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Com o crescimento do nimero de casos de mico-
ses sistémicas, estudos sobre a intera¢do entre fungos e o
hospedeiro sao fundamentais para o esclarecimento da
disseminac¢ao desses patégenos nos individuos infecta-
dos. Atualmente, alguns trabalhos mostram que fungos
sdo patégenos intracelulares facultativos. No entanto, os
mecanismos envolvidos na adesdo e invasao desses mi-
crorganismos em células hospedeiras ainda ndo foram
elucidados. Assim como para bactérias, microdominios
da membrana plasmadtica de células de mamiferos, de-
nominados de lipid rafts, podem estar envolvidos nes-
ses processos de adesdo/invasdo por fungos. Com isso,
neste projeto serao analisadas: 1) adesdo e/ou invasiao
de formas de levedura de Paracoccidioides brasiliensis,
Histoplasma capsulatum e Sporothrix schenckii em di-
ferentes células epiteliais de mamiferos (por exemplo,
Vero, A549, Hela); 2) a importancia dos lipid rafts na
adesao/invasao; e 3) a modulagdo das vias de sinalizagdo
nas células hospedeiras infectadas por diferentes fungos
(serdo estudadas: mobilizagdao de actina no citoesquele-
to, ativagdo de Rho GTPases, indu¢iao de apoptose, ati-
vagdo de caspases e expressdao génica de proteinas pro e
antiapoptéticas da familia Bcl-2).

Determinacao do papel da proteina quinase
C na diferenciacao e proliferacao
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Perda de cardiomidcitos decorrente de lesdes, na
maior parte das vezes, é irreparavel. Uma alternativa para
o reparo do tecido cardiaco é a reposi¢io celular por meio
do uso de células-tronco embriondrias (CTE). CTE pro-
liferam indefinidamente e se diferenciam em vérios tipos
celulares, porém nio sdo claras as vias especificas de sinali-
zagdo que levam a proliferagio e diferenciacao das CTE. O
conhecimento dessas vias contribuird para a terapéutica de
diversas doencas cardfacas. As proteinas quinases C (PKCs)
sao enzimas de sinalizacdo envolvidas na proliferacdo e di-
ferenciagao das CTE. Porém o papel exato das PKCs nesses
processos ainda nao estd claro. Esse projeto tem como ob-
jetivo identificar: a) as isoenzimas especificas da PKC que
estao envolvidas na proliferagao e diferenciacao das CTE
para cardiomidcitos; b) proteinas e substratos que se ligam
especificamente as PKCs. E utilizard métodos de prote6mi-
ca, bem como moduladores especificos para as diferentes
isoenzimas de PKC desenvolvidos no laboratério da pro-
fessora Daria Mochly-Rosen, da Universidade de Stanford.
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letal dominante) no controle de Culex
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Este projeto tem como objetivo principal obter li-
nhagens de mosquitos transgénicos Culex quinquefascia-
tus carregando um gene letal dominante (sistema RIDL),
que poderido ser utilizadas no controle desses mosquitos
no lugar dos métodos convencionais de esterilizagao (SIT),
como estratégia de eliminar ou reduzir a populagao vetora
local. A integra¢ao de um gene letal dominante associado
a um promotor especifico de fémea dispensa a etapa de
esterilizagao por radiacdo. Nesse processo os insetos rece-
bem dieta suplementada com um repressor quimico (te-
traciclina). A expressdo do gene letal dominante é mantida
desligada enquanto este repressor é adicionado ao meio
das larvas. Para as amostras preparadas para libera¢o, o
repressor é retirado e o gene letal dominante é ativado,
causando a morte de todas as fémeas e, consequentemente,
deixando somente machos para liberagdo. Os machos ho-
mozigotos para o gene letal seriam liberados para copular
com as fémeas selvagens. As progénies dessas fémeas selva-
gens seriam heterozigotas para o gene letal e morreriam;
somente os machos heterozigotos sobreviveriam. Desde
que a capacidade de acasalamento dos machos transgéni-
cos produzidos pelo método RIDL é pré-requisito impor-
tante para o sucesso do programa, serd também necessario
estudos de aptidao (fitness) relacionados aos pardmetros
de competitividade, tais como acasalamento e sobrevida
dos machos RIDL comparados aos machos selvagens dessa
espécie. Desse modo, vérios experimentos analisando esse
comportamento serdo também conduzidos. Este projeto
também propde analisar a diversidade populacional de Cx.
quinquefasciatus utilizando DNA mitocondrial e ribosso-
mico como marcadores moleculares.
