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RESUMO

A maléria possui como agentes etioldgicos os protozoarios do género Plasmodium, sendo
que a espécie responsavel pelos casos clinicos mais graves € o P. falciparum. Em 2021,
foram registrados 247 milhdes de casos de malaria, sendo que o continente africano foi
responsavel por, aproximadamente, 95% dos casos. A espécie predominante nesta regido
¢ aP. falciparum, responsavel pelos sintomas mais graves da doenca, além disso, ao longo
dos anos sdo registrados resisténcia deste parasita aos antimalaricos de referéncia,
tornando uma preocupacao sanitaria. Dessa forma, estudar o parasita se torna necessario.
A fim de compreender melhor uma das organelas essenciais para a sobrevivéncia do
parasita, o presente trabalho objetivou utilizar a APEX2 para marcar, através da
biotinilagdo, as proteinas mitocondriais de P. falciparum. Esta metodologia iréd catalisar
areacao de biotinilagao de proteinas de compartimentos celulares de interesse, permitindo
uma andlise detalhada e fidedigna do contetido protedmico, através do enriquecimento
das proteinas biotiniladas, utilizando um substrato (biotina-fenol) e um agente oxidante
(peroxido de hidrogénio). O ensaio de biotinilagcdo das proteinas foi realizada apos a
obtengdo de parasitas transfectados com o plasmideo de expressdo epissomal contendo a
sequéncia codificadora para APEX2 fusionada a um peptideo de transito ndo-consenso
de uma proteina mitocondrial. Através da andlise por Western Blot e estreptavidina-blot,
foi observado que tanto a expressio da HA-APEX2 e marcagdo por biotinilagdo
ocorreram. No entanto, a citolocalizacdo da APEX2 por imunofluorescéncia, ocorreu de
forma difusa em todo o corpo celular do parasita, portanto, concluiu-se que a HA-APEX2
ndo foi enderegada a mitocondria de P. falciparum. Além da mitocondria, o P.
falciparum, possui outra organela plastidial com caracteristicas plant-like, denominada
apicoplasto. Por alguma razdo, ainda desconhecida, ambas as organelas apresentam uma
inter-relacdo bioquimica na biossintese do grupo heme. Por esse motivo, as estratégias de
predicdo in silico e data mining das proteinas mitocondriais e de apicoplasto, foram
empregadas para compor os subproteomas preditos de ambas as organelas. No total,
foram preditas 708 proteinas mitocondriais e 781 proteinas pertencentes ao apicoplasto
de P. falciparum. Apds uma comparacao entre os bancos de dados, observou-se uma
sobreposicdo de 108 proteinas. Para as proteinas mitocondriais, foram preditas proteinas
referentes a cadeia transportadora de elétrons, e para as proteinas de apicoplasto, foram
listadas proteinas pertencentes a via de novo de biossintese de acidos graxos do tipo II
(FASII). Esta analise de bioinformatica reforca as evidéncias amplamente conhecidas,
acerca da biologia de ambas as organelas de P. falciparum. Além disso, foram listadas
algumas proteinas nas quais ja sdo estudadas para serem potenciais alvos de
antimalaricos. Devido a marcagdo inespecifica da mitocondria pela HA-APEX2, uma
nova sequéncia estd em fase de sub-clonagem para posterior transfec¢do. O intuito
principal da realizacdo das predigdes de ambas as organelas, estd fundamentada nas
caracteristicas ja expostas de ambas as organelas. Desse modo, um panorama detalhado
acerca das caracteristicas bioquimicas da mitocondria e do apicoplasto ja foi estabelecido,
para auxiliar nas futuras andlises protedmicas.

Palavras-chave: maléria, Plasmodium falciparum, mitocondria, APEX2, biotinilacao,
predicdes in silico, data mining.



ABSTRACT

Malaria is a disease whose etiological agents are protozoa of the genus Plasmodium, and
the species responsible for the most severe clinical cases is P. falciparum. In 2021, 247
million cases of malaria were recorded, with the African continent accounting for
approximately 95% of cases. The predominant species in this region is P. falciparum,
responsible for the most severe symptoms of the disease. In addition, over the years
resistance of this parasite to reference antimalarials has been recorded, making it a health
concern. Thus, studying the parasite becomes necessary. In order to better understand one
of the essential organelles for the survival of the parasite, the present work aimed to use
APEX2 to mark, through biotinylation, the mitochondrial proteins of P. falciparum. This
methodology will catalyze the biotinylation reaction of proteins from cellular
compartments of interest, allowing a detailed and reliable analysis of the proteomic
content, through the enrichment of biotinylated proteins, using a substrate (biotin-phenol)
and an oxidizing agent (hydrogen peroxide). The protein biotinylation assay was carried
out after obtaining parasites transfected with the episomal expression plasmid containing
an APEX2 coding sequence fused to a non-consensus transit peptide of a mitochondrial
protein. Through Western Blot and streptavidin-blot analysis, it was observed that both
HA-APEX2 expression and biotinylation labeling occurred. However, the
cytolocalization of APEX2 by immunofluorescence occurred diffusely throughout the
cell body of the parasite, therefore, it was concluded that HA-APEX2 was not specifically
addressed in the mitochondrion of P. falciparum. In addition to mitochondrion, P.
falciparum has another plastid organelle with plant characteristics, called apicoplast. For
some reason still unknown, both organelles have a biochemical interrelationship in the
biosynthesis of the heme group. For this reason, in silico prediction strategies and data
mining of mitochondrial and apicoplast proteins were employed to compose the predicted
subproteomes of both organelles. In total, 708 mitochondrial proteins and 78 proteinsl
belonging to the apicoplast of P. falciparum were predicted. After a comparison between
the databases, an overlap of 108 proteins was observed. For mitochondrial proteins,
proteins related to the electron transport chain were predicted, and for apicoplast proteins,
proteins belonging to the de novo pathway of type II protein biosynthesis (FASII) were
listed. This bioinformatics analysis reinforces widely known evidence about the biology
of both P. falciparum organelles. In addition, some proteins that are already studied to be
potential targets of antimalarials were listed. Due to the nonspecific labeling of
mitochondrion by HA-APEX2, a new sequence is in the process of being sub-cloned for
further transfection. The main purpose of making predictions for both organelles is based
on the already exposed characteristics of both organelles. Thus, a detailed overview of
the biochemical characteristics of mitochondrion and apicoplast has already been
established, to assist in future proteomic analyses.

Key Words: malaria, Plasmodium falciparum, mitochondrion, APEX2, biotinylation, in
silico prediction, data mining.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais e epidemiologia da malaria

A maléria ¢ uma doencga causada pelo protozoario do género Plasmodium spp. e
transmitida pela fémea do mosquito de género Anopheles durante o repasto sanguineo
(World Health Organization, 2022b). S3o conhecidas 5 (cinco) principais espécies de
Plasmodium spp. capazes de infectarem o hospedeiro humano, sdo eles, o Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malarie, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi (Prudéncio et al., 2006), sendo que, o P. falciparum ¢é responsavel pela forma
mais grave da doenca e pelas maiores taxas de mortalidade global (World Health
Organization, 2021a).

Existem, atualmente, 84 (oitenta e quatro) paises endémicos da malaria no mundo
(Figura 1) (World Health Organization, 2022¢). Eles estdo localizados em regides
denominadas pela OMS de Sudeste Asiatico, Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental,
Américas e regido Africana (World Health Organization, 2021¢). Os paises com o maior
numero de casos das regides citadas acimas sdo India, Indonésia e Mianmar, para a regio
do Sudeste Asidtico; Suddo, Somalia e Iémen, para a regido do Mediterraneo Oriental;
Papua Nova Guiné, Ilhas Salomdo e Camboja, para a regido do Pacifico Oriental;
Venezuela, Brasil e Colombia para a regido das Américas; e a Nigéria, a Republica
Democratica do Congo e a Uganda, para a regido Africana. Vale ressaltar que a
denominacdo dessas regides ¢ padronizada pela OMS (World Health Organization,

2022¢).

t
B

L

Bl Um ou mais casos locais B Livre de maldria depois de 2000
Zero casos locais entre 2018-2020 Sem malaria
Zero casos locais entre 2019-2020 N3o aplicavel

B Zero casos locais (>3 anos) em 2020
Figura 1. Paises que registraram casos de malaria entre 2000 e 2020. Os paises que sdo
considerados livres da malaria, sdo aqueles que em 3 (trés) anos consecutivos nao apresentaram
casos de malaria local. Fonte: World Health Organization (2021¢).
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Em 2021, foram registrados 241 milhdes de casos, sendo que a Regido Africana
foi responséavel por aproximadamente, 95% do ntimero total, seguido pela Regido do
Mediterraneo Oriental, com 2,5%. O Sudeste Asiatico, registrou 2% do ntimero total de
casos, o Pacifico Ocidental, aproximadamente 0,8% e as Américas 0,2%. Nesse mesmo
ano, foram registradas 619 mil mortes e 96% delas ocorreram na Regido Africana, sendo
que 80% dessas mortes ocorreram em criangas abaixo de 5 anos de idade. A segunda
regido que registou mais mortes, foi a Regido do Mediterraneo Oriental, que registrou 12
mil mortes (2% do total), das quais, 80% ocorreram no Suddo. Tanto na Regido Africana,
quanto no Sudao, a espécie predominante do agente etioldgico € o P. falciparum (World
Health Organization, 2021e).

Entre os anos 2000 e 2019, o nimero de casos e de mortes por malaria reduziram
consideravelmente, porém, em 2020, devido a pandemia de covid-19, esses nimeros
voltaram a subir (Weiss et al., 2021; World Health Organization, 2021¢). No primeiro
ano da pandemia (2020), o nimero de casos aumentou cerca de 6% e o nimero de mortes
aumentou em 12% (World Health Organization, 2021¢). Alguns dos fatores que podem
ter ocasionado este cendrio foi o sobrecarregamento do sistema de satide, fazendo com
que os pacientes infectados por malaria ndo conseguissem ter acesso aos cuidados
primarios, levando ao agravamento da doenga, e a diminui¢do da quantidade de
profissionais para as intervengdes necessarias, além das dificuldades na distribuicao de
redes tratadas com inseticidas € ao acesso aos tratamentos com antimalaricos (Weiss et
al., 2021). Esses numeros sao preocupantes para a Organizagao Mundial da Satude (OMS),
que alerta que a interrup¢do dos servicos de satde publica, mesmo que de forma
moderada, em uma populagdo que esta em alto risco de infec¢do, faz com que as taxas

em relacdo a doenga aumentem consideravelmente (World Health Organization, 2021¢).
1.2. O vetor da malaria: aspectos gerais e controle vetorial

As cinco espécies de Plasmodium spp. responsaveis pela infeccdo em humanos
sdo transmitidas pelas fémeas de aproximadamente 70 espécies de mosquitos do género
Anopheles spp. (Molina-Cruz et al., 2016), sendo que 41 delas sdo consideradas vetores
dominantes (do inglés, dominant vectors species — DVS) e estdo distribuidas entre as
Américas, Europa, Oriente Médio, Africa e Asia (Sinka et al., 2012).

Os DVS sdo classificados assim, devido a sua abundancia local, o habito de picar
humanos, alta longevidade, ou qualquer outra combinagao de fatores que aumentam a sua

capacidade de realizar o repasto sanguineo (Hay et al., 2010). A Regiao Africana ¢ a area
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de maior taxa de transmissdo devido a combinagdo desses fatores (World Health
Organization, 2021a) e as espécies de anofelinos que dominam a regido sdo: Anopheles
arabiensis, Anopheles gambiae e Anopheles funestus (Sinka et al., 2012; Molina-Cruz et
al., 2016).

O controle vetorial ¢ um componente indispensavel para as estratégias de controle
da maléria de acordo com a OMS (World Health Organization, 2021c). As principais
medidas tomadas para tal, sdo a distribuicdo de telas tratadas com inseticidas (do inglés,
inseticide-treated nets — ITNs) e pulverizagdo residual interna (do inglés, indoor residual
spraying — IRS). Apesar das duas medidas serem mais eficazes quando utilizadas em
conjunto, a maior parte dos paises endémicos ndo possuem um financiamento suficiente
para sustentagdo de ambas (Ngufor et al., 2015; World Health Organization, 2021c). Ao
longo dos anos, o vetor tem apresentado resisténcia aos inseticidas recomendados pela
OMS, levantando um alerta para os paises endémicos (World Health Organization,
2021e).

Os inseticidas de referéncia da OMS sdo: piretroides, ésteres fosfatos
(organofosfatos), carbamatos e organoclorados. Nos tultimos 10 anos, 78 paises
endémicos relataram resisténcia vetorial ha pelo menos um desses inseticidas, e, desses,
29 informaram resisténcia aos quatro grupos. Uma medida alternativa, realizada pela
propria OMS ¢ a utilizagdo da combinag¢do de inseticidas, sendo eles o piretroide
conjugado ao butoxido de piperonila (pyrethroid-PBO). Esta combinacao ja foi
implementada em 32 paises endémicos, sendo que 29 deles apresentaram resultados

positivos (World Health Organization, 2021e).
1.3. Ciclo bioldgico do Plasmodium spp.

O ciclo do Plasmodium spp. € dividido entre o hospedeiro vertebrado (hospedeiro

humano) e invertebrado (a fémea do mosquito Anopheles spp.) (Figura 2) (CDC, 2020).
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Figura 2. Ciclo Biolégico de Plasmodium spp. O parasita possui um ciclo heteroxénico, ou seja,
parte dele ocorre no hospedeiro invertebrado (mosquito), de forma sexuada, e outra parte ocorre
no hospedeiro vertebrado (humano), de forma assexuada. O ciclo se inicia com a ingestao dos
esporozoitos (1), dando inicio ao estagio hepatico (A), na qual, serdo formados os merozoitos (2)
que irdo invadir os eritrocitos na corrente sanguinea, iniciando o ciclo assexuado eritrocitario (B),
responsaveis pelos sintomas do paciente infectado. O parasita, apos a invasdo eritrocitaria, podera
se desenvolver sexuadamente, iniciando o estagio sexuado/gametocitico (C) formando os gametas
femininos e masculinos (4) que irdo estar disponiveis para a ingestao do mosquito anofelino nao-
infectado. O desenvolvimento do parasita no mosquito (D) ocorre de forma sexuada e apds a
fecundagdo dos gametas o parasita se desenvolve em oocinetos ¢ em seguida, ocorre a formagéo
da oocinese ¢ o desenvolvimento dos esporozoitos, na qual serdo liberados ainda no intestino do
mosquito, porém, irdo migrar para as glandulas salivares do mesmo e reiniciar o ciclo no
hospedeiro vertebrado (humano).

Durante o repasto sanguineo, o mosquito infectado injeta sua saliva, que possui
vasodilatadores e anticoagulantes (Hulden and Hulden, 2011), facilitando a inje¢ao dos
esporozoitos na circulacdo do hospedeiro humano (Cowman et al., 2012; Laurens, 2019).
O esporozoito possui forma alongada e tem como principais caracteristicas: alta
motilidade por deslizamento e alta capacidade de migracao pelos hepatocitos (Hulden and
Hulden, 2011). Além disso, sua seletividade com os hepatocitos pode envolver interagdes
especificas entre proteinas da superficie do esporozoito e das células hepaticas (Prudéncio
et al., 2006). Acredita-se que essa interagdo ¢ realizada pela proteina circunsporozoita
(CSP), uma proteina da superficie do esporozoito na qual, presumivelmente, interage com
proteoglicanos presentes na superficie dos hepatdcitos (Prudéncio et al., 2006; Wang et
al., 2020).

Os esporozoitos invadem os hepatdcitos através das células de Kupffer, células

fagociticas especializadas do sistema fagocitario mononuclear, encontradas na superficie
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luminal dos sinusoides hepaticos (Dixon et al., 2013) (Figura 3A), e, entdo, migram por
algumas células hepaticas antes de se estabelecer e formar um vacuolo parasitoforo (VP)
(Prudéncio et al., 2006). Dentro do VP, o parasita comeca a se multiplicar
assexuadamente, formando um esquizonte com multiplos merozoitos (Figura 3B)
(Laurens, 2019; Voleman and Dolezil, 2019). O fator que desencadeia a liberagcdo dos
merozoitos a partir dos hepatdcitos ainda ndo ¢ bem elucidado, porém sabe-se que esse
processo ndo ¢ realizado pela ruptura do hepatocito, e, sim pela formagdo de vesiculas
contendo merozoitos (merossomos) (Figura 3C). Esses merossomos podem conter

milhares de merozoitos, € migram até¢ o espacgo sinusoidal do figado e se rompem ao

chegarem nos capilares, liberando os merozoitos para a corrente sanguinea (Prudéncio et

al., 2006; Srivastava and Mishra, 2022).
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Figura 3. Representacio dos esporozoitos no estagio pré-eritrocitario (ou fase hepatica) do
parasita. (A) Os esporozoitos invadem as células de Kupffer ¢ a utiliza para chegar nos
hepatocitos. (B) Ja nos hepatdcitos, o esporozoito migra de célula em célula até se estabelecer e
formar um vactolo parasitdoforo, se dividindo em um esquizonte, contendo milhares de
merozoitos. (C) Apés a esquizogonia hepatica, ocorre a liberagdo dos merozoitos via merossomos
na circulag@o sanguinea. Fonte: Prudéncio et al. (2006) adaptado.

—

Em algumas espécies de Plasmodium spp., como o P. vivax € o P. ovale, o
esporozoito pode permanecer dormente nos hepatocitos, ou seja, ele ndo completa o ciclo
imediatamente (CDC, 2020). Essas células dormentes sao chamadas de hipnozoitos, e,
podem ficar dormentes por meses ou at¢ mesmo anos (Hulden and Hulden, 2011). Nao
ha estudos que comprovem, por definitivo, o mecanismo biologico de ativacdo e
inativacdo do estagio de dorméncia do parasito. Porém, estudos preliminares, apontam
que o relapso ocorre com repasto sanguineo de uma anofelina ndo-infectada (Hulden and
Hulden, 2011; White, 2011).

O estagio hepatico, também chamado de estdgio pré-eritrocitico, ndo possui
patologia clinica, ou seja, o individuo infectado ndo apresenta sintomas nesse estagio
(Cowman et al., 2012). Por esse motivo, € para evitar que o parasita entre no estagio

sintomatico eritrocitico, este estdgio constitui um bom alvo para o desenvolvimento de
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novos antimaldricos, e, principalmente, no desenvolvimento de vacinas (Casares et al.,
2010).

