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RESUMO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios Plasmodium spp. O
P. falciparum é considerado o mais severo por ser o responsavel pela maioria dos casos
de morte causados pela doenca. Devido ao rapido surgimento de cepas de P. falciparum
resistentes as drogas antimalariais da-se a importancia de realizar um screening de
compostos da biodiversidade, além de elucidar os mecanismos de acdo de substancias
com comprovada acdo antiplasmodial, como por exemplo, a rottlerin, um inibidor da
proteina quinase C. As proteinas quinases desempenham um papel essencial em muitas
fungdes celulares, o que as tornam alvos muito atraentes para o desenvolvimento de
novas drogas. A metodologia considerada padrdo ouro para avaliar a atividade
antimalérica de drogas € o ensaio com incorporacao de hipoxantina tritiada. No entanto,
0 alto custo, a adocdo de medidas de seguranca e a producéo de lixo radioativo limitam
a utilizacdo desta técnica. Desta forma, o0s objetivos deste trabalho foram a
implementacdo do teste de atividade antiplasmodial baseado em fluorescéncia com
SYBR Green 1°, avaliacéo da atividade antimalérica das subfracdes cromatogréficas de
silica-gel do extrato de acetato de etila de Qualea grandiflora, uma planta tipica do
Cerrado brasileiro, e avaliacdo dos efeitos da rottlerin no ciclo intra-eritrocitario do P.
falciparum por métodos bioguimicos e citofluorimétricos.

Trés subfracbes de Q. grandiflora apresentaram atividade antiplasmodial
moderada, sem atividade citotoxica e hemolitica aparentes. Foi demonstrado o efeito da
rottlerin, um potencial efetor da autofagia, sobre o ciclo eritrocitario de P. falciparum
por citometria de fluxo. De fato, a analise da populacéo enriquecida de esquizonte de P.
falciparum em cultura tratada por rottlerin comparada com a nao tratada revelou que
houve inibicdo da diferenciacdo dos merozoitos, acarretando na morte rapida do
parasito. A fim de entender quais eram os alvos proteicos de acdo desta molécula, foi
realizada uma andlise protebmica comparativa preliminar por eletroforese
bidimensional. Trés proteinas, Heat Shock Protein 90 (HSP90), 3-fosfoglicerato quinase
(3-PGK) e lactato desidrogenase (LDH), superexpressas na populagdo de esquizontes
ndo tratada com a rottlerin foram identificadas. Estas proteinas pertencem a classe de
proteinas quinases ou possuem um dominio de interacdo com quinase. A HSP90 esta
envolvida no processo de enovelamento proteico com um papel fundamental no
crescimento e desenvolvimento do parasito e, consequentemente, estudada como
potencial alvo de droga antiplasmodial. A LDH e a 3-PGK séo enzimas do metabolismo
da glicose, e assim, potenciais alvos bem conhecidos para compostos antimalaricos
devido a dependéncia deste parasito a glicolise para producdo de energia.

O estudo da biodiversidade do Cerrado pode contribuir para a descoberta de
compostos antimalariais e a conservacdao deste bioma ameacado. A ndo deteccdo das
proteinas identificadas na presenca de rottlerin pode estar relacionada a inducdo da
autofagia na esquizogonia eritrocitaria e constituem potenciais alvos de drogas
antimaléricas.

Palavras- chave: Plasmodium falciparum, Maléaria, rottlerin, morfogénese de
merozoitos, protedbmica, citometria de fluxo, atividade antiplasmodial, Qualea
grandiflora.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium spp protozoa. The P.
falciparum is considered the most severe, since it is responsible for the majority of
deaths related to this disease. Due to the rapid emergence of resistant strains of P.
falciparum against antimalarial drugs, a great importance can be given to the screening
of biodiversity compounds in addition to elucidate the mechanisms of action of
substances with demonstrated antiplasmodial action such as rottlerin, an inhibitor of
protein kinase C. Protein kinases play a pivotal role in many cellular functions, which
make them very attractive targets for the development of new drugs. The methodology
considered the gold standard for assessing antimalarial drug activity is the
[*H]hypoxanthine incorporation assay. However, the high cost, adoption of safety
regulations and the production of radioactive waste limit the application of this
technique. Therefore, the objectives of this study were to implement the antiplasmodial
activity test based on SYBR® Green | fluorescence, assessment of antimalarial activity
of silica gel chromatographic subfractions of Qualea grandiflora ethyl acetate extract, a
typical plant of the Brazilian Cerrado, and assessment of the rottlerin’s effects in
erythrocytic cycle of P. falciparum by biochemical and cytofluorimetric methods.

Three subfractions of Q.grandiflora showed moderate antiplasmodial activity
without apparent cytotoxic and hemolytic activities. It was demonstrated the effect of
rottlerin, a potencial autophagy effector, on P. falciparum erythrocytic cycle by flow
cytometry. In fact, analysis of the schizont enriched population of P. falciparum in
rottlerin-treated culture compared to untreated ones revealed that there was an inhibition
of merozoites differentiation, resulting in the rapid death of the parasite. In order to
elucidate which proteins were the targets of rottlerin action, a preliminary comparative
proteomic analysis by two-dimensional electrophoresis was performed. Three proteins,
heat shock protein 90 (HSP90), 3- phosphoglycerate kinase (PGK-3) and lactate
dehydrogenase (LDH), upregulated in schizont population non treated with rottlerin
were identified. These proteins belong to the class of protein kinases or possess domains
that interact with them. The HSP90 is involved in the protein folding process with a
critic role in parasite growth and development, thus being studied as a potential target
for antiplasmodial drugs. The 3- PGK and LDH are enzymes of glucose metabolism,
hence well known potential targets for antimalarial compounds due to parasite
dependence on glycolysis to produce energy.

The study of Cerrado biodiversity can contribute to the discovery of antimalarial
compounds and to the conservation of this threatened biome. The not detection of these
proteins identified in the presence of rottlerin may be related to autophagy induction in
erythrocytic schizogony and constitute potential targets for antimalarial drugs.

Keywords:  Plasmodium  falciparum, Malaria, rottlerin,  merozoite
morphogenesis, proteomics, flow cytometry, antiplasmodial activity, Qualea
grandiflora.
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1.1 Situacdo da Malaria no mundo

A maléria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium.
Somente 5 de aproximadamente 100 espécies desses protozoarios sdo responsaveis por infectar
seres humanos: P. falciparum; P. vivax; P. ovale; P. malariae e P. knowlesi, espécie
recentemente reconhecida como agente causador desta doenca em humanos. O P. falciparum é
considerado o mais perigoso por causar malaria cerebral (a forma mais grave da doenca),
podendo levar o individuo infectado a morte quando ndo tratado adequadamente (FRANCA,
SANTOS E FIGUEROA-VILLAR, 2008; BRASIL, 2008; WHO, 2013).

Esta doenca é considerada a protozoose mais grave, afetando cerca de 300 a 500 milhdes
de pessoas no mundo anualmente. Sua distribuicdo epidemioldgica é mais relevante nas areas
tropicais e subtropicais do mundo, como mostra a figura 1, colocando sob risco
aproximadamente 40% da populacdo mundial (cerca de 2,4 bilhdes de pessoas) em mais de 100
paises (SACHS e MALANEY, 2002; GUERRA, SNOW e HAY, 2006; FRANCA, SANTOS E
FIGUEROA-VILLAR, 2008).

I Paises ou areas onde ocorrem a transmissao da malaria

Paises ou areas onde o risco de transmissdo da maléria € limitada

Este mapa é apenas para visualizagdo e ndo como uma fonte definitiva de informagdes sobre a epidemiologia da malaria. Fonte: OMS.2011.

Figura 1: Distribuicdo da malaria pelo mundo (adaptado OMS, 2011).

Em 2012, foram registrados cerca de 207 milhdes de casos desta doenca. A maioria
destes casos (80%) era do continente africano, seguido pela Regido do Sudeste da Asia (13%) e
da Regido do Mediterraneo Oriental (6%). Neste mesmo ano, estimou-se que ocorreram 627.000
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(intervalo de incerteza, 473.000-789.000) 6bitos por maléria em todo 0 mundo. Dessas mortes
estimadas, a maioria ocorreu na Africa Subsaariana (90%) e em criangas menores de 5 anos de
idade (77%) (WHO, 2013).

1.2 Maléria no Brasil

No Brasil, as principais espécies causadoras da malaria sdo P. vivax, P. malariae e
P. falciparum. No entanto, as infec¢des por P. vivax predominam, sendo a espécie responsavel
por aproximadamente 78,7% dos casos notificados na regido Amazonica entre 2000 e 2011. O
Brasil integra os trinta paises em que ha maior numero de casos de malaria no mundo (BRASIL,
2013; WHO, 2013).

A regido da Amazobnia Legal Brasileira (divisdo politica do territério nacional que
engloba nove estados: Amazonia, Acre, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins) apresenta 0 maior nimero de casos da doenga, como mostra a figura 2.
Segundo o Ministério da Salde, entre 2000 e 2011, aproximadamente 99,7% dos casos de
maléria no Brasil foram notificados nesta regido (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; BRASIL,
2013).

RJ Casos confirmados
‘ Ag/\ por 1000 pessoas
" - » Dados insuficientes
‘ [ o
’ {001
r o110
11.0-10
P B 10-50
I 50-100
| B3l

Figura 2: Epidemiologia da malaria no Brasil (adaptado WHO, 2013).

Mais de 420.000 casos foram registrados anualmente entre 2000 a 2011 no pais. Sendo
que, entre 2000 e 2002 houve uma reducdo da incidéncia de maléria. Porém no periodo de 2002
a 2005 observou-se um aumento do numero de casos da doenca, chegando a atingir 607.782
casos em 2005. Este aumento pode ser explicado pela ocupacdo desordenada das periferias das
grandes cidades, principalmente da Regido Amazonica, desmatamento para extracdo de madeira,
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criacdo de gado, agricultura e assentamentos, atividades ndo autorizadas pelos 0Orgédos
competentes, e, ainda, aumento dos criadouros do mosquito, vetor da malaria, em funcéo da
atividade de piscicultura desordenada, com a construcdo de tanques artificiais. No entanto, a
partir do ano de 2006, observa-se um declinio do numero de casos notificados (Fig. 3),
apresentando uma reducdo média de 56.866 casos a cada ano (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010; BRASIL, 2013).
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Figura 3: Incidéncia da maléria no Brasil. Casos notificados entre 2000 e 2011 (BRASIL, 2013).

Desde 1993, por recomendagdo da Conferéncia Ministerial de Amsterdd (outubro, 1992),
o Brasil utiliza a Estratégia Global de Controle Integrado da Malaria — “uma agdo conjunta e
permanente do governo e da sociedade, dirigida para a eliminacdo ou reducdo do risco de
adoecer ou morrer de malaria”. Essa estratégia objetiva diminuir a morbimortalidade e reduzir as
perdas sociais e econdmicas provocadas pela maléaria, mediante o fortalecimento dos niveis
regional e local de atencdo a salde. Esses objetivos deverdo ser alcancados pelo diagndstico

precoce e preciso e pelo tratamento imediato e eficaz dos casos (BRASIL, 2005).

1.3 Ciclo de vida dos protozoarios causadores da Maléaria

O ciclo bioldgico das espécies de Plasmodium causadores da malaria envolve dois
hospedeiros: os seres humanos e as fémeas do mosquito do género Anopheles (vetor). Dentro do
ciclo de vida desses protozoarios no homem, observam-se dois ciclos de reproducdo assexuada:
o ciclo hepético pré-eritrocitario transitério e o ciclo intra-eritrocitario (BANNISTER et al.,
2000a; BANNISTER E MITCHELL, 2003; NEVES et al., 2011; REY, 2011).

A infeccdo se inicia atraves da inoculacdo de esporozoitos pelo inseto vetor infectado
durante o repasto sanguineo (Fig. 4, etapa 1). Estes esporozoitos atingem a corrente sanguinea,

que por sua vez, infectam os hepatdcitos (Fig. 4, etapa 2) e se diferenciam em esquizontes
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teciduais ou hepéticos (Fig. 4, etapa 3), que se rompem e liberam merozoitos na corrente
sanguinea (Fig. 4, etapas 4 e 5). Apos esta replicacdo inicial no figado (esquizogonia exo-
eritrocitica), os parasitos invadem os eritrocitos dando inicio ao ciclo intra-eritrocitario
(BANNISTER E MITCHELL, 2003; NEVES et al., 2011; REY, 2011).

Este ciclo é o mais estudado, pois € o responsavel pelas manifestacbes clinicas mais
importantes e pela morbimortalidade da maléria e é a fase em que se pode manter em cultura.
Além disso, por diferentes abordagens foi mostrado que 20% dos transcritos preditos de P.
falciparum séo especificos do ciclo intra-eritrocitario (BOZDECH et al., 2003; LE ROCH et al.,
2003), o0 que é um estimulo a compreensao dos mecanismos moleculares desse ciclo.

Ap0s a invasdo dos eritrdcitos (Fig. 4, etapa 7), 0s merozoitos infectantes se transformam
para os estagios de anel (0-20 h) (Fig. 4, etapa 8) e trofozoito (20-36 h) (Fig. 4, etapa 9), em que
ndo ocorre divisdo celular, e em seguida realiza trés a quatro ciclos de mitose se transformando
no estagio esquizonte multinuclear (36-48 h) (Fig. 4, etapa 10). O esquizonte se diferencia
durante as Ultimas horas em 16-24 merozoitos que, apos a ruptura do eritrdcito, sao liberados na
circulacdo sanguinea (Fig. 4, etapa 11), para iniciar um novo ciclo intra-eritrocitario
(BANNISTER E MITCHELL, 2003; NEVES et al., 2011).

O ciclo intra-eritrocitério se repete sucessivas vezes, a cada 48 horas, nas infeccdes por P.
falciparum, P. vivax e P. ovale, a cada 72 horas, nas infec¢des pelo P. malariae e a cada 24 horas
para P. knowlesi. Apds vérias geracdes de merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciacdo em
estagios sexuados, 0s microgametdcitos (masculino) e os macrogametocitos (feminino) (Fig. 4,
etapa 12), que ao serem ingeridos pelo inseto durante o repasto sanguineo, sdo capazes de evoluir
dando origem ao ciclo sexuado e depois ao ciclo esporogonico (Fig. 4, etapa 12 a 18)
(BANNISTER et al., 2000a; PREISER et al., 2000; BLACKMAN e BANNISTER, 2001).

Estes gametdcitos ao atingirem o estbmago do mosquito se transformam em gametas
extracelulares, macrogametas e microgametas (Fig. 4, etapa 13), em um processo denominado de
gametogénese, que é estimulado pela diferenca de temperatura (inferior a 30°C) e aumento do
pH por baixa pressdo de diéxido de carbono (CO,). O gametdcito masculino da origem a 8
microgametas por um processo denominado exflagelagdo. Em 20-30 minutos, um microgameta
fecundara um macrogameta, formando o ovo ou zigoto (Fig. 4, etapa 14). Apos a fecundacgéo, o
zigoto passa a movimentar-se por contragdes do corpo, sendo denominado oocineto (Fig. 4,
etapa 15). Este atravessa a matriz peritréfica e atinge a parede do intestino medio, onde se
encista na camada epitelial do 6rgdo, passando a ser chamado oocisto (Fig. 4, etapa 16). Entdo,
inicia-se a esporogonia (formacao de esporozoitos) até que ocorre a ruptura da parede do oocisto,

liberando os esporozoitos (Fig. 4, etapa 17), que sdo disseminados pela hemolinfa até atingirem
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as células das glandulas salivares (Fig. 4, etapa 18) e serdo inoculados juntamente com a saliva
em um hospedeiro humano, durante o repasto sanguineo, fechando o ciclo destes protozoarios

causadores da malaria (BANNISTER et al., 2000a; PREISER et al., 2000; BANNISTER E
MITCHELL, 2003; NEVES et al., 2011).
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Figura 4: Ciclo bioldgico dos protozoarios causadores da maléria: P. falciparum, P. malariae, P. ovale,
P. vivax e P. knowlesi (adaptado BANNISTER E MITCHELL, 2003).

Durante o ciclo intra-eritrocitario, estes protozoarios utilizam como principal fonte de
nutricdo a hemoglobina, porém alguns elementos presentes no plasma, como glicose, metionina,

biotina, certas purinas e pirimidinas, fosfato e acido paraminobenzoico (PABA) também sédo

utilizados para o seu desenvolvimento. A ingestdo da hemoglobina ocorre por endocitose de
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pequenas por¢des de citoplasma das hemécias, da membrana do vacuolo parasitéforo e da
membrana plasmética do parasito, formado uma organela denominada citéstoma. Em seguida, a
digestdo ocorre no interior do vacutolo digestivo do protozoario, com a formacdo do pigmento
malarico (Fig. 5), que consiste em cristais castanhos inertes, a hemozoina, formada a partir da
associacdo de derivados de heme (ferriprotoporfirina IX) resultante do catabolismo da
hemoglobina. Quando ocorre a ruptura das células infectadas (eritrocitos ou hepatocitos), a
hemozoina acumulada € liberada no plasma e, entdo, é fagocitada pelas células de Kupffer no
figado ou pelos macrofagos do baco e de outros 6rgdos (BANNISTER et al., 2000a; PREISER et
al., 2000; BANNISTER E MITCHELL, 2003; NEVES et al., 2011).

Figura 5: Acumulo de hemozoina dentro do vacuolo digestivo. A. Microscopia Eletrénica Transmissdo
(adaptado LANGRETH et al., 1978). B. Microscopia 6tica mostrando em destaque (seta) a hemozoina
dentro do vacuolo digestivo.

1.4 Morfogénese dos merozoitos de P. falciparum

A morfogénese dos merozoitos de Plasmodium falciparum é um processo de
diferenciacdo celular complexo, que se inicia no estagio esquizonte, em um evento molecular
denominado esquizogonia, com o brotamento polarizado, ao final do qual cada merozoito herda
um unico nucleo, uma Unica mitocdndria, um Gnico apicoplasto e as organelas do complexo
apical — rdptrias, micronemas e granulos densos — que tém papéis cruciais na invasdo. No
entanto, ainda no estagio trofozoito, ocorre a sintese de moléculas importantes para a
multiplicacdo do parasito, incluindo a sintese de DNA (WHITE E KILBEY, 1996; ARNOT E
GULL, 1998; BANNISTER et al., 2000a; b).

O estagio de esquizonte é caracterizado por sucessivas divisdes celulares. O nucleo

divide-se cerca de quatro vezes, e, possivelmente, devem estar alternadas com episodios de



25

sintese de DNA, com o objetivo de produzir entre 16 a 24 nlcleos, que dardo origem ao mesmo
namero de merozoitos. Esta divisdo nuclear é do tipo endomitética, ou seja, € um processo de
duplicacdo cromossémica que ocorre sem a ruptura da membrana nuclear, tendo como resultado
uma unica célula com o dobro de cromossomos. Esta & uma caracteristica comum em eucariotos
unicelulares, onde ha a segregacdo dos cromossomos e 0 fuso mitético permanece dentro do
envelope nuclear em todo o processo (BANNISTER et al., 2000a; b; BANNISTER E
MITCHELL, 2003).

A formacdo dos merozoitos se inicia com o aparecimento de um fuso mitético em torno
do ndcleo, um conjunto de cromossomos se move em cada extremidade e os nucleos, em
seguida, se comprimem em dois sem romper o envelope nuclear. Ao final deste processo, cada
nucleo formado contém meio fuso mit6tico com um unico brotamento polarizado (um centro de
microtUbulos densos) em uma extremidade, ainda, inserido no envelope nuclear. Um novo fuso
mitético é formado ao lado do antigo, e, posteriormente, cada um migra para uma extremidade
do nucleo, dando inicio a formacdo de novos eixos de brotamentos polarizados, e, assim, outras
divisdes nucleares (BANNISTER et al., 2000a; BANNISTER E MITCHELL, 2003).

A divisdo nuclear é acompanhada por varias mudancas citoplasmaticas que envolvem a
formacdo dos merozoitos, tais como: proliferacdo do reticulo endoplasmatico rugoso e dos
ribossomos, multiplicagdo da mitocéndria e dos plastidios e a acumulacdo de um ou Vvarios
vacuolos lipidicos que mais tarde serdo chamados de membrana ou proveniéncia lipidica
(HOPKINS et al., 1999; BANNISTER et al., 2000a). A partir desta fase, uma sequéncia
ordenada de eventos ocorre para a formacao dos merozoitos, comecando pelas organelas apicais.
Nos momentos finais da divisdo celular, varios centros de formacgdo de merozoitos se apresentam
em intervalos regulares ao longo da circunferéncia do parasito, dando origem a
aproximadamente 16 merozoitos, cada um com um conjunto de réptrias. Proximo a cada fuso
mitotico sdo formadas vesiculas revestidas a partir do envelope nuclear e se fundem com o
Complexo de Golgi, constituindo uma Unica cisterna discoidal. Entdo, um segundo conjunto de
vesiculas de revestimento se junta para formar duas rdptrias ou se transformar, individualmente,
em micronemas ou granulos densos (BANNISTER et al., 2000a).

