382

Amilcar Sabino Damazo

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
de Sao José do Rio Preto

Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Processo 2005/56855-8

Vigéncia: 1/4/2006 a 31/10/2008

Inflamagdo e reparacdo tecidual sdo respostas este-
reotipicas do organismo frente aos processos de injuria e
de lesdo. A falha nessas respostas pode levar a formagoes
patolégicas, resultando na inflamacao crénica, um dos
processos responsaveis pelo desenvolvimento de doengas
fibréticas humanas. A fibrose pulmonar idiopatica, uma
desordem pulmonar crénica, é caracterizada pelo desen-
volvimento da inflamagdo alveolar, proliferagao de fibro-
blastos e deposicdo de coldgeno. Para o estudo dos pro-
cessos fisiopatoldgicos dessa doenca e de novas terapias,
o modelo de injaria pulmonar induzido pela bleomicina
tem sido utilizado. Nesse modelo, a fibrose pulmonar é
resultante da a¢do sinérgica das células inflamatérias e da
producio de mediadores pré-inflamatérios e indutores do
crescimento celular. Atualmente, o tratamento mais utili-
zado na fibrose pulmonar é o uso de glicocorticoides. Em
humanos, o uso dessa droga ¢ limitado devido aos efeitos
colaterais, além de ser eficaz em apenas 70% dos casos.
Apesar disso, os glicocorticoides ainda sdo amplamente
utilizados como drogas anti-inflamatdrias devido a sua
modulagdo na inflamag@o, incluindo a supressdo de genes
pré-inflamatérios e indugdo de genes anti-inflamatdrios,
tais como a proteina anexina 1. Esta proteina inibe a pro-
dugdo de mediadores pré-inflamatérios e a migragao leu-
cocitaria, além de induzir efeitos pré-apoptdticos. Dessa
forma, o papel da anexina 1 indica uma importante corre-
lagdo farmacoldgica na inflamagdo cronica, possibilitando
o desenvolvimento de drogas que mimetizem a agdo desse
mediador anti-inflamatério endégeno. O presente traba-
lho propde o estudo da anexina 1 no modelo de fibrose
pulmonar in vivo, utilizando animais experimentais com
fenétipo selvagem e knockout para anexina 1 e in vitro, as
células humanas (fibroblastos, neutréfilos, macréfagos e
mastdcitos), investigando a importincia dessa proteina
na migracao leucocitdria, no actimulo de coldgeno, na
ativagdo da apoptose de miofibroblastos, na expressao de
citocinas pré-inflamatérias e pro-fibréticas e na cascata
de sinalizacdo da protefna quinase. A partir desses dados
pretende-se avaliar o uso da proteina anexina 1 como uma
droga anti-inflamatéria e imunossupressora, propondo
uma terapia mais eficaz e com menos efeitos colaterais
para as patologias humanas de inflamacao cronica.
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A embriogénese, ou desenvolvimento, pode ser de-
finida como um processo em que uma célula totipotente
gera multiplas células diferenciadas. Durante o desenvol-
vimento, a célula perde progressivamente a sua multi-
potencialidade e é eventualmente restrita a um destino
tnico. Muitos dos processos envolvidos na restricao do
destino celular durante a embriogénese também par-
ticipam da manuten¢do do organismo adulto. Um dos
exemplos mais marcantes de diferenciacdo e restrigao
do destino celular ocorre durante a formagao do siste-
ma nervoso. O sistema nervoso deriva do ectoderma,
que também origina o epitélio. Mecanismos indutivos
claramente estdo presentes na decisao do precursor ecto-
dérmico comum em formar epitélio ou tecido nervoso.
A identificagao dos fatores de indugdo envolvidos nesse
processo decisivo é de grande interesse para a compreen-
sao da embriogénese como um fendémeno bioldgico e das
alteracdes desse fendmeno que resultam em neuropatias
congénitas e cancer neurais. Embora vérios indutores de
tecido nervoso ja tenham sido identificados e caracteri-
zados, a decisdo final de se iniciar a diferencia¢ao nervosa
¢ o resultado de uma complexa intera¢ao entre varios fa-
tores intra e extracelulares, e estd longe de ser completa-
mente elucidada. Além disso, o estudo do fenémeno de
diferencia¢dao neuronal é complicado pelas variedades de
interagdes moleculares que ocorrem em dreas diferentes
do sistema nervoso durante o desenvolvimento. A cris-
ta neural, com seu padrdo de migra¢ao particular, é um
exemplo da dindmica entre o ambiente e a definicdo do
destino celular no tecido nervoso. O termo crista neu-
ral define uma populagdo de células que se originam na
fronteira entre o ectoderma neural e ndo neural. Uma
propriedade particular das células da crista é a sua ca-
pacidade migratéria. Uma vez definida a identidade da
célula da crista, esta sofre uma delaminag¢do do seu local
de origem e migra pelo embrido, terminando em vérias
localiza¢bes no organismo onde ddo origem a vérios ti-
pos celulares com funcdes distintas. Neste projeto, pre-
tende-se estabelecer duas linhas bdsicas de pesquisa com
enfoque na neurogénese de vertebrados: 1)identificagdao
de moléculas e mecanismos envolvidos na migra¢iao da
crista neural por meio da caracterizagdo de clones pre-
viamente obtidos de um ensaio de DNA microarray; 2)
clonagem de genes com potencial atividade neuromodu-
ladora por meio de um ensaio funcional realizado em
embrides do anfibio Xenopus laevis.
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O comportamento reprodutivo estd diretamente re-
lacionado ao estado nutricional do individuo. Os meca-
nismos pelos quais o estado nutricional atua como fator
permissivo para o comportamento reprodutivo nao sio
conhecidos. Leptin é um hormoénio secretado pelo teci-
do adiposo branco. A auséncia de leptin ou seu receptor
induzem a obesidade mdrbida, diabetes, infertilidade e
diversas disfun¢des neuroendécrinas. Os receptores de
leptin sdo encontrados em vdrios nucleos do hipotédlamo,
incluindo o nucleo pré-mamilar ventral (PMV). O PMV,
por sua vez, projeta-se para areas relacionadas ao eixo hi-
potdlamo-hipéfise-gonadal. Este projeto visa determinar
as conexdes do PMV responsivas a leptin, tendo em vista
sua possivel fun¢ao de informar centros reprodutivos do
estado nutricional do individuo.
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O estudo de proteinas ligadas ao desenvolvimento
de obesidade é de extrema relevancia atual. Muta¢ao do
gene tubby resulta em camundongos (fubby) que desen-
volvem obesidade na vida adulta com resisténcia a insuli-
na e progressiva degeneracao da cérnea e retina. Estudos
recentes tém apontado o gene tubby como novo candidato
para alteragdo de peso corpéreo também em seres huma-
nos. No entanto, a regulacgdo fisiolégica e fisiopatoldgica
da proteina tub nao foi ainda investigada. A tub é predo-
minantemente expressa no hipotdlamo juntamente com o
receptor de leptina e de insulina. Assim, serd investigada
em camundongos-controles a regula¢do da tub por dois
importantes hormodnios anorexigénicos: insulina e leptina
in vivo. De forma complementar, o efeito do jejum e da
realimentacdo, e o efeito da dieta hiperlipidica na regula-
¢do da tub serdao também investigados. Como a obesidade
nos camundongos se desenvolve apds os seis meses, serd
estudado o efeito da idade (camundongos com 2,4, 6 e 12
m) na regulagdo dessa proteina. Como foi descrito que a
mutagdo da proteina tub causa degeneragdo progressiva da