A partir da ruptura dos merossomos e a liberagdo dos merozoitos na circulacdo
sanguinea, inicia-se o ciclo assexuado eritrocitario (CDC, 2020). O merozoito ¢ a forma
invasiva do parasita e € a unica forma do parasita que esta vulneravel a acao do sistema
imunoldgico do individuo (Bannister et al., 2000; Dijkman et al., 2021). Sua morfologia
¢ composta por uma proeminéncia apical, que dispde de organelas diretamente ligadas a
invasao eritrocitica, como por exemplo, as roptrias, os micronemas e os granulos densos
(Liffner et al., 2021) (Figura 4). O merozoito também possui uma mitocondria, um
apicoplasto e um nticleo localizado em sua parte basal, préximo ao citoesqueleto, na qual
possui os microtubulos e os anéis polares ancoradas a ele, que sdo responsaveis pelo
formato do merozoito (Bannister et al., 2000; Evers et al., 2021).

Mitocondria
Plastideo Microtubulos

Membrana
Plasmatica

Ribossomos Cisterna Pelicular

Figura 4. Morfologia tridimensional de um merozoito de P. falciparum. As organelas que
formam a proeminéncia apical de individuos do filo Apicomplexa: micronema, roptrias, granulos
densos e anéis polares. A representacdo de uma unidade de mitocdndria e apicoplasto é uma
caracteristica do grupo. O citoesqueleto, d4 forma ao merozoito e possui duas estruturas ancoradas
a ele responsaveis pelo formato do merozoito: microtibulos e os anéis polares. Fonte: Bannister
et al. (2000) adaptado.

A invasdo celular, ocorre em trés etapas: pré-invasdo, invasao ativa e equinocitose
(Cowman et al., 2016). A pré-invasao ¢ a interagao inicial do merozoito com o eritrocito.

Este primeiro contato pode ocorrer em qualquer ponto da superficie do merozoito e a
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partir desse momento, inicia-se uma reorientagdo para que a proeminéncia apical esteja

em contato direto com a membrana da hemadcia (Figura 5) (Wright and Rayner, 2014).

eritrdcito

Figura 5. Fases da invasao do merozoito. (1) O primeiro contato do merozoito com o eritrocito.
(2) Reorienta¢do do merozoito, para que sua parte apical fique em contato direto com a hemacia
e inicie a invasdo. (3) Formacao da jungao (tight junction) que auxilia o parasita a invadir a passar
pela membrana eritrocitaria. (4) Invasdo ativa do merozoito. Fonte: Wright and Rayner (2014).

A invasdo ativa se inicia, logo apds a formacao da tight juction e, com o auxilio
do motor actina-miosina, o parasita se estabelece na célula (Riglar et al., 2011; Weiss et
al., 2015). Durante o processo de internalizacdo do parasita, as roptrias secretam
conteudos ricos em lipideos, os quais possivelmente, possuem relagdo com a estabilizagdo
da membrana do vacuolo parasitoforo (Riglar et al., 2011). Um antigeno encontrado nos
micronemas, denominado AMAT1 (do inglés apical membrane antigen 1), consiste em
uma proteina que se acredita ser responsavel por auxiliar na reorientacdo e no processo
de invasdo do merozoito (Riglar et al., 2011; Weiss et al., 2015; Antonelli et al., 2020).

ApOs o estabelecimento do parasita na célula hospedeira, os granulos densos sao
secretados, dando inicio a exportacao de proteinas para os globulos vermelhos infectados
(GVI). Além disso, € nesse estagio que ocorre a equinocitose, processo em que a célula
hospedeira ¢ modulada e fica com aspecto estrelado (Riglar et al., 2011; Weiss et al.,
2015). Apos alguns minutos, a célula volta ao seu formato biconcavo (Weiss et al., 2015).
A partir do momento em que os parasitas ja estdo estabelecidos dentro das hemacias,
inicia-se o ciclo assexuado eritrocitario do parasita, o qual se reinicia depois de 48h, com
a liberagdo de novos merozoitos (Figura 6) (Laurens, 2019). Vale ressaltar que, desde a
injecdo dos esporozoitos, até o inicio do ciclo eritrocitario, sao aproximadamente 16 dias
(Casares et al., 2010; Antonelli et al., 2020). O ciclo eritrocitario tem grande importancia,
no que se diz respeito a patologia clinica, sendo o unico estidgio na qual o paciente

apresenta sintomas (Laurens, 2019).
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Figura 6. Representacio das fases do ciclo assexuado eritrocitico do parasita. O ciclo
completo tem duragdo de aproximadamente, 48 horas, na qual se reinicia a partir do momento em
que os merozoitos invadem um novo eritrocito. Apos a invasdo eritrocitaria pelo merozoito, o
parasita inicia seu ciclo pelo estagio em anel, ou trofozoito jovem, na qual ocorre ja na primeira
hora. A partir da 26" hora do ciclo, o parasita amadurece e entra no estagio de trofozoito, em
seguida, o parasita entra no estagio de esquizonte, na qual novos merozoitos sdo formados,
aproximadamente, durante a sua 38 hora do ciclo. Apos as 48 horas do ciclo, os merozoitos sdo
liberados na circulagdo para a invasdo dos novos merozoitos. Fonte: Bannister et al. (2000)
adaptado.

Ao se estabelecer totalmente no interior do eritrocito, 0 merozoito assume uma
forma achatada, fina e discoidal, conhecido como anel, ou trofozoito imaturo (Bannister
et al., 2000). Nessa fase, o parasita possui uma baixa atividade metabdlica e para facilitar
o seu desenvolvimento, o parasita ingere fragmentos do citosol do GVI para um vactiolo
digestivo acidificado onde ocorrera a digestio da hemoglobina. A liberacao do heme
nesse processo, gera produtos reagentes insoliveis, os quais sdo neutralizados pela
formacdo de PB-hematina, que se recristalizam em hemozoina quimicamente inertes,
formando assim, o que ¢ conhecido como pigmento da malaria. Os cristais de hemozoina
sao formados durante todo o ciclo assexuado do parasita. Nessa fase também, se inicia a
exportacdo de proteinas do parasita para a membrana da GVI (Bannister et al., 2000;

Antonelli et al., 2020; Banas et al., 2021).
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Cerca de 26 horas apds o inicio do estagio de anel, o parasita entra no estagio de
trofozoito, que tem diferengca basicamente morfoldgica em comparagdo ao estagio
anterior. No trofozoito, o vactiolo digestivo acidificado aumenta consideravelmente de
tamanho, porque ¢ a fase na qual a digestdao da hemoglobina estd em seu apice (Banas et
al., 2021). Nesse estagio, ha também, um aumento na exportacdo de proteinas para a
membrana eritrocitaria, através de estruturas conhecidas como Maurer’s clefts, as quais
possuem papel importante no trafego de proteinas para a membrana da GVI. Este trafego
de proteinas, facilita o transporte de proteinas associadas com a formacao de
proeminéncias membranares conhecidas como knobs, atribuindo as hemacias
propriedades citoaderentes (Bannister et al., 2000; Banas et al., 2021).

Ao final do estagio de trofozoito, a digestdo da hemoglobina finaliza e o vacuolo
digestivo acidificado ¢ atrofiado, porém a exportagdo de proteinas para a membrana
eritrocitaria continua (Bannister et al., 2000; Banas et al., 2021). Nesse momento, o
estagio de esquizogonia se inicia, onde ha migragdo das organelas para os centros de
merozoitos ocorre em uma ordem especifica, sendo que o nticleo, a mitocondria e o
apicoplasto, sdo as ultimas. Apds o estabelecimento das organelas, a segmentacao dos
merozoitos ¢ realizada por um anel de constri¢do (Bannister et al., 2000). Nao se sabe
exatamente, como que esse mecanismo funciona, j& que o parasita ndo apresenta um
homologo para a proteina miosina II, que compde o anel de actomiosina, responsavel pela
citocinese na maioria das c€lulas eucaridticas (Morano and Dvorin, 2021).

Ao final da fase de esquizonte, ocorre a ruptura da membrana do vacuolo
parasitoforo, seguida da ruptura da membrana eritrocitaria para a liberacdo dos
merozoitos. Acredita-se que essa ruptura ¢ acionada por secre¢des realizadas pelos
proprios merozoitos (Bannister et al., 2000; Antonelli et al., 2020; Matz et al., 2020). Vale
ressaltar que a liberacdo dos merozoitos ocorre apds 48 horas depois da invasao
eritrocitaria (CDC, 2020).

Um dos principais sintomas, e comumente o primeiro a aparecer no paciente, ¢ a
febre causada pelas altas taxas de citocinas pré-inflamatérias liberadas na circulagao
devido ao rompimento dos esquizontes. Outro sintoma regular em pacientes infectados ¢
a anemia moderada, causada pela acdo dos macrofagos que eliminam as hemaécias
infectadas e pela ruptura dos esquizontes (Antonelli et al., 2020).

O P. falciparum ¢ a espécie responsavel pelos casos mais graves da maléria
(Oleinikov, 2022). Essa espécie tem como uma das principais caracteristicas, modelar as

GVIs expressando ligantes na membrana eritrocitaria, que confere uma caracteristica
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adesiva (Yam et al., 2017). Essa caracteristica, faz com que as GVIs consigam se ligar
em células endoteliais, células do sistema imunoldgico, e estruturas sanguineas, como as
plaquetas, de maneira que o fluxo sanguineo ¢ diminuido, causando lesdes nos endotélios
e obstrucdes vasculares, e inflamagdes nos 6rgaos vitais (Milner, 2018; Moxon et al.,
2019; Antonelli et al., 2020; Pontes et al., 2021; Oleinikov, 2022). Esse fenomeno, ¢
conhecido como “sequestro de eritrocitos” (Figura 7), visto que as GVIs saem da
circulagdo sanguinea (Milner, 2018). A causa dessa caracteristica adesiva e ao sequestro
ndo sdo bem compreendidos, porém, ja se sabe que a proteina P/EMP1 (do inglés, P.
falciparum erythrocyte membrane protein 1) tem responsabilidade na ligagdo do
eritrocito com receptores presentes no endotélio, tais como: CD36 (glicoproteina
plaquetaria 4), CAM1 (molécula de adesdo intracelular 1), CSA (sulfato de condroitina
A) e oreceptor CR1 (receptor complementar 1), sendo que este ultimo, se liga diretamente
a P/EMPI1 para a iniciagdo do processo de rosetting (ou formacao de rosetas) (Yam et al.,
2017).

As GVIs por P. falciparum também se aderem a outras hemacias ndo-infectadas,
formando “rosetas” (Figura 7) (Milner, 2018; Antonelli et al., 2020; Oleinikov, 2022).
As rosetas, junto com o sequestro eritrocitario, causam sintomas como hipdxia cerebral,
devido a obstru¢do do fluxo sanguineo, e, consequentemente, a baixa oxigenagao
cerebral, além da obstrucdo dos orgaos, levando a insuficiéncia renal e a Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo (SADRA), por exemplo (Pontes et al., 2021; Oleinikov,
2022). Acredita-se que as rosetas sejam cruciais para o desenvolvimento do P. falciparum
no hospedeiro, por dois principais motivos: (i) a sua formagdo estd associada com o
entendimento de que as GVIs podem ser rodeadas por eritrocitos nao-infectados,
portanto, protegendo as GVIs do sistema imunologico do paciente; (i1) além de garantir
0 egresso e re-invasdo dos merozoitos sejam realizados, ja que o merozoito, ao sair da

GVIs ndo estara sujeito ao sistema imunolédgico (Yam et al., 2017).
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Figura 7. Representacio do sequestro eritrocitirio e da formacao de rosetas. A caracteristica
aderente das membranas da GVIs, faz com que elas saiam da circulagdo sanguinea, se aderindo
aos epitélios locais (1) além de formar um aglomerado de hemacias, chamadas de rosetas, que
também, podem causar obstrugdo vascular (3). O parasita se beneficia das rosetas, ja que os
merozoitos ndo precisam percorrer grandes distdncias para a invasdo (2). As rosetas também
protegem as GVIs do sistema imunoldgico do individuo infectado. Fonte: Yam et al. (2017)
adaptado.

Estudos sobre o estagio eritrocitario sdo de extrema importancia, tendo em vista
que, ¢ nessa fase que o hospedeiro humano comecga a apresentar sintomas (Moxon et al.,
2019; Antonelli et al., 2020). Os sintomas considerados leves, sdo febres periddicas, dores
de cabeca, calafrios, dores musculares, vomitos e em alguns casos ictericia leve e letargia
(Antonelli et al., 2020), podendo evoluir para um quadro mais grave, como insuficiéncia
renal, anemia severa, ictericia mais acentuada, sintomas parecidos com sepse, problemas
respiratorios, edema cerebral, no caso de mulheres gravidas, obstrucao da placenta e coma
seguido de obito (Cowman et al., 2012; Antonelli et al., 2020; Matz et al., 2020; Pontes
et al., 2021). O individuo infectado ndo necessariamente apresenta sintomas na ruptura
dos primeiros esquizontes, mas sim, ao longo do aumento da parasitemia (Milner, 2018;
Laurens, 2019).

Os pacientes infectados por P. vivax ndo costumam apresentar sintomas graves,
porém, a preocupacao se torna os hipnozoitos, que podem causar relapsos no paciente

caso o tratamento do mesmo ndo seja realizado da forma correta (Milner, 2018). O
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sequestro eritrocitario e as rosetas nao sao fenotipos exclusivos de P. falciparum, ja que
existem estudos que demonstram a presenca desses fendmenos em pacientes infectados
com P. vivax, porém, ndo ¢ o suficiente para causar os sintomas graves (Antonelli et al.,
2020).

O ciclo eritrocitario também possui uma fase sexuada, a gametogénese, na qual,
apos a invasao eritrocitaria, alguns merozoitos se desenvolvem em gametdcitos femininos
(macrogametodcitos) ou masculinos (microgametdcitos) (Laurens, 2019; Voleman and
Dolezal, 2019). Esses gametas, ainda imaturos, percorrem a corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado, até serem ingeridos pela fémea do Anopheles spp. no repasto
sanguineo. No intestino do mosquito, os gametocitos sdo maturados e se fecundam,
formando o zigoto, que ira se desenvolver em oocinetos e depois se maturar em oocistos.
Os oocistos abrigam varios esporozoitos, que serdo liberados no intestino do mosquito e
irdo migrar até as glandulas salivares. Uma vez nas glandulas salivares do mosquito, os
esporozoitos conseguem ser injetados no hospedeiro humano no préximo repasto

sanguineo do anofelino, reiniciando o ciclo biolégico do Plasmodium spp. (CDC, 2020).

1.4. A relaciao da mitocondria e o apicoplasto de P. falciparum:

aspecto gerais e alvo de antimalaricos

A mitocondria ¢ uma organela de origem simbidtica e, assim como outras
organelas de mesma origem, vém apresentando evolugdes junto com sua célula
hospedeira, principalmente no que se refere a perda e transferéncia de genes (Painter et
al., 2007). Em cada organismo eucariotico, esse processo ocorreu de forma diferente e no
caso dos individuos do filo Apicomplexa, essa evolucdo resultou em uma Unica
mitocondria por organismo, sendo ela a menor conhecida até entdo (Painter et al., 2007,
Mather and Vaidya, 2008). Em Plasmodium spp., a mitocondria estd associada ao
apicoplasto, organela que também tem origem simbiodtica e esta presente em outros
individuos do mesmo filo (Voleman and Dolezil, 2019). Para garantir que ambas as
organelas se instalem em cada célula filha durante a segregagdo nuclear, elas se dividem
ao mesmo tempo, fixando-se proximas ao ntcleo celular (Van Dooren et al., 2006; Mather
and Vaidya, 2008; Voleman and Dolezal, 2019).

Pelo fato das espécies do género Plasmodium spp. possuirem um ciclo de vida que
alterna entre ciclo assexuado (hospedeiro vertebrado) e sexuado (hospedeiro
invertebrado), as exigéncias metabdlicas variam de acordo com o estdgio no qual o

parasita se encontra, o que pode acarretar diferengas nas funcdes e até mesmo, na estrutura
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das organelas como por exemplo, a presenca das cristas mitocondriais dos gametocitos e
a auséncia delas nas fases assexuadas do parasita (Evers et al., 2021). Essa caracteristica,
pode ser considerada como uma consequéncia do metabolismo energético do parasita,
que em sua fase intra-eritrocitaria ¢ curiosamente reduzida (Voleman and Dolezal, 2019).

A mitocondria de Plasmodium spp. possui duas membranas, uma externa e outra
interna, assim como a maioria dos eucariotos, porém a sua estrutura interna e sua principal
funcdo diferem em alguns aspectos dos demais organismos eucarioticos (Mather and
Vaidya, 2008). Para a maioria dos eucariotos, a mitocondria ¢ a fonte principal de
adenosina trifosfato (ATP), produzida pela cadeia transportadora de elétrons (CTE), a
qual se localiza na parte interna da membrana interna da organela (Chinnery and Schon,
2003). Ja em Plasmodium spp., em sua fase eritrocitdria assexuada, ja se sabe que sua
fonte principal de ATP vem da via glicolitica anaerdbica (Srivastava et al., 1997; MacRae
et al., 2013; Penkler et al., 2015), onde o piruvato, ¢ convertido em lactato pela lactato
desidrogenase (Uyemura et al., 2004; Mather and Vaidya, 2008). Dessa forma, vale
ressaltar que, neste estagio, a mitocondria do parasita ndo realiza o ciclo do 4cido citrico
(Uyemura et al., 2004).

A CTE, na fase eritrocitaria assexuada de Plasmodium, ¢ fonte primaria de
gradiente eletroquimico de prétons (Uyemura et al., 2004) e sabe-se que ela ¢ composta
pelos complexos I ao IV, os mesmos presentes na mitocondria da maioria dos eucariotos
(Mather and Vaidya, 2008). O complexo I ¢ ausente, porém ¢ compensado por uma
unidade tnica de NADH:ubiquinona desidrogenase (NADH2) e se assemelha com o que
¢ encontrado em plantas e fungos (Mather and Vaidya, 2008; Evers et al., 2021). A enzima
NADH2, por ser ausente no hospedeiro humano, tornou-se um potencial alvo para
antimalaricos (Degli, 1998), porém, estudos mais recentes realizaram experimentos
envolvendo o knockout desta enzima e foi constatado que nao houve interrup¢ao do
desenvolvimento do parasita, concluindo que a NADH?2 ndo ¢ essencial para o parasita
(Ke et al., 2019).

