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Processo 1996/10373-1
Vigéncia: 1/5/1997 a 31/10/2001

Estudo da agdo e da regula¢dao hormonal da expres-
sdo de trés genes cujas proteinas estao envolvidas no
chamado transporte reverso de colesterol, processo pelo
qual a HDL promove o fluxo de colesterol dos tecidos
periféricos para o figado. Sdo elas: a CETP a LCAT e a
apoproteina Al Para tanto, serd usado o modelo dos ca-
mundongos transgénicos. O efeito isolado ou combina-
do destes genes sobre a aterogénese serd investigado em
animais normo e hiperlipidémicos. A a¢ao hormonal e
seus mecanismos reguladores da expressao desses genes
serdao estudados in vivo e in vitro. Ainda pretende-se es-
tabelecer uma relacio gendtipo-fendtipo em populagoes
humanas normais dislipidémicas.

Oxidacao de proteinas e atividade
antioxidante da enzima thiol-specific-
antioxidant (TSA)

Luis Eduardo Soares Netto
Instituto de Biociéncias
Universidade de Sao Paulo (USP)
Processo 1995/09710-0
Vigéncia: 1/12/1996 a 30/6/2003

A oxidagdo de proteinas por radicais livres tem sido
associada a varios processos patolégicos como carcinogé-
nese, envelhecimento e arterioesclerose. Thiol-specific-
antioxidant (TSA) é uma proteina antioxidante recente-
mente isolada de Saccharomyces cerevisae, cuja sequéncia
de aminodcidos apresenta homologia com proteinas de
diferentes grupos taxonémicos (bactérias, plantas e ani-
mais). Este projeto de pesquisa visa estudar diferentes t6-
picos relacionados com a atividade antioxidante de TSA
e com a alteragdo de proteinas por radicais livres gerados
em reagOes catalisadas por metais. Estudos realizados
durante o meu programa de pés-doutorado no NIH de-
monstraram que as propriedades antioxidantes de TSA
se devem ao fato de essa proteina possuir uma atividade
peroxidética dependente de tiol. Pretende-se caracterizar
essa atividade enzimadtica de TSA, determinando interme-
diarios envolvidos no ciclo catalitico e os centros reativos
da enzima. A maioria dos estudos realizados com TSA foi
feita em sistemas enzimdticos. Para obter informagdes so-
bre a fungao celular de TSA, serdo comparadas as linha-
gens selvagem e mutante de Saccharomyces cerevisae, cujo
gene para TSA foi interrompido. Serao medidas taxas de
crescimento, formagao de 8-oxoguanina e H,0, intrace-
lular como indices de estresse oxidativo nas duas linha-
gens de levedura. Em relagao a oxida¢do de proteinas por
radicais livres, pretende-se obter provas mais definitivas
de que a inativa¢ao de glutamina sintetase por sistemas
oxidantes catalisados por metais se dd por um processo

sitio-especifico. O dano sitio-especifico é um processo no
qual espécies reativas como radical hidroxila sao gerados
por metais de transi¢do complexados a biomoléculas.
Dessa forma, essas espécies induzem dano proximamente
ao local em que foram geradas. EDT A protege enzimas
contra a inativagao por remover metais complexados a
proteinas, apesar de acelerar a formacdo de radicais livres
durante a oxidagdo de tidis e ascorbato. Verificar-se-4 se
glutamina sintetase pode ser oxidada por reagoes catalisa-
das pelo complexo EDT A-Fe+3. E, ainda, a possibilidade
de que 2-metil-histidina seja formada durante a interacdo
de histidina com radicais metil. 2-metil-histidina podera
ser usada como marcadora da modificagdo de proteinas
por radicais de carbono.

Caracterizacao molecular da producao de
antocianinas visando a clonagem de um
transposon ativo em soja (Glycine max I)

Eberson Sanches Calvo

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
Processo 1995/09660-3

Vigéncia: 1/12/1996 a 30/11/1999

Os transposons vém-se afirmando como a ferra-
menta mais importante para identificar e clonar novos
genes em plantas. No entanto, a soja, uma espécie de in-
contestdvel importancia econdmica para o Brasil, nao tem
desfrutado desse método. Isso porque até o presente mo-
mento nao hd nenhum elemento de transposi¢ao clonado
de soja que atenda as necessidades bésicas (altas taxas de
mobilidade e de reinser¢ao no genoma) para serem usa-
dos no processo de gene tagging. Este projeto de pesquisa
tem por objetivos: 1) a caracterizagao molecular da pro-
dugdo de pigmentos de antocianinas em flores e hipocé-
tilos de soja; e 2) a clonagem de um transposon presente
no ateio w4-mutével (w4-m) dessa via metabdlica. Na sua
primeira parte, o projeto ird caracterizar molecularmente
a produgdo de antocianinas em linhagens isogénicas de
soja com diferentes combinagdes de cinco dos seis locos
(W1, W2, W3, W4, Wm, e Wp) jd identificados genetica-
mente, e que controlam a produc¢ao desses pigmentos na
espécie. Essa caracteriza¢do serd feita por meio da anélise
cromatografica (HPLC — High Performance Liquid Chro-
matography) e identificacdo dos pigmentos acumulados,
da anélise da expressdao génica por Northern blots, e da
complementagdo de hipocétilos de plantulas carregan-
do alelos mutantes por bombardeamento (usando-se o
particle gun) de cDNAs heter6logos. Nesses dois tltimos
casos, explorar-se-d o fato de que a grande maioria dos
genes envolvidos na sintese de antocianinas ja foi clonada
em outras espécies, permitindo entdo o uso de sondas he-
terélogas nessas andlises. No conjunto, essas andlises per-
mitirdo a identificagdgo molecular dos varios locos, entre
eles 0 W4. Na segunda parte do projeto sera feita a clona-
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gem e o sequenciamento do DNA dos alelos W4 e w4-m.
A comparagao das sequéncias desses alelos ird permitir a
identificagdo do transposon presente no alelo w4-m. Esse
transposon constitui o Unico transposon geneticamente
caracterizado em soja que exibe altas taxas de mobilidade
e capacidade de causar muta¢des em outros locos. Por-
tanto, a clonagem desse elemento de transposi¢ao terd um
grande impacto para a genética e biologia molecular da
soja, pois ird permitir a identificacao e clonagem de varios
outros genes na espécie, entre eles os genes de interesse
agrondmico jé identificados geneticamente.

