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fusdo dessas membranas, ainda existem muitas questdes
em aberto com respeito aos mecanismos da liga¢ao do vi-
rus as células. Neste projeto, experimentos sao propostos
para entender melhor os estados intermedidrios durante
aligacdo e a entrada do virus da dengue (DV), correlacio-
nando as estruturas tridimensionais com o mapeamento
funcional das interagdes importantes. Os objetivos serdo
focados em medidas de interagdao entre a proteina do
envelope do DV e o receptor DC-SIGNR, e em testes de
mudancgas conformacionais transmembrana, as quais le-
vam a fusao de membranas. Além disso, o projeto prevé
a implementag¢ao de um ensaio para testar receptores do
DV e inibidores da entrada do virus na célula. Finalmen-
te, serd determinada a cinética de fusio de membranas
dos Flavivirus brasileiros ainda nao caracterizados do
grupo do virus da encefalite japonesa JEV, visando cor-
relacionar mutagdes naturais na proteina E dos JEV com
pH e composigao lipidica com a fusao.
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Este projeto visa a realizagdo, em paralelo, de duas
linhas de pesquisa que confluem em uma linha mais
abrangente: 1) estudos quimico-quanticos aplicados a
compostos organocalcogénicos (principalmente S, Se e
Te) com énfase em derivados halogenados; e 2) a mo-
delagem dos complexos de inibi¢do de cisteinoprotease
catepsina B por organocalcogénios. Algumas doengas em
que a inibi¢do da catepsina B seria proveitosa sdo artrite
reumatoide, osteoporose, distrofia muscular e metastase
tumoral. Nos estudos teéricos serdo usadas metodolo-
gias relativisticas e estudos teéricos da densidade eletro6-
nica para tentar caracterizar as interagbes observadas
(covalentes, i0nicas, interagdes secunddrias etc.). Essas
propriedades de ligacdo dos calcogénios sdo de grande
interesse cientifico pelas suas aplicagdes & quimica su-
pramolecular, ao desenho de novos materiais e, neste
caso, ao estudo dos complexos de inibi¢do da catepsina
B. Nos estudos de modelagem dos complexos organo-
calcogénio-catepsina B (e, em paralelo, da catepsina K)
serdo usadas as metodologias de docking e dindAmica mo-
lecular, procurando-se ter uma visao mais geral dos fa-
tores estruturais que influem no mecanismo de inibicao
e, dessa forma, ter informag¢des fundamentais que orien-
tem o desenho de inibidores de maior especificidade e
atividade biolégica em catepsina B.
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Os objetivos principais deste projeto sao os estudos
das relacdes quantitativas entre a estrutura e a atividade
de inibidores da purinaucleosideofosforilase de Schisto-
soma mansoni, da gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase
glicossomal de Trypanosoma cruzi e da adenina-fosfor-
ribosiltransferase de Leishmania tarentolae, compostos
candidatos a prot6tipos de novos fairmacos no tratamento
quimioterdpico da esquistossomose, doen¢a de Chagas e
leishmaniose, respectivamente. Para a realizacao de nos-
sos objetivos, planeja-se a criagdo de amplos conjuntos-
padroes de dados para inibidores das enzimas-alvos. Esses
conjuntos, contendo os dados de estrutura e atividade
inibitéria correspondentes, organizados e classificados,
serdo a base cientifica para os estudos de modelagem mo-
lecular e o desenvolvimento de modelos de QSAR/QSAR
3D, empregando diferentes abordagens e metodologias de
QSAR. Os modelos preditivos de QSAR/QSAR 3D, uma
vez criados, serdo uteis para o planejamento e desenho
estrutural de novas moléculas que possuam propriedades
farmacoterapéuticas otimizadas, capazes de representar
novas entidades quimicas, candidatas a prot6tipos de no-
vos firmacos na quimioterapia segura das doengas infec-
to-parasitdrias de interesse neste projeto.
