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“Science investigates; religion interprets. Science gives man knowledge, which is power; 

religion gives man wisdom, which is control. Science deals mainly with facts; religion deals 

mainly with values. The two are not rivals.”  

 

                                                                                                     Martin Luther King, Jr. 

 

 

 

 

 

“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand 

more, so that we may fear less.” 

 

                                                                                                                     Marie Curie 

 

 

 

 

 

“Life is like an onion; you peel it off one layer at a time, and sometimes you weep.” 

 

 Carl Sandburg 

http://www.goodreads.com/author/show/16380.Carl_Sandburg


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
“Nothing is so dangerous to the progress of the human mind than to 

assume that our views of science are ultimate, that there are no mysteries in nature, that our 

triumphs are complete and that there are no new worlds to conquer.”  
 

 
Humphry Davy 

http://www.goodreads.com/author/show/1614310.Humphry_Davy
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RESUMO 

 

Santos EA. Papel do IP3 na transdução de sinal e função da heme oxigenase em Plasmodium 

falciparum. [tese (Doutorado em Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2013. 
 
Plasmodium falciparum, agente etiológico da malária, possui um ciclo de vida que envolve 
dois hospedeiros (fêmea do mosquito Anopheles e humanos) onde apresenta refinadas 
estratégias que envolvem mudanças morfológicas e bioquímicas em diferentes ambientes para 
garantir a sua sobrevivência. O estudo da maquinaria de sinalização deste parasita tem 
revelado a geração de segundos mensageiros e proteínas efetoras da sinalização celular 
importantes na percepção de estímulos extracelulares no parasita. Esta tese tem como 
finalidade demonstrar que o P. falciparum dentro do eritrócito é capaz de usar a via de 
sinalização celular dependente do segundo mensageiro inositol trifosfato (IP3). Para isto 
usamos um IP3 permeável a membrana celular denominado (caged-IP3) que é liberado para 
atuar como segundo mensageiro na presença de luz ultravioleta. Investigamos os estoques de 
Ca2+ intracelular sensíveis ao IP3 neste parasita e exploramos a sensibilidade ao IP3 em 
diferentes estágios no ciclo intraeritrocítico. Demonstramos que o hormônio melatonina, 
importante na manuntenção da sincronicidade da fase intraeritrocítica de P. falciparum, é 
capaz de aumentar a concentração de IP3 neste parasita. Com o uso de uma coluna de 
afinidade ao IP3 tentamos encontrar proteínas candidatas ao receptor de IP3 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 
reação do catabolismo da hemina. Estudamos a modulação desta atividade na presença de 
diversas metaloprotoporfirinas e o potencial destes compostos como antimaláricos. 
Reportamos que a biliverdina é capaz de modular o ciclo intraeritrocítico de P. falciparum e 
apresentamos a proteína enolase de P. falciparum como candidato ao sensor de BV neste 
parasita. 
 
Palavras-chave: Plasmodium. IP3. Ca2+. Melatonina. Receptor de IP3. Heme oxigenase. 
Metaloprotoporfirinas. Biliverdina. Enolase. 
 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Santos EA. IP3 rolein signal transduction and function of heme oxygenase in Plasmodium 

falciparum. [Ph. D. thesis (Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São 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 IP3 called 
(caged-IP3) which is released to act as a second messenger in the presence of ultraviolet light. 
We investigated the intracellular Ca2+ stores sensitive to IP3 and explore the parasite 
sensitivity to IP3 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 IP3 concentration on this parasite. Using an IP3 
affinity column, we tried to find candidate proteins for IP3 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. IP3. Ca2+. Melatonin. IP3 receptor. Heme oxygenase. 
Metalloprotoporphyrins. Biliverdin. Enolase 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Malária 

 
Malária, causada pelo parasita do gênero Plasmodium, é um dos maiores flagelos da 

humanidade. Esta doença responde por mais de 500 milhões de casos clínicos por ano e mais 

de um milhão de mortes, na maioria crianças. (Snow et al., 2005). 

O parasita da malária existe há pelo menos 150 milhões de anos (Carter, Mendis, 

2002) e infecta vários grupos dentro de Vertebrata: aves, répteis e mamíferos. Há 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 são P. falciparum 

(África sub-saariana) e P. vivax (Ásia, América Central e América do Sul) (Carter, Mendis, 

2002), sendo P. falciparum a espécie que causa a forma mais letal da doença (Miller et al., 

2002). 

 A extrema patogenicidade do P. falciparum sugere um recente contato com o 

humano, adquirido pela transferência de um hospedeiro não humano (Russel, 1950). Rich et 

al. (2009) mostraram que P. falciparum possui de fato pouco polimorfismo e corroboram com 

a hipótese de que P. falciparum originou de uma única transferência de um hospedeiro 

chipanzé infectado com  P. reichenowi , sendo que todas as cepas de P. falciparum estão 

ligadas a um braço  da árvore de P. reichenowi (figura 1). 

No decorrer da história, a malária tem sido um grande impedimento para o 

desenvolvimento humano. A doença sozinha já conseguia fazer com que projetos econômicos 

fossem grandemente dificultados ou até impossibilitados (Carter, Mendis, 2002). Apesar da 

área de ocorrência da malária ter sido confinada às regiões tropicais do globo após políticas de 

contenção, o número de pessoas que vivem em áreas de risco tem crescido e se encontra em 

torno de três bilhões, e há a expectativa de que continue crescendo (Guinovart et al., 2006). 

Há estudos evidenciando a relação causal existente entre malária e pobreza (Worrall et al., 

2005) o que reduz o interesse no combate à doença. Além disso, a procura de tratamento 

especializado em países pobres é pequeno, observando-se mais o auto-tratamento (Worrall et 

al.,2005). Um fator agravante é o surgimento de cepas de parasitas resistentes às drogas 

comumente usadas.  Apesar do aumento dos recursos para combate da malária para um bilhão 

de dólares em 2008 e o uso de várias estratégias (antimaláricos, mosquiteiros e inseticidas) 
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faz-se necessário um monitoramento para verificar os progressos no controle da doença e 

onde os esforços devem ser focados (Grabowsky, 2008). 

 

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

A: P. falciparum.  B: P. malariae, C : P. vivax e D :P. ovale e seus grupos irmãos. 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 malária é um processo complexo que envolve dois 

hospedeiros: o hospedeiro definitivo (fêmea de mosquitos do gênero Anopheles) que são os 

vetores da doença na qual ocorre a fase sexuada do desenvolvimento do parasita; e o 

hospedeiro intermediário (havendo espécies distintas de Plasmodium que infectam répteis, 

aves e mamíferas) ocorrendo nesses vertebrados à fase assexuada do parasita. 

Ao picar um hospedeiro vertebrado, mosquitos do gênero Anopheles injetam através 

da saliva dezenas de esporozoítos dando início à fase assexuada do ciclo da malária. Os 

esporozoítos entram na corrente sanguínea e posteriormente no fígado, alojando-se nos 

hepatócitos e iniciando um ciclo de reprodução assexuada. Uma característica interessante dos 

esporozoítos é a capacidade de fazer traversing. Traversing é passagem através de diversos 

hepatócitos antes da invasão da célula em que o esporozoíto sofrerá mudança de formato 

(round up) e posterior desenvolvimento em merozoítos. É interessante que o proceso de 

traversing acontece sem a formação de um vacúolo parasitóforo, o que contrasta com o 

processo de invasão do hepatócito para desenvolvimento em merozoítos (Mota et al., 2001). 

