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Complexo telomérico de Leishmania spp:
dinamica da replicagao, otimizacao da
purificacao da telomerase e identificacao
de possiveis componentes da holenzima
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Este projeto visa a implantacao do Laboratério de
Biologia Molecular de Microrganismos no IB/Unicamp.
Para dar inicio as atividades no laboratério, propomos
estudos sobre a dinadmica da replicagio das sequéncias
teloméricas de protozodrios do género Leishmania. Pre-
tendemos determinar o perfil de TRF (telomere restriction
fragment) e estimar o tamanho do terminal 3’ G-overhang
nos diferentes pontos do ciclo celular e otimizar a puri-
ficacdo bioquimica da enzima telomerase. Extratos com
atividade enzimatica serao utilizados para identificarmos
candidatos a componente da holoenzima, a padronizagao
de ensaio convencional de telomerase e a identifica¢do da
sequéncia-molde no componente telomerase RNA (TER).
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Os pufes de DNA formados nos cromossomos po-
liténicos da glandula salivar de Sciaridae sdo sitios de
amplificacdo e intensa atividade transcricional reguladas
no desenvolvimento. O presente projeto trata da carac-
terizagao dos mecanismos moleculares que regulam tais
processos nessas regioes do genoma. O projeto tem dois
objetivos gerais. O primeiro é a caracterizacao fina do
promotor do gene BhC4-1 de B. hygida, cuja regulacao
tecidual e temporal se mostrou conservada em linhagens
transgénicas de Drosophila (MONESI et al., 1998). Esta
parte do projeto envolve o estabelecimento de novas li-
nhagens transgénicas de Drosophila, a realizagdao de en-
saios funcionais nessas linhagens, bem como a realiza¢ao
de ensaios de retardamento em gel. O segundo objetivo é
o estabelecimento de um sistema que permita a identifi-
cagao de regioes funcionalmente importantes para a am-
plificagao. Duas abordagens sdo consideradas: a) a and-
lise de linhagens de Drosophila transformadas com um
fragmento de 17kb do pufe de DNA C3 de Rhynchosciara
americana, que contém a regiao de inicio da replicacdo

utilizada no processo de amplifica¢do; b) ensaios transité-
rios em nucleos da glandula salivar de B. hygida por meio
da injegao de construgdes contendo o fragmento de 17kb
do pufe de DNA C3.
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As leishmanioses estdo dentre as mais devastado-
ras doengas humanas. No entanto, ndo se possui uma
medida de tratamento eficiente e segura dos individuos
infectados. Esses organismos se destacam por serem au-
xotréficos para purinonucleotideos. Com a finalidade de
desenvolver novas formas de quimioterapia, a via de re-
cuperagdo se apresenta como uma ideia candidata a esse
fim. Objetivando complementar a pesquisa em andamen-
to, pretendemos empregar técnicas de evolucio in vitro
(DNA shuffling) para a selecao de mutantes do gene HG-
PRT de Leishmania. Esses serdo sequenciados e estudos
cinéticos serao realizados. As enzimas mutadas poderdo
ser posteriormente cristalizadas e sua estrutura resolvida.
Essa informagdo levard a um melhor entendimento do
mecanismo de catélise e ao desenho de inibidores.
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O elF-5A, fator de inicia¢do de traduc¢io de eucario-
tos-5A, estd associado com vdrias etapas do metabolismo
de RNA, incluindo a tradugdo e a degradacdo dos RNAs
mensageiros. Esse fator é bastante conservado entre as di-
ferentes espécies, apresenta caracteristicas exclusivas e é
essencial para o crescimento celular. Apesar de a func¢do
ainda nao ser conhecida, esse fator estd associado com a
tradugao de RNA mensageiros envolvidos na transicao
G1-S do ciclo celular, com o transporte nucleocitoplasma-
tico dos mensageiros tardios de HIV e com a estabilizagao
de RNAs mensageiros. O objetivo geral deste projeto é
elucidar a fungao bioldgica desse fator, usando S. cerevi-



