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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.
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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.
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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.
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Este projeto tem por objetivo a obtencdo de oligossa-
carideos N-ligados a glicoproteinas de origem vegetal. Os
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oligos serdo isolados da parte proteica mediante métodos
enzimdticos e purificados por cromatografia de troca idnica,
filtracao em gel, HPAEC e RP-HPLC. Uma vez isolados, os
oligossacarideos serao caracterizados estruturalmente por
métodos quimicos como metilagao, enzimdtico e por técni-
cas avancadas no estudo da quimica de carboidratos, como
ressonincia magnética nuclear de prétons e FAB-MS.

Estudo das interacoes entre aminoacidos
e ligantes na determinagao das propriedades
cataliticas das enzimas

Ana Claudia Rasera da Silva
Instituto de Quimica
Universidade de Sao Paulo (USP)
Processo 1995/09307-1
Vigéncia: 1/2/1997 a 30/6/2003

Os avangos técnicos na drea de biologia molecular
forneceram as ferramentas para a producao de proteinas
com qualquer sequéncia desejada, permitindo o desen-
volvimento de novas proteinas que atenderiam a neces-
sidades especificas. Contudo, este grande potencial perde
parte de sua aplicabilidade devido a nossa inabilidade de
prever as caracteristicas funcionais de uma proteina a
partir de sua estrutura primdria. Assim, deve-se primeiro
entender como as interagdes entre os aminodcidos con-
tribuem para a formagdo das propriedades funcionais e
como essas interagdes determinam a especificidade para
a ligacdo de outras moléculas para depois desenharmos
novas proteinas. O objetivo principal deste projeto é es-
tudar o papel das interagoes entre aminodcidos no me-
canismo de especificidade bioldgica. Para alcancar este
objetivo, pretende-se, utilizando experiéncia anterior
em biologia molecular e engenharia de proteina, reali-
zar mutagdes e producio de proteinas quiméricas com a
finalidade de alterar a especificidade de uma enzima. As
modificagdes serdo baseadas em estudos comparativos
entre as vdrias estruturas primadrias e tercidrias dos mem-
bros de uma familia de enzimas. Como modelo experi-
mental, escolheu-se trabalhar com a familia das amilases,
pelo fato de essa familia atender aos seguintes pré-requi-
sitos: a) variabilidade de especificidade para ligagdao de
substrato e para rea¢do; b) disponibilidade da estrutura
cristalina de membros da familia; ¢) clonagem e expres-
sdo em sistema heter6logo de alguns membros da familia.
Inicialmente, deseja-se estudar os determinantes estru-
turais das diferengas de especificidade entre as a-amila-
ses produzidas por bacilos e as produzidas por fungos.
Com base em estudos comparativos entre as estruturas
tridimensionais da amilase de Bacillus licheniformis e do
fungo Aspergillus oryzae (Taka-amilase), sera modifica-
da a estrutura da amilase de B. stearothermophilus com
o intuito de entender como as diferencas estruturais afe-

tam a sua especificidade. Outro projeto proposto é mo-
dificar o padrdo de endo para exohidrolase da a-amilase
de B.stearothermophilus baseado na estrutura cristalina
da a-amilase P. stuzeri (exo-amilase) e de varias endo-a-
amilases jd cristalizadas. Os mutantes serdao produzidos
em E. coli e analisados quanto ao tipo de produto forma-
do durante a hidrélise do amido e aos seus parAmetros
cinéticos. E, para aumentar a eficiéncia de expressao em
sistemas heter6logos, pretende-se também, utilizando
nossa experiéncia anterior com o sistema de chaperonas,
desenvolver um sistema de expressdio que coexpresse o
complexo GroEL/GroES em conjunto com a proteina
exdégena. Dados anteriormente publicados mostraram
que a coexpressdo do complexo GroEL/GroES melhora a
eficiéncia de expressao de proteinas exégenas em E. coli.
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Metaloproteinases de veneno de serpentes tém sido
demonstradas como ferramentas extremamente tteis para
compreensdo de processos de adesdo entre células e cé-
lula-matriz extracelular. Metaloproteinases contendo um
dominio de disintegrina, ou disintegrinas isoladas, sao
potentes inibidores da agregacdo plaquetaria e efetivos
agentes no tratamento clinico de trombose. As disintegri-
nas também tém sido demonstradas como inibidores de
crescimento de metdstases. Metaloproteinases fibrinoliti-
cas também tém-se mostrado promissoras no tratamento
de trombose. Embora existam varios trabalhos sobre clo-
nagem e sequenciamento de cDNAs para metaloprotei-
nases, sao bem raros os trabalhos envolvendo expressdo
dessas proteinas recombinantes. Como os venenos de ser-
pentes e sanguessugas sao a Unica fonte das disintegrinas,
a expressdo dessas proteinas recombinantes representa
uma excelente alternativa para a obten¢ao das mesmas
em grande quantidade visando a uma possivel aplica-
¢do clinica. Para tanto, pretende-se obter a expressdo de
dois clones de cDNA para metaloproteinases isolados de
uma biblioteca de cDNA feita a partir das glandulas ve-
neniferas de Agkistrodon contortrix laticinctus. Um desses
clones codifica uma provével metaloproteinase com um
dominio de disintegrina e o segundo codifica uma me-
taloproteinase fibrinolitica com elevada homologia com
fibrolase, metaloproteinase fibrinolitica ndo hemorrégica.
Este projeto propoe a expressao inicial em bactéria desses
clones ja isolados, utilizando-se o vetor pET. Como en-
saios de atividade bioldgica das proteinas recombinantes



