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RESUMO

Santos EA. Papel do IP; na transdugdo de sinal e fun¢do da heme oxigenase em Plasmodium
falciparum. [tese (Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2013.

Plasmodium falciparum, agente etiol6gico da malaria, possui um ciclo de vida que envolve
dois hospedeiros (fémea do mosquito Anopheles e humanos) onde apresenta refinadas
estratégias que envolvem mudangas morfologicas e bioquimicas em diferentes ambientes para
garantir a sua sobrevivéncia. O estudo da maquinaria de sinalizacdo deste parasita tem
revelado a geragdo de segundos mensageiros e proteinas efetoras da sinalizagdo celular
importantes na percep¢do de estimulos extracelulares no parasita. Esta tese tem como
finalidade demonstrar que o P. falciparum dentro do eritrocito é capaz de usar a via de
sinalizagdo celular dependente do segundo mensageiro inositol trifosfato (IP3). Para isto
usamos um [P; permeavel a membrana celular denominado (caged-IPs) que ¢ liberado para
atuar como segundo mensageiro na presen¢a de luz ultravioleta. Investigamos os estoques de
Ca®" intracelular sensiveis ao IP; neste parasita e exploramos a sensibilidade ao IP; em
diferentes estagios no ciclo intraeritrocitico. Demonstramos que o hormoénio melatonina,
importante na manunten¢do da sincronicidade da fase intraeritrocitica de P. falciparum, é
capaz de aumentar a concentracdo de IP; neste parasita. Com o uso de uma coluna de
afinidade ao IP; tentamos encontrar proteinas candidatas ao receptor de IP; em P. falciparum.
Este trabalho também estuda a enzima heme oxigenade de P. falciparum (PfHO). Testamos a
capacidade desta enzima em converter biliverdina (BV) em bilirubina (BR), uma importante
reacdo do catabolismo da hemina. Estudamos a modulagdo desta atividade na presenca de
diversas metaloprotoporfirinas e o potencial destes compostos como antimalaricos.
Reportamos que a biliverdina é capaz de modular o ciclo intraeritrocitico de P. falciparum e
apresentamos a proteina enolase de P. falciparum como candidato ao sensor de BV neste
parasita.

Palavras-chave: Plasmodium. IP;. Ca’*". Melatonina. Receptor de IP;. Heme oxigenase.
Metaloprotoporfirinas. Biliverdina. Enolase.



ABSTRACT

Santos EA. IP; rolein signal transduction and function of heme oxygenase in Plasmodium
falciparum. [Ph. D. thesis (Parasitology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2013.

Plasmodium falciparum, the etiological agent of malaria, possesses a life cycle that involves
two hosts (the female of Anopheles mosquito and human) on which has refined strategies
involving morphological and biochemical changes in different environments to ensure its
survival. The study of the signaling machinery of the parasite has revealed the generation of
second messengers and effector of cell signaling proteins important in the perception of
extracellular stimuli in the parasite.This thesis aims to demonstrate that P. falciparum within
the erythrocyte is able to use the cellular signaling pathway dependent on second messenger
inositol triphosphate (IP3). For this purpose, we use a cell membrane-permeable IP; called
(caged-IP3) which is released to act as a second messenger in the presence of ultraviolet light.
We investigated the intracellular Ca®" stores sensitive to IP; and explore the parasite
sensitivity to IP; at different stages in the intraerythrocytic cycle. We demonstrate that
melatonin hormone, important in maintenance synchronicity at intraerythrocytic phase of P.
falciparum, is capable of increasing the IP; concentration on this parasite. Using an IP;
affinity column, we tried to find candidate proteins for IP; receptor in P. falciparum. This
work also studies the enzyme P. falciparum heme oxygenase (PfHO). We tested the ability of
this enzyme to convert biliverdin (BV) in bilirubin (BR), an important reaction of heme
catabolism. We studied the modulation of this activity in the presence of various
metalloprotoporphyrins and the potential of these compounds as antimalarials. We reported
that biliverdin is capable of modulating the intraerythrocytic cycle of P. falciparum and
present P. falciparum enolase as candidate for BV sensor on this parasite.

Keywords:Plasmodium. IP;. Ca’". Melatonin. IP; receptor. Heme oxygenase.
Metalloprotoporphyrins. Biliverdin. Enolase
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1 INTRODUCAO
1.1 Malaria

Malaria, causada pelo parasita do género Plasmodium, é um dos maiores flagelos da
humanidade. Esta doenga responde por mais de 500 milhdes de casos clinicos por ano e mais
de um milhdo de mortes, na maioria criangas. (Snow et al., 2005).

O parasita da malaria existe ha pelo menos 150 milhdes de anos (Carter, Mendis,
2002) e infecta varios grupos dentro de Vertebrata: aves, répteis e mamiferos. Ha cinco
espécies de Plasmodium capazes de infectar humanos: P. falciparum, P. ovale, P. malariae,
P. vivax e P. knowlesi.

Atualmente, as espécies mais prevalentes que acometem humanos sdo P. falciparum
(Africa sub-saariana) e P. vivax (Asia, América Central e América do Sul) (Carter, Mendis,
2002), sendo P. falciparum a espécie que causa a forma mais letal da doenca (Miller et al.,
2002).

A extrema patogenicidade do P. falciparum sugere um recente contato com o
humano, adquirido pela transferéncia de um hospedeiro ndo humano (Russel, 1950). Rich et
al. (2009) mostraram que P. falciparum possui de fato pouco polimorfismo e corroboram com
a hipotese de que P. falciparum originou de uma unica transferéncia de um hospedeiro
chipanzé infectado com P. reichenowi , sendo que todas as cepas de P. falciparum estao
ligadas a um brago da arvore de P. reichenowi (figura 1).

No decorrer da histéria, a maldria tem sido um grande impedimento para o
desenvolvimento humano. A doenca sozinha ja conseguia fazer com que projetos econdmicos
fossem grandemente dificultados ou até impossibilitados (Carter, Mendis, 2002). Apesar da
area de ocorréncia da maldria ter sido confinada as regides tropicais do globo apds politicas de
contengdo, o nimero de pessoas que vivem em areas de risco tem crescido e se encontra em
torno de trés bilhdes, e ha a expectativa de que continue crescendo (Guinovart et al., 2006).
Ha estudos evidenciando a relagdo causal existente entre malaria e pobreza (Worrall et al.,
2005) o que reduz o interesse no combate a doenga. Além disso, a procura de tratamento
especializado em paises pobres ¢ pequeno, observando-se mais o auto-tratamento (Worrall et
al.,2005). Um fator agravante ¢ o surgimento de cepas de parasitas resistentes as drogas
comumente usadas. Apesar do aumento dos recursos para combate da malaria para um bilhdo

de dolares em 2008 e o uso de varias estratégias (antimaldricos, mosquiteiros e inseticidas)
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faz-se necessario um monitoramento para verificar os progressos no controle da doenca e

onde os esfor¢cos devem ser focados (Grabowsky, 2008).

Figura 1-Filogenia baseada no gene Citocromo B evidenciando as relagdes de parentescos
entre quatro espécies de Plasmodium que acometem humanos.

\ L}3'._,'i’.ﬂl’tzEpt;m.!:m

— P reichenowi CIXC1

P reichenowi
B
P. malagrie
C
P vivax
D
P ovale
——P yoelii
—— P barghei
P. poilingcerm

A: P. falciparum. B: P. malariae, C : P. vivax e D :P. ovale e seus grupos irmaos. P. reichenowi
parasita chipanzés; P. yoelii e P. berghei parasitas de roedores e P. gallinaceum parasitas de aves.
Seta preta evidencia o ponto de origem P. falciparum.

Fonte: Baseado no Rich et al.(2009).
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1.2 Ciclo de vida do Plasmodium

O desenvolvimento do parasita da malaria ¢ um processo complexo que envolve dois
hospedeiros: o hospedeiro definitivo (fémea de mosquitos do género Anopheles) que sido os
vetores da doenca na qual ocorre a fase sexuada do desenvolvimento do parasita; e o
hospedeiro intermediario (havendo espécies distintas de Plasmodium que infectam répteis,
aves e mamiferas) ocorrendo nesses vertebrados a fase assexuada do parasita.

Ao picar um hospedeiro vertebrado, mosquitos do género Anopheles injetam através
da saliva dezenas de esporozoitos dando inicio a fase assexuada do ciclo da malaria. Os
esporozoitos entram na corrente sanguinea e posteriormente no figado, alojando-se nos
hepatocitos e iniciando um ciclo de reproducao assexuada. Uma caracteristica interessante dos
esporozoitos ¢ a capacidade de fazer traversing. Traversing ¢ passagem através de diversos
hepatdcitos antes da invasdo da célula em que o esporozoito sofrera mudanga de formato
(round up) e posterior desenvolvimento em merozoitos. E interessante que o proceso de
traversing acontece sem a formagdo de um vactolo parasitoforo, o que contrasta com o
processo de invasao do hepatocito para desenvolvimento em merozoitos (Mota et al., 2001).
Na fase hepatica, o P. vivax é capaz de se diferenciar em um estagio de dorméncia
denominado hipnozoito. Estas células podem reiniciar o desenvolvimento da fase hepatica e
causar sintomas clinicos da doenga no hospedeiro sem o contato com o mosquito (Krotoski,
1985).

Apoés a fase hepatica, milhares de merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea
dando inicio a invasdo dos eritrocitos € ao ciclo intraeritrocitico, com estagios de maturagao
bem definidos: anel (A), trofozoito (T) e esquizonte (E).

Apo6s a ruptura da célula hospedeira, os merozoitos que sdao liberados na corrente
sanguinea invadem os eritrocitos e recome¢am um novo ciclo. Alternativamente, hd a
diferenciacdo de alguns merozoitos que invadiram os eritrdcitos em gametocitos femininos e
masculinos, que formam gametas quando ingeridos pelo inseto, dando inicio a fase sexuada.
A fecundacao destes gametas d4 origem a um oocineto mdvel, que se aloja no intestino médio
do inseto e sofre divisdes reducionais formando esporozoitos. Os esporozoitos migram para as
glandulas salivares do mosquito onde serdo liberados durante a alimentagdo do mosquito
(Bannister et al., 2003) (figura 2).

Aspectos interessantes do ciclo de vida do Plasmodium tém revelado estratégias que
garantem o sucesso no desenvolvimento. Amino et al. (2006), acompanhando ao vivo e in

Vivo esporozoitos expressando GFP (Green fluorescence protein) revelaram a capacidade de
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algum esporozoitos adentrarem os vasos linfaticos do hospedeiro intermediario. Sturn et al.
(2006) demonstraram que durante o rompimento do hepatdcito os merozoitos hepatico sao
revestidos pela membrana do hepatdcito (merossomo), esta estratégia evita o reconhecimento
dos merozoitos pelas células de Kuppfer que patrulham os sinusoides hepaticos. Durante o
desenvolvimento intraeritrocitico, os eritrocitos infectados com P. falciparum apresentam
citoaderéncia nas células endoteliais, este mecanismo ¢ regulado por um conjunto de genes
(var genes) que expressam proteinas PfEMP (P. falciparum erythrocyte membrane protein)
(revisado de Rowe et al., 2009). A aderéncia no endotélio ¢ um mecanismo importante para
evitar que eritrocitos infectados passem pelo bago, orgdo capaz de remover eritrocitos
envelhecidos do sistema. Mais recentemente, Riglar et al. (2013) usando técnica de
microscopia tridimensional demonstraram a participa¢do dindmica de proteinas translocadoras
no vacuolo parasitéforo no processo de exportagdo de proteinas, inclusive a PEEMP, em P.
falciparum.

No mosquito, Rupp et al.(2011) reportaram que durante a ativagdo dos gametdcitos ha
formacao de filamentos no citossol do parasita contendo uma isoforma da actina 2, estes
filamentos formam uma estrutura tubular que permite uma comunicagdao célula-célula nos
estagios sexual do parasita dentro do sitema digestivo do inseto. Mais recentemente, Riglar et
al. (2013) usando técnica de microscopia tridimensional demonstraram a participagdo
dindmica de proteinas translocadoras no vactiolo parasitéforo no processo de exportacao de
proteinas, inclusive a PfEMP, em P. falciparum.

A fase intraeritrocitica do P. falciparum, que ocorre em um periodo de 48 horas, ¢ a
principal causa de morbilidade ¢ mortalidade para o hospedeiro, sendo esta fase um dos

principais alvos farmacolégicos no combate desta doenga.



27

Figura 2-Ciclo de vida do Plasmodium evidenciando os eventos que ocorrem no hospedeiro
invertebrado e vertebrado.

Hospedeiro definitivo Hospedeiro intermedidrio
_ Glandula salivar _‘T S
Hemolinfa ﬁ\ !
4
Mlgrasm-pomnﬂs
dnlasalivar L
Oocincto
maduro A4 -

Fonte: Baseado em Kappe et al.(2010).

1.2.1 Desenvolvimento sincronico da fase intraeritrocitica em Plasmodium

Na maioria das espécies de maldria que infectam mamiferos a transicdo entre os
estagios intraeritrocitico tal como as invasdes de novos eritrocitos sdo eventos altamente
sincronizados (Doerig et al.,1997). A periodicidade das febres, causada pela lise simultdnea
dos eritrocitos, ¢ a caracteristica mais marcante da infeccdo que geralmente ocorre em um
padrdo multiplo de 24 horas. A aparente simultaniedade de bilhdes de individuos do parasita
na corrente sanguinea pode representar uma importante e eficiente estratégia evolutiva para
escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro. O’Donnel et al. (2011) corroboraram com
esta hipotese ao reportar que a alteragdo do desenvolvimento sincronico de P. chabaudi
causada pela pertubacdo do ciclo claro/escuro do seu hospedeiro camundongo causa uma

diminuigao de até 50% na invasdo dos eritrocitos.
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A sincronia apresentada em varias espécies do género Plasmodium ¢é rapidamente
perdida em cultura indicando um possivel envolvimento de um sinal derivado do hospedeiro
(Trader, 1976). Hawking (1970) foi o primeiro a notar a semelhanca entre o ciclo da malaria e
um ritmo circadiano. Boyd (1929), trabalhando com um parasita de aves, reportou que
quando o hospedeiro era exposto a um ritmo invertido de claro/escuro o ciclo do parasita
também era invertido. Fendmeno similar foi observado em P. brazilianum (infecta macacos),
a alteracdodo ciclo circadiano do hospedeiro altera o ciclo intraeritrocitico deste parasita
(Taliaferro, 1934). Arnold et al. (1969) concluiram que a retirada da glandula pineal do
hospedeiro gera uma dessincroniza¢do do ciclo do parasita P. berghei. Esses experimentos
demonstraram que a sincronia do ciclo do parasita estd intimamente relacionada ao ritmo
circadiano do hospedeiro. Na busca de encontrar um sinal que desencadeassem mudancgas
circadianas em mamiferos e que poderia ser usado pelo parasitas da malaria, o hormdnio
melatonina surgiu como um forte candidato.

A melatonina participa na regulacdo do ritmo circadiano de muitos eucariontes,
incluindo vertebrados, invertebrados, plantas terrestres e dinoflagelados (Cassone et al.,1997).

Hotta et al. (2000), reportaram um aumento na propor¢ao de esquizontes em culturas
de P. falciparum tratadas com o horménio melatonina. Neste mesmo trabalho reportaram que
parasitas P. chabaudi (infecta camundongos) perde sua sincronia quando seu hospeiro ¢é
pinealectomizados (remog¢ao da glandula pineal, local onde ocorre produgdo de melatonina).
Entretanto a sincronia ¢ restabelecida com a aplicagdo de melatonina exdgina. Este efeito ¢
abolido quando a melatonina ¢ aplicada na presenga do luzindole, uma antagonista que se liga
ao receptor de melatonina.

N-acetilserotonina, triptamina, serotonina (moléculas precursores da melatonina) e
N(1)-acetil-N(2)-formil-5-metoxicimuramina (AFMK, produto de degradacao da melatonina)
também sdo capazes de modular o ciclo intraeritrocitico do P. falciparum (Beraldo et al.,
2005; Budu et al.,2007).

Interesante que, in vitro, melatonina ndo ¢ capaz de modular o ciclo celular de P.
berghei e P. yoelii, dois parasitas de roedores que mostram um desenvolvimento

desincronizado in vivo (Bagnaresi et al.,2009).
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1.3 Sinalizagdo celular em Plasmodium

Para completar com sucesso o ciclo de vida, o parasita precisa perceber e se adaptar a
diferentes ambientes que incluem regides intra e extracelulares em hospedeiros
filogeneticamente muito distantes (Bannister, Mitchell, 2003). A percep¢do do ambiente ¢ um
fato fundamental para sobrevivéncia do parasita que conta com mecanismos de sinalizagdo
intracelular que ativam e modulam diversos processos que preparam o parasita a enfrentar

eficientemente as diferentes fases de desenvolvimento em seu ciclo.
1.3.1Maquinaria de sinalizacdo via Ca®*

O Ca’" ¢ um sinalizador intracelular muito versatil capaz de regular diversas fungdes
celulares diferentes (Berridge et al., 2003). Ele ¢ capaz de agir em milissegundos na exocitose
de vesiculas sinapticas ou ao longo de horas, no caso da regulacao da expressao génica. Cada
tipo de célula expressa componentes da sinalizagio de Ca®" distintos, gerando sistemas
distintos de sinalizagdo (Berridge, 2003). Esses sistemas funcionam através da criacdo de
breves pulsos de Ca”" na célula, pelo controle do aumento e diminuicdo da concentracio de
Ca®" intracelular (figura 3).

Assim como qualquer célula eucariotica, o parasita da malaria mantém uma baixa
concentracdo citoplasmatica de Ca’” (Garcia, 1999) e pequenas variacdes deste fon sdo
capazes de modular importantes processos como a invasdo dos merozoitos nas células

vermelhas (Lew, Tiffert, 2007).
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Figura 3-A sinalizagio por Ca*’e sua homeostase.

Agonista W W N ¥

Membrana Plasmatica

O estimulo (agonista) se liga receptor (R) na membrana ativando uma fosfolipase C (PLC) formando
inositol trifosfato (IPs) que libera Ca*" de estoques intracelulares, no caso, do reticulo endoplasmatico.
Uma grande quantidade do Ca>" que entra liga-se a tampdes, uma pequena quantidade liga-se a
efetores que participardo efetivamente do processo de sinalizagdo celular. O sequestramento do Ca*"
citossolico pode consistir na expulsdo do Ca*" da célula através de canais uniporta, canais que trocam
sodio ou através do sequestro do Ca** pelo RE pela SERCA (Ca®* ATPase do reticulo
sarcoplasmatico). O Ca®" também pode ser sequestrado pela mitocondria através de uma uniporta e
entdo ser lentamente devolvido ao citossol para ser captado pelo RE ou ser bombeada para fora por
uma célcio-ATPase da membrana plasmatica. IP;R: receptor do inositol-1,4,5-trisfosfato, R- receptor
da membrana plasmatica. ECC: entrada capacitativa de Ca*".

Fonte: Baseado na revisdo de Berridge (2003).

Ha duas formas com a qual a célula pode mobilizar o Ca*": através da liberagio de
Ca®" em depbsitos intracelulares ¢ o influxo de Ca**do ambiente extracelular. A mobilizagdo
de Ca®" a partir de dep0sitos intracelulares é um mecanismo ubiquitario e um eveto essencial
para a transdugdo de sinal ativada por hormdnios e outros agonistas. Por outro lado, a
homeostasia deste ion precisa acontecer para a sobrevivéncia da célula, pois altas
concentragdes citosolicas de calcio mantidas por muito tempo provocam apoptose (revisado
de Berridge, 2009).

Diversos trabalhos tém mostrado evidéncias da existéncia de dois compartimentos

distintos de estoques de Ca**em Plasmodium (Biagini et al., 2003; Garcia et al., 1996; Varotti
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et al., 2003): reticulo endoplasmatico, sensivel a tapsigargina (thaps) que age inibindo a
SERCA (Sarco Endoplasmatic Reticulum Ca®’-ATPase), responsavel pelo bombeamento
deste ion para dento da organela e um compartimento acido caracterizado através do colapso
do gradiente de pH intracelular e consequente mobilizagio de Ca’" a partir do uso de
ionoforos Na'/H" (monensina) e K'/H " (nigericina).

Na fase intraeritrocitica o parasita enfrenta um desafio para utilizar o Ca*'para a
sinalizagdo, pois se encontra separado do meio externo que contém concentragdes milimolar
de Ca®", pela membrana do vactolo parasitoforo, pelo citossol e pela membrana da hemacia.
Gazarini et al. (2003) demonstraram que o vacuolo parasitoforo, espaco existente entre a
membrana do parasita ¢ a membrana do vacuolo parasitoforo (MVP) é rico em Ca’",
sugerindo que durante a invasdo as bombas de Ca”" da membrana plasmatica do eritrcito
passam a fazer parte da MVP e bombeiam Ca’" para o vacuolo parasitoforo. O Ca’>" ¢é
importante para a ativagdo de algumas enzimas no parasita, como a PKB (proteina quinase do
tipo B), ativada por célcio-calmodulina (Vaid, Sharma 2006; Vaid, Sharma 2008) e cisteino-
proteases (Farias et al.,2005).

Muitos componentes basicos para uma classica sinalizagdo dependente de Ca’®’ ja
foram caracterizados em Plasmodium e outros Apicomplexas (filo que inclue o género
Plasmodium) incluindo: quatro sequéncias putativas de receptores heptaélicos (Madeira et al.,
2008); proteina-G, inferida pela interferéncia que a toxina colérica e pertunica causam na
gametogénese em P. falciparum além das sequéncias de isoenzimas similares a PLC3 em
Plasmodium e Toxoplasma (Fang et al., 2006; Gardner et al., 2002). Além do mais, bombas
Ca’"-ATPases como SERCA e proteinas que regulam excesso de Ca’’ ja foram identificadas
(Billker et al., 2009; Dvorin et al., 2010; Koyama et al., 2009; Nagamune et al., 2006; Vaid et
al.,2006; Vaid et al.,2008). Estes trabalhos indicam a clara importancia que a regulagdo e a
homeostase de Ca*" neste grupo.

Entretanto, apds mais de uma década do sequenciamento do genoma do P.
falciparum, componetes importantes na sinalizagio dependente de Ca®" ainda nio foram

identificados, dentre eles, destacam-se a proteina-G e o receptor de IPs.
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1.3.2Via de sinalizagdo induzida pela melatonina em Plasmodium

A melatonina ¢ um composto lipofilico e, portanto, pode-se difundir livremente
através de membranas bioldgicas ¢ bem como na barreira hematoencefalica. Nos animais, a
via biossintética utiliza serotonina como precursor, possuindo dois passos que envolvem: N-
acetilacdo (formando o N-acetil-serotonina) e¢ O-metilacdo (formando a melatonina). A
enzima N-acetil-transferase ¢ produzida constitutivamente na glandula pineal, porém, devido
a agdo inibitoria da luz, a noite sua producdo aumenta 20 a 100 vezes (Reiter, 1991;
Vanecek, 1998). Este fato implica que o parasita Plasmodium recebe um pico deste hormonio
durante o ciclo escuro do hospedeiro.

Hotta et al. (2000), ao explorarem as vias de sinalizacao ativada pela melatonina em P.
chabaudi e P. falciparum, reportaram que este horménio induz a liberagdo de Ca*" citossolico
tanto na presenca quanto na auséncia de Ca”" extracelular, sugerindo a participagdo de Ca®"
nos compartimentos intracelulares. Porém, a mobilizacao de Ca’" é abolida na presenca da
droga U73122 (um inibidor de fosfolipase C) e luzindol (um antagonista dos receptores de
melatonina). Este trabalho ¢ uma evidéncia de que a melatonina atua por uma via de
sinalizagio dependente do IP; em Plasmodium. A mobilizacio de Ca’’ induzida pela
melatonina ndo ¢é observada em P. berghei e P. yoelii (espécies cujo ciclo ndo é modulado
pela melatonina) (Bagnaresi et al., 2009).

Beraldo et al. (2005) reportaram a interagao da via de sinalizagdo de entre os segundos
mensageiros Ca’” ¢ AMP, . Neste trabalho, foi demonstrado que em P. falciparum a
melatonina aumenta os niveis de AMP,, efeito bloqueado com a adicao do U73122 (inibidor
da PLC) e por um quelante intracelular de céalcio (BAPTA). A adicdo de 6-BZ-cAMP
(andlogo permeavel do AMP,.), um ativador classico da proteina PKA (fosfo quinase A),
aumenta as concentragdes de Ca’" citossolico que culmina na modulagio do ciclo. O bloqueio
da PKA abole o efeito na modulacdo do ciclo induzida pela melatonina. A PKA, também
conhecida como proteina quinase dependente de AMP. ¢ um importante mediador na
fosforilagdao de proteinas e estd envolvida na regulagdo de canais de anions e na invasdo de
eritrocitos em Plasmodium (Leykauf et al., 2010, Merckx et al., 2008). Em adi¢do, Fariaset
al. (2005) reportaram que uma cisteina protease também ¢ ativada por célcio e melatonina.

Levano-Garcia et al. (2010) demonstraram que a mobilizacdo de Ca’" induzida pela
melatonina em eritrocitos infectados com P. falciparum nos estagios trofozoito (T) e

esquizontes (E) ¢ sustendada na presen¢a de nucleotideos ATP e UTP. Esta mobiliza¢do de
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Ca®" ¢ abolida quando se remove o Ca®" extracelular, sugerindo a participagdo de um receptor
de ATP que atua como canal de Ca*".

Koyama et al. (2012) investigaram a participacdo de uma proteina quinase (PfPK7) na
sinalizagdo mediada pela melatonina em P. falciparum. Neste trabalho, foi demonstrado que
P. falciparum nocautes para o gene PfPk7 (PfPK7’) tem mobilizagdo de Ca*" induzida pela
melatonina diminuida comparado com parasitas selvagens e nio tem seu ciclo regulado pela
melatonina, entretanto a expressdo epissomal do gene PfPK7 nos parasitas PfPK7
restabeleceu a capacidade destes parasitas em ter seu ciclo modulado pela melatonina. Este
trabalho demonstra a importancia dos eventos de fosforilagdo na via de transducao de sinal
estimulada pela melatonina. Interessante ressaltar que a o nocaute do gene PfPK7 reduz o
nimero de merozoitos produzidos na esquizogonia diminuindo a parasitemia na fase
intraeritrocitica, além de bloquear a formacdo dos oocistos no trato intestinal dos mosquitos
(Dorin-Semblat et al., 2005).

O sistema ubiquitina/proteossomo (UPS) ¢ uma via de degradagdo de proteinas que
desempenha diversos papéis no ciclo celular, regulagdo de transcricao e transducdo de sinal
em eucariotos (Hershko et al., 1998). Koyamaet al. (2012) ao medirem a transcrigdo génica de
14 genes que codificam componentes do UPS em P. falciparum, reportaram que este sistema
era positivamente regulado em parasitas tratados com melatonina, este efeito era abolido
quando melatonina era adicionada com luzindol. Usando a mesma técnica, Koyama et al.
(2012) demonstraram que melatonina nao foi capaz de regular os componentes do sistema
UPS em parasitas PfPK7". Este trabalho demonstra a importancia dos eventos de fosforilagao
¢ a participagdo do UPS na transdugdo de sinal em P. falciparum.

Em vertebrados, a melatonina ¢ capaz de regular genes dependentes do fator de
transcricdo NF-YB (Nuclear transcription factor subunit beta), estes genes estao associados a
expressao de enzimas antioxidantes e fatores inflamatérios (Tomas-Zapico et al., 2005). Lima
et al. (2013) usando PCR em tempo real e western blot reportaram que melatonina e 6-BZ-
AMP, regulam o fator de transcricado CCAAT-box DNA binding protein subunit B (PINF-YB,
numero de acesso PF11 0477) em P. falciparum. Este trabalho demonstrou que a
ubiquitinagdo da PfNF-YB ¢ estimulada pela melatonina e que o uso do bortezomide
(inibidor do UPS) ¢ capaz de regular a expressdo do PINF-YB.

Em humanos, os receptores de melatonina MT1 e MT2 estdo geralmente associados a
proteina Ga,; (Jockers et al., 2008) mediando as respostas celulares via inibi¢do da AMP, e
PKA. Entretanto, os receptores de melatonina também podem se associar & proteina G que

provoca a ativagao da PLC e geracdo de IP; (Brydon et al., 1999; Lai et al., 2002; Steffens et
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al., 2003), inclusive em melanocitos de Xenopus (Mullins et al., 1997) e dinoflagelados (Tsim
et al., 1997). A auséncia de uma proteina G indentificada no genoma de Plasmodium sugere
que a identidade do receptor de melatonina em P. falciparum seja distinta do hospedeiro
humano.

A sinalizag¢do induzida pela melatonina no Plasmodium (Figura 4) tem contribuido
para revelar os mecanismos fisiologicos que permitem estas células regularem seu ciclo de

vida além de revelar potenciais alvos no compate a malaria.

Figura 4-Via de sinalizagdo de melatonina em Plasmodium.

Mel: Melatonina, R: receptor, G: proteina-G, PLC: fosfolipase C, RE: reticulo endoplasmatico, IP;R:
receptor de IP;, PK7: proteina quinase 7, AC: adenilato ciclase, PKA: proteina quinase A, CA:
vacuolo acido, ;AMP: adenosina monofosfato ciclica, PK7: proteina quinase 7, UPS: sistema
ubiquitina/proteossomo e PINF-YB: CCAAT-box DNA binding protein subunit B.

Fonte: Baseado nos dados de: Beraldo et al. (2005); Beraldo et al. (2007); Farias et al. (2005);
Gazarini et al. (2003); Hotta et al. (2000); Passos et al. (1998); Koyama et al. (2012); Lima et al.
(2013); Varotti et al. (2003).
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1.4 TInositol 1,4,5-trifosfato (IP3)
1.4.1 IP; e metabolismo

A aboligio da mobilizagio de Ca®" induzida por melatonina pela droga U73122
(Beraldo et al.,2005) em Plasmodium sugere a existéncia de uma classica via de sinaliza¢do
baseada no mio-inositol 1,4,5-trifosfato (IPs).

IP; é um segundo mensageiro ubiquitario que regula a atividade do Ca®" citossolico.
Muitos trabalhos levaram a suspeita do IP; como segundo mensageiro. Hokin et al. (1953)
demonstraram que a formagdo de fosfatidilinositol (PI) era estimulada por agonistas externos
a células. Michell (1975) foi o primeiro a propor que a hidrolise dos lipideos de membrana era
capaz de mobilizar Ca®’, esta hipotese foi validada pelo Berridge et al. (1979) ao estudar
mobilizacdo de *Ca’" em glandulas de insetos. Berridge (1983) sugeriu que o IPs era o fator
solivel que causava a mobilizacio de Ca’" em compartimentos intracelulares, mas foi o
trabalho de Streb et al. (1983) que demonstrou diretamente a fungdo do IP; como segundo
mensageiro ao estudar a mobilizacio de Ca®'induzida por concetracdes micromolares de IP;
em células acinares pancreaticas permeabilizadas. Neste trabalho, a mobilizacdo de Ca*" era
originada de compartimentos ndo mitocondriais.

A formacdo do IP; na célula envolve desde a captacdo do inositol que ¢ inserido nos
fosfolipideos especificos na membrana. A via metabolica mais simples e a mais bem estudada
em mamiferos envolve ativagdo da fosfolipase C beta (PLCP) mediada por receptor na
superficie da membrana plasmatica acoplada a proteina G. PLCP cliva o fosfatidilinositol-
(4,5)-bifosfato (PIP;) formando 1,2-diacilglicerol (DAG) e IP; (Woodcock, 1996). DAG
ativa varios isdmeros de proteina quinase C (PKC) enqunato que o IP; tem a importante
fungdo na liberagdo de Ca** de compartimentos intracelulares (Berridge, 1987) (figura 5).

Como qualquer segundo mensageiro, o IP; tem vida curta dentro da célula e seu rapido
metabolismo ocorre por duas vias: remoc¢ao do fosfato na posi¢do 5 do anel inositol pela
enzima inositol polifosfato 5-fosfatase (IPs-fosfatase) que resulta na formagao do IP, € um
fosfato inativo. O [P, € posteriormente desfosforilado para inositol monofosfato que pode ser
reciclado para formar novos fosfatidilinositois (PI), a segunda via ¢ a fosforilagdo do IP; pela
enzima [P3(1,4,5) 3- quinase, que ¢ dependente de ATP, resultando na formacao de 1P, (Irvine
et al, 1986). O IP4 pode ser rapidamente metabolizado para IP; pela mesma enzima que

desfosforila IP; para formar IP; (Pattni et al., 2004).
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O IP, também participa na mobilizagdo de Ca*" em células de mamiferos (Irvine et al.,
1999). Diversos trabalhos reportaram que a presenca do IP4 permite a mobilizagio de Ca*’
induzida por IP; de compartimentos diferentes do RE (Cullen et al., 1995; Irvine et al., 1999).
Estes trabalhos sugerem ao IP, um papel de potencializador na mobilizagdo de Ca*" induzida
por IP;. Uma possivel explicacdo para este fendmeno € o papel protetor que o IP4 exerce
sobre IP; uma vez que o 1P, se liga a IPs-fosfatase aumentando o tempo de vida util do IP3
(Hermosura et al., 2000).

Os fosfatidilinositois IPs e IPs também estdo presentes nas células de mamiferos
(Hughes et al., 1990). Porém as concentragdes IPse IPs ndo se alteram com a agdo de agonista
sugerindo que a formagao dos fosfoinositois acima de 4 fosfatos ndo se origina da fosforilagao
do IPs e IP4 (Heslop et al.,1985).

O surgimento dos fosfatidilinositdis (PI) foi um evento antigo na evolucao, este ¢
encontrado desde bactérias (actionobactérias), Apicomplexas, fungos, plantas verdes e
metazoas (revisado de Irvine, 2005). Acredita-se que o uso desta via com finalidade de
sinalizagdo ativada por um receptor de membrana culminando na produgdo de IP; e DAG

através de uma PLC tenha sido um evento mais recente (Michell, 2008).
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Figura 5-Esquema classico da formagao e degradagdo do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e sua
fun¢dao como segundo mensageiro.

