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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.

Estudo de materiais biocompativeis:
bioceramicas e biovidros

Norberto Aranha
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Vigéncia: 1/7/1997 a 31/12/2000

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.

Investigacao da relagao entre estrutura
e funcao em fosfolipase lisina 49
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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
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em termos de uso. Historicamente, o estudo das intera-
¢oes de PLA2 com lipidios empregou bicamadas lipidicas
nao hidrolisaveis e inibidores de catalise. As PLA2-Lys49
oferecem a possibilidade de estudar a intera¢ao da PLA2
com lipideos naturais, sem os problemas associados com
hidrélise e esgotamento das bicamadas.
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Principalmente na dltima década, um grande mo-
vimento da comunidade cientifica estd alertando para
a critica situagdo de ameaca pela qual os anfibios vém
passando. Ap6s terem identificado declinios em diversas
partes do globo, as prioridades atuais seriam o entendi-
mento das causas do declinio e a proposi¢ao de planos
de agdo para a conservagdo dos anfibios. Todavia, o Bra-
sil ainda carece de muitos dados para podermos propor
planos de agdo eficazes, principalmente pela falta de co-
nhecimento de diversos aspectos, como histdria natural,
zoogeografia, fontes de declinio e taxonomia de diversas
espécies. Demonstrando isso, cerca de 90 espécies do
Brasil encontram-se na lista oficial de espécies ameaca-
das ou estdo no apéndice de dados deficientes (isto é,
carentes de dados). Assim, o presente projeto visa apro-
fundar nosso conhecimento nessas quatro dreas (histéria
natural, taxonomia, entendimento das ameacas e zoo-
geografia) que podem contribuir para a elucida¢do do
status de conservag¢do de espécies deficientes em dados,
aumentar o banco de dados sobre espécies ameagadas,
que poderao subsidiar projetos de agao conservacionista
no futuro. Para tanto, diversas expedi¢des serdo realiza-
das em areas-chave (isto é, com alta probabilidade de se
registrar as espécies foco), estudos taxondémicos serao
realizados a partir de material depositado em colegdes,
serdo gerados dados para um aprofundamento sobre a
situacdo do comércio ilegal de anfibios no Brasil, sobre o
grau de contaminagdo de algumas popula¢des pelo fun-
go quitridio (responsavel por declinio em diversas partes
do mundo) e novas ferramentas para a andlise do status
de conservagdo dos anfibios serdo propostas.
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Estudos celulares e bioquimicos da enzima
glutaminase e sua relacdo com o cancer
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Um tema que tem ganhado destaque em biologia do
cancer trata do fato de que muitos dos genes até entdo
caracterizados como sendo responséveis pelo controle
dos processos de crescimento, divisio celular, adesdo,
ndo invasividade e morte programada estdao também en-
volvidos no controle do metabolismo celular. A prolife-
racao celular requer nutrientes, energia e atividade bios-
sintética de maneira a duplicar todos os componentes
macromoleculares necessérios para a divisdo. Dessa ma-
neira, enquanto o metabolismo de células quiescentes se
concentra nos processos de fosforilagao oxidativa, célu-
las tumorais apresentam superativagao das vias glicoliti-
cas, mesmo na presenca de oxigénio (efeito Warburg), de
biossintese de novo de lipideos e anaplerose dependente
de glutamina. Células tumorais sdo dvidas consumido-
ras de glutamina e seu metabolismo, conhecido como
glutamindlise, envolve a enzima glutaminase e aparen-
ta ser essencial para a transformagao neopldstica, uma
vez que sua inibi¢ao diminui a proliferacdo das células
tumorais. Muito ja é sabido sobre o envolvimento dos
fatores de transcrigao myc, HIF-1 e a via de sinaliza¢do
PI3K/AKT/mTOR na superestimulacdo das enzimas da
via de glicélise e no processo de truncamento do ciclo do
4cido tricarboxilico (TCA). No entanto, o entendimento
das vias de sinalizagdo que levam a ativagao da enzima
glutaminase ainda é pouco explorado. Nesse contexto,
0 presente projeto se propde ao estudo da importancia
funcional das diferentes isoformas da enzima glutami-
nase, a busca e a caracteriza¢ao bioquimica e estrutural
de seus potencias parceiros de intera¢do e o entendimen-
to das cascatas de sinalizacao que promovem sua ativa-
¢ao celular.

Biologia molecular do sistema olfativo
em mamiferos: estudo da deteccao
de odores e sua representacao neural
no cérebro
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Uma propriedade fundamental do sistema nervoso
em todas as espécies animais ¢ a transformacdo dos es-
timulos sensoriais em atividade neural, levando subse-
quentemente a geragdo de mudangas comportamentais
e enddcrinas em resposta a estimulagdo inicial. Nas ul-



