana), que
acarreta uma diminuicdo na eficiéncia e na qualidade
dos produtos farmacéuticos, um problema recorrente
encontrado pela industria farmacéutica®. Nesse contexto,
a aplicacdo da pressdo mostra-se como uma boa alternativa
para contornar o problema recorrente e aumentar a

qualidade e a eficiéncia na produgio de farmacos.

INATIVACAO DE VIRUS E PRODUGAO DE
VACINAS |

Os métodos tradicionais de inativacdo viral para o
desenvolvimento de vacinas consistem em expor os
virus a produtos quimicos toxicos (Ex.: formalina,
ctilenemina bindria) ou irradiacio, podendo levar a
degradacio intrinseca do epitopo e, consequentemente, a

baixa imunogenicidade®.

Algumas vacinas existentes no mercado sao produzidas com

o virus atenuado e, em sua grande maioria, sdo sensiveis
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a temperatura. Dentre elas estd a vacina oral polivalente
contra poliomielite (OPV), uma formulacio liquida
composta por uma unica cepa atenuada de cada um dos trés
sorotipos, que ¢ atualmente utilizada em varios paises para
a prevencio dessa doenga®’™>”’. A OPV ¢é sensivel ao calot,
portanto deve ser armazenada em baixas temperaturas
e utilizada imediatamente apdés o descongelamento, para

assegurar uma imunizacio eficaz”.

Devido a sua capacidade de dissociar as proteinas oligo-
de
HHP moderada tem se tornado de grande interes-

méricas maneira reversivel, o tratamento com
se, como método alternativo para a inativagao de vi-rus no
desenvolvimento de vacinas. O tratamento de pressio
preserva importantes epitopos estruturais dos virus,
permitindo que particulas tratadas levem a uma resposta

imunoldgica adequada™**,

Além disso, os produtos
tratados podem expor epitopos anteriormente ocultos,

aumentando ainda mais a imunogenicidade™.

Apbs tratamento de alta pressido, a estrutura global do
virus ndo ¢é alterada, e a unica diferenca petrceptivel com
as observagdes por microscopia eletronica ¢ a presenca de
uma protuberincia na superficie, que pode ser explicada
por um deslocamento das subunidades do capsideo que

ficam retidas sob a membrana lipidica e proteica®™.

Uma hipétese sugere que, durante o tratamento com
HHP, podem ocortrer sutis mudancas conformacionais nas
proteinas e ou glicoproteinas do envoltério viral, imitando
o processo de ligacdo das particulas virais aos receptores
celulares do hospedeiro, sendo esse processo conhecido
como “estado de fusio ativo”**. A transi¢do pata o estado
de fusio ativo impede a ligacdo do virus aos seus receptores

celulates, prevenindo assim a endocitose e a infecgio viral®®.

A maioria dos estudos realizados até o momento foram
com virus envelopados. Nesse caso, a HHP pode afetar
de

proteina e protefna-acido nucleico. A ultima interacdo

trés  tipos interacdo: proteina-lipideo, proteina-
parece permanecer intacta sobre alta pressio®. Virus ndo
envelopados sdo geralmente mais resistentes a pressio.
O estado de fusdo descrito para os virus envelopados
pode ser também encontrado em virus nio envelopados

inativados, pot pressao®™”.

A inativa¢do dos virus é frequentemente aumentada quando
um tratamento com alta pressio ¢ aplicado em baixas
temperaturas. Sob essas condicoes, as proteinas podem
sofrer desnaturacdo a frio, devido a uma desestabilizacio
sinérgica das pontes de hidrogénio e a hidratacdo dos
grupos hidrofébicos, levando a perda das estruturas
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quaternatia e terciaria®.

A literatura relata que uma HHP de 250 MPa a uma
temperatura de -15 °C, juntamente com ureia na
concentracdo de 1 M, é capaz de abolir completamente
a infectividade do virus icosaédrico da febre aftosa,
sem quaisquer cfeitos deletérios sobre a estrutura do
capsideo®. De forma semelhante, uma suspensio do
virus da febre amarela (cepa 17DD, em aproximadamente
107 unidades/ml) foi completamente inativada apds trés
horas de tratamento com 310 MPa a 4° C%. Otake e
colaboradotes, em 2005%, utilizando o método de geragio
de pressio por congelamento, conseguiram abolir a
infectividade de cepas laboratoriais do virus HIV tipo 1
com uma pressao de 200 MPa.