Meio extracelular

Inositol

Passo metabolico 1: incorporagdo do inositol no lipede CDP-diacilglicerol (CDP-DAG) catalisada pela
enzima fosfatidilinositol sintase formando fosfatidilinositol (PI). Passo 2: formacao do
fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP) catalisada pela enzima fosfatidilinositol quinase (PI4K). Passo 3:
formacdo do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) a partir da fosforilagdo do PIP pela enzima
fosfatidilinositol 4-fosafato 5-quinase (PIPKI). Passo 4: PIP, é clivado pela enzima fosfolipase C
(PLC) formando inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) e diacilglicerol DAG. O IP; ¢ soluvel e se liga ao
receptor de IP; (IP;R) localizado no reticulo endoplasmatico causando a abertura do canal que culmina
na liberagao de Ca®". Passo 5: o IP; é desfosforilado pela enzima inositol polifosfato 5-fosfatase (IPs-
fosfatase) formando inositol 1,4-bifosfato (IP,). Passo 6: formacao do inositol 1-monofosfato (IP;) a
partir do IP, catalisado pela enzima inositol polifosfatase 1-fosfato. Passo 7: formagdo do inositol a
partir do IP; pela enzima inositol monofosfatase. Passo 8: formacao do inositol 1,3,4,5-tetrafosfato a
partir do IP;catalisada pela enzima inositol 1,4,5-trifosfato 3-quinase (IP; 3- KI).

Fonte: Baseado no Berridge, (1987); Irvine et al. (1986); Michell, (1975); Streb et al. (1983);
Woodcock, (1996).
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1.4.2 Caged-IP;

O conhecimento das propriedades da molécula de IP; em sistemas biologicos permitiu
desenvolver ferramentas farmacolégicas usadas para investigar a resposta de Ca>" induzida
via IP; através de IP; sintéticos. IP; ¢ uma molécula com cargas hidrofilica sendo
impermeaveis as hidrofobicas membranas plasmaticas (Dakin et al., 2006). Esteres lipofilicos
associados ao IP; e andlogos tém sido usados para facilitar a entrada ndo invasiva deste
segundo mensageiro nas células (Li et al., 1997). A concentragdo extracelular de Ca®" é em
geral 10000 vezes maior que a concentracio de Ca’’ intracelular, qualquer manipula¢io
invasiva a membrana pode facilmente pertubar a homeostase de Ca®" na célula.

O caged-IP; ¢ um composto sintético produzido a partir do mio-inositol, que ¢
permeavel a membrana gragas a adi¢ao de esterases e possui uma molécula 4,5-dimetoxi-2-
nitrobenzil (molécula fotosensivel ao UV que impede a ligacao do IP; ao dominio de ligagao
do IP;R) (Hirata et al., 1993). O estimulo do caged-IP; com a luz ultravioleta (UV) libera um
IP3; com as mesmas propriedades do IP; celular, ou seja, ele ¢ passivel de ser degradado ou de

se ligar ao receptor de IP; (figura 6).

Figura 6-Esquema do processo de fotoliberagao do caged-IP;.
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Em A: caged-IP; antes de entrar na célula. Retangulo vermelho evidencia o grupo metil propioniloxi
(PM) que confere a lipossolubidade ao composto. B: Estrutura do caged-IP; apos ataque das esterases
que removem o grupo PM. O retangulo azul evidencia o grupo 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzil (DMNB)
que ¢ fotossensivel ao UV e impede a ligacdo do IP; ao receptor e a ligacdo das enzimas que degradam
IP; . C: Estrutura do IP; livre pelo pulso de luz UV, quadrado verde evidencia o pequeno grupo
metoximetileno que evita o ressonancia dos fosfatos no anel inositol evitando a formacao de
insomeros de IP;.

Fonte: Modificado de Dankin et al. (2006).

O caged-IP; ¢ uma ferramenta muito Util, pois permite estimular diretamente o

receptor de IP; (IPsR) sem a necessidade de agonistas.
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A fotoliberacdo do IP; a partir do caged-IPs ja foi usada para estudar a dindmica de
mobilizagdo de Ca®" em diversos modelos biologicos: neurdnios humanos (Stork et al., 2010),
células de musculo liso (Rainbow et al., 2009), oocisto de Xenopus (Smith et al., 2009),
plantas (Monteiro et al., 2005) e no Trypamosoma brucei (Huang et al., 2013).

1.4.3Evidéncia da via metabolica de fosfatidilinositol e do IP;em Plasmodium

O surgimento dos diversos fosfatidilinositois (PI) foram eventos antigos na evolugdo e
o uso desta via ativada por um receptor de membrana culminando na produgdo de segundos
mensageiros como [P; e DAG tenha sido um evento derivado (Michell, 2008).

Nos Apicomplexas j4 foram caracterizados genes que codificam as enzimas
fosfatidilinositol quinase (PI4K) e fosfatidilinositol 4-fosafato 5-quinase PIPKI (Gardner et
al., 2002; Wengelnik et al., 2007) ¢ uma enzima PLCS foi clonada de Toxoplasma gondii,
porém esta apresentou melhor atividade na presenca de PI como substrato ao invés da PIP,
(Fang et al.,2000).

J& foram caracterizadas a sintese de varios fosfatidilinositois de membrana derivado do
PI em P. falciparum durante a fase intraeritrocitica (Elabbadi et al.,1994; Gerold et al.,1994).
Vaid et al. (2010) reportaram que na fase intraeritrocitica o P. falciparum exporta a enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (enzima que usa PI como substrato para produzir um tipo de PIP
que ndo ¢ substrato para formacdo do PIP,) para o eritrocito e este desempenha funcao
importante no transporte de hemoglobina para o parasita. Fosfatidilinositois sdo moléculas
versateis que podem sofrer fosforilagdo em diferentes pontos do anel inositol gerando uma
variedade de fosfoinositois de membranas com fun¢des bem distintas, tal como conferir
estabilidade a membrana plasmatica e vesiculas (Koga et al.,2007).

Glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma classe de glicolipides formadas por PI ancora a
proteina e aclcares na membrana e possui importante papel na patogenicidade da malaria
(Gerold et al.,1994). No desenvolvimento intraeritrocitico, o Plasmodium produz proteinas
como MSP1 (merozoite surface protein 1) e MSP2 (merozoite surface protein 2) que sdo
ancoradas na membrana com envolvimento do diacilglicerol DAG) (Haldar et al.,1986;
Holder et al.,1985). Interessante que nenhuma GPI em Plasmodium parece ser afetada com
tratamento da PLC (Gerold et al.,1994), porém foi reportado que a incubacdo da PLC de
Staphylococcus aureus em merozoitos e esquizontes é capaz de induzir a atividade de uma

proteina de membrana de 76kDa.
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Schofieldet al. (1993) sugeriram que GPI do P. falciparum sdo os compostos
dominates pela patogenicidade da malaria. Esta idéia vem do fato que GPIs tém abilidade de
induzir TNF-a, IL-1 e IFN-y em macréfagos e causar sintomas graves de maldria como
hipoglicemia. GPIs também sdo capazes de induzir 6xido nitrico sintdse e aumentar a
expressdo de moléculas adesivas como ICAM-I, VCAM-1 e E-selectin na superficie das
células endoteliais através da ativacdo da PKC (proteina quinase C) e PYK (proteina tirosina
quinase) (Schofield et al., 1996; Tachado et al.,1996).

Olszewskiet et al. (2009), ao estudar os metaboldmicos encontrados durante a fase
intraeritrocitica de P. falciparum, reportaram um aumento de mio-inositol. Este dado
corrobora o trabalho de Elabbadi et al. (1994) que reportaram a exiténcia da enzima mio-
inositol 3- fosfatidil transferase (enzima que forma fosfatidilinositol tendo mio-inositol como
substrato) em P. knowlesi. Este mesmo grupo mostrou que eritrocitos infectados com P.
knowlesi e P. falciparum sio capazes de sintetizar PIP.

Elabbadi et al. (1994) ao adicionarem ionomicina (iondforo de Ca*") em eritrocitos
infectados com P. falciparum que incorporaram [H*]-inositol monofosfato na presenca de
cloreto de litio (um inibidor da desfosforilacdo do IP3), verificaram um actimulo de IP, IP; e
IP; marcados. Os eritrocitos de mamiferos contémas quinases necessarias para formar PIP, a
partir do PI (Allan, 1982), entretanto eritrocitos ndo infectados com Plasmodium apresentam
uma baixa renovacdo de seu PIP, além de outros lipides de membrana (Van Deenen et
al.,1975), A renovagdo do PIP, é aumentada quando o eritrocito ¢ invadido pelo Plasmodium
(Vial et al.,1990).

A fungdo do IP; como segundo mensageiro em Plasmodium foi sugerida no trabalho
de Martin et al. (1994) que demonstraram aformagdo de IP; e DAG marcados durante o
processo de exflagelagdo em gametdcitos de P. falciparum.

Passos et al. (1998) demonstraram que P. chabaudi isolados e permeabilizados no
estagio de trofozoito liberam Ca®" com a adi¢io do segundo mensageiro IPsexégeno. A
origem do Ca*'induzida pelo IP; provinha de dois compartimentos distintos: um sensivel a
tapsigargina (reticulo endoplasmatico) e um sensivel a cloroquina (compartimentos acidos).
Este foi o primeiro trabalho a relacionar diretamente a mobilizacdo de Ca*" com o 1Ps.
Entretanto, devido a incapacidade do IP; de atravessar a membrana, esta mobilizagdo de Ca*
nao pode ser testada no ambiente natural do parasita (dentro do eritrdcito) e nem com a
membrana celular do parasita integra.

Como descrito anteriomente, Hotta et al. (2000) reportaram que o hormdnio

melatonina induz mobilizagdo de Ca**em P. chabaudi e P. falciparum sendo que esta resposta
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¢ abolida na presenca do inibidor de fosfolipase C, adicionando uma importante evidéncia
farmacologica do uso da via dependente de PLC/IP;.

Raabe et al. (2011) estudaram gametdcitos P. berghei transfectados com uma
construcdo que gera uma sonda fluorescente que se liga ao PIP,. Quando o PIP; fluorescente ¢
clivado pela PLC, o dominio fluorescente permanece ligado ao IP;. Neste modelo, ao
estimular a atividade da PLC deste parasita com acido xanturénico, este grupo reportou um
deslocamento da fluorescéncia da membrana para o citoplasma, um padrao de deslocamento
esperado para a fungdo do segundo mensageiro IP;.

Enomoto et al. (2012) demonstraram uma inibigio da mobilizagio espontinea de Ca*"
em P. falciparum com o uso da droga 2-aminoetil difenilborinato (2-APB), um inibidor do
receptor de IP;. Esta inibicdo causou a morte dos parasitas no estdgio intraeritrocitico
indicando a importancia desta via de sinalizacao no parasita da malaria.

O conjunto destes trabalhos demonstra que Plasmodium usa a via de sinalizagdo
mediada por IP;. Entretanto, falta caracterizar um componente basico para o funcionamento

desta via: o receptor de IP;.

1.5 Receptor Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R)

Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR) sdo canais intracelulares de Ca®* que tém
funcdo critica na geracdo do sinal de Ca’" que acompanha as células estimuladas com
diferentes tipos de agonistas (Berridge, 1993). A abertura dos IPsR depende da ligagao com o
segundo mensageiro IP; e do Ca”" no sitio do receptor que estd voltado ao citossol (Smith et
al. ,2009). Todas as cé¢lulas nucleadas de mamiferos contém uma ou mais das trés isoformas
do IP;R (IP;R tipo I, tipo II e tipo III) (Joseph et al.,2005) enquanto que em invertebrados
possuem somente uma isoforma do IP;R (Baylis et al., 2012).

Em vertebrados, a proteina que forma o IP;R tem aproximadamente 2700 residuos,
mas para que receptor fique funcional esta proteina tem que formar um homotetramero
(Taylor et al., 1999). Os IPsR geralmente sdo organizados em trés partes: um dominio de
ligacdo com IP; na regido N-terminal (regido que efetivamente se liga ao IP3), o dominio do
canal localizado na regido C-terminal (onde se localizam as regides transmembranicas para o
acoplamento do receptor na membrana) e um dominio regulatorio/acoplamento na regido
intermediria que possui sitios de ligacdo a diversas moléculas como PKA, calmodulina, ATP

e Ca’" (Patel et al., 1999).
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Além do sitio de ligacdo ao IP3, o IP3R apresenta ao menos dois sitios de ligagdo com
Ca®’, estes sitios ajudam a regular a sensibilidade deste receptor ao IP; permitindo um melhor
controle na homeostase de Ca”", por exemplo, o Ca*" em baixas concentra¢des ¢ capaz de
estimular IP;R do tipo I e inibir 0 mesmo receptor em altas concentragdes (Taylor et al.,
2002). Além do Ca®", os IPsR podem ser regulados por eventos de fosforilagdo ou associagdo
a outras proteinas gracas aos estimulos de sinais intracelulares como AMP., ATP e
intermediarios da via glicolitica (Foskett et al., 2007).

Os receptores de rianodina (RyR) pertecem a uma familia de canal de Ca’’que
compartilha caracteristicas com o IP3;R: localizam-se no RE, possuem 3 isoformas em
mamiferos, o canal é formado por um complexo homotetramero, pode ser regulado por Ca’",
PKA e calmodulina além de possuir um poro i6nico muito similar ao IP; (revisado de Van
Petegem, 2012). Entretanto os RyR ndo se ligam ao IP; e sim ao segundo mensageiro ribose
ADP ciclica (cADPR) (Chini et al., 2002). IP;R e RyR compartinham uma historia evolutiva
em comum (Mackrill, 2012) e revela parte da diversidade dos canais de Ca*".

O conhecimento das propriedades e sitios de ligagao do IP3R em vertebrados permitiu
algumas estratégias para construcao de sensores € moduladores de IP;. Uchiyama et al. (2002)
clonaram um dominio de ligacdo modificado do receptor de IP; de camundongo, construgao
denominada IPs;-esponja, capaz de se ligar a molécula de IP; produzido pela célula,
competindo com os receptores nativos de IP;. Esta constru¢ao ¢ uma ferramenta molecular
importante uma vez que permite observar o que ocorre com a dindmica de Ca’" quando se
limita a disponibilidade deste segundo mensageiro.

Outra construcdo interessante para monitoraro IP;, ¢ um sensor de IP; conhecida com
pelo nome IRIS (nome dedicado ao deus grego do arco-iris). O IRIS ¢ baseado no dominiode
ligacaodo receptor de IPs tipo 1 em camundongos que foi inserida entre duas proteinas (Venus
e ECFP) que emitem luz em comprimento de onda especifico quando ficam préximas
(sistema FRET). O IRIS atua como um sensor intracelular de IP; e ndo compete fortemente

com [P;R comparado ao IP;-eponja (Matsu-ra et. al.,2006).
1.5.1Busca pelo receptor de IP; em Plasmodium
O receptor de IP; estd bem caracterizado em vertebrados e diversos grupos de

invertebrados. O conhecimento da sequéncia dos receptores destes grupos ¢ largamente usado

como sondas na busca que envolve técnicas de bioinformatica.
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Prole et al. (2011) usaram as regides conservadas dos receptores de IP; e do receptor
de rianodinaem mamiferos, em particular a regido do poro responsavel pela condutividade
i0nica, para realizarem um BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) nos genomas de
diversos parasitas: P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium
parvum, Babesia bovis, Leishmania infantum, Trypanosoma brucei, T. cruzi, Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis e Schistosoma mansoni. Porém, este
trabalho ndo encontrou nenhum gene candidato para receptor de IP; nos parasitas do grupo
dos Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma e Babesia).

A despeito das evidéncias de que o Plasmodium usa IP; como segundo mensageiro, os
dominios conservados do IP;R em animais (tal como dominio de ligacdo ao IP3) ndo sdo
encontrados no genoma de Plasmodium, indicando que no Apicomplexa estes receptores
sejam mais similares com as plantas (Nagamune et al., 2006).

Quanto a caracterizacao do PR, as plantas terrestres estdo em uma situagdo similar a
de Plasmodium e outros Apicomplexas. Ha evidéncia de que receptores de IP; participam na
sinalizagdo de Ca”" estimulada por 4acido abscisico (Meimoun et al., 2009). Lin et al. (2004),
usando a técnica de microarray, tentaram identificar genes relacionados a via de sinalizacao
por inositol, entretanto os candidatos apontados pela técnica nao atuam como IPs;R em
plantas. O uso do BLAST tendo como sonda a regido de ligagdo do receptor de IP; em
camundongos nao revelou nenhum candidato no genoma de diversas plantas (Krinke et al.,
2007).

Hirata et al. (1990) desenvolveram uma coluna de cromatografia de afinidade ao IPs.
Sintetizando um composto analogo ao IP; ( 2-O-[4-(5-aminoetil-2-hidroxifenilazo) benzoil]-
1,4,5 tri-O-fosfo-mio-inositol ) capaz de se ligar a uma coluna de sefarose (5-carboxipentil-
sefarose), este grupo foi capaz de purificar proteinas que tem afinidade ao IP; como IPs-
fosfatase e IP; 3- KI. Kishigami et al. (2001) utilizaram uma coluna similar para purificar
proteinas do extrato de células do olho de polvo Todarodes pacificus que se ligavam ao IP;,
Com esta técnica, este grupo conseguiu identificar uma fosfolipase C (PLC) em T. pacificus.

Uma vez que as ferramentas de bioinformatica ainda ndo apontaram canditatos para
receptor de IP; em Plasmodium, o uso de uma coluna de cromatografia de afinidade ao 1P
pode trazer resultados interessantes na identificagdo deste receptor em Apicomplexa e em

plantas.
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1.6 Digestdo da hemoglobina em Plasmodium e os efeitos toxicos da formagdo da hemina

Durante o ciclo intraeritrocitico do Plasmodium ocorre uma intensa endocitose de
hemoglobina como fonte de nutriente (Langreth, 1976).

Elliot et al. (2007) em um elegante trabalho, demonstraram que a absor¢do da
hemoglobina pelo P. falciparum abrange quatro processos distintos. Um deles descreve o
parasita engolindo o citosol da célula hospedeira (que deram o nome de "grande gole"). Além
deste, outros dois processos ocorrem de forma semelhante a uma endocitose (citdstoma) que
levam a formagdo de vesiculas pequenas ou vesiculas em forma de longos tubos finos. O
ultimo processo € semelhante a uma fagocitose e ¢ similar ao “grande gole”. A formagao do
citostoma constitui um servigo de transporte das vesiculas que finalmente entrega
hemoglobina parcialmente degradadas para o vacuolo alimentar. Estes estudos foram
conduzidos por meio de analise de microscopia eletronica de secdo fina no parasita em
diferentes estagios do ciclo intraeritrocitico.

A degradacdo bioquimica da hemoglobina dentro do parasita ¢ um processo
especializado e eficiente, mas isto gera a liberacdo da hemina (ferro protoporfirina IX).

Altas concentragdes de hemina livre promove um efeito detergente que danifica a
membrana celular (Schmitt et al., 1993) além de inibir uma ampla variedade de enzimas como
proteases ( Aft et al.,1983). Hemina em baixas concentragdes ¢ capaz de causar peroxidagao
lipidica (Graga-Souza et al.,2006). Além disto, a hemina e o proprio ferro presente nesta
molécula podem atuar como agente pré-oxidante danificando o DNA e promovendo a
decomposicao de perdxidos organicos (Van der Zee et al., 1996). A toxicidade da hemina ¢
uma das barreiras que Plasmodium precisa lidar para completar seu desenvolvimento

intraeritrocitico.

1.6.1Mecanismos de defesa contra hemina em Plasmodium

1.6.1.1Hemozoina e sua formacéao

O mecanismo de desintoxicagdo da hemina mais importante encontrado em
Plasmodium ¢ sua conversdo da hemina em hemozoina (3-hematina) (Sherman et al., 1965).
Em P. falciparum, a hemina ¢é sequestrada no vactiolo digestivo e polimerizada em estrutura
cristalina marrom escura denominada hemozoina, também conhecida como pigmento

malarico. Durante o ciclo intraeritrocitico, metade da hemoglobina presente no eritrdcito
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infectado é convertida em hemozoina (Moore et al.,2006) e em trofozitos de P. falciparum,
95% da hemina livre ¢ convertida em hemozoina (Egan et al., 2002).

A estrutura da hemozoina nas espécies de Plasmodium ¢ mantida por interagdes
iOnicas e ligacdo de hidrogénio entre os agrupamentos da hemina (Pagola et al., 2000). Ha
diversas propostas que explicam a formagdo da hemozoina em Plasmodium.

Os primeiros trabalhos que estudaram a origem da hemozoina em Plasmodium
sugeriram que esta era formada por hemoglobina parcialmente degradada e ndo indicavam a
presenca de nenhum catalisador além das enzimas responsaveis pela proteolise da
hemoglobina (Goldie et al., 1990).

Posteriomente, Slaler et al. (1992), na busca de um catalisador na formagao de
hemozoina, identificaram e caracterizaram uma proteina que apresentava uma atividade
“heme polimerase” dependente de temperatura e pH nos extratos de trofozito.

Entretanto Dorn et al. (1995) reportaram um processo auto catalitico, promovido por
uma hemozoina pré formada ao invés de uma enzima. Neste trabalho os autores
demonstrarama formagdo da hemozoina em amostras livres de proteina e que a adicdo de
diversas proteases ndo alterava a formagao deste cristal.

Bendrat et al. (1995) sugeriram a participacao de lipidios de membrana na formagao
da hemozoina, indicando que o processo auto catalitico proposto no trabalho de Dorn et al.
(1995) era causado pela contaminagao destes lipideos na amostra.

Entretanto a participacdo de proteinas ricas em histidina também foi reportada como
importantes componentes no processo de formagdo da hemozoina em P. falciparum (Sullivan
et al., 2002). Em especial a proteina HRPII, abundante em P. falciparum, capaz de induzir a
formagdo de hemozina in vitro. Esta proteina tem a capacidade de se ligar a varias moléculas
de hemina gragas a interagcdo com o aminacido histina (Choi et al., 1999), induzindo assim a
formagdo do cristal por facilitar a formagdo de dimero de hemina (Pandey et al.,2003).

Muitos trabalhos contestaram a importancia das proteinas ricas em histidina no
processo de polimerizagdao da hemina. Papalexis et al. (2001) reportaram que apenas uma
quantidade pequena da HRPII eram encontradas no vactolo digestivo. Pandey et al. (2003)
reportaram que somente a presenca da HRPII in vitro nd3o aumentava a velocidade de
formacao da hemozoina de forma compativel in vivo sugerindo a importancia da interagdo
desta proteina com lipideos. Interessante que os parasitas P. berghei e P. vivax ndo possuem a
proteina HRPII, porém sdo capazes de formar hemozoina.

Jani et al. (2008) reportaram a existéncia de uma proteina (nimero de acesso no

Plasmodb: PF14 0446) conservada em Plasmodium capaz de converter hemina em



46

hemozoina no vactolo digestivo, sugerindo esta proteina como alvo interessante para
tratamento contra malaria.

O bloqueio da formagdo da hemozoina é o principal alvo das terapias antimaldricas
(Rathore et al., 2005). Drogas importantes como cloroquina e artemisinina atuam na formagao

da hemozoina embora a natureza bioquimica desta inibi¢do ainda seja alvo de investigacao.

1.6.1.2Heme oxigenase (HO)

A degradacdo da hemina a biliverdina (BV), catalisada pela enzima heme oxigenase
(HO) ¢ a via principal para o catabolismo de hemoproteinas em mamiferos e também ¢ uma
estratégia para lidar com a toxicidade da hemina (Docherty et al., 1984).HO ¢ encontrada em
todos os vertebrados, ¢ amplamente distribuida em insetos, ja foi indentificada em plantas,
cianobactérias, algas e em algumas bactérias patogénicas (revisado de Kikuchi et al., 2005).

A heme oxigenase ¢ capaz de clivar a hemina utilizando NADPH e O, na presenca de
P450 redutase, gerando biliverdina, CO e Fe’* (Schacter et al., 1972). A transformacdo da
hemina em biliverdina (BV), catalisada pela HO, envolve trés passos. No primeiro passo, a
hemina férrica ¢ oxidada a a-meso-hidroxihemina, com o uso de 2 elétrons cedidos pela P450
redutase ¢ uma molécula de oxigénio. O oa-meso-hidroxihemina ¢ entdo convertido a
verdohemina ferroso, em uma reagao que utiliza 2 elétrons, uma molécula de oxigénio e libera
CO. No passo final, o verdohemina ¢ convertido a biliverdina ferrosa, com consumo de 3
elétrons e mais uma molécula de oxigénio. O ion ferroso ¢ liberado, seguido da dissociagao da
biliverdina da enzima (Wang et al.,2003). BV ¢ entdo convertido em bilirrubina (BR) por uma
segunda enzima, a biliverdina-redutase (BVR) na presenga do NADPH que atua como doador
de elétrons (Docherty et al., 1984; Kutty et al., 1988).

Em humanos ha duas isoformas da HO (HO-1 e HO-2) expressas por genes diferentes,
mas com propriedades bioquimicas similares (McCoubrey et al., 1997). A HO-2 ¢é expressa
constitutivamente enquanto que a expressdao da HO-1 ¢ regulada por diversos fatores como
estresse oxidativo, citoquinas, metais pesados e hipdxia (Kikuchi et al., 2005). Esta regulagdo
confere uma importante fun¢ao na citoprote¢do em diversas células e tecidos.

Em grupos como répteis, aves, peixes e insetos a atividade da HO ¢é importante para
regular as concentra¢des de BV que ¢ usada diretamente na pigmentacao (Terry et al., 2002).

Em plantas e cianobactérias, a atividade da HO tem importante fun¢do na producao de
biliverdina 1Xa, composto chave para sintese de fitobilina que ¢ usado como sensor de luz

vermelha e infravermelha (Beale, 1991).
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Em algumas bactérias patogénicas, a atividade da HO tem como fungdo obter ferro
como nutriente a partir da hemina do hospedeiro além de regular a produgdo de toxinas
protéicas (Schmitt et al., 1993).

Okada (2009) reportou a existéncia de uma heme oxigenase em P. falciparum (PfHO),
numero de acesso PlasmoDB: PF10_0116. Okada (2009) demonstrou que a PfHO ¢ capaz de
converter hemina em bilirrubina na presenga de quelantes de ferro (ferrodoxina e de
ferroxamina). Este trabalho revelou uma propriedade interessante da PfHO: a capacidade de
converter hemina em biliverdina (atividade heme oxigenase) e biliverdina em bilirrubina
(atividade biliverdina redutase). O papel da PfHO foi considerada como mecanismo
secundario de lidar com o hemina livre (figura 7). No genoma de P. falciparum ndo foi
encontrado uma biliverdina redutase (BVR), enzima que converte a biliverdina (BV) em
bilirrubina (BR) (Gardner et al., 2002).

Sartorello et al. (2010) também demonstraram a atividade heme oxigenase da PfHO.
Entretanto, a afinidade da PfFHO com hemina (Kp 4+ 2uM ) foi considerada baixa comparada
a heme oxigenase (HO) de humanos (0.84+ 0.2uM) (Wilks et al., 1996) sugerindo uma baixa
eficiéncia em remover hemina no meio celular.

Kumar et al. (2008) demonstraram que os produtos de degradagao da hemina (BV e
BR), em concentra¢des micromolares, inibem o crescimento de P. falciparum no ciclo
intraeritrocitico pela formacao de espécies reativas de oxigénio. Este trabalho sugere que a
falta de uma via classica de detoxificagdo do heme a partir de uma HO ¢ uma forma de
protecdo contra os efeitos toxicos da BV e BR. Considerando este fato, ¢ notavel a capacidade
de P. falciparum de realizar a biossintese da hemina apesar da sua toxicidade (Sato et al.,
2004; Surolia et al., 1992). O genoma deste parasita codifica todas as enzimas necessarias
para a formagdo da hemina (Gardner et al., 2002), sugerindo um papel importante para a
hemina no ciclo do parasita.

P. berghei e P. yoelii ativam a HO do hepatdcito e o aumento da concentragao de BV
resultante da atividade HO do hospedeiro aumenta a parasitemia na fase hepatica (Epiphanio
et al., 2008). Este trabalho revelou que o parasita pode se beneficiar da heme oxigenase do
hospedeiro, uma vez que baixas concentra¢des de hemina evita processos inflamatdrios.

A atividade heme oxigenase e biliverdina redutase da PfHO ainda ¢ controversa.
Sigala et al., 2012, ao usarem uma sonda fluorescente que se liga a BV em P. falciparum, nao
detectou indicios da atividade HO. Este mesmo grupo, trabalhando com a proteina PfHO

purificada, ndo conseguiu obter in vitro a conversao de hemina para biliverdina embora tenha
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detectado a ligagdo entre hemina e PfHO. Este trabalho sugeriu que a PfHO ndo possui a

fungdo de participar da via de desintoxificacdo da hemina através da produgdo de BV e BR.
Considerando a importancia para o parasita em lidar com a hemina no estagio

intraeritrocitico, a investigacdo da atividade e fungdo da PfHO pode revelar importantes

informagdes a respeito da biologia e estratégia de sobrevivéncia deste parasita.

Figura 7-Esquema das vias de remog¢ao da hemina em P. falciparum.
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Em A: seta evidenciando a forma¢do da hemina em hemozoina (cristal escuro evidenciado na foto
feita em microscopia confocal). Principal mecanismo de detoxificacdo da hemina. B: seta indicando a
atividade heme oxigenase da PfHO, que converte hemina em biliverdina. C: seta indicando a atividade
biliverdina redutase, converte biliverdina em bilirrubina.

Fonte: Baseado em Okada (2009); Sartorello et al. (2010);Sherman et al. (1965).

1.6.2Protoporfirina XI e metaloprotoporfirinas

A protoporfirina XI ¢ um composto formado por um anel tetrapirrdico precursor de
diversas moléculas bioldgicas importantes como a hemina, a clorofila e citocromo C
(Battersby et al., 1980). Este é capaz de formar metaloprotoporfirinas ao se associar a
diferentes fons metalicos pela remogdo dos fons H' presentes nos grupos internos N-H

(Borovkov et al., 1999).
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Nos organismos as metaloprotoporfirinas sdo geralmente associadas as proteinas
formando estruturas de grande importancia bioldgica, como a hemoglobina, a mioglobina
(papel no armazenamento de oxigénio nos musculos) e em vdarias enzimas envolvidas em

processos metabolicos como os citocromos e vitaminas (revisado de Leeper et al., 1989).

Na forma livre, as metaloprotoporfirina t€ém sido caracterizadas como moduladores
da atividade heme oxigenase (Vreman et al., 1981). Esta propriedade das
metaloprotoporfirinas tem sido explorada para tratar pacientes com alta concentragdo de BR
(Vreman et al., 2001) além de 6tima ferramenta farmacolégica para estudar o efeito da
modula¢ao da heme oxigenase em sistemas bioldgico e in vitro (Drummond et al., 1986).

O metal localizado na protoporfirina altera as propriedades modulatorias sobre a
heme oxigenase. O zinco protoporfirina XI (Zn-PPIX) € um classico e eficiente inibidor da
HO. Zn-PPIX ¢ formado naturalmente no organismo especiamente no periodo de deplecao
do ferro (Labbe et al., 1999).

O cobalto protoporfirina XI (Co-PPIX) ¢ um conhecido indutor da atividade heme
oxigenase ¢ foi um dos primeiros ions identificados a exibir esta propriedade de indugdo in
vivo em diversos tecidos (Maine et al., 1977).

Estudos em que o ferro da hemina ¢ substituido sinteticamente por outros metais
formando metaloprotoporfirinas que ndo sdo encontradas em sistemas bioldgicos, tal como
caso da Ni-protoporfirina IX, ampliam as opg¢des do uso clinico e experimental das

metaloprotoporfirinas.

1.6.3 Acéao das metaloprotoporfirinas em Plasmodium

Os derivados sintéticos da hemina, denominados metaloprotoporfirinas, tém sido
caracterizados como inibidores por competicdo da enzima heme oxigenase (Drummond et al.,
1981).

Metaloprotoporfirinas sdo potentes inibidores da polimerizagdo in vitro da hemina
(Basilico et al., 1997; Martiney et al., 1996; Monti et al., 1999). O ion metélico localizado no
centro da protoporfirina IX tem importante funcdo em inibir as interagdes n-n formadas entre
a hemina e o ion metalico (Cole et al., 2000).

A atividade antimalarica de diversas metaloprotoporfirinas ja foi testada (Begum et al.,
2003). Entretanto, foram necessarias concentracdes de até 190 uM para obter o valor do ICs

em alguns destes compostosapds 72 horas de incubagao em cultura de P. falciparum.
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O potencial antimaladrico das metaloprotoporfirinas ¢ limitado pela baixa solubilidade
em meio aquose e baixa permeabilidade em membranas bioldgicas (Begum et al., 2003;
Borovkov et al., 1999). Esta limitacdo levou diversos trabalhos a usar polimeros ¢ micelas
associados a metaloprotoporfirina melhorando seu potencial terapéutico. (Ding et al., 2011;
Engelmann et al., 2007).

Goldberg (2007) demonstrou que, além do metal, a alteracdo no anel da protoporfirina
XI € capaz de otimizar as propriedades oxidativas e solubilidade.

A via de detoxificacdo da hemina ¢ um importante alvo para agdo de antimalaricaos
como a cloroquina (Gorka et al., 2013). Até o presente trabalho, a modulacdo pelas
metaloprotoporfirinas na enzima heme oxigenase de P. falciparum nunca foi testada. Este
estudo pode revelar caracteristicas interessantes sobre o funcionamento desta enzima e

explorar novas vias de inibi¢do do catabolismo do heme neste parasita.
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2 OBJETIVOS

O trabalho envolvendo o papel do segundo mensageiro IP; teve como objetivo
investigar se o Plasmodium falciparum em seu ambiente natural (dentro do eritrocito) usa a
via de sinalizagdo dependente de IP;. Com a finalidade de obter evidéncia da via de

sinalizagdo baseada em IP; em P. falciparum, o trabalho teve as seguintes propostas de agdo:

1) Com o uso da tecnologia de fotoliberagao de IP; em microscopio confocal, testar
se o parasita intacto percebe este segundo mensageiro sem remové-lo do eritrécito.