Apesar da baixa atividade da CTE do parasita, ela ¢ crucial para a sua
sobrevivéncia e isso ja foi demonstrado em estudos anteriores, onde a inibi¢ao do
complexo III pela hidroxi-naftoquinona foi letal ao parasita, dando origem a producao do
antimalarico atovaquona (Fry and Pumey, 1992). O complexo III, também conhecido
como complexo do citocromo bci, catalisa o transporte de elétrons do ubiquinol para o
citocromo c e esse processo faz parte da via de regeneracdo da ubiquinona (ou coenzima

Q), a qual ¢ essencial para a via de novo da biossintese de pirimidinas do parasita (Painter
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et al., 2007; Evers et al., 2021). A inibi¢ao desta via, causa um colapso do potencial da
membrana mitocondrial se tornando fatal (Painter et al., 2007; Barton et al., 2010;
MacRae et al., 2013). Apesar da mitocondria de mamifero também apresentar o complexo
III, a quantidade da droga utilizada para a inibicdo do parasita, ndo apresenta danos as
células do hospedeiro (Mather et al., 2005).

Outra organela vital ao parasita ¢ o apicoplasto, um plastidio nao-fotossintético,
presente nos individuos do grupo Apicomplexa. Sua origem vem de uma endossimbiose
secundaria, muito provavelmente proveniente de uma cianobactéria que evoluiu e perdeu
sua atividade fotossintética (Ralph et al., 2004; Dahl and Rosenthal, 2008). Apesar de sua
funcdo ndo ser totalmente conhecida, ela tem papéis importantes como a sintese de acidos
graxos, sintese do grupo heme, sintese de isoprendides e de precursores de clusters de
proteinas ferro-enxofre na fase eritrocitaria assexuada (Ralph et al., 2004; Lim and
McFadden, 2010; Biddau and Sheiner, 2019). Além disso, o fato de ser uma organela
altamente especializada caracteristica do filo Apicomplexa, a torna um 6timo potencial
para possiveis alvos terapéuticos (Ralph et al., 2004; Okada et al., 2022).

Alguns antibidticos como a doxiciclina e a clindamicina, inibem a tradugdo de
proteinas no apicoplasto, impedindo o desenvolvimento desta organela nos merozoitos
em formac¢ao (Okada et al., 2022). Esses antibidticos causam o delayed death do parasita,
ou seja, na presenca desses antibidticos, o parasita consegue completar o seu ciclo e
realizar a reinvasdao dos merozoitos, j& em seu segundo ciclo, os merozoitos se
desenvolvem sem a presenca do apicoplasto, sendo incapazes de realizar uma segunda
reinvasdo, interrompendo o ciclo do parasita, sendo um fator limitante para a aplicacdo
clinica desses antibioticos (Dahl and Rosenthal, 2008; Okada et al., 2022). Existem
algumas especulacdes de que o apicoplasto esta relacionado com a viabilidade de infec¢ao
do parasita, estando diretamente relacionado com o vactiolo parasitoforo ou que algum
recurso ¢ reestabelecido pela organela durante a invasao celular (Ralph et al., 2004).

A mitocondria e o apicoplasto compartilham a via de biossintese do grupo heme,
se iniciando na mitocondria, com a formacao do d6-aminolevulanato (ALA) pela enzima
d-aminolevulanato sintase (ALAS); em seguida, a ALA ¢ convertida em porfobilinogénio
pela enzima 6-aminolevulanato desidratase (ALAD ou HemB), no citoplasma, que por
sua vez, ¢ convertido em hidroximetilbilano pela enzima porfobilinogénio desaminase
(HemC) no apicoplasto (Ralph et al., 2004). Apesar de ndo haver uma compreensio
completa de como funciona tal via no parasita, ¢ importante ressaltar que esta

peculiaridade metabdlica da interrelacao de ambas as organelas, levanta questionamentos
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em relacdo a possiveis outras vias que podem ser (ou nao) também compartilhadas, e,
possivelmente ainda ndo caracterizadas. Estas caracteristicas fazem da mitocondria e o
apicoplasto alvos de grande relevancia biologica, na descoberta de possiveis alvos

antimalaricos.
1.5. A vacina contra a malaria e sua implementacao

A producao de uma vacina eficaz contra a malaria pode ser considerada como um
enorme desafio, pois o parasita possui um ciclo biolodgico bastante complexo (IPEA,
2021). A RTS,S/AS01 (Mosquirix®) ¢ a primeira e, atualmente, a inica vacina contra a
maléria, recomendada pela OMS. Criada em 1987 por uma colaboragao entre Glaxo Smith
Kline (GSK) e Walter Reed Army Insitute of Research (WRAIR), tem como mecanismo
induzir a producdo de anticorpos contra a proteina circunsporozoita (do inglés,
circumsporozoite protein, CSP), presente na superficie dos esporozoitas de P. falciparum,
impedindo que ele infecte os hepatocitos (Laurens, 2019). As vacinas contra a malaria
sdo classificadas de acordo com o estagio de desenvolvimento do parasita em que ela
atua, podendo ser pré-eritrocitico, intra-eritrocitico e bloqueadores de transmissdo; no
caso da Mosquirix®, trata-se de uma vacina pré-eritrocitica (Casares et al., 2010;
Laurens, 2019). A ideia da vacina pré-eritrocitica ¢ fazer com que o parasita dentro do
hepatocito seja detido, impedindo que a fase eritrocitaria (o estagio sintomatico da
doenga), se inicie (Weiss et al., 2015).

A Mosquirix® foi implementada em 2019, pelo Programa de Implementagao a
Vacina Contra a Malaria da OMS, em trés paises que possuem uma taxa de transmissao
de P. falciparum em uma escala entre média e alta localizados na Africa Subsaariana,
Gana, Quénia e Malawi (World Health Organization, 2022¢, 2022a). Inicialmente, o
programa teve como objetivo dar acesso as criangas dessas regides, a pelo menos, uma
estratégia de prevengao a doenca, ou seja, estarem dormindo debaixo de ITNs ou terem
sido vacinadas. Em 2022, foi relatado que nos trés paises pilotos, cerca de 2/3 das criangas
que ndo tinham acesso as ITNs receberam, pelo menos, a primeira dose da vacina (World
Health Organization, 2022a), e, no total, foram registradas mais de 1 milhao de criancas
vacinadas (World Health Organization, 2022d).

Desde 2019, foi observado uma reducao de 30% na mortalidade de criangas, nos
paises onde a vacinagdo foi implementada, mesmo em regides onde ha ampla distribuicao
de ITNs e amplo acesso ao tratamento antimalarico (World Health Organization, 2021d).

Com isso, a OMS divulgou em outubro de 2021, a implementagdo definitiva da vacina

26



Mosquirix® nas regioes africanas, onde a transmissdao da doenga causada por P.
falciparum ¢ considerada média e/ou alta (IPEA, 2021; World Health Organization,
2021d).

Em setembro de 2022, Datoo e colaboradores publicaram um estudo
demonstrando que, uma outra vacina contra a malaria, possui uma eficiéncia de 80% de
protecdo contra a doenga (Datoo et al., 2022). A vacina conhecida como R21/Matrix-M
¢ pré-eritrocitica, assim como a Mosquirix®, foi desenvolvida pela Universidade de
Oxford, da Inglaterra e ¢, atualmente, produzida pelo Serum Institute of India, na India.
A vacina R21 consiste em uma particula virus-like, baseada na por¢do C-terminal da
proteina circumsporozoita da cepa NF54 de P. falciparum, fusionada a por¢ao N-terminal
da HBsAg, um antigeno do virus da Hepatite B (Moorthy and Binka, 2021)

O grupo de pesquisa que realizou estes estudos estdo otimistas para implementar
a vacina R21/Matrix-M no ano de 2023, além disso, a OMS publicou em 2013, que um
dos objetivos almejados em relagdo a malaria ¢ a producdo de uma vacina com eficacia
de pelo menos 75% (Malaria Vaccine Funders Group, 2013), o que ja foi atingido por
Datoo et al. (2022).

1.6. Resisténcia aos antimalaricos

Os farmacos mais comuns tém como alvo a fase eritrocitaria do parasita (Suresh
and Haldar, 2018). A artemisinina e seus derivados (artesunato, arteméter,
dihidroartemisinina [DHA]) sdo utilizados na linha de frente em combinagdo com outros
antimalaricos como uma estratégia de “combinac¢ao terapéutica baseada em artemisinina”
ou simplesmente ACTs (do inglés, artemisinin-based combination therapy) para
pacientes infectados, principalmente, por P. falciparum em estagio nao-avangado (World
Health Organization, 2021b). Esse farmaco, possui atividade em quase todas as fases
eritrociticas de P. falciparum (anel, trofozoito e esquizonte) e sexuada (gametocitos
imaturos), além de diminuir a parasitemia do paciente (Fairhurst et al., 2012; World
Health Organization, 2021b). O ferro do grupamento heme da hemoglobina ¢ responsavel
por fazer a clivagem na ligagdo endoperoxida da artemisinina, produzindo radicais livres
do oxigénio e radicais de carbono, sendo que seus intermediarios, sdo toxicos para o
parasita, levando a morte do mesmo (Fairhurst and Dondorp, 2016; Naf3 and Efferth,
2019).

Outro antimalarico de referéncia, a atovaquona, tem como mecanismo bloquear a

regeneracdo da ubiquinona, que ¢ essencial para a cadeia transportadora de elétrons
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(Painter et al., 2007; Evers et al., 2021). Sem a ubiquinona, o elétron ndo ¢ transportado
para o citocromo ¢, que faz parte do complexo III, ou complexo citocromo bc (Barton et
al., 2010; MacRae et al., 2013) e, consequentemente, a mitocondria se instabiliza e entdo
sofre um colapso, causando a morte do parasita. Vale ressaltar que a mitocondria, mesmo
nao sendo a fonte principal de energia, para o parasita, possui um papel essencial na
biossintese de pirimidinas, tornando-se crucial para o desenvolvimento do parasita
(Vaidya and Mather, 2005). Apesar do hospedeiro humano também possuir o complexo
III, ja se sabe que ambas sdo estruturalmente diferentes, sendo assim, o farmaco nao ¢
capaz de causar danos a mitocondria humana (Nixon et al., 2013).

Infelizmente, a OMS ja vém sendo reportada sobre a resisténcia parcial a
artemisinina em duas partes do mundo: na sub-regido de Grande Mekong, no sudeste
asiatico e na Africa Oriental, principalmente na Uganda e Ruanda (Balikagala et al., 2021;
World Health Organization, 2021b). Ha também, registros de resisténcia a atovaquona
devido a uma mutac¢do na proteina do citocromo b (Maude et al., 2014). Nos anos 50, a
cloroquina foi o primeiro antimaldrico a apresentar resisténcia em P. falciparum.
Posteriormente, foram reportadas resisténcias a quase todas as outras drogas como a
sulfadoxina/pirimetamina, mefloquina, halofantrina e quinina (CDC, 2018). A resisténcia
aos antimalaricos de referéncia ¢ uma das maiores preocupagdes € uma das maiores

ameagas para o controle da doenca (Cottrell et al., 2014).

1.7. A tecnologia de marcacio por proximidade baseada na

APEX2: aspectos gerais e aplicacoes

A primeira técnica de identificagdo por biotinilagdo dependente de proximidade
(BioID), foi realizada por Roux et al. (2012). Os autores se basearam na DamID, uma
técnica utilizada para marcacao de sequéncias de DNA, em células eucariodticas, por meio
da metilagdo catalisada pela enzima Dam fusionada a uma proteina de ligacdo ao DNA.
Dessa forma, os autores buscaram por uma marcacao especifica, incomum em proteinas,
para que seja possivel o isolamento e a identificacdo dessas proteinas marcadas (Roux et
al., 2012).

A BioID consiste na fusdo da biotina ligase (BirA) de Escherichia coli a uma
proteina de interesse. Apos a incubagdo das amostras com a biotina, a reagdo de
biotinilagdo ocorre com a formacao de uma ligacdo amida entre a BirA e um residuo de
lisina (K). Ressalta-se que esta rea¢do ocorre em um raio de aproximadamente 10 nm

(Figura 8) (Roux et al., 2012; Kimmel et al., 2021). Apesar da metodologia ja ter tido
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resultados, a BirA foi otimizada, para aumentar a sua atividade de biotinilagao, originando

a BirA* (Kimmel et al., 2021).
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Figura 8. Biotinilacio das proteinas pela metodologia BiolD. A biotinilacdo das
proteinas proximas a proteinas de interesse (baif) ocorre com a presenca da biotina no
ambiente e ¢ realizada pela BirA*. Legenda: Y, X e Z s3o proteinas que interagem com
a proteina de interesse. K representa um residuo de lisina, em que a biotina podera se
ligar. As letras a e b sdo proteinas que estdo proximas a proteina de interesse (bait).
Fonte: (Kimmel et al., 2021) adaptado.

A metodologia de biotinilagdo dependente de proximidade, pode ser utilizada para
marcacao de proteinas de um compartimento celular especifico, sendo assim, a enzima
que realizara a marcacao ¢ fusionada a um peptideo sinal, na qual ird enderecar a proteina
de interesse ao compartimento (Kimmel et al., 2021).

Outra técnica utilizada para biotinilagao por proximidade ¢ a ascorbato peroxidase
(APEX), na qual foi desenvolvida por Martell e colaboradores (2012) a fim de obter
imagens por microscopia eletronica do citoplasma de células de mamifero. Os autores
perceberam que a horseradish peroxidase (HRP), uma peroxidase comumente utilizada
para tal metodologia, ndo possuia atividade catalitica naquele ambiente, ja& que o
citoplasma das células de mamifero apresenta baixas concentracdes de calcio e a HRP ¢
dependente dele para a sua reacdo de oxidacdo. Dessa forma, foi introduzida a APEX,
para obtencao das imagens nesses ambientes em que ha escassez de calcio (Martell et al.,
2012; Rhee et al., 2013b; Han et al., 2019). A APEX ¢ uma heme peroxidase que possui
28 kDa e ¢ derivada de uma peroxidase de planta, citosolica de classe I (Martell et al.,
2012; Rhee et al., 2013a; Lam et al., 2015; Han et al., 2019).

Para obtencdo de uma imagem através da microscopia eletronica, geralmente, a

APEX ¢ fusionada a uma proteina de interesse, funcionando como isca para parceiros de
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interacdo ou fusionada a um peptideo sinal, para um determinado compartimento celular.
Em seguida, essas células sdo fixadas em uma lamina e entdo sdo adicionadas uma
solugdo de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio (H20.). A reagdo se
da pela polimerizagdo e deposi¢ao local do DAB pela APEX. Por fim, o ésmio
eletrodenso ¢ recrutado, dando o contraste para a imagem da microscopia (Lam et al.,
2015).

Rhee e colaboradores (2013) utilizaram essa metodologia para um mapeamento
protedmico da matriz mitocondrial de uma célula HEK 293 (células do rim de embrido
humano). Os pesquisadores reforcam que ja existia um proteoma deste compartimento,
porém, havia uma baixa quantidade de proteinas listadas. Para a reacdo de biotinilacdo
pela APEX, foi adicionada, em uma cultura de células in vitro, biotina-fenol e H2O>. A
APEX catalisa a rea¢do de oxidagdao da biotina fenol, liberando radicais fenolicos, os
quais possuem meia-vida curta (< Ims), um baixo raio de alcance (< 20nm) e reagem
facilmente com aminodcidos ricos em elétrons como a tirosina, triptofano, histidina e
cisteina, portanto, os radicais fenolicos se ligam as proteinas que estdo nas proximidades
(Figura 9) (Lam et al., 2015). Apo0s a reacdo, as proteinas sao isoladas, utilizando beads
de estreptavidina ou anticorpos anti-biotina para identificagao através da espectrometria
de massas shotgun label-free (Rhee et al., 2013; Lam et al., 2015; Udeshi et al., 2017,
Kim et al., 2018; Han et al., 2019).

Biotina-Fenol
(}B s 5 B A B Lisar as células
‘ BOO' — _ _ — Beads de Estreptavidina

APEX Espectrometria de massas
Em uma célula viva

Figura 9. Esquema da utilizacao da APEX para biotinilacao das proteinas. A cultura é tratada
com biotina-fenol ¢ entdo é adicionado peroxido de hidrogénio (H>O,) para que a reagdo seja
realizada pela peroxidase. Apds a reagdo de biotinilag@o, € necessario realizar uma lise celular, e,
em seguida, isolar as proteinas marcadas utilizando beads de estreptavidina. O objetivo final, ¢
identificar as proteinas marcadas em um espectrometro de massas. Fonte: Lam et al. (2015)
adaptado.

Apesar da implementacio da metodologia, foi observada uma limitagdo no que se
diz respeito a baixa sensibilidade da APEX para catalisar a reagdo de oxidacdo. Isso
significa que, quando a APEX ¢ pouco expressa, a reacao nao ocorre e, em contrapartida,
quando ela ¢ altamente expressa, se torna prejudicial para a célula viva, causando
agregacdes das organelas, por exemplo (Lam et al., 2015). Com isso, Lam e colaboradores

(2015), fizeram um estudo para otimizar a sensibilidade da APEX. Os autores utilizaram
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as plataformas Yeast display, de engenharia proteica, e FACS, que realiza a classificagao
de células ativadas por fluorescéncia, utilizado para isolar grupos de células utilizando
marcadores fluorescentes, para identificar possiveis candidatos. E entdo, foi selecionado
um mutante que possuia uma variante na posicao A134P, localizada adjacente ao sitio de
ligacdo do substrato aroméatico da APEX. Ao realizar os testes de biotinilacdo, utilizando
a APEX mutante (APEX2), nas células HEK, foi observado que o mutante apresentou
maior atividade de biotinilacdo em relacdo a APEX.

A APEX2 entdo se tornou uma metodologia de marcagdo por proximidade
utilizada principalmente para identificacdo de proteinas, com uma resolucao temporal-
espacial, tendo em vista que sua reacdo ocorre de forma rdpida e ndo alcanca
compartimentos e/ou complexos proteicos distantes de onde a APEX2 foi direcionada
(Rhee et al., 2013b; Lobingier et al., 2017a).

