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Visa-se a utilizacdo de abordagens experimentais
complementares para o estudo do cancro citrico, uma
doenca causada pela bactéria fitopatogénica Xanthomo-
nas axonopodis pv. Citri (XAC). Utilizando tecnologia
gendmica, serdo investigados os perfis de transcriptoma
(andlise por microarrays) e proteoma (eletroforese 2D e
espectrometria de massa) da bactéria em condi¢ao ndo
infectante, e durante o desenvolvimento da bactéria em
planta hospedeira, para a bactéria selvagem e para mu-
tantes comprometidos na indu¢ao de sintomas tipicos de
cancro. Genes considerados importantes para a patogeni-
cidade terdo as respectivas proteinas expressas em E. coli,
cristalizadas e analisadas estruturalmente. A partir das
proteinas expressas serdo obtidos anticorpos tuteis na in-
vestigacdo bioquimica. A interacao planta-patégeno serd
ainda investigada por meio de microscopia 6ptica (luz
visivel e fluorescéncia), com o objetivo de estudarmos as
respostas celulares da planta frente a bactéria selvagem,
a mutantes e a X. a. aurantifolli estirpe C (XAA-C), que
induz resposta de resisténcia (HR) em laranjeira. A res-
posta da planta serd estudada ainda a partir de bibliotecas
substrativas. Os dados obtidos para a XAC serdo utiliza-
dos para a analise gendmica comparativa entre XAC (ge-
noma sequenciado) e XAA-B e XAA-C (em fase final de
sequenciamento completo dos genomas).
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A prote6lise é vista atualmente como um mecanismo
essencial nos processos bioldgicos, desde o desenvolvimento
até o metabolismo. E o eventual desequilibrio de vias proteo-
liticas tem clara implica¢ao em doengas. As enzimas respon-
séveis pela protedlise sao as peptidases (proteases ou pro-
teinases), especializadas em catalisar a hidroélise de ligacoes
peptidicas. Entre as peptidases, existem enzimas especializa-
das em degradar pequenos peptideos (peptideos contendo
menos de 30 aminoécidos), denominadas oligopeptidases.

O presente projeto de pesquisa tem como tema central o
estudo das oligopeptidases timet oligopeptidase (TOP, EC
3.4.24.15), neurolisina (EC 3.4.24.16) e neprilisina (NEP, EC
3.4.24.11). Ha estudos realizados sobre a especificidade das
oligopeptidases, TOP, neurolisina e neprilisina. Para esses
estudos tem sido fundamental o uso de substratos sintéticos
com supressdo intramolecular da fluorescéncia. Pretende-se
agora empregar mutagao sitio-dirigida em associagao com
substratos sintéticos com supressao intramolecular da fluo-
rescéncia para investigar detalhes do mecanismo pelo qual
as oligopeptidases atuam sobre seus substratos — uma etapa
fundamental para o entendimento de suas fun¢des nos or-
ganismos vivos, bem como para a gera¢ao futura de inibido-
res e substratos especificos.
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As doencas causadas por tripanossomos constituem
um problema de satide relevante nas Américas, Africa e na
regido tropical e subtropical do planeta. Na maior parte
dos casos, as terapias sdo ineficientes e as probabilidades
de cura sdo baixas. Porém, a terapia é um elemento es-
sencial para o controle dessas doengas infecciosas e a des-
coberta de novas drogas contra organismos dos géneros
Trypanosoma e Leishmania constituem objetivos de pes-
quisa considerados relevantes. Estd demonstrada na lite-
ratura a participagao dos aminoécidos na diferenciacido
e no metabolismo energético nesses parasitas. E impor-
tante destacar o fato de que os processos de transporte
constituem um primeiro passo para o metabolismo dos
aminodcidos e, portanto, tornam-se alvos alternativos
importantes para o desenho de drogas. Nesse contexto,
chama a aten¢éo o fato de haver poucos estudos na litera-
tura sobre transporte de aminodcidos. Até o presente, ndo
foi caracterizada em nivel molecular, nesses organismos,
nenhum transportador de aminodcidos. No presente pro-
jeto, propde-se caracterizar em niveis bioquimico e mole-
cular os genes codificantes de transportadores de prolina
e glutamato do Trypanosoma cruzi e procurar andlogos de
seus substratos com potencial terapéutico. Dependendo
do andamento do projeto, a estratégia proposta serd esten-
dida a outro parasita importante, Leishmania spp.