2) Verificar se o hormdnio melatonina atua diretamente na via de sinalizagdo 1P; em
P. falciparum com uso de mio-inositol marcado.

3) Monitoramento ¢ modulacdo do IP; produzido pelo parasita transfectado com
sondas e proteinas que se ligam ao IP5 (IRIS e [P3-esponja, respectivamente).

4) Busca pelo candidato ao receptor de IP3; usando uma coluna de cromatografia de

afinidade ao IPs.

O trabalho envolvendo o estudo da fungdo da heme oxigenase de P. falciparum
(PfHO) teve como objetivo explorar a via de degradagdo da hemina através da produgdo de
biliverdina/bilirrubina além de estudar a modulacdo desta enzima na presenca de

metaloprotoporfirinas. Com esta finalidade este trabalho focou nas seguintes estratégias:

1) Ensaio enzimatico com PfHO editada ¢ recombinante explorando a atividade
biliverdina redutase e sua modulagdo pelas metalprotoporfirinas.

2) Incubag¢do do P. falciparum na presenca das metaloprotoporfirinas e dos
produtos de degradacdo da heminapara obter dados sobre a viabilidade e

modulacao do ciclo do parasita na presenca destes compostos.
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3 MATERIAI E METODOS
3.1 Cultivo e sincronizacdo de fases intraeritrociticas de P. falciparum

P. plasmodium (cepa 3D7) foram mantidos em cultura contendo hemacias humanas
(A"/0") em meio RPMI 1640 com 0,5% de NaHCOs, 0,04% de sulfato de gentamicina,
0,05% de hipoxantina e suplementado com 10% de plasma humano (A"/O") inativado. A
atmosfera das garrafas foi padronizada em 5% de CO,, 3% de O, e 92% de N, sequindo o
protocolo de Trager, Jensen (1976). O meio de cultura foi trocado diariamente sendo
adicionadas hemécias frescas a cada dois dias. O desenvolvimento dos parasitas foi
acompanhado através de laminas coradas com Giemsa.

A cultura de P. falciparum foi sincronizada, quando indicado, com sorbitol 5%

(Lambros et al., 1979).

3.2 Lise de hemacias para isolamento de parasitas P. falciparum

Hemacias parasitadas foram lavadas em PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCIl, 4,3 mM
Na;HPOg4, 1,4 mM NaH,PO,) por 5 min, 300 g e ressuspendidas em PBS contendo 0,3%
(m/v) saponina e dos seguintes inibidores de proteases: benzamidina (400 puM, Sigma),
antipaina, pepstatina A, leupeptina e quimostatina (Sigma, todos 20 upg/mL). Apos
centrifugacao a 13000 g durante 10 min, 4°C, os parasitas foram lavados trés vezes em
tampao PBS com os inibidores de proteases nas concentragdes indicadas acima (300 g, 5

min).

3.3 Marcagdes com Fluo-4 AM e Fotolise do caged-1P; em eritrdcitos infectados com P.

falciparum

Eritrécitos infectados e sincronizados com parasitas no estdgio de trofozoito foram
lavados 2 vezes em tampao Krebs-Hensseleit (118 mM NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,2 mM
MgSO,, 11 mM D-glucose, 10 mM HEPES e 2 mM CaCl,, pH 7.4) e ressuspendidos em 1
mL do mesmo tampao contendo 40 pM de probenicide e foram adicionados 5 uM Fluo-4 AM
e 2,5 uM ci-IP; (siChem) por 1 hora a 37°C. Ao término da incubacdo o indicador
fluorescente extracelular foi removido por 2 lavagens (300g, 4 minutos) com mesmo tampao.

Para os experimentos de microscopia confocal aliquotas de 200 pL contendo células
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maracadas foram colocadas em placas para microscopia, incubadas previamente com L-
polisina por 1 hora, e deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos para aderirem nas
placas.

As placas foram colocadas em um suporte do microscopio confocal Axiovert 2000
(Zeiss) e os experimentos foram realizados a temperatura ambiente. Imagens de fluorescéncia
para Fluo4-AM (excitacdo 488nm, emissdo >500 nm) foram adquiridas em intervalos de
100ms por uma camera refrigerada (CCD- charge-coupled device ) ¢ os dados gravados
usando o software Piper Control™ (Stanfordphotonics).

A liberagdo do caged-IP; foi obtida excitando a amostra com um pulso de luz de uma
lampada UV(pulsos de 1 ns com comprimento de onda de 337 nm e energia 1.45 mj)
carregada com nitrogénio (Photon technology international).

Imagens foram capturadas usando uma objetiva de 40x com transmitancia suficiente para

passar a luz UV. Os dados foram analisados com uso do programa ImageJ (NIH).

3.4 Montagem do pARL-IP3-esponja e pARL-IRIS

Plasmideo GST-m49&m30/pGEX-2tcontendo IP; esponja (Uchiyama et al.,2002) teve
o dominio de ligacdo do receptor de IP; de camundongo amplificado com o uso de
oligonucleotideos (Senso: 5S’GTCCTCCATTATATAAATTG3’; Antisenso
S’GTAAGTTTTCCGATAGTTG3’) em condigdes 6timas de PCR. Estes oligonucleotideos
alteraram as enzimas de restricdo que flanqueavam o dominio de ligagao do IPs-esponja de
BamHI/EcoRI para Kpnl/Avrll, além de remover o cédon de parada do dominio. O dominio
foi adicionado em um vetor pARL (um vetor melhorado do pHH2) (Crabb et al.,2004)
contendo a proteina fluorescente GFP. A ligacdo do vetor pARL com o dominio de ligacao do
IPs-esponja foi obtida com uma enzima ligase (incubagdo 12 horas a 16°C, seguindo o
protocolo da Invitrogen). Apds a obten¢do do vetor pARL-IP3-esponja, 10ng da construcaofoi
usada para transformar bacterias quimiocompetentes DH5a.

As coldnias selecionadas foram inoculadas em meio LB suplementado com 0,1 mg/ml
de ampicilina, e incubados por 12 horas a 37°C sob agitagdo de 250 rpm. A obtengdo dos
plasmideos foi feita através de mini-prep por lise alcalina e o plasmideo resgatado seguindo o
protocolo da Qiagen. A construcdo foi verificada por multiplas digestdes com enzimas de
restricdo além do sequénciamento usando os oligonucleotideos utilizados para flanquear o

dominio IP3-esponja.
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Para a contrugdo pARL-IRIS, o domimio IRIS foi amplificado do vetor IRIS-1 His-
pcDNA3.1 zeo(+) (Matsu-ura et al.,2006) utilizando-se dos oligonucleotideos (Senso:
S"ATGGTGAGCAAGGGCGAGCTGTTC3’ e Antisenso:
5’GACTCGAGCTACTTGTACS3’). Estes oligonucleotideos alteraram as enzimas de restri¢ao
que flanqueavam o dominio de ligagdo do IRIS de Avrll/Xhol para Kpnl/Xhol. Nesta
contru¢ao removeu-se o GFP do vetor pARL uma vez que as proteinas Venus ¢ ECFP

(contida no IRIS) emitem no mesmo comprimento de onda do GFP.
3.5Transfe¢do epissomal em Plasmodium falciparum

P. falciparum (cepa Dd2) sincronizadas no estagio de anel (parasitemia entre 5-10%)
foram transfectadas usando um eletroporador programado para 0.31 KV e 950 puF com
capacitancia maxima seguindo a recomendagdes de Fidock et al. (1998) e Wu et al. (1995).
Em cada transfecao, usou-se 80 ug de DNA. A droga de selecao (2,5 nM WR99210) foi
adicionada 24 horas apos da eletroporagdo e presente continuamente no meio de cultura para
evitar liberagcdo do plasmideo.

ApOs trés a quatro semanas, quando a parasitemia ultrapassal%, as células foram
levadas ao microscopio de fluorescéncia com camera. GFP foi excitada usando laser 488nM,
a luz emitida foi coletada usando filtro de longa banda (515nm) e os dados analisados com

programa Simple PCI software (Compix Inc, Cranberry, PA).

3.6 Incorporacdo em eritrocitos infectados com P. falciparum com [H*]-mio-inositol e

medicdo de [H*]-inositol polifosfatos

Os eritrocitos infectados com P. falciparum sincronizados com sorbitol foram cultivados
até obter parasitemia aproximada em 5%. Quando os eritrdcitos infectados chegaram ao
estagio de trofozoitos maduros (aproximadamente 30 horas apds a invasdo) as células foram
ressupendidas em meio RPMI suplementado com 5% de plasma humano e 2.5 nCi/mL de
[H?]-mio-inositol (Perkin Elmer). A incorporacao do [H?]-mio-inositol continuou até a cultura
chegar ao estdgio de trofozoito jovem (aproximadamente 18 horas apds invasdo) com
parasitemia aproximada em 10%. A cultura de eritrocitos infectados foi lavada trés vezes com
tampao HBSS (Hank's Buffered Salt Solution) e incubada em tampao HBSS sem plasma por
15 minutos a 37°C. Apos esta incubagdo adicionou-se 10 mM de LiCl, e incubou novamente

as céluas por 20 minutos a 37°C. Apos a incubacdo com LiCl,, Sml da cultura (contém
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aproximadamente 2x10° células) foram alicotado em tubo de 15 ml para receber o tratamento
com melatonina e ionomicina. Eritrocitos infectados marcados com [H’]-mio-inositol sem
adicio de melatonina ou ionomicina e eritrécitos ndo infectados marcados com [H’]-mio-
inositol foram usados como controles. Apos 20 minutos da adicdo das drogas, as células
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. As células foram entdo ressuspendidas com
0.5 M de acido tricloroacético (mesmo volume do pellet) e incubadas no gelo por 30 minutos.
Ao término da incubacao no gelo, adicionou 150 pL. de EDTA 10 mM (pH7.0) e 2mL de uma
mistura (propor¢do 1:1) de tri-n-octilamina e 1,1,3-triclorofluor etano para extrair os
componentes contendo [H']-inositol soliiveis. As amostras foram vortexadas e incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apos incubagdo, as amostras foram centrifugadas 400
g por 3 minutos. O sobrenadante que contém os componentes com [H?]-inositol soluveis
foram transferidos para um novo tubo contendo 75 pL. de NaHCO; 250 mM e armazenados a
4°C.

Para separagao dos [H*]-inositol fosfato usou-se colunas de cromatografia de troca
i6nica contendo resina Dowex (Bio-RAD™, coluna tipo AGI1 1-A8) seguindo as
recomendagdes de Berridge et al. (1983). As amostras armazenadas a 4°C foram adicionadas
a coluna preveamente umidificada com agua destilada. Glicerofosfolipedes, anel inositol, IP; e
[P, foram removidos por eluicdo com 40 mL de dgua Milli-Q contendo 0,4 M de formiato de
amonio e 0,1M de acido formico. IP3 e outros mositdis contendo mais de trés fosfatos foram
eluidos com 10 mL da solugdo contendo agua Milli-Q com 1,2 M de formiato de amonio e
0,1M de acido formico. 5 mL da eluicdo contendo IP; e outros inositdis contendo mais de trés
fosfatos foram misturadas com 5 mL de liquido cintilante Ultima-Flo (Perkin Elmer) para

determinar a DPM (desintegragao por minuto) com o uso de um aparelho cintilador.

3.7 Cromatografia de afinidade ao inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)

Para a montagem da coluna de cromatografia de afinidade ao IP; adaptamos o
protocolo proposto por Hirata et al. (1990). Para a coluna, usou-se o substrato sefarose de alta
performace ligada a estreptavidina (GE Healthacare Life Science) e IP; conjugado a biotina
(Echelom Biosciences).

A coluna de sefarose-estreptavidina foi equilibrada lavando com volume 10x com
tampao de ligacdo gelado. Para preparar o tampao de ligagdo usou-se: 20mM de fosfato de
s6dio monobasico (NaH,POy), 150mM de cloreto de sdédio (NaCl), 20mM de cloreto de litio
(LiCl) e 2mM de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pH 7,5. O tampao de ligacao foi
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filtrado em filtro de 0.45 um. A sefarose-estreptavidina foi ressuspendida de modo que 25%
do volume final fosse o tampao de ligacdo e 75% sefarose-estrepatavidina.

O IPs-biotina foi ressuspendido em agua MilliQ gelada em ambiente escuro de forma
que cada 1 pL de agua contesse 1pg de IPs;-biotina. As colunas foram montadas em tubo
falcon estéril de 15 mL. Para cada coluna contendo 1,25 mL de sefarose-estreptavidina
ressuspendida em tampao de ligacdo foram adicionados 20 pug de IP;-biotina. As colunas
foram deixadas por agitacdo constante por 12 horas a 4°C em ambiente privado de luz.

Ao final do processo de ligacdo da biotina associada ao IP; com a estreptavidina da
sefarose, as colunas foram centrifugadas por 1 minuto, 300 g a 4°C. O sobrenadante contendo
excesso de IPs-biotina foi removido e as colunas foram lavadas 5 vezes com 2 ml de tampao
de ligagdo gelado para remover eventuais moléculas de IP3-biotina que ndo tenha se ligado a
sefarose-estreptavidina. No final da ultima lavagem, a coluna foi ressupendida em tampao de
ligacao de forma que o volume final de tampao atingisse 25% do volume final de cada coluna.
Foram montadas trés colunas distintas, duas contendo IPs;-biotina-sefarose-estreptavidina e
uma contendo apenas sefarose-estreptavidina. Como controle positivo, foi usado extrato de
proteinas totais de figado de camundongo (orgao rico em receptores de IP3) aplicado a coluna
IP3-biotina-sefarose-estreptavidina; como controle negativo, foi aplicado o extrato total de
proteinas de P. falciparum na coluna contendo apenas sefarose-estreptavidina.

O extrato de proteinas de figado foi obtido a partir de dois figados (cedido pelo
laboratorio da Professora Dra Bettina Malnic, 1Q-USP) de camundongos BALB/C com 3
semanas de idade. Os figados foram macerados com uso de um Polytron (Brinkmann
Instruments) na presenca de tampao PBS pH 7.4 na presenga de inibidores de proteases
antipaina, pepstatina, quimostatina e leupeptina (Sigma) nas concentragdes de 20 ug/mL cada
¢ 500 uM de benzamidina (Sigma). Para o extrato de proteinas de P. falciparum: 2,5 L de
cultura de P. falciparum, 10% de parasitemia no estagio trofozoito (aproximadamente 20h
apos a invasdo) foram lavados trés vezes em PBS (300 g, 5 minutos) e isolado dos eritrocitos
utilizando saponina (Sigma) 0,03% (m/v) e na presenca dos inibidores de protease e
benzamidina (Sigma) em 25 mL de PBS. Apos centrifugacdo de 1300 g durante 10 minutos a
4 °C, os parasitas foram lavados trés vezes em PBS contendo os inibidores de proteases.

Ap0s este passo, as amostras de figado e parasitas foram ressuspendidas em tampao 50
mM TRIS-HCI, 2 mM EDTA pH7.4 + 0,1% de Triton X-100 mais inibidores de protease e
PMSF 1 mM. As amostras foram sonicadas no SONIC (Vibracell) poténcia de 50% por 20
segundos por 3 vezes no gelo (intervalo de 10 segundos entre cada sonicacdo). As amostras

foram centrifugadas a 1300 g por 10 minutos a 4°C para remocdo do pellet. Foram
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adicionadas DN Ase e RNAse (concentragao final 200 ng/pL cada) e incubado por uma hora a
37°C. As amostras foram filtradas em filtro 0,45um. A quantidade de proteina de cada
amostra foi quantificada usando o kit “BCA protein assay kit da Pierce. Foram adicionadas
2,5mg de extrato de proteina de figado na coluna do controle positivo; 2,5mg do extrado de
proteina de P. falciparum na coluna controle negativo e 2,5mg de extrato de proteina de P.
falciparum na coluna IP;-biotina-sefarose-estreptavidina. O volume da coluna foi acertado
com tampao de ligacdo gelado mais inibidores de protease até obter volume final de Sml. As
colunas foram incubadas a 4°C em agitacdo suave e constante em ambiente protegido da luz
durante 12 horas.

Apoés a incubagdo, as colunas foram centrifugadas por 1 minuto a 300 g a 4°C. O
sobrenadante foi removido e adicionado novo tampao de ligacdo gelado com inibidores até o
volume final 5 ml. As colunas foram incubadas no escuro por agitagdo constante a 4°C por 10
minutos. Apos este periodo as colunas foram novamente centrifugadas e sobrenadantes
removidos. Este passo foi repetido sete vezes. Parte do sobrenadante de cada lavagem foi
armazenada para quantificagdo de proteinas.

Para eluir as proteinas que se ligaram a coluna foram usadas o tampdo de eluicao
gelado. O tampao de eluigdo usado contém: 8M de Guanidina-HCI, 20mM de LiCl, 2mM de
EDTA, pH: 1,5 contendo inibidores de protease descritos e filtrado em filtro 0,45um.
Adicionado 1mL do tampao de elui¢do em cada coluna e mantido por agitagao constante por 1
hora a 4°C. Ao final da incubagdo as colunas foram centrifugadas por 1 minuto a 300 g e o
sobrenadante recolhido em eppendorfs estéreis.

As amostras eluidas da coluna foram centrifugadas em uma speed vaccum a
temperatura ambiente por 4 horas e ressuspendidas em 150uL de dgua Milli-Q autoclavada.

As amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 8% e corridas em voltagem
baixa (60 v) até a discriminicdo das bandas. Apds a corrida, o gel foi fixado e corado seguindo
as recomendagdes do kit “Colloidal Blue Staining kit” da Invitrogen. O gel foi escaneado e as
secoes do gel foram cortadas e enviadas para andlise em espectOmetro de massa na Taplin
Mass Spectrometry, Escola Médica de Harvard (https://taplin.med.harvard.edu/) para

identificacdo das proteinas.

3.8 Clonagem, Expressdo e Purificagdo da Hemo Oxigenase Recombinante de P. falciparum

O gene da PfHO (niimero de acesso PlasmoDB: PF10 _0116) sem a sequéncia predita

do peptidio sinal de transito foi amplificado com os oligos senso 5’-
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CCATATGCTTTTTGTAAGAAATGAAGTGCTACC-3’ e antisenso 5’-
CGGATCCTTATGATTTTACTTTTTCGAAATGTTTAG-3’. O produto de amplificagdo foi
introduzido no vetor comercial pET28a vector (Novagen), no qual adiciona a PfHO uma
cauda de seis histidinas ligada ao dominio de protease da trombina. A clonagem foi realizada
pelo Dr Robson Sartorello no Instituto de Biociéncias da USP e pela Professora Dra Ana
Paula U. Aratjo no Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural, Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Para a expressao, colonia de Escherichia coli transfectada com vetor pET28a contendo
PfHO foi cultivada a 37°C em meio LB suplementado com canamicina 15 mg L até a
densidade optica 600 nm (ODggo) chegar ao valor 0,5. A expressdo da proteina foi entdo
induzida com isopropilico B-D thiogalactopyranoside (IPTG) 0,4 mmol L a20°C por 20 h.
Posteriormente, as c€lulas foram colhidas por centrifugagdo a 4.000 g por 20 min a 4°C e
pellet ressuspenso em tampao de lise (Tris-HCI 20 mmol L-1 pH 7,4, NaCl 300 mmol L-1,
imidazol 20 mmol L™, fluoreto de fenil metil sulfonico (PMSF) 1 mmol L, e ditiotreitol
(TDT) 4 mmol L. As células foram lisadas por sonica¢do (14 vezes durante 30s com de
intervalo de 30s no gelo). Apds a sonicacdo, os detritos insolaveis foram separados por
centrifugacao a 40.000 g por 30 min. a 4°C. A fragdo soluvel foi filtrada e carregada em
temperatura ambiente em uma coluna superfluxo Ni-NTA (Qiagen), pré-equilibrada com 10
vezes o volumes de tampao de lise obtido. Proteinas com baixa afinidade a coluna foram
cluidas com 10 vezes o volume de tampdo de lise ¢ PfHO contendo cauda de Histidina foi
eluido com 5 volumes de Tris-HCI 20 mmol L™ pH 7,4, NaCl 300 mmol L'l, imidazol 250
mmol L™

A etapa de purificacdo final incluiu uma filtragdo em gel (Superdex 200, coluna 16/60,
GE Healthcare) e da concentragdo da proteina, utilizando dispositivos Amicon Ultra
(Millipore). A pureza da proteina foi confirmada por SDS-PAGE e a producdo de proteina
purificada foi de aproximadamente 25 mg L de cultura bacteriana. A expressdo e purifica¢io
da enzima PfHO foi feita com a colaboragdo e auxilio do doutorando Fernando V. Maluf e
Prof. Dr Rafael Guido no Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Departamento de Cristalografia,

USP.

3.9 Atividade Biliverdina redutase da hemo oxigenase recombinante de P. falciparum e sua

modulagdo na presenca de metaloprotoporfirinas
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Para o ensaio enzimatico da PfHO recombinante foi testato a reagdo redutora que
forma bilirubina a partir de biliverdina. Para esta reacdo usou-se 2 mM de glicose-6-fosfato
(Sigma); 0,8 mM de NADPH (Sigma); 0.2 u de glicose-6-fosfato desidrogenase (Sigma); 1
uM de PfHO recombinante e 50 mM de biliverdina (Frontier Scientific). Os reagentes foram
ressuspendidos em agua (pH 7.4) contendo: 50 mM Tris-HCI, NaCl 100 mM. O ensaio foi
realizada em placa ELISA de fundo chato e transparente a 37 °C. O volume total por pogo foi
200 pL.

O aumento da densidade 6ptica (O.D.) na absorbancia de 454 nm (indicando formacao
de de bilirrubina) foram medidas com um espectrofotometro Flexstation 3 (Molecular
Devices).

A reacgdo biliverdina redutase foi testada na presenga de diferentes concentragdes de
metaloprotoporfirina (0,1, 1, 10, 25 e 50 uM). As metaloprotoporfirinas usadas foram: Fe-
PPIX (hemina) (Sigma); protoporfirina IX (PPIX) (Sigma) e metaloporfirinas sintéticas (Co-
PPIX; Zn-PPIX; Cu-PPIX;. Mn-PPIX e Ni-PPIX). As metaloprotoporfirinas sintéticas foram
produzidas pelo Dr Bernardo A. Iglesias e Prof. Dr Koite Araki no Departamento de
Quimica Fundamental, IQ-USP.

Para calcular a modulagao, usamos o programa GraphPad Prism para fazer a regrecao
linear da curva cinética (O.D 454 versus tempo) da reagdo BVR catalisada pela PfHO para
obtermos o valor do coeficiente angular (o) que indica a inclinagdo da reta. O valor do a da
reagdo BVR na presenga da PfHO com solvente DMSO ou metaloprotoporfirina foi
normatizada em relagdo ao o da reagdo BVR na presenga da PfHO.

Controle com todos os reagentes, exceto enzima foram realizados em paralelo a cada
experimento. Os resultados representam a média de trés experimentos distintos com triplicata

cada.

3.10 Analise em HPLC

A deteg@o da bilirubina na reacdo catalisada pela PFHO (Volume final 2,5 mL) foi
detectada com uso da cromatografica liquida realizada em uma coluna C18 Luna Phenomenex
5 1 (250 x 4,60 milimetros), utilizando um cromatografo LC 20AT equipado com um detector
de arranjo de diodos UV-Vis (SPD-M20A). As amostras foram acidificadas com acido
cloridrico concentrado (HClaq36% w/w, Labsynth) e extraidas 3 vezes com 1 mL de

diclorometano. O solvente organico foi removido com fluxo de N, gasoso e ressuspendido em

0.5 mL de DMSO e 1 mL de metanol.
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As analises foram realizadas utilizando acetonitrila 5% com 0,05% de acido férmico
como solvente (A), e acetonitrila como solvente (B), a uma vazdo de 0,4 mL / min. Dez
minutos apos a inje¢do de uma amostra de gradiente linear de 40 minutos foi aplicado uma
mudanga de solvente A para uma mistura de solvente A / B (2:8), que foi mantido por 20
minutos. A condi¢do inicial foi devolvida por um gradiente linear de acetonitrila (5 min).

Os experimentos com HPLC-UV foram realizadas pela Dra. Vania B. Bueno orientada
pelo Prof. Dr. Luiz H. Catalani no Departamento de Quimica Fundamental no Instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo.

3.11 Incubagdo de P. falciparum na presenga de metaloprotoporfirinas/ metaloprotoporfirinas

encapsuladas, biliverdina e bilirrubina

Eritrocitos infectados P. falciparum desincronizados (parasitemia 2%) foram
incubadas durante 48 horas em uma placa ELISA de fundo plano com 96 pocos, contendo
diferentes concentragcdoes (0,1; 1; 10; 25 e 50 uM) de hemina, protoporfirina IX e
metaloprotoporfirinas (Zn-PPIX, Ni-PPIX, Mn-PPIX, Cu-PPIX e Co-PPIX). Hemacias
infectadas sem tratamento e hemacias infectadas com DMSO foram usadas como controle.
DMSO ¢ o solvente usado para solubilizar as metaloprotoporfirinas.

Seguindo o mesmo protocolo, foram testadas concentragdoes (0,1; 1; 10 uM) de
hemina, biliverdina, bilirrubina e controle contendo solvente DMSO.

Diferentes concentracdes (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ¢ 1000 nM)
de Zn-PPIX, Ni-PPIX, Mn- PPIX, Cu-PPIX, Co-PPIX, hemina, PPIX e DMSO encapsulados
foram testadas em P. falciparum. As drogas foram solubilizadas em meio RPMI completo e
adicionadas nas placas. As metaloprotoporfirinas foram encapsuladas com uma formulagao
contendo atelocolageno marinho usando a técnica de coacervagdo (Menger et al., 1998). As
metaloprotoporfirinas foram encapsuladas pela Dra Daiana K. Deda e pelo Prof. Dr Koite
Araki no Departamento de Quimica Fundamental, IQ-USP.

Apds a montagem das placas, estas foram colocadas em uma estufa a 37°C em

atmosfera controlada durante todo o periodode incubagao.

3.12 Contagem de fases intraeritrociticas e parasitemia de P. falciparum

Ao final da incubacgdo nas placas, as células foram centrifugadas e o pelete fixado por

pelo nemos 12 horas com PBS, pH 7.4, contendo formaldeido a 2% (v / v) (Labysynth). As
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células fixadas foram ressuspendidas em PBS pH 7,4 contendo 0,1% de Triton-100X (v / v)
(Sigma) e 5 nM de homodimro oxazole amarelo (YOYO-1-labeled DNA, Molecular Probes) e
incubadas a 37°C durante 30 minutos. Parasitemia e propor¢do de A+T e E foram
determinados a partir de graficos de pontos (dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10’
células adquiridos num citdmetro de fluxo FACS Calibur utilizando software CellQuest
(Becton Dickinson) usando as configuracdes sugeridas por Schuck et al. (2011).
Fluorescéncia foi excitada com um laser de argonio a 488 nm e emissdao de fluorescéncia foi

coletada em 520-530 nm.

3.13 Medigdo de hemozina in vivo em P. falciparum

Eritrocitos infectados com P. falciparum no estagio de trofozoito foram lavados uma
vez com PBS e colocados em um suporte previamente tratado com poli-L-lisina para
aderéncias das células durante 15 minutos. O suporte foi levado ao microscopio confocal. As
imagens foram captadas em microscopio confocal LSM 510 (Zeiss), utilizando o laser de
Argdnio (comprimento de onda 488 nm) e espelho dicroico principal 488 (HFT 488). A
objetiva utilizada foi apocromatica com 63x de aumento e de abertura numérica de 1.4. Todas
as imagens foram captadas com a mesma resolugao.

As imagens foram analisadas e a area do cristal de hemozoina foi obtida com o uso do
programa Image J. O tamanho da hemozina da cultura previamente tratada com 1uM de
cloroquina e 25uM de Zn-PPIX durante 2 horas foram comparadas com grupo controle que

recebeu o solvente DMSO.

3.14 Ensaio de identifica¢do de proteinas de P. falciparum que se liga a biliverdina em

sistema de eletroforese bidimensional

Cultura desincronizada de P. falciparum, parasitemia 10%, foi incubada com 20 uM
de biliverdina durante 30 minutos. Uma cultura de P. falciparum desincronica foi incubada
com DMSO (0,02% do volume final) por 30 minutos como controle. Os parasitas foram
isolados das hemadcias e resuspendidos em tampao DeStreak (GE) contendo inibidores de
protease: 20 uM de antipaina, pepstatina, leupeptina e quimostatina (Sigma) e 500 mM de
benzamidina (Sigma). As células foram rompidas por ultra sonicagdo (Sonics, Cell Vibra

modelo VCX 130PB) em amplitude méxima por 90 segundos em suporte refrigerado. Os
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detritos celulares foram centrifugados (10.000 g durante 10 min a 4 °C) para recuperar a
fracdo de proteina solivel. As amostras foram quantificadas com reagente de Braford.

Para corrida das amostras em um gel bidimensional, 600 pg de proteina total foram
aplicadas em uma tira de pH4-7, de 13cm (13cm Immobiline DryStrip [pH4-7]) pré-hidratada
e a primeira dimensdo (IEF) foi realizada utilizando Ettan IPGphor 3 Sistem (GE
Healthcare). A isoeletrofocalizacdo (IEF) foi realizada em trés passos: 1000 V em gradiente
por 800 Vh; 8000 V em gradiente por 11300 Vh; e por fim, manteve-se 8000 V constante por
5400 Vh. Para a segunda dimensao, as tiras foram previamente incubadas com tampado de
equilibrio (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 6 M uréia; glicerol 29% e SDS a 2%) acrescido de 1%
de DTT durante 15 minutos, seguido de 15 minutos em tampao de equilibrio suplementado
com 2,5% de iodoacetamida.

Para visualizagdo das proteinas que se ligam a biliverdina, adaptou-se o protocolo
sugerido por Berkelman et al. (1985). Os géis foram incubados em solu¢do contendo 1 mM de
acetato de zinco por 30 minutos e, em seguida, escaneado em um Storm 860 Scanner
(excitagao 450 nm / emissao 520 nm, no modo de alta sensibilidade) e posteriormente corados
seguindo as recomendagdes do kit “Colloidal Blue Staining kit” (Invitrogen). Os géis foram
digitalizados com ImageScanner III (GE Healthcare), para visualizacao das proteinas totais.
Todas as regides do gel que fluoresceram com a incubagao de acetato de zinco e identificadas
como proteina com Colloidal Blue foram enviadas para analise em espectometro de massa na

Taplin Mass Spectrometry (Escola Médica de Harvard) para identificacdo das proteinas.

3.15 Analise estatistica

Todos os resultados sdo expressos com média £ desvio padrao de pelo menos trés
experimentos distintos. One-Way ANOVA foi utilizado para comparacdes entre os grupos,
seguido pelo teste Dunnete Newman-Keuls post. Para o célculo do ICsp, aplicamos a
regressdo linear no grafico (parasitemia vs Log[concentracdo]) usado equagdo sigmoidal
dose-resposta. O valor P menor que 0,05 foi considerado indicativo de uma diferenca
estatisticamente significativa. O programa GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA) foi

utilizado em todos os testes estatisticos.
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4 RESULTADOS

4.1 Papel do IP; na transdugdo de sinal em P. falciparum

No genoma do Plasmodium ainda ndo foi caracterizado um receptor de IP; (Gardner et
al., 2002), importante componente para via de sinalizacdo do IP; . No entanto ha diversos
trabalhos que sugerem a existéncia desta via em Plasmodium (Elabbadi et al.,1994;Enomoto
et al., 2012; Hotta et al., 2000; Martin et al., 1994, Raabe et al., 2011).

Com a finalidade de testar se P. falciparum dentro do eritrécito ¢ capaz de mobilizar
Ca’" na presenca do IP;, marcamos o parasita com o caged-IP; e marcador fluorescente de
Ca’" Fluo 4-AM. A liberagdo do IP; dentro de eritrocitos infectados permite obter uma
evidéncia direta da capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca®" induzida por IP; além da

existéncia de um receptor de IP;em P. falciparum.
4.1.1Mobilizacdo de Ca®* na presenca do segundo mensageiro IP;
4.1.1.1Uso do probenecide na medicéo de Ca** citossélico em P. falciparum

Com a finalidade de monitorar a mobilizacdo de Ca®" em eritrocitos infectados com P.
falciparum utilizamos o marcador de Ca”>" fluorescente Fluo 4-AM. Entretanto, umas das
principais complica¢es na realizacdo de medidas Ca®" citossolico em Plasmodium esta no
fato do marcador fluorescente ser compartimentalizado nos vacuolos &cidos destes parasitas
(Biagini et al., 2003; Rohrbach et al., 2005).

Para evitar a compartimentalizagdo dos Fluo 4-AM, utilizamos o probenecide, um
inibidor ndo especifico do transportador de anions orgénicos (Di Virgilio et al., 1988). Para
demonstrar a eficiéncia do probenecide, testamos o protocolo de marcacao com Fluo 4-AM e
caged-IP; na presenca e na auséncia deste inibidor (figura 8).

Nio observamos uma mobilizagdo de Ca*" pela fotoliberagdo do caged-IP3 e pouca ou
nenhuma mobilizagio de Ca®" foi obtida com a adicdo de 5 uM de tapsigargina, um inibidor
da Ca** ATPase no reticulo endoplasmatico (figura8 A). Na auséncia do probenecide a linha
basal de Ca*" decresce com o passar do tempo indicando a continua remog¢io do Fluo 4- AM.

Quando tratamos os eritrocitos infectados com P. falciparum com 40 uM de
probenecide durante a marca¢do do Fluo 4-AM e caged-IP3;, observamos a mobilizacdo de

Ca’" apos a fotoliberagio do IP; e adigdo de 5 uM de tapsigargina (figura 8 B).
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Demonstramos que a adigdo do probenecide ¢ importante para observar o

monitoramento de Ca>” em P. falciparum.