Os componentes do citoesqueleto sdo formados na superficie de cada merozoito,
inclusive os anéis polares e os microtdbulos, e um polo de clivagem aparece em volta de cada
merozoito, definindo a sua forma. Antes da individualizagdo completa, um ndcleo, uma
mitocondria e um plastideo movem-se da area central do citoplasma do esquizonte para cada
merozoito. Um anel de constricdo, em seguida, separa cada merozoito do corpo residual do

esquizonte que contém o pigmento do vacuolo digestivo. Por fim, os merozoitos sdo liberados
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apo6s o rompimento das membranas do vacuolo parasitéforo e do eritrocito, desencadeada pela
liberacdo dos contetidos das organelas apicais destas formas (BANNISTER et al., 2000a).
A figura 6 representa a morfologia dos esquizontes de P. falciparum, mostrando a

morfogénese dos merozoitos.
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Figura 6: Morfologia do estagio esquizonte de P. falciparum. A. Esquema mostrando a organizacdo do
estagio esquizonte de P. falciparum perto do fim desta fase, dentro de uma hemécia cortada
transversalmente para mostrar o parasito e a estrutura do eritrécito, incluindo fendas de Maurer (aqui
designado como fendas longas e curtas) e knobs de superficie. Os merozoitos estdo brotando da superficie
do esquizonte, e no apice de cada merozoito as organelas apicais estdo se desenvolvendo, e as
mitocdndrias (verde) e plastidios (amarelo) estdo migrando para os seus brotos. B. Uma imagem de
microscopia eletrénica da morfogénese dos merozoito de P. falciparum, mostrando o estagio esquizonte
com uma série de ndcleos (n) e o desenvolvimento de merozoitos arredondados (m) contendo réptrias
precoces (r) em torno de seu perimetro. Um vacuolo lipidico esta centralmente presente (I). Observe a
aparéncia irregular da superficie dos eritrécitos e a presenca de knobs (k). Barras de escala = 0,5 um. ER,
reticulo endoplasmatico (adaptado BANNISTER et al., 2000a).
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O merozoito é a forma invasiva dos protozoarios do género Plasmodium, apresenta uma
forma ovoide, com uma proeminéncia (proeminéncia apical) em uma das extremidades. Estas
formas no P. falciparum medem cerca de 1,6 um de comprimento e 1,0 um de largura,
aproximadamente o tamanho de uma bactéria. Apesar de ser uma forma minuscula, possui todo o
aparato necessario para escapar do eritrocito apds a esquizogonia e rapidamente, aderir e invadir
um novo eritrécito. Embora o periodo que esta forma € extracelular ocorre rapidamente, vale
ressaltar a sua importancia imunolégica, pois sdo expostos aos anticorpos do hospedeiro entre a
saida de uma hemacia e a invasdo de outra (HOPKINS et al., 1999; NEVES et al., 2011).

No corpo celular encontram-se numerosos ribossomos, uma mitocondria e um plastideo,
0 nucleo localizado basalmente. O citoesqueleto ¢ minimo, em que algumas destas organelas
estdo ancoradas, 0 que ajuda a dar forma ao merozoito (PREISER et al., 2000; BLACKMAN e
BANNISTER, 2001).

Os merozoitos possuem estruturas e caracteristicas especificas que sdo essenciais para a
invasdo dos eritrécitos, que sdo: camadas de filamentos que envolvem a superficie da membrana
plasmatica e organelas apicais em vesiculas secretoras (BLACKMAN e BANNISTER, 2001).

Neste estagio do parasito, sua superficie apresenta uma camada espessa ericada, sendo
cada cerda um amontoado de filamentos finos (2-3 nm) ancorado em suas bases na membrana
plasmaética. Estes filamentos sdo usados pelo parasito para capturar 0s eritrocitos, no entanto,
apos a invasao sdo clivados da superficie. A estrutura quimica desses filamentos ainda néo é
totalmente conhecida, mas a hipétese € que sejam um complexo de proteinas de superficie 1 do
merozoito (MSP), compreendendo as mais abundantes proteinas externas do merozoito que séo
clivadas ou perdidas durante o processo de invasdo. Existem outras duas membranas que estdo
ligadas a membrana plasmaética do parasito por pontes cruzadas de filamentos e constituem a
parte exterior e interior de um saco membranoso achatado denominado, cisterna (as vezes
também chamado de alvéolo), que circunda a superficie inteira do parasito, com exce¢do da
proeminéncia apical. As funcdes desta cisterna ainda ndo estdo bem descritas, mas € provavel
que estejam relacionadas de alguma forma a invasdo, porque estdo presentes em oocinetos e
esporozoitos, que também sdo formas de invasdo do parasito em outras etapas do ciclo biolégico
(BANNISTER et al., 2000a; PREISER et al., 2000; BLACKMAN e BANNISTER, 2001;
BANNISTER E MITCHELL, 2009).

As roptrias, micronemas e granulos densos séo vesiculas membranosas que constituem as
organelas apicais, importantes por liberarem seus contetudos durante a invasdo, causando uma
mudanca no formato e na composi¢cdo da membrana do eritrocito invadido (HOPKINS et al.,
1999; PREISER et al., 2000; BLACKMAN e BANNISTER, 2001; NEVES et al., 2011).
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As réptrias sdo duas estruturas idénticas em forma de péra, que sdo densamente coradas e
medem aproximadamente 650 nm de comprimento e 300 nm de largura em seu maior didmetro e
contém varias proteinas. Os micronemas sdo organelas menores e alongadas (120 x 40 nm),
estdo localizadas proximas as roptrias e, provavelmente, liberam seu conteldo através desses
dutos na fase inicial da invasdo. Os conteldos destas duas organelas sdo importantes tanto na
adesdo dos merozoitos na superficie do eritrcito, quando na formacgdo do vacutolo parasitoforo
(HOPKINS et al., 1999; BANNISTER et al., 2000a; b; BLACKMAN e BANNISTER, 2001).

Os granulos densos sdo corpos arredondados e se localizam separadamente dentro do
citoplasma apical do merozoito, possuem aproximadamente 80 nm de didmetro e possuem
conteddo densamente granular semelhante as roptrias. Apds a invasdo eritrocitaria, estas
organelas se movem para a superficie do parasito e liberam seu conteddo no vacutolo
parasitéforo, acarretando em aumento da area de sua membrana e, possivelmente, estdo
envolvidos no processo de diferenciacdo do parasito para o estagio de anel (HOPKINS et al.,
1999; BANNISTER et al., 2000a; b; PREISER et al., 2000; BLACKMAN e BANNISTER,
2001; BANNISTER E MITCHELL, 2009).

A figura 7 representa a morfologia dos merozoitos de P. falciparum, mostrando todas as

estruturas acima descritas.
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Figura 7: Morfologia do estigio de merozoitos de Plasmodium falciparum. A. Esquema mostrando a
organizacdo tridimensional de um merozoito, com a pelicula parcialmente cortada para mostrar as
estruturas internas. B. Imagem de microscopia eletrénica de um merozoito ja formado mostrando a
proeminéncia apical (ap) com uma roptria (r), granulos densos (d), e um ndcleo recortado (n). Barras de
escala = 0,5 um (adaptado BANNISTER et al., 2000a).

1.5 Caracteristicas da doenca

As manifestacfes clinicas mais caracteristicas desta doenca séo as febres intermitentes,
que podem ocorrer a cada dois (malaria tercd) ou trés dias (maléaria quartd), dependendo da
espécie, pois esta relacionado ao ciclo de vida de cada espécie do parasito. Entretanto, em
virtude da quimioprofilaxia da malaria realizada ainda na fase de assincronismo das
esquizogonias sanguineas, € bastante comum a observacdo de febres irregulares (NEVES et al.,
2011; REY, 2011).

Outros sinais e sintomas comuns sdo: calafrios, sudorese, dores de cabeca, nduseas e
vomitos, dores no corpo e mal-estar geral. Achados fisicos podem incluir: temperaturas elevadas,
transpiracdo, fraqueza, esplenomegalia, ictericia, hepatomegalia e aumento da frequéncia
respiratdria (BRASIL, 2008b; NEVES et al., 2011).
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Uma fase assintomatica ocorre relativa ao periodo de incubagdo do parasito, sendo
variavel entre as espécies. Para as infeccdes por P. falciparum esta fase dura em torno de 9-14
dias, para P. vivax de 12-17 dias, para P. ovale 18-40 dias e para P. malariae de 16-18 dias.
Logo apds esta fase, um periodo sintomatico inicial que precede a febre classica se apresenta
com cefaleia, mal-estar, cansaco e mialgia (NEVES et al., 2011; REY, 2011).

O ataque paroxistico agudo (acesso malarico), coincidente com a ruptura das hemaécias
apos a esquizogonia, € caracterizado por uma fase fria (sensacdo de frio, tremores), uma fase
quente (febre, dores de cabeca, vomitos, convulsdes em criancas pequenas) e finalmente uma
fase de transpiracéo (suor, normalizacdo da temperatura e cansaco). O acesso malérico costuma
durar entre 6 a 10 horas (NEVES et al., 2011; REY, 2011).

De forma geral, o quadro clinico da malaria pode ser classificado em: Malaria nao
complicada, malaria grave ou complicada e malaria de recaidas (GOMES et al., 2011; OSORIO-
DE-CASTRO et al., 2011).

15.1 Maléria ndo complicada

A fase aguda da malaria ndo complicada apresenta sinais e sintomas semelhantes nas
infeccBes pelas 5 espécies, e a manifestacdo clinica mais comum sdo 0s acessos malaricos
acompanhados de intensa debilidade fisica, nauseas e vomitos (NEVES et al., 2011; REY,
2011).

Outros sinais e sintomas que podem aparecer sdo palidez, inchago do baco, anemia, que
pode se apresentar em graus variaveis, sendo mais intensa nas infec¢des por P.falciparum, e a
sindrome nefrética, que pode ocorrer em infeccdes ndo tratadas pelo P. malariae, com a presenca
de proteindria acentuada, hipoalburninemia e edema (NEVES et al., 2011; REY, 2011).

Em éareas endémicas, devido a alta taxa de exposi¢do a transmissdo da doenca, quadros
prolongados de infeccdo podem produzir manifestacGes cronicas da malaria, como a sindrome de
esplenomegalia tropical, que € caracterizada por uma esplenomegalia intensa, hepatomegalia,

anemia, leucopenia e plaquetopenia (NEVES et al., 2011; REY, 2011).

1.5.2 Maléria grave e complicada

Individuos que apresentam imunodeficiéncia, bem como criangas e gestantes, podem
apresentar manifestagdes mais graves da doenca, podendo ser fatal em infeccOes causadas por
P. falciparum. As manifestagdes como hipoglicemia, convulsdes, vOmitos repetidos,

hiperpirexia, ictericia e disturbio da consciéncia sdo indicadores de pior prognostico e podem
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preceder as formas clinicas da maléria grave e complicada (GOMES et al., 2011; NEVES et al.,

2011).

A forma mais grave da malaria ocorre quando ha faléncia de 6rgaos ou anomalias graves

no sangue ou no metabolismo do paciente. As formas clinicas da malaria complicada séo:

malaria cerebral, insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar, hipoglicemia, ictericia e
hemoglobindria (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).

Maléria cerebral: esta forma clinica é causada pela espécie P. falciparum. Os principais

sinais e sintomas sdo: forte cefaleia, hipertermia, vOmitos e sonoléncia e, em criangas,
podem ocorrer convulsGes. O paciente evolui para um quadro de coma, com pupilas
contraidas e alteracdo dos reflexos profundos (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).

Insuficiéncia renal aguda: caracteriza-se pela reducdo do volume urinario e aumento da

ureia e da creatinina plasmaticas, ocorrendo principalmente em adultos. Existem
evidéncias que mostram que esta é a complicacdo mais comum em regides onde a
transmissdo da doenca é instavel, como o Brasil (GOMES et al., 2011; NEVES et al.,
2011).

Edema pulmonar agudo: é particularmente comum em gestantes e inicia-se com

hiperventilacdo e febre alta. As formas mais graves caracterizam-se por intensa
transudacgdo alveolar, com grave reducdo da pressao arterial de oxigénio (sindrome da
angustia respiratoria do adulto) (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).
Hipoglicemia: mais frequente em criancas, ocorre geralmente em associagcdo com outras
complicagBes da doenca, principalmente a maléria cerebral. Pode ocorrer em mulheres
gravidas com malaria ndo complicada ou ap6s o tratamento com quinina (GOMES et al.,
2011; NEVES et al., 2011).

Ictericia: resultante da hemdlise excessiva ou de comprometimento da funcdo hepatica. E
definida como coloracdo amarelada da pele e mucosa, causada pelo aumento da
bilirrubina sérica (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).

Hemoglobindria: ocorre em virtude da hemdlise intravascular aguda macica,

acompanhada por hiper-hemoglobinemia e hemoglobindria, ocorre em alguns casos de
maléria aguda e também em individuos que tiveram repetidas formas de malaria grave
por P. falciparum. O paciente apresenta collria acentuada, voémitos biliosos e ictericia
intensa. Necrose tubular aguda com insuficiéncia renal é a complicagdo mais frequente e
que pode levar a morte (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).
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e Outras manifestacfes: pode ocorre a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

(SDRA), que € uma reacdo inflamatoria nos pulmdes que inibe a troca de oxigénio,

podendo se apresentar mesmo apds a diminuicdo da parasitemia em resposta ao

tratamento farmacoldgico; anormalidades na coagulacdo do sangue; hipotensdo arterial

causada pelo colapso cardiovascular e acidose metabolica, muitas vezes em associacéo

com hipoglicemia (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).

A maléaria grave é uma emergéncia médica e deve ser tratada com urgéncia e de forma
agressiva (GOMES et al., 2011; NEVES et al., 2011).

153 Maldria de Recaidas

Em infeccbes por P. vivax e P. ovale, ap6s o tratamento e recuperacdo do primeiro
episodio da doenca, podem ocorrer “ataques” adicionais (“recaidas”), mesmo depois de meses ou
até anos sem sintomas. Este fenbmeno ocorre apenas com estas espécies, pois apresentam as
formas de vida latentes, os hipnozoitos, que se alojam no figado e podem ficar inativos por
longos periodos. No entanto, ao serem reativados produzem a sintomatologia da doenca (NEVES
etal., 2011; REY, 2011).

154 Outras manifestaces da Maldria

Distarbios neuroldgicos podem persistir, ocasionalmente, a malaria cerebral,
especialmente em criangas. Tais distarbios incluem problemas com movimentos (ataxia),
paralisias, dificuldades na fala, surdez e cegueira (GOMES et al., 2011).

As infeccdes recorrentes com P. falciparum podem resultar em anemia grave. 1sso ocorre
especialmente em criancas pequenas na Africa tropical com infeccdes frequentes e que sdo
inadequadamente tratadas (GOMES et al., 2011).

A maléria durante a gravidez (especialmente por P. falciparum) pode causar doenca
grave na mae, podendo levar ao parto prematuro ou um bebé de baixo peso ao nascer (CHAGAS
et al., 2009).

Em raras ocasifes, P. vivax pode causar ruptura do baco (LACERDA, OLIVEIRA E
ALECRIM, 2007).

A sindrome nefrotica (uma doenca renal crbnica grave) pode resultar de infeccbes
cronicas ou repetidas com P. malariae (MARSDEN, 1990).

A Esplenomegalia Malarica Hiperreativa (também chamada de "Sindrome de

Esplenomegalia Tropical™) ocorre raramente e ¢ atribuida a uma resposta imunoldgica anormal a
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infeccOes maléricas repetidas. A doenca € caracterizada por uma importante esplenomegalia e
hepatomegalia, achados anormais imunoldgicos, anemia, e uma susceptibilidade a infecgdes por

outro agente infeccioso (tal como a pele ou infec¢des respiratorias) (CRANE, 1992).

155 Diagnostico

O principal método de diagnostico da malaria é a partir do exame parasitolégico de
sangue. A principal técnica é o esfregaco sanguineo e a observacao das formas eritrocitarias do
parasito por microscopia.

No entanto, outros achados laboratoriais sd0 comuns na doenca, tais como anemia leve,
diminuicdo sutil do nimero de plaquetas (trombocitopenia), elevacdo da bilirrubina, e aumento
das transaminases. Vale ressaltar que estes achados nao sdo suficientes para fechar o diagnostico
da doenca, constituindo apenas indicios, tornando indispensavel o exame parasitoldgico de
sangue (REY, 2011; WHO, 2013).

1.6 Tratamento da maléaria

A farmacoterapia da malaria é realizada com quimioterapicos que tem como objetivo
principal interromper a esquizogonia sanguinea, responsavel pelas manifestacfes clinicas da
doenca (BANNISTER E MITCHELL, 2003; FRANCA, SANTOS E FIGUEROA-VILLAR,
2008). Entretanto, devido ao seu ciclo biolégico complexo com a existéncia diversos estagios de
vida, é também objetivo da terapéutica proporcionar a erradicacao de formas latentes do parasito
no ciclo tecidual (hipnozoitos) das espécies P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas
tardias, e a quimioprofilaxia em casos por P. falciparum no inicio da infeccdo, ainda na fase
hepatica. Os farmacos da classe 8- aminoquinolinas (primaquina e tafenoquina) sdo utilizados
nestes casos especificos (ROBBERT et al., 2001; NEVES et al., 2011).

No entanto, o tratamento é longo, muitas vezes ineficaz devido as altas taxas de
reinfeccdo do paciente, principalmente em regides endémicas e, ainda, frequentemente
inacessivel a populacdo. Agregado a todos estes fatores que dificultam o combate a maléria,
ainda soma-se 0 crescente nuimero de cepas resistentes a estas terapias disponiveis. Neste
contexto, a busca por novas alternativas terapéuticas que se mostrem mais eficazes e acessiveis a
populacdo é de extrema importancia (BANNISTER E MITCHELL, 2003; FRANCA, SANTOS
E FIGUEROA-VILLAR, 2008; NEVES et al., 2011).
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O tratamento da maléaria é baseado na quimioterapia, pois ndo existe vacina eficaz.
Assim, o tratamento tem como objetivo interromper a multiplicacdo assexuada no ciclo intra-
eritrocitario, responsavel pela patogénese e pelos sintomas clinicos. Um tratamento rapido e
eficiente é provavelmente o melhor método de combater a doenca em funcgéo do custo-beneficio
(GUERIN et al., 2002).

A terapéutica oral impede a progressdo para um estado mais grave da doenga e para as
complicacdes resultantes. Se as drogas sdo administradas com eficiéncia, uma diminuicdo da
morbidade bem como da mortalidade global relacionada a malaria podem ser alcancadas. No
entanto, a maioria das pessoas nas &reas endémicas tem pouco acesso ao diagndstico e ao
tratamento. Além disso, o tratamento geralmente é inadequado devido a falta de disponibilidade
de medicamentos eficazes e de qualidade assegurada (GUERIN et al., 2002).

As plantas foram e continuam sendo fontes importantes de drogas. Um exemplo é o
paclitaxel vendido como Taxol®, um diterpeno derivado da arvore Teixo do Pacifico, Taxus
brevifolia Nutt, utilizado para o tratamento de canceres (WANI et al., 1971). No caso da maléria,
a quinina, uma aminoquinolina alcaldide isolada a partir da casca de espécies de Cinchona por
Pelletier e Caventou em 1820, ainda € utilizada como droga antimalarial, apesar de ter sido usada
no desenvolvimento de drogas sintéticas como a cloroquina (1940) e a primaquina (1952), dentre
outras. Até recentemente, a cloroquina era a Unica droga sintética utilizada no tratamento da
malaria (BATISTA, SILVA JUNIOR E DE OLIVEIRA et al. 2009).

Desde 1960, o surgimento de cepas de P. falciparum resistentes a drogas, particularmente
a cloroquina, tem motivado a pesquisa de plantas medicinais antimalariais. Esses estudos
levaram ao desenvolvimento da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica com um grupo
peroxido, isolada da erva chinesa de uso tradicional Artemisia annua, e de seus derivados semi-
sintéticos artemeter e artesunato. Infelizmente, P. falciparum ja esta desenvolvendo resisténcia a
artemisinina e aos seus derivados (JAMBOU et al. 2005), assim como a terapia de combinacao
de drogas, como atovaquona e proguanil (WICHMANN et al. 2004).

Este cenario estimula a busca por novas drogas antimalaricas. Ha um consenso da
comunidade cientifica de que os produtos naturais tém desempenhado um papel dominante na
descoberta de moléculas com atividade quimioterapéutica para o tratamento de doencas
humanas. Na verdade, a grande maioria dos agentes quimioterapicos antimalaricos existentes é
baseada em produtos naturais. Desta forma, a biodiversidade de moléculas vegetais,
principalmente advindas das plantas tropicais, continua sendo uma fonte importante de modelos

moleculares na busca de medicamentos antipaltdicos. Ademais, um melhor entendimento da
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biologia dos P. vivax e P. falciparum em nivel molecular é um pré-requisito ao desenvolvimento

fortemente esperado de estratégias terapéuticas alternativas (BIRKHOLTZ et al. 2008).

1.7 Resisténcia aos farmacos antimalaricos

A primeira medida de intervencdo para o controle da malaria se baseou na erradicacao
dos mosquitos do género Anopheles, uma acgdo voltada para a interrupcdo da transmissdo da
doenga, principalmente focada no monitoramento ambiental de criadouros do inseto, na
utilizacdo de protecdes em portas e janelas e na aplicacdo de inseticidas, como
diclorodifeniltricloroetano (DDT). Estas intervencGes foram responsaveis pela eliminacdo da
maléria em mais de 10 paises entre 1900 e 1946 (HAY et al., 2004; PETERSEN, EASTMAN E
LANZER, 2011).

Entre 1955 e 1969, a OMS criou um programa para a erradica¢do da malaria no mundo,
denominado “Global Malaria Eradication Programme”, que tinha duas vertentes: 1) utilizacéo
do DDT para interromper a transmissdo da maldria, chamada de “fase de ataque”; 2)
quimioprofilaxia com o emprego da cloroquina, denominada de “fase de consolidagdo” (Fig. 8).
Os sucessos, 0s beneficios de longo prazo, os problemas de consolidacdo e manutencdo tém sido
documentadas, no entanto, esta estratégia fez com que mais 27 paises (principalmente na
Europa) declarassem a erradicacdo da malaria (HAY et al., 2004; GUERRA, SNOW E HAY,
2006; NAJERA, GONZALEZ-SILVA E ALONSO, 2011; PETERSEN, EASTMAN E
LANZER, 2011).

Antes da Fase . - .
y, ase de Consolidacio
)

Anos 1 2 3 4 1 2 3

Interrupcio da incidéncia
transmissio parasitiria annal
nio superior a 0,5%

e
8

—— Quantidade de Malaria -« g == Transmissio O Reservatorio de Parasitos

Figura 8: Fases da Campanha de Erradicacdo da Malaria, conforme estabelecido pela OMS. (Adaptado
NAJERA, GONZALEZ-SILVA E ALONSO, 2011).
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No entanto, a resisténcia generalizada aos inseticidas disponiveis, a existéncia de guerras
e imigracdo da populacdo, a impossibilidade para manter o programa de erradicagcdo em paises
emergentes por causa da dificuldade de investimento financeiro, e por fim, a falta de participacao
da populacdo limitaram a erradicacdo da malaria e favoreceu o surgimento de cepas resistentes a
cloroquina e, que, pelos mesmos motivos da limitacdo da erradicagdo, estas cepas de
P.falciparum resistentes foram disseminadas entre os paises que ndo conseguiram eliminar a
doenca, como mostra a figura 9, em que as regides tropicais e subtropicais sdo as mais
acometidas pela doenca e pelo aparecimentos das cepas resistentes (NAJERA, GONZALEZ-
SILVA E ALONSO, 2011; PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).