Vélez-Ramirez e colaboradores (2021) utilizaram a APEX2 para um mapeamento
protedmico do flagelo de Trypanossoma brucei, devido a sua importancia na viabilidade,
infec¢cdo e transmissdo do parasita. Em busca de uma melhor compreensdo da questdo
espago-temporal da biotinilagdo realizada pela APEX2, os autores a enderegaram para
dois compartimentos diferentes, a ponta do flagelo e uma por¢ao mais distante. O
resultado foi dois proteomas bastante distintos entre eles, indicando que a biotinilacao
ocorreu apenas nos dominios especificos em que a APEX2 foi enderecada, mesmo sem a
presenca de uma barreira fisica. Uma comparagao entre os resultados obtidos e a literatura
foi realizada para a confirmac¢ao de que as proteinas identificadas pertenciam aos
dominios estudados (Vélez-Ramirez et al., 2021).

Outro estudo no qual o mapeamento protedmico realizado, utilizou-se da APEX
foi o trabalho de Seidi e colaboradores (2018), que buscaram realizar o proteoma da
matriz mitocondrial de Toxoplasma gondii, comparando a técnica da APEX com a técnica
de BiolD. Os autores identificaram cerca de 400 proteinas mitocondriais utilizando a
APEX, enquanto, para a técnica de BiolD, foram identificadas 208 proteinas. Os autores
reforgcam que ambas as técnicas sdo grandes potenciais para a elucidacao do proteoma de
Apicomplexos, principalmente no que diz respeito a organelas e sub-compartimentos de

organelas, como por exemplo, o espago intermembranar da mitocondria.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Implementar a abordagem APEX?2 pararealizar a marcacao através da biotinilagao

das proteinas mitocondriais de P. falciparum; e utilizar ferramentas in silico e data mining

para realizar uma predi¢cao dos subproteomas de mitocondria e apicoplasto.

2.2

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

Etapas metodologicas concluidas
Obter as construgdes dos plasmideos que enderecam a APEX2 a mitocondria

(pCC1-SP(TrxR)-HA-APEX2) e citosol (pCC1-HA-APEX2);

Realizar a transfec¢@o com uso da plataforma Amaxa II Nucleofector II AAD-
1001IN (Lonza), para a obtencao dos parasitas mutantes com o vetor pCCl1-
SP(TrxR)-HA-APEX2;

Validar da expressao da HA-APEX2 a partir dos parasitas mutantes com uso
de anti-HA e/ou anti-APEX2;

Validar a biotinilagdo das proteinas mitocondriais com o uso de
estreptavidina-HRP;

Avaliar a marcacdo de HA-APEX2 e da biotinilagdo das proteinas
mitocondriais por microscopia de fluorescéncia;

Avaliar a marcagao de diferentes MitoTracker na linhagem tipo selvagem 3D7
de P. falciparum;

Utilizar os algoritmos MitoFates e TargetP para as predi¢des in silico e as
plataformas UniProt e PlasmoDB para anotac¢des de proteinas mitocondriais;
Utilizar as plataformas UniProt e PlasmoAP (ferramenta do PlasmoDB), e
referéncias na literatura para as anotagdes das proteinas do apicoplasto;
Utilizar o KEGG e GO ferms para as analises funcionais das proteinas

anotadas de ambas as organelas.
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3. JUSTIFICATIVA

A malaria ainda ¢ considerada uma das grandes preocupacdes da saude publica
mundial, de acordo com a OMS, além disso, isolados de P. falciparum, espécie
responsavel pelos casos mais grave de malédria, vem apresentando resisténcia aos
tratamentos de linha de frente contra a malaria, tornando a busca e validagdo por novos
alvos de antimalaricos cada vez mais desafiadora, além disso, o aumento de casos de
anofelinos resistentes aos principais inseticidas, tais como os piretroides, ésteres fosfatos
(organofosfatos), carbamatos e organoclorados, elevam ainda mais a preocupacao e os
questionamentos de como tratar a malaria e/ou conter a proliferagdo vetorial (World
Health Organization, 2021¢).

A Malarone, uma combinacdo entre a atovaquona e o antifolato proguanil, ¢ um
antimalarico de referéncia atualmente, utilizada desde o inicio dos anos 2000 (Ke et al.,
2019), na qual tem como principal alvo a cadeia transportadora de elétrons da mitocondria
de P. falciparum (Uyemura et al., 2004; Ke et al., 2019), além disso, ja se sabe que os
antibioticos doxiciclina e a clindamicina, atuam inibindo a tradu¢do de proteinas do
apicoplasto (Dahl and Rosenthal, 2008; Okada et al., 2022). Talvez, por serem organelas
plastidiais a mitocondria e o apicoplasto de P. falciparum possuem uma interrelagao fisica
e bioquimica, chegando a compartilhar intermediarios da via de novo de biossintese do
heme (Ralph et al., 2004).

Diante das evidéncias de que a mitocondria e o apicoplasto sdo potenciais alvos
para antimalaricos a caracterizacdo bioquimica por meio da utilizacdo da técnica de
biotinilagdo por proximidade utilizando APEX2, seguida de analise protedomica por
espectrometria de massas, possibilitard uma compreensdo mais ampla acerca da biologia
da mitocondria de P. falciparum. Através desse entendimento refinado, propiciado pelas
abordagens utilizadas, serd possivel ampliar as opgdes, ou até mesmo, sugerir alvos

antimalaricos em breve para maiores estudos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultura de P. falciparum e comité de ética

A linhagem 3D7 de P. falciparum foi cultivada em eritrocitos humanos tipo A+
ou O+ em meio RPMI 1640 (Gibco™) suplementado com 10% de soro humano inativado
ou 0,5% de AlbuMAX II Lipid Rich BSA (Thermo Scientific), 4 g/L de glicose, 2 g/L de
bicarbonato de s6dio (NaHCO3), 25 mM de HEPES, 25 mg/L de gentamicina e 50 mg/L
hipoxantina (Trager and Jensen, 1976). Para a selecdo dos mutante foi adicionado 1,25
nM da droga WR99210 (Jacobus Pharmaceuticals Inc.*). As culturas foram
condicionadas em estufas a 37°C com saturacao de 5% de CO,.

O uso de eritrécitos e plasma de doadores humanos para a cultura parasitaria foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia (CEP/UnB) Parecer 4.562.740 de 26 de fevereiro de 2021 e pela
Fundagao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Satide do Distrito Federal (FEPECS/SES-
DF) Parecer 4.659.331 de 19 de abril de 2021. As retiradas das bolsas de concentrado de
hemacias e plasma dos doadores humanos sdo realizadas periodicamente nas institui¢oes

parceiras: Fundagao Hemocentro de Brasilia e Hemoclinica de Brasilia.
4.2. Construcao dos plasmideos

Duas constru¢des foram desenhadas ¢ obtidas a fim de obter mutantes
expressando APEX2 no citosol do parasita (controle) e enderecando APEX2 para a
mitocondria. A constru¢ao contendo HA-APEX2 enderecada a mitocondria de P.
falciparum foi baseada nos primeiros 76 residuos de aminoacidos da tiorredoxina
redutase (TrxR), j& demonstrado que possui alta capacidade de marcar a mitocondria do
parasita (Kehr et al., 2010). O peptideo sinal foi fusionado upstream a sequéncia da
APEX2, sendo que para cada constru¢do foi adicionado um tag de hemaglutinina (HA)
na regido N-terminal, apos a sequéncia do peptideo sinal. As sub-clonagens foram
realizadas com o uso do vetor pCC1. Para a constru¢cdo do plasmideo que expressa a
APEX2 citosolica, nenhum peptideo sinal foi utilizado. Ambos os plasmideos possuem a
marca de selegdo hDHFR (do inglés, human dihydrofolate reductase), que confere
resisténcia a droga anti-folato WR99210 (Jacobus Pharmaceuticals Inc.*). Os insertos
foram sintetizados (GeneArt, Thermo Scientific) e clonados em vetores comerciais

pPMAT, flanqueados por Xhol e Sall.
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Para o procedimento de subclonagem, as enzimas de restricao X#ol (Promega) e
Sall (Promega) foram utilizadas, conforme instru¢des do fabricante. Apds a digestdo dos
vetores, os insertos foram analisados em gel de agarose 1% (w/v) em tampao TAE (40
mM Tris, 20 mM 4cido acético, ] mM EDTA, pH 8), com a excisao manual dos mesmos.
Apos a excisdo, as bandas do gel contendo os insertos foram extraidas com o uso do kit
de purificacdo PureLink™ PCR Purification (Invitrogen™). Para o procedimento de
ligacdo dos insertos HA(cito)-APEX2 (APEX2 de expressao citosdlica) e SP(TrxR)-HA-
APEX2 (APEX2 enderegada a mitocondria), no vetor de expressao pCCl1, foi necessario
realizar uma digestdo prévia do vetor pCCl-empty para retirar o gene da citosina
deaminase permitindo a linearizagdo do vetor.

A ligacdo dos insertos ao vetor pCCl1 foi realizada com o uso da enzima T4 DNA
ligase (Promega), conforme instrugdes do fabricante. Apos a ligagdo, os vetores contendo
os insertos (pCC1-HA(cito)-APEX2 e pCC1-SP(TrxR)-HA-APEX?2) foram inseridos em
células competentes de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen™) através do método de
transformagao por choque térmico e plaqueadas em meio LB so6lido contendo 100 pg/mL
de ampicilina (Sigma-Aldrich). Apds a incubagdo, em estufa bacteriologica, a 37°C, as
colonias referentes aos clones positivos da transformacao foram cultivadas em meio LB
liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich) e submetidos ao protocolo
de Miniprep (Sambrook et al., 1989) com posterior digestdo com as enzimas de restri¢ao
Xhol e Sall, para averiguar se a ligacao foi eficiente.

Ap06s a confirmacao da ligagao, os clones positivos foram submetidos a um ensaio
de digestdo com uso da enzima de restri¢do Hindlll (Promega) para averiguar se o inserto
se ligou ao vetor pCC1 na orientagdo correta (5° — 3”). Em paralelo, os plasmideos foram
sequenciados e os insertos foram verificados através das plataformas ClustalW

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) ou Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a partir do alinhamento das sequéncias
obtidas de todos 0s plasmideos. A plataforma ExPASY
(https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) foi utilizada para obter as
sequéncias reversas-complementares para o alinhamento dos contigs obtidos dos

oligonucleotideos anti-sense.
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4.3. Ensaio de transfeccao em P. falciparum

O ensaio de transfecgdo foi padronizado para ser realizado com o uso de parasitas
na fase de esquizonte segmentado (42 - 44 h), denominado por PEMS (do inglés,
parasitophorous-enclosed merozoite structures) (Fang et al., 2018; Hoeijmakers et al.,
2019; Jonscher et al., 2019; Wilde et al., 2019; Birnbaum et al., 2020). Para tal, as culturas
foram previamente sincronizadas com 5% (w/v) de sorbitol (Sigma-Aldrich) (Lambros
and Vanderberg, 1979). Apos atingir uma parasitemia de aproximadamente > 10% de
esquizontes, foi realizada a separagdo dos esquizontes com uso de um gradiente de 63%
(v/v) de Percoll® (GE Healthcare) (Kramer et al., 1982).

Os esquizontes recuperados foram transferidos para um frasco T75 contendo 2%
(v/v) de hematocrito, para o ensaio de re-invasdo em uma janela de 2-3 h. Apos este
periodo, as culturas foram novamente sincronizadas com 5% (w/v) de sorbitol (Sigma-
Aldrich). Desse modo, as culturas seguiram uma janela sincrona de desenvolvimento,
permitindo uma melhor obtengdo de PEMS para o ensaio de transfec¢ao. Todos os
plasmideos purificados (pCC1-HA(itw)-APEX2 e pCC1-SP(rxr)-HA-APEX2), foram
obtidos em colunas de Maxiprep, conforme as instrugdes do fabricante (QIAGEN).

Para esterilizar os plasmideos utilizados para a transfeccao, os mesmos foram
precipitados com o uso de 3 volumes (v/v) de etanol e 10% do volume correspondente a
100 pg de DNA plasmidial com 3 M de acetato de sdédio (CoH3NaO») pH 5,2 (Green and
Sambrook, 2017). Apds a precipitagdo, os sedimentos de DNA foram lavados com etanol
70% gelado. Apds a secagem dos sedimentos em fluxo laminar, os mesmos foram
ressuspendidos com cerca de 15-20 uL de tampao TE (Tris-EDTA) pH 7,5 e estocados a
-20°C até o dia do uso.

Apo6s 3-4 ciclos de desenvolvimento dos parasitas previamente sincronizados, e
com a obtengdo de uma parasitemia de 10-15% de esquizontes, um novo gradiente de
63% (v/v) de Percoll® (GE Healthcare) foi realizado para recuperar estes parasitas dentro
da janela de 2-3 h. Os esquizontes recuperados foram submetidos ao tratamento com 10
UM do inibidor de protease E-64 (Sigma-Aldrich) por mais 4-6 h, a fim de obter os PEMS.
Uma parasitemia elevada ¢ necessaria, pois para este protocolo, utiliza-se cerca de 15-20
uL de GVIs. Este volume deve corresponder a aproximadamente 1 x 10° — 5 x 107 de
GVIs. A contagem foi realizada com uso da camara de Malassez e microscopio optico.

Em paralelo, uma preparagdo da solu¢do Nucleofector™ Kit 2 (Lonza, catalog

number: VMI-1021), contendo 85 pL da solugdo basic nucleofector solution 2 e 15 pL.
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da solugao supplement 3 foi realizada. Foi adicionado esta preparagao da solugdo
Nucleofector™ para cada DNA previamente preparado em tampao TE, incubando-o por
30 min em temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubagdo com E-64, os parasitas
PEMS foram recuperados com uma centrifugagao a 900 x g, por 5 min (desaceleracao de
4), e todo o sobrenadante foi removido. Os sedimentos de PEMS foram gentilmente
ressuspendidos com a preparagdo da solugdo Nucleofector™. O volume total (PEMS em
solucdo Nucleofector™ com o DNA plasmidial) foi imediatamente transferido para uma
cubeta de eletroporacao.

O uso do programa U-033 do equipamento Amaxa II Nucleofector Il AAD-1001N
(Lonza) foi utilizado para realizar a eletroporacdo. Apo6s o choque elétrico, os parasitas
foram imediatamente transferidos para tubos de 1,5 mL contendo 500 uL. de meio RPMI
1640 (Gibco™) suplementado com 0,5% de AIbuMAX II (Thermo Scientific) e 300 pL.
de hemadcias frescas previamente aquecidas e homogeneizadas a 37°C, e submetidos a
uma agitacdo de 1100 rpm por 20 min. Este processo facilita a libera¢ao dos merozoitos
transfectados, aumentado a taxa de re-invasdo (Boyle et al., 2010). Apds o periodo de
incubagdo, transferiu-se imediatamente este volume para um frasco T25 contendo 200 puL
de hemadcias frescas e 10 mL meio RPMI 1640 (Gibco™) suplementado com 0,5% de
AlbuMAX II (Thermo Scientific) (5% (v/v) de hematocrito final) previamente preparado
e acondicionada a 37°C.

As garrafas foram gaseificadas com uma mistura de gases (6% de CO2, 5% de O2
e 89% de N») e acondicionadas em estufas a 37°C durante todo o periodo de selecao dos
parasitas. Apos 24 h, a pressao seletiva com a droga WR99210 (Jacobus Pharmaceuticals
Inc.*) foi iniciada. Durante os 10 primeiros dias, os meios de cultura foram trocados
diariamente e a cada 7 dias foram adicionadas hemadcias frescas. Os esfregacos sanguineos
foram realizados rotineiramente, até que 3-4 semanas poés-transfec¢do os primeiros

parasitas foram observados.
4.4. Ensaio de biotinilacao

As culturas dos parasitas mutantes foram submetidas ao ensaio de biotinilagdo
com o uso de 250 uM de biotina-fenol (Adipogen, CDX-B0270, biotinyl-tyramide),
incubado por 30 min a 37°C em uma estufa com saturacio de 5% de CO, seguido do uso
de 10 mM de H>O:; (GE Healthcare), incubado por apenas 1 min para realizar a
biotinilagdo das proteinas. Para interromper a reagdo de biotinilacdo, as células foram

lavadas 2 vezes, com uma solucao quencher (10 mM de azida de sodio, 10 mM de

37



ascorbato de s6dio e 5 mM de Trolox) em PBS (Rhee et al., 2013a; Lee et al., 2016;
Lobingier et al., 2017b). Diversas condigdes foram utilizadas para analisar a expressdo da
HA-APEX2 e a potencial biotinilagdo dos compartimentos celulares: (i) auséncia de
biotina-fenol/auséncia de H-O> (BP-/H20»-); (ii) auséncia de biotina-fenol/presenca de
H>0; (BP-/H202+); (i) presenga de biotina-fenol/auséncia de H>O» (BP+/H20»-); e, (iv)
presenga de biotina-fenol/ presenga de H>O» (BP+/H20x+).

4.5. Lise eritrocitaria seletiva e lise dos parasitas

ApoOs a reagdao de biotinilagdo, os parasitas mutantes foram extraidos por lise
eritrocitaria seletiva utilizando 0,15% (w/v) de saponina (Sigma-Aldrich) em PBS, sendo
posteriormente solubilizados em tampao de lise RIPA contendo 50 mM de Tris-HCI pH
7,0 (InvitrogenTM), 150 mM de NaCl (Sigma-Aldrich), 0,1% (w/v) de SDS
(Invitrogen™), 0,5% (w/v) de deoxicolato de sddio (Sigma-Aldrich), 1% (v/v) de Triton
X-100 (Sigma-Aldrich), inibidor de protease (cOmplete™, EDTA-free protease inhibitor
cocktail, Roche), 10 mM de azida de sodio (Sigma-Aldrich), 10 mM de ascorbato de
sodio (Sigma-Aldrich) e 5 mM de Trolox (Sigma-Aldrich).