Na fase hepática, o P. vivax é capaz de se diferenciar em um estágio de dormência 

denominado hipnozoíto. Estas células podem reiniciar o desenvolvimento da fase hepática e 

causar sintomas clínicos da doença no hospedeiro sem o contato com o mosquito (Krotoski, 

1985). 

Após a fase hepática, milhares de merozoítos são liberados na corrente sanguínea 

dando início a invasão dos eritrócitos e ao ciclo intraeritrocítico, com estágios de maturação 

bem definidos: anel (A), trofozoíto (T) e esquizonte (E).  

Após a ruptura da célula hospedeira, os merozoítos que são liberados na corrente 

sanguínea invadem os eritrócitos e recomeçam um novo ciclo. Alternativamente, há a 

diferenciação de alguns merozoítos que invadiram os eritrócitos em gametócitos femininos e 

masculinos, que formam gametas quando ingeridos pelo inseto, dando início a fase sexuada. 

A fecundação destes gametas dá origem a um oocineto móvel, que se aloja no intestino médio 

do inseto e sofre divisões reducionais formando esporozoítos. Os esporozoítos migram para as 

glândulas salivares do mosquito onde serão liberados durante a alimentação do mosquito 

(Bannister et al., 2003) (figura 2). 

Aspectos interessantes do ciclo de vida do Plasmodium têm revelado estratégias que 

garantem o sucesso no desenvolvimento. Amino et al. (2006), acompanhando ao vivo e in 

vivo esporozoítos expressando GFP (Green fluorescence protein) revelaram a capacidade de 
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algum esporozoítos adentrarem os vasos linfáticos do hospedeiro intermediário. Sturn et al. 

(2006) demonstraram que durante o rompimento do hepatócito os merozoítos hepático são 

revestidos pela membrana do hepatócito (merossomo), esta estratégia evita o reconhecimento 

dos merozoítos pelas células de Kuppfer que patrulham os sinusóides hepáticos. Durante o 

desenvolvimento intraeritrocítico, os eritrócitos infectados com P. falciparum apresentam 

citoaderência nas células endoteliais, este mecanismo é regulado por um conjunto de genes 

(var genes) que expressam proteínas PfEMP (P. falciparum erythrocyte membrane protein) 

(revisado de Rowe et al., 2009). A aderência no endotélio é um mecanismo importante para 

evitar que eritrócitos infectados passem pelo baço, orgão capaz de remover eritrócitos 

envelhecidos do sistema. Mais recentemente, Riglar et al. (2013) usando técnica de 

microscopia tridimensional demonstraram a participação dinâmica de proteínas translocadoras 

no vacúolo parasitóforo no processo de exportação de proteínas, inclusive a PfEMP, em P. 

falciparum. 

No mosquito, Rupp et al.(2011) reportaram que durante a ativação dos gametócitos há 

formação de filamentos no citossol do parasita contendo uma isoforma da actina 2, estes 

filamentos formam uma estrutura tubular que permite uma comunicação célula-célula nos 

estágios sexual do parasita dentro do sitema digestivo do inseto. Mais recentemente, Riglar et 

al. (2013) usando técnica de microscopia tridimensional demonstraram a participação 

dinâmica de proteínas translocadoras no vacúolo parasitóforo no processo de exportação de 

proteínas, inclusive a PfEMP, em P. falciparum. 

A fase intraeritrocítica do P. falciparum, que ocorre em um periodo de 48 horas, é a 

principal causa de morbilidade e mortalidade para o hospedeiro, sendo esta fase um dos 

principais alvos farmacológicos no combate desta doença. 
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Figura 2-Ciclo de vida do Plasmodium  evidenciando os eventos que ocorrem no hospedeiro 
invertebrado e vertebrado. 

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

 

1.2.1 Desenvolvimento sincrônico da fase intraeritrocítica em Plasmodium 

 
Na maioria das espécies de malária que infectam mamíferos a transição entre os 

estágios intraeritrocítico tal como as invasões de novos eritrócitos são eventos altamente 

sincronizados (Doerig et al.,1997). A periodicidade das febres, causada pela lise simultânea 

dos eritrócitos, é a característica mais marcante da infecção que geralmente ocorre em um 

padrão múltiplo de 24 horas.  A aparente simultaniedade de bilhões de indivíduos do parasita 

na corrente sanguínea pode representar uma importante e eficiente estratégia evolutiva para 

escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro. O’Donnel et al. (2011) corroboraram com 

esta hipótese ao reportar que a alteração do desenvolvimento sincrônico de P. chabaudi 

causada pela pertubação do ciclo claro/escuro do seu hospedeiro camundongo causa uma 

diminuição de até 50% na invasão dos eritrócitos. 



28 
 

A sincronia apresentada em várias espécies do gênero Plasmodium é rapidamente 

perdida em cultura indicando um possível envolvimento de um sinal derivado do hospedeiro 

(Trader, 1976). Hawking (1970) foi o primeiro a notar a semelhança entre o ciclo da malária 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. Fenômeno similar foi observado em P. brazilianum (infecta macacos), 

a alteraçãodo ciclo circadiano do hospedeiro altera o ciclo intraeritrocítico deste parasita 

(Taliaferro, 1934). Arnold et al. (1969) concluiram que a retirada da glândula pineal do 

hospedeiro gera uma dessincronização do ciclo do parasita P. berghei. Esses experimentos 

demonstraram que a sincronia do ciclo do parasita está intimamente relacionada ao ritmo 

circadiano do hospedeiro. Na busca de encontrar um sinal que desencadeassem mudanças 

circadianas em mamíferos e que poderia ser usado pelo parasitas da malária, o hormônio 

melatonina surgiu como um forte candidato. 

A melatonina participa na regulação 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 proporção de esquizontes em culturas  

de P. falciparum tratadas com o hormônio melatonina. Neste mesmo trabalho reportaram que 

parasitas P. chabaudi (infecta camundongos) perde sua sincronia quando seu hospeiro é 

pinealectomizados (remoção da glândula pineal, local onde ocorre produção de melatonina). 

Entretanto a sincronia é restabelecida com a aplicação de melatonina exógina. Este efeito é 

abolido quando a melatonina é aplicada na presença 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 degradação da melatonina) 

também são capazes de modular o ciclo intraeritrocítico do P. falciparum (Beraldo et al., 

2005; Budu et al.,2007). 

Interesante que, in vitro, melatonina não é 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 Sinalização celular em Plasmodium 

 
Para completar com sucesso o ciclo de vida, o parasita precisa perceber e se adaptar a 

diferentes ambientes que incluem regiões intra e extracelulares em hospedeiros 

filogeneticamente muito distantes (Bannister, Mitchell, 2003). A percepção do ambiente é um 

fato fundamental para sobrevivência do parasita que conta com mecanismos de sinalização 

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 sinalização via Ca
2+ 

 

O Ca2+ é um sinalizador intracelular muito versátil capaz de regular diversas funções 

celulares diferentes (Berridge et al., 2003). Ele é capaz de agir em milissegundos na exocitose 

de vesículas sinápticas ou ao longo de horas, no caso da regulação da expressão gênica. Cada 

tipo de célula expressa componentes da sinalização de Ca2+ distintos, gerando sistemas 

distintos de sinalização (Berridge, 2003). Esses sistemas funcionam através da criação de 

breves pulsos de Ca2+ na célula, pelo controle do aumento e diminuição da concentração de 

Ca2+ intracelular (figura 3). 