Areas com transmissio de malaria (alta e baixa)
A P fakiparum resistente i cloroquina 0 gl

P. fakciparum resistente i sulfadoxina/pirimetamina /

Registro de falhas terapeutica & mefloquina em malaria por P. Faliparum — gorce: ewHO, 200
] Areas sem transmissio de malaria

Figura 9: Distribuicéo epidemioldgica da resisténcia de P. falciparum aos farmacos antimalaricos,
centros sentinelas até 2004 (BRASIL, 2008b).

ApO6s o surgimento das cepas resistentes a cloroquina, a partir de 1960, a alternativa
terapéutica adotada para o tratamento da malaria foi a sulfadoxina-pirimetamina (Fansidar), no
entanto, rapidamente ja surgiram parasitos resistentes a estes farmacos. Desde entdo, varias
outras alternativas de drogas antimaldricas tém sido utilizadas no tratamento desta doenga,
incluindo mefloquina, amodiaquina, atovaquona, artemisinina e derivados, mas rapidamente
surgem cepas resistentes, como mostra a tabela 1 (FIDOCK et al, 2000;
WONGSRICHANALAI et al., 2002; SIBLEY E PRICE, 2012).
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Tabela 1: Datas da introducdo e do primeiro relato da resisténcia as drogas antimaldricas.
Primeiro relato

Droga antimalarial Introducéo d A Diferenca (anos)
e resisténcia
Quinina 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Sulfadoxina- pirimetamina 1967 1967 0
Mefloquina 1977 1982 5
Atovagquona 1996 1996 0

Fonte: adaptado de (WONGSRICHANALAI et al., 2002)

O surgimento de cepas resistentes de Plasmodium aos quimioterapicos antimalariais é
influenciado por varios fatores, dentre eles, a taxa de mutacdo do parasita, a carga parasitaria, a
seletividade das drogas e a adesdo ao tratamento (PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).

A taxa de mutacdo, em P. falciparum, é de aproximadamente 10, considerado
relativamente baixo (PAGET-MCNICOL E SAUL, 2001). O aumento da taxa de mutagcdo € um
processo adaptativo e vantajoso para o0 parasito, uma vez que favorece a sobrevida deste as
mudancas de ambiente, por sofrer selecdo em resposta a exposicdo de drogas (PETERSEN,
EASTMAN E LANZER, 2011).

A influéncia da carga parasitéria (infeccdes por P. falciparum com 10*°- 10% parasitos
em um individuo) no aparecimento de cepas resistentes parece estar relacionado com a
eliminacdo mais rapida de mutaces deletérias e melhorando, assim, a selecdo de mutacbes de
compensacdo (BLOLAND E ORGANIZATION, 2001; HASTINGS, PAGET-MCNICOL E
SAUL, 2004).

A utilizacdo inapropriada das drogas por dosagem inadequada, propriedades
farmacocinéticas ineficientes, medicamentos falsos, ou infeccdes adquiridas durante a fase de
eliminacdo da droga resultam em uma exposicao dos parasitos a concentracdes subterapéuticas, o
que aumenta a probabilidade do surgimento de cepas resistentes. Em areas endémicas, as
infeccbes adquiridas apds o tratamento de um episddio primario de maléria sdo comuns e,
acabam promovendo exposicOes repetidas do parasito aos quimioterapicos, favorecendo a
selecdo de cepas resistentes (BLOLAND E ORGANIZATION, 2001; MULLER, 2011).

Petersen e colaboradores (2011) descreveram, de modo geral, os principais modelos
hipotéticos para as vias de transporte de drogas antimalaricas e da localizacdo do alvo destas
drogas, ilustradas na figura 10. As principais proteinas de transporte envolvidas nestas vias sdo
PfCRT - transportador de resisténcia a cloroquina, pfMDR1 — proteina de resisténcia a

multidrogas 1 e PFMRP — proteina associadas a resisténcia a multidrogas.
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PfCRT e pfMDR1 se localizam na porcéo interna da membrana do vactolo digestivo
(FIDOCK et al., 2000; PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011), revelando a grande
importancia desta organela, tanto como alvo de drogas como na modulacdo da sensibilidade do
parasito as terapias medicamentosas. Esta modulacdo por estas proteinas, provavelmente, esta
relacionada com o sequestro da droga para fora do vacutolo digestivo (alvo da acdo das drogas
antimalariais), ou na limitacdo do acumulo das drogas neste. J4& a PfMRP estd localizada na
membrana plasmatica parasitaria, atuando, possivelmente, como uma bomba de efluxo de drogas
de modo geral (RAJ et al., 2009).

A figura 10A mostra um esquema do possivel mecanismo de resisténcia a cloroquina e
amodiaquina. Estas duas moléculas possuem a estrutura quimica semelhante a 4-
aminoquinolina, e por isso, 0s parasitos geralmente apresentam resisténcia cruzada entre elas.
Portanto, provavelmente, possuem o0 mesmo alvo e a uma mesma via de transporte. A maioria
das drogas que se acumula dentro do vacuolo digestivo do parasito sofre difusdo passiva, mas
pode ter sua concentracdo aumentada por meio da atividade de PfMDR1, uma vez que a
susceptibilidade do parasito € aumentada quando este transportador esta superexpresso. Ao passo
que, quando PfCRT 76T esta presente, 0s parasitos apresentaram resisténcia, pois este atua com
uma bomba de efluxo, jogando as moléculas ativas da droga para fora do vacuolo digestivo, local
de acdo destas drogas, impedindo ou limitando os seus efeitos. No entanto, hd pequenas
variacdes na forga de resisténcia a amodiaquina dependendo de mutagdes adicionais em PfCRT
(principalmente nos aminoacidos 72-75), conquanto, este fenbmeno ndo é observado para a
cloroguina. Os polimorfismos N86Y em PfMDR1 pode aumentar ainda mais a resisténcia,
supostamente por diminuir o transporte ativo para o vacuolo digestivo. Além disso, PFMRP,
presumivelmente auxilia o efluxo ativo, pelo menos para a cloroquina (PETERSEN, EASTMAN
E LANZER, 2011).

Na figura 10B observa-se um mecanismo de resisténcia a mefloquina. O primeiro fator
que confere resisténcia a esta droga é a amplificacdo de pfmdrl, resultando em aumento de sua
expressdo. Um mecanismo de acdo de resisténcia a mefloquina, portanto, pode ser que a
superexpressdo de PFMDR1 que causa um acumulo de mefloguina no vactolo digestivo e
seqliestro da droga para longe do seu local de agdo hipotético, localizada fora do vacuolo
digestivo. Alternativamente, a observacdo de que a mefloquina inibe a atividade de transportador
PfMDR1 também poderia levar a hipotese de que esta atua diretamente na funcdo de PFTMDRI.
PfMRP atua como uma bomba de efluxo de drogas, em geral, reduzindo a concentracdo de
mefloquina dentro do parasito (PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).
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A figura 10C mostra um mecanismo de resisténcia a lumefantrina. Vale ressaltar que
existem poucos dados sobre o alvo desta droga. No entanto, a evidéncia mais recente revela uma
resisténcia cruzada inversa com cloroguina e uma influéncia de PFCRT e PFIMDR1 hapl6tipos e o
numero de copias de PfMDRL1 na susceptibilidade a lumefantrina. Um tipo selvagem de
PfMDR1 haplétipo (N86) e amplificagdo pfmdrl podem levar a resisténcia a lumefantrina. Além
disso, tem sido mostrado que o tipo selvagem PfCRT (K76) também diminui a susceptibilidade.
Se o transporte de drogas segue padrbes semelhantes, tal como sugerido por cloroquina,
amodiaquina e mefloquina, lumefantrina se acumula no vacuolo digestivo através do transporte
ativo por pfmdrl em parasitos resistentes a lumefantrina e, podem existir vias de transporte
potencialmente adicionais. Parasitos que possuem uma forma mutante do PfCRT (76T) podem
apresentar maior suscetibilidade pelo transporte ativo desta proteina multada fora do vacuolo
digestivo. Isto sugere que o alvo priméario da lumefantrina € encontrado no citosol ou outra
organela do parasito. Embora ndo testado, PFIMRP pode ser capaz de transportar ativamente
lumefantrina (PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).

A figura 10D observa-se que os alvos da artemisinina e seus derivados permanecem ainda
desconhecidos, mas foi sugerido que a artemisinina € ativada por ferro ferroso e, posteriormente,
alquila moléculas como heme e proteinas especificas, perturbando assim o metabolismo do
parasito e, finalmente, causando a sua morte. O ferro ferroso estd presente tanto no vacutolo
digestivo, bem como do lado de fora do vacuolo digestivo. Portanto, a artemisinina pode ativar e
alquilar o heme e proteinas em ambos os compartimentos. O aumento da expressdo do pfmdrl
leva a uma fraca, mas significativa diminuicdo da suscetibilidade a artemisinina, sugerindo um
acumulo de artemisinina no vacuolo digestivo. Além disso, um knock-out de PFMRP aumenta a
susceptibilidade a artemisinina, o que indica que ele atua como um transportador de efluxo de
artemisinina. Com base em dados atuais, as concentracbes mais elevadas no compartimento
citosélico estdo correlacionadas com um aumento da sensibilidade, sugerindo que a inativacao de
enzimas e proteinas citosolicas € mais prejudicial a sobrevivéncia do parasito do que a sua acao
no vacuolo digestivo (PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).
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Figura 10: Modelos hipotéticos para as vias de transporte de drogas antimalaricas e localizacdo do alvo
de drogas. A. Mecanismo de resisténcia a cloroquina e amodiaquina. B. Mecanismo de resisténcia a
mefloquina. C. Mecanismo de resisténcia a lumefantrina. D. Mecanismo de resisténcia a artemisinina e
derivados. PfCRT: Transportador de resisténcia a cloroquina em P. falciparum; PfMDR1: transportador
de resisténcia a multidrogas 1 de P. falciparum; PFMRP: proteina associada a resisténcia a multidrogas de
P. falciparum; CQ: cloroguina; AQ: amodiaquina; MQ: mefloguina; LM: lumefantrina; ART:
artemisinina (e derivados); KO: knock-out; RBC: hemécia/ eritrdcito; P: parasito; DV: vacuolo digestivo
(adaptado PETERSEN, EASTMAN E LANZER, 2011).
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1.8 Testes de atividade antimalarial in vitro

O principal objetivo dos testes de atividade antiplasmodial in vitro consiste em avaliar ou
medir a sensibilidade do P. falciparum a concentragdes crescentes de drogas e/ou compostos. A
interpretacdo dos resultados é realizada a partir da analise de graficos denominados curva de
dose-resposta, e sdo apresentados a partir do indice da porcentagem de inibicdo de 50 % do
crescimento parasitario (ICsp) comparado com culturas ndo tratadas (NOGUEIRA E DO
ROSARIO; 2010).

Existem varios metodos propostos para a avaliacdo da atividade antiplasmodial in vitro.
Os mais comuns sdo: contagem de esquizontes por meio da gota espessa, método conhecido
como teste padrdo de maturacdo de esquizontes da OMS, incorporagdo de precursor de acido
nucleico radiomarcado (hipoxantina tritiada, por exemplo), conhecido como ensaio isotépico
(DESJARDINS et al., 1979; CHULAY, HAYNES E DIGGS, 1983), quantificacdo das proteinas
2 rica em histidina (HRP2) e lactato desidrogenase (LDH) do parasita pelo ensaio
imunoenzimatico ELISA (DRUILHE et al., 2001; NOEDL et al., 2004), e o teste de intercalacao
no DNA com o uso de corantes (CORBETT et al., 2004; SMILKSTEIN et al., 2004). As
caracteristicas destes testes estdo elencadas na tabela 2.

Contagem de esquizontes por meio da gota espessa € um teste baseado na contagem do
numero de parasitos apos a avaliacdo da morfologia de seu crescimento utilizando microscopia
Optica. A maior desvantagem desta metodologia € o fato de ser trabalhosa e susceptivel a
variagcOes individuais. Porém, é um método simples e econémico, podendo ser realizado em
estudos de campo. O microteste Mark 111 da OMS € a técnica padronizada desta metodologia
(WERNSDORFER E KOUZNETSQV, 1980).

A metodologia considerada padrdo ouro para a avaliagdo de atividade antiplasmodial
contra P. falciparum in vitro é o ensaio com incorporacdo de hipoxantina tritiada (DESJARDINS
et al., 1979), método baseado na inibicdo da absorcdo de hipoxantina (purina utilizada para a
sintese de acidos nucléicos e metabolismo energético) radiomarcada por tritio (terceiro isotopo
do hidrogénio - representado por °H), pelo parasito para demonstrar o efeito da droga. A
etanolamina é uma alternativa ao uso de hipoxantina tritiada, apresentando como maior
vantagem a possibilidade de complementacdo do meio de cultura com hipoxantina para melhorar
0 crescimento do parasita. No entanto, existem outros marcadores, como o palmitato, serina,
colina, inositol e isoleucina, que também s&o indicados para uso em testes isotopicos
(ELABBADI, ANCELIN E VIAL, 1992). Desvantagens séo: as normas referentes ao manuseio
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de materiais radiativos, alto custo do equipamento necesséario, como contadores de cintilagao
liquida e equipamentos de colheita (SMILKSTEIN et al., 2004).

A quantificacdo das proteinas do parasita, denominados ensaios colorimétricos, € um
método facil de implementar e altamente reprodutivel. As técnicas mais utilizadas sao a detec¢édo
da atividade de LDH do P. falciparum (pLDH) e a avaliacdo de concentracdes de proteina 2 rica
em histidina 2 ( Histidine-rich protein 2 -HRP2) por ELISA e ensaios double-site enzyme- linked
LDH imunodetection (DELI) (HOPKINS et al., 2007; NOGUEIRA E DO ROSARIO; 2010).

O principio do teste de atividade enzimatica do pLDH, o mais comum dentro desta
metodologia, é baseado na diferenga estrutural existente do LDH do parasito em comparagao
com LDH humana, desta forma, ha um declinio répido dos niveis desta enzima do parasito
guando ocorre a morte celular (BASCO et al., 1995).

O ensaio DELI é baseado na quantificacdo da enzima LDH produzida pelo protozoario
através do método de ELISA sanduiche de alta sensibilidade, utilizando dois anticorpos
monoclonais (captura e revelador) direcionados contra epitopos distintos da pLDH (DRUILHE
etal., 2001; PRATT-RICCIO et al., 2013).

O teste de HRP2 é baseado na avaliagdo do aumento das concentracbes de HRP2
detectadas por anticorpos em amostras de cultura de P. falciparum que tiveram o crescimento
inibido pela droga testada (NOEDL et al., 2004).

E por fim, os testes de intercalacio no DNA com o uso de corantes é baseado na
quantificacdo automatica do crescimento parasitario apds sua ligacdo com corantes fluorescente
para DNA. Os intercalantes mais utilizados sdo: DAPI, Picogreen, YOYO-1 e SYBR Green |
(SMILKSTEIN et al., 2004; BANIECKI, WIRTH E CLARDY, 2007; JOHNSON et al., 2007).
Esta metodologia tém apresentado resultados comparaveis aos de testes isotopicos (tabela 2).
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Tabela 2: Comparacao entre os testes mais utilizados para a avaliacdo da atividade antiplasmodial com parasitos na fase intra-eritrocitaria.

Microteste Ensaio Ensaio bL.DH Teste de
Mark Il da  Ensaio Isotopico  Enzimatico DEEI Ensaio HRP2 intercalacéo no
OMS pLDH DNA*
Sensibilidade alta alta” baixa alta alta alta
Tempo de 24h 42 h (até 72 h) 48h 48 48h-72h 72h
cultura
Parlffi::tizr;“a 0,6 - 0,8% - 0,5% 0,5% 0,01 -0,1% 0,05% -0,8%!
Avaliacdo da  Microscopia Incorporacéo de Atividade
inibicdo do  (maturagéo dos precursores enzimatica de ELISA ELISA Fluorescéncia
crescimento esquizontes radiomarcados pLDH
Demanda de Baixa Alta (contador de Mo_derada Mo.derada Moderada (leitor Moderada
equipamento  (microscopio) cintilacdo) (Jeitor de (Jeitor de de microplaca) (fluorimetro)
quip P ¢ microplaca) microplaca) P
Carga de
trabalho alta baixa baixa moderada baixa baixa
envolvida

*Corantes mais utilizados: SYBR Green I, Picogreen, DAPI e YOYO-1; tDensidades parasitdrias a partir de 0,005% podem ser testadas; {No caso da cor YOYOI, ¢ feita a
deteccdo por meio da separacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS) em um aparelho bastante caro. “Para parasitemias > 0,5% (NOGUEIRA E DO ROSARIO;
2010).
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1.9 Morte celular e autofagia em P. falciparum

Existem varios processos que estdo envolvidos na morte celular, tais como: apoptose,
autofagia, necrose, mitose catastrofica e senescéncia. Estes processos sdo diferenciados entre
si de acordo com as caracteristicas morfologicas e bioquimicas especificas de cada um
(DANIAL E KORSMEYER, 2004; GRIVICICH, REGNER E ROCHA, 2007).

Apoptose é definida como um processo de morte celular programada, ou seja, € um
processo de “autodestrui¢@o celular”, requerendo energia e sintese proteica, exercendo 0 papel
oposto ao da mitose. Assim, a sua funcdo principal é a manutencdo da homeostase (KERR,
WYLLIE E CURRIE, 1972; HENGARTNER, 2000; GRIVICICH, REGNER E ROCHA,
2007; TOTINO et al., 2008).

J& a autofagia é um processo acionado em resposta a condi¢cdes que levam a um
estresse metabdlico gerando a degradacdo de componentes celulares. E considerado um
processo celular fisiologico, adaptativo, conservado evolutivamente e controlado
geneticamente. Durante a autofagia, partes do citoplasma sdo envolvidas por uma membrana,
originando estruturas denominadas autofagossomos, que irdo se juntar com os lisossomos
para degradar os constituintes celulares (GRIVICICH, REGNER E ROCHA, 2007,
BRENNAND et al., 2011; TOMLINS et al., 2013; CERVANTES et al., 2014).

Por muito tempo, pensava-se que a apoptose era um evento molecular de organismos
multicelulares, mas estudos recentes tém demonstrado que organismo unicelulares, incluindo
protozoarios, como Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruzi, Leishmania major e
Plasmodium berghei também sofrem apoptose. Neste dltimo, foi possivel observar
caracteristicas tipicas da morte programada de células de mamifero, incluindo a condensacao
da cromatina, fragmentacdo do DNA, o aparecimento de fosfatidilserina (PS) no folheto
exterior da membrana plasmatica e formacgdo eventual de corpos apoptéticos (PICOT et al.,
1997; AMEISEN, 1998; MUTAI E WAITUMBI, 2010).

Estudos recentes envolvendo P. falciparum, utilizando um indutor de apoptose,
etoposido ou a cloroquina, observaram-se a fragmentacdo do DNA mitocondrial e mudangas
do potencial de membrana em fases eritrocitarias (PICOT et al., 1997; MESLIN et al., 2007;
MUTAI E WAITUMBI, 2010). Embora ja existam homdlogos de caspases descritos em
metazoarios, estas ainda foram identificados em Plasmodium, existindo apenas duas proteases
de cisteina anotadas (Pf13 - 0289 e Pf - 0363) na base de dados do genoma de P. falciparum
(MUTAI E WAITUMBI, 2009). No entanto, Al-Olayan, Williams e Hurd (2002) fizeram um

estudo utilizando dois inibidores de caspases, Z-VAD.fmk (benziloxicarbonil - Val - Ala - Asp
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flouromethylketone) e Z.DEVD.FMK (Benziloxicarbonil - Asp - Glu - Val - Asp -
flouromethylketone) e observaram que houve uma inibicdo da apoptose em Plasmodium,
levantando a hipotese da presenca de caspases neste protozodario e a funcdo destas proteinas
pode ser crucial para o processo de apoptose em Plasmodium.

Uma proteina (PfARP) codificada por um gene relacionado a apoptose foi purificada e
caracterizada em P. falciparum, no entanto o papel desta proteina no crescimento, na fase de
multiplicacdo e progressdo nao foi descrito (GUHA et al., 2007).

Em células eucarioticas, a autofagia consiste em uma série de etapas sequenciais, que
sdo: selecdo e marcagdo da carga, 0 reconhecimento e o transporte da maquinaria proteolitica,
degradacdo da carga e reciclagem de pequenos polipeptidios ou aminoacidos. As proteinas e
organelas, alvos de degradacdo, sdo envolvidas por uma membrana dupla para formar uma
autofagosomo que se funde com um lisossomo para serem degradados (BRENNAND et al.,
2011; SINAI E ROEPE, 2012; CERVANTES et al., 2014).

Existem trés principais processos de degradacdo de componentes celulares que sé@o
mediados por membrana e conservados na maioria dos eucariotos: 1) macroautofagia, que
envolve a remocdo de proteinas desnecessarias e organelas danificadas; 2) microautofagia,
que ocorre quando o lisossomo envolve diretamente o material citoplasmatico, e 3) autofagia
mediada por acompanhante (CMA) que depende de uma proteina chaperona para translocar as
proteinas desdobradas individualmente para o lisossomo. Como é um processo molecular
inespecifico envolvido na reciclagem de proteinas para manter a homeostase em condicGes de
estresse metabdlico, a autofagia esta envolvida no envelhecimento, degradacdo de patégenos,
diferenciacdo celular e remocdo de organelas velhas ou danificadas (BRENNAND et al.,
2011; SINAI E ROEPE, 2012; CERVANTES et al., 2014).

O ciclo bioldgico do P. falciparum envolve varias etapas de diferenciacdo celular que
sdo necessarias para a morfogénese das varias formas de vida do parasito, além de passar por
periodos que podem gerar um estresse metabélico, como restricdo de nutrientes, mudancas de
pH e temperatura, sendo assim, proteinas e organelas especificas de cada estagio sdo
degradadas em cada uma destas etapas ou em resposta as condi¢des as quais 0 parasito esta
exposto. Neste sentido, o entendimento das proteinas e da regulacdo das vias envolvidas neste
processo de degradacdo é de fundamental importancia para o entendimento da biologia do
parasito, bem como podem ser alvos de farmacos para o tratamento da malaria (BRENNAND
etal,, 2011; CERVANTES et al., 2014).

