102

Licio Holanda Gondim de Freitas Junior
Escola Paulista de Medicina

Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp)
Processo 2003/12997-8

Vigéncia: 1/7/2004 a 30/6/2008

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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Os objetivos deste projeto sao identificar e caracte-
rizar polipeptideos hormonais em plantas de cana-de-
acticar que funcionem como sinais intra e intercelulares
associados a defesa e ao desenvolvimento vegetal. A siste-
mina, um polipeptideo de 18 aminoécidos envolvido na
transdugdo de sinais em resposta a injuria, foi identificada
em vérias solandceas. No entanto, em fumo, a sistemina s
foi encontrada com a utilizagao do ensaio de alcalinizagio.
Este ensaio tem-se mostrado ttil na identifica¢ao de novos
polipeptideos tais como o Ralf. Além das sisteminas e do
Ralf, outros polipeptideos (por exemplo, fitossulfoquinas,
Enod40, Clavata3 e SCRs) foram identificados em plantas.
Embora o projeto Sucest tenha revelado apenas a existén-
cia de homologos ao Enod40, a presenga de homdlogos
envolvidos na via de sinaliza¢do em resposta a injdria e a
ubiquidade de alguns polipeptideos (por exemplo, fitos-
sulfoquinas e Ralf) sugerem a existéncia de polipeptideos
semelhantes em cana-de-agicar. O ntimero crescente de
polipeptideos e a diversidade dos processos fisioldgicos em
que eles estdo envolvidos sdo provas da sua importincia e
das potenciais aplicagdes de tais descobertas no melhora-
mento vegetal. O plano de trabalho a ser adotado envolve
o estabelecimento do ensaio de alcaliniza¢ao, o isolamen-
to de polipeptideos e a caracterizagao funcional dos genes
precursores dos polipeptideos em cana-de-agtcar.
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Neste projeto, pretende-se investigar os eventos
moleculares associados a perpetuacio e diferenciagdo de
células-tronco (stem cells) em estudos de gendmica fun-
cional. Uma vez que essa diferencia¢do é modulada pelo
estado redox celular, parte-se do principio de que espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN) ativam vias
de sinalizacdo e/ou eventos transcricionais especificos,
culminando na regula¢ao da expressao de grupos de ge-
nes (regulons), os quais podem exercer importante fung¢ao
nesse processo celular. Assim, propomos a caracterizagao
de padroes globais de expressao génica em células indife-
renciadas e diferenciadas, expostas a ERO e ERN, visan-
do a identificagdo de genes cuja expressdo é alterada nas
distintas condi¢oes experimentais. Esse papel sinalizador
das ERO/N serd investigado por meio das oscilagdes que
estas causam no transcriptoma de células-tronco, como as
derivadas de cordao umbilical e tecido germinativo em-

briondrio, utilizando cDNA microarrays. Propomos ainda
uma andlise dos promotores dos genes redox-regulados
na busca de elementos cis associados a fatores de trans-
Crigao que, juntamente com seus genes-alvo, servirdo de
substrato para a elaboracao de redes regulatdrias transcri-
cionais. Essa organizacao hierdrquica auxiliard na com-
preensdo dos sinais de ativa¢do, elementos regulatérios e
genes envolvidos na diferenciagao de células-tronco.
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O presente projeto visa a determinag¢do da estrutura
cristalogrifica e a modelagem de inibidores da enzima
diidroorotato desidrogenase (DHODH) proveniente de
dois diferentes organismos: Trypanosoma cruzi (TcDHO-
DH), parasita causador da doenga de Chagas, e Xylella
fastidiosa (Xf{DHODH), uma bactéria fitopatogénica res-
ponsével pela “Praga do amarelinho”. DHODH pertence
aum dos mais antigos processos metabolicos, a via de sin-
tese de novo de nucleotideo de pirimidinas, fundamental
nao somente na sintese de DNA e RNA, mas também em
glicolise e biossintese de lipideos de membrana. DHODH
atua no quarto passo dessa via metabdlica e é responsavel
pela conversdo de diidrorotato em orotato. DHODH uti-
liza o mononucleotideo flavina (FMN, C17H21N409P1)
como cofator, para promover a oxida¢ao de diidrooro-
tato, enquanto FMN é reduzido. A enzima DHODH foi
identificada como sendo o alvo farmacol4gico de uma sé-
rie de compostos quimicos e naturais, tais como isoxazol,
triazina, dcido cinchonicinico e derivados de quinona.
Estes compostos interferem em reagdes descontroladas
do sistema imune, auxiliam no combate de infec¢des pa-
rasitarias, como maldria, e em terapias antivirais através
da diminui¢do da concentra¢ao intracelular de nucleo-
tideos de pirimidinas. No presente momento, existe um
grande interesse em investigar inibidores de DHODH
como agentes terapéuticos no tratamento de doencas que
envolvem grande proliferacdo celular e/ou parasitdria.
Neste contexto, o projeto propde a modelagem racional
de inibidores baseado na estrutura cristalografica de dois
novos membros das DHODHs: diidroorotato desidroge-
nase do parasita Trypanosoma cruzi (TcDHODH) e da
bactéria Xylella fastidiosa (Xf{DHODH). A presenca da
via de biossintese de novo de pirimidinas em ambos os
organismos foi recentemente identificada e a inibi¢ao da
mesma pode ser uma importante arma no combate a pro-



