88

ca. Essa abordagem permite a inclusdo de uma segunda
macromolécula, sal, contraions, e nos possibilitard tam-
bém o controle do pH da solugdo. O resultado final serd
a energia livre da interacdo. Deseja-se entender o papel
das interacdes eletrostdticas que governam o comporta-
mento de macromoléculas bioldgica em solu¢do e como
este é influenciado pelas alteragdes nas concentragdes de
sal, da macromolécula, pH, distribui¢ao de cargas, muta-
¢oes, conformagdes e da constante dielétrica do interior
da proteina.

Bioluminescéncia, estrutura e funcoes
de luciferases de insetos e sistemas afins
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Aproveitando os cDNAs das luciferases de coledpte-
ros que clonamos anteriormente e seus mutantes, a ampla
variedade de insetos luminescentes da fauna brasileira e o
crescente emprego das luciferases como ferramentas nos
campos da biotecnologia e diagnésticos clinicos, preten-
demos investigar os seguintes itens: 1) a relagdo entre as
estruturas primdrias e tercidrias das luciferases de cole6p-
teros e suas funcdes cataliticas e espectros de biolumines-
céncia, por meio de mutagénese sitio-dirigida e clonagem
de novas luciferases; 2) a ocorréncia e clonagem de enzi-
mas pardlogas as luciferases de coledpteros em insetos ndo
luminescentes; 3) o sistema bioluminescente de dipteros,
collembolos e stafilinideos; 4) biodiversidade e aspectos
ecolégicos da fauna brasileira de insetos luminescentes
das familias Lampyridae, Phengodidae e Elateridae.
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os complexos TBP-TATA box
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A afinidade da intera¢do do complexo TBP-TATA
box foi mostrada como sendo crucial para a for¢a do
promotor in vivo e in vitro. Além disso, simula¢des re-
centes de dindmica molecular (MD) mostraram que a
estabilidade do complexo depende da flexibilidade, cur-
vatura e dobramento dependentes da sequéncia do pro-
motor TATA ao se ligar pela TBP. A TBP liga seu lugar

de reconhecimento pelo sulco menor do DNA. Algumas
mutagdes transversas T.A a A.T no promotor TATA box
nao sdo bem toleradas. Esse resultado é dificil de racio-
nalizar, pois é amplamente aceito que interagoes de re-
conhecimento no sulco menor do DNA ndo sdo capazes
de distinguir pares de base A.T de T.A. No primeiro ano,
sequéncias de DNA de tipo selvagem e mutante com pelo
menos 12 pares de base de comprimento serdo investiga-
das em solug¢do aquosa por simula¢des de computador
de MD de ultima geragao. Suas estruturas previstas serdo
atracadas a superficie tipo sela da TBP e a conformacdo
induzida do DNA pela TBP serd investigada por simu-
lagoes de computador de MD. Este trabalho tenta obter
uma compreensio bdsica, no nivel atdmico, do reconhe-
cimento de diferentes promotores TATA box por TBP e
como o reconhecimento pode afetar a transcri¢do.

Atividade peroxidatica de citocromos
sobre hidroperdxidos, compostos
carbonilicos, bases de Schiff e lipidios
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excitadas e radicais livres
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Além de seu papel como transportador de elétrons
na cadeia respiratdria, o citocromo ¢ também exibe ati-
vidade peroxidase/oxidase sobre varios substratos, tais
como: aldeidos, B-dicetonas, hidroperéxidos, bases de
Schiff etc. Temos demonstrado que a atividade peroxi-
dética de citocromo ¢ sobre aldeidos, beta-dicetonas e
hidroperéxidos é fortemente influenciada pela sua asso-
ciagao a interfaces carregadas. Essa associa¢do induz mu-
dangcas conformacionais no grupo heme e na apoproteina
que favorecem sua atividade catalitica. Nesse sentido, a
perda da sexta posi¢ao de coordenagio do ferro heminico
com a metionina 80 é crucial para otimizar esta atividade
e pode ser induzida pela associagdo com interfaces carre-
gadas negativamente ou mesmo por alguns substratos. A
oxidagao desses substratos por citocromo c gera espécies
radicalares intermedidrias, produtos no estado excitado
triplete e oxigénio singlete, espécies estas conhecidas por
causar danos oxidativos em estruturas celulares. A par-
ticipagdo de citocromo ¢ no fendémeno de apoptose e a
possivel relagdo com sua atividade peroxiddtica ampliam
aimportancia do estudo dessa proteina como peroxidase/
oxidase. Neste projeto, objetiva-se dar continuidade aos
nossos estudos sobre a atividade peroxidética de citocro-
mo ¢ frente a determinados substratos ji estudados como
aldeidos, B-dicetonas, hidroper6xidos e estender a novos
substratos como bases de Schiff e lipidios de membrana.