Plasmodium berghei como
modelo para o estudo da variacao
antigénica em malaria
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Este projeto propde-se identificar e estudar os me-
canismos de viruléncia em Plasmodium berghei e estabe-
lecer esta espécie como modelo para o estudo da variacao
antigénica em maldria. Em um primeiro momento, serdo
identificados no banco de dados os genes candidatos a se-
rem as proteinas teloméricas em P. berghei. Em seguida,
serd feito nocaute desses genes candidatos e teste da viabi-
lidade desses parasitas ao longo da infec¢do. Outra estra-
tégia serd estudar a localizagao dessas moléculas fusiona-
das com GFP (Green Fluorescent Protein) em tempo real
(in vivo). Como objetivos gerais pretende-se identificar as
moléculas (proteinas teloméricas) que sido importantes
para o estabelecimento da infec¢do pelo parasita, assim
como os mecanismos usados. Acredita-se que a utilizacao
do P. berguei como modelo para o estudo da variagao an-
tigénica em maldria dard uma importante contribuicao
nesse campo de estudo.
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A astaxantina é um carotenoide de coloragdo aver-
melhada e um dos principais antioxidantes presentes em
organismos marinhos tais como algas, crusticeos e peixes.
A destacada protecao antioxidante da astaxantina se pro-
cessa especialmente na interceptagdo de radicais peroxil
(ROO.) e alcoxil (RO.) e no quenching de oxigénio single-
te [O,(1Ag)]. Contudo, resultados recentes sugerem que
a prote¢ao antioxidante da astaxantina em membranas
bioldgicas também se processa por outro mecanismo co-
adjuvante. Carotenoides hidroxilados ou que dispdem de
grupamentos ceronicos — por exemplo, zeaxantina, asta-
xantina, luteina — apresentam caracteristicas menos hidro-
fobicas e, em decorréncia disso, assumem uma orientagdo
perpendicular ao plano delimitado pela bicamada lipidi-
ca. Essa disposi¢do vertical da astaxantina em membranas
reduz significativamente a permeabilidade da bicamada
lipidica a indmeras substancias difusiveis, incluindo agen-
tes oxidantes como o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o
6xido nitrico (NO). Consequentemente, podem ocorrer
alteragdes substanciais na producio de espécies reativas

de oxigénio/nitrogénio (EROs/ERNs) no espago interno
definido por aquela barreira bioldgica. O objetivo deste
projeto é examinar essa hipétese, utilizando a astaxanti-
na associada a lipossomos unilamelares carregados com
moléculas-alvo de DNA plasmidial no ambiente aquoso
interno. Dois agentes oxidantes permedveis a membranas
serao utilizados: o H,0, e 0 NO. No primeiro sistema, as
espécies oxidativas serdo geradas no ambiente aquoso in-
terno por meio da rea¢dao de Fenton promovida por dois
eventos sequenciais: 1) permeagao do H,O, através da
membrana lipossomal; e 2) reacio com ions Fe + com-
plexados ao dcido nucleico ou a EDTA (grupo controle)
compartimentalizados. Em outra etapa do projeto, o 4ci-
do peroxinitroso (HOONO) — efetiva ERN promotora da
lipoperoxidagdo — serd produzido no ambiente interno
dos lipossomos pela decomposi¢ao térmica (a 37°C) da 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1), substincia que gera quan-
tidades equimolares de seus precursores superéxido (O, -)
e NO nessas condi¢des. Alteragdes na propor¢ao 1: 1 entre
O, - e NO notoriamente afetam os niveis de lesdes oxida-
tivas promovidas pelo HOONO. Dessa forma, pretende-se
adicionar uma fonte externa de NO (por exemplo NO no
ato de espermina) na tentativa de alterar a razdo equimo-
lar entre os precursores do HOONO e assim averiguar o
efeito inibitério na permeabilidade de membranas pro-
movido pela astaxantina. Essa hip6tese serd estudada por
meio da dosagem de parametros de danos oxidativos so-
bre lipidios e DNA. As lesdes oxidativas sobre o DNA plas-
midial serdo avaliadas em termos de quebras de simples e
dupla-fita por eletroforese em gel de agarose e por dosa-
gens de 8-hidréxi-2 ‘- desoxirriboguanosina (8-HOdGua)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
avaliar os graus de extensdo de peroxidac¢ao nos liposso-
mos, quatro parametros foram selecionados: 1) a dosagem
de substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (Tbars);
2) dienos conjugados por espectrofotometria visivel/UV
e também determinagdes quantitativas de (3) malondial-
deido (MDA) e (4) hidroperéxidos lipidicos (LOOH) por
HPLC. Este estudo propiciard uma maior compreensio
da a¢do antioxidante da astaxantina em animais e huma-
nos, um cetocarotenoide que jd vem sendo comercializado
como suplemento alimentar para o aumento da perfor-
mance atlética, na preven¢ao de cancer de préstata e de
mama e na profilaxia de infec¢des bacterianas estomacais.
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