Assim como qualquer célula eucariótica, o parasita da malária mantém uma baixa 

concentração citoplasmática de Ca2+ (Garcia, 1999) e pequenas variações deste íon são 

capazes de modular importantes processos como a invasão dos merozoítos nas células 

vermelhas (Lew, Tiffert, 2007). 
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Figura 3-A sinalização por Ca2+e sua homeostase.  

O estímulo (agonista) se liga receptor (R) na membrana ativando uma fosfolipase C (PLC) formando 
inositol trifosfato (IP3) que libera Ca2+ de estoques intracelulares, no caso, do retículo endoplasmático. 
Uma grande quantidade do Ca2+ que entra liga-se a tampões,  uma pequena quantidade liga-se a 
efetores que participarão efetivamente do processo de sinalização celular. O sequestramento do Ca2+ 

citossólico pode consistir na expulsão do Ca2+ da célula através de canais uniporta, canais que trocam 
sódio ou através do sequestro do Ca2+ pelo RE pela SERCA (Ca2+ ATPase do retículo 
sarcoplasmático). O Ca2+ também pode ser sequestrado pela mitocôndria através de uma uniporta e 
então ser lentamente devolvido ao citossol para ser captado pelo RE ou ser bombeada para fora por 
uma cálcio-ATPase da membrana plasmática. IP3R:  receptor do inositol-1,4,5-trisfosfato, R- receptor 
da membrana plasmática. ECC: entrada capacitativa de Ca2+. 
Fonte: Baseado na revisão de Berridge (2003). 
  

Há duas formas com a qual a célula pode mobilizar o Ca2+: através da liberação de 

Ca2+ em depósitos intracelulares e o influxo de Ca2+do ambiente extracelular. A mobilização 

de Ca2+ a partir de depósitos intracelulares é um mecanismo ubiquitário e um eveto essencial 

para a transdução de sinal ativada por hormônios e outros agonistas. Por outro lado, a 

homeostasia deste íon precisa acontecer para a sobrevivência da célula, pois altas 

concentrações citosólicas de cálcio mantidas por muito tempo provocam apoptose (revisado 

de Berridge, 2009). 

Diversos trabalhos têm mostrado evidências da existência de dois compartimentos 

distintos de estoques de Ca2+em Plasmodium (Biagini et al., 2003; Garcia et al., 1996; Varotti 
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et al., 2003):  retículo endoplasmático, sensível à tapsigargina (thaps) que age inibindo a 

SERCA (Sarco Endoplasmatic Reticulum Ca2+-ATPase), responsável pelo bombeamento 

deste íon para dento da organela e um compartimento ácido caracterizado através do colapso 

do gradiente de pH intracelular e consequente mobilização de Ca2+ a partir do uso de 

ionóforos  Na+/H+ (monensina) e K+/H + (nigericina).  

Na fase intraeritrocítica o parasita enfrenta um desafio para utilizar o Ca2+para a 

sinalização, pois se encontra separado do meio externo que contém concentrações milimolar 

de Ca2+, pela membrana do vacúolo parasitóforo, pelo citossol e pela membrana da hemácia. 

Gazarini et al. (2003) demonstraram que o vacúolo parasitóforo, espaço existente entre a 

membrana do parasita e a membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) é rico em Ca2+, 

sugerindo que durante a invasão as bombas de Ca2+ da membrana plasmática do eritrócito 

passam a fazer parte da MVP e bombeiam Ca2+ para o vacúolo parasitóforo. O Ca2+ é 

importante para a ativação de algumas enzimas no parasita, como a PKB (proteína quinase do 

tipo B), ativada por cálcio-calmodulina (Vaid, Sharma 2006; Vaid, Sharma 2008) e cisteíno-

proteases (Farias et al.,2005). 

Muitos componentes básicos para uma clássica sinalizaçõo dependente de Ca2+ já 

foram caracterizados em Plasmodium e outros Apicomplexas (filo que inclue o gênero 

Plasmodium) incluindo: quatro sequências putativas de receptores heptaélicos (Madeira et al., 

2008); proteína-G, inferida pela interferência que a toxina colérica e pertúnica causam na 

gametogênese em P. falciparum além das sequências de isoenzimas similares a PLCδ em 

Plasmodium e Toxoplasma (Fang et al., 2006; Gardner et al., 2002). Além do mais, bombas 

Ca2+-ATPases como SERCA e proteínas que regulam excesso de Ca2+ já 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 importância que a regulação e a 

homeostase de Ca2+ neste grupo. 

  Entretanto, após mais de uma década do sequenciamento do genoma do P. 

falciparum, componetes importantes na sinalização dependente de Ca2+ ainda não foram 

identificados, dentre eles, destacam-se a proteína-G e o receptor de IP3. 
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1.3.2Via de sinalização induzida pela melatonina em Plasmodium 

 

 A melatonina é um composto lipofílico e, portanto, pode-se difundir livremente 

através de membranas biológicas e bem como na barreira hematoencefálica. Nos animais, a 

via biossintética utiliza serotonina como precursor, possuindo dois passos que envolvem: N-

acetilação (formando o N-acetil-serotonina) e O-metilação (formando a melatonina). A 

enzima N-acetil-transferase é produzida constitutivamente na glândula pineal, porém, devido 

à ação inibitória da luz, à noite sua produção aumenta  20 a 100 vezes  (Reiter, 1991; 

Vanecek, 1998). Este fato implica que o parasita Plasmodium recebe um pico deste hormônio 

durante o ciclo escuro do hospedeiro. 

Hotta et al. (2000), ao explorarem as vias de sinalização ativada pela melatonina em P. 

chabaudi e P. falciparum,  reportaram que este hormônio induz a liberação de Ca2+ citossólico 

tanto na presença quanto na ausência de Ca2+ extracelular, sugerindo a participação de Ca2+ 

nos compartimentos intracelulares. Porém, a mobilização de Ca2+ é abolida na presença da 

droga U73122 (um inibidor de fosfolipase C) e luzindol (um antagonista dos receptores de 

melatonina). Este trabalho é uma evidência de que a melatonina atua por uma via de 

sinalização dependente do IP3 em Plasmodium. A mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina não é observada em P. berghei e P. yoelii (espécies cujo ciclo não é modulado 

pela melatonina) (Bagnaresi et al., 2009). 