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A apocinina, composto isolado da planta nativa do
Himalaia Picrorhiza kurrooa, tem sido utilizada como um
potente e ndo téxico inibidor da ativa¢ao do complexo mul-
tienzimdtico NADPH-oxidase em fagécitos e células endo-
teliais. Recentemente foi reportado que mecanismo de agao
da apocinina envolve a metabolizagao da mesma por meio
da agao catalitica da enzima mieloperoxidase e a consequen-
te geragao de um produto dimérico. Este dltimo impede a
agregacdo e a translocacdo para membrana dos componen-
tes citossélicos do complexo NADPH-oxidase. Neste projeto,
me proponho a estudar a correlagao entre estrutura molecu-
lar dos derivados da apocinina (met6xi-catecéis) e a inibi-
¢ao da ativa¢do do sistema NADPH-oxidase em neutréfilos
e macrofagos de camundongos. Especificamente, pretendo
sintetizar e/ou adquirir metéxi-catecdis nos quais o padrao
de substitui¢do no anel benzénico possa alterar seus efeitos
no sistema NADPH-oxidase. De fato, hd indicios de que a
presenca de grupos substituintes com caracteristicas elétron-
atraente possa influenciar no rendimento e tipo de produtos
da oxidagdo desses compostos por peroxidase, o que podera
influenciar diretamente no efeito bioldgico. Neste contexto,
pretende-se implantar técnicas capazes de acessar a inativa-
¢ao do sistema NADPH-oxidase. Adicionalmente, o efeito
dos metdxi-catecdis na geragao de dcido hipocloroso, oxigé-
nio singlete, liberagao de citocinas pré-inflamatérias e me-
diadores lipidicos serdo estudados. Finalmente, pretende-se
identificar e quantificar os produtos de metaboliza¢do dos
metoxi-catecdis e, assim, tragar uma correlagao entre os pro-
dutos gerados e os efeitos bioldgicos acima delineados.
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O namero de plantas conhecidas como tdxicas para
ruminantes e equinos no Brasil aumenta constantemente.
No entanto, a pesquisa sobre plantas toxicas tem-se limi-
tado, prioritariamente, a identificagdo das espécies toxicas
e a determinacdo dos sinais clinicos, da patologia e de al-
guns aspectos da epidemiologia das intoxicagdes. Poucos
esforcos tém sido realizados para determinar os princi-
pios ativos das plantas e seus mecanismos patogénicos. A
monocrotalina é um alcaloide pirrolizidinico encontrado
em plantas, principalmente naquelas do género Crotala-
ria, uma leguminosa comumente utilizada como aduba-
¢ao verde. A hepatotoxicidade esta entre os efeitos téxicos
provocados pela ingestdao dessa substincia por animais e
humanos. Estudos recentes tém contribuido para a elu-

cidagdo dos mecanismos envolvidos na hepatotoxicida-
de causada por xenobidticos e dentre esses mecanismos
destacam-se as disfun¢des mitocondriais. A elucidagdo
do mecanismo de hepatotoxicidade da monocrotalina em
mitocondrias e em hepatdcitos isolados de rato, portanto,
seria uma importante contribui¢ao para a descoberta de
compostos que possam ser utilizados no tratamento de
animais expostos a essa substancia.
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Embora grandes avancos no conhecimento dos me-
canismos envolvidos com a regulagao do metabolismo de
proteinas tenham sido obtidos a partir de preparagdes de
musculos isolados de pequenos roedores, ainda ha uma
grande limitacdo metodoldgica na investigacdo do balan¢o
proteico in vivo. Tendo em vista essas dificuldades, propo-
mos neste estudo a utilizagdo de uma nova metodologia, a
microdidlise, que possibilite a investiga¢ao in situ do meta-
bolismo proteico e do fluxo sanguineo no musculo esque-
lético de roedores submetidos a trés modelos experimen-
tais de catabolismo: a desnervagao atrdfica, a septicemia e
a lesao muscular induzida por pegonha de Bothrops. Temos
também como objetivo propor tratamentos e descrever os
mecanismos envolvidos com a preven¢ao ou atenuagao da
perda de proteinas musculares nessas situa¢des patologicas.
Apds termos demonstrado, em nossos estudos iniciais, que
parte do efeito anabdlico das catecolaminas em musculos
de animais normais é mediado pela ativagao de adreno-
ceptores beta-2 e produgdo do AMPc utilizaremos agora a
microdidlise para investigar o possivel efeito anabélico de
agonistas beta-2 adrenérgicos (clembuterol) e de derivados
de xantina (pentoxifilina e isobutilmetilxantina) na muscu-
latura esquelética de ratos adultos desnervados e sépticos.
Nessas condi¢des, a prevencao do estado catabélico pode
ser resultante da inibicao de diferentes vias proteoliticas e/
ou da estimulagdo dos processos de sintese proteica. Para a
investigacao desses mecanismos, o turnover de proteinas in
vitro serd avaliado em preparagbes de musculos atréficos
incubados na presenga do clembuterol ou dos derivados da
xantina. A quantificacio das proteases intracelulares serd
realizada por meio da técnica de Western blot em muscu-
los previamente incubados ou dialisados. A obtengao des-
ses resultados contribuird para a melhor compreensao da
fisiopatologia de doencas debilitantes, assim como para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que previnam
ou atenuem a deple¢do de proteinas musculares.