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A linhagem P19 derivada de teratocarcinoma muri-
no seré utilizada como modelo de diferenciagao neuronal
in vitro. Mediante tratamento com agentes quimicos em
protocolos bem estabelecidos, tais células expressam (com
cinéticas definidas) uma variedade de marcadores mole-
culares de diferencia¢do neuronal e comportam-se como
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neur6nios em ensaios de eletrofisiologia. O estudo particu-
larmente se interessa em caracterizar o mecanismo de agao
de receptores purinérgicos de tipo P2X e P2Y, recentemente
implicados no desenvolvimento neuronal e funcionamen-
to normal do sistema nervoso. Técnicas de eletrofisiologia
de cinética rdpida serdo utilizadas para determinarmos os
passos de velocidade envolvidos na ativagdo dos receptores
em presenca de agonistas inertes ativdveis, e o uso de ini-
bidores genéricos nos permitird caracterizar os sitios regu-
latérios constituintes dos diferentes subtipos de receptor
purinérgico. Tais informagdes nos permitirdo estabelecer
protocolos para a selecdo de aptimeros de RNA a partir
de bibliotecas combinatdrias capazes de estabilizar formas
ativadas e inibidas dos receptores. Além disso, o potencial
da técnica de interferéncia de RNA (RNAi) como forma
de silenciar especificamente os genes de receptores puri-
nérgicos serd testado nessa linhagem e, caso o mecanismo
de degradacdo de mensageiros, conservado em uma série
de sistemas, esteja presente nas células P19, tal estratégia
serd usada para produzir knockouts funcionais dos recep-
tores purinérgicos. Em um segundo momento, aptimeros
selecionados capazes de interferir com a atividade de re-
ceptores no nivel proteico e RNAs dupla-fita capazes de
interferir no nivel génico serao ministrados a células em
cultura em diferentes tempos do processo de diferenciagdo
neuronal. De tal forma, poderemos avaliar o papel dos re-
ceptores purinérgicos em tal processo. O carater embrio-
nério de células P19 garante que as mesmas possam seguir
diferentes destinos fenotipicos mediante tratamento expe-
rimental adequado, podendo assim ser diferenciadas em
células musculares lisas e esqueléticas, além de neur6nios e
células gliais. Estudos sobre o estabelecimento de progra-
mas especificos de transcrigdo em modelos de transicao
fenotipica (diferenciagdo, transformacdo, senescéncia),
utilizando células de eucariotos superiores em cultura, nao
s30 muito comuns. As células P19 constituem um modelo
particularmente interessante para o estudo de controles
epigenéticos associados a diferenciagao celular, pois os di-
ferentes estdgios fenotipicos — isto é, células ndo diferen-
ciadas, mioblastos e neurdnios — podem ser comparados
de forma sistemdtica quanto a multiplos pardmetros. O
presente projeto visa principalmente investigar alteracdes
da organizag¢ao da cromatina no nticleo celular associadas
as diferentes transi¢oes fenotipicas. Para tanto, pretende-se
examinar marcadores moleculares, como a acetilagao de
histonas e a metilagao de determinados promotores géni-
cos; e marcadores estruturais, tais como a localizacao es-
pacial de sequéncias intensamente transcritas, ou nao, em
nucleos interfdsicos e os padroes espago-temporais de repli-
cacdo e transcrigao nos diferentes estdgios de diferenciagao.
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Interagdes eletrostaticas em biomoléculas é o tema
comum deste projeto. Mais especificamente, nds preten-
demos estudar o efeito da for¢a idnica e do equilibrio 4ci-
do-base na estabilidade, estrutura e fung¢do da calbindina
DIK e da hemoglobina, aspectos eletrostaticos da intera-
¢3o proteina-peptideo (por exemplo, interacdo calmodu-
lina-peptideo). Nossa ferramenta bésica de trabalho sera
a mecénica estatistica (simulagdes moleculares), comple-
mentada com investiga¢cdes em colaboragdo com grupos
experimentais. Programas de simulacdo numérica para
esse proposito vém sendo desenvolvidos por nds durante
os ultimos dez anos, permitindo que os refinamentos ne-
cessdrios para esta proposta sejam possiveis. Simulagoes
de proteinas, considerando explicitamente todos os édto-
mos do sistema, tornaram-se bastante populares na déca-
da de 1980, ajudando a decifrar mecanismos moleculares.
Virios pacotes de dindmica molecular foram construidos
(exemplo: Gromos, Amber, CHARMm). Porém, embora
exista um grande potencial para essa abordagem (nivel de
Born-Oppenheimer), ela sofre da falta de campos de forga
confidveis e de alguns problemas técnicos, como a trunca-
gem das interacdes de longo alcance. Uma estratégia mais
promissora é tratar o sistema em um nivel mais grosseiro,
conhecido como “modelo primitivo”. Porém, em vez de
adotar a aproximac¢iao de campo médio, como feito nas
abordagens por Poisson-Boltzmann, essa hamiltoniana
efetiva do sistema deve ser solucionada por meio do em-
prego de simulagdes Monte Carlo Metropolis. Isto é o
que propomos aqui. O uso da aproximagdo do dielétrico
continuo para descrever a solu¢ao aquosa, como propos-
to no modelo primitivo, provou ser extremamente eficaz
em ciéncia coloidal e também em contexto bioldgico, por
exemplo, na abordagem de Tanford-Kirkwood para des-
crever interagdes eletrostdticas em proteinas. Estratégias
semelhantes podem ser hoje aplicadas de maneira ainda
muito mais refinada e precisa, gracas a performance dos
computadores modernos, como demonstrado em nossos
trabalhos anteriores. Pretendemos aqui revisar alguns
aspectos metodoldgicos, aprimorar e desenvolver novas
ferramentas computacionais para obtencdo de resulta-
dos mais “exatos”, juntamente com o estudo de sistemas
de maior interesse, tanto cientifico, como tecnolédgico. O
principal aspecto novo nesta proposta é o uso do mode-
lo continuo para uma descri¢do detalhada das intera¢oes
eletrostéticas, considerando todos os d4tomos da proteina,
dos contra e coions e de possiveis ligantes, para estudar-
mos os problemas mencionados acima. Se necessario,
as interacdes eletrostdticas serdo acrescentadas com um
termo de Van der Waals mais um de atra¢ao hidrofébi-