 Beraldo et al. (2005) reportaram a interação da via de sinalização de entre os segundos 

mensageiros Ca2+ e AMPc . Neste trabalho, foi demonstrado que em P. falciparum a 

melatonina aumenta os níveis de AMPc, efeito bloqueado com a adição do U73122 (inibidor 

da PLC) e por um quelante intracelular de cálcio (BAPTA). A adição de 6-BZ-cAMP 

(análogo permeável do AMPc), um ativador clássico da proteína PKA (fosfo quinase A), 

aumenta as concentrações de Ca2+ citossólico que culmina na modulação do ciclo. O bloqueio 

da PKA abole o efeito na modulação do ciclo induzida pela melatonina. A PKA, também 

conhecida como proteína quinase dependente de AMPc, é um importante mediador na 

fosforilação de proteínas e está envolvida na regulação de canais de ânions  e na invasão de 

eritrócitos em Plasmodium (Leykauf et al., 2010,  Merckx et al., 2008). Em adição, Fariaset 

al. (2005) reportaram que uma cisteína protease também é ativada por cálcio e melatonina. 

Levano-Garcia et al. (2010) demonstraram que a mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina em eritrócitos infectados com P. falciparum nos estágios trofozoíto (T) e 

esquizontes (E) é sustendada na presença de nucleotídeos ATP e UTP. Esta mobilização de 
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Ca2+ é abolida quando se remove o Ca2+ extracelular, sugerindo a participação de um receptor 

de ATP que atua como canal de Ca2+. 

 Koyama et al. (2012) investigaram a participação de uma proteína quinase (PfPK7) na 

sinalização mediada pela melatonina em P. falciparum. Neste trabalho, foi demonstrado que 

P. falciparum nocautes para o gene PfPk7 (PfPK7-) tem mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina diminuída comparado com parasitas selvagens e não tem seu ciclo regulado pela 

melatonina, entretanto a expressão epissomal do gene PfPK7 nos parasitas PfPK7- 

restabeleceu a capacidade destes parasitas em ter seu ciclo modulado pela melatonina. Este 

trabalho demonstra a importância dos eventos de fosforilação na via de transdução de sinal 

estimulada pela melatonina. Interessante ressaltar que a o nocaute do gene PfPK7 reduz o 

número de merozoítos produzidos na esquizogonia diminuindo a parasitemia na fase 

intraeritrocítica, além de bloquear a formação dos oocistos no trato intestinal dos mosquitos 

(Dorin-Semblat et al., 2005). 

 O sistema ubiquitina/proteossomo (UPS) é uma via de degradação de proteínas que 

desempenha diversos papéis no ciclo celular, regulação de transcrição e transdução de sinal 

em eucariotos (Hershko et al., 1998). Koyamaet al. (2012) ao medirem a transcrição gênica 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 não foi capaz de regular os componentes do sistema 

UPS em parasitas PfPK7-. Este trabalho demonstra a importancia dos eventos de fosforilação 

e a participação do UPS na transdução de sinal em P. falciparum. 

 Em vertebrados, a melatonina é capaz de regular genes dependentes do fator de 

transcrição NF-YB (Nuclear transcription factor subunit beta), estes genes estão associados à 

expressão de enzimas antioxidantes e fatores inflamatórios (Tomas-Zapico et al., 2005). Lima 

et al. (2013) usando PCR em tempo real e western blot reportaram que melatonina e 6-BZ-

AMPc regulam o fator de transcrição CCAAT-box DNA binding protein subunit B (PfNF-YB, 

número de acesso PF11_0477) em P. falciparum. Este trabalho demonstrou que a 

ubiquitinação da PfNF-YB é estimulada pela melatonina e que  o uso do bortezomide 

(inibidor do UPS) é capaz de regular a expressão do PfNF-YB. 

Em humanos, os receptores de melatonina MT1 e MT2 estão geralmente associados à 

proteína Gα1 (Jockers et al., 2008) mediando as respostas celulares via inibição da AMPc e 

PKA. Entretanto, os receptores de melatonina também podem se associar à proteína G que 

provoca a ativação da PLC e geração de IP3 (Brydon et al., 1999;  Lai et al., 2002; Steffens et 
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al., 2003), inclusive em melanócitos de Xenopus (Mullins et al., 1997) e dinoflagelados (Tsim 

et al., 1997). A ausência de uma proteína G indentificada no genoma de Plasmodium sugere 

que a identidade do receptor de melatonina em P. falciparum seja distinta do hospedeiro 

humano. 

A sinalização induzida pela melatonina no Plasmodium (Figura 4) tem contribuído 

para revelar os mecanismos fisiológicos que permitem estas células regularem seu ciclo de 

vida além de revelar potenciais alvos no compate à malária. 

 

Figura 4-Via de sinalização de melatonina em Plasmodium.  

 
Mel: Melatonina, R: receptor, G:  proteína-G, PLC: fosfolipase C, RE: retículo endoplasmático, IP3R: 
receptor de IP3, PK7: proteína quinase 7, AC: adenilato ciclase, PKA: proteína quinase A, CA: 
vacúolo ácido, cAMP: adenosina monofosfato cíclica, PK7: proteína quinase 7, UPS: sistema 
ubiquitina/proteossomo e PfNF-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  Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)  

 

1.4.1 IP3 e metabolismo 

 

A abolição da mobilização de Ca2+ induzida por melatonina pela droga U73122 

(Beraldo et al.,2005) em Plasmodium sugere a existência de uma clássica via de sinalização 

baseada no mio-inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). 

IP3 é um segundo mensageiro ubiquitário que regula a atividade do Ca2+ citossólico. 

Muitos trabalhos levaram a suspeita do IP3 como segundo mensageiro. Hokin et al. (1953) 

demonstraram que a formação de fosfatidilinositol (PI) era estimulada por agonistas externos 

a células. Michell (1975) foi o primeiro a propor que a hidrólise dos lipídeos de membrana era 

capaz de mobilizar Ca2+, esta hipótese foi validada pelo Berridge et al. (1979) ao estudar 

mobilização de 45Ca2+ em glândulas de insetos. Berridge (1983) sugeriu que o IP3 era o fator 

solúvel que causava a mobilização de Ca2+ em compartimentos intracelulares, mas foi o 

trabalho de Streb et al. (1983) que demonstrou diretamente a função do IP3 como segundo 

mensageiro ao estudar a mobilização de Ca2+induzida por concetrações micromolares de IP3 

em células acinares pancreáticas permeabilizadas. Neste trabalho, a mobilização de Ca2+ era 

originada de compartimentos não mitocondriais. 

A formação do IP3 na célula envolve desde a captação do inositol que é inserido nos 

fosfolipídeos específicos na membrana. A via metabólica mais simples e a mais bem estudada 

em mamíferos envolve ativação da fosfolipase C beta (PLCβ) mediada por receptor na 

superfície da membrana plasmática acoplada a proteína G. PLCβ cliva o fosfatidilinositol-

(4,5)-bifosfato (PIP2) formando 1,2-diacilglicerol (DAG) e IP3 (Woodcock, 1996).  DAG 

ativa varios isômeros de proteína quinase C (PKC) enqunato que o IP3 tem a importante 

função na liberação de Ca2+ de compartimentos intracelulares (Berridge, 1987) (figura 5). 

Como qualquer segundo mensageiro, o IP3 tem vida curta dentro da célula e seu rápido 

metabolismo ocorre por duas vias: remoção do fosfato na posição 5 do anel inositol pela 

enzima  inositol polifosfato 5-fosfatase (IP5-fosfatase) que resulta na formação do IP2 e um 

fosfato inativo. O  IP2 é posteriormente desfosforilado para inositol monofosfato que pode ser 

reciclado para formar novos fosfatidilinositois (PI), a segunda via é a fosforilação do IP3  pela 

enzima IP3(1,4,5) 3- quinase, que é dependente de ATP, resultando na formação de IP4 (Irvine 

et al., 1986). O IP4 pode ser rapidamente metabolizado para IP3 pela mesma enzima que 

desfosforila IP3 para formar IP2 (Pattni et al., 2004). 