retina secunddria a apoptose, fazendo-se uma analogia em
relagdo ao hipotdlamo, pode-se conjecturar que a obesida-
de observada em camundongos fubby possa ser decorrente,
pelo menos em parte, de apoptose localizada em ntcleos
hipotalamicos responséveis pelo controle da homeostase
energética e que esta perda seja tempo-dependente. Assim,
serd avaliado o aparecimento de apoptose em nucleos hi-
potalamicos em animais tubby em diferentes idades. Adi-
cionalmente, serdo investigados em nucleos hipotaldmicos
de animais tubby o efeito da insulina e da leptina sobre a
ingestao alimentar, sinalizagao desses hormonios, expres-
sdo de neuropeptideos e atividade da AMPK.
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Mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia sanguinea
incurdvel que ocorre na medula dssea, caracterizada pela
expansdo clonal de plasmdcitos, em geral acompanhada
por produgdo persistente de um tdnico tipo de imuno-
globulina. Esta produ¢iao sobrecarrega a maquinaria de
processamento do reticulo endoplasmaético, gerando acu-
mulo de proteinas malformadas e aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Sistemas celulares de defesa
especificos para estas formas de estresse tém sido explo-
rados como alvos terapéuticos para o0 MM. Peroxirredo-
xina (Prx) I é altamente expressa em células de MM. Esta
proteina pertence a uma familia de enzimas abundantes,
coletivamente chamadas de Prxs, que podem atuar na
eliminacdo de ROS ou ainda como chaperonas molecu-
lares. Prx I, localizada no citoplasma, é a isoforma mais
abundante, enquanto que Prx IV distribui-se no reticulo
endoplasmatico. Pretendemos avaliar a participagao das
Prxs I e IV na protecdo das células de MM contra dife-
rentes tipos de estresse, estudando: a) sua expressao em
plasmocitos isolados de pacientes acometidos pela doen-
¢a e possivel correlagdo com fatores progndsticos; b) seu
estado de oligomerizagao; c) efeito do silenciamento dos
seus genes em pardmetros relacionados a viabilidade ce-
lular, homeostase redox, estresse do reticulo endoplasmad-
tico, producio e secrecdo de imunoglobulinas; d) efeito,
nestes mesmos parametros, do silenciamento dos seus ge-
nes associado a exposicao a drogas que estimulem estres-
se oxidativo ou a inibidores de proteassoma. Este projeto
contribuird para melhor compreensao dos mecanismos