Figura 8-Uso do probenecide inibe a compartimentalizagdo do Fluo 4-AM.

A B uv

2.00- 2.004

: Thaps 5 uM * Thaps 5 uM

+ uv + . _—
o™ 1 75_ o™ 1.75
(1] o ©
o l o 1
o 1> 1501 ®1° 1.50
<] <
@ LT 1.254 @ i 125
@ @
g- 1.00 g- 1.00
» )
[g 0.754 & 0.754

0.50 . . . . - 0.50 T T T T T 1

0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300 360
Tempo(s) Tempo(s)

Medi¢do da fluorescéncia Ca*" captada por microscopia confocal. Razdo da intensidade de
fluorescéncia (F/F0) foi plotado em fungdo do tempo (segundos). Eritrocitos infectados com P.
falciparum no estagio de trofozoito marcados com Fluo 4-AM e caged-IP;. A: resposta de uma célula
ndo tratada com probenecide estimulada pelas fotolise do caged-IP; (indicada pela seta) mais adi¢do de
5 uM de tapsigargina (grafico reprensentativo de 17 células em 3 experimentos distintos). B: resposta
de uma célula tratada com 40 uM de probenecide estimulada pela fotolise do caged-IP; (indicada pela
seta) mais adicdo de SuM de tapsigargina (grafico representativo de 36 células em 11 experimentos
distintos).

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

4.1.1.2 A fotoliberacdo do IP; induz a liberacdo de Ca** em eritrécitos infectados com P.

falciparum no estagio trofozoito

Com eritrocitos infectados com P. falciparum marcados com o caged-IP; e Fluo 4-
AM, testamos se a liberacao do IP; permite obter uma evidéncia direta da capacidade deste
segundo mensageiro em mobilizar Ca®" neste parasita.

Investigamos a capacidade do IP; em mobilizar Ca*" do parasita P. falciparum no
estagio de trofozoito (aproximadamente 24 horas apés a invasao) dentro do eritrocito (figuras
9 A e 9B). Observamos um aumento transiente do Ca’’em um eritrocito infectado apos a
fotoliberagio do IP; com pulso de luz UV. A liberagio de Ca*" no citoplasma ocorreu
imediatamente apds aplicagdo do UV sendo que este ion foi removido gradualmente até

chegar a condigdes basais apds 60 segundos.
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Figura 9- Fotélise do caged-IP; mobilizando Ca®" em eritrocito infectado por P. falciparum
em estagio trofozoito marcado com Fluo 4-AM (5uM) e caged-1P; (2uM).
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Em A: Gréfico representativo da mobilizagdo de Ca** induzida pela fotélise do caged-IP;. Grafico de
unidades arbitrarias de fluorescéncia (F/F0O) por Tempo em segundos (s). Seta indica 0 momento em
que o pulso de UV foi acionado (60s). Resposta representativa de 81 células em 15 experimentos. B:
Imagens do Confocal da célula representada em A. Da esquerda para direita. Painel: a) Luz de
transmissdo evidenciando um P. falciparum dentro do eritrdcito. b-e€) mundangas nas concentragdes de
Ca”" sdo mostradas em pseudocores (azul para concentragdes mais baixas e vermelho para [Ca®"] mais
altas), em b) linha basal (t=30s),c) pico transiente na [Ca®"] (t=75s), em d) diminui¢do do pico de Ca*"
(t=90s) e €) o retorno a linha de base (t=150s).

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

Para cetificarmos que a mobilizacio de Ca*" em nosso sistema ndo foi causada por um
efeito direto do pulso UV, repetimos o mesmo protocolo em eritrocitos infectados marcados
com Fluo 4-AM sem caged-1P;.

Na figura 10 (linha verde) demonstramos que o pulso de luz UV ndo ¢ capaz de
mobilizar Ca*" do eritrocito infectado no estagio trofozoito, porém a adicdo de 5 pM de
tapsigargina foi capaz de liberar Ca®" nestas células indicando que este fon estava passivel de
ser mobilizado. Na figura 10 (linha vermelha) demonstramos que eritrocitos ndo infectados
marcados com Fluo 4-AM ndo sdo capazes de mobilizar Ca®" na presenca do pulso UV ou
tapsgargina. Este dado indica que o eritrocito humano ndo tem estoque de Ca”" sensivel a

. ~ . g ~ + PO .
tapsgargina e ndo contribue com a mobilizagio de Ca®" observada em eritrocitos infectados.
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Figura 10- Estimulo do pulso ultavioleta ndo mobiliza Ca*" em eritrocitos ndo infectados e
infectados com P. falciparum no estagio trofozoito marcados com Fluo 4-AM.
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Grafico de unidades arbitrarias de fluorescéncia (F/F0) por Tempo em segundos (s). Grafico
representativo de um eritrocito infectado (verde) e ndo infectado (vermelho) marcado com Fluo4-AM
sem caged-IP;. Aplicagdo do pulso UV estd indicada pelas setas. Adigdo de tapisigargina (Thaps) 5
uM esta evidenciada pela reta.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

Para certificar que o eritrocito humano nio mobiliza Ca®" na presenca do IP,
excitamos eritrocitos nao infectados marcados com Fluo 4-AM e caged-I1P; com o pulso de luz
UV. Na figura 11 demostramos que mesmo com a fotoliberagdo do IP; com o UV, o eritrdcito
humano nio foi capaz de mobilizar Ca*". Este dado confirma que eritrécitos humanos nio
possuem um compartimento de Ca>" sensivel ao IPs.

Os controles da figura 10 e 11 indicam que a mobilizagio de Ca®" induzida pela
fotoliberagdo do IP; em eritrocitos infectados tem origem exclusiva no parasita P. falciparum.
Este é o primeiro trabalho a mostrar que P. falciparum no interior do eritrocito responde ao

IP; liberando Ca*" de estoques intracelulares para o citossol.
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Figura 11-A fotoliberagio do IP; ndo mobiliza Ca*" em eritrécitos humanos marcados com
caged-1P; e Fluo 4-AM.
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Grafico de unidades arbitrarias de fluorescéncia (F/F0) por Tempo em segundos (s). Grafico
representativo de um eritrocito ndo infectado (vermelho) marcado com Fluo 4-AM e caged-IPs.
Aplicagdo do pulso UV esta indicada pelas setas. Adigdo de tapisigargina (Thaps) 5 uM esta
evidenciada pela reta.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

4.1.1.3 A liberacdo de IP; induz a mobilizacdo de Ca®* em compartimentos sensiveis a

tapsigargina em eritrocitos infectados com P. falciparum no estagio trofozoito

Passos et al. (1998) demonstraram que P. chabaudi isolados e permeabilizados no
estagio de trofozoito liberam Ca®" com a adicdo de IP;. A origem do Ca”" induzida pelo IP;
provinha de dois compartimentos distintos: um sensivel a tapsigargina (reticulo
endoplasmatico) e um sensivel a cloroquina (compartimentos acidos).

Demonstrada a capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca®" na presencga de IP;,
decidimos estudar a participacdo dos compartimentos sensivel a tapsigargina e do
compartimento 4cido na resposta de Ca*" induzida por IP;.

A fim de caracterizar a sensibilidade dos estoques de Ca*” ao IPs; em eritrocitos
infectados com P. falciparum no estagio de trofozoito, testamos a abilidade do IP; em
mobilizar Ca** ap6s depletar seletivamente cada um destes dois compartimentos (figura 12).

A capacidade dos compartimentos acidos em amarzenar Ca®" foi descrita em
Plasmodium (Garcia et al., 1998; Gazarini et al., 2007; Passos et al., 1998), plantas (Ruiz et

al., 2001) e Tripanosoma (Huang et al., 2012). Uma das agdes da cloroquina em Plasmodium
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¢ a alcalinizagdo dos vactolos acidos e consequente extrusdo de Ca®" deste compartimento
(Gazarini et al., 2007).

Apds depletarmos os estoques de Ca®" do compartimento 4cido em eritrocitos
infectados marcados com caged-IP; ¢ Fluo 4-AM com 10 uM de cloroquina, estimulamos a
fotoliberagdo do IP; (figura 12 B). Observamos que a deplecdo dos compartimentos acidos
ndo impediu o IP; de mobilizar Ca** no parasita.

Entretanto, quando depletamos o estoque de Ca®" do reticulo endoplasmatico (ER)
com 5uM de tapsigargina (inibe a SERCA) o parasita perde a capacidade de mobilizar Ca**
na presenga de IP; (figura 12 A).

Figura 12-A liberagio de IP; induz a mobilizagio de Ca®" em compartimentos sensiveis a
tapsigargina em eritrocitos infectados com P. falciparum no estagio trofozoito.
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Medi¢do da fluorescéncia Ca’" captada por microscopia confocal. Razdo da intensidade de
fluorescéncia (F/F0) foi plotado em funcdo do tempo (segundos). Eritrécitos infectados com P.
falciparum no estagio de trofozoito marcados com Fluo 4-AM e caged-IP;. Setas indicam o momento
que o pulso UV causou fotoliberacdo do caged-IP;. A: Fotdlise do caged-IP; apos adigdo de SuM de
tapsigargina (Thaps). Grafico representativo de 12 células de 3 experimentos distintos B: Fotélise do

caged-IP; apds adigdo de 10uM de cloroquina (Chlor). Grafico representativo de 11 células em 3
experimentos distintos.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

Este dado sugere que ER ¢ o principal compartimento sensivel ao IP; em P.
falciparum. Diferente do observado em P. berghei no trabalho de Passos et al. (1998), o Ca*"
presentes nos compartimentos acido em P. falciparum parece nao participar da resposta de

Ca’" induzida pelo IPs.
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4.1.1.4 Eritrdcitos infectados com P. falciparum no estagio esquizonte sao insensiveis ao 1Pz

Demonstramos a capacidade do eritrocito infectado com P. falciparum no estagio de
trofozoito (aproximadamente 24 horas apods a invasio) em mobilizar Ca*" na presenca do IP;.
Decidimos investigar acapacidade do IP; em mobilizar Ca®* em diferentes estagios do
desenvolvimento intraeritrocitico do P. falciparum. Com esta finalidade, incubamos
eritrocitos infectados com esquizonte (aproximadamente 38 horas apos invasdo) com Fluo 4-
AM e caged-IPs.

Na figura 13 demonstramos que eritrocitos infectados com P. falciparm no estagio
esquizonte ndo foram capazes de mobilizar Ca®'na presenca de IPs, entretanto a mobiliza¢io
de Ca*™ foi observada apos a adicdo da tapsigargina o que sugere a integridade do reticulo
endoplasmatico. Na figura 12 A demonstramos que o RE é o principal compartimento
sensivel ao IP; em trofozoitos.

Néo observamos a liberacdo de Ca®" induzida pela cloroquina nestas células indicando
que o Ca”" dos vacuolos 4cidos ndo estava disponivel para ser mobilizado.

Este dado demonstra a diferente sensibilidade ao IP; durante o ciclo intraeritrocitico
do P. falciparum.

Tentamos explorar a sensibilidade ao IP; do P. falciparum em outros estagios do
desenvolvimento como anel, merozoito e esquizonte seguimentado. Ao utilizarmos a objetiva
de 40 x no confocal ndo foi possivel apontar com clareza os parasitas no estagio de anel e
merozoitos. O uso de uma objetiva maior (63x) que permite a melhor visualizacdo dos
parasitas nestes estagios concentra toda a energia do pulso de UV em uma area muito menor
causando dano celular. O pulso de luz UV em uma objetiva 40x ¢ suficiente para romper a
membrana do eritrocito infectado com esquizontes seguimentados (a partir de 44 horas apds a
invasdo). Devido a estas limita¢des técnicas, ndo conseguimos investigar a sensibilidade do P.

falciparum em todos os estagios do desenvolvimento intraeritrocitico.
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Figura 13- Eritrocitos infectados com P. falciparum no estagio esquizonte sdo insensiveis ao

1Ps.
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Medi¢do da fluorescéncia Ca®" captada por microscopia confocal. Razdo da intensidade de
fluorescéncia (F/FO) foi plotado em fungdo do tempo (segundos). Eritrécitos infectados por P.
falciparm no estagio esquizonte marcado com Fluo4-AM e Caged-IP; excitado com dois pulsos de UV
(indicado pelas setas) mais adi¢do de 10uM de Cloroquina (Chlor) e S5uM de Tapsigargina (Thaps).
Grafico representativo de 12 células em 4 experimentos distintos.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

4.1.2A via de sinalizacdo da melatonina inclue a geracéo do IP; em P. falciparum

4.1.2.1Melatonina causa mobilizacéo transiente de Ca®" em eritrdcitos infectados com P.

falciparum no estagio trofozoito

Hotta et al. (2000), ao explorarem as vias de sinalizagdo ativada pela melatonina em
P. chabaudi e P. falciparum, reportaram que este horménio induz a liberagio de Ca*’
citossOlico nestes parasitas. A mobilizacdo de Ca’" induzida pela melatonina ¢ abolida na
presenca da droga U73122 (inibidor da PLC) e luzindol (um antagonista de receptores de
melatonina). Este trabalho forneceu a primeira evidéncia de que a melatonina atua por uma
via de sinalizagdo dependente de IP; em Plasmodium.

Para estudar a natureza da mobilizagdo de Ca®" induzida pelo horménio melatonina,
observamos a dindmica de Ca®" em eritrocitos infectados com P. falciparum no estagio
trofozoito tratados com melatonina usando o mesmo protocolo (marcagdo com Fluo 4-AM) e
configuragdes no confocal utilizado para observar a resposta de Ca®" induzida pela

fotoliberacao do IP;,
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Na figura 14 observamos que a adi¢do de 10 uM de melatonina em um eritrocito
infectado com P. falciparum causou um aumento transiente de Ca*" similar ao padréo
observado na resposta de Ca®" induzida pela fotoliberagio do IP; (Figura 9). A resposta de
Ca®" ndo ocorre imediatamente ap6s a aplicacio da melatonina, indicando que este agonista
leva certo tempo até acessar o parasita no interior do eritrocito e ativar os processos de
sinalizagio que culminam na liberagio do Ca’". Na figura 14 B observamos que a
mobilizagdo de Ca®" induzida pela melatonina esta restrita ao parasita.

Na resposta de Ca”" induzida pelo IP; e melatonina observa-se um rapido aumento de
Ca®" citossolico no parasita (figura 9 e figura 14) seguida de uma queda gradual do Ca®’

citossolico que corresponde a captagao gradual deste ion pelo RE.

Figura 14- Melatonina causa mobilizacdo transiente de Ca>" em eritrocitos infectados com P.
falciparum no estagio trofozoito.
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Em A: Gréfico representativo (Razdo da intensidade de fluorescéncia (F/F0) vs tempo em segundos )
da resposta de Ca®" induzida por 10uM de melatonina em eritrocito infectado por P. falciparum no
estagio trofozoito. Grafico representativo de 12 células em 3 experimentos distintos. B: Imagens
obtidas no confocal evidenciando a célula em diferentes momentos da medigdo: a- luz visivel
mostrando P. falciparum dentro do eritrocito, b-d: mundancas nas concentracdes de Ca*" sdo
mostradas em pseudocores (azul para concentragdes mais baixas e vermelho para [Ca*"] mais altas),
em b) linha basal (t=30s), C) pico transiente na [Ca2+] (t=145s) e d) diminui¢do do pico de Ca*"
(t=240s) e €) o retorno a linha de base (t=150s).

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

O retorno a linha basal indica que a maquinaria celular responsavel pela homeostase

de Ca*" esta funcional nas condigdes testadas neste protocolo.
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4.1.2.2 Tratamento com melatonina aumenta a concentracdo de inositol fosfatos em

eritrécitos infectados com P. falciparum

Para testar a hipotese de que a melatonina é capaz de mobilizar Ca”" através da via de
sinalizagdo PLC/IP; em Plasmodium, medimos diretamente os niveis dos fosfoinositdis
(IP3/IP4) em parasitas tratados com melatonina. Para isto, eritrocitos infectados com P.
falciparum foram incorporados com [H’]-mio-inositol como descrito no material e métodos.

O esquema da figura 5 mostra a incorporagdo do inositol até a formagdo do PIP,,
substrato da PLC para formacdao do IP; ¢ DAG. Desta forma a incorporacao do [H*]-mio-
inositol € capaz de gerar o IP; marcado.

Elabbadi et al. (1994) demonstraram que a ionomicina (Iono), um iondforo de Ca*’, é
capaz de aumentar os niveis de fosfoinositois em P. falciparum incorporados com [H?]-mio-
inositol. Desta forma, usamos o tratamento com ionomicina (2 pM) em parasitas
incorporados com [H’]-mio-inositol como controle positivo para o aumento do IP3/IPy.
Parasitas incorporados com [H*]-mio-inositol sem receber tratamento com ionomicina e
melatonina foram usadas para medir as concentragdes basais de inositol fosfato. A medigao
do inositol fosfato (IP3/IP4) foi induzida durante 20 minutos em diferentes concentragdes de
melatonina (1 nM, 10nM e 100 uM) (figura 15).

Os dados dos graficos foram normatizados com os valores de inositol fosfato gerado
por eritrocitos ndo infectados sem o tratamento com drogas. Esta normatizagcdo ¢ importante
para excluir os valores de inositol fosfato originado pela membrana do eritrocito.

A concentracao 2 uM de ionomicina causou um aumento do inositol fosfato (IP3/IP4)
em 49 + 20% em relagdo ao controle basal (5 £2%) que ndo recebeu tratamento. Melatonina
100 uM foi capaz de induzir um aumento significativo de IP3/IP, em 30 £14%. As
concentragdes de melatonina (I nM e 10 nM) ndo conseguiram causar um aumento
expressivo de IP3/IP4 durante os 20 minutos de incubagdo porém os valores de inositois
fosfatos estimulados nestas concentracdes seguem uma tendéncia de aumento.

Esta ¢ a primeira evidéncia direta de que o hormdnio melatonina induz um aumento
nas concentragdes IP; em Plasmodium. Desta forma, corroboramos com a hipotese de que a

melatonin é capaz de ativar uma PLC e consequente producdo de IP; em Plasmodium.
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Figura 15-Aumento na formagdo de fosfoinositois induzido por melatonina em eritrocitos
infectados com P. falciparum.
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Concentragdo de melatonina (InM, 10 nM e 100uM; 20 minutos) e ionomicina ( 2uM; 20 minutos).
Basal representa o controle com eritrocitos infectados sem tratamento. Dados apresentados com média
+/- desvio padrio de 3 experimentos independentes, cada um contendo triplicata. (*p<0.05). Os
valores foram normatizados com o valor de incorporagio do [H*]-mio-inositol de eritrocitos (RBC)
ndo infetcados.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

4.1.2.3 Pré-tratamento de melatonina previne a inducdo de Ca** induzida por IP; em

eritrocitos infectados por P. falciparum

Apods demonstrarmos que a melatonina gera um aumentodas concentragdes de IP3/1P4
em P. falciparum, decidimos estudar o comportamento da mobiliza¢io de Ca®” em eritrocitos
infectados com P. falciparum no estagio trofozoito na presenga destes dois estimulos. Com
este objetivo, testamos a capacidade do P. falciparum de mobilizar Ca®>" com a fotolise do
caged-1P; apds submeter os parasitas a uma dose de 10 uM de melatonina.

Na figura 16, observamos que a maior parte dos eritrdcitos infectados foi capaz de
mobilizar Ca*" em apenas um dos estimulos (melatonina / IP3) aplicados. A maior parte das
células que ndo mobilizaram Ca®" na presenca de melatonina conseguiu mobilizar este ion na

presenca do IPs.
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Figura 16-Aumento de Ca*" induzido por IP; ¢ abolido ap6s o estimulo com melatonina.
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Eritrécitos infectados com Fluo4-AM e caged-I1P; foram estimulados com melatonina (10 uM) seguido
da fotoliberacdo do IP;. A:grafico representativo de células em um mesmo experimento respondendo a
melatonina (linha sélida) e ao IP; (linha pontilhada). Resultados similares foram obtidos em 5
experimentos distintos, total de 54 células analisadas. B: Porcentagem de células que responderam a
melatonina (10 pM), fotdlise do caged-IP; e ambos os estimulos (média + desvio padrdo de 5
experimentos).

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

O grafico da figura 16 B revela que no total de células analisadas (54 eritrocitos
infectados em 5 experimentos distintos), menos de 5% conseguiram liberar Ca*" de forma
transiente com a indu¢do da melatonina ¢ do IP;. A figura 17 A revela o padrdo de resposta
de mobilizacio de Ca’" nos eritrécitos infectados que responderam a ambos os estimulos.
Interessante observar que células que mobilizaram Ca”* com melatonina ndo foram capazes
deliberar prontamente o Ca>" na presenca de IPs. Estes dados sugerem uma convergéncia na
via de sinalizacao induzida pela melatonina e pelo IPs.

Verificamos se a liberacdo adicional de IP; é capaz de potencializar a liberagio de Ca®"
induzida pela melatonina, para isto acionamos o pulso de luz UV durante a mobilizacdo de
Ca’" estimulada pela melatonina em eritrocitos infectados marcados com Fluo 4-AM e caged-
IP;. A fotoliberagao do IP; ndo causou um aumento da mobilizacdo de Ca’" induzida pela
melatonina (Figura 17 B). Este dado sugere que as concentragdes de IP; estimuladas pela
melatonina sao suficientes para saturar os receptores de IP; em Plasmodium, assim a presenca
adicional de IP; originada da fotolise do caged-IP; ndo consegue potencializar a liberacao de

Ca”" no citoplasma do parasita.
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Figura 17- Fotoliberagio do IP; ndo potencializa a mobilizagio de Ca®*" induzida pela

melatonina.
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Eritrécitos infectados com Fluo4-AM e caged-I1P; foram estimulados com melatonina (10 uM) seguido
da fotoliberagdo do IP;. A: grafico representativo de células em um mesmo experimento respondendo
a melatonina (linha solida) e ao IP; (linha pontilhada). Resultados similares foram obtidos em 5
experimentos distintos, total de 54 células analisadas. B: Porcentagem de células que responderam a
melatonina (10 pM), fotdlise do caged-IP; e ambos os estimulos (média + desvio padrdo de 5
experimentos).

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

4.1.3 Transfecdo epissomal com moduladores e sensores de IP; em Plasmodium

falciparum

4.1.3.1 Construcéo do plasmideo IP3-esponja-pARL

O IP; esponja ¢ um peptideo de 380 aminoacidos derivado do sitio de ligacdo do
receptor de IP3 do tipo I de camundongos (Uchiyama et al., 2002) e possui a capacidade de se
ligar ao IP; atuando assim como um tampao de IP; celular. Usui-Aoki et al. (2005) com o uso
do IP; esponja e RNA de interferéncia (RNA1) conseguiram dessensibilizar a percep¢cdo do
sabor doce em drosofilas indicando que as células gustativas deste inseto usam esta via
dependente de IP; para percep¢ao de alimentos doces.

Com a finalidade de expressar a proteina IPs;-esponja em P. falciparum de forma
epissomal (sem incorporar no genoma), removemos o IPj;-esponja no vetor GST-
m49&m30/pGEX-2t  (Uchiyama et al.,2002) como descrito no material e métodos e
inserimos no vetor de Plasmodium com expressdo constitutiva denominado pARL (Struck et

al., 2005).
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A ampilificagdo do dominio de ligagdo do IP;-esponja resulta em um fragmento de
1143 pb. O fragmento do dominio de ligacao do IPs-esponja ¢ flanqueado pelos sitios de
restricdo Kpnl/Avrll. A amplificacdo em PCR revelou uma forte banda de tamanho esperado
(aproximadamente 1100 pb) e outra inesperado (aproximadamente 600 pb) que ndo foi usada
na para montagem do plasmideo IP;-esponja-pARL (figura 18A).

O vetor pARL foi digerido pelas ezimas de restrigdo Kpnl/Avrll para receber o
dominio IP3-esponja. Apds uma reacao usando ligase, os fragmentos IP3;-esponja amplificado
e o vetor pARL digerido resultaram em um plasmideo IP;-esponja-pARL (7788 pb),
esquema na figura 18 B. A integridade do plasmideo foi primeiramente verificada por

multiplas digestdes (Figura 18 C) e posterior confirmagdo com sequenciamento.

Figura 18-Estratégia e construgdo do plasmideo IP3-esponja-pARL.
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Em A: Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo em PCR do dominio de ligacdo do IP;-esponja.
Coluna M= Middle range DNA Marker (ladder usado); coluna 1= banda forte de tamanho esperado
(aproximadamente 1143 pb) e uma banda inespecifica entre 600 e 700 pb. B: esquema do vetor
pARL (6657 pb) indicando a regido onde as enzimas de resticdo Kpnl e Avrll clivardo o plasmideo
para receber o inserto [P;-esponja. 5’crt (regido promotora do transportador resistente a cloroquina);
3’PbDT (regiao terminadora do gene diifolato redutase em P. berghei), 5’cam (regido promotora da
do gene expressa calmodulina), hdhfr (gene humano para diifolato redutase) e 3’hrp2 (regido
terminadora do gene que expressa antigino rico em histidina 2). C: Gel de agarose 1% mostrando
multipla digestdo da contrucdo pARL-IPs;-esponja. Coluna M: 1Kb Plus DNA Ladder; coluna 1:
digestdo com Kpnl que cliva que lineariza a contrugdo (7788 pb); coluna 2: digestdo Avrll/Notl que
liberando o promotor crt da constru¢cdo pARL-IP;-esponja (812 pb e 6976 pb); coluna 3: Kpnl/Xhol
liberando IP;-esponja mais GFP da construcdo (1869 pb e 5919 pb); coluna 4: Kpnl/AvrIl liberando
o IP;-esponja da construgao (1143pb e 6645 pb). DNA marcado com brometo de etidio.
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4.1.3.2 Construgdo do plasmideo IRIS-pARL

O sensor de IP; denominado IRIS ¢ derivado do sitio de ligagdo do receptor de IP3 do
tipo I de camundongos, entretanto se liga com menor afinidade ao IP; comparado ao IP;
esponja sendo usado como um sensor de IP; celular gragas a inser¢do de duas proteinas
fluorescente (Venus e ECFP) (Matsu-ra et al., 2006). Este mesmo grupo monitorou a
dindmica da formacao e degradag¢do do IP; em células HeLa expressando IRIS na presenga do
agonista glutamato.

Na tentativa de expressar epissomalmente o sensor de IP; denominado IRIS em P.
falciparum, amplificamos o domimio IRIS do vetor IRIS-1 His-pcDNA3.1 zeo(+) (Matsu-ura
et al., 2006) como descrito nos material e métodos.

A figura 19 A mostra o resultado da ampilificagdo em PCR, testadas em diferentes
condicdes de temperatura de anelamento, do dominio IRIS (2501 pb). A amplificagdo resultou
em um fragmento de tamanho esperado de aproximadamente 2500 pb e um fragmento
inesperado (amplificagdo inespecifica) com 1250 pb. Com a amplificacdo, o fragmento do
dominio de ligagdodo IRIS passou a ser flanqueado pelos sitios Kpnl/Xhol (figura 19 B).

Digerimos o vetor pARL com as ezimas de restricio Kpnl/Xhol para receber o
dominio IRIS. Apds uma reagdo com ligase contendo o vetor pARL digerido com o IRIS
amplificado, o plasmideo IRIS-pARL (8432 pb) foi finalmente obtido. O plasmideo IRIS-
pARL foi primeiramente verificado por multiplas digestdes (figura 19 C) e posterior

confirmagao com sequenciamento.
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Figura 19-Estratégia e construgdo do plasmideo IRIS-pARL.
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Em A: Gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo em PCR do dominio de ligagdo do IRIS. Coluna
L= 500 pb DNA Ladder; coluna 1, 2 ¢ 3: diferentes condigdes de anelamento no PCR, o tamanho
esperado de 2501 pb aparecem nas colunas 2 e 3. B: esquema do vetor pARL (6657 pb) indicando a
regido onde as enzimas de resti¢do Kpnl e Xhol clivardo o plasmideo para receber o inserto IRIS. 5’crt
(regido promotora do transportador resistente a cloroquina); 3’PbDT (regido terminadora do gene
diifolato redutase em P. berghei), 5°cam (regido promotora da do gene expressa calmodulina), hdhfr
(gene humano para diifolato redutase) e 3 hrp2 (regido terminadora do gene que expressa antigino rico
em histidina 2). C: Multipla digestdo da contru¢do IRIS-pARL. Coluna L: 1Kb Plus DNA Ladder;
coluna 1: Dral que digere a constru¢do em 4 fragmentos (3493 pb, 1780pb, 1659pb, 1500pb), todos
com tamanho esperado; coluna 2: HindIIl que lineariza a construgdo (8432 pb); coluna 3: Smal que
cliva a contru¢do em 4 fragmentos (3120, 3050, 1580 e 682 pb); coluna 4: bglll que cliva a contrugdo
em 3 fragmentos (4916, 2804 e 712pb). Usado gel de agarose 1% e DNA marcado com brometo de
etidio.

4.1.3.3 Transfecao epissomal com as construcdes IP3-esponja e IRIS-pARL

Confirmada a integridade das construgdes IPs;-esponja-pARL e IRIS-pARL, iniciamos
a transfecdo epissomal em P. falciparum (cepa Dd2) no estagio de anel seguindo as
recomendagdes de Fidock et al. (1998). Parasitas transfectados com o vetor pARL com GFP
sem IP3-esponja e IRIS foram usados como controle.

Adicionamos a droga de sele¢do para o vetor pARL, a WR99210, 24 horas apos a
transfecdo em culturas de P. falciparum com pARL (contém GFP), IPs-esponja-pARL e
IRIS-pARL. O meio de cultura completo contendo WR99210 foi trocado diariamente e a
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parasitemia da cultura foi monitorada diariamente a partir do décimo quarto dia apds a
transfecao.

Apds 30 dias com a constante pressao seletiva da WR99210 ndo encontramos parasitas
em culturas transfectadas com IP;-esponja-pARL ou com IRIS-pARL. Entretanto, 21 dias
apos a data de transfe¢do, foram observados parasitas na cultura transfectada com o vetor

pARL (figura 20).

Figura 20- Eritrocito infectado com Plasmodium falciparum transfectado com vetor pARL
GFP.

A esquerda, uma fotografia com luz visivel, a seta preta indica a localizagdo do eritrécito infectado. A
direita, 0 mesmo eritrécito parasitado excitado com feixe de luz 488nm, evidenciado pela seta branca.
Fotografias foram realizadas com camera fotografica digital acoplada a um microscopio de
fluorescéncia. Objetiva 40 vezes. Traco branco indica escala em um.

A técnica de transfe¢do funcionou uma vez que parasitas transfectados com o vetor
pARL foram selecionados pela droga de selegado WR99210 e apresentam a expressdao da GFP.
Este dado indica que a mortalidade da cultura transfectada com as constru¢des IPs-esponja-
pARL e IRIS-pARL ndo esta relacionada ao protocolo de transfecdo e nem ao vetor pARL
utilizado.

Estes dados sugerem que a modula¢do do IP; com a proteina IPs-esponja e o uso do
sensor IRIS, que também ¢é capaz de se ligar ao IP;, impedem a viabilidade do parasita P.

falciparum no estagio intraeritrocitico.
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4.1.4 Busca pelo receptor de IP;em P. falciparum

4.1.4.1Coluna de cromatografia de afinidade ao 1P;

Na busca por candidatos ao receptor de IP; em P. falciparum, utilizamos uma coluna
de afinidade ao IP; proposta por Hirata et al. (1990). Os extratos de proteinas (2,5 mg) de
figado de camundongo e de P. falciparum desincronizados e isolados do eritrocito foram
adicionadas nas colunas de cromatografia de afinidade ao IP; como descrito no material e
métodos.

A coluna que utilizamos ¢ formada por uma matriz de sefarose associada a
estreptavidina, esta ultima € capaz de se ligar na biotina que esté ligada ao IP3.

A coluna formada pela sefarose-estreptavidina-biotina-IP; que recebeu o extrato de
figado foi denominada “controle positivo”, uma vez que figado de camundongos ¢ um orgao
rico em receptores de IP; (Mikoshiba, 2007). Este controle ¢ importante para testar se a
coluna usada neste trabalho ¢ capaz de resgatar proteinas que se ligam ao IP3, o que inclue o
receptor de IP;. Em camundongo, as proteinas que participam da via de sinalizacdo e
metabolismo do IP; ja estdo bem caracterizadas.

A coluna contendo apenas sefarose-estreptavidina que recebeu o extrato de P.
falciparum foi denominada “controle negativo”. Este controle ¢ necessario para apontar as
proteinas de P. falciparum que se ligam na matriz de sefarose-estreptavidina
independentemente da presenca do IP; mesmo apds os passos de lavagem.

A coluna contendo sefarose-estreptavidina-biotina-IP; que recebeu o extrato de
proteinas de P. falciparum recebeu o nome de Pf(+). Esta é a coluna que utilizamos para
resgatar e identificar as proteinas de P. falciparum que se ligam ao IPs.

A presenca constante do LiCl nos tampdes de lavagem e eluicdo (ver materiais e
métodos) € importante para inibir a degradagdo do IP; presente na coluna.

Apods a eluicdo das amostras da coluna, aplicamos as proteinas em um gel de

poliacrilamida para verificar a presenga das bandas (figura 21).
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Figura 21-Proteinas eluidas da coluna de cromatografia de afinidade ao IPs.
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Gel de poliacrilamida 8% corado com Colloidal Blue Staining. Coluna P: usado “PageRuler Prestained
Protein Ladder” da Thermo scientific. O tamanho das bandas estdo indicadas em kDa. Controle
positivo: extrato de proteinas de figado de camundongo. Controle negativo: extato de proteinas de P.
falciparum na coluna de sefarose sem IP;. Pf(+): extato de proteinas de P. falciparum na coluna de
sefarose com IP;.