36 
 

O IP4 também participa na mobilização de Ca2+  em células de mamíferos (Irvine et al., 

1999). Diversos trabalhos reportaram que a presença do IP4 permite a mobilização de Ca2+ 

induzida por IP3 de compartimentos diferentes do RE (Cullen et al., 1995; Irvine et al., 1999). 

Estes trabalhos sugerem ao IP4 um papel de potencializador na mobilização de Ca2+ induzida 

por IP3.  Uma possível explicação para este fenômeno é o papel protetor que o IP4 exerce 

sobre IP3 uma vez que o IP4 se liga a IP5-fosfatase aumentando o tempo de vida útil do IP3 

(Hermosura et al., 2000). 

Os fosfatidilinositois IP5 e IP6 também estão presentes nas células de mamíferos 

(Hughes et al., 1990). Porém as concentrações IP5 e IP6 não se alteram com a ação de agonista 

sugerindo que a formação dos fosfoinositois acima de 4 fosfatos não se origina da fosforilação 

do IP3 e IP4 (Heslop et al.,1985). 

O surgimento dos fosfatidilinositóis (PI) foi um evento antigo na evolução, este é 

encontrado desde bactérias (actionobactérias), Apicomplexas, fungos, plantas verdes e 

metazoas (revisado de Irvine, 2005). Acredita-se que o uso desta via com finalidade de 

sinalização ativada por um receptor de membrana culminando na produção de IP3 e DAG 

através de uma PLC tenha sido um evento mais recente (Michell, 2008). 
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Figura 5-Esquema clássico da formação e degradação do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e sua 
função como segundo mensageiro.  

 

 
Passo metabólico 1: incorporação do inositol no lípede CDP-diacilglicerol (CDP-DAG) catalisada pela 
enzima fosfatidilinositol sintase formando fosfatidilinositol (PI). Passo 2: formação do 
fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP) catalisada pela enzima fosfatidilinositol quinase (PI4K). Passo 3: 
formação do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a partir da fosforilação do PIP pela enzima 
fosfatidilinositol 4-fosafato 5-quinase (PIPKI). Passo 4: PIP2 é clivado pela enzima fosfolipase C 
(PLC) formando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol DAG. O IP3 é solúvel e se liga ao 
receptor de IP3 (IP3R) localizado no retículo endoplasmático causando a abertura do canal que culmina 
na liberação de Ca2+. Passo 5: o IP3 é desfosforilado pela enzima inositol polifosfato 5-fosfatase (IP5-
fosfatase) formando inositol 1,4-bifosfato (IP2). Passo 6: formação do inositol 1-monofosfato (IP1) a 
partir do IP2 catalisado pela enzima inositol polifosfatase 1-fosfato. Passo 7: formação do inositol a 
partir do IP1 pela enzima inositol monofosfatase. Passo 8: formação do inositol 1,3,4,5-tetrafosfato a 
partir do IP3 catalisada pela enzima inositol 1,4,5-trifosfato 3-quinase (IP3 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-IP3 

 

O conhecimento das propriedades da molécula de IP3 em sistemas biológicos permitiu 

desenvolver ferramentas farmacológicas usadas para investigar a resposta de Ca2+ induzida 

via IP3 através de IP3 sintéticos. IP3 é uma molécula com cargas hidrofílica sendo 

impermeáveis as hidrofóbicas membranas plasmáticas (Dakin et al., 2006). Ésteres lipofílicos 

associados ao IP3 e análogos têm sido usados para facilitar a entrada não invasiva deste 

segundo mensageiro nas células (Li et al., 1997). A concentração extracelular de Ca2+ é em 

geral 10000 vezes maior que a concentração de Ca2+ intracelular, qualquer manipulação 

invasiva a membrana pode facilmente pertubar a homeostase de Ca2+ na célula.  

O caged-IP3 é um composto sintético produzido a partir do mio-inositol, que é 

permeável a membrana graças à adição de esterases e possui uma molécula 4,5-dimetoxi-2-

nitrobenzil (molécula fotosensível ao UV que impede a ligação do IP3 ao domínio de ligação 

do IP3R) (Hirata et al., 1993). O estímulo do caged-IP3 com a luz ultravioleta (UV) libera um 

IP3 com as mesmas propriedades do IP3 celular, ou seja, ele é passível de ser degradado ou de 

se ligar ao receptor de IP3 (figura 6). 

 

Figura 6-Esquema do processo de fotoliberação do caged-IP3.  

Em A:  caged-IP3 antes de entrar na célula. Retângulo vermelho evidencia o grupo metil propioniloxi 
(PM) que confere a lipossolubidade ao composto. B: Estrutura do caged-IP3 após ataque das esterases 
que removem o grupo PM. O retângulo azul evidencia o grupo 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzil (DMNB) 
que é fotossensível ao UV e impede a ligação do IP3 ao receptor e a ligação das enzimas que degradam 
IP3 . C: Estrutura do IP3 livre pelo pulso de luz UV, quadrado verde evidencia o pequeno grupo 
metoximetileno que evita o ressonância dos fosfatos no anel inositol evitando a formação de 
insômeros de IP3 . 
Fonte: Modificado de Dankin et al. (2006). 

 

O caged-IP3 é uma ferramenta muito útil, pois permite estimular diretamente o 

receptor de IP3 (IP3R) sem a necessidade de agonistas. 
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A fotoliberação do IP3 a partir do caged-IP3 já foi usada para estudar a dinâmica de 

mobilização de Ca2+ em diversos modelos biológicos: neurônios humanos (Stork et al., 2010), 

células de músculo 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). 

 

1.4.3Evidência da via metabólica de fosfatidilinositol e do IP3 em Plasmodium 

 

O surgimento dos diversos fosfatidilinositois (PI) foram eventos antigos na evolução e 

o uso desta via ativada por um receptor de membrana culminando na produção de segundos 

mensageiros como IP3 e DAG tenha sido um evento derivado (Michell, 2008). 

Nos Apicomplexas já 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) e uma enzima PLCδ foi clonada de Toxoplasma gondii, 

porém esta apresentou melhor atividade na presença de PI como substrato ao invés da PIP2 

(Fang et al.,2006). 

Já foram caracterizadas a síntese de vários fosfatidilinositois de membrana derivado do 

PI em P. falciparum durante a fase intraeritrocítica (Elabbadi et al.,1994; Gerold et al.,1994). 

Vaid et al. (2010) reportaram que na fase intraeritrocítica o P. falciparum exporta a enzima 

fosfatidilinositol 3-quinase (enzima que usa PI como substrato para produzir um tipo de PIP 

que não é substrato para formação do PIP2) para o eritrócito e este desempenha função 

importante no transporte de hemoglobina para o parasita. Fosfatidilinositois são moléculas 

versáteis que podem sofrer fosforilação em diferentes pontos do anel inositol gerando uma 

variedade de fosfoinositois de membranas com funções bem distintas, tal como conferir 

estabilidade a membrana plasmática e vesículas (Koga et al.,2007). 

Glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma classe de glicolípides formadas por PI ancora a 

proteína e açúcares na membrana e possui importante papel na patogenicidade da malária 

(Gerold et al.,1994). No desenvolvimento intraeritrocítico, o Plasmodium produz proteínas 

como MSP1 (merozoite surface protein 1) e MSP2 (merozoite surface protein 2) que são 

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 incubação da PLC  de 

Staphylococcus aureus em merozoítos e  esquizontes é capaz de induzir a atividade de uma 

proteína de membrana de 76kDa. 
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Schofieldet al. (1993) sugeriram que GPI do P. falciparum são os compostos 

dominates pela patogenicidade da malária. Esta idéia vem do fato que GPIs têm abilidade de 

induzir TNF- , IL-1 e IFN-  em macrófagos e causar sintomas graves de malária como 

hipoglicemia.  GPIs também são capazes de induzir óxido nítrico sintáse e aumentar a 

expressão de moléculas adesívas como ICAM-I, VCAM-1 e E-selectin na superfície das 

células endoteliais através da ativação da PKC (proteína quinase C) e PYK (proteína tirosina 

quinase) (Schofield et al., 1996; Tachado et al.,1996). 

Olszewskiet et al. (2009), ao estudar os metabolómicos encontrados durante a fase 

intraeritrocítica de P. falciparum,  reportaram um aumento de mio-inositol. Este dado 

corrobora o trabalho de Elabbadi et al. (1994) que reportaram a exitência  da enzima mio-

inositol 3- fosfatidil transferase (enzima que forma fosfatidilinositol tendo mio-inositol como 

substrato) em P. knowlesi. Este mesmo grupo mostrou que eritrócitos infectados com P. 

knowlesi e P. falciparum são capazes de sintetizar PIP2.  

Elabbadi et al. (1994) ao adicionarem ionomicina (ionóforo de  Ca2+) em eritrócitos 

infectados com P. falciparum que incorporaram [H3]-inositol monofosfato na presença de 

cloreto de lítio (um inibidor da desfosforilação do IP3), verificaram um acúmulo de IP, IP2 e 

IP3 marcados. Os eritrócitos de mamíferos contêmas quinases necessárias para formar PIP2 a 

partir do PI (Allan, 1982), entretanto eritrócitos não infectados com Plasmodium apresentam 

uma baixa renovação de seu PIP2 além de outros lípides de membrana (Van Deenen et 

al.,1975), A renovação do PIP2 é aumentada quando o eritrócito é invadido pelo Plasmodium 

(Vial et al.,1990). 

A função do IP3 como segundo mensageiro em Plasmodium foi sugerida no trabalho 

de Martin et al. (1994) que demonstraram aformação de IP3 e DAG marcados durante o 

processo de exflagelação em gametócitos de P. falciparum.  

Passos et al. (1998) demonstraram que P. chabaudi isolados e permeabilizados no 

estágio de trofozoíto liberam Ca2+ com a adição do segundo mensageiro IP3exógeno. A 

origem do Ca2+induzida pelo IP3 provinha de dois compartimentos distintos: um sensível a 

tapsigargina (retículo endoplasmático) e um sensível a cloroquina (compartimentos ácidos). 

Este foi o primeiro trabalho a relacionar diretamente a mobilização de Ca2+ com o IP3. 

Entretanto, devido à incapacidade do IP3 de atravessar a membrana, esta mobilização de Ca2+ 

não pode ser testada no ambiente natural do parasita (dentro do eritrócito) e nem com a 

membrana celular do parasita íntegra.  

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

melatonina induz mobilização de Ca2+em P. chabaudi e P. falciparum sendo que esta resposta 
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é abolida na presença do  inibidor de fosfolipase C, adicionando uma importante evidência 

farmacológica do uso da via dependente de PLC/IP3. 

 Raabe et al. (2011) estudaram gametócitos P. berghei transfectados com uma 

construção que gera uma sonda fluorescente que se liga ao PIP2. Quando o PIP2 fluorescente é 

clivado pela PLC, o domínio fluorescente permanece ligado ao IP3.  Neste modelo, ao 

estimular a atividade da PLC deste parasita com ácido xanturênico, este grupo reportou um 

deslocamento da fluorescência da membrana para o citoplasma, um padrão de deslocamento 

esperado para a função do segundo mensageiro IP3. 

 Enomoto et al. (2012) demonstraram uma inibição da mobilização espontânea de Ca2+  

em P. falciparum com o uso da droga 2-aminoetil difenilborinato (2-APB), um inibidor do 

receptor de IP3. Esta inibição causou a morte dos parasitas no estágio intraeritrocítico 

indicando a importância desta via de sinalização no parasita da malária. 

O conjunto destes trabalhos demonstra que Plasmodium usa a via de sinalização 

mediada por IP3. Entretanto, falta caracterizar um componente básico para o funcionamento 

desta via: o receptor de IP3. 

 

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

 

Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) são canais intracelulares de Ca2+ que têm 

função crítica na geração do sinal de  Ca2+  que acompanha as células estimuladas com 

diferentes tipos de agonistas (Berridge, 1993). A abertura dos IP3R depende da ligação com o 

segundo mensageiro IP3 e do Ca2+ no sítio do receptor que está voltado ao citossol (Smith et 

al. ,2009). Todas as células nucleadas de mamíferos contém uma ou mais das três isoformas 

do IP3R (IP3R tipo I, tipo II e tipo III) (Joseph et al.,2005) enquanto que em invertebrados 

possuem somente uma isoforma do IP3R (Baylis et al., 2012). 

Em vertebrados, a proteína que forma o IP3R tem aproximadamente 2700 resíduos, 

mas para que receptor fique funcional esta proteína tem que formar um homotetrâmero 

(Taylor et al., 1999). Os IP3R geralmente são organizados em três partes: um domínio de 

ligação com IP3 na região N-terminal (região que efetivamente se liga ao IP3), o domínio do 

canal  localizado na região C-terminal (onde se localizam as regiões transmembrânicas para o 

acoplamento do receptor na membrana) e um domínio regulatório/acoplamento na região 

intermediária que possui sítios de ligação a diversas moléculas como PKA, calmodulina, ATP 

e Ca2+ (Patel et al., 1999). 
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Além do sítio de ligação ao IP3, o IP3R apresenta ao menos dois sítios de ligação com 

Ca2+, estes sítios ajudam a regular a sensibilidade deste receptor ao IP3 permitindo um melhor 

controle na homeostase de Ca2+, por exemplo, o Ca2+ em baixas concentrações é capaz de 

estimular IP3R do tipo I e inibir o mesmo receptor em altas concentrações (Taylor et al., 

2002). Além do Ca2+, os IP3R  podem ser regulados por eventos de fosforilação ou associação 

a outras proteínas graças aos estímulos de sinais intracelulares como AMPc, ATP e 

intermediários da via glicolítica  (Foskett et al., 2007). 

