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Um dos principais mecanismos geradores de resis-
téncia a insulina é a altera¢do do transporte de glicose
por via da expressao génica alterada do Glut4 (proteina
transportadora de glicose sensivel a a¢ao da insulina) em
tecidos musculares e adiposos. Em alguns casos, a altera-
¢30 na expressdo de Glut4 pode ser compensada com au-
mentos na expressao de Glutl (isoforma transportadora
de glicose no estado basal). Vérios autores tém encontra-
do diferencas significativas nos contetidos de mRNA e de
proteina Glut4 em estados de resisténcia a insulina, suge-
rindo um mecanismo de regulagdo pés-transcricional do
gene que é estado e tecido-especifico. Agudamente, pode-
se induzir um quadro de resisténcia insulinica por meio
da imposicao de jejum alimentar. J4 foi demonstrado em
ratos que o jejum de 48 horas estd associado a uma répi-
da e progressiva redu¢do na atividade de transporte de
glicose insulino-estimulada em células adiposas, em de-
corréncia de alteragdes tanto no nimero de transporta-
dores de glicose como em sua atividade intrinseca. Assim,
a primeira questdao do projeto concentra-se em avaliar o
controle pés-transcricional da expressao de Glutl e de
Glut4 em tecido muscular esquelético de ratos jejuados
por 48 horas, constituindo a andlise periférica da ex-
pressdo de Gluts. Sabe-se que o cérebro requer constante
transporte de glicose da circulagdo periférica para as cé-
lulas neuronais. Ele tem uma participa¢ao fundamental
no monitoramento da glicemia por meio de neurdnios
glicossensores cerebrais, préoximos a dreas do terceiro
ventriculo e hipotdlamo. Nesses neurdnios, os transpor-
tadores de glicose (Gluts) devem ser importantes para
permissdo da passagem de glicose para dreas cerebrais
envolvidas no controle de ingestao alimentar e, portanto,
informando sobre estados glicémicos e ajudando no ma-
nejamento da homeostasia glicidica. O segundo objetivo
do projeto consiste em avaliar a expressdao de Glutl e de
Glut4 em dreas hipotaldmicas envolvidas no controle de
ingestdo alimentar: nticleo arqueado, drea hipotalamica
lateral, area pré-fornicial adjacente ao férnix, hipotala-
mo ventromedial de animais jejuados, para melhor com-
preensdo da participagdo central dessas proteinas trans-
portadoras de glicose na resisténcia a insulina. Assim, as
técnicas utilizadas para os dois propdsitos envolverdo:
1) quantifica¢do dos conteddos de rnRNA (RT-PCR) e
de proteina (Western blotting) do Glutl e do Glut4 em
musculo esquelético solear; 2) avaliagdo da eficiéncia
de tradugdo (ensaio in vitro) dos Gluts; 3) avaliagdo da
estabilidade das moléculas de mRNA dos Gluts (ensaio
com RNAse H); 4) quantificacdo do contetido de PABP
(Western blotting); 5) localiza¢ao da proteina PABP no ci-
toesqueleto da célula (anélise por imunoistoquimica); 6)
avaliagao da organizacdo estrutural do citoesqueleto da
célula (andlise imunoistoquimica da actina-F); 7) semi-
quantificagdo do conteido de mRNA de Glutl e de Glut4
(RT-PCR) em éreas encefalicas.
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A apoptose é normalmente observada em células
imaturas. J4 a necrose tem sido associada ao trauma e a
injuria celular. O exercicio fisico extenuante e/ou agudo
promove danos as células. A apoptose tem sido observa-
da ap6s o exercicio fisico com a presenca de DNA frag-
mento e alteracdes nos genes e proteinas pré e antiapop-
téticos. Por outro lado, o processo de necrose também
tem sido descrito estar presente no musculo apds o exer-
cicio extenuante. Em resposta ao dano muscular, alguns
mecanismos sdo desencadeados, entre eles o aumento na
concentragao das enzimas antioxidantes, nas enzimas de
choque térmico e nas citocinas. Contudo, nao é claro se
o processo de apoptose ou necrose, quando presentes,
ocorrem isoladamente ou se sdo processos que se alter-
nam em resposta a lesio muscular e se esses processos
sdo restritos aos mecanismos de reparo ou se fazem parte
da patogénese do dano muscular. Assim, o presente estu-
do tem como objetivo investigar a presenca de apoptose
ou necrose apés a lesio do musculo esquelético de rato
e humanos sob os aspectos ultraestrutural (microscopia
eletronica) e molecular (proteinas e genes) apds exercicio
extenuante, bem como a presenca da reposta de defesa
reparo desencadeada (enzimas antioxidantes e enzimas
de choque térmico) e uma avaliagdo do perfil das citoci-
nas correlacionando os seus niveis com a resposta a lesao
— estimulando ou inibindo.