Foram obtidas bandas em todas as colunas. Devido a alta concentracdo de sal
(guanidina) presente no tampao de eluigdo as amostras ndo correram de forma uniforme. Todo
o gel foi cortado em secdes e enviado para analise no espectometro de massa (Taplin Mass
Spectrometry) para a identificagdo das proteinas.

No controle positivo (coluna que recebeu o extrato com figado de camundongo) foram
identificadas 1549 proteinas. A coluna de cromatografia de afinidade ao IP; conseguiu ligar
proteinas importantes para via de sinalizagdo PLC/ IP; (Tabela 1).

A coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 conseguiu resgatar os receptores de IPs
(tipo I e III) e uma PLCo. Todas estas proteinas apresentaram ao menos 3 peptideos
exclusivos indentificados no massa. Levando em consideragdo a sensibilidade de deteccao do
equipamento, qualquer proteina que apresenta ao menos 3 peptideos exclusivos nao necessita

de validagao para confirmar sua presenca na amostra.
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Tabelal-Proteinas importantes para via de sinalizagdo PLC/ IP; identificadas no controle
positivo contendo extrato de proteina de figado de Mus musculus.

Numero  Cddigo da Peso Ao menos 3
da proteina no Nome molecular Peptideos exclusivos
proteina NCBI kDa encontrados?
Quantos?
1 Gpldl Fosfolipase D 93,6 Sim (3)
2 Itprl Receptor de IP5 tipol 313,3 Sim (14)
3 Itpr3 Receptor de IPs tipol 304,3 Sim (10)

Foram identificadas 494 proteinas no controle negativo (extrato de proteina de P.
falciparum na coluna sem biotina-IP3) e 700 proteinas no grupo Pf(+) (extrato de proteina de
P. falciparum na coluna com biotina-IP;). Na busca no candidato ao receptor de IP3 em P,
falciparum, excluimos todas as proteinas em comum do controle negativo com Pf(+).

Das 206 proteinas exclusivas ao grupo Pf(+), consideramos que para uma proteina ser
candidato ao receptor de IPs, esta deve apresentar ao menos um dominio transmembranico
para acoplar a uma membrana.

Para detectarmos a presenca de um dominio transmembranico, a sequéncia de
aminoacidos das 206 proteinas de P. falciparum exclusivas na coluna Pf(+) foram analisadas
pelo programa HMMTOP versao 2.0 (www.enzim.hu/hmmtop/) que prediz o nimero de
dominios transmembranicos em uma sequencia de peptideo/proteina. Das 206 proteinas
analisadas pelo programa HMMTOP, apenas 51 proteinas apresentaram ao menos um

dominio transmembranico (tabela 2).



Tabela 2 — Lista de proteinas de P. falciparumexclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continua)
. . . Peso Dominios
Numero Numero de Nome de F_>rote|na de Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da Acesso P. falciparum . . .
. . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina PlasmodB Identificada (kDa)

Proteina de membrana
transcrita em fase
jovem10.1
(ETRAMP10)

2 PF3D7 1001500 11,2 2 Nao (1)

Antigeno 1 apical de

4 PFIT 1134100
- membrana

72 1 Nio (2)

Proteina disulfeto

6 PF3D7_0827900 isometase (PDIS)

55,5 1 Naio (1)

€8



Tabela 2 — Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continuagao)
. . . Peso Dominios
Numero Numero de Nome de F_>rote|na de Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da Acesso P. falciparum . . .
. . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina PlasmodB Identificada (kDa)

Proteina de resisténcia a
multidrogas (MDR1)

9 PF3D7 0523000 162,2 11 Nao (1)

Proteina 2de membrane
11 PF3D7 0202500  de transcrigdo precoce 11,5 2 Nao (2)
(ETRAMP2)

Proteina parecida com
13 PF3D7 0817500  inibidor de quinase C, 21,1 1 Nao (2)
putativo

¥8



Tabela 2 —Lista de proteinas exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um dominio

transmembranico (continuagdo)
. . . Peso Dominios
Numero Numero de Nome de F_>rote|na de Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da Acesso P. falciparum . . .
. . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina PlasmodB Identificada (kDa)

Proteina conservada em
16 PF3D7 0104200 Plasmodium, fun¢ao 53,6 1 Sim (4)
desconhecida

Proteina conservada em
18 PF3D7 0912400 Plasmodium, funcao 52,7 1 Sim (3)
desconhecida

Proteina de
Plasmodium em
superficie de eritrocito
(PIESP2)

20 PF3D7_0501200 48,7 2 Sim (3)

¢8



Tabela 2 —Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continuagao)
. . . Peso Dominios
Numero Numero de Nome de F_>rote|na de Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da Acesso P. falciparum . . .
. . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina PlasmodB Identificada (kDa)

Proteina 3 do anel da
roptria (RON3)

23 PF3D7 1252100 263,1 4 Sim (3)

Proteina conservada em
25 PF3D7 1237700 Plasmodium, funcao 23,6 5 Nao (2)
desconhecida

Proteina conservada em
27 PF3D7 1205600 Plasmodium, fungao 39 2 Sim (9)
desconhecida
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Tabela 2 —Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continuagao)
. . . Peso Dominios
Numero Numero de Nome de F_>rote|na de Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da Acesso P. falciparum . . .
. . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina PlasmodB Identificada (kDa)

30 PF3D7 0829200 Proibitina, putativo 30,5 1 Sim (3)

Proteina de
32 PF3D7 0702500  Plasmodium exportada, 27,6 1 Nao (1)
funcdo desconhecida

Aspartato
34 PF3D7 1344800 carbamoiltransferase 43,2 1 Nao (2)
(atcasE)

L8



Tabela 2 — Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continuagao)
NUmero Nome de Proteina de Peso Dominios
NUmero de Acesso . Molecular  Transmembra Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da P. falciparum . . .
. PlasmodB . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina Identificada (kDa)

Fator de splicing,
putativo

37 PF3D7 1321700 100,9 1 Nao (1)

Proteina que liga ao

39 PF3D7 1132300 , . . :
- acido nucléico, putativa

31,7 1 Nao (1)

Componente PTEX88
translocon (PTEX88)

41 PF3D7_1105600 90,7 2 Sim (7)

38



Tabela 2 — Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(continuagao)
NUmero Nome de Proteina de Peso Dominios
NUmero de Acesso . Molecular  Transmembra Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da P. falciparum . . .
. PlasmodB . da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina Identificada (kDa)

Proteina conservada em
44 PBANKA 110850 Plasmodium, fungao 297,8 1 Nao (1)
desconhecida

Proteina de membrana
46 PF3D7 1016900 de expressao precose 11,9 2 Sim (5)
10.3 (ETRAMP 10.3)

Proteina de
48 PF3D7 1476600  Plasmodium exportada, 110,9 1 Nao (1)
funcao desconhecida

68



Tabela 2 — Lista de proteinas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; que contém ao menos um
dominio transmembranico.

(conclusdo)
NUmero Nome de Proteina de Peso Dominios
Numero de Acesso . Molecular ~ Transmembrd Ao menos 3 Peptideos exclusivos
da P. falciparum . : :
. PlasmodB e da Proteina  nicos preditos encontrados? Quantos?
proteina Identificada
(kDa)
Proteina de membrana
50 PF3D7 1439800 associada a vesicula, 26,7 1 Nao (1)
putativo
Proteina 6- cisteina ~
51 PF3D7 0508000 40,5 2 Nao (1)

(P38)

06
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Com a coluna de cromatografia de afinidade ao IP; conseguimos identificar 51
proteinas de P. falciparum capazes de se ligar especificamente ao IP3-biotina e que apresenta
ao menos um dominio transmembranico.

Infelizmente, ndo temos um modelo de referéncia para um receptor de IP; em plantas
terrestres ou em Apicomplexa o que faz com que a posterior triagem destes 51 candidatos
baseando em caratceristicas estruturais seja um processo arriscado e complicado. Entretanto,
este trabalho ¢ importante para selecionar potenciais proteinas que interagem com IP; em
Plasmodium, permitindo focar esfor¢os na busca deste receptor em um niimero limitado de
proteinas. Interessante ressaltar que a maior parte dos 51 potenciais candidatos ao receptor de

IP; revelados em nossa coluna ainda nao possui uma fungdo caracterizada.
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4.2 Papel da heme oxigenase em P. falciparum

O parasita possui um mecanismo classicamente conhecido para lidar com a hemina,
um produto téxico da digestdo da hemoglobina: a formagdo de hemozoina (Kumar et al.,
2007). Em mamiferos a principal via de degradagdo da hemina ¢ a degradacdo em biliverdina
(BV), catalisada pela enzima heme oxigenase (HO) (Docherty et al., 1984).

Okada (2009) reportou a existéncia de uma HO em P. falciparum (PfHO) capaz de
converter hemina em bilirrubina, entretanto a existéncia desta via de detoxificagdo neste
parasita ndo € um consenso na litetatura (Kumar et al., 2008; Sigala et al., 2012). Para
compreender a fungdo da PfHO, exploramos in vitro a sua capacidade em converter
biliverdina em bilirubina (BR) e sua modulacdo na presenca de metaloprotoporfirinas
(moduadores classicos da HO em mamiferos e inibidores da formagao da hemozoina).
Considerando a importancia da via de detoxificacdo da hemina, testamos o potencial
antimalarico das metaloprotoporfirinas em cultura de P. falciparum além de explorar o

potencial da hemina, BV ¢ BR em modular o ciclo deste parasita.

4.2.1Explorando a atividade Biliverdina Redutase da PfHO

4.2.1.1Expressao e purificacdo da P. falciparum heme oxigenase recombinante (PfHO)

Okada (2009) e Sartorello et al. (2010) reportaram a capacidade da PfHO em converter
hemina em biliverdina, entretanto esta atividade foi contestada no trabalho de Sigala et al.
(2012).

Decidimos testar in vitro a capacidade da PfHO purificada em converter BV em BR.
Com o objetivo de realizar este ensaio in Vvitro, expressamos o gene da PfHOsem a regido do
peptideo sinal em Escherichia coli (ver material e métodos) para obter uma PfHO
recombinante. Esta clonagem foi realizada pelo Dr Robson Sartorello no Instituto de
Biociéncias da USP e pela Professora Dra Ana Paula U. Aratjo no Centro de Biotecnologia
Molecular Estrutural, Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.

O grau de pureza da PfHO recombinante obtida foi inferida apds os dois passos de
purificagdo aplicadas na producgdo da enzima: cromatografia de afinidade para proteinas com
cauda de histidina (Ni-NTA superflow) e cromatografia de exclusdo molecular (HPLC)

(figura 22). Ver material e métodos. A expressdo e purificacdo da enzima PfHO foi feita com
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a colabora¢dao ¢ auxilio do doutorando Fernando V. Maluf ¢ Prof. Dr Rafael Guido no
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Departamento de Cristalografia, USP.

Apds o passo de purificagdo na cromatografia de exclusdo molecular, observamos na
figura 22 B uma tnica banda de aproximadamente 29 kDa, o tamanho esperado para PfHO,

confirmando a expressdo e pureza da PfHO recombinante usada nos ensaios.

Figura 22-Purificacdo da P. falciparum heme oxigenase recombinante.
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Em A: cromatograma exclusdo de molecular (coluna Superdex 200 10/300 GL - GE Healthcare). Fase
moével em tampao Tris (pH 7,4) 50 mM tampao contendo 200 mM de NaCl . Taxa de fluxo de 1 mL
min-1. Heme oxigenase recombinante (PfHO) com cauda 6xHis foi eluida num pico puro indicada
pela seta. B: Gel de SDS-PAGE 10%. Marcador de peso molecular (canaleta MK). Fracdo soluvel
(canaleta S). Fracdo insoluvel (canaleta I). Amostra da heme oxigenase apods purificagdo em
cromatografia de exclusdo molecular (canaleta P).

4.2.1.2 Atividade biliverdina redutase (BVR) da PfHO recombinate

Obtida a enzima PfHO recombinante purificada, demos inicio aos experimentos para
testar in vitro se PFHO recombinante é capaz de converter biliverdina (BV) em bilirrubina
(BR).

Para testar a atividade biliverdina redutase (BVR) da PfHO, BV foi utilizado como
substrato (ver material ¢ métodos) na presenca de NADPH (atua como doador de elétron). A
glicose-6-fosfato (G6P) e G6P desidrogenase (G6P-DH) foram usadas na reacdo para
restabelecer o NADPH. A rea¢do foi montada na presenga de um tampao TRIS-HCI pH:7,4 a
37°C.

A taxa de conversio da BV para BR catalisada pela PfHO foi monitorada no
espectrofotometro no comprimento de onda 454 nm (a banda de absor¢do mais forte da BR).

Na figura 23 vemos a curva cinética que relaciona a OD (454 nm) em rela¢do ao tempo. Na
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presenca do substrato BV e da enzima PfHO, observamos um aumento do valor da OD (454
nm) nos primeiros 10 minutos da reagdo, sugerindo que in vitro a PfHO ¢é capaz de catalisar a

formagao de BR a partir de BV.

Figura 23-Atividade biliverdina redutase catalisada pela PfHO.
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Curva cinética (Densidade Optica x Tempo em segundo) monitorando a atividade redutase da heme-
oxigenase PfHO. A formagdo da BR ¢é monitorada no comprimento de onda 454 nm. Curva
representativa.

Para confirmar BR como o produto final da reagdo catalisada pela PfHO, realizamos
uma analise no HPLC-UV (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) co-injetando uma
anostra pura de BR com a reagdo enzimatica observada na figura 23. A figura 24 A (linha
verde) confirma a BR como produto da reagdo BVR catalisada pela PfHO. Para certificarmos
da importancia da PFHO na atividade BVR, o mesmo ensaio foi montado na auséncia da
enzima. Este controle foi aplicado no HPLC-UV (Figura 24 A, linha vermelha). A presenga
da PfHO na rea¢ao aumentou consideravelmente a presenga da BR comparada na rea¢ao sem
a enzima. Os experimentos com HPLC-UV foram realizadas pela Dra. Vania B. Bueno
orientada pelo Prof. Dr. Luiz H. Catalani no Departamento de Quimica Fundamental no
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Um espectro UV-Vis (200nm a 950nm) também foi medido a cada cinco minutos de
reacdo BVR catalisada pela PfHO a fim de monitorar eventual precipitacdo ou espalhamento
de luz durante a reacdo (Figura 24 B). A sobreposi¢do dos espectros ndo sugere a ocorréncia
de precipitacdo de algum dos reagentes da reacdo BRV catalisada pela PfHO durante 30

minutos de reagao.
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Figura 24-Bilirrubina ¢ produto final da reagdo biliverdina redutase catalisada pela PfHO .
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Em A: Analise no HPLC-UV visivel (454 nm) evidenciando a formacdo de bilirrubina. Linha preta
(bilirrubina) € um controle de inje¢do de bilirrubina. Linha Vermelha (BV) ¢ o controle contendo
biliverdina, glicose-6-fosfato desidrogenase, glicose-6-fosfato e NADPH, na auséncia de PfHO. Linha
verde (PfHO + BV) ¢ a solugdo (BV) na presenca de PfHO. B: Espectros UV-Vis sobrepostos da
reagdo que produz BR a partir BV catalisada pela PfTHO. O espectro UV-Vis de 200nm a 950nm da
reacdo foi medida a cada 5 minutos durante uma hora a fim de identificar possiveis deslocamentos
espectrais

Estes dados demonstram que a enzima PfHO recombinante apresenta atividade

biliverdina redutase in vitro nas condigdes testadas neste protocolo.

4.2.1.3 Modulando a atividade biliverdina redutase (BVR) da PfHO recombinate com

metaloprotoporfirinas

Metaloprotoporfirinas sdo agentes classicos na modula¢do da enzima heme oxigenase
em mamiferos (Vreman et al., 1996). Esta propriedade fornece uma ferramenta farmacoloégica
para estudar o efeito da modulacdo da heme oxigenase in vitro (Drummond et al., 1986).
Entretanto a modulagdo da PFHO pelas metaloprotoporfirinas nunca foi testada, limitando o
conhecimento sobre os mecanismos de ativagdo e inibicdo desta enzima. Para explorar esta
questdo, decidimos testar a capacidade da enzima purificada PFHO recombinante em catalisar
a conversdo da BV para BR na presenca das metaloprotoporfirinas: Fe-PPIX, PPIX, Co-
PPIX; Zn-PPIX; Cu-PPIX; Mn-PPIX e Ni-PPIX nas concentragdes 0,1; 1; 10; 25 ¢ 50 yM. A
reacdo BVR catalisada pela PFHO contendo apenas o solvente DMSO, usado para solubilizar

as metaloprotoporfirinas, foi usada como controle.
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Para calcular a modulagdo, usamos o programa GraphPad Prism para fazer a regrecao
linear da curva cinética (OD 454 versus tempo) da reagdo BVR catalisada pela PTHO
obtendo o valor do coeficiente angular (o) que indica a angulagdo da reta. O valor do a da
reagdo BVR na presenga da PfHO com solvente DMSO ou metaloprotoporfirina foi
normatizada em relagdo ao o da reagdo BVR na presenga da PTHO.

Na figura 25 mostramos a modulacdo da hemina na atividade BVR catalisada pela
PfHO. Hemina (Fe-PPIX) foi a tinica metaloprotoporfirina que aumentou a atividade PfHO
recombinante na concentracao de 10 uM (115 = 7%) e ndo mostrou qualquer inibigao nas

outras concentragoes testadas.

Figura 25-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenca de hemina.
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O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade 6tica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PFHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibicdo da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenca de 0,1, 1, 10, 25 e 50uM de hemina (Fe-PPIX). No centro a
representagdo estrutural do Fe (III) protoporfirina (hemina). Os dados representam trés experimentos
diferentes, cada uma contendo triplicata * P <0,05.

Na figura 26 mostramos a modulagdo da protoporfirina (PPIX) na atividade BVR
catalisada pela PFHO. A protoporfirina XI (PPI-IX) inibiu a reagdo BVR em concentra¢des
superiores a 1 pM ( 80+ 10%). As inibi¢des observadas em 10 uM (76x 7%), 25 uM (77 £
6%) e 50 uM (71+ 13%) indicam a participacdo dos grupos existente na protoporfirina IX na

inibigdo enzimatica da PfHO.
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Figura 26-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenga de protoporfirina IX.

Protoporfirina IX

s, B rrHO+BY
E gy j\ufu \*NJ{J [J PfHO+BV4DMSO
g 80- - o <‘ g 8 0.1uM
g 60 //\ P § [IH] 1uM
& < EP410uM
c‘E ™ i 25 uM
Ll E " B 50 M

O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade 6tica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibi¢do da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenga de 0,1, 1, 10, 25 e 50uM de PPIX. No centro a representagio
estrutural protoporfirina IX (PPIX). Os dados representam trés experimentos diferentes, cada uma
contendo triplicata. * P <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

Na figura 27 mostramos a modula¢do do cobalto protoporfirina (Co-PPIX) na
atividade BVR catalisada pela PfHO. A adi¢do de 10 yM de Co-PPIX foi suficiente para
causar uma inibi¢do de 42 + 28% da atividade da enzima ¢ 50 yM desta metaloprotoporfirina

completamente abole (9 +3%) a atividade BVR da PfHO.

Figura 27-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenca de cobalto protoporfirina IX.
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O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade otica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PFHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibicdo da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenga de 0,1, 1, 10, 25 e 50uM de Co-PPIX. No centro a
representacdo estrutural cobalto protoporfirina IX  (Co-PPIX). Os dados representam trés
experimentos diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001.
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Interessante que a cobalto protoporfirina XI (Co-PPIX) ¢ um indutor da atividade
heme oxigenase in vivo em diversos tecidos (Maine et al., 1977). Neste aspecto, o Co-PPIX
apresenta uma modulacdo distinta na atividade da PfFHO comparada com a HO de humanos.

Na figura 28 mostramos a modula¢do do cobre protoporfirina (Cu-PPIX) na atividade
BVR catalisada pela PfHO. Somente as concetragdes mais altas de Cu-PPIX causaram uma

inibi¢do daatividade da PTHO: 25 uM (574 15%) e 50 uM (53 + 30%).

Figura 28-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenca de cobre protoporfirina 1X.
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O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade 6tica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PFHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibicdo da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenca de 0,1, 1, 10, 25 ¢ 50uM de Cu-PPIX. No centro a
representagdo estrutural cobre protoporfirina IX (Cu-PPIX). Os dados representam trés experimentos
diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001.

Na figura 29 mostramos a modulagdo do manganés protoporfirina (Mn-PPIX) na
atividade BVR catalisada pela PfHO. A Mn-PPIX s6 inibiu a atividade da PfHO na
concentragdo 50 uM (68 £14%)).
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Figura 29-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenca de manganés protoporfirina IX.
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O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade 6tica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibi¢do da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenga de 0,1, 1, 10, 25 ¢ 50uM de Mn-PPIX. No centro a
representagdo estrutural manganés protoporfirina IX (Mn-PPIX). Os dados representam trés
experimentos diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001.

Este padrao de inibigdo observada com Mn-PPIX foi semelhante ao observado com o
niquel protoporfirina (Ni-PPIX) (figura 30) onde a concentracdo 50 puM apresentou uma
inibicao de 26 +41%.

Figura 30-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenca de niquel protoporfirina IX.
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O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade otica vs Tempo) na reacdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PFHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibicdo da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenca de 0,1, 1, 10, 25 ¢ 50uM de Ni-PPIX. No centro a
representacao estrutural niquel protoporfirina IX (Ni-PPIX). Os dados representam trés experimentos
diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001.
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Na figura 31 mostramos a modulagao do zinco protoporfirina (Zn-PPIX) na atividade
BVR catalisada pela PfHO. A Zn-PPIX inibiu a atividade da PfHO a partir da concentragio
10 uM (83 £9%). A concentragdo de 25 uM de Zn-PPIX inibiu 54 + 19% da atividade PfHO
enquanto que 50 uM inibiu 35 £10%.

Figura 31-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na
presenga de zinco protoporfirina IX.

Zinco protoporfirina IX

g | B PrHO+BY
£ "B - & -- [ PHO+BV+DMSO
g » S B50.1uM
< £ K
£ 6 & M1um
) @
o — [ 10 uM
g 25 uM
0- = £ 50 uM

O valor do coeficiente angular obtido do grafico (Densidade 6tica vs Tempo) na reagdo controle sem
DMSO ou protoporfirina metaladas (PFHO + BV) foi considerado 100%. Percentual da ativagdo ou
inibicdo da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O grafico da
atividade redutase da PfHO na presenga de 0,1, 1, 10, 25 e 50uM de Zi-PPIX. No centro a
representagdo estrutural zinco protoporfirina IX (Zn-PPIX). Os dados representam trés experimentos
diferentes, cada uma contendo triplicata. * P <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

O solvente DMSO, usado para solubilizar as metaloprotoporfirinas, ndo alterou a
atividade BVR da PfHO recombinante, indicando que a modulagdo da atividlade BVR

catalisada pela PfHO se deve pela presenga das metaloprotoporfirinas testadas.

4.2.2Acéo das metaloprotoporfirinas em P. falciparum

4.2.2.1Zn-PPIX inibe a formacao de hemozoina em culturas de P. falciparum

O zinco protoporfirina XI (Zn-PPIX) ¢ um classico e eficiente inibidor da enzima
heme oxigenase (Labbe et al., 1999). Apds demonstrarmos que Zn-PPIX inibe in vitro a
atividade BVR da PfHO (figura 31), decidimos testar a capacidade desta
metaloprotoporfirina em inibir a formagao do cristal de hemozoina em eritrdcitos infectados

com P. falciparum.
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A regido da hemozoina em eritrocitos infectados com P. falciparum foi identificada
por microscopia de contraste de fase (ver material € métodos) como pode ser observado na
figura 32 B. A medicdo da area da hemozoina foi possivel uma vez que este polimero forma
um cristal escuro bem caracteristico.

Zn-PPIX na concentragdo 25 puM foi incubado por duas horas em cultura de P.
falciparum sincronizadas no estagio de trofozoito (T). A area da hemozina destes parasitas
foi comparada com o grupo controle que recebeu apenas DMSO (controle negativo), 1 uM de
cloroquina (controle positivo) e ao tempo inicial (T, area da hemozoina antes de iniciar a
incubacdo de 2 horas) (figura 32 A).

Foi demonstrado que a cloroquina inibe a formacdo do cristal de hemozoina no
Plasmodium (Asawamahasakda et al.,1994), esta inibicdo esta possivelmente associada a
alcalinizacdo dos compartimentos acidos onde ocorre a formagao da hemozoina (Gazarini et
al., 2007) uma vez que a cloroquina ¢ capaz de inibir os canais i6nicos (Kumar et al., 2007)
importantes no transportede protons H' no limem do vactiolo 4cido. Como esperado, apds
duas horas de incubag¢do com 1 uM de cloroquina, observamos uma diminui¢do na area da

hemozoina em P. falciparum ( 72 £5%) ( figura 32 A).

Figura 32-Medi¢ao da hemozina em P. falciparum.
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Em A: Gréfico da alteracdo de tamanho da hemozoina em porcentagem. Os valores do tempo inicital
(Ty) foram considerados 100%. Dados obtidos em 3 experimentos distintos. ** Para p< 0.01 e ***
p<0,001. B: Imagem do confocal evidenciando um eritrécito infectado por P. falciparum no estagio
de trofozoito. A seta evidencia o cristal de hemozoina.

A concentracdo 25uM de Zn-PPIX foi capaz de reduzir a area média do cristal de
hemozina em apenas duas horas (65 +16%). O solvente DMSO ndo reduziu a éarea da

hemozoina quando comparado ao grupo Ty, indicando que os efeitos inibitdrios observados na
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formagdo da hemozoina com a incubagdo com Zn-PPIX deve-se exclusivamente a presenca

da metaloprotoporfirina (figura 32 B).

4.2.2.2Efeito da hemina, protoporfirina e metaloprotoporfirinas na viabilidade de P.

falciparum

As metaloprotoporfirinas modularama atividade BVR da enzima PfHO recombinante
(figuras 25 a 31) e Zn-PPIX foi capaz de reduzir em apenas duas horas a area da hemozoina
em P. falciparum (figura 32). Para verificar se a exposi¢do das metaloprotoporfirinas
durante 48 horas alteram a viabilidade em cultura de P. falciparum dessincronizado,
adicionamos no meio de cultura completo dos parasitas diferentes concentragdes (0,1, 1, 10,
25 e 50 uM) de hemina, PPIX e metaloprotoporfirinas sintéticas (Co-PPIX; Zn-PPIX; Cu-
PPIX;. PPIX-Mn e Ni-PPIX).

Ao final da incubacdo de 48 horas do P. falciparum na presenga das
metaloprotoporfirinas, as células foram fixadas e marcadas com YOYO-1(marcador de DNA)
como descrito no material ¢ métodos. Na presenga do YOYO-1, os eritrocitos infectados
(contém DNA de origem do parasita) apresentam uma fluorescencia distinta dos eritrocitos
nao infectados. Desta forma a parasitemia ¢ determinada a partir de graficos de pontos
(dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10° células adquiridos num citémetro de fluxo

(figura 33).



103

Figura 33-Grafico de pontos(dispersdao versus fluorescéncia) obtida em um citometro de
fluxo FACS Calibur.
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Eritrocitos ndo infectados (RBC) e infectados com P. falciparum (iRBC) marcados com YOYO-

1formam duas populagdes distintas. Cada ponto (evento) representa uma célula. Amostrado 10° células
em cada amostra.

Na figura 34 mostramos o efeito da hemina na viabilidade em P. falciparum apos 48
horas de incubagdo. Houve um decréscimo na viabilidade da parasitemia a partir da
concentragdo de 10uM (75 £ 10%). Hemina nas concentracdes 25 uM (51£ 1%) e 50 uM (54
+ 14%) conseguiu matar metade da populacdo de parasitas. Este dado reforca o efeito toxico
da hemina em P. falciparum.

Na figura 35 mostramos o efeito protoporfirina IX (PPIX) na viabilidade em P.
falciparum apos 48 horas de incubagdo. A PPIX apresentou baixa toxicidade na populacdo de
P. falciparum, a queda na viabilidade destas células s6 foi observada na concentragdo de 50
uM (74 + 9%). Este dado evidencia a impotancia do metal presente na protoporfirina IX no

efeito antimalarico das metaloprotoporfirinas.
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Figura 34- Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubag¢do, na presenca de hemina.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10°
células em um citometro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem drogas ou
solvente (iRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o controle, contendo
apenas solvente (iIRBC + DMSO). A: valor da parasitemia na presenca de 0,1; 1; 10; 25 ¢ 50 uM de
Fe-PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05 e *** p <0,001.

Figura 35- Viabilidade dos eritrdcitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubagdo, na presenca de protoporfirina IX.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10° células
em um citdmetro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem drogas ou solvente
(IRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o controle, contendo apenas
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solvente (iRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenca de 0,1; 1; 10; 25 ¢ 50 uM de PPIX. Os
dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05.

Na figura 36 mostramos o efeito do cobalto protoporfirina IX (Co-PPIX) na

viabilidade em P. falciparum apds 48 horas de incubag@o. Co-PPIX s6 apresentou toxidade
na concentracao 50 uM (57 £ 19%)).

Figura 36- Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubacdo, na presenca do cobalto protoporfirina [X.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersio lateral versus fluorescéncia) de 10° células
em um citdometro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem drogas ou solvente
(IRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o controle, contendo apenas

solvente (iIRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenca de 0,1; 1; 10; 25 e 50 uM de Co-PPIX. Os
dados representam 4 experimentos distintos. *** p <0, 001.

Na figura 37 mostramos o efeito do cobre protoporfirina IX (Cu-PPIX) na viabilidade
em P. falciparum apos 48 horas de incubag@o. Cu-PPIX reduziu drasticamente a viabilidade

de P. falciparum nas concentragdes 25 uM (26 = 15%) ¢ 25 uM (11 £ 8%)).
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Figura 37-Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apés 48 horas de
incubagdo, na presenca de cobreprotoporfirina IX.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10° células
em um citdometro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem drogas ou solvente
(iIRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o controle, contendo apenas
solvente (iRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenga de 0,1; 1; 10; 25 ¢ 50 uM de Cu-PPIX.
Os dados representam 4 experimentos distintos. *** p <0,001.

A Mn-PPIX foi a unica porfirina a aumentar a parasitemia nas concentragoes de 0.1
pM  (110£ 3%), 1 uM (114+ 6%) e 10 uM (113+ 5%) e ndo foi capaz de comprometer a
viabilidade dos parasitas nas concentragdes mais altas (figura 38). Este dado indica que o tipo

de metal na metaloprotoporfirina ¢ um fator importante no potencial antimalarico destes

compostos.
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Figura 38- Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubacdo, na presenca de manganés protoporfirina IX.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersdo lateral versus fluorescéncia) de 10°
células em um citometro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem drogas ou
solvente (iRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o controle, contendo
apenas solvente (iRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenga de 0,1; 1; 10; 25 ¢ 50 uM de Mn-
PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05 e ** p <0,01.

O Ni-PPIX também foi capaz de aumentar a parasitemia da cultura de P. falciparum
apos 48 horas de incubacdo na concentracdo 0.1 pM (123+ 8%) porém, foi capaz de reduzir a

parasitemia nas concentragdes 25 uM (80+ 10%) e 50 uM (59+ 7%) (figura 39).



108

Figura 39- Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubacgdo, na presenca de niquel protoporfirina IX.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersao lateral versus fluorescéncia) de
10° células em um citdmetro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem
drogas ou solvente (iIRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o
controle, contendo apenas solvente (iIRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenga de 0,1;
1;10; 25 ¢ 50 uM de Ni-PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05, **
p <0,01 e *** p <0,001.

Zn-PPIX foi capaz de comprometer a viabilidade celular do P. falciparum apos
incubagdo de 48 horas nas concentragdes 10 pM (73+ 13%), 25 uM  (51«+ 14%) e 50 uM
(31« 7%) (figura 40).
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Figura 40- Viabilidade dos eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum apds 48 horas
de incubacgdo, na presenca de zinco protoporfirina IX.
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A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersao lateral versus fluorescéncia) de
10° células em um citdmetro de fluxo FACS Calibur. O valor da parasitemia do controle, sem
drogas ou solvente (iRBC) foi considerado 100%. Todo o tratamento foi comparado com o
controle, contendo apenas solvente (iIRBC + DMSO). Valor da parasitemia na presenga de 0,1;
1; 10; 25 € 50 uM de Zn-PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05, ** p
<0,01 e ***p <0,001.

O solvente DMSO isoladamente ndo interfere com a viabilidade do parasita (98+ 3%).
Nao foi possivel obter o ICso das metaloprotoporfirinas livres devido a alta concetracao
necessaria para que alguns compostos apresentem um efeito antimalarico. Concentragdes de
metaloprotoporfirinas acima de 50 uM apresentaram precipitagdo dos compostos em cultura.
Nossos dados confirmam que o potencial antimalarico das metaloprotoporfirinas livres €

limitado em culturas de P. falciparum.

4.2.2.3 Efeito da hemina, protoporfirina e metaloprotoporfirinas encapsuladas na viabilidade

de P. falciparum

As metaloporfirinas tém baixa solubilidade em meio aquoso neutro de modo que
possam precipitar comprometendo seu transporte em membranas biologicas (Menger et al.,
1998). Para aumentar a solubilidade das metaloporfirinas no meio e facilitar a entrada destes

compostos através das membranas celulares, as metaloporfirinas foram encapsulamentas em
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micro e nanocapsulas de polissacarideos atelocolageno de algas marinhas, pelo método de
coacervacdo (Menger et al., 1998). As metaloportoporfirinas foram encapsuladas pela Dra
Daiana K. Deda e pelo Prof. Dr Koite Araki no Departamento de Quimica Fundamental, IQ-
USP. O atenocolageno foi o material escolhido para o encapsulamento uma vez que este
composto ndo apresenta toxidade em células HeLa (Deda et al., 2009).

Para testar o efeito da exposi¢do das metaloprotoporfirinas encapsuladas durante 48
horas na cultura de P. falciparum dessincronizado realizamos incubag¢des com diferentes
concentragdes (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 nM) com os
compostos Fe-PPIX (hemina), PPIX e metaloprotoporfirinas sintéticas (Co-PPIX, Zn-PPIX,
Cu-PPIX. Mn-PPIX e Ni-PPIX) e DMSO encapsulado.