Os receptores de rianodina (RyR) pertecem a uma família de canal de Ca2+que 

compartilha características com o IP3R: localizam-se no RE, possuem 3 isoformas em 

mamíferos, o canal é formado por um complexo homotetrâmero, pode ser regulado por Ca2+, 

PKA e calmodulina além de possuir um poro iônico muito similar ao IP3 (revisado de Van 

Petegem, 2012). Entretanto os RyR não se ligam ao IP3 e sim ao segundo mensageiro ribose 

ADP cíclica (cADPR) (Chini et al., 2002). IP3R e RyR compartinham uma história evolutiva 

em comum (Mackrill, 2012) e revela parte da diversidade dos canais de Ca2+. 

O conhecimento das propriedades e sítios de ligação do IP3R em vertebrados permitiu 

algumas estratégias para construção de sensores e moduladores de IP3. Uchiyama et al. (2002) 

clonaram um domínio de ligação modificado do receptor de IP3 de camundongo, construção 

denominada IP3-esponja, capaz de se ligar a molécula de IP3 produzido pela célula, 

competindo com os receptores nativos de IP3. Esta construção é uma ferramenta molecular 

importante uma vez que permite observar o que ocorre com a dinâmica de Ca2+ quando se 

limita a disponibilidade deste segundo mensageiro.  

Outra construção interessante para monitoraro IP3, é um sensor de IP3 conhecida com 

pelo nome IRIS (nome dedicado ao deus grego do arco-íris). O IRIS é baseado no domíniode 

ligaçãodo receptor de IP3 tipo 1 em camundongos que foi inserida entre duas proteínas (Venus 

e ECFP) que emitem luz em comprimento de onda específico quando ficam próximas 

(sistema FRET). O IRIS atua como um sensor intracelular de IP3 e não compete fortemente 

com IP3R comparado ao IP3-eponja (Matsu-ra et. al.,2006). 

 

1.5.1Busca pelo receptor de IP3 em Plasmodium 

 

O receptor de IP3 está bem caracterizado em vertebrados e diversos grupos de 

invertebrados. O conhecimento da sequência dos receptores destes grupos é largamente usado 

como sondas na busca que envolve técnicas de bioinformática. 
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Prole et al. (2011) usaram as regiões conservadas dos receptores de IP3 e do receptor 

de rianodinaem mamíferos, em particular a região do poro responsável pela condutividade 

iônica, 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 não encontrou nenhum gene candidato para receptor de IP3 nos parasitas do grupo 

dos Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma e Babesia). 

A despeito das evidências de que o Plasmodium usa IP3 como segundo mensageiro, os 

domínios conservados do IP3R em animais (tal como domínio de ligação ao IP3) não são 

encontrados no genoma de Plasmodium, indicando que no Apicomplexa estes receptores 

sejam mais similares com as plantas (Nagamune et al., 2006). 

Quanto à caracterização do IP3R, as plantas terrestres estão em uma situação similar a 

de Plasmodium e outros Apicomplexas. Há evidência de que receptores de IP3 participam na 

sinalização de Ca2+ estimulada por ácido abscísico (Meimoun et al., 2009). Lin et al. (2004), 

usando a técnica de microarray, tentaram identificar genes relacionados a via de sinalização 

por inositol, entretanto os candidatos apontados pela técnica não atuam como IP3R em 

plantas. O uso do BLAST tendo como sonda a região de ligação do receptor de IP3 em 

camundongos não revelou nenhum candidato no genoma de diversas plantas (Krinke et al., 

2007). 

Hirata et al. (1990) desenvolveram uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3. 

Sintetizando um composto análogo ao IP3 ( 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 proteínas que tem afinidade ao IP3 como IP5-

fosfatase e IP3 3- KI. Kishigami et al. (2001) utilizaram uma coluna similar para purificar 

proteínas do extrato de células do olho de polvo Todarodes pacificus que se ligavam ao IP3. 

Com esta técnica, este grupo conseguiu identificar uma fosfolipase C (PLC) em T. pacificus. 

 Uma vez que as ferramentas de bioinformática ainda não apontaram canditatos para 

receptor de IP3 em Plasmodium, o uso de uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 

pode trazer resultados interessantes na identificação deste receptor em Apicomplexa e em 

plantas. 
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1.6 Digestão da hemoglobina em Plasmodium e os efeitos tóxicos da formação da hemina 

 

Durante o ciclo intraeritrocítico 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 absorção 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 (citóstoma) que 

levam à formação de vesículas  pequenas ou vesículas em forma de longos tubos finos. O 

último processo é semelhante a uma fagocitose e é similar ao “grande gole”. A formação do 

citóstoma constitui um serviço de transporte das vesículas que finalmente entrega 

hemoglobina parcialmente degradadas para o vacúolo alimentar. Estes estudos foram 

conduzidos por meio de análise de microscopia eletrônica de seção fina no parasita em 

diferentes estágios do ciclo intraeritrocítico. 

 A degradação bioquímica da hemoglobina dentro do parasita é um processo 

especializado e eficiente, mas isto gera a liberação da hemina (ferro protoporfirina IX). 

Altas concentrações 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 concentrações é capaz de causar peroxidação 

lipídica (Graça-Souza et al.,2006). Além disto, a hemina e o próprio ferro presente nesta 

molécula podem atuar como agente pró-oxidante danificando o DNA e promovendo a 

decomposição de peróxidos orgânicos (Van der Zee et al., 1996). A toxicidade da hemina é 

uma das barreiras que Plasmodium precisa lidar para completar seu desenvolvimento 

intraeritrocítico. 

 

1.6.1Mecanismos de defesa contra hemina em Plasmodium  

 

1.6.1.1Hemozoína e sua formação 

 

 O mecanismo de desintoxicação da hemina mais importante encontrado em 

Plasmodium é sua conversão da hemina em hemozoína ( -hematina) (Sherman et al., 1965). 

Em P. falciparum, a hemina é sequestrada no vacúolo digestivo e polimerizada em estrutura 

cristalina marrom escura denominada hemozoína, também conhecida como pigmento 

malárico. Durante o ciclo intraeritrocítico, metade da hemoglobina presente no eritrócito 
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infectado é convertida em hemozoína (Moore et al.,2006) e em trofozítos de P. falciparum, 

95% da hemina livre é convertida em hemozoína (Egan et al., 2002). 

 A estrutura da hemozoína nas espécies de Plasmodium é mantida por interações 

iônicas e ligação de hidrogênio entre os agrupamentos da hemina (Pagola et al., 2000). Há 

diversas propostas que explicam a formação da hemozoína em Plasmodium.  

Os primeiros trabalhos que estudaram a origem da hemozoína em Plasmodium 

sugeriram que esta era formada por hemoglobina parcialmente degradada e não indicavam a 

presença de nenhum catalisador além das enzimas responsáveis pela proteólise da 

hemoglobina (Goldie et al., 1990). 

Posteriomente, Slaler et al. (1992), na busca de um catalisador na formação de 

hemozoína, identificaram e caracterizaram uma proteína que apresentava uma atividade 

“heme polimerase” dependente de temperatura e pH nos extratos de trofozíto. 

 Entretanto Dorn et al. (1995) reportaram um processo auto catalítico, promovido por 

uma hemozoína pré formada ao invés de uma enzima. Neste trabalho os autores 

demonstrarama formação da hemozoína em amostras livres de proteína e que a adição de 

diversas proteases não alterava a formação deste cristal. 