4.6. Imunoprecipitacio com uso de beads magnéticas anti-HA

O extrato de proteinas foi submetido ao ensaio de imunoprecipitagdo para
enriquecer a HA-APEX2. Para isso, foram utilizados 25 pL de beads magnéticas anti-
HA (catalog number: 88836, Pierce™, Thermo Scientific) inicialmente lavadas com
TBS-T (137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCI; 24,8 mM de Tris e 0,05% (v/v) de Tween-
20). As beads foram separadas do sobrenadante, com o uso de uma rack magnética
MagJET separation rack (Thermo Scientific). Em seguida, a amostra foi adicionada as
beads e incubada por 30 minutos sob leve agitacdo. Apés o periodo de incubacdo, o
flowthrough foi separado com o uso da rack magnética MagJET separation rack. As
beads foram lavadas novamente com TBS-T seguida de dgua ultrapura. Para a eluicdo
das amostras, foram utilizadas 30 uL de 0,1 M de glicina pH 2,0 com uma incubacao de
5-10 minutos. O sobrenadante foi coletado e adicionado 15 pL de 1 M Tris-HCI pH 8,5

para neutralizagdao das amostras.
4.7. SDS-PAGE, Western Blot e estreptavidina-blot

Os extratos proteicos, obtidos apds a lise com RIPA, foram analisados por SDS-

PAGE, transferidos para membranas de nitrocelulose (Amersham™) e corados com 0,1%
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(w/v) Ponceau S (Sigma-Aldrich) em 5% (v/v) de acido acético (Sigma-Aldrich). Apos a
transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram lavadas 3 vezes com tampao TBS-T
(137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCI; 24,8 mM de Tris € 0,1% (v/v) de Tween-20) ¢ entao
bloqueadas utilizando 5% (w/v) de leite desnatado durante 1h30min. A validagcdo dos
mutantes foi realizada utilizando os anticorpos primdarios de camundongo anti-HA
(Sigma-Aldrich, diluicdo 1:5.000) e soro anti-APEX2 (dilui¢do 1:100) e ap6s a incubacao
por 16 h, foi adicionado o anticorpo secundario de cabra anti-camundongo IgG conjugado
com a HRP (horseradish peroxidase) (Invitrogen™, dilui¢ao 1:10.000) para ambas as
membranas. Para as proteinas biotiniladas foi utilizado a estreptavidina-HRP
(Invitrogen™, dilui¢cdo 1:10.000). Os anticorpo primadrios especificos de P. falciparum:
(1) anti-PDI8 (uma proteina do reticulo endoplasmatico) em coelho, e anti-EXP2 (uma
proteina do vacuolo parasitéforo) em camundongo foram utilizados para o loading
control, e ap6s a incubagdo, foi utilizado os anticorpos secundarios de asno anti-coelho
IgG-HRP (horseradish peroxidase) (Invitrogen™, diluicdo 1:10.000) e cabra anti-
camundongo IgG-HRP (horseradish peroxidase) (Invitrogen™, dilui¢ao 1:10.000). Apos
as devidas incubagdes, todas as membranas de nitrocelulose foram expostas no filtro de
quimioluminescéncia do fotodocumentador Fusion Solo 6X Basic (Vilber), para a

obtenc¢do das imagens.
4.8. Ensaio de imunofluorescéncia (IFA)

Apo6s a validagdo dos parasitas mutantes quanto a expressao da HA-APEX2 e
biotinilagdo das proteinas potencialmente mitocondriais observado por Western Blot e
estreptavidina-blot, os parasitas foram submetidos a uma andlise por microscopia
confocal a laser. Aliquotas de ImL de GVIs foram centrifugadas por spin down, e,
incubada com 200 nM MitoTracker™ Deep Red FM (Invitrogen™), e com as seguintes
concentragdes do MitoTracker Orange CMTMRos (Invitrogen™): 25 nM, 50 nM, 100
nM e 400 nM, diluidos em meio RPMI incompleto pré-aquecido por 30min a 37°C. Apos
o periodo de incubacdo, foi realizado um spin down das GVIs tratadas com
MitoTracker™, seguida da lavagem com meio RPMI incompleto. Apds um novo spin
down, os esfregagos foram realizados das cé€lulas preparadas na presenca e/ou auséncia
de BP ou H20:.

Para a fixacao das células, foi utilizado cerca de 100-200uL da solu¢ao 3,7% (v/v)
de formaldeido (Sigma-Aldrich, catalog number 252549) em PBS e incubado por 15 min.

ApoOs a incubagdo, as laminas foram lavadas com PBS. Para a permeabilizacao das
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células, foi adicionado 100-200uLL de uma solucao 0,1% (v/v) de Triton X-100 em PBS e
incubado por 15 minutos. Em seguida foi realizado o bloqueio das células utilizando 5%
(w/v) de leite desnatado em PBS e incubado overnight a 4°C em uma cdmara Gmida
(Charneau et al., 2007).

Para averiguar a expressao da HA-APEX2 foi utilizado o anticorpo anti-HA de
camundongo (Sigma Aldrich, titulacdo: 1:5,000) O anticorpo primario anti-PfPDI8
(titulagdo 1:250) de coelho foi usado para marcar uma proteina do reticulo
endoplasmatico de P. falciparum (Mouray et al., 2007). Os seguintes anticorpos
secundarios acoplados ao AlexaFluor foram usados: cabra anti-camundongo AlexaFluor
555 (Invitrogen™, A21424, titulagdo 1:800), cabra anti-coelho AlexaFluor 488
(Invitrogen™, A11034, titulagdo 1:800) e asno anti-coelho AlexaFluor 546
(Invitrogen™, A10040, titulagdo 1:800). O uso dos anticorpos secundarios se deu de
acordo com as preparagdes dos anticorpos primarios. O uso do estreptavidina-
AlexaFluor488 (Invitrogen™, S11223, titulagdo 1:800) se deu, respeitando a regra do
comprimento de onda dos demais anticorpos usados. Todos os anticorpos foram
preparados em 1% (w/v) de leite desnatado em PBS. No escuro, foi adicionado uma gota
do ProLong Gold Antifade reagent with DAPI (Invitrogen™, P36941). Para cada pogo
uma laminula 20x20mm foi usada para cobrir o pogo e selada com esmalte (Charneau et
al., 2007). As amostras foram analisadas utilizando TCS SP5 Scanning Confocal Laser

Microscope (Leica Microsystems, Germany).

4.9. Predicoes in silico e mineracio de dados dos subproteomas

preditos de mitocondria e apicoplasto

Foram realizadas andlises in silico para predizer os subproteomas da mitocondria
e apicoplasto de P. falciparum. O levantamento das proteinas de mitocondria foi realizado

utilizando as plataformas: (i) MitoFates (https://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi),

uma plataforma que possui um algoritmo que realiza a predicdo de proteinas
mitocondriais utilizando um método de predi¢ao para o peptideo sinal (ou pré-sequéncias)
N-terminais e seus sitios de clivagem (Fukasawa et al., 2015). O algoritmo ainda utiliza
a combinacdo das caracteristicas bioquimicas das proteinas (composi¢do de aminoacidos
e propriedades fisico-quimicas) para auxiliar nesse processo de predicdo. A ferramenta
disponibiliza uma busca para plantas, fungos e metazoa e; (ii)) TargetP

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0), que ¢ um algoritmo que

busca proteinas em plastidios (Armenteros et al., 2019). Esta plataforma aponta para
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peptideos de transito pelo padrao da sequéncia dos residuos de aminoacidos, baseando-
se, sobretudo, na alanina na posicdo 2. Para ambas as plataformas foi utilizada como
referéncia o bando de dados do proteoma de P. falciparum cepa 3D7 obtido pelo UniProt

(https://www.uniprot.org/) em sequéncia FASTA. Além disso, foram utilizadas as

informacdes relacionadas a “GO terms” associados a mitocondria disponibilizadas no

PlasmoDB (https://plasmodb.org/plasmo/app/) e o UniProt (https://www.uniprot.org/),

como estratégia de data mining.
Para o levantamento de proteinas do apicoplasto, foram utilizadas as plataformas

do UniProt (https://www.uniprot.org/) para a mineragao das proteinas com “GO terms”

associados ao apicoplasto. A ferramenta de predi¢cdo PlasmoAP disponibilizada pelo

PlasmoDB (https://plasmodb.org/plasmo/app/plasmoap) foi adicionalmente incorporada

a analise para realizar a mineragcdo das proteinas ja anotadas como pertencentes do
apicoplasto de P. falciparum. Além disso, dois artigos de referéncia tratando-se de uma
meticulosa predi¢do in silico (Ralph et al 2004) e mapeamento protedmico do apicoplasto
utilizando BiolD (Boucher et al 2018), foram utilizados na comparagao do proteoma total
predito de apicoplasto. As comparagdes entre os bancos de dados foram realizadas na

plataforma “Bionformatics & Evolutionary Genomics’

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) oriundo a partir de cada fonte,

resultando em diversos diagramas de Venn.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Construcio do plasmideo

Para a expressdo epissomal da APEX2 na mitocondria foi elaborada uma
construgdo, utilizando o vetor pCCl, contendo o gene de resisténcia ao antifolato
WR99210, diidrofolato redutase humana (do inglés, human dihydrofolate reductase —
hDHFR), regulado pelo promotor 5> CAM e terminador 3’UTR hrp2. Um peptideo de
transito nao-consenso, designado como peptideo sinal (ou do inglés, signal peptide ou
SP) para a enzima tiorredoxina redutase (TrxR), foi escolhido para enderegcar HA-APEX?2
para a mitocondria de P. falciparum, conforme descrito anteriormente (Kehr et al., 2010)
(Figura 10). Além disso, uma constru¢ao sem o SP foi obtida para a expressao da APEX2

de forma citosolica, como controle da localizagdo da expressao da APEX2.

sp O hsp86 | 5 CAM

promoter | promoter

pCC1-SP(TrxR)-HA-APEX2

Figura 10. Esquema representativo do vetor pCCl1. O inserto da HA-APEX2 com o peptideo
sinal localizado no sentido 5’ — 3’, assim como o gene de resisténcia a droga WR99210,
diidrofolato redutase humana.

As construcdes SP(TrxR)-HA-APEX2 (enderecando HA-APEX2 para a
mitocondria) e HA-APEX?2 (expressao citosolica) foram obtidas e purificadas a partir de
bactérias competentes E. coli TOP10 (Invitrogen™). No intuito de validar os plasmideos,
eles foram digeridos utilizando as enzimas de restricdo X#ol e Sall, que flanqueiam os
insertos contendo HA-APEX2. Observou-se que, para ambas as constru¢des HA-APEX2
(coluna 4) e SP(TrxR)-HA-APEX2 (conlunas 7 e 9), houve clones que apresentaram uma
ligacdo eficiente do inserto ao vetor pCCl, respectivamente (Figura 11A).

Para identificar se a ligagdo desses insertos se encontra na orientagao correta (5’
— 3’) foi realizada uma analise a partir do uso da enzima de restrigdo HindIll. Essa
analise foi realizada observando o tamanho dos fragmentos, ap6s a digestao, utilizando
gel de agarose 1%. Para estimar o tamanho dos fragmentos em ambas as orientagdes, foi

realizado  simulagdes  utilizando a  plataforma online  WebCutter 2.0

(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). Os tamanhos dos fragmentos esperados,
caso a orientacdo das ligagdes estivesse errada (3° — 5°), seriam de 4,7 kb e 2,5 kb,

enquanto, caso estivessem na orientacdo correta (5 — 3’), seriam de 3,9 kb e 3,4 kb.
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Percebeu-se que os fragmentos, para ambas as construgdes SP(TrxR)-HA-APEX2 e HA-
APEX?2, apresentaram tamanhos proximos a 3,9 kb e 3,4 kb, indicando que a orientagdo
da ligagdo dos insertos estava correta (Figura 11B). Os plasmideos também foram
sequenciados pelo método de Sanger, utilizando primers sense e anti-sense, dentro da
sequéncia da propria APEX2. Apds a andlise e alinhamento das sequéncias, constatou-se

que a sequéncia estava correta.

A TrxR B

APEX2

M 1,23 45 678 9M

pb
1500 4000 -
'850 - 3000 -

2000 -
1500 -

Figura 11. Validacio da orientacao dos plasmideos SP(TrxR)-HA-APEX2 e HA-APEX2.
(A) Digestdo usando Xhol e Sall, apds as sub-clonagens em pCCl. M: marcador 1kb Plus
(Thermo Scientific); (1) corresponde ao vetor pCC1 vazio linearizado por X#ol e Sall; (2) inserto,
correspondendo ao tamanho aproximado esperado da sequéncias HA-APEX2. Observa-se que o
clone do pogo 4 (HA-APEX2), apresentou ligacdo eficiente. (6) Inserto correspondendo ao
tamanho aproximado esperado da sequéncia TrxR-HA-APEX, demonstrando que os clones 7 ¢ 9
(SPrxr-HA-APEX2) apresentaram a ligagdo. (B) Digestdo com Hindlll para identificacdo dos
tamanhos dos fragmentos. Todas as constru¢des apresentaram a liberacdo dos fragmentos com
tamanhos aproximados de 3,2 kb e 3,9 kb.

5.2. Valida¢do da expressio da HA-APEX2 e do ensaio de
biotinilaciao

Apos a obten¢do dos mutantes, por meio da transfec¢do do plasmideo SP(TrxR)-
HA-APEX2 utilizando a linhagem selvagem 3D7 de Plasmodium falciparum, foi
realizado o ensaio de biotinilagdo para a marcagdo das proteinas mitocondriais. Apds a
reacdo de biotinilacdo, foi realizado o ensaio de imunoprecipitagdo, utilizando beads

magnéticas conjugadas com anti-HA (Pierce™), com a finalidade de enriquecer a HA-
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APEX2 e verificar através de Western Blot sua expressdo na linhagem mutante.
Paralelamente, um estreptavidina-blot também foi realizado, para verificar se a
metodologia de biotinilagdo ocorreu corretamente, marcando as proteinas da mitocondria
de P. falciparum, com o uso de estreptavidina-HRP (Invitrogen™).

Observa-se que as marcagoes do anticorpo anti-HA ocorreram apenas nos pogos
referentes as amostras eluidas. A HA-APEX tem, aproximadamente, 29 kDa e a marcagao
ocorrida, se encontra acima do marcador referente a 25 kDa, corroborando o esperado
(Figura 12A, seta azul). Observa-se uma marcag¢ao logo abaixo, quase alinhado com o
marcador, que possivelmente trata-se da degradagdo da proteina ou até mesmo uma
marcagdo inespecifica do anticorpo utilizado (Figura 12, asterisco vermelho).

Além disso, foi realizado um Western Blot utilizando o soro policlonal anti-
APEX2 (Oliveira, 2021). Observa-se, na Figura 12B, que a amostra referente 8 APEX2
purificada se encontra mais acima, ja que € a proteina recombinante purificada com uma
cauda de 6 histidinas (6xHIS), de tamanho 30 kDa (Carneiro, 2019).

Ap6s a validagdo da expressdo da HA-APEX2, foram realizados Western Blot
para os loading controls utilizando anticorpos policlonais de compartimentos especificos
de P. falciparum, como a PfPDI8, presente no reticulo endoplasmatico (Mahajan et al.,
2006) (Figura 12C) e PfEXP2, presente no vacuolo parasitoforo (Jonsdottir et al., 2021)
(Figura 12D). O resultado do Western Blot foi conforme o esperado, tendo em vista que
o tamanho da proteina P/PDI8 ¢ de 58kDa e da PEXP2 ¢ de 33,4kDa, as marcagdes
aparentam estar nas alturas correspondentes.

A Figura 12E mostra o estreptavidina-blot realizado utilizando estreptavidina-
HRP (Invitrogen™) para a validagdo da biotinilacdo. Observa-se que o pogo da direita,
referente a condigdo positiva (presenga de biotina-fenol e H>O»), em ambas as imagens,
apresenta uma marcagao significativamente mais intensa, em comparagdo ao poco da
esquerda, que representa a condi¢do negativa (auséncia de biotina-fenol/presenga de
H>0»). Dessa forma, pode-se concluir que a metodologia de marcagdo através da APEX2,

realiza a biotinila¢dao nas condig¢des ideais de tratamento.
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Figura 12. Western Blot e estreptavidina-blot confirmatérios da metodologia de marcacgio
através da biotinilacido mediada por APEX2 em P. falciparum. (A) Western Blot utilizando a
amostra eluida da imunoprecipitagdo usando beads magnéticas conjugadas com anti-HA
realizado utilizando anticorpo anti-HA. (B) Western Blot da amostra eluida da imunoprecipitagao,
realizado utilizando soro policlonal anti-APEX2. (C e D) Western Blot do loading control,
utilizando anticorpo policlonal anti-PfPDI§ e anti-P/EXP2, respectivamente. (E)
Estreptavidina-HRP blot, demonstrando que ocorreu a biotinilagdo das proteinas,
demonstradas no pogo referente a condigdo positiva (presenca de H2O> e BP). Legenda:
M: marcador, BP: Biotina-Fenol, (+): Presenca, (-): Auséncia.

5.3. Ensaio de imunofluorescéncia para validacao da expressao
da HA-APEX2 na mitocondria de P. falciparum e da

biotinilacdo das proteinas

Paralelamente ao ensaio de biotinilagdo, foram preparadas ldminas para as
analises em microscopia confocal a laser. No total, foram utilizadas 4 (quatro) marcagdes
na preparacao das células: DAPI (marcacao nuclear), estreptavidina-AF488 (marcacao
das proteinas biotiniladas presentes na mitocondria), asno anti-coelho AF546 (acoplado
ao anticorpo primario anti-PDIS, que marca uma proteina no reticulo endoplasmatico de

P. falciparum) e MitoTracker Deep Red (marcacao da mitocondria).

Observa-se na Figura 13 que, a marcagdo do DAPI ocorreu conforme o esperado,
para ambas as condigdes apresentadas, onde € possivel observar que se trata de parasitas
na fase assexuada de trofozoito/esquizonte, devido a caracteristica de multiplos nucleos
marcados para cada hemacia infectada (Figuras 13). Apesar do uso do anticorpo anti-

PfPDIS, utilizado como loading control na Figura 12C, ndo ¢ possivel observar com
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clareza se houve uma marcagdo no reticulo endoplasmatico (RE) de P. falciparum.
Esperava-se uma marcagao periférica ao nucleo, que poderia indicar uma marcacdo do
RE. Apesar que, na Figura 13B, ¢ possivel notar uma leve marcagao periférica na regido
onde seria o nucleo, possivelmente sugerindo que hd a necessidade de padronizar a
titulacao do anticorpo usado para o ensaio.

Além disso, houve um padriao inesperado na marca¢do da mitocondria de P.
falciparum pelo uso do MitoTracker™ Deep Red. A marcacio ocorre dentro do vactolo
digestivo (Figura 13A, setas vermelhas), o que ndo condiz com a localizagdo da
mitocondria, sendo ela posicionada lateralmente ao nucleo (Van Dooren et al., 2006;
Korkor et al., 2020; Lamb et al., 2022).