Para certificarmos que a formulacdo das cédpsulas ndo apresenta citotoxidade nos
eritrocitos infectados, incubamos os parasitas durante 48 na presenca do solvente DMSO
encapsulado (figura 41). A presenca das capsulastDMSO apresentou baixa toxidade nas
concentragdes mais altas: 800 nM (93% 2%), 900 nM (91+ 1%) e 1000 nM (89+ 1%). Nas
concentragdes abaixo de 800 nM o composto ndo prejudicou a parasitemia na cultura de P.
falciparum. A viabilidade dos parasitas na presenga das metaloprotoporfirinas encapsuladas

foi normatizada em relagdo ao controle capsulas+DMSO.

Figura 41 -Efeito da incubagdo das capsulas de atelocolageno marinho e DMSO apos 48
horas em cultura com P. falciparum.
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Gréfico de viabilidade dos parasitas na presenca na presenga das nanocapsulas com solvente DMSO
(parasitemia vs. log da concentracdo). Os graficos representam a media mais desvio padrao de trés
experimentos distintos, triplicata cada. * P <0,05.



111

Os valores de ICso dos compostos encapsulados Fe-PPIX, PPIX, Co-PPIX, Zn-PPIX,
Cu-PPIX, PPIX-Mn e Ni-PPIX obtidos ap6s 48 horas de incubacdo em cultura de P.

falciparum estio plotados na tabela 3.

Tabela 3- Efeito da incuba¢do de metaloprotoporfirinas encapsuladas apos 48 horas em
cultura com P. falciparum. Tabela indica os valores ICsg, intervalo de confianga
(95%CI) e R* (valor da regressdo ndo linear) de cada composto encapsulado.
Dados obtidos de trés experimentos distintos, triplicata cada.

Composto ICso Intervalo de R’
encapsulado confianga (95%Cl)

Fe-PPIX 556 nM 407 a 761 nM 0,93
PPIX 454 nM 276 a 747 nM 0,95
Co-PPIX 456 nM 2152967 nM 0,95
Cu-PPIX 632 nM 184 22162 nM 0,93
Mn-PPIX 781 nM 143 24271 nM 0,93
Ni-PPIX 625 nM 186 a 2093 nM 0,92
Zn-PPIX 330 nM 245 a 445 nM 0,89

Todas as metaloprotoporfirinas encapsuladas apresentaram melhor efeito antimalarico
quando comparada a sua formulagdo livre uma vez que os compostos encapsulados
apresentaram um efeito antimalarico em concentragdes nanomolares.

Dentre os compostos testados, a Zn-PPIX encapsulada apresentou melhor potencial
antimalarico (ICs0=330 nM). O Mn-PPIX encapsulado foi o composto com menor potencial
antimalarico (ICso=781 nM). O Fe-PPIX apresentou um ICsp =556 nM, entretanto ¢
importante ressaltar que o parasita ja lida com altas concentragdes de hemina durante seu
desenvolvimento intraeritrocitico. A protoporfirina sem metal (PPIX) apresentou um ICso=
454 nM, indicando um papel importante da protoporfirina IX na citotoxidade em P.
falciparum. Considerando apenas o intervalo de confianca (95% CI) que indica o intervalo de
concentragdo onde ha 95% de probabilidade de encontrar o valor de ICso, confirmamos que os
compostos Fe-PPIX, PPIX, Co-PPIX e Zn-PPIX de fato apresenta um efeito antimalarico em
concentragdes nanomolares.

Nossos dados confirmam que o encapsulamento das metaloprotoporfirinas melhora

consideravelmente seu efeito antimalarico.
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4.2.3Acdo da hemina, biliverdina e bilirrubina no ciclo intraeritrocitico de P. falciparum

4.2.3.1Efeito do catabolismo da hemina no ciclo celular em P. falciparum

O principal mecanismo de detoxificagdo da hemina encontrado em Plasmodium ¢ sua
conversdo no cristal de hemozoina (B-hematina) (Sherman et al., 1965). A via alternativa de
detoxificagdo da hemina formando BV e BR catalisada pela PfHO foi proposta pelo Okada
(2009), entretanto a PfHO apresenta uma baixa ativida em converter hemina em BR
(Sartorello et al., 2010) sugerindo uma funcao alternativa da detoxificacdo da hemina.

Diversos trabalhos evidenciam que o sprodutos do catabolismo da hemina atuam como
sinais moduladores nas vias de sinalizagdo em mamiferos (Neuzil et al., 1994). Para abordar
se a hemina, BV e BR apresenta esta propriedade em P. falciparum, decidimos investigar a
modula¢do do ciclo intraeritrocitico em cultura de P. falciparum desincronizados incubados
por 48 horas na presenca destes compostos.

Eritrocitos infectados com parasitas dessincronizados foram incubados durante 48
horas na auséncia (controle) e na presenga de 0,1; 1 ¢ 10 uM de hemina, BV e BR.

Para analisar a distribuicdodos estagios intraeritrociticos do P. falciparum em A+T
(anel e trofozoito, ambas células mononucleadas) e E (esquizonte, célula multinuclear), as
c€lulas foram marcados com YOYO-1 (marcador de DNA) e analisadas em citometro de
fluxo comparando amostras controles de culturas sincronizadas. Esta técnica permite, além de
calcular a parasitemia da amostra, diferenciar as duas populagdes A+T e E uma vez que estas

contém quantidades distindas de DNA (figura 42).
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Figura 42-Determinagdo dos estagios intraeritrociticos em P. falciparum em FACS.
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Culturas de P. falicparum sincronizadas aplicadas em num citémetro de fluxo FACS Calibur. Cultura
contendo estagios de anel e trofozoito (R + T, area sombreada) e de cultura contendo esquizonte (E,
linha preta) formam dois histograma (frequéncia de eventos vs fluorescéncia) distintos na regido da
fluorescéncia. RBC (eritrocitos ndo infectados). Amostrado 10° células em cada amostra.

Na figura 43 demonstramos que a adi¢do de hemina é capaz de modular o ciclo
intraeritrocitico de P. falciparum. Na concentragdo 0,1 uM hemina aumentou a proporg¢do dos
estagios de A+T (70 £1%) e diminuiu a propor¢do de E (35 £3%) comparado ao grupo que
recebeu tratamento com DMSO (A+T: 50 +1%e E: 52 £5%). Hemina na concetracdo 1 uM
apresentou efeito similar A+T (64 £1%) e E (36 +1%). A concentracdo de 10 uM de hemina
apresentou tendéncia a toxidade (parasitemia: 91 +1%) na cultura de P. falciparum, isto
implica que a modulacao do ciclo do parasita nesta concentracao se deve a mortalidade dos

eritrocitos infectados em cultura.
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Figura 43-Efeito da hemina no ciclo intraeritrocitico de P. falciparum.
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O valor da parasitemia do grupo controle sem drogas ou de solventes (iRBC) foi considerado 100%.
Todos os tratamentos foram comparados com o controle contendo apenas solvente (iIRBC +DMSO).
Estagiosde desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e
torfozoito) e E (esquizonte). Efeito de 0,1; 1 ¢ 10 uM de hemina na cultura de P. falciparum. Os
graficos representam média mais desvio padrdo de trés experimentos independentes.* P<0,05 ¢ **
p<0,01 .

A incubagdo de 48 horas com biliverdina ¢ capaz de modular o ciclo intraeritrocitico
de P. falciparum (figura 44). Biliverdina na concentragdo 0,1 uM aumentou a propor¢do dos
estagios de A+T (68 £1%) e diminuiu a propot¢do de E (33 £ 1%) comparado ao grupo que
recebeu tratamento com DMSO (A+T: 50 £1% e E: 52 + 5%). Efeito similar foi observado na
concentragdo 1 puM, A+T (64 +1%) e E (37 £2%). A alteracdo na proporcao dos estagios
induzida pela BV ndo alterou a parasitemia. Biliverdina na concentragao 10uM apresentou

toxidade para cultura (parasitemia 89 +3%).
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Figura 44-Efeito da biliverdina no ciclo intraeritrocitico de P. falciparum.
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O valor da parasitemia do grupo controle sem drogas ou de solvente (iRBC) foi considerado 100%.
Todos os tratamentos foram comparados com o controle contendo apenas solvente (iIRBC +DMSO).
Estagios de desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e
torfozoito) e E (esquizonte). Efeito de 0,1; 1 e 10 uM de BV na cultura de P. falciparum. Os graficos
representam média mais desvio padrdo de trés experimentos independentes.* P<0,05, ** p<0,01 e ***
p <0,001.

Diferente do observado com a hemina e biliverdina, a bilirrubina nao foi capaz de
modular os estagios intraeritrociticos de P. falciparum (figura 45).
Este ¢ o primeiro trabalho a revelar que a hemina e biliverdina sdao capazes de modular

o ciclo intraeritrocitico em P. falciparum.
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Figura 45-Efeito da bilirrubina no ciclo intraeritrocitico de P. falciparum.
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O valor da parasitemia do grupo controle sem drogas ou de solventes (iRBC) foi considerado 100%.
Todos os tratamentos foram comparados com o controle contendo apenas solvente (iIRBC +DMSO).
Estagios de desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e
torfozoito) e E (esquizonte). Efeito de 0,1; 1 ¢ 10 uM de bilirrubina. Os graficos representam média
mais desvio padrdo de trés experimentos independentes.

4.2.3.2Busca por proteinas de P. falciparum capazes de se ligar a biliverdina

Demonstrada a capacidade da biliverdina em modular o ciclo intraeritrocitico de P.
falciparum (figura 44), iniciamos uma investigagdo para identificar proteinas capazes de se
ligarem a biliverdina neste parasita.

Para a identificacao de proteinas que se ligam a biliverdina, adaptamos um protoco
sugerido por Berkelman et al. (1985). Neste protocolo, proteinas que interagem com BV
quando expostas a uma solugdo rica em acetato de zinco apresentam fluorescéncia quando
excitadas com comprimento de onda 450 nm.

Com esta técnica em maos, usamos extratos de proteina de cultura de P. falciparum
previamente tratadas com 20 uM de biliverdina por 30 minutos e de culturas tratadas com
solvente DMSO (controle negativo). Aplicamos as amostras em um gel bidimensional como
descrito no material e métodos.

Completada a isoeletrofocalizagdo (primeira dimensao) e posterior corrida em gel de
poliacrilamida (segunda dimensao), os geis foram incubados em solu¢do contendo 1 mM de

acetato de zinco por 30 minutos e os pontos fluorescentes nos géis foram captados em um
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escaner Storm. Os géis foram corados (Colloidal Blue) para revelacdo das proteinas e as
imagens foram comparadas para localizar a posi¢do das proteinas que fluoresceram (figura

46).

Figura 46-Ensaio para identificagdo de proteina-biliverdina em gel bidimensional.
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Em A: Extrato total de proteinas de P. falciparum pré-tratadas com 20 uM de BV. Colloidal Blue
(esquerda) revelando todas as proteinas. Mesmo gel tratado com acetato de zinco (direita) revelando 7
pontos (indicado pelos tragos) positivos no ensaio de fluorescéncia. B: Extrato total de proteinas de P.
falciparum pré-tratadas com volume de 0,5% de DMSO. Colloidal Blue (esquerda) revelando todas as
proteinas. Mesmo gel tratado com Acetato de zinco (direita). Usadas tiras de 13 centimetros DryStrip
(pH 4-7) carregados com 600 pg de proteinas de P. falciparum
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Na figura 46 B observamos que o gel carregado com as proteinas de P. falciparum
tratadas com DMSO ndo apresentou pontos fluorescentes que coincidissem com a regido das
proteinas.

No gel que recebeu as amostras de proteina de P. falciparum pré-tratada com BV,
foram observados sete pontos fluorescentes que coincidiram com proteinas (figura 46 A).

Os pontos revelados no gel foram removidos e enviados para analise no espectdometro

de massa (Taplin Mass Spectrometry) para identificagao (tabela 4).
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Tabela 4 — Lista de proteinas identificadas no ensaio com biliverdina/acetato de zinco no gel

bidimensional.
(continua)
. . NuUmero total . .
NUumero Numero de Nome de Proteina de P. de peptideos NuUmero de I_Deptldeos
do ponto Acesso - e exclusivos
falciparum Identificada encontrados
(spots) PlasmodB encontrados

Pf14 0517 Peptidase, putativa 22 19

Proteina puntativa, ndo

P3D7 04 .
- caracterizada

Proteina “Heat shock”
P08 0054 70kDa 4 3

Pf14 0517 Peptidase, putativa 18 18

Proteina exportada de
PfIT PFD0095¢ Plasmodium (PHISTb), 8 7
funcdo desconhecida

Proteina homdloga ao

Pf3D7_09 regulador de glicose

24 14

Proteina homdloga ao

Pf3D7_09 regulador de glicose

11 9
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Tabela 4 — Lista de proteinas identificadas no ensaio com biliverdina/acetato de zinco no gel

bidimensional.
(conclusdo)
. . NuUmero total . .
NUumero Numero de Nome de Proteina de P. de peptideos NuUmero de I_Deptldeos
do ponto Acesso - e exclusivos
falciparum Identificada encontrados
(spots) PlasmodB encontrados

5 Pf10_0155 Enolase 407 68

6 PFL2215w Actina-1 58 12

Pf14 0124 Actina-2 4 3

Pf14 0124 Actina-2 16 14

PFIT PF14 0655 Helicase 5 5

MALZSP1.69 Proteina 14-3-3, putativa 3 3
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Nesta analise ndo foram consideradas proteinas com menos de 3 peptideos exclusivos
identificados (limite minimo para validar a presenca da proteina em uma amostra). O ensaio
revelou a enzima a enolase (nimero de acesso no Plasmodb: Pf10_0155), localizada no ponto

5 no gel (figura 46 A), como um interessante candidato a uma proteina ligante ao BV.
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5 DISCUSSAO

5.1 Papel do IP3 na transdugdo de sinal em P. falciparum

5.1.1 Mobilizacdo de Ca®* na presenca do segundo mensageiro IPzem Plasmodium

5.1.1.1Probenecide é importante nos ensaios de medic&o de Ca®* em P. falciparum

O probenecide, um derivado lipossoluvel do acido benzodico, € capaz de inibir os
transportadores de anions organicos sendo utilizado para evitar a compartimentalizacdao e a
extrusdo de marcadores fluorescentes de Ca®" (Di Virgilio et al., 1990; Gazarini et al., 2003).

Biagini et al. (2003) e Rohrbach et al. (2005) demonstraram que os indicadores
fluorescentes de Ca’" sio acumulados nos compartimentos acidos em Plasmodium
comprometendo as medigdes de Ca”" citossolicos no estagio intraeritrocitico. Entretanto, a
adicao de 40 uM de probenecide utilizado em nosso protocolo foi o suficiente para evitar a
compartimentaliza¢do do Fluo 4-AM e do caged-IP; (figura 8).

Sem o uso do probenecide, no foi possivel observar a mobilizacdo de Ca”" induzida
pela fotoliberagio do IP; e pelo bloqueio a Ca’" ATPase (SERCA) promovida pela
tapsigargina (figura 8 A). O continuo decréscimo da linha basal observada na figura 8 A
indica a constante e gradual remocao do Fluo 4-AM no citoplasma do parasita nao tratado
com probenecide. Nossos dados corroboram com trabalho de Di Virgilio et al. (1990) e
Gazarini et al. (2003), uma vez que o uso do probenecide se faz necessario para detectar

mudancas de Ca”" citossolico em eritrocitos infectados com P. falciparum.

5.1.1.2 P. falciparum no estagio trofozoito em seu ambiente natural é capaz de mobilizar

Ca®* na presenca do IP;

A capacidade do parasita P. falciparum no estagio de trofozoito dentro do eritrocito
de mobilizar Ca*" na presenca do segundo mensageiro IP; foi testada com uso do caged-IP;
permeavel.

O desenvolvimento do caged-IP; permedvel a membranas celulares (Dakin et al.,
2007) permitiu manipular os niveis de IP; citossolico em condicdes fisiologicas e demonstrou

ser uma ferramenta conveniente ao estudo nas formas intraeritrociticas de Plasmodium uma
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vez que o caged-IP; deve atravessar a membrana do eritrdcito, a membrana do vacuolo
parasitéfaro e a membrana do parasita para enfim chegar e se acumular no citoplasma do
Plasmodium.

Passos et al. (1998) trabalharam com IP; ndo permeavel e por isto precisou isolar e
permeabilizar P. chabaudi para demonstrar a sensibilidade do parasita ao IP;. Este
experimento bioquimico foi um importante passo para demonstrar a existéncia de uma
maquinaria capaz de perceber o IP; em Plasmodium. Na fisiologia celular, a permeabilizagido
da membrana interfere com sua a homeostase de Ca®", importante mecanismos que regula o
funcionamento do proprio receptor de IP; (Taylor et al., 2002). Neste aspecto, nossos dados
complementam o trabalho de Passos et al. (1998).

A figura 9 revela um aumento transiente do Ca>" ap6s a fotoliberagio do IP3 em um
eritrocito infectado marcado com Fluo 4-AM e caged-IP; durante 45 minutos, tempo
suficiente para causar a de-esterificacdo destes marcadores em células de mamifero (Smith et
al., 2009).

Outra grande vantagem do uso do caged-IP; estd no controle da liberagao do IP; de
forma rapida e ndo invasiva: através do pulso de luz ultravioleta (UV). Entretanto, Christ et al.
(2005) demonstraram danos a membrana induzida por luz ultravioleta que culmina no
aumento da permeabilidade celular. Uma vez que fotoliberacdo do IP3 ¢ induzida por um
pulso de luz UV, foi necessario certificar que o Ca*” mobilizado observado em nossos
resultados ndo se deve a algum dano ou efeito toxico induzido pela luz UV. Eritrocitos
infectados e nao infectados marcados apenas com Flu 4-AM nao apresentaram mobilizagdo de
Ca’" na presenca do pulso UV indicando que o UV ndo ¢é capaz induz Ca’" em nosso
protocolo. Em eritrocito infectado sem caged-IP; submetidos a séries de pulso UV a adigdo de
5 uM de tapsigargina liberou Ca®" indicando que este fon estava passivel em ser mobilizado
pelo parasita (figura 10). Este controle ¢ importante, pois demonstra que energia do pulso UV
canalisada com a objetiva de 40 vezes ndo ¢ suficiente para causar mobilizagio de Ca*" e
nem impede do Ca®" ser mobilizado posteriomente por outros firmacos como tapsigargina e
cloroquina.

Eritrocitos humanos maduros ndo possuem nucleo e diversas organelas, incluindo
reticulo endoplasmatico (Grasso et al.,1962). Era esperada a incapacidade destas células em
mobilizar Ca®" tanto na presenca de IP; e de tapsirgagina (figura 11). Este dado demonstra
que a mobilizagdo de Ca®" em eritrocitos infectados induzida por IP; observada na figura 9

teve origem no parasita.
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Este ¢ o primeiro trabalho a usar o sistema de fotoliberacdo do IP3 no grupo
Apicomplexa, por extensdo, o primeiro a demonstrar fisiologicamente a capacidade do P.
falciparum em seu ambiente natural em liberar Ca’" induzido por IP; sem a necessidade de

usar agonistas que estimulem a PLC.

5.1.1.3 Reticulo endoplasmatico é o principal estoque de Ca®" sensivel ao IP3 em P.
falciparum

Trabalhos com Plasmodium isolados e permeabilizados sugeriram a existéncia de dois
compartimentos capazes de armazenam Ca’": reticulo endoplasmatico (ER) e vactolos acidos
(Passos et al., 1998; Varotti et al., 2003).

Em mamiferos, o reticulo endoplasmatico é o principal estoque de Ca** sensivel ao IPs
(Streb et al., 1983). Passos et al. (1998) observaram a mobiliza¢do de Ca*" induzida por IP;
em P. chabaudi isolados e permeabilizados mesmo apos depletar os estoques do reticulo
endoplasmatico, sugerindo que os compartimentos acidos sao sensiveis ao IP; neste parasita.

Entretanto, ao depletar os estoques de Ca’" do reticulo endoplasmatico em P.
falciparum com tapsigargina, ndo observamosa mobilizacdo de Ca*" induzida por IP;. Este
dado sugere que os compartimentos acidos de P. falciparum ndo sdo sensiveis ao IP; e
confirma que o reticulo endoplasmatico € a principal compartimento sensivel ao IP; neste
parasita (figura 12).

A discrepancia quanto aos compartimentos sensiveis ao IP3 no trabalho de Passos et al.
(1998) com este trabalho pode refletir a distancia evolutiva (figura 1) entre P. falciparum e
P. chabaudi (malaria de roedor) quanto a distribuicdo dos recceptores de IPs;. E importante
ressaltar que neste trabalho a sensibilidade ao IP; foi testata em condigdes mais proximas do
fisiologico. Interessante que um unico pulso de UV ndo ¢ capaz de liberar todo o IP3 do
caged-IP;, células endoteliais de mamiferos ¢ tubo polinico de Agapanthus marcadas com
caged-IP; respondem a mais de uma rodada de liberagdo de IP; (Monteiro et al., 2005;
Rainbow et al., 2009). Em nosso protocolo, usamos a concentragdo de 2 uM de caged-IP;,
sendo que apenas uma parte € liberada pelo pulso de UV.

Huang et al. (2012) demonstraram que os compartimentos acidos do parasita
Trypanosoma brucei possuem receptor de IP; e que estes sdo capazes de mobilizar Ca** com a
fotoliberacdao do IPs. Entretanto, para observar a liberacao de Ca*" nos compartimentos acidos

os autores precisaram marcar o parasita com 10 pM de caged-IP; (cinco vezes mais a
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concentragdo usada em nosso protocolo) e excitar a fotoliberagdo do IP3; com seis pulsos de
luz UV. Este fato indica que ¢ necessaria uma grande concentra¢do de IP; para estimular a
mobilizacdo de Ca®" dos compartimentos 4cidos em T. brucei. Em P. falciparum marcados
com caged-IP; ndo exploramos a mobilizagio de Ca’" dos compartimentos 4cidos com
multiplos estimulos de luz UV e com concentragdes maiores de 2 uM de caged-IP;. Neste
caso, ha a possibilidade do P. falciparum ter compartimentos acidos sensiveis ao IP3, porém
esta mobilizacdo ¢ alcangada em concentragdes de IP; superiores ao necessario para mobilizar

Ca’" do reticulo endoplasmatico.

5.1.1.4Sensibilidade ao IP3;em diferentes estagios de desenvolvimento do P. falciparum

Neste trabalho mostramos a sensibilidade de P. falciparum ao IP; no estagio
trofozoito (aproximadamente 24 horas apds a invasio), entretanto o mesmo ndo foi observado
em esquizonte (aproximadamente 36 horas ap6s a invasao)(figura 13).

Este dado demonstra que a sensibilidade de P. falciparum ao IP; ndo é constante no
seu desenvolvimento intraeritrocitico levantando a interessante possibilidade da maquinaria
de sinalizagdo PLC/IP;R ser regulada de forma diferencial durante o desenvolvimento do
parasita.

Quinases dependentes de Ca’" e outras proteinas ligantes a este ion sdo expressas de
forma diferencial tanto na fase sexuada quanto na assexuada em Plasmodium (Doerig et al.,
2008; Koyama et al., 2009; Tsim et al., 1997; Vaid et al., 2006; Vaid et al., 2008).

Diversos trabalhos demonstram a importancia do Ca>" para a liberagdo do parasita do
eritrocito. Dvorin et al. (2010) demonstraramque esquizontes segmentados usam uma proteina
quinase dependente de Ca”" (PfCDPKS5) para se liberar do eritrocito. Outra proteina quinase
dependente de Ca®" (PfPKB) participa do processo de reinvasdo pelos merozoitos (Koyama et
al., 2009; Vaid et al., 2006). Merozoitos também mobilizam Ca* quando ocorrem mudangas
nas concentragdes do ion K’ quando estes saem do eritrocito (Singh et al., 2010). A
mobilizagio de Ca®" nos merozoitos assim como a ativagio da PfPKB podem ser bloquedas
na presenca do U73122 (inibidor da PLC) implicando que nestes estdgios o parasita depende
da sinalizagao por IPs.

Neste trabalho, foi observada a mobilizagdo de Ca®* pelo esquizonte na presenca de
tapsigargina (Figura 13) indicado a integridade do vacuolo parasitoforo (estrutura importante

para manter os estoques de Ca’" no parasita, Gazarini et al., 2003). E possivel que em
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esquizontes seja necessaria uma concentragdo de IP; maior para mobilizar Ca** do RE
comparado ao trofozoito, neste caso a concentragdo de receptores de IP3 localizada no RE nao
seria uniforme durante o ciclo intraeritrocitico.

Devido a limitades técnicas relacionadas a objetiva do microscopio e a forma como
esta concentra a energia do pulso UV, ficamos limitado ao uso de uma objetiva 40x. Neste
aumento ndo conseguimos observar de forma satisfatoria os parasitas no estagio de anel e na

forma de merozoitos.

5.1.2A via de sinalizacdo da melatonina inclui a geracéo do IP; em P. falciparum

5.1.2.1Melatonina mobiliza Ca®* através da via dependente de IPzem P. falciparum

Neste trabalho mostramos que a melatonina induz um aumento transiente de Ca®"
similar ao padrio observado da resposta de inducdo de Ca®" induzida pelo segundo
mensageiro IP; (figura 14 e figura 9, respectivamente) sugerindo a ativagdo da via que
culmina na produgdo de IP; Entretanto, com o uso do mio-inositol radioativo, obtivemos a
primeira evidéncia direta de que a melatonina aumenta os niveis de inositol fosfato (IP3/IP,)
intracelular no parasita da malaria (figura 15).

Elabbadi et al. (1994) demonstraram um aumento dos niveis de inositol fosfato em P.
faciparum marcados com [H’]-mio-inositol com o uso da ionomicina (ionéforo de Ca’"),
razao pela qual escolhemos esta droga como um controle positivo(figura 15).

Em células de mamifero € possivel separar o IP; dos outros inositois fosfatos (IP;, IP;
e IP4) (Thomas et al., 1984), entretanto devido a um baixo nimero de eritrocitos infectados
(parasitemia em torno de 10%) e o fato do parasita ocupar apenas uma fracdo do volume do
eritrocito, nao foi possivel obter sinal forte o suficiente para medir separadamente os inositois
fosfatos. Outro fator que limita a marcagdo de P. falciparum com [H’]-mio-inositol e
enfraquece o sinal na medig¢ao dos inositois fosfatos ¢ a presenga de mio-inositol ndo marcado
no plasma (Fisher et al., 2002). Para contornar o problema do baixo sinal, usamos a coluna de
troca i0nica para eluir os isdmeros de IP3 e IP4 juntos. A principal via de formacdo do IP4 ¢
através da fosforilagdo do IP; (Irvine et al., 1986), assim avaliar o IP3 e IP4 juntos reflete os
niveis do segundo mensageiro IP3; produzido na célula. O pré-tratamento das células com
cloreto de litio (LiCl) foi necessario para evitar a desfosforilagdo dos inositdis fosfatos

(Elabbadi et al., 1994; Irvine et al., 1985; Thomas et al., 1984).
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As concentracdes de melatonina abaixo de 100 pM ndo causaram um aumento
significativo do IP3/IP4. Incubacdes de 48 horas com melatonina em concetragdes abaixo de 1
uM sdo capazes de modular o ciclo intraeritrocitico em P. falciparum (Beraldo et al., 2005;
Hotta et al., 2000; Schuck et al., 2011). Entretanto o estimulo induzido pela melatonina neste
trabalho foi de apenas 20 minutos. Embora a melatonina seja relativamente hidrofobica e
capaz de atravessar as membranas do eritrocito, ndo podemos ter certeza da concentragdo de
melatonina que de fato chega ao parasita durante 20 minutos de estimulo. Assim, uma
concentracdo mais alta de melatonina seja necessaria para alcancar a liberagdo maxima de
inositol fosfato neste curto espago de tempo.

Hotta et al. (2000) reportaram que o hormonio melatonina induz mobilizacdo de
Ca’’em P. chabaudi e P. falciparum sendo que esta resposta ¢ abolida na presenga do
U73122 (inibidor de fosfolipase C). Importante ressaltar que neste trabalho conseguimos
mostrar a relacdo melatatonina/ativagdo da PLC sem a necessidade de drogas inibitorias,
evitando efeitos inespecificos potencialmente produzidos por estes farmacos.

Em mamiferos os receptores de melatonina podem se associar a proteina G que
provoca a ativacao da PLC e geracao de IP; (Brydon et al., 1999; Lai et al., 2002; Steffens et
al., 2003), esta via de sinalizagdo ativada pela melatonina j& foi demonstrada em melandcitos
de Xenopus (Mullins et al., 1997) e dinoflagelados (grupo-irmao dos Apicomplexas) (Tsim et
al., 1997). A auséncia de uma proteina G identificada no genoma de Plasmodium sugere que
a identidade do receptor de melatonina em P. falciparum seja distinta do hospedeiro humano.
Uma forte evidéncia que sugere a existéncia de uma proteina G em P. falciparum ¢ o fato do
inibidor luzindol inibe a resposta de Ca’" induzida pela melatonina (Hotta et al., 2000).
Luzindol ¢ um antagonista classico para o receptor de melatonina (Dubocovich, 1988).

A maior parte dos eritrocitos infectados com P. falciparum nao conseguiu mobilizar
Ca®" na presenca de IP; apds mobilizacio deste fon induzida pela melatonina (figura 16)
indicando uma saturagao dos receptores de IP; desencadeada pela melatonina.Interessante
ressaltar que entre a mobilizagio de Ca®" induzida pela melatonina e a liberagdo do IP; teve
um intervalo maior que 60 segundos. Este dado revela que os receptores de IP; em P.
falciparum levam um tempo longo para recuperar a sensibilidade ao IPs. A adigdo de mais IP;
durante a mobilizagdo de Ca®" induzida pela melatonina ndo alterou o apecto transiente da
resposta (figura 17 B). Este dado revela que a melatonina é um agonista capaz de saturar os

receptores de IP; em P. falciparum. Infelizmente, sem o conhecimento da proteina que atua
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como receptor de IP; em Plasmodium ¢ dificil inferir a sensibilidade deste receptor ao IP3, sua
modulagdo e densidade no reticulo endoplasmatico.

Considerando a literatura e os dados deste trabalho, defendemos a hipotese de que a
melatonina em P. falciparum ativa a PLC via proteina G para gerar o segundo mensageiro

IP; que culmina na liberagdo de Ca®" do reticulo endoplasmatico (figura 47)

Figura 47-Esquema da via de sinalizagdo estimulada pela melatonina em eritrocitos
infectados com P. falciparum no estagio trofozoito.

>
\\‘\\ ‘
)

R: receptor de melatonina. G: proteina G. PLC: fosfolipase C. IP;R: receptor de IP;. ER: reticulo
endoplasmatico. CA: Compartimento acido.
Fonte: Baseado Alves et al. (2010); Beraldo et al. (2005); Hotta et al. (2000).

5.1.3 Uso do modulador IPs-esponja e do sensor de IP; IRIS em Plasmodium falciparum

5.1.3.11Pz-eponja e IRIS expresso epissomalmente em P. falciparum no vetor pARL

IP; esponja, um peptideo de 380 aminoécidos derivado do sitio de ligagdo do receptor
de IP; do tipo I de camundongos (Uchiyama et al.,2002) possui a capacidade de se ligar ao
IP; sem exercer qualquer atividade fisiologica, atuando assim como um tampao de IP; celular.
Usui-Aoki et al. (2005), com a expressdo do IP; esponja nas células gustativas em drosoéfilas,

conseguiram dessensibilizar a percepcao do sabor doce em drosoéfilas confirmando que via de
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sinalizagdo para percepcio do sabor doce neste inseto depende da liberagdo de Ca®" induzida
por IPs.

O sensor de IP3 denominado IRIS ¢ derivado do mesmo sitio de ligacao do qual o IP3
esponja ¢ formado, entretanto nio se liga com a mesma afinidade que o IP3 esponja sendo
usado como um sensor de IP; celular gracas a insercdo de duas proteinas fluorescente (Venus
e ECFP) (Matsu-ra et al.,2006).

Neste trabalho tentamos expressar epissomalmente em P. falciparum o IP; esponja e o
IRIS com o uso de um vetor de expressao constitutiva pARL (Struck et al., 2005) (figuras 18
e 19, respectivamente). Entretanto ndo obtivemos parasitas expressando IP3 esponja e IRIS.
Usando o mesmo protocolo de transfegdo, parasitas transfectados com o vetor pARL contendo
apenas GFP foram observados apds trés semanas de selegdo(figura 20). Estes dados sugerem
que a expressdo epissomal do IP; esponja e IRIS, regulada pela regido promotora do
transportador resistente a cloroquina (um promotor constitutivo) impedem a viabilidade
celular de P. falciparum.

Enmoto et al. (2012) demonstraram que a inibicdo da via de sinaliza¢do do IP; através
do uso do inibidor do IP;R (2-APB) compromete a viabilidade celular do P. falciparum em
apenas 40 horas. Neste trabalho, Enmoto et al. (2012) acompanharam a mobilizacio de Ca*’
espontanea em eritrocitos infectados com anéis e trofozoitos, entretanto a adicao de 100 uM
2-APB em cultura bloqueou a mobilizagio de Ca’" nestas células comprometendo o
desenvolvimento intraeritrocitico em P. falciparum. Este dado demonstra que a via de
sinalizagdo dependente de IP; ¢ importante para a viabilidade deste parasita.Interessante
ressaltar que 2-APB foi capaz de comprometer a viabilidade celular de cepas resistentes a
cloroquina, indicando o potencial antimalarico na inibi¢ao do IP;R.

