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Quinases dependentes de ciclinas (CDKs) compre-
endem uma familia de proteinas que podem ser subdi-
vididas em dois grupos funcionais majoritdrios baseados
na sua fun¢ao no ciclo celular e/ou controle transcricio-
nal. J4 foram identificadas 13 CDKs humanas (CDK1-
CDK13). A CDK2 é o0 membro mais bem caracterizado,
funcional e estruturalmente. As CDKs 7, 8,9, 10 e 11 s3ao
importantes reguladores transcricionais. O fator geral de
transcri¢do TFIIH contém a CDK7-ciclina H e o com-
plexo de proteinas associadas aos hormonios da tireoide
contém a CDK8-ciclina C. A CDK9-ciclina T1 pertence
ao fator de elongacdo da transcricao P-TEFD, conhecidos
por fosforilar o CTD da subunidade maior da RNAP I,
tao bem quanto os passos subsequentes da expressao gé-
nica. Os complexos da CDK10 se associam com o fator
de transcri¢do Ets2, e a CDKI11 associa-se com a CK2, e
estd envolvida com “splicing” de RNA, além de ser um re-
gulador transcricional. A CDK9 foi recentemente clonada
e expressa em E. coli, mas hd poucos estudos funcionais
e estruturais relacionados a ela. As referidas CDKs serdo
clonadas, expressas e purificadas seguindo o protocolo
estabelecido para a CDKO9 e, de posse dessas proteinas,
estudos estruturais e funcionais serdo realizados. Essas
proteinas serdo bioquimicamente caracterizadas e serdo
efetuados ensaios da atividade enzimadtica na presenca de
inibidores. Serdo realizados ainda estudos das estruturas
secunddrias por técnicas de dicroismo circular e das es-
truturas tercidrias, pela cristalizagao das referidas CDKs, e
consequente resoluc¢ao das estruturas. O estudo das CDKs
envolvidas na regulacao transcricional ird contribuir para
o entendimento da relagao estrutura-fun¢ao dessas CDKs
e sua relacdo com oncogenes e supressores de tumor. O
estudo estrutural ird contribuir para o desenvolvimento
de inibidores quimicos de baixo peso molecular que pos-
sam inibir especificamente essas CDKs.

Clonagem, expressao e estudo de
especificidade das calicreinas teciduais
humanas hK5 e hK7

Luciano Puzer

Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar)
Processo 2006/53607-6

Vigéncia: 1/1/2007 a 31/12/2010

As calicreinas humanas hK5 e hK7 fazem parte de
uma familia de 15 serino-peptidases (hK1-hK15) que, a
exce¢do de hK1, hK2 e hK3, foram recentemente identifi-
cadas e caracterizadas como calicreinas. Pouco se conhece
sobre a especificidade dessas enzimas, mas alguns dados