Apesar da apoptose ser um mecanismo bem descrito em protozoarios, inclusive aos do

filo Apicomplexa, como Toxoplasma gondii, P. berghei e P. falciparum, existem alguns
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estudos in vitro, com as formas do ciclo eritrocitario de P. falciparum, que mostram que a
morte induzida por diferentes estimulos ocorreu sem a fragmentacdo do DNA, sugerindo que
a morte celular neste protozoario pode nédo estar relacionada com a apoptose, mas poderia
estar relacionada com a morte celular por autofagia (DOSREIS E BARCINSKI, 2001;
NYAKERIGA et al., 2006; LE CHAT, SINDEN E DESSENS, 2007; TOTINO et al., 2008).

Totino e colaboradores (2007) demonstraram que a morte celular ocasionada pela a
acao da cloroquina, pressdo por S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP) ou estaurosporina
ndo estavam relacionadas a apoptose, mas a um processo de morte celular independente de
caspase, caracterizado por vacuolizacdo citoplasmatica, semelhante a morte celular causada
por autofagia.

Atualmente, mais de 30 genes de proteinas relacionadas a autofagia (ATG) em
leveduras e humanos estdo descritos na literatura. Estes genes tém se mostrado conservados
em eucariotos, entretanto, estudos preliminares com protozoarios tem revelado que estes
genes sdao muito diversificados, estando, por vezes, modificados, perdidos ou expandidos,
provavelmente em virtude dos ciclos biologicos adaptativos. De forma geral, a autofagia em
protozoarios parece desempenhar um papel critico para a sobrevida dos parasitos (TOTINO et
al., 2008; BRENNAND et al., 2011; CERVANTES et al., 2014).

1.10 A rottlerin

No passado, em uma abordagem abrangente através de um screening com diversas
moléculas comerciais, conhecidas por suas propriedades especiais em outros sistemas
(inibidores de quinases), com o objetivo de identificar ferramentas especificas para o estudo
do desenvolvimento do parasito ao definir os efeitos biol6gicos destas moléculas em
diferentes fases do ciclo eritrocitario, foi mostrado pelo grupo que a rottlerin tinha uma alta
atividade antiplasmodial (0,9 uM para cepas sensiveis e resistentes a cloroguina) e causava a
morte do P. falciparum especificadamente no momento da morfogénese dos merozoitos.

A rottlerin, também conhecida como malotoxina, é o principal composto fendélico
extraido da planta Mallotus philippinensis (MAIOLI et al., 2009).

Esta planta € conhecida popularmente como Kamala e é geralmente encontrada em
ecossistemas mistos com outras espécies, tanto em florestas como em cerrado aberto. A sua
distribuicdo é predominante no sul da Asia e Oceania, encontrada desde o ocidente dos
Himalaias, india, Sri Lanka, até o sul da China, na Malésia, Austrélia e Melanésia (ORWA et

al, 2009). Esta planta é utilizada popularmente para: a) o tratamento de infeccbes por



47

parasitos da pele; b) como anti-helmintico; ¢) o extrato em hexacloroetano é utilizado no
tratamento de vermes do figado em bovinos e d) se tem relatos da utilizagdo dos frutos e das
cascas para o tratamento de teniase e Ulceras de estomago (SHARMA E VARMA, 2011).

A formula quimica da rottlerin é  1-[6-[(3-Acetyl-2,4,6-trihydroxy-5-
methylphenyl)methyl]-5,7-dihydroxy-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran-8-yl]-3-phenyl-2-
propen-1-one (Fig. 11) (SIGMA-ALDRICH).

Figura 11: Estrutura quimica da rottlerin (SIGMA-ALDRICH).

Esta molécula foi inicialmente descrita como um inibidor da proteina quinase C
(PKC), em particular, de PKC3 (inibi¢ao 5 a 10 vezes maior do que para outros isotipos de
PKC). No entanto, é capaz de inibir outros tipos de quinase, por exemplo, PKA, caseina
quinase 1l, calcio-calmodulina quinase Il e EF-2 quinase (GSCHWENDT et al., 1994).
Ademais, ja se tem relatos na literatura da sua potencial acdo como indutor de autofagia
(BALGI et al., 2009).

1.10.1 Rottlerin como inibidor da morfogénese de merozoitos, 0 contexto

cientifico

O mecanismo de acdo da rottlerin no P. falciparum ainda ndo é conhecido. No entanto,
as hipdteses existentes a cerca dos mecanismos de acdo desta molécula neste parasito sdo:
inibicdo da diferenciagdo do merozoitos com inducdo da morte celular por apoptose ou
autofagia.

No intuito de observar a morfologia da morte celular induzida pela rottlerin em
P. falciparum, o grupo utilizou uma abordagem por Microscopia Eletrdnica de Transmissao.

Nesta abordagem, todas as formas do ciclo eritrocitario foram submetidos ao tratamento com
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1 uM da droga, e imagens foram adquiridas. No entanto, a morte celular foi observada apenas
na forma esquizonte, como mostra a figura 12.

No tempo 0 do experimento observa-se a formacdo dos nucleos em um esquizonte
jovem. Quatro horas ap06s o tratamento com rottlerin 1 uM, observa-se uma desregulagdo das
estruturas e o aparecimento de algumas vesiculas intracelulares. Mais 4 horas, observa-se uma
morfologia anormal do esquizonte devido ao que parecer ser uma a lise do parasito dentro da

hemacia sem o rompimento da membrana do vacuolo parasitoforo (Fig. 12).

Figura 12: Efeitos da rottlerin na morfogénese de merozoitos. Ultra-estrutura de esquizontes tratados
com 1 uM de rottlerin por microscopia eletrdnica de transmissdo. A. Tratamento antiparasitario no
tempo 0 do tratamento. B. Parasitos tratados por 4 horas. C. Parasitos tratados por 8 horas. Lise
seletiva do parasito (C) ocorre ap6s o inicio da formacdo de merozoitos (B), sem prejuizo aparente
para a membrana do vacuolo parasitéforo (PVM) (Grellier, 2005, dados nao publicados).

Concluindo que a aplicagdo da rottlerin na cultura de P. falciparum no estagio
esquizonte ndo maduro (merozoitos em que ndo foram individualizadas), causa uma lise
celular “espetacular” do parasito durante a maturagdo dos merozoitos, entre 42 e 48 horas do

ciclo bioldgico (Fig. 13). Morfologicamente, esta morte celular parece uma autofagia.
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Figura 13: Ciclo eritrocitario do P. falciparum em que a rottlerin age na faixa entre 42 - 48 h
(adaptacdo de CHARNEAU, 2005).

Totino e colaboradores (2007), também utilizaram a Microscopia Eletrénica de
Transmissdo para observar a morfologia da morte celular induzida por um inibidor de proteina
quinase (mais especifico da PKA), a estaurosporina, da cloroquina ou S-nitroso-N-acetil-
penicilamina (SNAP). Como mostra a figura 14, estes estimulos ndo sdo especificos do
estagio esquizonte, mas a morfologia da morte celular é semelhante ao que foi observado com
o tratamento com a rottlerin, ou seja, ocorre uma desorganizacdo das estruturas celulares,
dificultando a identificacdo das mesmas. Além disso, acontece a formacdo de vesiculas
intracelulares e sem a fragmentacdo do DNA aparente. Por estes motivos, a morte celular
causada por estas moléculas foi descrita como potencialmente uma autofagia (TOTINO et al.,
2008).
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Viavel Vacuolizacido

Figura 14: Eletromicrografias de P. falciparum mostrando a morfologia da morte celular parecida ao
processo de autofagia na presenca de estaurosporina, SNAP ou cloroquina. (A-C) parasitos viaveis
observados nas culturas ndo tratadas: A. trofozéito jovem, B. trofozoito maduro e C. esquizontes. (D-
F) processo de vacuolizagdo sem condensacdo da cromatina (E e F) em parasitos tratados em cultura.
FV: vacuolo digestivo; N: ndcleo; VL: vacuolizagdo (TOTINO et al., 2008).

Embora reconhecendo as limitagbes da técnica de microarray de cDNA para
Plasmodium, no passado o grupo utilizou esta metodologia para identificar genes cuja
expressdo é modulada por essa molécula nas Ultimas horas do ciclo intra-eritrocitario, na
expectativa de entender melhor o mecanismo de acdo da rottlerin e os eventos moleculares

associados com a fase de diferenciagdo dos merozoitos apés 1h30 e 3 h de tratamento.
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Algumas proteinas moduladas pela rottlerin ao nivel transcricional experimentalmente s&o
relacionadas com os processos de transducdo de sinal celular: fosfatase quinase, ou proteina
fosfolipase D com dominio de interacdo com quinases. Este conjunto de proteinas pode estar
envolvido em uma mesma via metabolica. Na época ndo se teve a oportunidade de realizar
uma andlise protedmica como hoje o avanco desta tecnologia poderia permitir.

Ademais, como a rottlerin é um inibidor de proteinas quinases, consequentemente é
tentador considerar uma desregulacdo do fenémeno de fosforilacao/desfosforilacéo.

A fosforilacdo/desfosforilacdo de protéinas constitui 0 maior tipo de modificacdo pds-
traducional que regula a expressdo de um grande nimero de genes nos eucariotos. Esse tipo
de modificagdo pds-traducional reversivel é implicada em vérias func¢Bes celulares cruciais
como o ciclo celular e a transducdo de sinal e participa muito na complexidade do proteoma.
Uma grande proporcdo de proteinas intracelulares (30%) estdo sujeitas aos processos de
fosforilagcdo/defosforilacdo (COHEN, 1992; LECHWARD et al., 2001).
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2. JUSTIFICATIVA
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Devido ao répido surgimento de cepas de P. falciparum resistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado, em conjunto com o desinteresse de industrias farmacéuticas em
desenvolver novos medicamentos contra a doenga (BRASIL, 2008a; FRANCA, SANTOS E
FIGUEROA-VILLAR, 2008), da-se a importancia da realizacdo de estudos que busquem
novas alternativas terapéuticas contra a malaria, além de elucidar os mecanismos de acao de
substancias com comprovada agédo antiplasmodial, como por exemplo, a rottlerin.

Os produtos naturais desempenham um papel crucial na busca por moléculas com
atividades antimalaricas, visto que a maior parte dos agentes quimioterapicos utilizados no
tratamento da malaria é proveniente de moléculas isoladas a parir de produtos naturais
(BIRKHOLTZ et al., 2008). O Brasil possui biomas de repercussao internacional, tendo a
Floresta Amazonica (maior floresta tropical do mundo) como a principal, com uma incrivel
biodiversidade, seguida pelo Cerrado, um bioma ameacado e ainda pouco explorado, que
possui a flora mais rica de todas as savanas mundiais, podendo constituir um reservatorio
potencial de moléculas com atividade terapéutica (EMBRAPA, 2008).

Estudos da biodiversidade do Cerrado podem contribuir para a descoberta de moléculas
e/ou compostos para 0 tratamento de doencas parasitarias tropicais como a malaria, assim
como aumentar o conhecimento da biodiversidade que é essencial para a conservacdo deste
bioma e o desenvolvimento sustentavel (ESPINDOLA-DARVENNE, 2007). Somando-se, ao
conhecimento mais detalhado sobre a biologia do P. falciparum em nivel molecular, torna-se
possivel o desenvolvimento consistente de novas alternativas terapéuticas contra a malaria
(LE ROCH et al., 2004; PAOLINI et al., 2006; SAWYER, 2006; BIRKHOLTZ et al., 2008).

Proteinas quinases desempenham um papel essencial em muitas funcGes celulares, o
que as torna alvos muito atraentes para o desenvolvimento de novas drogas. Foi demonstrado
que o efeito da rottlerin, inibidor de proteina quinase C, causa a morte rapida de P. falciparum
in vitro, ao ser aplicada nas horas finais do ciclo intra-eritrocitario, durante a diferenciacéo
dos merozoitos (Dados obtidos pelo Prof. Philippe Grellier, MNHN, Franca). Sendo esta fase
crucial para a propagacao do Plasmodium, o entendimento da sequéncia ordenada dos eventos
relacionado a morte celular induzida pela rottlerin, pode revelar alvos favoraveis ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas as existentes. Este inibidor é, assim,
uma ferramenta de escolha para abordar os mecanismos em nivel de proteinas que controlam
a morfogénese dos merozoitos.

Nesse contexto, a implantagdo de uma linha de pesquisa sobre a malaria na regido
Centro-Oeste do pais e mais precisamente no Distrito Federal, para a exploracdo da
biodiversidade brasileira na busca de novos farmacos antimalaricos eficazes bem como de
novos alvos plasmaédio-especificos, podera ser um avanco tanto para o estudo da doenca por
protedmica funcional, bem como para o desenvolvimento da regido, carente nesta area,
permitindo a descentralizacao das pesquisas em malaria, hoje concentradas na regido Sudeste.
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3.0OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi dar prosseguimento ao estudo da diferenciagdo
celular do P. falciparum e implementar no Instituto de Biologia da UnB uma metodologia

para a avaliacdo da atividade antimalarica de compostos.

3.2 Objetivos especificos

Seguiram-se duas vertentes principais: (i) avaliacdo da atividade antiplasmodial de
subfracbes do extrato de folhas da planta Qualea grandiflora através de testes in vitro
baseados em fluorescéncia e radioatividade na busca de nova estratégia quimioterapéutica; (ii)
observar os efeitos da rottlerin sobre o ciclo biolégico do parasito por métodos
bioquimicos e citofluorimétricos, e assim, ter subsidios comprovados da agdo desta

molécula sobre a esquizogonia eritrocitaria do P. falciparum.

3.3 Etapas metodol6gicas

Para atingir os objetivos citados acima, as seguintes etapas metodoldgicas foram
realizadas:

¢ Implementar o teste de atividade antiplasmodial in vitro, no laboratdrio.

e Realizar a prospeccao in vitro da atividade antiplasmodial de extratos e da
planta Q, grandiflora, coletada no Cerrado e disponibilizados pelo Professor
Fabian Borghetti (Departamento de Botanica/ UnB).

e Determinar o valor de ICsq da rottlerin sobre a cepa cultivada no laboratorio.

e Avaliar a hemolise e a citotoxicidade para células de mamiferos das
substancias naturais com atividade antiplasmodial.

e Awvaliar os efeitos da rottlerin no ciclo biologico de P. falciparum
através de analises por citometria de fluxo.

e Analisar a modulacdo da expressdo proteica do parasito e sua dindmica
induzida pela droga, por uma abordagem protebmica comparativa baseada em
geéis bidimensionais de populacdo de esquizontes tratada e ndo tratada pela
droga.

e ldentificar proteinas, cuja expressdo € modulada, por espectrometria de

massas e busca nos bancos de dados.
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4. METODOLOGIA
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4.1 Cultura de Plasmodium falciparum

Isolados, fornecidos pelo Prof. Dr. Fabio T. M. Costa da UNICAMP, de P. falciparum
resistentes ou ndo a cloroquina, respectivamente S20 e 3D7 (cepa de referencia de
sequenciamento do genoma) foram mantidos em cultura continua em meio RPMI 1640
(Sigma) suplementado com 0,4% de glicose, 0,2% de bicarbonato de sodio, 25 mM de
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), 0,0005% de hipoxantina, 100
Hg/ mL de gentamicina e 0,5% de AlbuMax 11® (Gibco BRL, Life Tecnologies, USA) ou de
8% de soro humano descomplementado como descrito por Trager & Jensen (1976) no
Laboratorio de Interacdo Parasito-hospedeiro, do Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia.

Os parasitos foram cultivados em eritrécitos humanos (A e/ou O") com hematdcrito
final de 2% (v/v). Foram incubados a 37 °C, sob atmosfera de 5% de didxido de carbono
(CO,) com troca diaria de meio (TRAGER E JENSEN, 1976).

Os eritrdcitos utilizados foram submetidos, previamente, a trés lavagens com meio
RPMI 1640 para eliminar os leucécitos. A parasitemia foi avaliada diariamente por
observacdo microscopica de esfregacos sanguineos coradas com o conjunto de corantes
panopticos para coloracdo diferencial rapida em hematologia (Instant Prov, Newprov
Produtos para Laboratorio LTDA, Brasil).

4.2 Subfracdes do extrato de folhas da planta Qualea grandiflora a partir do
acetato de etila

As subfracfes do extrato da planta Qualea grandiflora do Cerrado foram fornecidas
pelo Professor Fabian Borghetti do departamento Botanico do Instituto de Biologia da UnB.

As extracbes foram feita com ultrassom em 3 solventes sucessivos de polaridade
crescente: hexano, diclorometano e acetato de etila. A extragdo com hexano e diclorometano
foi conduzida por duas vezes por 1 hora cada, com renovacao do solvente, j& para o acetato de
etila, sendo o extrato de interesse, o procedimento foi conduzido trés vezes. O material obtido
foi filtrado a vacuo em funil de Biichner, usando papel de filtro e apds foi seco em evaporador
rotativo.

Coleta foi feita em julho de 2010, o peso seco das folhas foi de 352 g e o rendimento
de 3,98 g de extrato a partir de acetato de etila. Este extrato foi subfracionado por
cromatografia em coluna de silica-gel (60 cm altura e 3 cm de didmetro). Foram utilizados os

eluentes acetato de etila: hexano em ordem crescente de polaridade (10 a 100%), acetona e
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metanol. A quantidade de solvente aplicado foi determinada pela capacidade de arraste em
cada concentracdo. Foram coletadas subfracdes que posteriormente foram agrupadas com
base na cromatografia em camada delgada (CCD) de acordo com a semelhanca e pureza dos
componentes revelados. A cromatografia por camada delgada foi realizada em placas
(Alugram Sil G/ UV254) de tamanho 4 x 5 c¢cm, com eluente acetato de etila: hexano,
reveladas com Oleum (4cido sulfurico, 4gua e &cido acético, na propor¢do 1:4:20) e
gueimadas a aproximadamente 150 °C. As subfracbes foram agrupadas e secas em evaporador
rotativo. Gerando 10 subfracdes (F1 a F10) com os seguintes pesos F1-42,8 mg; F2-33,3 mg;
F3-14,6 mg; F4-8,1 mg; F5-4,3 mg; F6-15,6 mg; F7-7,8 mg; F8-3 mg; F9-1 mg; F10-10,7 mg.

As fragOes foram subsequentemente dissolvidas em DMSO (dimetilsulfoxido) e
homogeneizadas em banho de ultrassom a uma concentracdo estoque de 10 mg/mL e

estocadas a -20 °C.

4.3 Bioensaios da atividade antimalarial in vitro

4.3.1 Ensaio de incorporacdo de hipoxantina tritiada

O ensaio in vitro para a avaliacdo da susceptibilidade dos parasitos as fracdes de Q.
grandiflora foi medida através da incorporacdo de [*H]-hipoxantina como descrito por
Desjardins e colaboradores (1979) e Guillon e colaboradores (2004). Este método baseia-se na
avaliacdo da absorcdo de um precursor de é&cido nucleico (hipoxantina) marcado
radioativamente pelo parasita em cultura durante um curto prazo em placas de microtitulacao.
Desta forma, quando hd morte do parasito pelo composto e/ou extrato e /ou droga testada,
observa-se uma diminuicdo da absorcdo deste precursor.

Para este teste, os parasitos foram previamente cultivados em meio isento de
hipoxantina por pelo menos 72 horas.

As fracbes da planta foram diluidas com um fator de dois, em 100 pL por poco de
meio de cultura RPMI suplementado em placas de 96 pocos. ApoOs o preparo das placas com
0S compostos teste e controles, culturas assincronizadas do parasito (100 pL, contendo 1% de
parasitemia e 1% de hematdcrito final) foram entdo adicionados a cada pogo e incubou-se
durante 24 horas a 37 °C, antes da adi¢do de 0,5 pCi [*H]-hipoxantina (GE Healthcare,
Franca, a 1 a 5 Ci » mmol / mL) por pogo. Apds este segundo periodo de incubacgéo, as placas

foram congeladas a -20 °C e descongeladas para promover a lise das hemacias.
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Lisados celulares foram coletados em filtros de fibra de vidro e quantificados em
espectrometro de cintilagdo em liquido (Microbeta, Wallac, Perkin-Elmer). A inibi¢cdo do
crescimento para cada concentracdo de extrato foi determinada por comparacdo da
radioatividade incorporada na cultura tratada com a cultura controle ndo tratada e mantidas na
mesma placa. As concentragdes que causam 50% e 90% de inibicdo de crescimento (ICsp €
ICqp) foram determinadas por analise de regressdao linear a partir da curva de resposta a
concentracdo da droga. Os resultados foram expressos como as médias dos valores + desvios
padrdo determinadas a partir de trés experimentos independentes. A inibi¢do do crescimento a
cada concentragdo de amostra/fracdo foi determinada por comparacdo da radioatividade
incorporada na cultura tratada com que, na cultura de controle, mantida sobre a mesma
plataforma. A concentracdo mais elevada de DMSO que os parasitos foram expostos foi de
0,4%, e foi demonstrado que ndo tém efeito mensuravel sobre a viabilidade do parasito. A
cloroquina (CQ) foi preparada em agua purificada de grau Milli-Q e usada como controle de
droga antimalarial

4.3.2 Ensaio de fluorescéncia por SYBR Green |

As subfracdes secas foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e estocados. A partir
de uma concentracdo de 100 pug/mL no primeiro poco, os extratos foram diluidos serialmente
com o meio de cultura e adicionadas a cultura de parasitos (1% de parasitemia e 2% de
hematdcrito) em placas de 96 pocos. Da mesma forma, os controles positivos e negativos
foram diluidos a partir de uma concentracao inicial de 2 pg/mL. As placas foram incubadas a
37 °C com 5% de CO; por 48 horas. Em seguida, a placa foi congelada a -80 °C por 12 horas.
Apos esse periodo, 100 pL de tampdo lise Tris (20 mM, pH 7,5), EDTA (5 mM), saponina
(0,008%; p/v) e Triton X-100 (0,08%, v/v) com 0,2 pL de 10.000X SYBR Green |
(Invitrogen) /mL de tampao de lise), foi adicionado a cada poco e homogeneizado com pipeta
multicanal. As placas foram incubadas a 37 °C por 1 hora antes da leitura (SMILKSTEIN et
al., 2004; BAGAVAN et al., 2011).