Para obter uma transfec¢do epissomal em P. falciparum é necessaria uma constante
selecdo por pelo menos 21 dias (Fidock et al.,1998). Se considerarmos que o IP; esponja e o
IRIS, ambos capazes de se ligar ao IP3 celular, deva interferir com a sinalizagdo dependente
de IP;, 21 dias (cerca de 10 ciclos completos da fase intraeritrocitica de P. falciparum) na
presenca destas proteinas deve ser tempo suficiente para impedir a viabilidade celular
comprometendo o sucesso da transfecao.

Raabe et al. (2011) conseguiram expressar em P. berghei uma sonda capaz de se ligar
tanto ao fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (PIP,) quanto ao IP;. Esta sonda reconhece o
dominio PH (Pleckstrin) da PLC61 humana (Violin et al., 2003) e ndo impede que o IP; se

ligue ao receptor e atue como segundo mensageiro, evitando assim qualquer efeito toxico
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causado pela remocdo do IP; celular. Neste trabalho, gametdcitos expressando a sonda
fluorescente apresentam a fluorescéncia na membrana (onde se localica a PIP,). Porém
quando estas células foram excitadas com acido xanturénico (pequeno composto presente no
trato intestinal do mosquito capaz de estimular a gametogénise em Plasmodium através da
mobilizagdo de Ca>") foi observado um deslocamento da fluorescéncia da membrana para o
citoplasma destas células, indicando a formacdo do IP;. Este trabalho ¢ também uma
evidéncia de que a PLCS em Plasmodium atua na via de sinalizagdo PLC/IPs.

Uma interessante estratégia para obter com sucesso parasitas expressando proteinas
que se ligam ao IP; como o IRIS e IP; esponja € o uso de vetores que permitam um sistema de

expressao induzivel em Plasmodium.

5.1.4 Busca pelo receptor de IP;em P. falciparum

5.1.4.1Coluna de cromatografia de afinidade ao IPse busca por bioinformética

A capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca®" na presenca do IP; demonstrada
neste trabalho revela a existéncia de uma proteina que atua como receptor de IP; neste
parasita.

Hirata et al. (1990) desenvolveram uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP; e
demonstrou que esta coluna era capaz de purificar enzimas que desfosforilam IP; de extrato
de proteina obtido de cérebros de ratos. Basicamente, esta coluna consiste em um IP;
associado a um grupo quimico capaz de se ligar de uma forma estavel a uma coluna de
sefarose.

Kishigami et al. (2001) utilizaram uma coluna similar e conseguiu purificar e
identificar uma fosfolipase C (PLC) do extrato de proteinas de células do olho de polvo.
Entretanto, com o surgimento e acesso aos dados dos sequenciamentos dos genomas, passou
ser mais pratico e barato encontrar proteinas que participam da via de sinalizagdo dependente
de IP; através detécnicas de bioinformatica (por exemplo, o BLAST), usando a sequéncias de
DNA e proteinas ja caracterizadas em outros grupos.

Seguindo esta abordagem, Prole et al. (2011) usaram as regides conservadas dos
receptores de IP; e receptor e de rianodina (RyR) em mamiferos no genoma de P. falciparum.
Porém este grupo ndo encontrou nenhum gene candidato para receptor de IP3; nos parasitas

do grupo dos Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma, Babesia). Apesar das crescentes
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evidéncias de que o Plasmodium usa IP; como segundo mensageiro, os dominios
conservados do IP;R em animais ndo sdo encontrados no genoma de Plasmodium, indicando
que no Apicomplexa estes receptores sejam mais similares com as plantas (Nagamune et al.,
20006).

As plantas terrestres de fato se encontram em uma situagdo similar a de Plasmodium
quanto a caracterizacdo do receptor de IP;. Ha evidéncia de que receptores de IP; e/ou
rianodina participam na sinalizagio de Ca" dependente estimulada por 4cido abscisico em
células guardas (Meimoun et al.,2009). Monteiro et al. (2005) demonstram a capacidade das
células do tubo polinico de Agapanthus de mobilizar Ca** induzida pela fotoliberago do IPs.
Lin et al. (2004), usando a técnica de microarray, tentaram identificar genes relacionados a via
de sinalizacdo por inositol, entretanto os candidatos apontados pela técnica ndo atuam como
IPsR em plantas. O uso do BLAST tendo como sonda a regiao de ligacao do receptor de IP3
em camundongos ndo revelou nenhum candidato em nenhum genoma em Arabidopsis e
genoma de arroz (Krinke et al., 2007).

Mesmo o uso dos algoritmos derivados do modelo oculto de Markov (Eddy, 1998),
uma técnica mais sensivel em detectar homologias em proteinsa remotas, ndo encontrou
candidatos ao receptor de IP; em plantas (Krinke et al., 2007).

Uma vez que as ferramentas de bioinformatica ainda ndo apontaram canditatos para
receptor de IP; em Plasmodium, usamos uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP;.
(Ver material e métodos) baseado no protocolo de Hirata et al. (1990).

Com o uso da cromatografia de afinidade ao IP3 conseguimos resgatar no extrato de
figado de camundongos o receptor de IP; do tipo I e III (Tabela 1). Embora um niimero alto
de proteinas de figado de camundongo (ao todo 1549) tenha se mantido na coluna mesmo
apos as lavagens, nossa técnica conseguiu resgatar estes dois receptores em quantidades bem
acima do limite de sensibilidade do espectrometro de massa. O limite seguro para indicar a
presenca de uma proteina na amostra ¢ a dete¢ao de pelo menos 3 peptideos exclusivos desta
proteina. O receptor de IPs tipo I apresentou 14 peptideos exclusivos enquanto o receptor do
tipo II apresentou 10. Uma fosfolipase Cd foi resgatada da coluna (3 peptideos exclusivos).

Este resultado demonstra a capacidade da coluna em se ligar a um receptor de IP;
mesmo na presenca de diversas proteinas capazes de degradar o IP; no extrato. Usando o
mesmo protocolo, tentamos encontrar proteinas candidatas ao receptor de IP; em P.

falciparum.
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Diferentemente do camundongo, em que as proteinas da via de sinalizacdo dependente
de IP; s3o bem conhecidas e caracterizadas, foi necessario adicionar um controle negativo
(uma coluna contendo somente sefarose-estreptavidina) para identificar as proteinas de P.
falciparum que se ligam a matriz de sefarose. Excluindo as proteinas de P. falciparum do
controle negativo com as proteinas da coluna contendo IP; que recebeu extrato de proteina de
P. falciparum, obtivemos 206 proteinas. Entretanto, como as propriedades do receptor de IP3
em Apicomplexa e em plantas sdo desconhecidas, o Unico critério estrutural utilizado neste
trabalho para selecionar um candidato ao receptor de IP; foi a presenga de ao menos um
dominio transmembranico.

Todos os receptores de IP; ja caracterizados apresentam ao menos um dominio
transmembranico que permite o receptor se acoplar a uma membrana. Usando esta triagem
nas 206 proteinas exclusivas da coluna contendo IP; com extrato de P. falciparum, chegamos
ao numero de 51 potenciais candidatos ao IP;R (tabela 2).

E possivel que o receptor de em Plasmodium seja formado por um complexo de
diferentes proteinas e que sua funcionalidade como receptor so6 seja obtida com a correta
interacao entre elas. Isto explicaria em parte, do por que as técnicas de bioinformatica ainda
nao conseguiram resgatar um candidato usando como modelo o receptor de IP; atualmente
conhecidos que sdo formadas da interacdo de um unico tipo de proteina. Neste caso, €
possivel que uma ou mais das proteinas candidatas indicadas neste trabalho faga parte deste
complexo.

Como qualquer busca a uma proteina desconhecida, cada etapa de selecao usada em
nosso protocolo envolve um risco de excluir a proteina que de fato atua como receptor de IP3.
Se a proteina que atua como receptor de IP; em Plasmodium for capaz de se ligar a sefarose, a
exclusdo das proteinas em comum do controle negativo com a do grupo Pf(+) (figura 19) ira
remover o candidato ao IP;R da andlise. Neste caso, uma abordagem que levasse em
consideragdo a abundancia das proteinas entre estes grupos seria uma forma mais segura de
analisar os dados, ao custo de obter uma lista maior de candidatos. Se o IP3;R em Plasmodium
for uma proteina pouco abundante, ha a possibilidade de que mesmo com o enriquecimento
deste receptor com a coluna, este ndo atinja a sensibilidade do equipamento de identificar a
proteina. Importante ressaltar que o uso de uma coluna de cromatografia por afinidade ao IP;
para obter candidatos ao receptor de IP; em Apicomplexa nunca foi relatado na literatura.

Se por um lado a diferengas entres os IPsR entre os animais e Plasmodium dificulta a

identificacdo desta proteina no parasita da malaria, por outro aumenta o interesse como alvo
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farmacologico. Nossos dados demonstram a importancia desta proteina na transdugdo de
sinais ativada pela melatonina e a importancia deste receptor na viabilidade celular. H4 um
longo caminho para indentificagdoe caracterizacdo de um IP;R em Plasmodium. Esta é uma

peca ainda desconhecida na sinalizagdo de importantes grupos como o Apicomplexa.

5.2 Papel da heme oxigenase em P. falciparum

5.2.1Atividade Biliverdina Redutase (BVR) da PfHO

A degradacdo da hemoglobina ¢ a principal fonte de aminoédcidos durante o
desenvolvimento intraeritrocitico do Plasmodium (Langreth, 1976), entretanto neste processo
libera a hemina, uma molécula com efeitos toxicos (Van der Zee et al.,, 1996). O
sequestramento da hemina para formar um polimero de hemozoina (f-hematina) é o
mecanismo de detoxificagdo mais importante nas espécies de Plasmodium (Sherman et al.,
1965).

A descoberta e caracterizagdo da enzima heme oxigenase em P. falciparum (Okada,
2009) levantou a possibilidade do parasita em usar a via de detoxificagdo da hemina que
culmina na formagdo de BV e BR (figura 7). Neste trabalho, Okada (2009) demonstrou que a
heme oxigenase de P. falciparum (PfHO) ¢ capaz de se ligar a hemina e converté-la em BR na
presenca de um quelante de ferro (ferrodoxina e deferroxamina). Okada trabalhou com a
enzima editada sem o peptideo sinal que sinaliza o transporte da proteina para o apicoplasto.
Sartorello et al. (2010) também demonstraram a atividade heme oxigenase da PfHO em se
ligar a0 hemina e converté-la em bilirubina. Neste trabalho, usaram a enzima com o peptideo
sinal. O peptideo sinal da PfHO (formado por 18 aminoacidos) sinaliza a exportacdo da
proteina no apicoplasto do parasita além de ajudar no transporte da proteina (Okada, 2009).
Independente da presenca do peptideo sinal, a capacidade da PFHO de converter hemina em
BR foi demonstrada.

Porém, a capacidade do parasita de usar a via de detoxificacdo da hemina formando
BV e BR ndo ¢ um consenso na literatura. Kumar et al. (2008) demonstraram que BV e BR
causam um estresse oxidativo em P. falciparum em concentragdes a partir de 5 pM
comprometendo a viabilidade celular do parasita. Neste caso, a auséncia de uma enzima com
atividade HO e biliverdina redutase (BVR) em P. falciparum poderia ser uma estratégia para

se defender dos efeitos toxicos do catabolismo da hemina. Sigala et al. (2012) ndo detectaram
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indicios da atividade HO em P. falciparum, neste trabalho os autores usaram uma sonda
capaz de fluorescer ao ligar a BV. Com esta técnica, este grupo ndo detectou um aumento
aparente de fluorescéncia no estagio intraeritrocitico de P. falciparum. Com o uso de um
HPLC, Sigala et al. (2012) ndo detectaram diferenca nas concentragdes de BV e BR de
eritrocitos infectados ¢ ndo infectados com P. falciparum e finalmente, trabalhando com a
PfHO recombinante (sem peptideo sinal) purificada ndo conseguiu repetir o ensaio in Vvitro
que indicava a atividade HO da PTHO proposto por Okada (2009) e Sartorello et al. (2010).

Em nosso trabalho, decidimos usar a versao da PfHO editada (sem petideo sinal) o que
aumenta a solubilidade da proteina melhorando assim o rendimento durante os passos de
expressdo ¢ purificagdo. Confirmada o sucesso da expressdo e pureza da PfHO editada e
recombinante (figura 22) testamos a atividade biliverdina redutase da PfHO. Em mamiferos,
a conversao da hemina em BV (heme oxigenase) ¢ BV em BR (biliverdina redutase) ¢
catalisada por distintas proteinas.

Nosso protocolo foi bem sucedido em induzir a atividade BVR da PfHO. Durante a
reacdo observamos um aumento da absorbancia em 454 (indicando a formacao da BR) e
confirmamos a presenca da BR como produto da reagdo com uso do espectrometro de massa
(figura 23 e 24, respectivamente). Entretanto ha diferengas na metodologia usada por Sigala
et al. (2012) e este trabalho. A primeira se refere a temperatura, Sigalaet al. (2012) montaram
a reacdo em temperatura ambiente enquanto em nosso protocolo a reagdo ocorreu sempre a 37
°C, mimetizando assim uma condi¢ao mais proxima da temperatura encontrada no parasita
dentro do eritrocito humano. A segunda diferenca esta no pH do tampao usado, o grupo de
Sigala et al. (2012) trabalharam com pH 8.0 enquanto nosso protocolo usamos um pH 7.4.
Okada (2009) testou a atividade da PFHO em temperatura ambiente em pH 7.5 enquanto que
Sartorello et al. (2010) testaram a atividade a 37°C em pH 8.8. E dificil comparar a atividade
enzimatica in vitro de uma proteina em protocolos distintos. Se no trabalho do Sigala et al.
(2012) nao foi observada atividade enzimatica da PfHO, este dado evidencia que alteragdes
na temperatura e pH do meio podem influenciar a capacidade da PFHO de converter hemina
em BR.

Quando explorada a afinidade da PfHO de se ligar com a hemina, Sartorello et al.
(2010) reportaram um Kp 4+ 2uM; Sigala et al. (2012) reportaram um Kp= 9 uM enquanto
que Okada (2009) reportou um Kp 6,25 puM. Todos estes trabalhos revelam uma modesta
capacidade da PfFHO em se ligar com a hemina comparada a heme oxigenase (HO) de

humanos (0.84+ 0.2uM) (Wilks et al., 1996) sugerindo uma baixa eficiéncia em remover
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hemina no meio celular. Mesmo com a existéncia da PfHO, fica claro que principal fonte de
detoxificagdo do Plasmodium continua sendo a via de formag¢do da hemozoina (Sherman et
al., 1965).

Este fato levanta a questdo sobre a fungdo da PFHO em Plasmodium. Se a PfHO tem
uma capacidade limitada de remover a hemina do meio, os produtos de degradacdo da hemina
(BV e BR) formados pela PFHO deve ter uma fungdo em baixas concentragdes. A biliverdina
¢ uma molécula versatil, precursor importante de varios pigmentos em animais (Terry et al.,
2002) e plantas (Beale, 1991) além de precursoras de toxinas em bactérias patogénicas
(Schmitt et al., 1993).

A infec¢do dos hepatocitos por esporozoitos de P. berghei e P. yoelii estimula a
atividade da HO-1 do hospedeiro. A ativacdo da HO aumenta a concentracdo de BV em
hepatdcitos infectados gerando um aumento na parasitemia (Ephiphanio et al., 2008). Este

trabalho sugere que a BV seja um sinal importante durante desenvolvimento do Plasmodium.

5.2.2Metaloprotoporfirinas sdo capazes de modular a atividade biliverdina redutase
(BVR) da PfHO recombinate

Heme oxigenases sdo agentes comuns na supressao da toxicidade da hemina e diversas
metaloprotoporfirinas sintéticas tem sido utilizadas como ferramentas farmacologicas para a
modula¢ao da atividade da HO in vivo e in vitro (Kinobe et al., 2008).

Demonstramos que as metaloprotoporfirina Fe-PPIX, Co-PPIX, Cu-PPIX, Mn-PPIX,
Ni-PPIX e Zn-PPIX além da protoporfirina sem metal (PPIX) sdo capazes de modular a
atividade BVR da PfHO (figuras 25 a 31).

Hemina (Fe-PPIX) foi a unica protoporfirina que modulou positivamente a atividade
PfHO na concentragdo 10 uM e ndo mostrou qualquer inibi¢do nas outras concentragdes
testadas (figura 25). Este fato era esperado uma vez que P. falciparum precisa lidar
naturalmente com este composto durante seu desenvolvimento intraeritrocitico.

A protoporfirina sem metal (PPI-IX) inibiu a reagdo em concentragdes superiores a |
uM (figurea 26). Este fato demonstra que deve ter sitios de interagdo especificos para as
espécies de PPIX responsaveis pela inibig¢do da PfHO que ndo dependem do ion metalico
presente nas metaloprotoporfirinas.

Co-PPIX ¢ capaz de inibir a atividade BRV da PfHO em concentragdes a partir de 10

uM (figura27). Interessante que a Co-PPIX é um ativador classico da atividade HO além de
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induzir a expressdo do gene HO-1 em mamiferos (Smith et al., 1993). Este fato revela uma
modulagdo distinta entre a HO de mamiferos ¢ Plasmodium. A Zn-PPIX também é capaz de
modular negativamente a PFHO em concetragdes a partir de 10 uM (figura 31). A Zn-PPIX ¢é
um dos principais inibidores da atividade HO em mamiferos (Drummond et al., 1979).

Cu-PPIX, Mn-PPIX e Ni-PPIX também apresentaram inibi¢do da atividade BVR da
PfHO nas concentragdes mais altas (figuras 28 , 29 e 30, respectivamente). A inibigdo por
diferentes metaloprotoporfirinas sugere que o ion metalico coordenado no anel de porfirina
nao parece desempenhar um papel importante no mecanismo de inibicdo. Porém no caso da
hemina, as caracteristicas redox da Fe-PPIX, em conjunto com as suas propriedades de
coordenagdo axiais sdo provavelmente responsaveis pelo processo de ativa¢do da PfHO.

Sem a preseng¢a da ferodoxina ndo ¢é possivel estimular a atividade HO da PfHO
(Okada, 2009), entretanto ainda ndo foi reportado o cristal da proteina PfHO sendo dificil
inferir se a atividade HO e BVR da PfHO ocorrem em sitios ativos distintos. Caso a PfHO
tenha um Unico sitio ativo, a modulacao da atividade HO e BVR deve apresentar um padrao

semelhante na presenga das metaloprotoporfirinas.

5.3 Ac¢do das metaloprotoporfirinas em P. falciparum

5.3.1 Zn-PPIX inibe a formacéo de hemozoina em culturas de P. falciparum

Neste trabalho demonstramos que Zn-PPIX inibe a atividade BVR da PfHO. Quanto a
via de detoxificagdo da hemina pela formagcdo da hemozoina. Martiney et. al 1996,
demonstraram que diferentes metaloprotoporfirinas, entre elas a Zn-PPIX, sdo capazes de
inibir a formagao do cristal de hemozina in vitro em P. falciparum.

Nossos resultados demonstram claramente a reducdo significante da area do cristal da
hemozoina em parasitas tratados com Zn-PPIX e cloroquina por duas horas (Figura 23).
Observar o cristal de hemozoina em células vivas em microscopia confocal na presenca destes
compostos ¢ uma forma mais dindmica ¢ que leva em consideracdo o metabolismo celular
comparado ao ensaio em in Vvitro proposto por Martiney et al., 1996.

Este trabalho revela que Zn-PPIX ¢ capaz de inibir a da formagdo do polimero de
hemozoina além de inibi¢do a atividade BVR da PfHO. Esta metaloprotoporfirina age tanto
na via principal de detoxificagdo da hemina (formag¢do da hemozoina) quanto alternativa

sugerida por Okada 2009 (formag¢ao BV/BR).
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5.3.2Efeito da hemina, protoporfirina e metaloprotoporfirinas na viabilidade de P.

falciparum

Apds estudos que comprovaram que metaloprotoporfirinas sdo capazes de inibir a
hemozoina (Basilico et al.,, 1997; Martiney et al., 1996; Monti et al., 1999), houve grande
interesse em testar a viabilidade dos parasitas da malaria na presenga destes compostos
(Begum et al., 2003).

Begum et al. (2003) exploraram diversas metaloprotoporfirinas e o ICsy obtidas em 3
dias de incubagdo com P. falciparum oscilaram desde 15 uM para prata protoporfirina IX
(Ag-PPIX) até 190 uM para cromo protoporfirina IX (Cr-PPIX).

Neste trabalho, testamos Fe-PPIX, PPIX, Co-PPIX, Zn-PPIX, Cu-PPIX, Mn-PPIX e
Ni-PPIX (figuras 34 a 40) em concentragdes maximas de 50 pM durante 48 horas de
incubacdo. A partir de 50 uM observamos a precipitacio dos compostos com o protocolo
usado neste trabalho. Porém, ao fixar uma concentracio maxima de 50 pM durante a
incubacao, ndo foi possivel obter o ICsy destes compostos.

Embora as metaloprotoporfirinas sejam potentes inibidores da hemozoina, eles tem
uma limitada acdo antimaldrica, a principal explicacdo para este fato estd na baixa
solubilidade destes compostos em solventes organicos (Borovkov et al., 1998), propriedade
que diminue a capacidade de atravessar membranas.

A baixa capacidade de atravessar membranas explicaria a razdo pela qual a maioria
das metaloprotoporfirinas testadas neste trabalho apresentaram efeito antimaldrico em
concentragdes mais altas. Para os compostos chegarem ao limem dos compartimentos acidos
(local onde ocorre a formagdo da hemozoina) o composto precisa atravessar a membrana do
eritrocito, do vactolo parasitéfaro, membrana celular do parasita ¢ finalmente a membrana
dos compartimentos acidos. Isto implica que apenas uma pequena por¢do dos compostos
chegam até o parasita.

Sartorello et al. (2010) observaram a captagdo de Zn-PPIX em diferentes estagios do
ciclo intraeritrocitico ao incubar P. falciparum com 10 uM desta protoporfirna. A entrada
deste composto no parasita se deve provavelmente ao intenso transporte de vesiculas para
transportar nutrientes do meio extracelular para o parasita..

Interessante ressaltar que os polimeros e micelas podem ser usadas para aumentar a

permeabilidade celular das metaloprotoporfirinas (Ding et al., 2011; Engelmann et al., 2007).
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5.3.30 encapsulamento das metaloprotoporfirinas otimiza o potencial antimalarico

contra P. falciparum

A baixa solubilidade em meio aquoso associada a uma baixa capacidade de atravessar
membranas biologicas (Borovkov et al., 1998; Menger et al., 1998) compromete o uso das
metaloprotoporfirinas como estratégia terapéutica e estudos in vivo. O encapsulamento das
metaloprotoporfirinas com o polissacarideo atenocoldgeno de algas marinhas aumentou a
capacidade destes compostos de penetrarem nas células de mamifero sem causar toxidade
(Deda et al., 2009).

Com o encapsulamento todas as metaloprotoporfirinas apresentaram um ICso na faixa
de concentragdo nanomolar (tabela 3). Comparando com os dados do Begum et al. (2003)
que obtiveram o ICso de diversas metaloportoporfirinas livres, verificamos que enquanto o
1Csp da PPIX livre ¢ de 240 uM o mesmo composto encapsulado apresentou ICso de 454 nM
(reducao maior que 500 vezes na concentracdo). Co-PPIX livre apresentou ICso de 77 uM
enquanto que a versao encapsulada este valor foi reduzido para 456 nM. O ICsy da hemina
livre foi superior a 200 uM enquanto que o valor da encapsulada foi de 556 nM. O Mn-PPIX
livre apresentou valor de ICso de 35 uM enquanto que a encapsulada obteve um ICso de 781
nM. Importante ressaltar que os valores de ICso obtidos no trabalho de Begum et al. (2003)
foram calculados apos 3 dias de incubagdo enquanto que em nosso protocolo a incubagao foi
de apenas dois dias. Nossos resultados revelaram que a Zn-PPIX encapsulada foi o composto
que apresentou melhor potencial antimalarico (ICso= 330 nM). O encapslamento se mostrou
uma estratégia eficiente em reduzir a concentragdo necessaria para prejudicar a viabilidade
celular em P. falciparum. Este dado comprova que a principal limitagdo para o uso das
metaloprotoporfirinas se deve de fato a sua baixa permeabilidade a membranas bioldgicas.

Importante ressaltar que o efeito antimalarico apresentado pelos compostos
encapsulados nao se deve a uma toxidade do polissacarideo usado ou qualquer outro
composto presente na formulacdo da cépsula uma vez que nanocapsulas contendo apenas
solvente DMSO ndo prejudicou a viabilidade do P. falciparum em concentragdes abaixo de
800 nM durante as 48 horas de incubacao (figura 41).

Este trabalho levanta a possibilidade de resgatar o interesse em usar
metaloprotoporfirnas como estratégia terapéutica contra o Plasmodium. Metaloprotoporfirinas
J& sdo usadas para outras finalidades terapéuticas como anti-virais (Ding et al., 1992) e

agentes bactericidas (Stojiljkovic et al., 1999).
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5.4 A¢do da hemina, biliverdina e bilirrubina no ciclo intraeritrocitico de P. falciparum

5.4.1 Hemina e biliverdina modulamo ciclo celular de P. falciparum

No passado, a BV e BR eram consideradas apenas produtos de degradacdo toéxicos
hemina (Maines et al., 2003). Porém ha evidéncias de que a hemina, BV e BR sdo importantes
agentes capazes de regular genes (Phelan et al., 1998), respostaa oxidativas (Sinal et al., 1997)
e sinais na via de transdug¢do celular em diversos modelos biologicos (Neuzil et al., 1994).

Para explorar se os produtos de degradacdo da hemina tem alguma agdo no ciclo
intraeritrocitico, incubamos eritrocitos infectados com parasita dessincronizado durante 48
horas na presenga de 0,1; 1 ¢ 10 yM de hemina, BV e BR (figuras 43 a 45).

Este € o primeiro trabalho a reportar que hemina e BV sdo capazes de modular o ciclo
intraeritrocitico em P. falciparum.

Corroborando os dados de Kumar et al., 2008, biliverdina apresenta um efeito toxico
em concentragdo acima de 5 uM (figura 44). Entretanto, demonstramos que BV ¢é capaz de
modular o ciclo do parasita em concentragoes abaixo da faixa micromolar, concentragdo que
nao implica na perda da viabilidade celular em P. falciparum. Neste aspecto a concentragao
de BV nao pode ser muito alta (concetragao micromolar) ao ponto de causar danos oxidativos
(Kumar et al., 2008) mas deve ser suficiente para poder modular o ciclo do Plasmodium
(concentragdes nanomolares).

Tanto a hemina quanto a BV sao capazes de aumentar a proporc¢ao dos estagios jovens
(anel e trofozoito) e diminuir a propor¢ao dos estagios mais maduros (esquizontes) (figuras43
e 44, respectivamente). Entretanto, ndo foi observado alteragdo na parasitemia. O aumento
dos estagios jovens induzidas pela hemina ¢ BV pode ser uma resposta importante do
Plasmodium em lidar com os efeitos toxicos destes agentes uma vez que os estagios mais
jovens apresentam uma captagdo de hemoglobina maior (Abu Bakar et al., 2010; Elliott et al.,
2008), lidando naturalmente com concentragdes maiores de hemina e seus metabolitos.

A concentragdo de BR, um composto lipossolivel, nos tecidos de um humano
saudavel estd na faixa de 20 a 50 nM (Dor¢ et al., 2009) enquanto que a BV, um composto
que tem uma capacidade mais limitada em atravessar membranas comparada a BR, esta em
uma concetragdo entre 100 a 250 nM no plasma humano (Baranano et al., 2002). Estes dados
sugerem que P. falciparum tem contato com concentragdes nanomolares destes compostos

durante seu desenvolvimento no copo humano. A ativagdo da HO-1 do hospedeiro associada a



140

atividade heme oxigenase da PfTHO deve garantir concentracdo de BV suficiente para modular

o desenvolvimento no hospedeiro vertebrado.

5.4.2 Busca do receptor de BV em P. falciparum

Ao adaptar o protoco de Berkerlman et al. (1985), um protocolo que identifica
proteinas ligadas a BV através de fluorescéncia estimulada por luz violeta na presenga de
acetato de zinco, investigamos quais proteinas de P. falciparum sdo capazes de se associar
coma BV.

A escolha de um gel bidimensional permitiu separar melhor as proteinas evitando a
presenga de proteinas sem interesse com tamanho molecular semelhante aos candidatos que
apresentam fluorescéncia.

Nosso trabalho identificou a enolase como um interessante candidato (figura 46 e
tabela 4). Com 68 peptideos exclusivos identificados, a enolase foi aproteina mais abundante
no ponto 5 do gel da figura 46 A. Interessante ressaltar que ndo fomos capazes de identificar
a PfHO entre os pontos fluorescentes, este dado pode indicar uma baixa concentragdo da
PfHO nos extratos de proteina de P. falciparum e/ou a baixa afinidade desta proteina em se
ligar a BV. Sigala et al. (2012) também ndo conseguiram ver fluorescéncia usando uma sonda
que se liga a BV em P. falciparum. Provavelmente a sensibilidade da técnica de fluorescéncia
por acetato de zinco usada neste trabalho e da sonda usada por Sigala et al. (2012) nao deve
apresentar suficiente sensibilidade em revelar a intera¢do entre PFHO e BV.

A enolase ¢ a oitava enzima da via glicolitica, uma metaloenzima responsavel pela
conversao do 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (revisado de Pancholi, 2001). Em alguns
organismos a enolase ¢ capaz de desempenhar multiplas fun¢des (Ghosh et al., 2011).

A enolase de P. falciparum (Pfeno) pode ser encontrada no citossol, na membrana
celular e no ntcleo (Bhowmick et al., 2009; Das et al., 2011), sugerindo multiplas fun¢des
para esta proteina. Ghosh et al. (2011) reportaram que a enolase exportada na superficie do
oocineto desempenha papel importante para a ativagdo do plasminogénio em plasmina (uma
serina protease capaz de degradar as redes de fibrina do hospedeiro) o que permite a invasdo
do Plasmodium no trato intestinal do mosquito. Outros organismos patogénicos também usam
a enolase para ativar a plasmina. As espécies de Leishiania exportam a enolase para
membrana celular (Quifiones et al., 2007) e a interacdo entre enolase e plasminogénio esta

relacionado a viruléncia deste parasita (Maldonado et al., 2006). Bactérias (Streptococcus
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pneumoniae e Staphylococcus aureus), fungo (Candida albicans) e helmintos (Onchocerca
volvulus) também usam enolase para ativar a plasmina (revisado de Ghosh et al., 2011).

A presenga da Pfeno no vacuolo parasitoforo, regido onde ocorre a degradagdo da
hemoglobina (e consequente formacdo da hemina) e na membrana celular de eritrocitos
infectados (Ghosh et al., 2011) pode desempenhar a fungdo de um sensor das concentragdes
intracelulares e extracelulares de BV, respectivamente.

Ainda ndo foi reportada a capacidade da enolase em se associar a BV, entretanto a
modelagem da Pfeno inferida pelo programa MODELLER (versdo 9.10) (Eswar et al., 2006)
foi submetida a uma analise de ligacdo com BV no programa SiteHound. Esta andlise revelou
haver um sitio de ligagdo entre a enolase de P. falciparum e a molécula de BV. Estes estudos
estdo sendo conduzido pelo Prof. Dr Rafael Guido no Instituto de Fisica de Sdo Carlos,

Departamento de Cristalografia, USP.
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6 CONCLUSOES

No trabalho envolvendo o papel do IP; na trandugdo de sinal em P. falciparum,
demonstramos que trofozoitos ndo permeabilizados dentro do eritrocito (ambiente natural) sdo
capazes de mobilizar Ca®" na presenca do segundo mensageiro IP; através de um
compartimento sensivel a tapsgargina.

A sensibilidade do P. falciparum ao IP; ndo ¢é constante durante o ciclo
intraeritrocitico uma vez que esquizontes ndo segmentados ndo sio capazes de mobilizar Ca*"
na presenca deste mensageiro.

O hormodnio melatonina € capaz de estimular diretamente IP3/IP4 citossélicos e induz
Ca’" através da via PLC/IP;R em P. falciparum.

O uso de sensores como IRIS e de proteina que tamponam o IP; celular como IP;
esponja expressos de forma constitutiva provavelmente afetam a viabilidade celular do P.
falciparum.

O uso de coluna de cromatografia de afinadade ao IP; apresentou 51 proteinas
candidatas ao receptor de IP; em P. falciparum.

No trabalho envolvendo a fungdo da heme oxigenase de P. falciparum (PfHO)
confirmamos a atividade biliverdina redutase (BVR) in vitro nesta enzima.

A atividade BVR da PfHO ¢é modulada negativamente por diversas
melatoprotoporfirinas (Zn-PPIX, Ni-PPIX, Mn-PPIX, Cu-PPIX, Co-PPIX) e protoporfirina
sem metal (PPIX) in vitro. Zn-PPIX ¢é capaz de, em duas horas, reduzir consideravelmente a
area da hemozoina em eritrdcitos infectados por em P. falciparum.

O encapsulamento das metaloprotoporfirina aumenta consideravelmente o potencial
antimalarico destes compostos.

Hemina e biliverdina sdo capazes de modular o ciclo intraeritrocitico do P. falciparum.
O ensaio de ligagdo proteina-BV evidenciou a enolase de P. falciparum como um potencial

sensor de BV.
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IP;-dependent Ca® signaling controls a myriad of cellular
processes in higher eukaryotes and similar signaling pathways
are evolutionarily conserved in Plasmodium, the intracellular
parasite that causes malaria. We have reported that isolated,
permeabilized Plasmodium chabaudi, releases Ca> upon ad-
dition of exogenous IP;. In the present study, we investigated
whether the IP; signaling pathway operates in intact Plasmo-
dium falciparum, the major disease-causing human malaria
parasite. P. falciparum-infected red blood cells (RBCs) in the
trophozoite stage were simultancously loaded with the Ca’
indicator Fluo-4/AM and caged-IP;. Photolytic release of IP;
elicited a transient Ca® increase in the cytosol of the intact
parasite within the RBC. The intracellular Ca®> pools of the
parasite were selectively discharged, using thapsigargin to de-
plete endoplasmic reticulum (ER) Ca? and the antimalarial
chloroquine to deplete Ca> from acidocalcisomes. These data
show that the ER is the major IP;-sensitive Ca® store. Previ-
ous work has shown that the human host hormone melatonin
regulates P. falciparum cell cycle via a Ca® -dependent path-
way. In the present study, we demonstrate that melatonin in-
creases inositol-polyphosphate production in intact in-
traerythrocytic parasite. Moreover, the Ca’ responses to
melatonin and uncaging of IP; were mutually exclusive in in-
fected RBCs. Taken together these data provide evidence that
melatonin activates PLC to generate IP; and open ER-localized
IP,-sensitive Ca®> channels in P. falciparum. This receptor
signaling pathway is likely to be involved in the regulation and
synchronization of parasite cell cycle progression.

