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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-
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liferacao desses organismos patogénicos. Até o presente
momento, as estruturas cristalogréficas de dois membros
dessa classe de proteinas foram determinadas: DHODH
de Lactococcus lactis (LIOHODH) e DHODH humana
(HsDHODH). Em termos gerais, as enzimas apresentam
uma estrutura tercidria similar. Uma diferenga marcan-
te entre as estruturas conhecidas é a regido N-terminal,
na qual, na enzima humana, existe um motivo adicional
composto de duas hélices, responsavel pela interagao com
a membrana mitocondrial e que se encontra ausente na
estrutura de LIDHODH. Além do dominio de interagdo
com a membrana, as enzimas humanas e bacterianas di-
vergem quanto a forma de oligomerizagao. A LIDHODH
¢ dimérica, enquanto a enzima humana é monomérica.
Como consequéncia, diferengas sdo encontradas entre as
duas estruturas e estao localizadas entre as regides de in-
teracdo entre os dominios cataliticos e de intera¢do com
a membrana e na regiao de contato entre os dois moné-
meros na enzima bacteriana. As etapas do projeto podem
ser sumarizadas como segue: 1) Expressio de TcDHO-
DH e XfHODH em E. Coli e otimiza¢ao das condi¢des
de purifica¢do. As enzimas TcDHODH e XfDHODH fo-
ram recentemente clonadas em E. Coli. DNA gendmico
de T. cruzi foi gentilmente cedido pelo prof. dr. Otdvio
Thiemman, do Instituto de Fisica de Sao Carlos, USP de
Sao Carlos, e o cosmideo contendo o gene de DHODH
de Xylella fastidiosa foi enviado pelo prof. Jesus Ferro, da
Unesp de Jaboticabal, mediante um acordo assinado com
a FAPESP. Ambas as enzimas serdo expressas em E. Coli
usando um sistema de fusdo com uma cauda de histidi-
na (6xHis), uma constru¢ao similar a usada com sucesso
na expressio de DHODH humana. A presenga da cau-
da de histidina deverd facilitar a purificacao da enzima;
mas nao podemos descartar a possibilidade da utilizacao
de outras etapas de purificagdo, como foi necessédria du-
rante os experimentos de obten¢ao da enzima humana e
de Plasmodium falciparum [resultados nao publicados].
2) Caracterizagao estrutural das enzimas TcDHODH e
XfDHODH por meio das técnicas de difra¢ao de raios X
em monocristais. Ensaios de cristalizagdo serao realiza-
dos utilizando métodos de cristalizacao de macromolé-
culas convencionais, como difusdo de vapor, microbatch,
didlise e interface liquido-liquido. Andlise da estrutura
primdaria de XfDHODH sugere que esta possua o domi-
nio de interagdo com a membrana e, como consequéncia,
experimentos de cristalizacdo em presenca de detergente
serao realizados. Os experimentos de difra¢ao de raios X
a alta resoluc¢ao serao realizados na linha de cristalografia
de proteinas do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS). As estruturas de ambas as enzimas TcDHODH
e XfDHODH poderio ser resolvidas por meio da técnica
de substitui¢ao molecular. TCOHOOH e XfDHOOH sao
altamente homologas as enzimas LIDHODH e HsDHO-
DH, respectivamente, cujas estruturas tridimensionais se
encontram disponiveis no banco de dados de proteinas

(http://www.rcsb.org). 3) Planejamento de inibidores
especificos baseado em suas estruturas tridimensionais.
Esta etapa do projeto sera realizada utilizando diferentes
abordagens: a) triagem de produtos naturais — colabora-
¢30 da profa. dra Monica T. Puppo, do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farma-
céuticas, de Ribeirao Preto, USP; b) triagem utilizando a
biblioteca de inibidores de DHODH de Plasmodium fal-
ciparum (PfDHODH) e DHODH humana (HsDHODH)
— colaboragdo do prof. Jon Clardy, da Universidade de
Cornell, EUA, que trabalha no estudo cristalogréfico da
enzima DHODH de Plasmodium falciparum (PfDHO-
DH), agente causador da maldria (projeto financiado
pela Burroughs-Wellcome Fund), além da sintese de ini-
bidores de PADHODH; ¢) buscas ab initio de compostos
de partida serdo também realizadas mediante a utilizacao
do programa DOCK; 4) modelagem e sintese de novos
inibidores para XfDHODH e TcDHODH. Uma vez que
potenciais inibidores sejam selecionados na etapa prece-
dente, estes, chamados compostos de partida, deverao ser
melhorados para aumentar sua capacidade inibitéria e
seletividade com relagado ao seus alvos. A determinacao da
estrutura de X(DHODH e PEDHODH em complexo com
estes compostos de partida, por meio de técnicas bem es-
tabelecidas de cocristalizagdo e soaking e a comparagdo
com a estrutura da enzima humana permitirdo a iden-
tificacdo de regides e/ou diferengas estruturais a serem
exploradas para a modelagem de inibidores especificos.
A proposta de adigdao e/ou mudanga de grupos quimicos
desses compostos de partida serd feita em um trabalho
interativo com pesquisadores do Departamento de Cién-
cias Farmacéuticas da FCFRP-USP, para a viabiliza¢ao da
sintese de uma nova geragdo de inibidores especificos. E
importante ressaltar que este projeto propde a formagao
de um novo laboratério de cristalografia de proteinas e
desenho de farmacos baseado em estrutura no Estado de
Sao Paulo. O campus da USP de Ribeirdo Preto apresenta
todas as caracteristicas essenciais para a formagao de um
novo centro nessa drea de pesquisa, com destaque tanto
para o seu alto grau de interdisciplinaridade, caracteriza-
do por unidades de pesquisa nas dreas de fisica, quimica,
biologia e ciéncias médicas, quanto pela tradi¢ao em ci-
éncias farmacéuticas, dentro da qual os objetivos espe-
cificos do presente trabalho se encaixam. A presenga do
Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron, com uma linha
dedicada exclusivamente a cristalografia de proteinas, e a
existéncia do conhecimento gerado pela primeira etapa
do sequenciamento, aliados a biodiversidade de produ-
tos naturais existentes no Brasil, faz com que tenhamos a
infraestrutura ideal para este tipo de projeto. A proposta
visa a um uso extenso da tecnologia e conhecimento dis-
poniveis para o estudo de problemas nacionais e d4 con-
tinuidade a caracterizagdo da bactéria Xylella fastidiosa,
iniciada com o pioneiro trabalho de sequenciamento do
seu genoma.