experimentais sugerem que hK5 e hK7 podem estar par-
ticipando ativamente de processos fisiopatolédgicos rela-
cionados a descamacao da pele. Portanto, a caracterizacao
de suas especificidades é crucial, ndo apenas para mapear
os sitios de interagdo enzima/substrato, como também
para o desenvolvimento de substratos e/ou inibidores es-
pecificos e/ou seletivos para ambas as enzimas. Pretende-
se clonar e expressar hK5 e hK7 usando dois vetores de
expressdo, pET-28a(+) e pPIC9K. O primeiro vetor serd
usado para produzir as enzimas em células de E. coli, vi-
sando a produgao de anticorpos monoclonais. As enzimas
usadas no estudo de especificidade serdo produzidas com
o vetor pPICIK em células de P. pastoris. A caracterizacao
da especificidade das hK5 e hK7 serd feita com o uso de
peptideos com supressdo intramolecular de fluorescén-
cia, baseados na sequéncia de referéncia Abz-KLRSSKQ-
EDDnp, que tem se mostrado eficiente no estudo de ou-
tras peptidases. Com os dados cinéticos obtidos a partir
do estudo de especificidade, a pesquisa se empenhard no
desenvolvimento de substratos fluorescentes seletivos
e/ou especificos para as hK5 e hK7. Além disso, usando
bibliotecas de inibidores de serino-peptidases, pretende-
se buscar inibidores seletivos e/ou especificos para essas
enzimas.
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A abordagem deste projeto é aquela utilizada du-
rante o pds-doutoramento (PD) no National Institute
of Health (NIH, EUA) (Processo FAPESP 05/03380-2) e
constitui uma nova linha de pesquisa a ser implantada e
estabelecida na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto da USP. O objetivo central é o estudo de
proteinas (marcadores) selecionadas como marcadores
tumorais usando estudos funcionais baseados principal-
mente em RNA de interferéncia. Recentemente, valida-
mos em amostras de tumores de cabega e pescogo um
novo marcador tumoral, a proteina SET (resultados ob-
tidos durante o PD no exterior), que havia sido identifi-
cada também pelo grupo do dr. Silvio Gutkind durante
um screening usando microarranjos de RNA em tumores
de cavidade oral. Na presente proposta, serd dada con-
tinuidade ao estudo desse marcador tumoral para au-
mentar o conhecimento sobre sua fungao e verificar seu
potencial como alvo terapéutico. Importantes resulta-
dos foram obtidos nessa primeira avalia¢ao da SET, que
mostraram sua participagdo em uma das vias mais im-
portantes para a tumorigénese, a via PTEN/AKT (artigo
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em preparag¢do). A andlise usando tissue array mostrou
que esta proteina apresenta-se superexpressa em cerca de
80% dos tumores, o que lhe confere um papel oncogéni-
co. Pretende-se estudar também outras proteinas ja sele-
cionadas no PD no Brasil (Processo FAPESP 02/09388-
7). Durante o PD no exterior foram utilizadas diversas
metodologias de estudo (RNA de interferéncia, short
hairpin RNA, superexpressao de proteina em linhagens
celulares, Western blotting, FACS analysis, tissue arrays)
para estudar o papel da proteina SET na tumorigénese
de cabega e pescogo. Quando fizemos o knowdown des-
sa proteina em linhagens tumorais HNSCC, as células
morreram. Isso coloca a proteina como um potencial
alvo terapéutico ou um auxiliar nas terapias existentes.
Entretanto, para a aplica¢ao desta proteina como alvo
terapéutico, mais estudos funcionais serdo necessarios.
Sendo assim, propde-se neste projeto a continuidade
do estudo funcional da oncoproteina SET e também a
investiga¢do da participa¢ao na tumorigénese de outros
marcadores jé selecionados. Este projeto contard com a
colaboragao do dr. J. Silvio Gutkind (NIH) na continui-
dade dos estudos funcionais da SET.
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Animais expostos a contaminantes ambientais po-
dem apresentar uma produgdo exacerbada das espécies
reativas de oxigénio (EROs) devido a um aumento da
atividade dos sistemas de biotransformag¢do de xeno-
bidticos, ou devido ao envolvimento dos contaminan-
tes em reagdes ciclo-redox. Caso ndo sejam inativadas
por sistemas de defesa antioxidante, essas EROs podem
oxidar as biomoléculas levando o organismo a uma si-
tuacdo denominada de estresse oxidativo. Dessa forma,
a avaliacao de sistemas bioquimicos relacionados ao es-
tresse oxidativo tem sido recomendada em programas
de biomonitoramento ambiental, como biomarcadores
de contaminagdo. Outros sistemas, como a inibi¢do de
diferentes esterases por pesticidas, ou a indugdo de me-
talotioneinas (MTs) apds exposi¢ao a metais pesados, sao
também comumente utilizados como biomarcadores de
contamina¢ao ambiental. Neste projeto, pretende-se es-
tudar uma série de respostas bioquimicas relacionadas
ao estresse oxidativo, assim como niveis de MTs e inibi-
¢30 de esterases, em diferentes tecidos de duas espécies
de peixes, com hdbitos distintos: uma tipicamente nec-

tonica (tildpia, Oreochromis niloticus) e outra de fundo
(cascudo marrom, Pterygoplichthys anisitsi), apds expo-
sicao a diferentes classes de contaminantes em separado
ou combinados. Com isso, pretende-se obter parAmetros
que possam indicar a sensibilidade dos sistemas anali-
sados como potenciais biomarcadores de contaminag¢do
ambiental em futuros programas de biomonitoramen-
to aqudtico no Brasil, utilizando essas espécies de peixe
como organismos sentinelas. Pretende-se também estu-
dar possiveis diferencgas entre as respostas bioquimicas de
peixes jovens e adultos.
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O Projeto Genoma Humano do Cancer (PGHC), fi-
nanciado pela FAPESP e pelo Instituto Ludwig de Pesquisa
Sobre o Cancer, buscou identificar os genes expressos nos
tipos de cancer mais comuns no Brasil. Uma das iniciati-
vas mais recentes e estimuladas pelo Projeto Genoma Hu-
mano do Cancer é o projeto Genoma Clinico, o qual visa
desenvolver novas formas de diagndstico e tratamento do
cancer a partir do estudo de genes expressos. Suas metas
incluem a analise da expressdao génica em neoplasias hu-
manas e a identificacdo de marcadores relacionados com
as fases iniciais da transformagao maligna, bem como de
marcadores de progndstico que aumentam as chances de
previsdo da evolu¢ao do tumor. A informagao estrutural
dos marcadores proteicos permite a descoberta e sintese de
ligantes que podem vir a se tornar potentes firmacos. Essa
abordagem, em sua esséncia, caracteriza o planejamento
racional de fdrmacos baseado em estrutura. Os objetivos
deste projeto compreendem a aplicacdo de técnicas de bio-
informética e modelagem molecular no planejamento de
candidatos a firmacos anticancerosos, sobretudo para tu-
mores de cabega e pescogo, utilizando como alvos quatro
marcadores proteicos com atividade em cancer de cabeca e
pescoco, recém-expressos e purificados, e outros que adve-
nham do genoma clinico, ao longo deste projeto.
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