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Abordara a relagao dessa atividade com a associagdo a
membranas, bem como a caracterizagao das espécies ra-
dicalares intermedidrias e das espécies excitadas geradas
como produto final das rea¢des. O estudo da atividade
peroxidética de citocromo ¢ também envolverd o desen-
volvimento de biossensores e a caracterizacao dessa ati-
vidade peroxiddtica quanto a parAmetros cinéticos. Além
de produtores de espécies pro-oxidantes, os citocromos
serao também estudados como alvo das mesmas, nesse
sentido serd investigada a rela¢ao entre as alteragdes pro-
duzidas nos citocromos e sua participagao no fendémeno
de apoptose. Futuramente, os estudos serdo estendidos a
citocromo ¢ modificado quimicamente e modificado por
mutagdes sitio-dirigidas, bem como a outros citocromos
respiratdrios, especialmente citocromo c-oxidase.
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Um dos grandes avancos da medicina nas tltimas
décadas foi a possibilidade de reparar e/ou substituir
partes do corpo humano por materiais pré-fabricados.
Atualmente ndo se pode imaginar a medicina moderna
sem utilizar materiais como metais, polimeros, carbono
vitreo, biovidros em implantes. A pesquisa desses no-
vos materiais tem aumentado nos dltimos anos devido
a sua grande importancia no campo da ciéncia, na ten-
tativa de torna-los cada vez mais biocompativeis. Pode-
mos dividir os biomateriais basicamente em dois grupos:
primeiramente, temos os materiais biocompativeis que
constituirdo o corpo da prétese, ou seja, dardo a forma
e a resisténcia mecénica desejadas. O segundo grupo, de-
nominado de materiais bioativos, tem como finalidade
interagir com o ambiente ao redor da prétese, caso, por
exemplo, dos filmes de hidroxiapatita, permitindo desse
modo a formagao de tecido humano sobre a prétese, evi-
tando a rejei¢do por parte do organismo. Nesse contexto,
nosso trabalho destina-se ao estudo e desenvolvimento
de bioceramicas e biovidros e, em uma segunda etapa, a
produgdo de filmes bioativos para recobrimento de pré-
teses utilizadas em implantes. Portanto, as etapas a serem
desenvolvidas serdo: 1) sintese de bioceramicas e biovi-
dros por meio do processo de fusio, testando diferen-
tes composigdes; 2) caracterizagdo desses materiais por
diferentes técnicas; 3) estudo de filmes finos bioativos,
testando algumas rotas de produgao existentes para esco-
lher a mais adequada; e 4) testes de biocompatibilidade
mediante medidas de bioatividade.
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As fosfolipases A2 (PLA2) catalisam a hidrdlise de
pontes acido-éster na posi¢do sn-2 dos fosfolipideos, li-
berando 4cidos graxos e lisofosfolipideos. Esses produtos
de hidrélise servem como substratos para a produgio de
acido aracadonico e tém um padrao na regula¢do da res-
posta inflamatéria e agregacao de plaquetas. Tais fung¢oes
regulatérias fazem com que as PLA2 sejam um alvo em
potencial para a intervencdo quimica no tratamento de
doengas como artrite. Nesse sentido, o entendimento das
intera¢des proteina/lipideo é essencial para o desenvolvi-
mento de novos medicamentos. As PLA2 apresentam um
alto grau de homologia, no nivel de sequéncia de aminoa-
cidos, e as comparagdes das diferentes sequéncias de ami-
noécidos revelaram que os residuos envolvidos no sitio
ativo sdo conservados. O residuo Asp49 mostrou estar en-
volvido na ligagdo de célcio, o que serve como um cofator
na catalise e, na auséncia deste ion, as PLA2s sdo inativas.
Varias PLA2 foram isoladas a partir de venenos de serpen-
tes Bothrops que perderam ou apresentam atividade cata-
litica extremamente baixa, e as sequéncias de aminodcidos
dessas PLA2s revelaram que o Asp49 esta substituido por
uma lisina. A consequéncia dessa substituicdo é a perda
da capacidade de ligacdo do cofator Ca2+, o que leva a
auséncia de atividade catalitica. Apesar de nao apresen-
tar atividade enzimatica, a interagao da PLA2-Lys49 com
lipossomos de composi¢ao lipidica variada provoca uma
liberagdo répida do contetido aquoso dos lipossomos.
Este processo é independente de fons calcio e ocorre sem
hidrolise fosfolipidica detectdvel. Utilizando a BthTxI de
Bothrops jararacussu como um sistema-modelo, preten-
demos investigar as bases estruturais do mecanismo que
resulta em dano a membrana por PLA2-Lys49, combi-
nando técnicas de biologia molecular e espetrofluorime-
tria. O sistema de expressio de BthTxI em E. coli, bem
como o protocolo de purificagdo da proteina recombi-
nante encontram-se estabelecidos. No presente projeto,
pretendemos empregar mutagénese sitio-dirigida para
gerar mutagoes pontuais na BthTxI. Ap6s a obtengdo de
proteinas mutantes purificadas, os efeitos causados pe-
las mudangas na estrutura e na func¢do da proteina serdo
avaliados utilizando-se diferentes técnicas de fluorescén-
cia. Bicamadas lipidicas artificiais foram muito usadas
em estudos de interagdes entre proteinas e membranas.
Lipossomas apresentam um modelo de membrana com
as vantagens da simplicidade de preparagio, facilidade
para variar a composi¢cao de membrana e flexibilidade