O valor da fluorescéncia foi medido no aparelho Spectramax M5, e o software
utilizado por este equipamento é o Softmax Pro, com bandas de excitagdo e emissdo de
comprimento de onda centrado em 497 e 520 nm (cutoff 515 nm), respectivamente. A
concentracdo da droga que causa 50% de inibicao (ICsp) foi determinada pela anélise da curva
dose-resposta dos valores da média da triplicata para cada extrato testado (SMILKSTEIN et
al., 2004; BAGAVAN et al., 2011).
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4.4 Teste de Hemolise

Os extratos foram serialmente diluidos com o meio de cultura (RPMI + 8% de soro
humano) em placa de 96 pocos (volume final de 100 pL). Cem microlitros de eritrocitos
humanos ressuspendidos no mesmo meio foram adicionados a cada po¢o para obter 1% de
hematocrito final. As placas foram incubadas por 48 h a 37 °C sob atmosfera de CO,. As
placas foram centrifugadas e 100 pL do sobrenadante foram coletados. A porcentagem de
hemolise de eritrocitos foi definida por medida da absorbancia da hemoglobina a 540 nm. A
lise de 0% foi definida como a absorbancia medida em cultura de eritrocitos na auséncia de
extratos. A lise de 100% foi definida como a absorbancia medida em cultura de eritrdcitos
totalmente lisados por congelamento/descongelamento. As concentracfes finais dos extratos
foram dentro de uma gama de 100 a 0,1 pg/mL (DE MESQUITA et al., 2005).

4.5 Ensaio de Citotoxicidade

5 x 10° células L-6 derivadas de mioblasto foram adicionadas por pogo em placas de
96 pogos com 200 pL de meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino. Estas células, apds
formar a monocamada, foram mantidas com diferentes concentracdes do extrato por 5 dias a
37 °C sob uma atmosfera de 5% de CO,. A citotoxicidade foi determinada utilizando o ensaio
colorimétrico MTT (MOSMANN, 1983), que consiste na avaliacdo da viabilidade celular a
partir da medida do dano induzido pelo composto e/ou extrato e/ou droga no metabolismo
celular de glicideos. O principio deste ensaio baseia-se na quantificacdo da reducdo do MTT
(um sal de coloracdo amarela e solivel em agua) em formazan (sal de coloracdo arroxeada e

insolivel em &gua), usualmente, pela atividade de desidrogenases mitocondriais (Fig. 15).
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Figura 15: Reducdo de MTT em formazan nas células vivas por redutases mitocondriais (Adaptado
BRESCIA E BANKS, 2009).
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As porcentagens de reducdo da absorbancia a 540 nm para as culturas tratadas e
controles néo tratadas foram obtidas e comparadas. Os valores ICsg para o crescimento celular
foram determinados a partir das curvas de concentracdo dos extratos. O indice de seletividade
(SI), definido como a taxa de citotoxicidade pela atividade antiplasmodial, foi determinado
pela divisdo dos valores de ICsy obtidos para L-6 pelos valores de ICsy obtidos para P.
falciparum.

Os resultados foram expressos como a média dos valores + o desvio padrdo

determinadas a partir de 3 experimentos independentes.

4.6 Fluxograma dos bioensaios
|

Bioensaio da atividade antiplasmodial
in vitro de cada subfracéo

|
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Figura 16: Fluxograma da avaliagdo da atividade antiplasmodial, citotoxica e hemolitica.

4.5 Avaliacdo dos efeitos da rottlerin no ciclo bioldgico de P. falciparum por citometria
de fluxo

45.1 Sincronizacdo dos parasitos

Para obter um predominio de formas jovens na cultura (anel) foi utilizado o protocolo
de sincronizagdo utilizando D-sorbitol (Sigma) (LAMBROS E VANDERBERG, 1979).

Inicialmente, foram confeccionados esfregagos sanguineos dos frascos de cultura para se
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determinar o estagio de amadurecimento dos parasitos. A cultura foi selecionada quando
havia predominio de formas jovens (anéis).

A cultura foi transferida para um tubo tipo Falcon e centrifugada a 400 x g, por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi
ressuspendido em solucao de D-sorbitol a 5% em H,O pura estéril e incubado a 37°C por 10 -
12 minutos. Passado esse tempo, a suspensdo de hemécias com o D-sorbitol foi centrifugada a
400 x g, por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante desprezado e as hemacias
ressuspendidas com o meio RPMI com AlbuMax 11®, O hematdcrito foi ajustado para 2%

com a adi¢do de hemécias e meio RPMI completo em quantidades adequadas.

45.2 Tratamento com a Rottlerin

A rottlerin foi diluida DMSO, um solvente aprotico e polar. Logo ap0s a sincronizagédo
das culturas, no estagio de 0- 4 horas apds invasdo foram tratadas com rottlerin 1 uM (IC50) e
2 UM (IC90), e DMSO (um volume equivalente ao de rottlerin) e, entdo, o ciclo foi
monitorado de 8 em 8 horas até completar as 48 horas do ciclo, para verificar o efeito da

rottlerin no ciclo bioldgico do parasito.

45.3 Citometria de Fluxo

Para a analise por citometria de fluxo foi utilizado o protocolo descrito por Bei e
colaboradores (2010) com alteragbes. 200 pL de cultura contendo pelo menos 1% de
parasitemia em 4% hematocrito foi centrifugada a 1200 rpm, por 5 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado. Entdo, seguiu-se para as etapas (2 vezes) de
lavagem com 100 pL de tampéo fosfato salina (PBS).

Para a padronizacdo da técnica foram utilizadas culturas ndo sincronizadas, e um
gating inicial foi realizado com eritrocitos ndo infectados ndo marcados, a fim de verificar se
havia autofluorescéncia de eritrocitos. ApoOs esta primeira padronizacdo, uma segunda
padronizacdo foi realizada para verificar a quantidade de células ideal para a andlise e
verificagdo da marcagdo com SYBR ® Green | (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

SYBR Green | € um marcador de DNA e foi usado apenas para confirmar que 0s
eventos detectados eram de fato hemdcias infectadas. Este marcador foi adicionado
diretamente na cultura de P. falaciparum, apds as lavagens com PBS para retirar o meio de
cultura RPMI suplementado com soro que, contém fenol e que poderia ocasionar uma

fluorescéncia inespecifica, gerando picos falso-positivos. Um etapa de otimizagdo para
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identificar a melhor quantidade de células (dilui¢do) bem como a concentracéo do corante foi
realizada (dados ndo mostrados). Os resultados satisfatorios foram alcancados utilizando
aproximadamente 107 células/ mL e uma concentracédo de 1:1000 de SYBR Green |I.

Para a marcacdo, as células foram incubadas com 4 pL de 1:10.000 SYBR Green |
(Molecular Probes) que foi diluido em 36 uL de PBS por 20 a 30 minutos a 37 °C. Depois da
incubagdo, as células foram ressuspendidas em um volume final de 1 mL com PBS. A
amostra marcada foi adquirida no citbmetro de fluxo, e a percentagem de células positivas
com SYBR green (FITC-A fluorescéncia) foi determinada.

Outro gating foi realizado com uma cultura sincronizada, em uma janela de 6 a 8
horas, para identificar os picos referentes a cada forma de vida do parasito, ou seja, foram
marcados apenas anéis, trofozoitos e esquizontes, para avaliar como seria o perfil de
intensidade de fluorescéncia de cada um destes estagios.

Por fim, foi realizada a aquisicdo de 300 mil eventos por amostra (tratado e néo
tratado), em tempos estratégicos para monitorar o ciclo bioldgico do parasito, e assim, avaliar
o efeito da rottlerin no ciclo de vida do P. falciparum (IZUMIYAMA et al., 2009; KARL et
al., 2009; BElI et al., 2010; THERON et al., 2010; MALLERET et al., 2011; PHILIPP et al.,
2012).

4.5.4 Fluxograma

]
U Cultura Sincronizada
Tratamento Tratamento
Tempo 0 . com DMSO
com a Rottlerin

(controle)

L Marcagdo com SYBR Green

Aquisi¢do em tempos definidos para a avaliacdo do
efeito da Rottlerin sobre o ciclo do P. falciparum

Figura 17: Fluxograma da avaliagdo dos efeitos da rottlerin por citometria de fluxo.
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4.6 Protedmica dos efeitos da rottlerin na morfogénese dos merozoitos

4.6.1 Sincronizacdo

Estes procedimentos foram realizados conforme descritos no item 4.5.1.

4.6.2 Tratamento com a rottlerin

Ap0s a sincronizacdo, quando a cultura parasitaria tinha o predominio de formas
esquizontes referente a 40 — 44 horas apés invasdo do ciclo intra-eritrocitario, a cultura foi
dividida em 3 populagfes: uma populacdo no tempo 0, sem tratamento e sem tempo de
incubacdo, sendo levada imediatamente a etapa de extragdo parasitéaria; uma populacéo tratada
com 1 uM (ICs) de rottlerin e uma populacdo controle tratada com DMSO (o volume
equivalente ao de rottlerin). As 2 populagdes tratadas foram incubadas a 37 °C, com 5% de

COg,por 1 horas e 30 minutos.

4.6.3 Extracdo parasitaria por lise eritrocitéria seletiva

A extracdo parasitaria foi baseada na composicdo diferencial em colesterol das
membranas das hemacias, dos parasitos e da membrana do vacutolo parasitoforo, utilizando-se
a saponina (Sigma), pois este detergente interage preferencialmente com as membranas ricas
em colesterol, ou seja, causa principalmente uma hemolise.

A cultura foi sedimentada por centrifugacdo 600 x g, 5 minutos, em tubo tipo Falcon
(15 mL). O sobrenadante foi descartado e lavado 1 vez em grande volume de PBS.

Apds nova centrifugacdo a 600 x g, 5 minutos, temperatura ambiente, o sedimento de
celulas foi ressuspendido em 10 vezes seu volume em solucgéo gelada de 0,15% (p/v) saponina
em PBS estéril e incubado por 5 minutos no gelo.

Em seguida, o sedimento parasitario foi lavado por centrifugacdo (10.000 x g, 10
minutos, 4 °C) no minimo 3 vezes e ressuspendido em grande volume de PBS gelado até que
0 sobrenadante da lavagem fosse claro. Entdo, mais uma lavagem foi realizada em 1 mL de
PBS gelado apds a transferéncia do sedimento para um microtubo de 1,5 mL e foi
centrifugado novamente(10.000 x g, por 10 minutos, 4 °C).

Por fim, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se ureia 8M acrescido de coquetel

inibidores de proteases sem EDTA (Roche).
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4.6.4 Determinacdo da quantidade de proteinas de cada amostra

As amostras proteicas a partir da extracdo parasitaria foram precipitadas com o método
de 15% TCA seguido de lavagens por acetona 100%, com o objetivo de concentrar, purificar
e dessalinisar as amostras.

Para determinar a concentracdo de proteinas, foi utilizado o 2-D Quant Kit (GE -

Healthcare Life Sciences), e seguiu-se o protocolo indicado pelo fabricante.

4.6.5 Eletroforese bidimensional

As amostras precipitadas foram solubilizadas em 350 pL de solucédo 2D (7 M Urelia, 2
M tiouréia, 85 mM DTT, 2,5% CHAPS, 2% anfolitos pH 3-10, 10% de isopropanol e
coquetel de inibidores de proteases sem EDTA(Roche) durante 1 h & temperatura ambiente
(CHARNEAU et al., 2007).

Apbs centrifugacdo (5 min a 14.000 x @), os sobrenadantes foram submetidos a
isoeletrofocalizacdo em tiras de gel de gradiente de pH imobilizado - IPG (GE Healthcare)
com o maior gradiente de pH (3 a 10) para que a grande maioria das proteinas sejam
separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) (CHARNEAU et al., 2007).

Quantidade Concentracédo Final
Amostra (165 ug) 271,3uL 8 M Ureia, 2M tioureia
Amfolitos pH 3-10 1,75 uL 0,5% (v/v)
DTT 0,0047 g 85 mM
Agua grau Milli-Q 41,95 pL q.s.p
Isopropanol 35 uL 10% (v/v)

CHAPS 0,007 g 2% (m/v)
Azul bromofenol pitada

TOTAL 350 pL (Vol final para IPG strip de 18 cm)

O programa utilizado para a focalizagéo isoelétrica esta descrito abaixo:

1- Reidratacao 6h  sem voltagem
2- Reidratacao 30 V 6h 180 Vh

3- 500 V step and hold 1h 500 Vh

4- 1000 V step and hold 1h 1000 Vh

5- 8000V step and hold 4h 32000 Vh

TOTAL 18 h 33680 Vh
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Antes da realizacdo da 22 dimensdo, as proteinas foram equilibradas seguindo os
seguintes passos:

a) Reducdo: Incubacdo do IPG strip, por 40 minutos, em 3 mL de tampdo de

equilibrio (tabela 3) acrescido de 125mM de DTT (0,0578g / 3mL) a

temperatura ambiente.

Tabela 3: Tampao de equilibrio.

Componente Concentracédo
Tris1,5MpH 8,8 50 mM

Uréia 6M

Glicerol 30%

SDS 10% (ou 2g de SDS) 4%

H,O MQ g.s.p

b) Alquilacéo: Incubacédo do IPG strip, por no minimo 20 minutos, em 3 mL de
tampdo de equilibrio (tabela 3) acrescido de 300 mM de acrilamida (0,0639 g/
3 mL) a temperatura ambiente.

c) Lavagem: Enxaguar o IPG strip no tampdo de corrida de SDS-PAGE por
1 minuto.

A 22 dimensao foi realizada a partir de um SDS- PAGE 12% foi e a corrida foi de no
maximo 30 mA por gel a 18-20 °C ou overnight com 7 mA por gel.

Para a observacdo das proteinas separadas pela 2D, os géis foram corados por Azul de
Coomassie coloidal G-250. O protocolo de coloragdo seguiu-se as seguintes etapas: Primeiro,
0 gel é colocado em solucdo de fixacdo por pelo menos 3 horas em etanol 50% (v/v) e etanol
acido fosférico 3% (m/v) e em seguida lavou-se trés vezes por 20 minutos com &gua grau
Milli-Q. Apds pré-incubacdo durante 1 hora em metanol 34% (v/v), &cido fosforico 3% (m/v)
e sulfato de aménio 17% (m/v), adicionou-se 0,07 g de Coomassie Brilliant Blue G-250 para
cada 200 mL de solucdo de pré-incubacdo. O gel ficou incubado durante 4-5 dias nesta
solucdo e posteriormente, foi lavado com agua grau Milli-Q para a remover o background da
coloragé@o (Anderson et al., 1991).

4.6.6 Selecdo dos spots de interesse

Inicialmente, uma inspecéo visual dos géis foi realizada para detectar spots proteicos
observados em uma condicdo (populacdo de esquizontes tratados e ndo tratado com rottlerin)
e ndo observados na outra. No intuito de confirmar a expressdo diferencial observada pela

inspecdo visual, as imagens adquiridas pela digitalizagdo dos géis utilizando-se o scanner
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modelo 53 Image Scan UMAX (GE Healthcare) foram analisadas computacionalmente pelo

software Image Master Platinum versdo 5 e versdo 6 (GE Heathcare).

4.6.7 Digestdo in gel

Os spots proteicos selecionados (diferencialmente expressos) obtidos pela eletroforese
2D foram excisados e submetidos a digestdo no gel in gel, conforme protocolo da literatura
com pequenas modificacbes (SHEVCHENKO et al.,, 1996; ZHANG, ROGOWSKA-
WRZESINSKA E ROEPSTORFF, 2008).

Primeiramente, os spots foram descorados com solugédo contendo 50% de acetonitrila
e, em seguida, foram submetidos a 3 ciclos de lavagem em solucdo 100 mmol/ L de
bicarbonato de amdnia (NH;HCO3) por 5 min e 100% de acetonitrila por 5 min.

Os spots foram, por fim, macerados ap6s a Ultima lavagem e secos em SpeedVac.

Os spots secos foram, entdo, hidratados com 10 pL de solug¢do gelada de tripsina (12,5
ng/ pL) em tampéo de digestdo (50 mM NH4HCO3 e 2,5 mM CaCl,) durante 45 minutos no
gelo. Apo6s esse tempo, foi retirado o excesso de solucdo e 5-10 uL do tampdo de digestdo
sem a enzima, em quantidade suficiente que possa cobrir o gel, sendo incubado a 37 °C
overnight (12 e 18 h).

Ap0s incubacdo, a solucdo foi acidificada pela adi¢do de 1 puL de 1% TFA e 1 uL
dessa amostra acidificada foi aplicada & placa Anchorchip™. Apos seco foi adicionada 1 uL
de matriz (DHB 5 mg/ml em 30%ACN/0.1%TFA).

4.6.8 Espectrometria de massas

Para a obtencdo dos espectros referentes aos peptideos extraidos, foi utilizado o
espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF-TOF, modelo Autoflex 11 (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). O equipamento foi operado no modo positivo e refletor e a faixa de
leitura foi de 700 a 3500 (m/z). O software Flex Analysis foi usado para o tratamento manual
dos espectros e as massas experimentais dos peptideos tripticos fora exportados e utilizados
para identificagdo pelo metdédo de Peptide Mass Fingerprint (PMF) usando o usando o

programa Mascot (www.matrixscience.com) para realizar a busca contra banco de dados néo-

redundantes NCBI (National Center for Biotechnology) de proteinas do Plasmodium
falciparum. Os parametros da foram: tolerancia de desvio de massa dos peptideos entre 100 a
300 ppm, 1 clivagem triptica perdida, propionamidacdo de cisteinas como modificacdo fixa,

oxidac@o de metionina e acetilacdo da regido N-terminal como modificacGes variaveis.



4.6.9 Fluxograma

Cultura Sincronizada

Tratamento de
1h30 min com
DMSO (controle)

Tratamento de
1h30min com a
Rottlerin

o

Extra¢do Parasitaria

SDS- PAGE
Quantifica¢do de proteinas

Géis Bidimensionais

Identificagcdo de spots proteicos
diferencialmente expressos

Figura 18: Fluxograma da andlise comparativa protedmica baseada em géis 2D.
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4.7 Delineamento experimental

l Folhas de Q. grandiflora
|
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1
Identificacio dos spots
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Figura 19: Fluxograma geral mostrando todas as etapas metodoldgicas utilizadas neste estudo.
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5.RESULTADOS
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5.1 Padronizacdo do bioensaio de atividade antiplasmodial in vitro baseado em
fluorescéncia com SYBR Green |

Testes preliminares, com uma cepa sensivel a cloroquina — 3D7 de P. falciparum,
foram realizados para avaliar a aplicabilidade do bioensaio baseado em fluorescéncia com a
molécula SYBR Green 1® (Molecular Probes, Inc., Life Technologies).

SYBR Green | é um composto organico fluorescente assimétrico de cianina
(fluoréforo), utilizado para a marcacdo de é&cidos nucleicos. SYBR Green 1° se liga
preferencialmente a pequena cavidade do DNA de cadeia dupla, mas vai marcar DNA de fita
simples ou RNA com desempenho bem inferior. O complexo resultante, fluoroforo — DNA,
possui a propriedade de absorver a luz azul (comprimento de onda maximo em 497 nm) e
emite luz verde (comprimento de onda maximo em 520 nm).

Na literatura, os testes antiplasmodiais com uso do SYBR Green | ndo sdo todos
padronizados, principalmente no que diz respeito a quantidade de células (SMILKSTEIN et
al., 2004; BAGAVAN et al., 2011).

A validacédo do teste de atividade em placas de 96 pocos foi realizada pela avaliagéo
do efeito da cloroquina (diluida em série a partir de uma concentracéo inicial de 1.000 ng/mL
no primeiro poc¢o). Duas quantidades de hemacias (hematocrito de 2% ou 4%) e diferentes
concentragdes do fluordforo (1x, 2x, e 5x) foram testadas em duplicata para cada hematdcrito
e isso nas mesmas condicOes e em paralelo. A parasitemia foi fixada a 1%, por consequéncia

havia mais parasitos quando maior o hematécrito (Fig. 20).
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Figura 20: Curvas de dose-resposta ndo normalizadas das diferentes condigdes testadas no ensaio de
atividade antiplasmodial in vitro baseado em fluorescéncia com uso da cloroquina como droga
controle. Avaliacdo foi realizada a partir de quantidade de células diferentes, A) 1% parasitemia e 2%
hematdcrito, B) 1% parasitemia e 4% hematdcrito, e com 3 concentracdes do marcador fluorescente
SYBR Green | diferentes (SB1x, SB2x, SB5x) para A) e B). P: parasitemia; H: hematdcrito; SBI:
SYBR Green I. Eixos da abscissa: Quantidade de CQ em ng/mL e ordenada: intensidade da emissao a
530 nm.
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Pode-se observar que ndo ha diferengas com relagdo ao hematocrito.
A fim de comparar melhor entre as 3 concentragdes de SYBR Green | testadas,

fizemos uma normalizacéo das curvas respostas (Fig. 21).
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Figura 21: Curvas de dose-resposta normalizadas das diferentes condigdes testadas no ensaio de
atividade antiplasmodial in vitro baseado em fluorescéncia com uso da cloroquina como droga
controle. Avaliacdo foi realizada a partir de quantidade de células diferentes. A. 1% parasitemia e 2%
hematocrito. B. 1% parasitemia e 4% hematocrito, e com 3 concentragdes diferentes do marcador
fluorescente SYBR Green | (SB1x, SB2x, SB5x) para A) e B). P: parasitemia; H: hematdcrito; SBI:
SYBR Green I. Eixos da abscissa: Quantidade de CQ em ng/mL e ordenada: intensidade da emissao a
530 nm.
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Pode-se observar que a intensidade de emissédo do SYBR Green | 1x estava inferior a
2x e 5x. No entanto, ndo havia diferencas entre as concentraces de SYBR Green | 2x e 5x.
Desta forma, foi padronizado a concentracdo de 2x de SYBR Green | (1:10.000 v/v), por
produzir um sinal intermediério.

Os valores de ICsp € 0 1Cqo experimentais da cloroquina em todas essas condicGes
foram bastante conservados de 8,3-13,1 ng/mL e 14,9-19,7 ng/mL, respectivamente. Isso
demonstra a reprodutibilidade do experimento. Observou-se também, durante os testes de
otimizacdo que uma etapa de congelamento antes da adicdo do tampdo de lise com 0 SYBR
Green | auxiliou no processo de lise das células como relatado por Smilkstein e colaboradores
(2004).

5.2  Atividade antiplasmodial das subfracdes de Qualea grandiflora

Foram realizados os testes de atividade antiplasmodial de 10 subfracGes de folhas de
Q. grandiflora obtidas ap6s a extracdo com o solvente acetato de etila, e subfracionamento
por cromatografia em coluna de silica gel utilizando os eluentes acetato de etila: hexano em
ordem crescente de polaridade (10 a 100%), acetona e metanol.