Malaria, caused by the obligate Plasmodium parasite, in-
fects over 300 million people annually and resistance to cur-
rent antimalarial drugs is an increasing problem (1-5). The
intraerythrocytic phase of Plasmodium falciparum, the most
lethal human malaria parasite, is the primary cause of malaria
morbidity and mortality. Therefore, arrest of the red blood

cell (RBC)* stage of Plasmodium life cycle is a clear pharma-
ceutical target. The RBC cycle of P. falciparum occurs over a
period of 48 h (the life cycles of other Plasmodium species are
also multiples of 24 h) and consists of three stages of parasite
development known as ring, trophozoite, and schizont. Prolif-
eration occurs by lysis of the RBC to release merozoites,
which are the product of the end of shizogony. This is fol-
lowed by rapid reinvasion of uninfected RBCsto complete the
cycle (6-9). The ability to overcome host defenses relies upon
the synchrony of merozoite release into the blood stream,
usually at a specific time of day (10, 11). Therefore, key to

P. falciparum survival is synchronous maturation within the
RBC. Clear evidence supports a role of host circadian rhythm
in this process, mediated by melatonin and/or related host
hormones (12-15).

Parasites like most eukaryotes, utilize second messenger
signaling cascades involving Ca> and cAMP to coordinate
cell function (6, 14, 16—20). The Ca*> signaling toolkit in ver-
tebrates is now well characterized (21, 22) and genetic (18, 23,
24) and pharmacological studies (14, 25) are increasing our
knowledge of the signaling proteins that are evolutionarily
conserved from Apicomplexa (the Plasmodium phylum). To
date, key components of the classical Ca® release cascade
have been described in Apicomplexeans;including sequences
of four putative heptahelical receptors (26), G-proteins, im-
plied by the sensitivity of gametogenesis to cholera and pertu-
sis toxins (27) and sequences of PLC -like isoenzymes (23,
28). Furthermore, Ca> pumps such as SERCA and a plethora
of Ca’ -regulated proteins have been identified (18, 29 -33).
A clear indication of the importance of Ca> homeostasis and
Ca’> regulated signaling events in these organisms. However,
a canonical IP; receptor transcript has yet to be identified in
the genome of any Apicomplexean. Nevertheless, pharmaco-
logical data clearly demonstrate P. falciparum and the rodent
malaria parasite P.chabaudi maintain intracellular Ca?
stores (14, 16, 34) and IP,-dependent Ca? release has been
demonstrated in isolated, permeabilized P.chabaudi (35).
Importantly, evidence for the generation of the precursor of
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IP,-dependent signaling, PIP,, has also been shown in
P.knowlesi and P.falciparum (36, 37). To date, in Apicom-

* The abbreviations used are: RBC, red blood cell; IP;, Ins(1,4,5)P;; ER, endo-
plasmic reticulum; SERCA, sarco/endoplasmic reticulum Ca> ATPase;
Chlor, chloroquine; Thaps, thapsigargin.
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plexeans a PLC-like enzyme has been cloned ondy from Toro-
Flasma govedli and irderestingly the actiwty of this erime
was greater with phosphatidylinositol rather than FIF, asa
substrate (28). Nevertheless, P, and DAG increases have
heenn reported duing F faloiparum gametocyte exflagellation
rralwed it the serual cyele and transmissionto the moosguito
vector (3%) atd Elabbad of &, (36) repotted ionomiycit-in-
duced devations inlF. in the asemual RBC dage of the life
oycle, indicating an ermwne capable of PIF; hydrolysis is pres
etit in F faleipaiom.

It isnow well established that the host horm one melatonin
(12, and its precursors Moac etyl ser otordn, tryptamine, sero-
tomiry, and M1)-acetyd- M 20-formyl-5-m o ethooe vorna amine
(AFME) affect the intraerythrocytic P falciparum cell cycle
(13, 14, 39). These molecules were ahle to induce Ca®  release
fromm cultured F falciparum and P chabaaed and im portartly
these responzes were blocked by PLC inbdbition and melato-
ity receptor antagoniam (14). Sunilady, the abdity of melato-
ity and other tryptophan detvatives to syncheordze Ffalo-
perrem odtores were also tlocked by inbdbition of PLC and
melatomin receptors (13, 14, 400, Whereas, it the intraeryth-
tooytic stages of P bergha and F podil, two rodent parasites
that show asynchronous development (not lnked to circadian
thiythar)) 21 vive, melatonin does not moodulate their cell oycle
ot elicit an elevation inintracellular & (410,

There iz clear evidence that F falciparam aud other plas-
modizm obligate parasites contan the moolecular moachinery
for IP-dependent Ca ? release (14, 35, 38). Inthe present
gudy, we dem onstrate unegquivocally that intact P faleipe
rum, within their natural erythrocyte host cell, release Ca in
response to TP, Furtherm ore, we provide clear evidence that
melatonin acts in F falciparwem to activate PLC and induce
coticutrent devations in IP;. This key process in P falcipa-
rum svival depends onIF, receptor function during the
trophozoite stage of the intraerythrocytic ife oyele O onsider-
iz the likely vast genetic divergence between mammalian
and plasmodiwm [Py receptors, this protein isa strong catdi-
date for nowel therapeutic irtervention

EXPERIMENTAL PROCEDURES

F falciparion Culfire—F falciparwn (D3T) parasites were
maintained in oulbwre as described (42). Briefly, F faleiparim
were cultured i RPMI media supplemernted with 50 mgliter
byrpoxanthine, 40 mgliter gentamyein, 435 mgliter NaHCO 4,
BA or O hman red Wood cells and 10% 4 or O
human
blood senam it at atmosphere of 5% 00, 36 0y 92% M, at
37 %0 Media was changed every 24 h and RBCs replace d every
42 b Parasitemia and the development stage of symchronized
oilbures were determined by Giemsa-stained smears.

Fhotorelease of Caged-IF . and Ca? Imagng—F. falcpa-
mam infected eryileocytes were washed in HEPES-tndfered
saline solution (HESE) (in mot: 25 HEPES, 121 N1 5
NaHCO,, 47 KCOL 1.2 EHPO, 1.2 Mg30,, 2.0 Cally, 10 gu-
cose, 0.04 probenecid, and 0.25% (e Fatty acid-free BEA
pH 74 and coloaded, in suspension, with caged-IF, (2 M,
aChem) and Fluod AN (5 g Iatrogen, 37 00 for 45 min
Cellswere washed with HESS and seeded onto borosilicate
glass coverslips coated with ployL-lysine and incubated for 15

006 JOURNLL OF BRALOGIC AL CHEMISTRY

ity at room temperatare to enable cell adherence. Cellswere
wadhed and mounted on the stage of an Asiowvert2000 (Zeiszd
spirwinz dise confoca wmicrosoope. Fluod AN fluorescence
inages (Argon laser excitation 488 o emission 310 sw)
wete acouited at 2 Hz with a cooled charge-coupled device
(CCDN camera vsitg the data acoud sition sofberare Piper
Control™ (Stanfordphotories). Photo release of caged IR
wag achieved by light pulses (1ne duration with awavelength
of 337 run and 145 ml of energyd) from amtrogen charged TV
flash lamp (Photon Technology International) guided through
the otjective (C-Achromatz 407 2. Data analysis was pet-
formed using Imagel (MIH).

Measurement of [H'] Masital Polyphosphates—The parasites
were synckrormized with sorbitol treatm ent (430 and cultured
to a parasitemia of 3% At late trophozoite stage the culbue
was resuspendes din RPLI medivm complem ented with 5%
bounan senam contairing 25 Cifml [H3-myo]inu:usit|:|1 (Perkin
Elmer). Labeling contitnaed witil young trophozoite phase and

10% parasitemia. The infected erythrocyte oudbwe wasthen
wadhed in HBSS and preincubated in for 20 min with 100 meg
LiZ1, to bHlock inositol monophosphate hydeolysis prior to
addition of melatonin o other test agents. The ineubation
was terminated by addition of ice-cold tricholoroacetic acid
the water soluble [H3]in|:|situ:|1 contairing com ponents wet e
then extracted by addition of tri-»octylamine: 1,1 2-trichlo-
tofluoroethane (1:1 ratic) and [Hg]i.nu:usitcul phosphates were
separate dbyion exchange cleomatography (440 veing Dowex
resity in the formate form. Lower order inositols and glycero-
phospholipids were removed by elution with 40 ml 0.4 W am-
motdun formate/0. ] o formic acid IF; and higher order in-
ositols were then eluted with 10 md of 1.2 00 amm onduvm
formate/0.1 o formic acid Ultitna-Flo (Petkin Elmet) was
added to the eluate and DPR determined using e d scivtil-
laion counting. Data are expressed asafold increase over
notrinfecte d red Wlood cell controls loaded with 2.5 Cifml
[Hi-mpolinositol in parallel.

RESULTS

Fhotorelease of Caged I, duces O Mobilizationin
Bfact P faciparum—Inthis sudy, I[P,-dependent Ca® re-
lease has been examined in intact P falcipansm within the
hiost erythrocyte using flash photolysis of cell permeant
cagedIPs. The development of this cell perm eant form of
caged-IP, (43 provides a sophisticated tocl to manipulate
cytosolic IP; levels under plyysiclogical conditions, and is poat-

timdatly well suted to the intraenbrocytic malaa parasite
because this isintractable to other methods to modify cytoso-
lic [P, levels Infected erythrocytes were co-loaded with both
the cell perm eart caged-IP; and Fluod AN for 45 min, a pe-
riod sufficient to enable de-esterification of these molemilesin
mammalian sydems (467 UV flash photolysis of caged-IP5
wnder these conditions elicited arapid and transient increase
iy irtracellular Ca®  in RECsirfected with P falciparum (Fig
1A representative trace of 21 cellsfrom 15 independent ex-
periments and Fig 1B confocal images with Ca “ changes
shown it pseudocolor). A i ber of controls were perform ed
to corfirm that photorelease of caged [Py isacting specificaly
oty receptors in F. fale iparim within BECs. Firstly, we as-

“EHERE,
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FIGURE 1. Flashphotolyxix of caged-IP;induces caldum release in P. falciperon-infecied RBC..4and B, P. falciparion-nfected RECs were loaded in
@55 with Fhuod-AM(S M)and caged-IP, (2 M)for 45min, then allowed to adhere to poly-L-lysine-coated coverslips. Changes in irdrace lhalar wrere
nonitored at 2 Hzusing 4 spraing disc confocal microscope coupled to a CCD camera. Flash photolysis of caged-IP; was achieved with anitrogen-charged
UV laser. .4, Tepresentative trace of UV-mduced Ca® icrease i tact P, falciparim (UVflash ndicated by arow at 60 £). 8 confocal tnages of the cellin
Paneldto show: (@) transmitted light image depicting P. falaparumwithin RBC (@2ow); (3 ¢)changes i Ca® are showm mpseudocolor (diue bwest and
redhighest [Ca® ]Dat (Pbaseline (¢ 30 8) (Opeak Ca® transiert (¢ 75 5),(@half-pedk height (¢ 90 &), and (&Hretam to baselime (¢ 150 &).Data are
representative of 81 cells from 15 experimerds. Crepresentative traces of fected (greem) and wmirdected (@) RBCloaded with Fhuod- Al the absence of
caged-IP, (UVflashes at 75and 180 s). Drepreserdative trace of mirfected RBC nthe presence of caged-IP; (UV flash 4t 40 s). Thapsigargin (3 M, Thaps)
was added as mdicated.

sessed the effect of IP, photolysis on uninfected erythrocytes.  revealed the presence ofboth ERand acidic vacunle Ca?

Our data demonstrate RBCs are insensitive to UV laser pulses  stores within P. chabaudi and P. falciparum (16, 35). To es-
inboth the absence Fig. 1Cand presence Fig. 1D of caged-IP;.  tablish the sensitivity of these organelles to IP, inintact P.

Sfal-
This result was not unexpected as mammalian RBCslack en-  ciparum, the ability of caged-IP; to elicit Ca 2 release after
doplasmic reticulum. Howewver, these results corfirm that depletion of each compartmentwas characterized in in-
these cells are devoid of any IP; sensitive Ca ?store and, traerythrocytic parasites. Depletion of the acidic pool with
therefore, do not contributeto the Ca’ response shownin chloroquine (10  nf) did not affect the ability of the P falcipa-
Fig. 1,4 and B. Importantly, we also demonstrate UV laser rum to respond to photolssis of IP; (Fig. 3B, representative

excitation is without effect on P falciparien-infected RBC in trace of 11 cells fror three independent exyperiments). How-
the absence of caged-IP, (Fig. 1C). These data also confirm ever, depletion of ER Ca ? with thapsigargin(5 M) abolished
that our protocol to photolyze the chemical cage on IP3does IP;-mediated Ca ?release (Fig. 34, representative trace of 12
not result in a Ca® response mediated byany cytotoxic effect  cells from three experiments). These data suggest that in
of UV excitation in infected erythrocytes. P faiciparim the ER is the major IP;-sensitive Ca 2 store.
All experim ents were petformedin the presence of 40 N Melatorin Activates PLCfo Increase mositol Polyphos-
probenecid, a nonspecific inhibitor of organic anion transport  phefes in Infact P falciparum—We have previously demon-
(47, 48) to block cellular loss and compartm entalizationofthe  stated that the host hormone melatonin and its metabolites,
Ca? indicator. Previous studies have shown that Ca®  indi- elicit Ca®  increases in intact P chabaudi (12)- and P. falcipa-
cator dyes accumulate in the parasite acidic food vacuole (49,  rum (13)-infected RBCs Fig. 4, 4 and B show the melatonin-
50), complicating m easurem erts of cytosolic Ca’  in thein- induced Ca® signals with high temporal and spatial resolu-
traerythrocytic parasite. Consistert with this, in the absence tion. To test the hypothesis that hormone-induce dCa®
of probenecid we observed no Ca’ response to photolysisof  release proceeds viaa canonical PLC/IP; receptor pathway in
caged-IP, and little or no response to SERCAblockade with Plasmodia, we examined the effect of melatonin on polyphos-

thapsigargin in P, faleiparum-infected RBCs(Fig. 24) com- phoinositide levels. Sorbitol treatment was used to synchro-
pared with responses in the presence of probenecide (Fig. 25).  nize the cultuwres so that all of the parasites were at the same
Thus in P. faleiparum in the absence of probenecid anion stage (43), and a parasitemiaof 5% infected RBCs was ob-
transporters appear to allow Fluo-4AM accumulationin in- tained prior to [*H-myolinositol labeling. It has been reported
tracellular compartmerts. that de novo synthesis of polyphosphoinositides(the lipid pre-
Investigation of IP;-sensitive Storesin P. falciparum—PFrevi-  cursors for IP.) is greatest during mature parasite develop-
ous studies in isolated perraeabilized malaria parasites have ment (trophoz cite and schizont) and high during invasion
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FGURE 2. Andon ort inhibition is required to detect changesin

parasite cyiosobic Cx” . P falcipouminfected BB Cswere loaded wath
Fhuot-AM and caged-IP, inthe presenoe or sence ofthe anion

trars port inkabitor probenecid (40 M) prior to activation with caged-IP;
and thapsi- gargin (5 M). Shoam are wpresentative haces of changes in
intracellilar Ca® in the absence (4; representative of 36 cells fiom 11

- t et
gdn%ns e!}ns‘pveseme of probenecid (& 17 cells ficm three experments),
wspectively.

and eatly ting stages of the RBEC lifecycle (36, 51). Therefore,
in ow experiments ["H-myo]inositol loading commenced at
the late trophozoite stage and the parasites were allowed to go
through one RECinwvasion cycle to ensure maximum inc orpo-
ration into the lipid pool. We hawve found that the Ca® re-
sonses to melatonin ocour predominantly o the trophozoite
sage. Therefore, incubations with melatoninwere performed
after 36 hincubation with [3H-myo]inositol at the eatly tro-
phozoite phase, which was confirmed with Giem sa-stained
guears. At this point, the parasitemia was typically about 10%.
Mature erythrocytes, turnover membrane lipids slowly and
are devoid of the machinery for 42 vovo inositol lipid synthe-
a5, and thus incorporation of [3H-myo]inosit01 into the REC
lipids ismirimal in compatison to P falciparum (37). Con-
astent with the work of Elabbadi ef @i, (36), ionomyein (2

M) was capable of eliciting a robust increase ininositol
polyphosphates of 49 20% compared with a basal level of
5 2% inuntreated infected RBCs(Fig 4C) (data from three
independernt experiments performedin triplicate and ex-
pressed aspercentage increase over nonrinfected RBC cone
trol). In the same series of experiments melatorin (100 )
elicited an increase of 30 14% in inositol polyphosphate
generation (Fig 4C). Increases of inositol polyphosphate for-
mation at lower levels of melatoninfollowed the same trend
tut did not rise to significance when compared with the con-
trol cells without added melatonin (basal).
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FIGURE 3. IPs-dependent [a? release arises from the thap sigargin-sen-
sitire store. Endoplasnic reficnhim and acidi compartmentCa® stows
were discharged independertlywith thapsizaxzin (5 M) or chloroquine (10
1w, Chi)before photolysis of caged-IP;. A, repre sentative trace (12cells
from three experments) to show thapsizargin depletes allIP -sensitive

3
Ca® stows inP falapoumand B reprsentative trace (11 c2lls ficm three
experiments) to show chlomquine wmleases Ca® but does not deplete the
IP-semwitive Ca®  store.

Melatonin Prefreatment Prevents IP -induced Ca®  Release
n Mtact P falciparien—To establish whether melatonin and
caged-IP; release C& from the same intracellular store, we
assessed the ability of P falciparum to respond to photalysis
of caged-IP, after challenging the cells with a maximal dose of
melatonin (10 ). In any gven microscope field, amelato-
nin-induced Ca®  increase was observed in approxim ately
half of the infected erythrocytes(44  14%in five indepen-
dent experiments, 54 total cells examined), and almost all
of those cells that did not respond to melatonin released
Ca® upon photolysis of IP, (50  15%).Fig 54, shows
representative traces of melatonin and IP;-sensitive P. fal-
ciparum from the same coverslip. Interestingly, very few
cells were capably of eliciting secuential Ca' transientsto
both melatonin (10 ) and photolysis of caged-IP5. Only
2 out of the 54 cells (7 4%) generated Ca® transients to
both stimuli (Fig 45). These data showing apparent over-
lap of the melatonin- and IP;-sensitive Ca 2 intracellular
stares are summarized in Fig 5C. Furthermore, photore-
lease of caged-IP; duting amelatonin-dependent rise in
intracellular Ca®  did not potentiate the Ca® response
(Fig 5D, representative of 4 cells from three independent
experiments). Thus, these data provide clear evidence that
melatonin releases Ca’ from the ER IP -sensitive C a®
stare in P. falciparum.

BHTER.
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FGURE 4. Melaionin-induced inosiiol p olyp hosp hateproduction in

P falapaum cubhures. A, wpresertative tace of melatoran (10 25) -in
duced Ca? inmese inirfected RBC. B confocal images of Ca® changes in
the cellshoarn inparel A(weprsentative of 12 celk fromthree independert
expenments), Bshows confbcal images to showr: (@) ransmitted light image
depicting P faleiparonvrithin RBC(aow); (5- e)changes mCa® shoan in
seudocolor (Blueloarest and red lighest [Ca® ])at (B)baseline (¢ 305)
(¢)peak Ca* tansiert(t 145s),(d) half-peak height (¢ 160 s)and (s) 1e-
tam to baseline (¢ 240 s). € nelatorin-induced increases ininesitol
polyphos phate formation were measured nirfected RBC cultures as de-
sartbed under “Expermental Procedures ”” Pror to melaorin stmmalation (1
g, 10z 100 2 20 min) cells were washed thiee times wath HESS then
incub ated for20 run wath LiCL (10 m). Data are presented as mean  SE
from thiee independent expeniments peformed i tiplicate (%, 0.05)
compared withbackgroand [H¥incsitol levels in non-infected KBC loaded
inparalkel.

F. falciparum Are Insersifive fo IP | af the Schizovt Stage of

the Ivfraerpfirocyfic Cell Cycle—The abowe data all describe
respanses in P, falciparum at the trophozoite stage of the
erythrocyte life cycle. Since we postulate that the IP;-depen-

RTRER.
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dent signaling cascade plays a vital role in the cell cycle pro-
gression, UV photolysis of caged-IP; was investigated at the
schizort stage. Interestinglythe ability of IP; to mobilize

Ca' in RBC infected by P. falciparum was not observed dur-
ing the schizont stage (Fig 54, representative trace of 12 cells
from 4 experiments). Importantly, Ca®  release was observed
upon the addiion of thapsigargin corfirming the integrity of
the intracellular Ca® store under these conditions. More-
over, we have shown previously that Ca®  in the parasitopho-
rous vacuole is necessary for the mairtenance of Ca®  stores
inthe irtraerythrocytic paraste (48) (and see “Discussion’),
so these data suggest that mature schizonts rather than mero-
zoites were being stimulated. Similaly, melatoninwasnot
able to induce elevations in cytosclic C&  levels when ap-
plied to parasites inthe schizont phase (data not shown) or
ring stage (13). These findings provide evidence for differen
tial sensitivity to IP, and melatonin as P, falciparum parasites
pass through the differentintraerythrocytic developmental
stages.

DISCUSSION

Recent studies have begun to identif'y components of irdra
cellular signaling cascades in Plasmodium. However it re-
mains unclear when and how these signaling molecules act to
trigger Plasmodium matwation, division, differentiation, and
reitrvasion during the asexual stage that takes places within
red blood cells (30). As discussed inthe Introduction, there is
substantial evidence that Plasnodia and in particular, P falci-
parum possess the molecular machinery for IP;- dependent
signaling (12, 14, 16, 18, 48). Indeed, this pathway isintegral
to the maturation and survival within the host of this obligate
parasite. In the present study, we utilized cell permeant
caged-IP; to demonstrate unequivocally that IPs-induces
Ca' release from intracellular stores within intact P, falcipa-
rum. Moreover, our experiments were cartied out with para-
sites developing inside the host red blood cell, dem onstrating
that Cd mobilizationin response to IP, occurs in the not-
mal physiological environmert. It should also be noted that
native (uninfected) red blood cells do not have intracellular
Ca® stores, and consistent with this uncaging of IP, did not
elicit ary change in cytosolic C&  inthese host cells.

One potertial question ishow does the malaria parasite
m aintain intracellular Ca?  stores for dgnaling while it is se-
guestered within the RBC cytoplasm? The parasitophorous
vacuole isformed byinvaginaion of the RBC plasma mem-
brane during parasite invasion, and is believed to include a
number of ion pumps that would serve to transportions, ine
cduding C& |, from the host erythrocyte cytoplasm into the
lumen of the vacuole. The vacuole may also communicate
directly with the extracellular medium surrounding the RBC
through a parasitophorous duct that is permeable to small
maolecules and ions (5Z). Thus, the parasitophorous vacuole
plays a keyrole in providing arelatively Ca® -rich environ-
ment to the intraerythrocytic parasite foruseinC Y signal-
ing. In a previous study (48), we have measured the Ca 2 con-
centration in the vacuole usingC&  indicator dyes
sequestered into this compartment during mercz ate invasion
of the RBC. The measured free Ca® concentration in the
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HGUEE 5 Inel 4, 5P -ind weed [2®  increases are abolished afier melaiomin stinmlation bfected BBCs co-loaded with Fiod- Al avd caged-IP; were
challenged with melatooun (10 20 pricy to flash photolysis of caged-IP ;. 4, repres erdative trace oficells fioen the same coverslip responding to melatonm
(sofd Braeor P, uncaging (dotted i), Sinlar vemlts wrete obtained in 5 separate experirments, with 54 total cells analyzed. B wepresentative trace of cells (2
ot of 34 which released Ca® toboth stinoali. O percentage of cells ves pomding to melatorin (10 M), photolwsis of caged-IE orboth (data ave the

Iear

3.E fiom five eperiments). I, rapresentative traces of cells inwhich flashphotolysis of caged-IF, was parformed during the melatonin-indueed

Ca' tarsient, showing no firther Ca' release with the uncaging of [ [ mpresentative of 4 cells from flme independent experiments).

vacuole was 40 M which islow relative to plasma free
Ca® bt iz apparently sufficient to sustain the filling of intra -
cellular Ca®  stores within the parasite and hence maintain
optosolic O signaling inthe intraerytbr ooytic Flasmodia
(427, Experim ents with isolated parasites have shown a tran-
dent cytosolic Cd  regponse in the absence of external C &
that has a second phase of increase following Ca® readdition,
aigzesting apotential role of capacitive caehwn entiy (14).
Pharm accdlogical effectors of the known intracellular Ca®
gores it malaria parasites were vged to dtrvestigate the souce
af Caf  mohilized by [P . Thapsigargin was used to inkibit
SERCA and release Ca®  from the ER, and chlorogquine was
used to collapse the pH gradient and release Ca?  from the
acidic pool. These experiments dem onstrate that the ER iathe
major IP;-sensitive Ca © store in P falcipaeum, since we
giow IP,-dependent Ca’  release was sholished after SERC A
wihibition, bt was unaffected by chloroguine . We have previ-
misly repotted that thapsigargin did not Adly Wock the Ca®
telease by exogenous IF; addition (& M) to permeabilized F
chabaud parasites (35). This resiciual increm ent of IP.-
induced Cd&  release inthe permmeabilized patasites was ap-
parently derived from the chloroguine- sensitive Ca®  pool.
This discrepancy bebreen the presert and previous dudies
tay reflect a differenice between P ohabaudi (rodent moal arig)
and F. falciparin (haman malarid) interms of [P, receptar
location andfor density, Howewer, it shodd be noted that thds
present stady assesses the sensitivity of the acid compart-
mentsta IF, under muchmore plysiclogical conditions, he-
cauge the cell-permeant cagedIP, does ot require isclation
and perm eabilization of the parasites prior to IF, addition as
used in previousirvestigations. Iloreover, flash photolysis
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teleazes ondy afraction ofthe 2 M cagedIP, inchuded in the
loading toffer, asindicated torthe ability of cells to respond to
more than one round of [F; wnecaging and the need to uss
multiple pulses to reach the threshold for Ca®  release in
sotne experit ents. These data also prode evidence that the
IP; levels generated by a single photolysis pulse were not satu-
rating for the P falciparum [P ~receptor Cal channel
Therefore, the fact that Ca®  release elicited bylF  uncaging
ocowred as an all-or-nothing resporze Catmoplitude and kinet
icg), suggests there may be positive feedback on the Ca®  re
lease channels) as observed inmammalianlF.-receptors (21,
24 When ow irtact red blood cell parasite culbires were
iticubated with bigher concertrations of caged IP; (35 M)
UV flash photolysis often resulted in drreverable elevations in
Ca®  and consecquently cell death (data not showr)). This ob-
setvation suggests the Flasmodia [P, receptors, wilike their
tnammalian analogues (210, may not be sensitive to Ca® - de-
pendent inhitition.

The presert shaudy provides the first direct evidence that the
hiost horm one moelatonin elicits a tise in intracellar IP; levels
innthe malaria parasite, Previous studies inwhich F falcipa
rum was labeled with [H-mpolinositol have shown that the
Ca'  ionophore, ionomyein is capahle of incressing inosital
phosphate levels (presumatily by Ca® -dependent activation
of PLCY (360, Ow data cleatly dem onstrate a receptor coupled
evert leaditig to increased inositol polyphosphate levels and
gtrongly support the role of a G-protein and PLC dependent
signaling cascade in this orgarism. Inomoamm alian systems it
has been possible to separate individual inositol phosphate
igoimers (530, how ever because the mamber of infected RBCsis
Loner ([ 10%6), and the parasites ocoupy orly a smal fraction of

R
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the EBC wolume, there wastnot sufficient signal to measure
individual inositol phosphate isomers in owr experiments
Instead the anion exchange column method waszused to elate
total TP, atd [P, isomers together (1P, [P inthe presence
of TiC1 to inbdbit inositol phosphate beeakdown (36, 33, 54
Howrewer, as we assume IF, is derived from the generation of
IP; thizisthe first repoet of horm one-induced IP; generation
i F falciparum.

Azmentionedin the “Resilts” increases in inositol
polyphosphate s by melatonin concentrations below 100 W
were niot sigdficard. DWlelatordn in the lower range is capable
of exerting effects on life cycle progression when incuded in
REBC malaria parasite cultwes (13, 400, Howesver, these cell
oycle progression effects of melatonin ocoar on amuch sowrer
timescale than the 20-min incubationsin the pre sent exper-
ments, atd the associated C'a®  increases are also slower and
of Lowrer atnplitude (400, helatonin is relatively hordrophobic
(Logp 1&)and isexpected to cross the erythrocyte aud
parasitophorous mem branes. However, we carmot be swe of
the actual concentration of melatonin perceived byrthe para-
dte after only 20 min of exposwe. Thos higher concentra-
tions may be necessary to elicit maximal amplitade and im-
mediate responses at the lewel of inositol phosphate
generation and Cal  moobilization.

Previous studies from our laboradory heve shown that the
effects of melatorin on parasite Cdf  release and synchro-
mzed progressionthrough the cell cydle are HWocked by the
PLC inhikitor TT3122 (13, 14, 400, Importantly, the activwati on
of PLC by melatonin in F. faloiparaen is corroborated in fhis
gudy withoat the use of phatm acological inkhdbitors and the
potential nonspecific effects of these compounds In nunans,
melatomin receptors MTL and MT2 couple predom inately to

3, (357 and thus mediate thelr cellilar effects Wa inbibition
of aderiylate cyclase and PEA Howewver, melatomin receptors
caty dso couple to G-proteins that lead to PLC activation and
[P, generation (36 <58), incuding in Tenopus melanocytes
(3 atd wdcellular evlraryotic dinoflagellates (800 [0 com-
mon with the IP, receptor, the lack of an identifie dm elatonin
receptor in the Flasmodiion genome database suggests that
the molecdar identity of the F falriparummelatoninyecep-
tor protedn i far remooved from the boman host Indeed, we
hawe detm onstrate d that cAME lewels and PEA activity are
actually increased by melatonin in P falciparum, and this
plays an important role in parasite synchronization (177,
This melatomin-induce dincrease in cAMP isa secondary
consequence of the activation of PLC and associated Cal
mobilization., Further evidence for the presence of a F. fal-
ciparion melatonin receptor comes from the finding that
the antagonist luzindole (617 inhdbits melatonin-induce d
Ca’  release and the synchronization of cell cycle progres
gon in the parasite (12, 131, Interestingly, this antagonist
showsmore that 10-fold greater selectivity for MTZ over
LIT1 melatonin receptors, atd it is also an effective antag-
otist of the Tenoprs melatorin receptor (62).

Incontrast to ow chservations of Ca®  mobilization by
IF; uncaging and melatorn addition at the trophozoite
gage of P. falciparum, we did not observe any Ca®  re-
sponise to either agent in intraerythroeytic schizonts. This
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FIGUEE & . IF, receptor funciion iz et at schizony nF. falepoumn, P
Fal-ciparencells inthe schizot phase were insersitive to photolysis of
caged- IF,. drepresentative trace of a solimont stinmlated -aith taro
sequertial palses of UV arows], folloared by chlorogquine (10 m), and
thapsigargin (5

M) (ave represertative of 12 cellk fiom four inde pende nt expentments),
Thapsigargin-dependent wlese confiims that the BR Ca® store is imtact
but irsemsitive to changes inlF, and chloroquine.

taizes the interesting possibility that PLC-dependent sig
nding is regilated by stage specific expression of compo-
nents of the intracellular Ca'  signaling pathway, This is of
particular relevance when consdering the moultitude of
Cal -dependent kinases and hinding proteins operative at
different stages of both sexual and asexual developm ent
(3034, 63, 640, It was receantly reported that parasite
egress from erythrocytes depends on the calcium-depen-
dent protein kinase PECDPRES (337 a process that ocours
duting late schizgorey. Moreowver, another caleium-depen-
dent linase, PIPER, ishelieved to be irrrolved in the reitrra-
sioty of erythrocytes by the released merozoites (31, 33, It
hias also been reported that cytosolic Ca?  increases infree
tmerozoites inresponge to the change K ion concentra-
tion when they are released from the red blood cell (0.
This Ca® increase and the PFPEE activation are both
blocked bythe PLC inhibitor TU73122 (9, 31, 320, implying
that PLC/AP,-dependent Ca 2 signaling may also be active
chating the late schizont and moerozoite stage of the F. falei-
perum lifecyele, albeit activated by different extracellular
signals. [n o experim ents we were not able to measare
Ca'  signalsinintraerythrocytic segmented(late phase)
schizorts (Fig @) and free merozoite s were not observed.
I the presert study, we provide clear and direct ew-

denice that a classical PLC- dependent intracellular C o
release pathway exists in P falciparum. This Ca®'  signal-
itz pattiray is activated by melatonin, which provides a
mechandsm for coordination of parasite developi ent and
telease bythe hman host horm one associated with circa-
ian rhythen. Periodic fever due to synchronize d parasite
release iz characteristic of uman malaria, and may provide
atnechardsm for the parasite to overwhelm the immouane
gystem diring releaze and reinvasion of new erythrocyte s
Once inside the RBC, the parasite isprotected from immu-
nological recognition. Thus, blockade of the Flasmeodium
melatonin signaling pathwray has pharmaceutical potential
in preventing the synchroniz ation of the parasite within
the host.
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