1) Clonagem do gene do receptor Fc Alfa;
2) producado de modelo experimental de
autoimunidade em camundongos
transgénicos por anticorpo antilinfocito

Renato Costa Monteiro Filho
Faculdade de Medicina
Universidade de Sao Paulo (USP)
Processo 1995/09348-0
Vigéncia: 1/1/1997 a 30/9/2001

A clonagem do gene receptor Fc das IgA e da sua re-
gido promotora permitird um estudo sistemdtico de genes
dos pacientes com anomalias das IgA séricas, como a ne-
fropatia por IgA, a cirrose alcodlica e a Aids. Essas doengas
estdo associadas a um defeito de expressdo desse receptor
em nivel proteico. A clonagem do gene receptor Fc das IgA
no camundongo serd importante para permitir a constru-
¢ao de animais deficientes em receptor Fc alfa knockout
e/ou animais transgénicos (superexpressio do gene com
promotor a ser definido). A produ¢do de camundongos
transgénicos por anticorpo antilinfécito T tem como ob-
jetivo o desenvolvimento do repertério de linfécitos T e
as repercussoes autoimunes em animais com estimula¢do
exacerbada. Anticorpos antilinfécito T estdo presentes em
soro de pacientes com lipus e com artrite reumatoide.

Modulacao dos eventos de translacao/
translocacao e processamento de moléculas
de colageno tipo 1 por HSP47 e outras
proteinas do reticulo endoplasmatico em
fibroblastos de fibromatose gengival

Luciano Resende Ferreira

Faculdade de Odontologia de Piracicaba
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
Processo 1995/09339-0

Vigéncia: 1/9/1996 a 31/8/2000

A hipétese apresentada neste projeto é que a modu-
lacdo dos eventos de translagdo/translocacdo e processa-
mento de coldgeno tipo I em fibroblastos de fibromatose
gengival (FG) é realizada por HSP47 e por outras prote-

inas residentes no reticulo endoplasmatico (RE). Fibro-
blastos da condi¢ao hereditdria de FG produzem quan-
tidade excessiva de coldgeno, fornecendo um modelo
adequado para o estudo da interacao do coldgeno tipo I
produzido por essas células com HSP47 e outras prote-
inas do RE. O coldgeno tipo I é normalmente uma mo-
lécula heterotrimérica composta de duas cadeias pré-al
(I) idénticas e uma cadeia distinta pré-a2 (I) fornecendo
a seguinte estequiometria [2 pr6-al(I), 1 pré-a2(I)]. Um
coldgeno homotrimérico do tipo I pode também ser en-
contrado na matrix extracelular de alguns tecidos (con-
di¢des inflamatérias, tecidos de reparo, fibrose etc.) e é
composto de trés cadeias pré-al com a seguinte estequio-
metria [3 pré- al(I)]. Pretendemos demonstrar, por meio
de experimentos de imunoprecipitagao e Western blot por
ECL, a interagdo de chaperones moleculares do RE, como
HSP47, HTP78 e HTP94, com as cadeias nascentes de
coldgeno I em condi¢oes de homeostase e em condi¢oes
alteradas do ambiente celular (tratamentos que causam
uma estimula¢do ou inibi¢do da produgdo de coldgeno).
Subsequentemente, vamos verificar a estequeometria
(heterotrimérica ou homotrimérica) do coldgeno tipo I
produzido por fibroblastos de FG e investigar se a este-
queometria encontrada estd associada com os niveis de
produgao de chaperones moleculares. Vamos também in-
vestigar se o tratamento de oligonucleotideos antissensos
para HSP47 inibe a sintese de HSP47 dos outros chapero-
nes e de coldgeno. Finalmente, vamos verificar a expressao
genética (por meio de andlise de PCR) de HSP47 e cola-
geno em condi¢des normais e alteradas. E proposto neste
projeto que HSP47 compde uma por¢ao de um complexo
distinto e sucessivo de translagao/translocagdo composto
de chaperones moleculares que garante a translocagao e
processamento de cadeias nascentes de coldgeno I. Cole-
tivamente, essa cascata de intera¢des proteina-proteina
garante a sintese constitutiva de pré-coldgeno tipo I e,
portanto, constitui a base para a tolerancia de estresse em
tecidos conectivos. Estes estudos fornecerao informacao
importante no mecanismo de controle de eventos pato-
l6gicos e reativos como os vistos em fibrose, queloide e
varias condi¢des genéticas que afetam a estrutura e a for-
magao de coldgeno como FG e osteogénese imperfeita.

Isolamento e caracterizacao
estrutural de N-oligossacarideos obtidos
de glicoproteina de origem vegetal

Maria de Lourdes Corradi Custédio da Silva
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente
Universidade Estadual Paulista (Unesp)

Processo 1995/09316-0

Vigéncia: 1/9/1996 a 31/8/2000

Este projeto tem por objetivo a obtencdo de oligossa-
carideos N-ligados a glicoproteinas de origem vegetal. Os