Quanto ao ensaio de biotinilagdo, ¢ possivel observar que na Figura 13A, a
condi¢do negativa (auséncia de biotina fenol e presenca de H»>O»), ndo demonstra
nenhuma marcacao da estreptavidina-AF488, diferentemente do apresentado na Figura
13B, a qual representa a condicdo positiva (presenca de biotina fenol e H20g),
demonstrando que a biotinilagdo das proteinas ocorreu. Apesar da marcagdo da
estreptavidina-AF488 ter ocorrido conforme o esperado, houve uma inconsisténcia no
padrao da marcagao, tendo em vista que aparenta ter sido uma marcacgao citosélica e nao
mitocondrial, como esperado.

Ao reanalisar a sequéncia do plasmideo utilizado, notou-se um erro na sequéncia
do peptideo de transito (TrxR) que inviabilizou a localizacao correta da HA-APEX2. A
sequéncia sintetizada ndo possuia os 76 residuos de aminoacidos na qual realizaria o
enderecamento HA-APEX. Entretanto, um novo plasmideo contendo o peptideo de
transito baseado no gene da tiorredoxina redutase (TrxR) (Kehr et al., 2010), j& foi obtido
e os experimentos de sub-clonagem ja estdo em andamento.

Devido as inconsisténcias da marcacao do MitoTracker, foram realizados testes
utilizando o MitoTracker Orange CMTMRos, na qual possui um comprimento de onda
diferente do testado anteriormente, com as concentragdes 25 nM, 50 nM, 100 nM ¢ 400
nM. Os testes formam realizados apenas na linhagem selvagem 3D7 de P. falciparum.
Apesar de ter sido realizado o teste nas concentragdes acima de MitoTracker Orange
CMTMRos, foi possivel notar um padrdo de marcagdo lateral ao nucleo, indicando a
marcacao mitocondrial (Van Dooren et al., 2006; Korkor et al., 2020; Lamb et al., 2022),
apenas com o uso de 400 nM de MitoTracker Orange CMTMRos (Figura 14). Em
contraste, este padrao nao ¢ observado na Figura 13 reforgando a suposi¢ao de que uma

marcagio inespecifica ocorreu com o uso do MitoTracker™ Deep Red.
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Figura 13. Imunofluorescéncia de trofozoito/esquizonte de P. falciparum mutantes expressando HA-APEX2 enderecados a mitocondria. (A) Esquizonte
da linhagem mutante expressando a HA-APEX2 enderecada a mitocondria do parasita, tratado com H,O», porém com a auséncia de BP. (B) Trofozoito da linha
de mutantes expressando a HA-APEX?2 enderegada & mitocondria, tratados com BP ¢ H>O,. Conforme o esperado, apenas a condi¢gdo mostrada no painel B
apresenta marcagao da estreptavidina-AF488, demonstrando assim que a biotinilagdo ocorreu na condi¢do em que ha presenga de ambos substrato (BP) e agente
oxidante (H20,).
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Figura 14. Imunofluorescéncia utilizando o MitoTracker Orange CMTMRos na linhagem selvagem de P. falciparum 3D7. Esquizonte da linhagem
selvagem 3D7 de P. falciparum condicionada a 400 nM do MitoTracker. Observa-se que a marcagao ocorreu nas proximidades do nicleo, indicando a marcagao
da mitocondria.
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5.4. Predi¢coes in silico e data mining do subproteoma da
mitocondria e apicoplasto de P. falciparum: em busca do elo

perdido

Estudos anteriores sugerem uma relacao fisica e bioquimica entre a mitocondria e
o apicoplasto, de forma em que ambas as organelas compartilhem intermediarios da via
de novo de biossintese do heme (McFadden et al., 1996; Ralph et al., 2004; Van Dooren
et al., 2006; Lim and McFadden, 2010). O heme, possui uma estrutura conhecida como
anel porfirinico, na qual ¢ utilizado como grupo prostético para proteinas, como os
citocromos, que fazem parte da cadeia transportadora de elétrons, sendo essencial para o
parasita (Chinnery and Schon, 2003; Ralph et al., 2004; Van Dooren et al., 2006; Lim and
McFadden, 2010).

A via de biossintese do heme, em Plasmodium spp., se inicia na mitocondria com
a conversdo da Succinil -CoA e da glicina em d-aminolevulanato (ALA), pela enzima 6-
aminolevulanato sintase (ALAS). Em seguida, a ALA ¢ convertida em porfobilinogénio
pela enzima 6-aminolevulanato desidratase (ALAD ou HemB), porém, esta etapa ja
ocorre no citoplasma. O porfobilinogénio entdo, ¢ convertido em hidroximetilbilano pela
enzima porfobilinogénio desaminase (HemC), dentro do apicoplasto. Por fim, ¢
necessario que a hidroximetilbilano seja ciclizado, ja que sua forma linear ¢ extremamente
instavel. Em animais e plantas, essa ciclizacao ¢ realizada pela enzima uroporfirinogénio
[T sintase (HemD), porém, o parasita ndo aparenta ter o homoélogo desta enzima. Apesar
disso, o parasita possui homologos das 4 enzimas que sucedem esta etapa, a
uroporfirinogénio descarboxilase (HemE), coproporfirinogénio oxidase (HemF),
protoporfirinogénio oxidase (HemG) e a ferroquelatase (HemH) e mesmo que a
localizagdo dessas enzimas ndo seja bem definida, sugere-se que elas estejam no citosol
ou na mitocondria (Ralph et al., 2004).

Devido a essa inter-relagdo entre ambas as organelas, foram realizadas predi¢des
in silico e uma mineracao de dados que resultou em uma listagem de proteinas, proposta
como um subproteoma predito da mitocondria e apicoplasto de P. falciparum. Para as
proteinas mitocondriais, as predi¢des foram realizadas a partir das plataformas PlasmoDB
e UniProt; e, pelos algoritmos de predi¢gdo MitoFates, na qual utiliza um método de
predicao para o peptideo sinal (ou pré-sequéncias) N-terminais e seus sitios de clivagem,
além de utilizar, também, as caracteristicas bioquimicas das proteinas (composicao de

aminoacidos e propriedades fisico-quimicas) (Fukasawa et al., 2015); e, o TargetP, que
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busca por proteinas em plastidios, apontando para peptideos de transito pelo padrao da
sequéncia dos residuos de aminoacidos, baseando-se na posi¢ao da alanina, na posicao 2
(Armenteros et al., 2019). Um total de 608 e 63 proteinas foram obtidas através do
PlasmoDB e UniProt, respectivamente, e; 226 e 76 proteinas pelo MitoFates e TargetP,
respectivamente (Figura 15A).

A mineragdo das proteinas de apicoplasto foi realizada utilizando as plataformas
PlasmoAP (ferramenta de predicao do PlasmoDB) e UniProt; e, pelos artigos de Boucher
et al. (2018) e Ralph et al. (2004). Um total de 513 e 18 proteinas foram obtidas através
do PlasmoAP e Uniprot, respectivamente e 346 ¢ 539 proteinas dos estudos de Boucher
et al. (2018) e Ralph et al. (2004), respectivamente. E valido ressaltar que, ambas as
referéncias utilizadas nessa mineragdo de dados, estdo relacionadas a uma analise in silico
altamente criteriosa e refinada de uma predicdo do proteoma do apicoplasto de P.
falciparum (Ralph et al., 2004), e de uma analise protedmica utilizando uma abordagem
similar a APEX2, a BiolD, seguida de uma andlise de bioinformatica refinada para
determinar o proteoma do apicoplasto de P. falciparum (Boucher et al., 2018).

Ap6s a compilacdo dos dados, o diagrama de Venn ilustrado na Figura 15,
demonstra os nimeros preditos obtidos de cada fonte de pesquisa, € suas respectivas
interseccdes entre elas a partir das predicdes e buscas realizadas. Com a retirada das
redundancias entre as intersec¢des das predi¢des, obtivemos um total de 708 proteinas
mitocondriais de P. falciparum. Paralelamente, a partir da mesma estratégia empregada,
foi possivel determinar uma predicao de 781 proteinas do apicoplasto de P. falciparum.

Apoés a predigdo de ambos os proteomas organelares, observou-se uma
sobreposi¢do de 108 proteinas da mitocondria e apicoplasto de P. falciparum (Figura
15). Este resultado, sugere que ambas as organelas, podem de fato, compartilhar
intermediarios e/ou vias bioquimicas essenciais ao parasita. Para compreender melhor os
resultados obtidos, foram realizadas andlises para contextualizacdo das proteinas
categorizadas como “exclusivas” de cada organela, e, em seguida, as 108 proteinas
categorizadas como sendo “em comum”. Para as proteinas “exclusivas”, foram realizadas
buscas de GO terms, para classificar as proteinas mineradas em relagao as suas fungdes e
localizagdao. Além disso, ambos os bancos de dados foram submetidos a plataforma

KEGG para determinar e ilustrar as vias metabolicas, que elas podem integrar.
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Figura 15. Data mining e predicoes in silico das proteinas de mitocondria e apicoplasto. (A)
Proteinas preditas e categorizadas, relacionadas a mitocondria, utilizando os algoritmos MitoFates
(https://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi) e TargetP
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0), e; as plataformas UniProt
(https://www.uniprot.org/) e PlasmoDB (https://plasmodb.org/plasmo/app/plasmoap) para
listagem de proteinas mitocondriais. (B) Proteinas preditas e categorizadas, relacionadas ao
apicoplasto, utilizando as plataformas UniProt e o PlasmoAP
(https://plasmodb.org/plasmo/app/plasmoap), uma plataforma disponibilizada pelo PlasmoDB,
que possui uma anota¢do do subproteoma das proteinas de apicoplasto de P. falciparum; e, as
referéncias Ralph et al. (2004) e Boucher et al. (2018). (C) Apds a comparagdo de ambos os
datasets, foram observadas 108 proteinas, nas quais, possivelmente, sdo compartilhadas por
ambas as organelas.
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biolégica com a mitocondria de P. falciparum

5.4.1. A cadeia transportadora de elétrons e a sua relevancia

Durante as analises das proteinas mitocondriais, foram preditas e listadas

proteinas pertencentes a cadeia transportadora de elétrons (Tabela 1). As proteinas

mitocondriais foram enriquecidas através do KEGG (Tabela S2) e aquelas relacionadas

a cadeia transportadora de elétrons foram analisadas, identificando, assim, que algumas

delas ja foram estudadas por serem potenciais alvos antimalaricos.

Tabela 1. Proteinas da mitocondria de P. falciparum relacionadas a cadeia transportadora de
elétrons/fosforilagdo oxidativa, enriquecidas e anotadas pela plataforma KEGG. As enzimas
destacadas em cinza sdo aquelas que aparecem, também, em destaque na Figura 16, referente

ao PathView.

Fosforilacao Oxidativa

Codigo uniprot
Q81J66

Q8I5SS

Q8IL75
AOAO76N9X 1
Q8I6U9
QSILJS
Q8I1JS2
COHALO
096252
Q8I0V2
QSIHP4

QSIBUS

QSI6T7
QSIELS
Q81280
QSIHW4

Q8IOW6
QSIKS85

QSILB4

QSIJE6
Q8I6V2
AOAO76NSUO
QSI2N1
Q8I2M9
Q81302
Q8I6T6

Codigo PlasmoDB

PF3D7 1034400

PF3D7 1212800

PF3D7 1439400
cytb

PF3D7 1462700
PF3D7 1426900
PF3D7 1012300
PF3D7 0705900
PF3D7 0217100
PF3D7 1235700
PF3D7 1147700

PF3D7 0715500

PF3D7 1311300
PF3D7 1310000
PF3D7_ 0106100
PF3D7_ 1140100

PF3D7_0519300
PF3D7 1475300

PF3D7 1435000

PF3D7 1025600
PF3D7 1430900
coxIII

PF3D7 0927800

PF3D7 0928000.1

PF3D7_0915000
PF3D7 1311700

Nomenclatura

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein
subunit, mitochondrial

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
subunit, mitochondria

Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, putative
Cytochrome b

Cytochrome c1, putative

Cytochrome b-c1 complex subunit 6

Cytochrome b-c1 complex subunit 7, putative
ATP synthase subunit C, putative

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit delta, mitochondrial, putative
ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial,
putative

ATP synthase subunit gamma

ATP synthase subunit O, mitochondrial, putative
V-type proton ATPase subunit C

V-type proton ATPase subunit F

Protoheme IX farnesyltransferase, mitochondrial
(Heme O synthase)

Cytochrome c oxidase assembly protein COX11,
putative

Cytochrome ¢ oxidase assembly protein COX15,
putative

Cytochrome ¢ oxidase copper chaperone, putative
Cytochrome ¢ oxidase subunit 2, putative
Cytochrome ¢ oxidase subunit 3

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, putative
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B, putative

Type Il NADH:ubiquinone oxidoreductase
Cytochrome c, putative

Enzime Code

EC1.3.5.1

EC13.5.1
EC7.1.1.8

EC7.1.1.8
EC3.63.14

EC7.1.22
EC3.6.3.14

EC3.63.14

EC3.6.3.14

EC1.9.3.1

EC1.9.3.1

EC1.9.3.1
EC1.9.3.1
EC7.1.12
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Este mecanismo celular, que faz parte da cadeia transportadora de elétrons (CTE),
¢ responsavel pelo gradiente eletroquimico da membrana interna da mitocondria; isso se
da pela reoxidagdo continua do ubiquinol, na qual resulta na atividade continua da enzima
diidroorotato desidrogenase (DHOD), essencial para a via de novo de biossintese de
pirimidinas do parasita, e, consequentemente, crucial para a sobrevivéncia do mesmo (Ke
et al., 2019). A CTE do parasita, diferentemente de outros eucariotos, ndo tem como
funcdo principal gerar ATP, ja que no estagio assexuado eritrocitirio do parasita, ele
adquire energia de forma anaerodbica pela glicolise (Uyemura et al., 2004; Mather and
Vaidya, 2008). Sua principal fung¢ao ¢ manter um fluxo de elétrons para as desidrogenases
dependentes de ubiquinona nas quais sdo essenciais para vias metabdlicas do parasita,
tais como a DHOD. Além disso, a CTE também mantém o gradiente eletroquimico
transmembranar, para que seja possivel o transporte de metabolitos e proteinas através da
membrana mitocondrial (Vaidya and Mather, 2005).

Além da DHOD, o parasita expressa outras 4 (quatro) enzimas desidrogenases
mitocondriais, sendo elas: NADH:ubiquinona desidrogenase (NADH?2) tipo II (EC
1.6.5.3), glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PDH), succinato desidrogenase (SDH) (EC
1.3.5.1) e a malato quinona (MQO), as quais também sao dependentes de ubiquinona
(Vaidya and Mather, 2005). Essas enzimas sdo responsaveis por doarem elétrons para a
ubiquinona, sendo convertida em sua forma reduzida, o ubiquinol. Em seguida, o
ubiquinol ¢ reoxidada pelo complexo III da CTE (Painter et al., 2007; Ke et al., 2019). A
enzima NADH2 (E.C 7.1.1.2), o primeiro complexo da CTE, foi identificada nas
predi¢des (Tabela 1 e Figura 16). Como dito anteriormente, ¢ importante ressaltar, que
o complexo I da mitocondria dos demais eucariotos ndo se assemelha com o complexo I
da mitocondria de P. falciparum, sendo substituido pela NADH2, de apenas uma
subunidade, analago ao encontrado em plantas e fungos (Mather and Vaidya, 2008; Evers
et al., 2021), o que faz com que a imagem representando o complexo I, neste caso, seja

meramente ilustrativo.
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Figura 16. Esquema da cadeia transportadora de elétrons gerada pelo PathView. Destacado em vermelho, estdo as proteinas mineradas e anotadas nas predi¢des. As
descrigdes das proteinas destacadas estio listadas na Tabela 1, além de terem sido encontradas nos GO terms (Tabela S3 e Figura 17), relacionados com os principais

mecanismos relacionados a mitocondria.
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Na Tabela 1, observa-se a presenga dos citocromos, que fazem parte dos
complexos III e IV da CTE. O Complexo III (complexo citocromo bcl) ja é alvo do
antimalérico Malarone, uma combinagdo das drogas atovaquona e proguanil, utilizada
desde o inicio dos anos 2000 (Ke et al., 2019). A Malarone atua, impedindo a regeneragao
da ubiquinona, ou seja, ela impede a reoxidagdo do ubiquinol pelo complexo III. Dessa
forma, o transporte de elétrons ¢ interrompido, levando ao desequilibrio do gradiente
eletroquimico o que resulta no colapso da mitocondria (Uyemura et al., 2004; Ke et al.,
2019). Sem atividade mitocondrial, a enzima DHOD se torna inativa, ja que ela ¢
dependente do ubiquinol, consequentemente a via de de novo de biossintese das
pirimidinas ¢ interrompida, resultando na morte do parasita (Ke et al., 2019; Alzain et al.,
2022).

Existem duas formas de uma cé€lula adquirir pirimidinas: (i) utilizando-se de uma
maquinaria contendo enzimas capazes de recicla-las, e (i1) uma via de novo de biossintese.
As células de mamiferos possuem as duas vias, ja o parasita ndo possui enzimas capazes
de realizar a reciclagem das pirimidinas, restando assim, apenas a via de novo. Estudos
anteriores, ja demonstraram que as enzimas DHOD humana (hDHOD) e a DHOD de P.
falciparum (PfDHOD) sao significativamente diferentes, o que aumenta as expectativas
de torna-la alvo de antimalaricos (Alzain et al., 2022).

Ja existe um inibidor de DHOD comumente utilizada in vitro, chamado DSM265,
porém, estudos clinicos demonstraram toxicidade testicular e teratogenia, o que fez com
que ela fosse descartada como potencial antimalarico. Dessa forma, Alzain e
colaboradores (2022), realizaram um estudo que tinha como objetivo buscar um novo
antimalarico que causasse minimo ou nenhum efeito colateral no hospedeiro humano. Os
autores realizaram estudos in silico, que incluem filtros baseados em sequéncias de
modelos de farmacos pré-existentes, com caracteristicas drug-like por andlises
bioinformaticas. Foram listados trés candidatos para potenciais inibidores, sendo eles
71481646084, 724317941 e Z7951873618. Apesar disso, os autores reforcam a
necessidade da realizagdo de estudos mais aprofundados e experimentais, para a avaliar a
atividade desses inibidores, para que, posteriormente, testes clinicos sejam realizados
(Alzain et al., 2022).