Os valores de 1Csg e 1Cqo para cada subfracéo das folhas da planta Q. grandiflora estdo
relacionados na tabela 4. Para o teste de radioatividade foi utilizada a cepa resistente a
cloroquina, K1 no laboratério UMR 7245 CNRS - Molécules de Communication et
Adaptation des Micro-organismes do Muséum National d’Histoire Naturelle, € para 0s testes
de fluorescéncia, foi utilizada a cepa sensivel a cloroquina 3D7, no departamento de Biologia
Celular da UnB.

Embora tenha sido encontrada algumas pequenas diferencas entre os valores
encontrados em cada método por cepas diferentes, o0 método de teste de atividade
antiplasmodial por SYBR Green | pode ser utililizado com confianga, corroborando com os
dados da literatura (SMILKSTEIN et al., 2004; BAGAVAN et al., 2011).

As subfracbes 1, 2 e 5 da extracdo com o solvente mais polar utilizado (acetato de
etila) foram as que apresentaram a maior atividade antiplasmodial (tabela 4). Nenhuma
subfracdo apresentou citotoxicidade (tabela 4) e hemolise (dados ndo mostrados) relevantes.
De acordo com o que tem sido descrito na literatura, substancias presentes em Q. grandiflora
e que contenham carater mais polar possuem atividade mais evidente (AYRES et al., 2008;
DE MOURA, DO NASCIMENTO E GAROFALO, 2012). Entretanto, as subfracdes 1,2 e 5

estdo entre as menos polares das 10.



Tabela 4: Ensaios antiplasmodiais e de citotoxicidade das subfragdes das folhas de Qualea grandiflora.

Atividade Antiplasmodial (ug/mL) Citotoxicidade

S':g;?ae;godg o FH]-hipoxantina SYBR Groon 1 contl(’fl1 ;/?LUISIS L6 indice de Citotoxicidade”
nglea (cepa K1) (cepa 3D7)
grandiflora® |Cs+DP ICoo+DP ICs+DP ICyo+DP TCsoxDP Tc(igll')CSO T%;%;g:so
1 55,25¢7,75  117.13+4557 41 4441008  130,92+33,74 >100 >1,81 >1,63
2 49,45+14,74 852622800 546311062  98,93+19,56 >100 >2,06 >1,83
3 74,98+12,03 1257442008 9914459  202,49+18,59 >100 >1,33 >1,09
4 89,77£249 149294719 g5 9441 95 171,72+20,37 >100 >1,11 >1,15
5 53,70¢6,72  94.12+11.31 78994413  154,23+12,50 >100 >1,86 >1,26
6 69,29+1032  12541£17.75 g5 994950 167,08+13,90 >100 >1,44 >1,24
7 >100 >100 >100
o 80,43+10,14 146,75+1457  74,03+2,35  146,71+14,17 >100 >1.24 >1,35
9 60,74+6.66 112,22+¢10,52  88,78+1021  174,16+10,89 5100 ~164 51,26
10 66,76+1.62 123524251  90,74+945  19559+27,51 5100 150 5110
Cloroquina 24+0,5 nM 45+1,3 nM 17,3 ng/mL 31 ng/mL >100

Valores de ICsq e 1Cqy, s80 representados pela media das trés replicatas + desvio padréo (DP). NI: sem inibic&o.
# Nome botanico da espécie da planta do Cerrado Brasileiro.

® O indice de citotoxicidade foi definido pela razéo do valor de ICs, determinado para as células de mamiferos da linhagem L6 pelo valor de 1Cs, determinado para P.

falciparum.
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5.3  Bioensaio de atividade antiplasmodial da rottlerin in vitro

Para determinar a concentracdo de rottlerin que seria utilizada para o tratamento das
culturas de P. falciparum para os experimentos de citometria de fluxo e de protedmica, 0s
valores de ICsy e 1Cqo desta molécula foram previamente verificados pelo bioensaio com
radioatividade contra a cepa resistente a cloroquina, K1, e bioensaio com fluorescéncia contra
a cepa sensivel a cloroquina, 3D7. A rottlerin foi diluida no DMSO, portanto este solvente foi
utilizado com controle negativo e ndo apresentou efeito inibidor significativo até uma

concentracdo de 2% (v/v). A cloroquina foi utilizada como controle positivo (tabela 5).

Tabela 5: Bioensaio in vitro da atividade antiplasmodial da rottlerin.

Atividade Antiplasmodial (UM)

3 _ - -
Molécula [’H]-hipoxantina (cepa K1) SYBR Green | (cepa 3D7)
|C5oiDP |CgoiDP |C50 |Cgo
Rottlerin 1,17+0,17 2,09+0,21 0,336 0,574
Cloroquina 0,023+0,009 0,047+0,012 0,009 0,012

Valores de I1Csq e 1Cy estdo representados pela media das trés replicatas + desvio padrdo (DP).

Com base nos valores de ICsp e 1Cqo da rottlerin confirmados de +1 uM e +2 uM,
respectivamente (bioensaio com radioatividade), essas concentracfes foram utilizadas para

tratar a cultura do parasito.

5.4  Efeitos da rottlerin sobre o ciclo bioldgico de Plasmodium falciparum por
citometria de fluxo

54.1 Padronizacdo da marcacdo com SYBR Green |

A anélise inicial foi realizada pela distribuicdo caracteristica em graficos de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC), em que 300.000 eventos totais foram analisados. Por
causa das caracteristicas morfoldgicas das hemacias, pequenas células (7-8 um de diametro)
em forma de disco bicdncavo (devido a perda do nucleo durante sua formacgdo), ndo foi
possivel separar as populagdes de hemacias infectadas e ndo infectadas por estes parametros
através da citometria de fluxo. Desta forma, utilizou-se a deteccdo de intensidade de
fluorescéncia a partir da marcagdo com SYBR Green | para distinguir as diferentes
populagdes.

Com o objetivo de determinar um limite de positividade da intensidade de

fluorescéncia, foram analisados por citometria de fluxo amostras contendo eritrécitos nédo
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infectados e infectados com ou sem incubag¢do com SYBR Green I. Este limite de positividade
foi estabelecido pela analise dos gréficos (Fig. 22), representados pelos gates P4, para o canal
de FITC.

Como mostrado na figura 22D, foi possivel detectar um aumento progressivo do
namero de hemécias fluorescentes em funcéo da quantidade de DNA parasitario presente nas
células. O background de fluorescéncia da populacdo que continha eritrécitos infectados e
marcados (22D) foi igual aos da populacdo de eritrocitos nao infectados (22A e 22B) e ao de

eritrocitos infectados e ndo marcados (22C).
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Figura 22: Distribuicdo da fluorescéncia para o canal FITC dos controles negativos (eritrécitos ndo
infectados e infectados sem marcagdo) e controle positivo (eritrécitos infectados e marcados) obtidos
por citometria de fluxo. A. Histograma da populacdo de hemaécias nao infectadas e ndo incubadas com
SYBR Green I. B. Histograma da populacdo de heméacias ndo infectadas e incubadas com SYBR
Green |. C. Histograma da populagdo de hemécias infectadas e ndo incubadas com SYBR Green I. D.
Histograma da populacdo de hemaécias infectadas e ndo incubadas com SYBR Green I.
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Como pode ser observado (Fig. 23), ndo ha fluorescéncia para o canal de PE (mé&ximo
de emissdo: 496 -565 nm; emissdo linear: 488 nm e; méaximo de excitacdo: 575 nm), como
esperado, ja que o marcador possui comprimento de onda de excitacdo (497 nm) e emissao
(520 nm) referente apenas ao canal de FITC (maximo de emissdo: 493 nm; emissao linear:

488 nm e; maximo de excitagdo: 525 nm).
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Figura 23: Distribuicdo da fluorescéncia para o canal PE dos controles negativos (eritrocitos ndo
infectados e infectados sem marcagdo) e controle positivo (eritrdcitos infectados e marcados) obtidos
por citometria de fluxo. A. Histograma da populagdo de hemécias ndo infectadas e ndo incubadas com
SYBR Green I. B. Histograma da populacdo de heméacias ndo infectadas e incubadas com SYBR
Green |. C. Histograma da populacdo de hemécias infectadas e ndo incubadas com SYBR Green I. D.
Histograma da populacéo de hemécias infectadas e ndo incubadas com SYBR Green 1.

Os resultados foram expressos como percentagem de hemécias fluorescentes para cada
amostra, através do estabelecimento de um limiar de positividade o qual permitiu a separagédo

dos agrupamentos de hemacias positivas e negativas em funcdo da intensidade de
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fluorescéncia. Para cada ensaio foram incluidos controles negativo (hemécias néo
parasitadas). Com o objetivo de se determinar reprodutibilidade do ensaio, cada amostra foi

analisada em duplicata.

54.2 Efeitos da rottlerin na esquizogonia eritrocitaria

Para determinar se o acumulo de fluorescéncia verde refletia diferengas entre os
estagios de vida do parasito, uma cultura sincronizada em uma janela de 8 horas foi
acompanhada em intervalos de tempos definidos (0, 12, 24, 36 e 48 horas do ciclo intra-
eritrocitario) por citometria de fluxo, como mostra a figura 24. Estes dados foram comparados
aos existentes na literatura. Desta forma, a populacdo representada por P5, pico com menor
intensidade de fluorescéncia (média de fluorescéncia de 10* - 10%) é referente as hemécias
infectadas pelas formas de anéis, que ndo se separam completamente das hemacias nédo
infectadas, populacdo representada por P2, e por vezes, ocorre uma sobreposicdo das
fluorescéncias referentes as estas duas populacfes (P2 e P5). A populacdo representada por
P6, pico com intensidade de fluorescéncia intermediéria (média de fluorescéncia de 10%) é
referente as hemaécias infectadas pelas formas de trofozoitos jovens e maduros e esquizontes
jovens, e por fim, a populacdo representada por P7, pico com maior intensidade (média de
fluorescéncia de 10%) é referente as hemécias infectadas por esquizontes maduros, populag&o
alvo do estudo.

Quando a mesma cultura, em paralelo, foi tratada com rottlerin 1 uM (ICsp) ou 2 uM
(ICq), observa-se uma manutencdo das populacdes de hemacias infectadas pelas formas de
anéis e trofozoitos, representadas por P5 e P6. No entanto, quando a cultura deveria ter
hemécias infectadas pelas formas de esquizontes (P7), nos tempo 36, 40 e 48 horas do ciclo
intra-eritrocitério, esta populacdo praticamente desaparece, (Figs. 25 e 26). Observa-se ainda,
uma diminuicdo da populacdo de formas jovens (representada por P5) no momento em que
deveria ocorrer a reinvasao apos a ruptura de hemacias infectadas por esquizontes maduros
nas culturas tratadas com rottlerin (Fig. 25F e 26F), mostrando que a rottlerin interrompe o

ciclo eritrocitério de P. falciparum na fase de esquizogonia.
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Figura 24: Avaliacdo do ciclo biol6gico da populagdo controle de P. falciparum em presenca de DMSO por citometria de fluxo. A. Tempo 0. B. 12-20 horas
do ciclo intra-eritrocitario. C. 24-32 horas do ciclo. D. 36-44 horas do ciclo. E. 40-48 horas do ciclo. F. 44 horas e reinvasédo (0-4 h do ciclo). P2: populacgdo de
hemécias ndo infectadas. P5: populacdo de hemacias infectadas com P. falciparum no estigio de anel. P6: populacdo de hemécias infectadas com P.
falciparum no estagio trofozoitos jovens e maduros e esquizontes. P7: populacdo de hemécias infectadas com P. falciparum no estagio de esquizonte maduro.
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Figura 25: Avaliacdo do efeito da rottlerin 1 uM sobre ciclo biol6gico de P. falciparum por citometria de fluxo. A. Tempo 0 (sem o tratamento com a
rottlerin). B. 12-20 horas do ciclo intra-eritrocitario. C. 24-32 horas do ciclo. D. 36-44 horas do ciclo. E. 40-48 horas do ciclo. F. 44 horas e reinvasdo (0-4 h
do ciclo). P2: populacéo de hemacias ndo infectadas. P5: populagdo de hemacias infectadas com P. falciparum no estagio de anel. P6: populacdo de hemécias

infectadas com P. falciparum no estagio trofozoitos jovens e maduros e esquizontes. P7: populacdo de hemacias infectadas com P. falciparum no estagio de
esquizonte maduro.
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Figura 26: Avaliacdo do efeito da rottlerin 2 uM sobre ciclo biolégico de P. falciparum por citometria de fluxo. A. Tempo 0 (sem o tratamento com a
rottlerin). B. 12-20 horas do ciclo intra-eritrocitario. C. 24-32 horas do ciclo. D. 36-44 horas do ciclo. E. 40-48 horas do ciclo. F. 44 horas e reinvasdo (0-4 h
do ciclo). P2: populacéo de heméacias ndo infectadas. P5: populacdo de hemacias infectadas com P. falciparum no estagio de anel. P6: populacdo de hemécias

infectadas com P. falciparum no estagio trofozoitos jovens e maduros e esquizontes. P7: populacdo de hemacias infectadas com P. falciparum no estagio de
esquizonte maduro.
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Comparando as populagdes tratadas e ndo tratada pela rottlerin na fase de
esquizogonia eritrocitaria do parasito, entre 32 - 40 horas do ciclo intra-eritrocitario, observa-
se uma reducéo de 37,1% e 48,40% da populacdo de esquizonte, na cultura tratada com 1 uM
e 2 UM de rottlerin, respectivamente, quando comparado com a cultura controle (incubada
com DMSO) para cada tempo. Em 36 - 44 horas do ciclo, esta taxa de redugdo aumenta
drasticamente para 70,42% e 71,83%, e por fim, em 48 horas do ciclo ocorre uma reducéo de
75,75% e 100%. A ndo deteccdo das formas de esquizontes maduros tratadas pela rottlerin é
particularmente relevante, uma vez que a porcentagem dos esquizontes da populacdo nao
tratada se mantém superior a 0,6% (Fig. 27), uma vez que a parasitemia quantificada por

esfregacos sanguineos foi de 0,8%.
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Figura 27: Parasitemia das culturas tratadas com rottlerin (1 uM e 2 uM) e ndo tratada durante a
esquizogonia eritrocitaria, nos intervalos 32-40 h, 36-44 h, e 44-4 h pos-invasdo, determinada por
citometria de fluxo pela medida das unidades de fluorescéncia relativa utilizando SYBR Green I.



84

55  Efeitos da rottlerin sobre a expressdo proteica durante a esquizogonia
eritrocitaria de P. falciparum por protedmica comparativa

55.1 Obtencdo dos parasitos no estagio esquizonte tratados e ndo tratados pela rottlerin

Uma cultura enriquecida de esquizontes sincronizada (numa janela de 40-44 h pos-
invasdo) foi dividida em 3 populacdes, denominadas tempo 0 (TO0), rottlerin e DMSO. Os
parasitos do TO foram imediatamente submetidos a extracdo parasitaria por lise eritrocitaria
com saponina e o sedimentado parasitario ressuspendido em 8 M ureia com coquetel de
inibidores de proteases congelado a -80 °C. As populacGes rottlerin e DMSO foram
respectivamente tratado por rottlerin 1 uM em DMSO e 0 mesmo volume de DMSO como
controle. Apds 1h30 em cultura, os parasitos (41hYz - 45h%: apds invasdo) destas duas
populac6es foram também extraidos e congelado da mesma forma.

A figura 28 sdo imagens representativas dos esfregacos sanguineos obtidos das
culturas no tempo 0 (Fig. 28A — sem tratamento e tempo de incubacdo) e apds 1h30 de
incubacdo com e sem a droga (Figs. 28B e 28C). Pode-se observa que o tratamento ocorreu no
estagio esquizonte, e ap6s o tempo de tratamento (1h30) ainda havia parasitos viaveis (Fig.
28C), uma vez que se ja estivesse ocorrido a lise destes ndo seria possivel identificar a

expressao diferencial de proteinas, uma vez que todo o sistema biologico estaria alterado.
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Figura 28: Efeitos da rottlerin na morfologia de esquizontes (40 - 44h apés invasao) por visualizacdo
dos esfregagcos por microscopia oOptica (x100). A. Eritrocitos infectados no momento de tratamento
com a droga (tempo 0). B. Eritrécitos infectados ap6s 1 h e 30 min de incuba¢do com DMSO (controle
negativo). C. Eritrocitos infectados ap6s 1 h e 30 min de incubacéo com rottlerin 1uM. As barras = 8
um

Para verificar a qualidade da extracdo parasitaria, a integridade das proteinas
parasitarias e a ndo contaminagdo por proteinas eritrocitarias, os extratos proteicos das trés
populacdes ressuspendidos em tampdo de corrida Laemmli foram submetidos a SDS-PAGE
12%. Como observado na figura 29, ndo ha degradacdo do material ou sinais de contaminagdo
com substancias interferentes como hemoglobina ou hemozoina, pois sdo visiveis bandas
proteicas bem definidas, inclusive de alta massa molecular.
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Desta forma, a concentracdo de saponina 0,15% (m/v) foi a melhor escolha, como
sugerido por Sessler e colaboradores (2012), pois ocorre a hemolise completa, uma vez que
bandas referentes a hemoglobina ndo séo visualizadas. Além disso, ndo houve a lise da

membrana dos parasitos e, assim, ndo houve a degradacdo ou perda das proteinas dos

mesmos.
M TO

kDa
97— —
66 —— w—
-
30 = —
20

- !

Figura 29: Perfil eletroforético de extrato total de Plasmodium falciparum em SDS-PAGE 12%
corado com coomassie R-350. M: Marcador. TO: Tempo 0 (momento de tratamento com a rottlerin).
D: controle (tratado 1h30 com DMSO). R: tratado 1h30 com rottlerin.

56  Protedmica comparativa por eletroforese bidimensional de esquizontes tratados e

néo tratados pela rottlerin

5.6.1 Padronizacdo de eletroforese bidimensional para extrato parasitario de P.

falciparum

A fim de alcangar uma andlise protebmica comparativa entre o0s extratos das
populaces tratadas e ndo tratadas com rottlerin, inicialmente uma etapa de padronizacdo da
eletroforese 2D foi realizada, a partir do protocolo otimizado descrito por Charneau e
colaboradores (2007) com uma modificacdo. Isso foi necessario, pois o preparo de amostras

possui caracteristicas especificas e tem efeito direto na qualidade das separacfes, podendo
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prejudicar a analise dos spots. A modificacao realizada foi a substituicdo de Triton X-100 por
CHAPS no tampéo 2D de solubilizagdo, como tem sido sugerido na literatura (NIRMALAN,
SIMS E HYDE, 2004; BRIOLANT et al., 2010; SMIT et al., 2010).

Desta forma foi obtido o primeiro gel 2D, corado com nitrato de prata, de extrato de P.
falciparum (Fig. 30). Apesar da grande maioria dos spots serem bem definidos, algumas
estrias verticais ligadas a determinados spots proteicos, na regido alcalina e estrias horizontais

entre as massas moleculares de 45 a 30 kDa serem visiveis.
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Figura 30: Perfil 2DE de extrato de esquizonte de P. falciparum corado com nitrato de prata. A
focalizacdo isoelétrica foi realizada a partir de 70 ug de proteinas e em uma janela de pH linear de 3-
10 e a segunda dimensdo em SDS-PAGE 12%.



88

5.7 Comparacao preliminar dos perfis eletroforético 2D de esquizontes tratados e
nao tratados pela a rottlerin

Ap0s a otimizacdo das condi¢Bes de extracdo e separacao, foram feitos os géis 2D
analiticos, empregando fitas de 18 cm com intervalo de pH de 3 a 10. A figura 31, mostra 0s
perfis de extratos parasitarios da cepa S20 de Plasmodium falciparum obtidos a partir de
cultura tratada pela rottlerin (1 uM) por 1h30 e ndo tratada (DMSO).

Tendo em vista que o objetivo foi avaliar as diferencas de expressdo proteica, é
importante a escolha correta do método de coloracao dos géis. Portanto, os géis foram corados
com azul de Coomassie Brilliant Blue G-250 coloidal, pois possui as seguintes vantagens: o
baixo custo, a boa deteccdo e reprodutibilidade, ligacdo quantitativa do corante as proteinas
(WESTERMEIER E MAROUGA, 2005), e a compatibilidade com a espectrometria de
massas do tipo MALDI, somado ao fato de que cada spot corado possui a quantidade ideal de
proteina necessaria para a sua identificacdo por essa metodologia (MILLER, CRAWFORD E
GIANAZZA, 2006).

Os géis 2D apresentaram resolucdo satisfatoria, pois os spots mostraram-se bem
resolvidos na faixa de pH 3-8, como observado nos trabalhos de Smit e colaboradores (2010).

Embora tenha sido feito apenas uma replicada destes géis, pode-se observar que 0s
perfis eletroforéticos estdo bem semelhantes. Com relacdo a distribuicdo das proteinas no gel,
existe um maior namero e intensidade de spots na faixa acida, que deixa supor que existe uma
maior quantidade de amostra na condi¢do néo tratada (DMSO) em comparagdo com a amostra
da condicdo tratada pela rottlerin que foi aplicada nos géis 2D.

Em uma anélise preliminar, foram detectados 3 spots que estdo presentes na condicao

ndo tratada e que ndo sdo observados na condicdo tratada, destacados na figura 31.
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Figura 31: Perfis eletroforético 2D de extratos proteicos obtidos a partir da extracdo parasitaria de culturas de esquizonte ndo tratadas (A) e tratadas (B) com
rottlerin por 1h30, corado com azul de Coomassie coloidal. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em paralelo a partir de 165 ug de proteinas para cada uma das
populagdes em uma janela de pH linear de 3-10 e a segunda dimensdo em SDS-PAGE 12%.
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5.8 Identificacdo por Peptide Mass Fingerprinting dos 3 spots superexpressos em
esquizontes nao tratados pela rottlerin

Os digestos tripticos dos trés spots somente presentes no gel 2D de esquizontes ndo
tratados pela rottlerin foram analisados por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF/TOF. Por Peptide Mass Fingerprinting, 3 proteinas de P. falciparum foram identificadas
estatisticamente significativas, e com pl e massas moleculares tedricos similares aos
experimentais (tabela 6). As pequenas diferencas de pl e massas moleculares séo
provavelmente devido as modificacbes pés-traducionais. Por exemplo, um grupo fosfato
ligado a um residuo de aminoacido de uma proteina adiciona uma carga negativa a proteina.
Uma unica fosforilacdo diminui a valor do pl de 0,1 e aumenta a massa de 80 Da
(CHARNEAU et al., 2011). Por outro lado, N- e O-glicosilagcdes aumentam radicalmente a
massa molecular de proteinas.