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O coragdo é muito sensivel aos efeitos toxicos das
catecolaminas e o aumento cronico na atividade simpa-
tica parece estar envolvido na insuficiéncia cardiaca em
humanos. Recentemente, em pds-doutorado realizado na
Universidade de Stanford, CA, EUA, descrevemos que a
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delegao dos genes dos receptores alfa2A e alfa2C-adrenér-
gicos em camundongos knockout (a2A/a2Carko) provoca
uma cardiomiopatia induzida por hiperatividade do sis-
tema nervoso simpdtico. Nesse novo modelo genético, a
cardiomiopatia é severa, apresentando altera¢des hemo-
dindmicas e da ultraestrutura cardiaca. O presente projeto
de pesquisa constitui-se de duas partes. Na primeira serd
estudado o efeito do treinamento fisico aerébio (efeito
preventivo e terapéutico), assim como o tratamento far-
macoldgico por meio do bloqueio dos receptores beta-1-
adrenégicos e angiotensinérgicos (AT1) sobre o sistema
cardiovascular de camundongos a2A/a2Carko (animal
intacto). A segunda parte do projeto unird os conheci-
mentos de fisiologia integrada obtidos nesse modelo a
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nessa
manifestagao patoldgica iniciando uma nova linha de
pesquisa na EEFE-USP. Para isso, serd estudado o perfil
molecular de expressao de proteinas cardiacas integran-
tes da via intracelular pds-estimulacdo dos receptores
bl-adrenérgicos, e envolvidas na regulacao de célcio in-
tracelular no coragdo de camundongos a2A/a2Carko e
cardiomidcitos tratados com isoproterenol.
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A comunicagao celular é realizada por meio de uma
variedade de receptores que interagem com neurotrans-
missores especificos, transmitindo informa¢des para as
células-alvo. O glutamato e os receptores de glutamato
(GluRs) mediam a maior parte da neurotransmissao exci-
tatdria no sistema nervoso central (SNC). A neurotrans-
missdo glutamatérgica é responsdvel por uma gama de
fun¢des que envolvem a formagao de circuitos neuronais
durante o desenvolvimento, aprendizado, memoria e ou-
tros processos neurais. Por outro lado, a excessiva ativagao
dos GluRs durante a isquemia cerebral, trauma craniano
e crises epilépticas podem conduzir para a morte celular
neuronal. Além disso, a neurotoxicidade glutamatérgica
parece desencadear a instalagdo de doencas degenerativas.
Atualmente, o grande desafio da pesquisa nesse campo
se constitui no entendimento dos possiveis mecanismos
moleculares envolvidos nas alteragdes neurodegenerati-
vas do SNC. Considerando esses aspectos, é de grande re-
levancia caracterizar a expressao dos GluRs do tipo AMP
A nos sistemas visual e motor de aves e ratos ao longo do
desenvolvimento pré e pés-natal, empregando os méto-

dos de imunoistoquimica, hibridagao in situ e RNase pro-
tection. Espera-se que este projeto possa contribuir para
o conhecimento da circuitdria glutamatérgica e a regula-
¢30 da expressao génica de subunidades que compdem os
complexos receptores de glutamato no sistema nervoso
durante o desenvolvimento embriondrio, p6s-natal e no
envelhecimento.
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Este projeto visa estudar alguns aspectos ligados a
organizac¢do funcional do sistema colinérgico no encéfa-
lo de vertebrados, em especial a regulagao da expressao
das diferentes subunidades dos receptores nicotinicos
neuronais da acetilcolina. Lesdes e administragdo cronica
de agonistas e antagonistas nicotinicos serdo usadas para
o estudo das alteracdes na expressdo dos diversos tipos
de receptores nicotinicos no sistema nervoso do animal
adulto e ao longo do desenvolvimento. Esses procedi-
mentos serdo combinados a métodos imunoistoquimi-
cos, de hibridacao in situ, de immunoblotting e possivel-
mente culturas primdrias de neurdnios, para a detecgdao
de subunidades que compdem os receptores nicotinicos
no encéfalo de vertebrados. Espera-se com este projeto
que a geracdo de modelos in vivo possa ser util para o
conhecimento da regula¢do da expressdao dos receptores
nicotinicos neuronais da acetilcolina. Esses experimentos
potencialmente contribuirdo também para uma melhor
compreensao de mecanismos de sinalizagao quimica no
sistema nervoso.
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A taxa metabdlica basal (TMB) é frequentemente
utilizada como um parametro unificador em estudos so-
bre energética de endotérmicos. A TMB tem sido correla-
cionada ou utilizada para predizer um grande nimero de
processos bioldgicos, nos mais variados niveis de organi-