As analises de GO terms das proteinas mitocondriais resultou em 198 GO terms
(Tabela S3). Com intuito de facilitar a representacdo grafica, foram ilustrados os top 20
GO terms relacionados a “Processos Biologicos” e “Funcao Molecular” na Figura 17. Os

GO terms foram classificados de acordo com o seu p-value e em relagao ao background
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das proteinas categorizadas em seus respectivos GO ferms anotados através da plataforma
PlasmoDB. Por exemplo, na categoria ‘“Processos Bioldgicos”, quanto a categorizacio
das proteinas preditas como mitocondriais, o primeiro GO ferms apresentado ¢ “GO:
0007005 - organizagao da mitocondria” (p-value de 3,1e-42) (Tabela S3 e Figura 17A,
a esquerda). Um total de 48 proteinas foram anotadas como pertencentes a esse GO
terms. Este nimero representa um total de 100% de correspondéncia entre as proteinas
pesquisadas, em relacdo as proteinas anotadas dentro deste GO terms, sugerindo que tanto
as predigoes in silico e mineragao de dados realizados, resultaram em um enriquecimento
de anotagao funcional de proteinas que pertencem a mitocondria de P. falciparum (Figura
17A).

Em relacdo a categoria “Processos Biologicos”, foi observado que algumas
proteinas da Tabela 1 foram categorizadas em GO ferms relacionados a CTE, como por
exemplo, o “GO:0017004 — composi¢do do complexo citocromo” (p-value de 7,7e-12),
com 100% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em relagdo as proteinas
anotadas. Outro GO term, relacionado a CTE ¢ o “G0O:0009206 — Processo de biossintese
de ribonucleosideos de purina” (p-value de 4,8e-10), com respectivamente, 93,3%, 76,2%
e 82,4% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em relagdo as proteinas
anotadas (Tabela S3), para este ultimo, vale ressaltar que a CTE tem como principal
funcdo manter a DHOD ativa para a via de novo de biossintese de pirimidinas (Ke et al.,
2011; Alzain et al., 2022).

Paralelamente, a fim de adicionar uma perspectiva mais sucinta em relagdo ao
enriquecimento dos GO terms, uma WordCloud foi gerada a partir do dataset predito de
proteinas mitocondriais de P. falciparum, para demonstrar o nivel de enriquecimento de
acordo com o seu p-value e nimero de proteinas enriquecidas, portanto, quanto maior e
mais proximo da cor preta estiveram as letras, mais significativo € o enriquecimento
(Figura 17A, a direita).

Em relacdo a categoria “Fun¢des Moleculares”, os termos em que aparece mais
da metade das proteinas listadas na Tabela 1 sao “GO:0015078 - atividade de transporte
transmembrana de préotons” (p-value de 1,6le-11) e “GO:0022890 — atividade do
transportador transmembrana de cations inorganicos” (p-value de 1,07e-08), destacando
que ha 56,5% e 41,1% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em relacdo as
proteinas anotadas, respectivamente. Para esta categoria, pelo menos, 10 proteinas da
Tabela 1 foram anotadas em 3 GO terms, sendo eles “G0:0008324 — atividade do
transportador transmembrana de cation” (p-value de 5,14e-09), “GO:0009055 —

56



Atividade de transferéncia de elétrons” (p-value 1,41E-24) e “G0O:0016491 — Atividade
de oxirredugdo” (p-value 4,48E-24), termos esses, nas quais também sdo possiveis de
observar na WordCloud da Figura 17B, a direita, ¢ possuem, respectivamente, 41,3%,
85,4% e 50,4% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em relagdo as proteinas

anotadas.
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% of remaining bckg genes

GO term: Biological Process o Siotoesitiound

p-value
GO:0006099~tricarboxylic acid cycle ~ 6,1e-10
G0:0009206~purine ribonucleoside triphosphate biosynthetic process 0 4.8e-10
GO0:0042773~ATP synthesis coupled electron transport 4,0e-10
G0:0009142~nucleoside triphosphate biosynthetic process 2,1e-10
GO:0006754~ATP biosynthetic process ~ 1,4e-11
GO0:0017004~cytochrome complex assembly 7,7e12
GO0:0015985~energy coupled proton transport, down electrochemical gradient 1,1e-12
GO:0015986~ATP synthesis coupled proton transport 1,1e-12
GO:0006119~oxidative phosphorylation
GO0:0055114~oxidation-reduction process 1,6e-14
GO:0046034~ATP metabolic process 1,7e-15
GO0:0006412~translation 5,0e-16
G0:1990542~mitochondrial transmembrane transport 1,0e-18
GO:0006626~protein targeting to mitochondrion 1,9e-20
GO0:0072655~establishment of protein localization to mitochondrion 2,6e-21
GO0:0070585~protein localization to mitochondrion 2,6e-21
G0:0032543~mitochondrial translation 2,6e-21
G0:0140053~mitochondrial gene expression 1,2e-25
GO0:0006839~mitochondrial transport 1,2e-25
GO0:0007005~mitochondrion organization 3,1e-42
100

% of genes scored

roteir ryat
e Alizat

mitochondrial gene expression

mitochondrion organization

mitochondrial transport

irial trar
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% of remaining bckg genes

GO term: Molecular Function == % of result found
p-value

GO:0016667~oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors 8,85e-07
G0:0003674~molecular function 5,29e-07

G0:0051539~4 iron, 4 sulfur cluster binding 1,13e-07

G0:0050660~flavin adenine dinucleotide binding 5,84e-08 P
G0:0022853~active ion transmembrane transporter activity 4,60e-08 w

GO0:0051537~2 iron, 2 sulfur cluster binding 2,37e-08

iron-sulfur cluster binding
2,07e-08 yidoreduction-driven active tra...

207008 OXidoreductase activity
1o7e08  electron transfer activity

55309 Structural constituent of ribosome
! metal cluster binding

G0:0016675~oxidoreductase activity, acting on a heme group of donors
G0:0004129~cytochrome-c oxidase activity
G0:0022890~inorganic cation transmembrane transporter activity

GO0:0015399~primary active transmembrane transporter activity

GO0:0008324~cation transmembrane transporter activity 5,14e-09
GO0:0022804~active transmembrane transporter activity 1,17e-09
GO0:0015078~proton transmembrane transporter activity 1,61e-11
GO0:0005198~structural molecule activity 2,67e-12
GO0:0051536~iron-sulfur cluster binding 2,3%-14
G0:0051540~metal cluster binding 2,3%-14
G0:0015453~oxidoreduction-driven active transmembrane transporter activity
GO0:0003735~structural constituent of ribosome 1,10e-16
GO:0016491~oxidoreductase activity 4,48e-24

GO0:0009055~electron transfer activity 0 1,41e-24

0 5'0 1(')0
% of genes scored

Figura 17. GO terms das proteinas preditas para a mitocondria. (A) Os 20 primeiros GO ferms mais relevantes estatisticamente, relacionado a categoria
Processos Biologicos. Em destaque, esta o termo GO:0006119 — fosforilagdo oxidativa, de p-value 2,0e-14 ¢ 100% de correspondéncia entre as proteinas
pesquisadas em relagiio as proteinas anotadas e preditas. A direita, hd uma WordCloud, em que, quanto maior e mais proximo a cor preta, for a letra, mais
significativo € o enriquecimento. (B) Os 20 primeiros GO ferms mais relevantes estatisticamente, relacionado a categoria Fun¢des Moleculares. Em destaque,
esta o termo “GO:0015453 - atividade do transportador transmembranar ativo impulsionado pela oxirredugao” de p-value 2,80E-15 e 100 de correspondéncia
entre as proteinas pesquisadas em relacdo as proteinas anotadas e preditas.
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5.4.2. A biossintese de acidos graxos do tipo II e a sua relaciao

biolégica com o apicoplasto de P. falciparum

Durante as andlises das proteinas referentes ao apicoplasto, foram preditas e
listadas proteinas pertencentes a via de biossintese de acidos graxos do tipo II (Tabela
2). As proteinas desta via ja foram caracterizadas como pertencentes ao apicoplasto de P.
falciparum, através de uma refinada predicao in silico (Ralph et al., 2004) e através de
um estudo protedmico, utilizando BioID utilizando o peptideo de transito, ACP (do
inglés, acyl carrier protein), que enderecava a BirA (biotina-ligase de Escherichia coli)
até o apicoplasto de P. falciparum (Boucher et al., 2018).

Tabela 2. Proteinas de apicoplasto relacionadas ao metabolismo de acidos graxos enriquecidas

e anotadas pela plataforma KEGG. As enzimas destacadas em cinza abaixo estdo na Figura 18,
uma representacdo da FASII gerada pelo PathView.

Metabolismo dos acidos graxos

Co.dlgo Cédigo PlasmoDB Nome da proteina C(.)dl,g? Referéncias
uniprot Enzimatico
Q8287  PF3D7 0922900  >-oxoacyllacyl-camrier-protein] 5oy 160 Ralph et al., 2004
reductase
Ralph et al.,
C6KSZ2  PF3D7 0615100 Enoyl-acyl carrier reductase EC1.3.1.9 2004; Boucher et.
al, 2018
Ralph et al.,
QSIOW9 PF3D7 0511200 Stearoyl-CoA desaturase EC1.14.19.1  2004; Boucher et.
al, 2018
. . Ralph et al.,
Q81629  PF3D7 1312000  Malonyl CoA-acyl camrierprotein  p s 34 39 2004: Boucher et,
transacylase
al, 2018
. Ralph et al.,
077078 fabH Beta-ketoacyl-{acyl-carrier- EC2.3.1.180  2004; Boucher et.
protein] synthase I11
al, 2018
Ralph et al.,
096230 PF3D7_0215000 Acyl-CoA synthetase EC6.2.1.3 2004; Boucher et.
al, 2018
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier- LE gl CirelL
Q8I6T4 PF3D7 1323000 " EC4.2.1.59 2004 ; Boucher
protein] dehydratase
et. al, 2018
COH4B9  PF3D7 0422000  Steroid dehydrogenase, putative ~ EC 1.1.1.35 Bouczhoef Set‘ al,
Ralph et al.,
QSIKEI PF3D7 1469600 Acetyl-CoA carboxylase EC6.4.1.2 2004; Boucher et
al, 2018
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A biossintese de acidos graxos, em células eucarioticas, pode ocorrer, tanto no
citoplasma, sendo conhecida como tipo I (do inglés, fatty acid synthesis type 1 — FASI) e
tendo como produto os triglicerideos e fosfolipidios, tanto quanto na mitocondria,
conhecida como tipo II (do inglés, fatty acid synthesis type 11 — FASII), tendo como
produto o acido lipoico (Fhu and Ali, 2020). Em Plasmodium spp., a FASII ocorre no
apicoplasto e, levando em consideragdo sua ancestralidade plant-like, além das enzimas
que realizam as conversdes dos intermedidrios bioquimicos, esta organela possui
caracteristicas muito similares as plantas e algas do ponto de vista bioquimico (Ralph et
al., 2004; Lim and McFadden, 2010; Shears et al., 2015). Apesar do parasita possuir a
FASII, as enzimas que catalisam a biossintese de 4cidos graxos ndo apresentem
homologos no hospedeiro humano, portanto, podem ser potenciais alvos para o
desenvolvimento de antimalaricos (Vaughan et al., 2009; Shears et al., 2015).

A FASII do parasita ¢ composta por 3 (trés) etapas: preparagdo, iniciacao €
alongamento. Para melhor visualizagdo da via, a ilustra¢do através do enriquecimento
funcional através do PathView foi gerada, com as enzimas preditas e listadas em destaque
(Figura 18 e Tabela S2). A preparacao, inicia-se com a importagao do fosfoenolpiruvato
(PEP) da glicdlise, presente no citoplasma, para o apicoplasto. Este transporte ¢ realizado
por uma proteina pertencente a familia de translocadores de fosfato plastidiais (pPTs)
chamada transportador de fosfoenolpiruvao (PPT) (Lim et al., 2010; Shears et al., 2015).
A PEP, entdo, ¢ convertida em acetil-CoA, pela enzima piruvato desidrogenase (PDH) e
em ATP, pela enzima piruvato cinase (PKII) (Shears et al., 2015).

Em seguida, na etapa de iniciagdo, ocorre a conversdo do acetil-CoA em Malonil-
CoA, pela enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC) (EC 6.4.1.2), na qual servird como
doador de carbono para etapa seguinte; e, Acetoacetil-ACP, pela enzima B-Cetoacil-ACP
sintase III (FabH) (EC 2.3.1.180), na qual servira como primeiro substrato na fase de
alongamento do 4cido graxo. Ainda na fase de iniciagao, a Malonil-CoA ¢ convertida em
Malonil-acyl carrier protein| ACP] pela enzima Malonil-CoA:ACP transaciclase (FabD)
(EC 2.3.1.39). A ACP, ¢ essencial para a via, ja que ela se liga aos acidos graxos e seus
precursores, além de ser essencial no transporte dos substratos para enzimas relacionadas
(Shears et al., 2015).

A tltima fase da FASII, a fase de alongamento, ¢ caracterizada por uma reacao
ciclica na qual ocorre a extensdo da cadeia de acidos graxos, sendo adicionados 2
carbonos por ciclo. Ela se inicia com a condensacao do malonil-ACP com a acil-ACP

pela enzima B-cetoacil-ACP sintase I/II (FabB/F), liberando CO2 e B-cetoacil-ACP,
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formada por 2 (dois) carbonos. Em seguida, a B-cetoacil-ACP redutase (FabG), reduz a
B-cetoacil-ACP em B-hidroxiacil-ACP. A B-hidroxiacil-ACP ¢ convertida em enoil-ACP,
com a remog¢ao de uma molécula de 4gua pela B-hidroxiacil-ACP desidrogenase (FabZ).
Para finalizar o ciclo, a Enoil-ACP redutase (Fabl) (EC 1.3.1.9), reduz a Enoil-ACP em
Acil-ACP para a reiniciagao do ciclo (Shears et al., 2015) (Figura 18).

TypeIIFAS
{Bactenia, Plants)
Acetyl-Col
A
Malonyl-Cods
LCP
FabD

nyl-[acp)
o -
Fab¥ 3

FabB[2.3.1.41](231.179)] FabF
.
-Oxoacyl-[acy)
FabL[131104
Long-chain acyl-[acy] )

[3.1221][3.12.14]

-chain
atntéac d
\
Long-chain acyl-[acp]
Long-chain acyl-Cok

Figura 18. Esquema da vida de biossintese de acidos graxos do tipo II gerada pelo PathView.
Destacado em verde, estdo as proteinas preditas por fazerem parte desta via metabolica (Tabela
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2 e Tabela S2). Dentre elas, destaca-se as enzimas EC 1.1.1.100, EC 1.3.1.9, EC 2.3.1.180
(FabH), EC 4.2.1.59 (FabZ) ¢ EC 6.4.1.2 (ACC), nas quais ja foram estudadas por serem
potenciais alvos antimalaricos.

E possivel perceber que, na Tabela 2 estio listadas a maior parte das enzimas que
fazem parte da FASII, principalmente aquelas envolvidas na etapa de alongamento (E.C
6.4.1.2; E.C4.2.4.59; E.C 2.3.1.180 ¢ E.C 2.3.1.39). A FASII ja foi comprovada por nao
ser relevante para a fase eritrocitaria do parasita, porém, ela € crucial na fase hepatica
(Vaughan et al., 2009; Shears et al., 2015). Acredita-se que a necessidade da FASII neste
estagio, esteja relacionada a alta demanda de fosfolipidios para a formag¢ao de membrana
dos milhares merozoitos que irdo dar inicio a fase eritrocitaria (Vaughan et al., 2009). E
importante ressaltar que, a maior parte dessas enzimas ja foram estudadas por serem
potenciais alvos de antimaléricos. Algumas enzimas da FASII j& foram supostamente,
alvo de antimalaricos, que atuavam na fase intraeritrocitaria do parasita, como a Fabl (Yu
etal., 2008), FabH (Alhamadsheh et al., 2008), FabZ (Sharma et al., 2003) e ACC (Waller
et al., 2003) porém, apds estudos que demonstraram que a FASII ¢ dispensavel neste
estagio, acredita-se que os antimaldricos previamente estudados possam ter outras
enzimas como alvo.

Uma lista com os GO terms preditos para as proteinas do apicoplasto de P.
falciparum foi gerada e um total de 67 GO ferms relacionados a categoria “Processos
Biolégicos” foram preditos, e 62 para a categoria “Fungdes Moleculares”. Em relagdo a
categoria “Processos Biologicos”, as proteinas da Tabela 2, em sua grande maioria, estdo
anotadas no GO term “G0:0006633 — Processo Biossintético de acidos graxos” (p-value
de 7,68E-07), na qual, apresenta 53,8% de correspondéncia das proteinas pesquisadas em
relagdo as proteinas anotadas (Tabela S4, Figura 19A). Outros termos em que todas as
proteinas da Tabela 2 estdo anotadas sdo “G0O:0032787 - processo metabdlico do acido
monocarboxilico” (p-value de 3,76E-07) e “GO:0006082 - Processo Metabélico de Acido
Organico” (p-value de 1,18E-06), nas quais tém 37,3% e 26,8% de correspondéncia
(Tabela S4, Figura 19A), termos esses, nas quais sao possiveis observar na WordCloud
(Figura 19A, a direita).

A Figura 19 ilustra os top 20 GO terms gerados para as categorizagdes “Processos
Biolégicos”, e “Fungdes Moleculares”, com os melhores p-values encontrados. Os
demais GO terms estao listados na Tabela S4. A maior parte das proteinas anotadas na
Tabela 2, fazem parte do GO term “G0O:0004312— Atividade de sintese de 4cidos graxos”

(p-value de 6,35E-04) e 60% de correspondéncia das proteinas pesquisadas em relagdo as
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proteinas anotadas, dentro da categoria “Func¢des Moleculares” (Tabela S4 e Figura
19B), sugerindo que tanto as predigdes in silico e mineracdo de dados realizados,
resultaram em um enriquecimento de anotacdo funcional de proteinas que pertencem a
FASII de apicoplasto. Outros GO terms, em que aparece grande parte das proteinas da
Tabela 2 da categoria “Fung¢des Moleculares”, anotados sdao “G0O:0016616 - Atividade
de oxirreducao agindo no grupo CH-OH de doadores, NAD ou NADP como aceptor” (p-
value de 1,39E-02) e “G0O:0016746 — Atividade aciltransferase” (p-value 1,45e-02), nas
quais tém 33,3% e 22,7% de correspondéncia (Tabela S4 e Figura 19B).