As proteinas de P. falciparum identificadas sdo: proteina de choque térmico 90
(pHSP90) com uma regido histidina quinase, 3-fosfoglicerato quinase (Pf3-PGK), e a lactato
desidrogenase (PfLDH).

Estas proteinas estdo envolvidas no processo de enovelamento proteico (chaperona) e
no metabolismo de glicose. Ademais, estas proteinas tém em comum o fato de serem
potenciais alvos de drogas antimalaricas e de pertencer a classe de proteinas quinases ou

possuem um dominio de interacdo com quinase.



Tabela 6: Identificagdo dos spots proteicos selecionados de P. falciparum por peptide mass fingerprinting (PMF).

91

NUmero Identidade NUmero de g . Massa experimental e pl experimental e
_ b Pontuagéo Cobertura ~ (%) o ‘ o
do spot @ P. falciparum acesso (NCBI) ° tedrica (kDa) tedrico °
Proteina de choque
térmico 90 com uma )
1 o 0i|510182 73 > 56 11 91 86,57 6,25 4,94
regido histidina
quinase
3- Fosfoglicerato _
2 _ 0i[343197194 58 > 56 16 47 45,76 7,75 7,26
quinase
3 Lactato desidrogenase gi|371444767 111 >56 45 39 20,16 7,84 9,10

# Nimeros dos spots segundo a figura 31;
b Resultados obtidos com buscas no banco de dados NCBInr utilizando a ferramenta MASCOT (Matrix Science);
¢ Nuimeros de acesso a informagdes sobre as proteinas no banco de dados NCBI;

? Do inglés ‘score’, resultado da analise com o algoritimo da ferramenta MASCOT que avalia a possibilidade do conjunto de peptideos submetidos & busca serem os
mesmos encontrados no banco de dados originados de uma digestdo in silico de uma proteina conhecida. Os niimeros apresentados apds o simbolo de “>” representam a
pontuacdo minima necessaria, segundo o algoritimo utilizado, para que a correspondéncia da proteina da busca com a proteina encontrada seja estatisticamente significativa

(p<0,05);
¢ Relaciona o percentual de cobertura dos peptideos da busca relativa ao tamanho total da proteina encontrada;

" Massas moleculares, em kDa, encontradas nos géis 2DE (experimental) e presentes na descricdo da proteina no banco de dados (tedrica) representadas

respectivamente;

9 Pontos isoelétricos das proteinas encontradas nos géis 2DE (experimental) e presentes na descricdo da proteina no banco de dados (tedrico) representados

respectivamente.
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6. DISCUSSAO
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6.1. Implementacéo dos testes de atividade antiplasmodial por SYBR Green |

O répido surgimento de cepas resistentes as drogas antimalaricas tornou-se um dos
maiores desafios para o controle da malaria (WHO, 2005). Este cenério revela a importancia
da realizacdo de estudos que busquem novas alternativas terapéuticas contra a malaria, bem
como ensaios que sejam eficientes para processo de triagem de novas drogas.

Durante décadas, os métodos de rotina (padronizados) para avaliar a atividade
antiplasmodial de uma droga in vivo eram através da determina¢do da parasitemia por
microscopia oOtica (SANCHEZ, 2007) e in vitro, principalmente, pelo robusto método de
incorporacdo de [°H]-hipoxantina (DESJARDINS et al., 1979; ELABBADI, ANCELIN E
VIAL, 1992).

A contagem da parasitemia pela microscopia Optica, apesar de especifica e sensivel, é
uma técnica muito laboriosa, demanda muito tempo e estd sujeita a varios fatores que
prejudicam a sua precisdo e reprodutibilidade, tais como uma boa preparacdo do esfregaco
sanguineo e da habilidade técnica do microscopista (Payne, 1988), principalmente quando um
grande numero de compostos estd sendo avaliado, tornando o uso desta técnica limitada
(SANCHEZ, 2007). A grande vantagem é de ver o parasito e por consequéncia observar a sua
morfologia.

Em contrapartida, 0 método semi-automatizado baseado na incorporacdo de
hipoxantina tritiada possui as vantagens de permitir avaliar a atividade de um grande nimero
de compostos, de forma precisa e confiavel. Mas apresenta a desvantagem de ser um método
radioativo: radioisotopos relativamente caros (dificuldades na compra e na importacdo de
materiais radioativos para Brasilia), regras de seguranca especiais para 0 manuseio e geracao
de residuos radioativos (SMILKSTEIN et al., 2004; BAGAVAN et al., 2011).

Existem outros métodos nao radioativos que foram desenvolvidos, denominados
métodos colorimétricos, com a finalidade de substituir o método convencional de
incorporacdo de hipoxantina tritiada. Esses métodos colorimétricos apresentam algumas
vantagens em relacdo ao método de Desjardins e colaboradores (1979), pois ndo necessitam
de um marcador radioativo. Porém o alto custo das técnicas, associado a presenca de reacdes
falso-positivas, limitam os testes para a triagem de rotina de antimaléaricos e obrigam a
validagdo por observacgdo de esfregacos. Dentre estes métodos, os mais utilizados sdo: teste de
atividade enzimatica do pLDH, imunodeteccdo de uma proteina rica em histidina do parasito
HRP2 e DELI, por anticorpos monoclonais (NOGUEIRA E DO ROSARIO; BASCO et al.,
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1995; DRUILHE et al., 2001; NOEDL et al., 2003; NOEDL et al., 2004; SANCHEZ, 2007;
TOTINO et al., 2008).

Desta forma, buscando implementar um processo de triagem de drogas que envolvesse
um ensaio simples, com economia de custos, robusto, reprodutivo, semi-automatizado e
comparavel aos ensaios com radioisotopo, o ensaio de atividade antiplasmoidal baseado em
fluorescéncia foi padronizado.

Este teste se baseia no contraste entre as células do hospedeiro e o parasito, ja que as
hemacias ndo possuem DNA e RNA. Portanto, os parasitos séo facilmente detectados atraves
das moléculas intercalantes de DNA que possuem propriedade de fluorescer (fluoroforos)
quando ligados a &cidos nucleicos (NOGUEIRA E DO ROSARIO; SMILKSTEIN et al.,
2004; BAGAVAN et al., 2011). O fluoréforo de escolha foi o SYBR Green | (Life
Technologies).

A determinacdo de ICs através dos resultados gerados por este método requer apenas
uma comparac¢do da quantidade de acido nucleico detectada por fluorescéncia em funcdo das
concentracdes decrescentes da droga, plotando estes dados em um grafico do tipo dose—
resposta. Ndo havendo a necessidade de técnicas que envolvam varias etapas para obter uma
verdadeira quantificacdo de DNA ou de controles precisos necessarios para a comparacdo dos
niveis de crescimento absoluto entre os diferentes experimentos (SMILKSTEIN et al., 2004).

Este método apresenta uma série de vantagens quando comparado ao método
convencional. Destacando-se a simplicidade e alto rendimento, uma vez que nao ha
necessidade da utilizacdo de radioisétopos, da transferéncia do contetdo testado para filtros
de fibra de vidro e preparacdo do filtro de is6topo por contagem de cintilacdo, eliminando,
assim, procedimentos complicados. A manipulacdo € segura e ndo ha preocupacdo na
eliminacdo de lixo radioativo. Consequentemente, hd uma otimizacdo do tempo, pois é uma
técnica em que a adicdo de reagente, mistura, e incubacdo pode ser realizada numa Unica
etapa, sem qualquer transferéncia de amostra (SMILKSTEIN et al., 2004).

As limitacGes deste método estdo relacionadas com as caracteristicas dos compostos
que serdo testados, pois se estes possuem autofluorescéncia com excitagdo e emissdo ao longo
do intervalo de fluorescéncia do SYBR Green |, podera gerar dificuldade na interpretagcdo dos
dados. Uma segunda limitacdo teorica, embora esta possibilidade pareca remota, dada a
afinidade extraordinaria de SYBR Green | para os &cidos nucleicos, envolve drogas que
interagem com os acidos nucleicos e, assim, podem competir com a ligagdo de SYBR Green |
(SMILKSTEIN et al., 2004).
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Uma etapa de validacdo do método baseado em fluorescéncia utilizando o SYBR
Green | foi realizada para avaliar varias condigdes que poderiam interferir no sucesso do
ensaio. Em um primeiro momento, foi selecionada a cloroquina como referéncia, uma vez que
sdo conhecidos os ICs e 1Cqo da ordem de dezenas de nanogramas de acordo com as cepas.
Assim foram testadas diferentes concentracfes de hematocrito, e por consequéncia, de
parasito, bem como a quantidade de intercalante (1x, 2x, 5x no tamp&o de lise). A quantidade
de células (hematocrito de 2% ou 4%) pode influenciar, pois o volume de meio de cultura
adicionado em cada poco € limitado a 100 pL, podendo estas células morrerem devido um
estresse metabolico, gerando resultados falso-positivos. Ja a concentracdo do intercalante esta
relacionada com a qualidade do sinal de fluorescéncia detectado, uma vez que quantidades
insuficientes ndo vao gerar sinais suficientemente detectaveis pelo espectrofluorimetro, por
outro lado, quantidades excessivas podem gerar sinais que ultrapassam o limite maximo de
deteccdo do equipamento.

Os valores experimentais de ICso e 0 1Cyy detectados para cloroquina em todas essas
condi¢cdes foram semelhantes (9-11 ng/mL de 16-19 ng /mL), mostrando que todas as
condicdes testadas podem ser utilizadas para o ensaio, além de demonstrar que o método €
reprodutivo. Desta forma, a quantidade de células (hemécias e parasitos) e a concentracdo de
SYBR Green | padronizadas foram: 2% de hematdcrito e 1% de parasitemia e 2x (0,2 pL de
SYBR Green | 10.000X por mL de tampéo lise), uma vez que estes parametros foram
suficientes para determinar o ICs da cloroquina de forma adequada.

Observou-se também durante os testes de otimizacdo que uma etapa de congelamento
antes da adi¢do do tampdo com SYBR Green | auxiliou no processo de lise das hemacias.

Assim, 0 método baseado no SYBR Green |, padronizado pelo grupo, é uma
ferramenta valiosa para contribuir na criacdo do centro de pesquisa em descoberta
quimioterapéutica contra a malaria no Distrito Federal.

A descoberta de duas importantes drogas de origem vegetal que tiveram um sucesso
terapéutico contra a maldria: quinina e artemisinina (CORBETT et al., 2004; SMILKSTEIN
et al., 2004; BAGAVAN et al., 2011), tem inspirado o desenvolvimento de novas pesquisas
na busca de novos agentes antimalaricos a partir de plantas. O Brasil possui biomas de
repercussao internacional. O Cerrado, segundo maior bioma brasileiro, possui a flora mais
rica de todas as savanas mundiais (EMBRAPA, 2008). Consequentemente, a natureza
brasileira oferece uma biodiversidade quase inesgotavel.

Assim numa segunda etapa, realizamos testes antiplasmodias com o método de

incorporacdo de [H*]-hipoxantina realizado no laboratério do Prof. Grellier do Muséum
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National d’Histoire Naturelle € 0 método de detec¢do do SYBR Green | no departamento de
Biologia Celular da UnB utilizando extratos da planta Qualea grandiflora Mart. tipica dos
cerrados da Amazonia, S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul.

Neste estudo, os resultados da atividade antiplasmodial das subfracdes
cromatogréaficas do extrato com o solvente polar acetato de etila das folhas de Q. grandiflora
testado pelos dois métodos foram comparados. Esses dados reforcam que o método de
deteccdo do SYBR Green | é relevante, uma vez que ndo havia grandes diferencas entre os
ICs0 e 1Cqp Obtidos a partir de cada método.

Com a excecéo das subfracdes 1, 2 e 5 que apresentaram uma atividade moderada, as
outras ndo apresentaram atividade antiplasmodial significativa, assim como nenhuma
subfracdo apresentou atividade citotoxica e hemolitica aparente. As subfracdes 1, 2 e 5 sdo
das menos polares eluidas do extrato com o solvente polar acetato de etila.

Q. grandiflora vem sendo utilizada na medicina popular com varios designios,
principalmente para doencas de pele e em processos inflamatorios. Estudos recentes com
extratos das partes desta planta tém demostrado atividade contra alguns microrganismos,
principalmente as bactérias Gram-positivas, especialmente para a espécie Staphylococcus
aureus (ALVES et al., 2000; DA SILVA JUNIOR E DOS SANTOS, 2005; AYRES et al.,
2008; COSTA et al., 2008; DE MOURA, DO NASCIMENTO E GAROFALO, 2012).

Estudos realizados com os extratos etandlicos das folhas desta planta demonstraram
atividade inibitdria sobre cepas de bactérias Gram-positivas, apresentando eficacia tanto para
as cepas sensiveis quanto aos microrganismos resistentes, tais como as cepas de S. aureus
(MRSA) e S. epidermidis (MRSE) resistentes & meticilina e resistentes aos antimicrobianos
existentes. No entanto ndo havia atividade significativa em Gram-negativas como Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae (AYRES et al., 2008; DE MOURA, DO NASCIMENTO E
GAROFALDO, 2012).

E em estudos utilizando extratos metanolicos, etandlicos e hidroalcélicos da casca de
Q. grandiflora demonstraram atividade inibit6ria sobre as cepas S. aureus e P. aeruginosa
(ALVES et al., 2000; DE MOURA, DO NASCIMENTO E GAROFALO, 2012).

Analises fitoquimicas realizadas com extratos etandlicos da casca de Qualea
grandiflora revelaram a presenca de saponinas, triterpenos, esteroides, taninos, compostos
fenolicos, catequina - um fitonutriente da familia dos polifendis que tem uma acéo
antioxidante (COSTA et al., 2008). Sabe-se que o0s taninos e triterpenos possuem atividade de
inibicdo microbiana, o0 que corrobora com os achados das pesquisas realizadas com extratos

desta planta (AYRES et al., 2008). Estes resultados indicam que os constituintes quimicos
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com carater mais polar da casca de Q. grandiflora sdo importantes, pois apresentam potencial
antibacteriano, principalmente frente bactérias Gram-positivas.

Um estudo realizado com a fracdo lipofilica desta planta, através de uma extracédo
hexénica da casca, ndo demonstrou, em nenhuma das concentracdes testadas, atividade
inibitoria aos microrganismos utilizados, inclusive contra as bactérias Gram-positivas (DE
MOURA, DO NASCIMENTO E GAROFALO, 2012).

Desta forma, uma andlise fitoquimica das subfracdes 1, 2 e 5 do extrato com acetato
de etila das folhas desta planta seria interessante, para identificar quais sdo 0s compostos e
moléculas presentes neste caso que podem possuir atividade antimalérica.

De forma geral, os ICsq e 1Cqo Obtidos, tanto para as subfracdes da planta quanto para
moléculas com atividade conhecida (cloroquina e rottlerin), pelo método baseado em
fluorescéncia utilizando 0 SYBR Green | foram semelhantes aos obtidos pelo método baseado
na incorporacao de hipoxantina tritiada (método de referéncia). As pequenas diferencas entre
estes valores sdo previstas, e tambem esté relatado na literatura (SMILKSTEIN et al., 2004),
corroborando com dados da literatura (SMILKSTEIN et al., 2004; BAGAVAN et al., 2011),
demostrando a viabilidade daquele ensaio em triagens de compostos com atividade
antimaldrica.

No entanto a realizagdo de estudos adicionais para um melhor entendimento das
limitacdes e interferentes deste teste é necessaria para determinar, com seguranca, se este
método baseado em fluorescéncia serd um adjuvante ou um substituto para os testes baseados
em radioatividade. A partir destes resultados € necessario tracar estratégias e buscar

otimizagOes para assegurar a reprodutibilidade e a precisao deste ensaio.

6.2. Efeitos da rottlerin sobre o ciclo biol6gico de P. falciparum

Para entender os efeitos da rottlerin sobre o ciclo intra-eritrocitario de P. falciparum,
foi necessario escolher uma metodologia que fosse suficientemente eficiente para detectar a
viabilidade dos parasitos, distinguindo hemécias ndo infectadas e infectadas, e mais ainda,
identificar os diferentes estagios de vida do parasito, para mostrar com seguranga em qual
momento deste ciclo a droga tem efeito.

Uma poderosa ferramenta para a separacao e quantificacao de células é a citometria de
fluxo e tem sido uma metodologia utilizada ha mais de 30 anos para a detecgéo e contagem de
parasitos da malaria (HOWARD, BATTYE E MITCHELL, 1979). Mais recentemente,

estudos estdo sendo publicados mostrando que esta técnica é Gtil para a analise dos diferentes
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estagios sanguineos do protozoario (TOTINO et al., 2008; IZUMIYAMA et al., 2009; BEI et
al., 2010; KAUSHANSKY et al., 2012; KUSS et al., 2012; PHILIPP et al., 2012).

Desta forma, esta técnica foi escolhida para observar a ocorréncia da morte do parasito
em funcao do tratamento com a rottlerin e verificar se esta morte é especifica em alguma fase
do ciclo intra-eritrocitério do P. falciparum.

Os resultados mostram que ndo foi possivel fazer uma distingdo entre hemécias
infectadas e ndo infectados pelo parametro de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) em
escala linear, pois ndo havia distribuicdo caracteristica entre as diferentes populacfes nestes
gréaficos. No entanto, em estudos que utilizaram a representagdo grafica de FSC verus SSC em
escala logaritmica conseguiram separar as populacdes de eritrocitos ndo infectados e
eritrocitos infectados por diferentes estagios de vida (SANCHEZ, 2007; TONTINO et al.,
2008). A apresentacdo de dados em uma escala logaritmica pode ser util quando as
populagdes analisado por citometria de fluxo ficam muito dispersas na representagéo do Dot
Plot, uma vez que o logaritmo reduz a representacdo a uma escala mais fécil de ser
visualizada e manejada (RODRIGUES, 2012).

Em um estudo publicado utilizando esta mesma técnica também revelou esta
dificuldade de separacdo de populacdes utilizando estes pardmetros, sendo necessaria a
marcacdo de estruturas parasitarias para diferenciar tanto hemécias ndo infectadas e
infectadas, quando os estagios de vida do parasito (PHILIPP et al., 2012)

Na literatura existem varios tipos de marcacdo para P. falciparum no ciclo intra-
eritrocitario, sendo que os principais sdo baseados em intercalantes de DNA, tais como
SYTO-16, laranja tiazolo, hidroetidina, YOYO — 1, rodamina DNA, DRAQ-5, Vybrant®
DyeCycle™ Violet e SYBR® Green |. O principio da utilizacdo destes intercalantes esta
fundamentado no fato dos eritrocitos serem células anucleares, desta forma os eritrocitos
infectados pelo protozoario podem ser detectados e distinguidos de eritrocitos nao infectados,
(NYAKERIGA et al., 2006; GRIMBERG et al., 2008; IZUMIYAMA et al., 2009; KARL et
al., 2009; BEI et al., 2010; THERON et al., 2010; MALLERET et al., 2011). Além disso, no
crescimento normal destes parasitos nas hemaécias ocorre um aumento do nimero de nucleos,
tornado, assim, possivel identificar os estagios de vida, uma vez que a intensidade de
fluorescéncia é proporcional ao aumento da quantidade de DNA presente na célula (BEI et
al., 2010; PHILIPP et al., 2012).

Cada corante tem vantagens e desvantagens. Alguns dos corantes ndo tém
sensibilidade suficiente e/ou exigem procedimentos de preparacdo complicados, tais como

etapas de fixacdo e permeabilizacdo, as vezes sendo necessaria uma etapa de hemodlise,
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ocasionando a perda de parasitos viaveis, restringindo, assim, seu uso para diferentes estudos
de uma Unica célula em ensaios por abordagem de citometria de fluxo (GRIMBERG et al.,
2008; IZUMIYAMA et al., 2009; BEI et al., 2010; PHILIPP et al., 2012).

Outra limitacdo que as metodologias de marcacdo de acidos nucléicos apresentam é o
aparecimento de fluorescéncia inespecifica (QUASHIE, DE KONING E RANFORD-
CARTWRIGHT, 2006).

Na tentativa de superar estas limitacGes, foi selecionado o SYBR Green |. Este
intercalante fluorescente de DNA é altamente seletivo, e dispensa etapas de fixacdo e
permeabilizacdo, pois tem propriedade de permear membranas tanto da hemécia quanto do
parasito, ndo sendo necessaria a lise eritrocitaria, evitando assim, a perda de parasitos viaveis
para o teste (BEI et al., 2010; PHILIPP et al., 2012).

Este intercalante, SYBR Green |, emite no canal FL1 de isotiocianato de fluoresceina
(FITC), uma vez que possui uma maxima de excitacdo em 497 nm e emissdo em 520 nm. Ele
possui uma preferéncia aproximadamente 11 vezes maior por DNA de fita dupla em
comparacdo com DNA de fita simples (ZIPPER et al., 2004) e tem uma baixa afinidade de
ligacdo para 0 RNA (BEI et al., 2010). Embora os reticulécitos podem conter RNA, 0s
eritrocitos maduros séo desprovidos de DNA e RNA, e séo as células hospedeiras para do P.
falciparum. Desta forma, ndo hé problemas para aplicabilidade deste intercalante neste caso, e
assim fluorescéncias de intensidade consideraveis (definida pela positividade realizada na
etapa de padronizacdo da marcacdo com SYBR Green 1) detectadas foram atribuidas ao DNA
do parasito (BEI et al., 2010).

Por estas razdes, 0 SYBR Green | tem sido o intercalante de escolha em abordagens
por citometria de fluxo em estudos publicados na literatura, mostrando que é possivel a
deteccdo de hemacia parasitadas e ndo parasitadas, e assim determinar a parasitemia
(QUASHIE, DE KONING E RANFORD-CARTWRIGHT, 2006; 1IZUMIYAMA et al., 2009;
BEI et al., 2010; THERON et al., 2010). Ademais, permite a observacdo dos parasitos em
distintos estagios de diferenciacdo do ciclo intra-eritrocitario, de acordo com o conteudo de
DNA (Fig. 24 a 24) (IZUMIYAMA et al., 2009; BEI et al., 2010; PHILIPP et al., 2012).