Enquanto o foco da maioria dos trabalhos com o uso da
HHP em virus é direcionado para a inativagao viral e a
producio de vacinas, existem projetos que buscam, por meio
de ensaios com HHP, a estabilizacio de vacinas sensiveis
ao calor. Em 2009, Ferreira e colaboradores?” mostraram
que a HHP estabiliza poliovirus contra inativacio por
calor (mesmo na auséncia de termoestabilizadores),
sugerindo fortemente esse método de tratamento como

um estabilizador potencial para a vacina.

Uma dificuldade em se utilizar a HHP em trabalhos com
vitus é que o impacto dessa técnica se torna muito vatidvel .
O nivel de inativagdo das particulas virais depende de varios
fatores, incluindo a estrutura do virus, o nivel de pressio, a

temperatura, o pH, entre outros™®" 474,

Comparadas com as preparacdes tradicionais de vacina,
as vacinas produzidas por alta pressio representam
muitas vantagens, incluindo um menor risco de se
desenvolver a doenga (quanto comparadas com as vacinas
atenuadas), e provavelmente uma maior imunidade que

as subunidades isoladas®.

Outra estratégia desenvolvida para a construcio de
vacinas ¢ o uso de fantasmas bacterianos (envelope
celular ausente de conteudo citoplasmatico) ao invés de
micro-organismos mortos ou atenuados. Os fantasmas
bacterianos sdo geralmente obtidos pela expressao de um
gene de lise. A expressdao desse gene leva a formagio de
uma estrutura em forma de tunel na regido transmembrana
da bactéria e, consequentemente, ocorre O vazamento
dos constituintes celulares. Essas entidades retém suas
propriedades imunogénicas desde que sua superficie
celular permaneca intacta. O tratamento com alta pressio
pode ser uma alternativa interessante para a producio de

fantasmas bacterianos. De fato, foi demonstrado que a
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superexpressdo da proteina Mrr de E. c/i K12 conferiu
uma hipersensibilidade da célula ao tratamento por alta
pressio, e essas células sio totalmente inativadas com um
100 MPa por 15min a 20 °C. Além disso,
a bactéria morta por esse tratamento (pela atividade da

tratamento de

proteina Mrr) reteve suas estruturas celulares e nao foilisada
ou permeabilizada, ao contrario dos fantasmas bacterianos
preparados pela expressio do gene de lise. Essa ultima
caractetistica tepresenta uma vantagem para os fantasmas
bactetianos obtidos pela pressdao, que podem ser usados
como vefculos de entrega para subunidades ou vacinas de
DNA sem a necessidade de serem artificialmente ligados
a membrana (forma comumente usada nos tratamentos

tradicionais)™.

CONCLUSAO |

O
efeitos unicos nos sistemas sob os quais é empregado,

tratamento com  pressdo hidrostitica produz
podendo, inclusive, levar a formacdo de produtos com
novas propriedades funcionais. O grande potencial e
aplicabilidade dessa técnica em diferentes campos torna
seu estudo extremamente atrativo para pesquisadores
de diversas areas (saude, inddstria alimenticia em geral,
bioengenharia de tecidos vegetais e animais, pesquisa
basica, entre outras). Devido ao extenso leque de atuagdo
e aos resultados caracteristicos obtidos com o estudo da
HHP, ainda ha muito para ser explorado nessa area. Como
vimos, a pressdo ¢ um parametro termodinamico e o seu
controle para uso da humanidade requer o esforgo conjunto
de bidlogos, fisicos, engenheiros metalirgicos, de materiais,
de alimentos, agronomos, farmacéuticos, médicos, designer
de equipamentos, entre outros profissionais. Esse grande

esforco conjunto ¢é a alma da Biotecnologia.
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