64



I % of remaining bckg genes

GO term: Biological Process = Rerisamnd

p-value

G0:0035891~exit from host cell 3% [ s a7e-04
60:0016053~organic acid biosynthetic process T 38%04

30:0019288~isop yl diphosphate biosynthetic process, methylerythritol 4-phos

GO:0009240~i 1 diohosohate bi theti

Ly Y P L Y

GO0:0046490~isopentenyl diphosph tabolic p

Y L L

G0:0046394~carboxylic acid biosynthetic process

Slycerwdebyde I phosphate metab 100N 10Nyt AEROKONEN Matabe

GO0:0019682~glyceraldehyde-3-phosph tabolic p

proce Rid biosynthetic process

G0:0044255~cellular lipid metabolic p 2 e BTapolic pr... ERPT—
organic acid metabolic process lipid metabolic proces:

carboxylic acid metabolic process __PSkd orpestraiio
monocarboxylic acid biosynthetic... wepentenyl

coliular kpid metabolic process v

GO 7~plastid or

G0:0006720~isoprenoid metabolic p

T O—
GO:0006629~lipid metabolic process
GO0:0008299~isoprenoid biosynthetic process
GO:0008610~lipid biosynthetic process

G0:0072330 rboxylic acid biosynthetic process

GO: 31~fatty acid

GO0:0019752~carboxylic acid metabolic process
G0:0043436~oxoacid metabolic process
GO0:0006082~organic acid metabolic process
GO:0006633~fatty acid biosynthetic process

GO0:0032787 rboxylic acid bolic p

% of genes scored

fatty acid metabolic process isoprenoid biosynthetic process o

NA

fatty acid biosynthetic process|  isoprenoid metabokic process =+
ST - -

P-value

65



% of remaining bckg genes

GO term: Molecular Function == % of result found
p-value
GO:0004033~aldo-keto reductase (NADP) activity 1,70e-02
GO0:0004032~alditol:NADP+ 1-oxi ivity 1,70e-02
30:0016628~oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of donors, NAD or 1,70e-02
GO0:0004738~pyruvate dehydrogenase activity 1,70e-02
GO:0016746~acyltransferase activity 1,45¢-02
30:0016616~oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or 2,37e-08 Povalve
G0:0102391~decanoate-CoA ligase activity 1,34e-02 cOvily, forrming Carx 10
GO:0004467~long-chain fatty acid-CoA ligase activity 1,34e-02 r Dc,\:\é‘osccbxa q . 195
exopeptidase activity 1
GO0:0140101~catalytic activity, acting on a tRNA 1,20e-02 aminopeptidase activity
G0:0008237~metallopeptidase activity 1,16e-02 / ' : vy "t ; td ' Y

GO:0004175~endopeptidase activity 9,57¢-03
GO0:0046915~transition metal ion b porter ivity 8,73e-03
GO:0004812 i yI-tRNA ligase activity 1,15¢-03
GO:0016875~ligase activity, forming carbon-oxygen bonds 1,15¢-03
GO:0070001~aspartic-type peptidase activity 9,30e-04
GO:0004190~aspartic-type endopeptidase activity 9,30e-04

GO:0004312~fatty acid synthase aclivity“ : 6,35e-04

GO:0032549~rib Jeoside binding 2.870-04
GO:0004177~aminopeptidase activity 2,72e-04
GO0:0008238~exopeptidase activity 9,48e-05

0 50 100

% of genes scored

Figura 19. GO terms das proteinas preditas para o apicoplasto. (A) Os 20 primeiros GO terms mais relevantes estatisticamente, relacionado a categoria Processos Biologicos.
Em destaque, esta o termo “GO:0006631- Processos Metabolicos dos Acidos Graxos” com p-value de 2,33E-06 e 43,6% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em
relagdo as proteinas anotadas e preditas. A direita, hd uma WordCloud, em que, quanto maior e mais proximo a cor preta, for a letra, mais significativo é o enriquecimento. (B)
Os 20 primeiros GO ferms mais relevantes estatisticamente, relacionado a categoria Fungdes Moleculares. Em destaque, esta o termo “GO: 0004312- Atividade sintatica de
acidos graxos” de p-value 6,35E-04 e 60% de correspondéncia entre as proteinas pesquisadas em relagéo as proteinas anotadas e preditas.
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E importante ressaltar que, a busca por novos inibidores para a via FASII, até o
presente momento, se demonstrou frustrante. Devido a este fato, alguns estudos
possibilitaram uma melhor caracterizagdo das enzimas que compde o apicoplasto de P.
falciparum (Ralph et al 2004; Boucher et al 2018), levando a uma melhor compreensao,
em relacdo a sua importancia para o parasita, revelando, por exemplo, que ela ¢
dispensavel para a fase eritrocitaria assexuada, porém, crucial na fase hepatica (Vaughan
et al., 2009). Dessa forma, esses estudos fizeram com que a FASII seja a via mais bem
caracterizada e detalhada do apicoplasto (Shears et al., 2015), o que demonstra a

importancia em estudar melhor esta organela e as vias metabolicas que a compde.

5.4.3. Ainterrelacio entre a mitocondria e o apicoplasto: o que

esperar?

Dentre as 108 proteinas listadas e caracterizadas como sendo “em comum”
(Tabela S1), foram observadas proteinas nas quais ja sdo estudadas por serem potenciais
alvos de antimalaricos. O P. falciparum possui uma enzima chamada peptideo
deformilase (PF3D7 0907900 - PfPDF), na qual ¢ uma metaloprotease essencial na
sintese proteica de organelas, e ¢ conhecida por estar presente, também, em bactérias. A
proteina PfPDF, ¢ descrita como sendo uma proteina de apicoplasto (Bracchi-Ricard et
al., 2001), porém, em nossas predi¢des, ela foi anotada por estar em ambas as organelas.
Esta enzima tem como funcgdo, retirar o grupo formil presente nas cadeias polipeptidicas
recém-sintetizadas, ja que o tRNA presente nas organelas apresenta um N-
formilmetionina (Bracchi-Ricard et al., 2001; Amberg-Johnson et al., 2017). Acreditou-
se, por muito tempo, que a actinonina, um antibidtico, tinha como alvo esta proteina. No
entanto, Amberg-Johnson e colaboradores (2017) demonstraram que a actinonina tem
outra metaloprotease como alvo, a FtsH1 (PF3D7 _1239700) (do inglés, ATP-dependent
zinc metalloprotease), além disso, os autores demonstram que esta proteina possui dois
homologos em P. falciparum, sendo eles, a PF3D7 1119600 ¢ a PF3D7 1464900
(Amberg-Johnson et al., 2017), sendo a ultima, predita por estar dentre as 108 proteinas
“em comum” (Tabela S1).

Como dito anteriormente, as proteinas recém-sintetizadas nas organelas
apresentam o tRNA™ formilado, a enzima responsavel pela formilagdo do tRNA™ ¢ a
metionil-tRNA formiltransferase (PF3D7 1313200 - FMT) (Pino et al., 2010), na qual

também estd anotada como sendo uma proteina “em comum” para ambas as organelas
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(Tabela S1). A FMT ¢ uma enzima folato, o que a torna um potencial alvo antimalarico,
ja& que os antifolatos ja sdo utilizados como antimaléricos, atuando na inibi¢do da via de
novo de sintese de coenzimas necessdrias para sintese de folato. A sintese de folato
desencadeia a via de replicagdo do DNA do parasita pela sintese de pirimidinas, e,
geralmente auxilia a esquizogonia (Rout and Mahapatra, 2019). Acredita-se que, quando
esta proteina estd suprimida, o parasita se torna mais sensivel ao antibidtico actinonina, o
que faz com que esta proteina seja explorada para se tornar um potencial alvo de
antimaldarico, para se utilizar em combinac¢ao com a propria actinonina (Goodman et al.,
2020). Um exemplo dessa estratégia, pode ser observado em um dos tratamentos de
referéncia contra a malaria atualmente, como € o caso do Malarone, em que consiste na
juncao da atovaquona com o antifolato proguanil (Nzila, 2006).

Outra proteina anotada por estar dentre as 108 proteinas em comum, ¢ a proteina
ferredoxina-NADP redutase (PF3D7 0623200 — FNR) (Tabela S1), que faz parte do
fotossistema ferredoxina/ferredoxina NADP+ redutase (Fd/FNR), essencial para a
sobrevivéncia do parasita (Swift et al., 2022). Ainda ndo se sabe quais sdo os papéis
individuais dessas proteinas, para a sobrevivéncia do parasita, porém, sabe-se que este
sistema fornece redutores equivalentes para varias enzimas do apicoplasto, como por
exemplo, para aquelas que fazem parte do cluster de proteinas ferro-enxofre (Fe-S)
(Gisselberg et al., 2013; Swift et al., 2022). Estas enzimas sdo essenciais para a via de
sintese de pirofosfato de isopentenilo (IPP), precursores de isoprenodides (Ralph et al.,
2004) e a tinica via essencial do apicoplasto (Yeh and DeRisi, 2011). Os isoprendides sao
metabolitos essenciais para a sobrevivéncia do parasita e, apesar de serem sintetizados no
apicoplasto, sdo requisitados fora dele. Além disso, acredita-se que o parasita consegue
sobreviver na auséncia do apicoplasto desde que a via de sintese de IPP seja compensada
(Yeh and DeRisi, 2011; Gisselberg et al., 2013; Swift et al., 2023). O complexo Fd/FNR ¢ o
unico sistema redox conhecido no apicoplasto e o unico remanescente do fotossistema do
plastidio. Ademais, nunca foram encontrados ortélogos do sistema no hospedeiro
humano, tornando-o uma das vias ja exploradas para antimaléricos (Swift et al., 2022).

Dentro do grupo das proteinas “em comum” e, presumidamente, relacionada com
aresisténcia do antimalarico mefloquina, esta a proteina ABC transportadora B da familia
7 (PF3D7_1209900) (ou do inglés, P. falciparum multi-drug resistance 7, Pfmdr7) (Peel,
2001; Iwanaga et al., 2022). E importante ressaltar que outras proteinas da familia de
transportadores ABC ja sdo descritas por serem responsaveis pela resisténcia de

antimalaricos (Klokouzas et al., 2003). As proteinas da familia de transportadores ABC
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sao bem descritas, sendo caracterizadas como proteinas de membrana, e possuem cassetes
de ligacdo com ATP, além de serem bastante conservadas em procariotos e eucariotos.
Os sitios de ligacdo ao substrato sdo voltados para a camada interna da membrana e sdo
responsaveis por exportar substancias lipofilicas, como a fosfatidilcolina (fosfolipidios
que compdem a bicamada) e o acido biliar, e excretar drogas lipofilicas como a cochicina,
uma droga lipofilica utilizada para diversos tratamentos (Koenderink et al., 2010;
Iwanaga et al., 2022). A mefloquina ¢ uma droga lipofilica, na qual pode ser retida dentro
das membranas celulares e acredita-se que ela ¢ exportada antes do contato com o
citoplasma do parasita (Iwanaga et al., 2022).

Apesar da literatura indicar que algumas proteinas citadas acima pertencem ao
apicoplasto, as predigdes realizadas no presente trabalho indicam que elas possam estar
também, na mitocondria (Tabela S1). Porém, vale ressaltar que, apesar do apicoplasto
possuir uma maquinaria propria de transcricdo e tradugdo de seu genoma, a grande
maioria das proteinas necessarias para a organela ¢ codificada pelo nucleo e entdo
importadas para a organela (Ralph et al., 2004; Shears et al., 2015; Amberg-Johnson et
al., 2017). Por exemplo, ja se sabe que a proteina Atg8 (do inglés, autophagy-related
protein), na qual ¢ recrutada, do citoplasma, para a membrana de células que sdo
induzidas a autofagia celular, também foi localizada no apicoplasto, em sua membrana
mais externa. Lévéque e colaboradores, fizeram estudos com esta proteina e demonstram
que o seu knockout leva a morte do apicoplasto, indicando sua importancia na organela
(Lévéque et al., 2015). Portanto, devido a evidéncias que a mitocondria e o apicoplasto
estdo interligadas fisica e bioquimicamente (Ralph et al., 2004), ¢ possivel que haja o

compartilhamento de proteinas entre ambas (Amberg-Johnson et al., 2017)
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A mitocondria em eucariotos tem uma funcao essencial no metabolismo energético
celular (Chinnery and Schon, 2003), porém, em Plasmodium spp., ela ¢é essencial para a
via de novo de biossintese de pirimidinas (Painter et al., 2007; Evers et al., 2021), ja que
o parasita adquire sua energia de forma anaerobica (Uyemura et al., 2004; Painter et al.,
2007; Mather and Vaidya, 2008). Para o processo de esquizogonia do parasita, ¢
necessario que as organelas se estabelecam nos merozoitos. Curiosamente, a mitocondria
realiza este processo juntamente com o apicoplasto, um plastideo ndo-fotossintético
presente em Apicomplexa (Van Dooren et al., 2006; Mather and Vaidya, 2008; Voleman
and Dolezil, 2019). E possivel que esse fendmeno ocorra devido a inter-relagéo fisica e
bioquimica entre ambas as organelas (Ralph et al., 2004; Voleman and Dolezil, 2019),
na qual, compartilham intermedidrios da via de novo biossintese do heme (Ralph et al.,
2004).

O presente estudo, buscou mapear o subproteoma da mitocondria de P. falciparum,
utilizando a técnica de biotinilagdo por proximidade APEX2. Sabe-se que o P. falcipaurm
¢ um organismo desafiador, principalmente quando se trata na obtencdo de organismos
mutantes (Amberg-Johnson et al., 2017). No entanto, apds a otimizagao do protocolo, foi
possivel obter os mutantes 21-28 dias apds a selecdo com a droga WR99210. Apds a
extracdo dos parasitas em tampao RIPA, verificou-se por Western Blot e estreptavidina-
blot, tanto a expressdo da HA-APEX2 e a biotinilagdo das proteinas, respectivamente
(Figura 12A e E).

Alguns Western Blots adicionais foram realizados, tendo como alvos, proteinas
conhecidas por pertencerem ao reticulo endoplasmatico (anti-PfPDIS) (Mahajan et al.,
2006) (Figura 12C) e vacuolo parasitoéfaro (anti-P/EXP2) (Jonsdottir et al., 2021)
(Figura 12D). Conforme esperado, duas bandas de tamanhos distintos, foram marcadas
nas alturas correspondentes as proteinas de interesse. Desse modo, pode-se concluir que
se tratava de um extrato de proteinas provenientes de P. falciparum.

Paralelamente a realizacdo dos Western Blots foram realizados os ensaios de
imunofluorescéncia utilizando microscopia confocal a laser, nas quais foram utilizadas 4
(quatro) marcagdes na preparagao das células. A marcacao do loading control ocorreu,
porém, nao ¢ possivel identificar com clareza se ela ocorreu, de fato, no reticulo
endoplasmatico do parasita (Figura 12). Apesar da marcagdo do MitoTracker Deep Red

ter ocorrido, observou-se um padrao diferente do esperado, j4 que a mitocondria se
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localiza lateralmente ao nucleo (Van Dooren et al., 2006; Korkor et al., 2020; Lamb et
al., 2022) e a marcagao ocorreu dentro do vactolo digestivo do parasita (Figura 13). Com
isso, foram realizados novos testes utilizando o MitoTracker Orange CMTMRos, em
culturas tipo selvagem 3D7 de P. falciparum, na qual contém um comprimento de onda
diferente do utilizado anteriormente, ¢ foi observado uma marcacao lateralmente ao
nucleo, onde a mitocondria estd localizada (Figura 14), portanto, a utilizacdo do
MitoTracker Orange CMTMRos servird para a marcacdo mitocondrial para futuros
experimentos.

Utilizando a estreptavidina-AF488, foi identificada a biotinilacdo das proteinas,
somente para a condig@o positiva, na qual consiste na presenca de biotina fenol e peroxido
de hidrogénio, conforme o esperado (Figura 13B), porém, a marca¢do nao ocorreu na
mitocondria, sugerindo que nao houve enderecamento da HA-APEX para o
compartimento. Apos uma analise do plasmideo foi observado um erro na sequéncia do
peptideo de transito utilizado, a tiorredoxina redutase (TrxR). Contudo, a sequéncia do
peptideo de transito foi corrigida e um novo plasmideo ja foi obtido e os experimentos de
sub-clonagem ja estdo em andamento. Mesmo que a biotinilagdo ndo tenha ocorrido na
mitocondria, vale ressaltar que a reagdao de biotinilagdo das proteinas de P. falciparum
ocorreu.

Foi realizado predicdoes in silico e mineracdo de dados, a partir de diferentes
plataformas, a fim de obter um subproteoma predito da mitocondria e apicoplasto de P.
falciparum (Figura 15). A partir das analises de classificacdo funcional e bioldgica
através das anotacdes das plataformas PlasmoDB, Uniprot e KEGG, foi possivel
enriquecer vias/mecanismos caracteristicos de ambas as organelas, refor¢gando a robustez
dos datasets minerados. Algumas das proteinas listadas como “em comum” ja foram
estudadas por serem potenciais alvos antimalaricos. Para a mitocondria, por exemplo,
estudos demonstram que a CTE ¢ essencial para a sobrevivéncia do parasita e que o
antimalarico Atovaquona, ja tem como alvo a interrupgao desta via (Uyemura et al., 2004;
Ke et al., 2019). No caso do apicoplasto, ha evidéncias de que a FASII pode conter alvos
antimalaricos de grande potencial (Yeh and DeRisi, 2011; Shears et al., 2015).

As predicdes in silico e mineragao de dados foram realizadas para um refinamento
dos futuros dados protedmicos, que serdo obtidos apds a obten¢do de novos mutantes que
expressardo HA-APEX2 devidamente localizadas na mitocondria de P. falciparum. Para
1sso, as sub-clonagens a partir uma nova sequéncia ja estdo em andamento. Apos a

obten¢do de novos mutantes utilizando o novo equipamento de eletroporagdo recém-
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adquirido pelo nosso grupo, Amaxa 4D (Lonza), seguida das validagdes adequadas de
Western Blot, estreptavidina-blot e imunofluorescéncia, a prepara¢do das amostras para a
analise protedmica serdo preparadas. Espera-se que, uma compreensdo mais detalhada
acerca dos mecanismos moleculares que permitem o compartilhamento entre a
mitocondria e o apicoplasto, possam viabilizar em breve, a descoberta e/ou priorizacao

racional de alvos para novos antimalaricos.
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