Como pode ser observado nos graficos de distribuicdo de fluorescéncia obtidos em
outros estudos (Fig. 32), o primeiro pico, com intensidade de fluorescéncia menor refere-se a
populacdo de hemacias infectadas por formas jovens, principalmente anéis. Com a transigédo
da cultura de aneis para trofozoitos jovens do parasito, 0 DNA comeca a se replicar formando
um segundo pico com intensidade de fluorescéncia intermediaria. O citbmetro de fluxo é

incapaz de distinguir entre a fluorescéncia emitida por um eritrocito multiparasitado por 2 ou
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3 parasitos que estejam no estdgio anel de um Unico eritrdcito infectado por trofozoito jovem.

Por fim, devido as divisbes nucleares caracteristicas do estagio esquizonte, este possui uma

quantidade superior de DNA, formando o Gltimo pico com maior intensidade de fluorescéncia

(IZUMIYAMA et al., 2009; BEI et al., 2010; PHILIPP et al., 2012)
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Figura 32: Histograma da distribuicdo de fluorescéncia em culturas de P. falciparum em outros
estudos. A. S1 (amarelo) consiste em hemacias somente, S2 (verde) representa uma populacao rica em
estagios de anéis e S3 (azul) uma populacdo rica em estagios tardios (PHILIPP et al., 2012). B. P1 séo
parasitos em estagio de anel ou trofozoitos jovens, P2 sdo trofozoitos maduros e esquizontes jovens e

P3 séo esquizontes maduros (IZUMIYAMA et al., 2009).

Os resultados obtidos aqui demonstram que a proporcdo de eritrocitos fluorescentes

ndo apresentou diferenca em relacdo a parasitemia determinada pelos esfregacos sanguineos

corados por Giemsa (Figs. 24 a 26 do resultado). Demonstrou-se ainda que eritrocitos néo

infectados ndo apresentaram fluorescéncia inespecifica (autofluorescéncia) pela técnica de

citometria de fluxo, ap6s os ajustes corretos dos parametros (Figs. 22), no entanto, quando

utilizou-se eritrocito infectados e marcados (Fig. 22D) foi observada uma sobreposi¢do de

hemécias ndo infectadas com hemaécias infectadas por formas jovens. A intensidade de

fluorescéncia de SYBR Green | foi proporcional ao nimero de nucleos e a quantidade de

acido nucléico, ou seja, quanto mais velhas eram as formas (trofozoito e esquizontes), maior o

sinal de fluorescéncia detectado (Fig. 24 do resultado).

Observou-se uma reducdo drastica da quantidade de parasitos viaveis na fase do ciclo

em que 0s parasitos estariam predominantemente no estagio esquizonte, mostrando, assim,

que os efeitos de morte celular provocados pela droga sdo especificos desta etapa do ciclo,

corroborando com os achados anteriores do grupo (abordagem por Microscopia Eletrénica de

Transmissdo, dados descritos na introdugéo).
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Um estudo semelhante (TOTINO et al., 2008), também utilizando a citometria de
fluxo para avaliar a susceptibilidade das formas eritrocitarias de P. falciparum a trés
inibidores de crescimento do parasito: SNAP, a cloroguina e estaurosporina. Neste caso, 0
marcador da viabilidade do parasita utilizado foi a rodamina 123, uma vez que 0s eritrocitos
maduros humanos ndo tém organelas celulares, o acesso exclusivo a alteragcdes na mitocondria
do parasito pode ser realizado sem a lise prévia das células hospedeiras (Fig. 33).

Os resultados que eles obtiveram foi a uma reducéo da parasitemia de 38%, 68% e
70%, em culturas mantidas com estaurosporina, SNAP ou cloroquina, respectivamente,
enquanto que a cultura ndo tratada apresentou um padrdo de crescimento normal parasitemia
(Fig. 33), mostrando a capacidade dos trés inibidores do crescimento do parasito de reduzir o
namero de parasitos viaveis (TOTINO et al., 2008).
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Figura 33: Efeito do SNAP, estaurosporina e cloroquina na viabilidade de P.falciparum avaliado por
citometria de fluxo. A percentagem eritrocitos apresentando parasitos vidveis (M1) foi medido
utilizando a rodamina 123 antes (0 horas) apds 24 h de tratamento com SNAP, estaurosporina ou
cloroquina. R1: regido do grafico de pontos que representa a populacdo de eritrécitos analisados
(TOTINO et al., 2008).

Estes resultados sdo importantes porque corroboram de duas formas para os resultados

obtidos neste estudo: primeiro a morte celular induzida por inibidor de proteina quinase
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(estaurosporina), mas, no caso ndo € especifico do estdgio esquizonte. Segundo, pela
utilizacdo da citometria de fluxo para avaliar a taxa de morte celular em P. falciparum.

Foi demonstrado por citometria de fluxo que o efeito inibidor da rottlerin causa a
morte rapida de P. falciparum em cultura quando é aplicada nas horas finais do ciclo intra-
eritrocitario, durante a morfogénese dos merozoitos. Pela a analise morfoldgica obtida por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (dados ndo publicados obtidos pelo Prof. Philippe
Grellier, MNHN, Franga) comparado ao estudo citado (TONTINO et al., 2008), a principal
hipdtese da acdo desta droga sobre o P. falciparum em nivel celular € a inducdo da autofagia.
Como ja é sabido, a rottlerin € um inibidor de proteinas quinases, e estas desempenham um
papel essencial em muitas funcbes celulares, o que os torna alvos muito atraentes para o

desenvolvimento de novas drogas contra agentes infecciosos eucariotos como o Plasmodium.

6.3. Analise protebmica comparativa preliminar por Eletroforese Bidimensional dos
efeitos da rottlerin sobre a merogonia de P. falciparum

No passado, por uma abordagem transcriptdmica dos efeitos da rottlerin nas Gltimas
horas do ciclo intra-eritrocitario, utilizando a técnica de microarray de cDNA, foram
identificados genes cuja a expressao é modulada por essa molécula. As proteinas encontradas
experimentalmente estdo envolvidas com os processos de transducdo de sinal celular: como
proteina fosfatase, proteina quinase, ou proteina fosfolipase D com dominio de interacdo com
proteinas quinases. Poderia ser um conjunto de proteinas envolvidas numa mesma via
metabolica (CHARNEAU, 2005).

Com base nestes achados pelo grupo, foi iniciado um estudo de protebmica
comparativa, com o objetivo de avaliar a modulacdo da expressdo proteica pela rottlerin. A
abordagem utilizada neste estudo foi eletroforese bidimensional, ao qual foi possivel detectar
algumas diferencgas na expressdo de proteinas com o tratamento da rottlerin, em que houve o
desaparecimento de determinadas proteinas nesta condic¢do, constituindo um resultado
relevante.

A proteina identificada a partir do spot 1 (Fig. 31 do resultado) foi uma chaperona
denominada proteina de choque térmico (HSP) da familia HSP90 (HtpG em E. coli).
Proteinas de choque térmico sdo sintetizadas em resposta a elevacdo de temperatura,
entretanto, outros estimulos de estresse também podem induzir a expressdo deste grupo de
proteinas, como a privacdo de nutrientes, adicdo de inibidores metabolicos ou analogos de

aminoacidos e ions de metais pesados ou hipoxia. Sdo proteinas presentes em todos o0s
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organismos desde arqueobactérias a eubactérias, plantas, leveduras, invertebrados e
vertebrados. Elas desempenham um papel fundamental em todas as células, onde atuam como
chaperonas moleculares envolvidos na estabilizacdo de proteinas parcialmente dobradas
durante a montagem e /ou transporte intracelular (LINDQUIST E CRAIG, 1988;
BONNEFOQY et al., 1994).

Em parasitos que possuem ciclo de vida em dois hospedeiros distintos, um
invertebrado (inseto) e outro vertebrado, como € o caso do P. falciparum, a passagem do
ambiente poiquilotérmico do inseto vetor para o hospedeiro vertebrado (homeotérmico) é
acompanhada por drésticas alteracdes no ambiente, ao qual o parasito tem que se adaptar. Em
particular, a mudanca de temperatura em varios parasitos resulta em um aumento na
expressao de varias proteinas do tipo HSP (LAWRENCE E ROBERT-GERO, 1985; GLASS,
POLVERE E VAN DER PLOEG, 1986). Tem sido relatado também que as HSP podem
desempenhar um papel na diferenciacdo celular e na sobrevida em T. brucei, L. major (VAN
DER PLOEG, GIANNINI E CANTOR, 1985; LEE, 1998) e T. gondii (SILVA et al., 1998).

As proteinas da familia HSP90 sdo as chaperonas mais abundantes de estresse
constitutivamente expressas no citoplasma de células e possuem um papel fundamental no
enovelamento e, portanto, no funcionamento de um grande numero de proteinas,
especialmente aquelas que participam da regulacdo do ciclo celular e transducdo de sinal
(BONNEFOY et al., 1994; KUMAR, MUSIYENKO E BARIK, 2003; RAMDHAVE et al.,
2013). Os membros da familia do gene Hsp90 tem se mostrado altamente conservados,
mesmo as proteinas de eucariontes mais distantemente relacionados tém identidade de 50%
dos residuos de aminoacidos (LINDQUIST E CRAIG, 1988). A lista das proteinas que
pertencem a este grupo € longa, e inclui as proteinas quinases, tais como Raf, Src, Lck, Weel,
MEK, Cdk4, Src e CK2, e fatores de transcricdo como receptores de esteroides e p53. Por
estas caracteristicas, as HSP90 tém sido estudadas como um alvo de droga (KUMAR,
MUSIYENKO E BARIK, 2003).

A sequéncia do gene de PfHsp90 foi caracterizada, e a sequéncia da proteina deduzida
revelou sua grande semelhanca com HSP90 de outras espécies e alta conservacdo entre 0s
isolados de P. falciparum (KUMAR, MUSIYENKO E BARIK, 2003).

Com relacdo aos aspectos estruturais e funcionais da HSP9O0, estas proteinas possuem
um dominio de ligagdo a ATP na extremidade do N-terminal (BONNEFOY et al., 1994,
KUMAR, MUSIYENKO E BARIK, 2003), um dominio de ligacdo de calmodulina, menos
conservado (BONNEFOQOY et al., 1994), e podem também estar associadas com as proteinas
tubulina e actina do citoesqueleto (LINDQUIST E CRAIG, 1988; BONNEFOQY et al., 1994).
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A ligacdo do ATP a HSP90 é dependente de cation, ocasionando uma autofosforilacdo
(BONNEFOQY et al., 1994) e possuem uma atividade ATPase (NADEAU, DAS E WALSH,
1993).

Em um estudo Busconi, Guan e Denker (2000) utilizaram geldanamicina, um
antibidtico natural, para competir com a ligacdo do ATP no dominio N-terminal. Este
antibiodtico é considerado um inibidor altamente especifico da HSP90. A inibicdo de HSP90
por este antibidtico ocasionou a supressdo no enovelamento de proteinas dependente da
HSP90 e direcionou estas proteinas danificadas para um processo de degradacdo proteolitica
mediada pela ubiquitina em células de mamifero (BUSCONI, GUAN E DENKER, 2000).

Recentemente, Samarasinghe e colaboradores (2014) publicaram um estudo
mostrando que a inibicdo de HSP90 pode estar envolvida na inducdo da autofagia em células
cancerigenas, uma vez que, esta proteina inibe o processo de morte celular e coordena a
tumorigénese em celulas cancerigenas (KAPLAN E LI, 2012).

A proteina identificada a partir do spot 2 (Fig. 31 do resultado) foi a 3- fosfoglicerato
quinase (PGK, EC 2.7.2.3). Esta é uma enzima importante envolvida na glicolise, que catalisa
um passo importante de fosforilacdo, conduzindo a producdo de ATP através da transferéncia
de um grupo fosfato a partir de 1,3 - bifosfoglicerato e ADP para produzir 3-fosfoglicerato e
ATP (DE MORAES BERTUZZI et al., 2009).

O P. falciparum depende em grande parte da via glicolitica para o metabolismo
energético durante a fase de vida intra-eritrocitaria. Consequentemente, Pf3-PGK é um
potencial alvo de droga antimalarial (PAL et al., 2004).

3-PGK ¢ considerada uma proteina de “limpeza” (envolvida funcionamento bésico de
uma célula ou do conjunto de células em um organismo, por fazer parte do metabolismo da
glicose — uma das principais vias metabolicas existentes), que é aleatoriamente distribuida no
citoplasma da célula. Sua expressdo € independente das condicdes de cultivo de
microrganismos, mas € induzida de forma significativa por inani¢do. Existem dados na
literatura da utilizacdo desta proteina como marcador inespecifico de autofagia, em um estudo
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae (WELTER, THUMM E KRICK, 2010).

Como no processo de autofagia ocorre o sequestro de porgdes citoplasméticas ou
organelas inteiras para o autofagossomo (vesicula), a 3-PGK pode se transportada, de forma
aleatdria, para a degradacdo na vesicula autofagica. Por conseguinte, o transporte para esta
vesicula autofégica e degradacdo da proteina de fusdo de PGK1-GFP pode ser detectado
através de microscopia de fluorescéncia e a libertacdo de GFP pode ser quantificada no
western blot (WELTER, THUMM E KRICK, 2010). No caso do P. falciparum tratado com
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rottlerin, uma possibilidade seria da mesma forma, a Pf3-PGK seria transportada para vesicula
autofagica e depois degradada.

Por fim, a proteina identificada a partir do spot 3 (Fig. 31 do resultado) foi a lactato
desidrogenase de P. falciparum. LDH é enzima chave da glicolise anaerobia, responsavel pela
reacdo que catalisa conversdo de piruvato em lactato, envolvendo uma concomitante
interconversdo de NADH em NAD™ (OLIVEIRA E FRANCA, 2011).

Estruturalmente, a LDH possui dois dominios: o maior deles compreende um motivo
estrutural caracteristico de proteinas que se ligam a nucleotideos, denominado Rossmann fold
(residuos 20-162 e 248-266). Esse motivo estrutural é referente ao sitio de ligagdo do cofator
NADH (BELLAMACINA, 1996; OLIVEIRA E FRANCA, 2011). O outro dominio envolve
0 sitio de ligacdo do substrato (READ et al., 2001).

Durante o seu ciclo assexuado intra-eritrocitario, a producdo de ATP pela glicolise
anaerobica é a principal forma de producdo de energia do parasito, e, por conseguinte, a
inibicdo da atividade da PfLDH ocasiona a morte do parasito (OLIVEIRA E FRANCA,
2011). Por este motivo, especificamente, a LDH de P. falciparum (PfLDH) tem sido alvo de
estudo para o desenvolvimento de novas drogas antimalaricas, ja que existem importantes
diferencas entre a PfLDH e a HssLDH (humana) (BROWN et al., 2004; PALPENNA-
COUTINHO et al., 2011).

Esta pode ser uma explicacdo para o fato desta proteina ndo estar presente na condicéo
de tratamento com a rottlerin, interferindo no metabolismo celular, uma vez que o parasito
estd em um processo de morte, podendo ser um dos mecanismos de acdo desta molécula no
processo de morte celular do parasito. Por fim recentemente foi mostrado que a fungédo da
LDH pode ser modificada, diferencialmente entre os estados aerdbio e anoxico, através de
mecanismo de modificagbes pos-traducionais, como acetilacdo e fosforilagdo. Por
consequéncia, LDH interage com proteina quinase (Xiong e Storey, 2012).

A LDH das diferentes espécies causadoras da maléria, P. vivax, P. ovale e P. malariae
possuem 90 a 92% de identidade com a LDH de P. falciparum (PfLDH), sendo que 0s
residuos cataliticos sdo idénticos (BROWN et al., 2004).

Um caracteristica interessante da PfLDH, que a diferencia da maior parte das LDH de
outros organismos (por exemplo, a LDH humana) é que o excesso de substrato (piruvato) ou
complexo piruvato-NAD™ ndo inibe a atividade enzimatica desta proteina, provavelmente em
funcéo do deslocamento de 1,2 A na posicdo do cofator em relacdo as LDHs de diferentes
mamiferos. Essa caracteristica da PfLDH é fungdo de uma adaptagdo do parasita para

sobreviver nas condi¢fes anaerobicas predominantes nos eritrocitos (READ et al., 1999).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Piruvato
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Estas identificacOes a partir das analises protedbmicas comparativas preliminares sao
alentadoras. Mas, como esta abordagem baseada em gel 2D apresenta limitacOes de detecgéo,
seria necessaria uma abordagem protebmica que permita uma analise comparativa e
quantitativa de maior eficiéncia para identificar com maior sensibilidade estas diferencas na
expressao de proteinas.

Neste intuito, uma abordagem protedmica baseado em gel free, denominada de
bottom-up ou shotgun, seria uma boa escolha. Outra vantagem desta técnica é a possibilidade
de analisar o fosfoproteoma, sendo de muita importancia neste caso, uma vez que a rottlerin,
por ser um inibidor de quinase, pode estar envolvida na modulagdo dos eventos de
fosforilacdo e/ou desfosforilacdo de proteinas (BANTSCHEFF et al., 2007; BANTSCHEFF
etal., 2012).

Nesta abordagem, as amostras bioldgicas sdo inicialmente digeridas por enzimas
especificas, como a tripsina (mais utilizada), formando peptideos, que serdo separados por
cromatografia liquida de fase reversa e gradualmente eluidos, ionizados e fragmentados via
espectrometria de massas/ espectrometria de massas (MS/MS). A informacdo combinada das
massas dos fragmentos e dos ions precursores facilita a identificacdo dos peptideos e, com
isso, das proteinas usando a busca em banco de dados (WU E MACCOSS, 2002).

A espectrometria de massas tem se tornado uma abordagem cada vez mais sofisticada
para a analise e identificacdo de proteinas de identidade desconhecidas em amostras
bioldgicas, principalmente nesta era pds-gendmica, pois 0s avan¢os na gendmica tém
fornecido subsidio de sequéncias proteicas que sdo disponibilizadas em bancos de dados,
fundamentais para os algoritmos de identificagdo de proteinas usados na protedmica (KALLI
etal., 2013).

Como a espectrometria de massas nao é, por si s6, uma técnica quantitativa, ja que as
intensidades de ions observadas sdo dependentes de varios parametros, tais como a eficiéncia
de desorcdo e ionizacdo e o desempenho da cromatografia liquida, por exemplo, alguns
procedimentos foram desenvolvidos para permitir a quantificacdo relativa de peptideos em
amostras diferentes. Desta forma, 0 emprego de marcacdo quimica com iso6topos estaveis &,

atualmente, a técnica mais utilizada com este objetivo (BANTSCHEFF et al., 2007).
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7.CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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Este trabalho permitiu a implementacéo do teste de atividade antiplasmodial baseado
em fluorescéncia utilizando um intercalante de DNA, SYBR Green I. Assim, foram testadas
subfracdes de extrato da planta do Cerrado Qualea grandiflora e identificou-se um ICs contra
P. falciparum moderado para 3 das 10 subfracdes, sem citotoxicidade e atividade hemolitica
aparentes.

Ademais, a implementacdo desta metodologia podera permitir a avaliacdo de atividade
antiplasmodial de diversas outras de moléculas e/ou compostos, uma vez que 0 grupo de
pesquisa em malaria molecular implementado no Departamento de Biologia Celular da UnB
tem como objetivo a caracterizacdo de alvos de drogas e a descoberta de moléculas com
atividade antimaléarica a partir de produtos naturais da biodiversidade brasileira. Podemos
esperar que a investigacdo de plantas do Cerrado ird contribuir para a conservacdo deste
bioma, que é considerado uma das regibes mais ameacadas da Terra.

A rottlerin foi uma ferramenta de escolha para abordar os mecanismos moleculares
que controlam a morfogénese dos merozoitos e pode ser importante para a descricdo do
processo de autofagia. Com os resultados obtidos até agora com a utilizacdo desta molécula, a
principal hipotese da acao deste inibidor de proteina quinase em P. falciparum € a inducédo da
autofagia, cujo efeito bioldgico observado por citometria de fluxo foi a inibicdo da
diferenciacdo dos merozoitos deste parasito, que ocorre nas ultimas horas do ciclo intra-
eritrocitario. A analise protedmica comparativa preliminar permitiu a identificacdo de 3
proteinas superexpressas em esquizontes ndo tratado pela rottlerin, que pertencem a classe de
proteinas quinase ou sdo alvo de fosforilacdo por proteina quinase. Estas proteinas, proteina
de choque térmico 90 (PfHSP90) com uma regido histidina quinase, 3-fosfoglicerato quinase
(Pf3-PGK) e a lactato desidrogenase (PfLDH), séo descritas como potenciais alvos de drogas
antimalaricas. Ademais o desaparecimento delas pode estar relacionado a autofagia.

Apesar da existéncia de publicacbes recentes sobre o processo de autofagia em
P. falciparum, ainda ndo se sabe muito sobre as proteinas envolvidas neste processo no
parasito, bem como a sua funcdo (GRIVICICH, REGNER E ROCHA, 2007; BRENNAND et
al., 2011; TOMLINS et al., 2013; CERVANTES et al., 2014). Por este motivo, da-se a

importancia de estudos protedmicos da autofagia.
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Desta forma, no intuito de comprovar a inducdo da autofagia em esquizontes de
P. falciparum pela rottlerin, ao entender melhor os efeitos desta droga sobre o parasito, e
assim, estudar a biologia da merogonia eritrocitaria e identificar os alvos desta droga, como

perspectivas podemos citar:

- Determinar se o efeito celular da rottlerin sobre a merogonia eritrocitaria é a morte
celular do tipo autofagia por citometria de fluxo utilizando anticorpos comerciais dirigidos

contra marcadores codificados por genes da familia de autofagia (atg).

- Confirmar e ampliar as identificacBes das proteinas moduladas pela rottlerin por uma
abordagem qualitativa mais sensivel e abrangente baseado em gel free e quantitativa mais
robusta por marcacdo isotopica. Além disso, esta metodologia, por uma etapa de
enriquecimento de fosfopeptideos, permitird observar a modulacdo da fosforilacdo devido o

tratamento pela rottlerin que é descrita como um inibidor de proteinas quinase C.

- Realizar uma anéalise funcional de candidatos cuja expressdo é modulada pela
rottlerin através do estudo da expressao proteica e citolocalizagdo com anticorpos especificos,
0 estudo das parceiras destes candidatos por técnicas de interatoma: identificacdo de
complexos proteicos por gel em condicdo ndo desnhaturante Blue Native PAGE, ou

crosslinking in vivo, seguido de espectrometria de massas.
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