Bendrat et al. (1995) sugeriram a participação de lipídios de membrana na formação 

da hemozoína, indicando que o processo auto catalítico proposto no trabalho de Dorn et al. 

(1995) era causado pela contaminação destes lipídeos na amostra. 

Entretanto a participação de proteínas ricas em histidina também foi reportada como 

importantes componentes no processo de formação da hemozoína em P. falciparum (Sullivan 

et al., 2002). Em especial a proteína HRPII, abundante em P. falciparum, capaz de induzir a 

formação de hemozína in vitro. Esta proteína tem a capacidade de se ligar a várias moléculas 

de hemina graças à interação com o aminácido histina (Choi et al., 1999), induzindo assim a 

formação do cristal por facilitar a formação de dímero de hemina (Pandey et al.,2003). 

Muitos trabalhos contestaram a importância das proteínas ricas em histidina no 

processo de polimerização da hemina. Papalexis et al. (2001) reportaram que apenas uma 

quantidade pequena da HRPII eram encontradas no vacúolo digestivo. Pandey et al. (2003) 

reportaram que somente a presença da HRPII in vitro não aumentava a velocidade de 

formação da hemozoína de forma compatível in vivo sugerindo a importância da interação 

desta proteína com lipídeos. Interessante que os parasitas P. berghei e P. vivax não possuem a 

proteína HRPII, porém são capazes de formar hemozoína. 

Jani et al. (2008) reportaram a existência de uma proteína (número de acesso no 

Plasmodb: PF14_0446) conservada em Plasmodium capaz de converter hemina em 
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hemozoína no vacúolo digestivo, sugerindo esta proteína como alvo interessante para 

tratamento contra malária. 

O bloqueio da formação da hemozoína é o principal alvo das terapias antimaláricas 

(Rathore et al., 2005). Drogas importantes como cloroquina e artemisinina atuam na formação 

da hemozoína embora a natureza bioquímica desta inibição ainda seja alvo de investigação. 

 

1.6.1.2Heme oxigenase (HO) 

 

A degradação da hemina a biliverdina (BV), catalisada pela enzima heme oxigenase 

(HO) é a via principal para o catabolismo de hemoproteínas em mamíferos e também é uma 

estratégia para lidar com a toxicidade da hemina (Docherty et al., 1984).HO é encontrada em 

todos os vertebrados, é amplamente distribuida em insetos, já foi indentificada em plantas, 

cianobactérias, algas e em algumas bactérias patogênicas (revisado de Kikuchi et al., 2005). 

A heme oxigenase é capaz de clivar a hemina utilizando NADPH e O2 na presença de 

P450 redutase, gerando biliverdina, CO e Fe2+ (Schacter et al., 1972).  A transformação da 

hemina em biliverdina (BV), catalisada pela HO, envolve três passos. No primeiro passo, a 

hemina férrica é oxidada a α-meso-hidroxihemina, com o uso de 2 elétrons cedidos pela P450 

redutase e uma molécula de oxigênio. O α-meso-hidroxihemina é então convertido a 

verdohemina ferroso, em uma reação que utiliza 2 elétrons, uma molécula de oxigênio e libera 

CO. No passo final, o verdohemina é convertido à biliverdina ferrosa, com consumo de 3 

elétrons e mais uma molécula de oxigênio. O íon ferroso é liberado, seguido da dissociação da 

biliverdina da enzima (Wang et al.,2003). BV é então convertido em bilirrubina (BR) por uma 

segunda enzima, a biliverdina-redutase (BVR) na presença do NADPH que atua como doador 

de elétrons (Docherty et al., 1984; Kutty et al., 1988). 

Em humanos há duas isoformas da HO (HO-1 e HO-2) expressas por genes diferentes, 

mas com propriedades bioquímicas similares (McCoubrey et al., 1997). A HO-2 é expressa 

constitutivamente enquanto que a expressão da HO-1 é regulada por diversos fatores como 

estresse oxidativo, citoquinas, metais pesados e hipóxia (Kikuchi et al., 2005). Esta regulação 

confere uma importante função na citoproteção em diversas células e tecidos. 

 Em grupos como répteis, aves, peixes e insetos a atividade da HO é importante para 

regular as concentrações de BV que é usada diretamente na pigmentação (Terry et al., 2002). 

 Em plantas e cianobactérias, a atividade da HO tem importante função na produção de 

biliverdina IXα, composto chave para síntese de fitobilina que é usado como sensor de luz 

vermelha e infravermelha (Beale, 1991). 
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 Em algumas bactérias patogênicas, a atividade da HO tem como função obter ferro 

como nutriente a partir da hemina do hospedeiro além de regular a produção de toxinas 

protéicas (Schmitt et al., 1993).  

Okada (2009) reportou a existência de uma heme oxigenase em P. falciparum (PfHO), 

número de acesso PlasmoDB: PF10_0116. Okada (2009) demonstrou que a PfHO é capaz de 

converter hemina em bilirrubina na presença 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 

secundário de lidar com o hemina livre (figura 7). No genoma de P. falciparum não 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 PfHO com hemina (KD  4± 2µM ) foi considerada baixa comparada 

a heme oxigenase (HO) de humanos (0.84± 0.2µM) (Wilks et al., 1996) sugerindo uma baixa 

eficiência em remover hemina no meio celular. 

Kumar et al. (2008) demonstraram que os produtos de degradação da hemina (BV e 

BR), em concentrações micromolares, inibem o crescimento de P. falciparum no ciclo 

intraeritrocítico pela formação de espécies reativas de oxigênio. Este trabalho sugere que a 

falta de uma via clássica de detoxificação do heme a partir de uma HO é uma forma de 

proteção contra os efeitos tóxicos da BV e BR. Considerando este fato, é notável a capacidade 

de P. falciparum de realizar a biossíntese da hemina apesar da sua toxicidade (Sato et al., 

2004; Surolia et al., 1992). O genoma deste parasita codifica todas as enzimas necessárias 

para a formação 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 hepatócito e o aumento da concentração de BV 

resultante da atividade HO do hospedeiro aumenta a parasitemia na fase hepática (Epiphanio 

et al., 2008). Este trabalho revelou que o parasita pode se beneficiar da heme oxigenase do 

hospedeiro, uma vez que baixas concentrações de hemina evita processos inflamatórios. 

  A atividade heme oxigenase e biliverdina redutase da PfHO ainda é controversa. 

Sigala et al., 2012, ao usarem uma sonda fluorescente que se liga a BV em P. falciparum, não 

detectou indícios da atividade HO. Este mesmo grupo, trabalhando com a proteína PfHO 

purificada, não conseguiu obter in vitro a conversão de hemina para biliverdina embora tenha 
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detectado a ligação entre hemina e PfHO. Este trabalho sugeriu que a PfHO não possui a 

função de participar da via de desintoxificação da hemina através da produção de BV e BR. 

 Considerando a importância para o parasita em lidar com a hemina no estágio 

intraeritrocítico, a investigação da atividade e função da PfHO pode revelar importantes 

informações a respeito da biologia e estratégia de sobrevivência deste parasita.  

 

Figura 7-Esquema das vias de remoção da hemina em P. falciparum.  
 

 
Em A: seta evidenciando a formação da hemina em hemozoína (cristal escuro evidenciado na foto 
feita em microscopia confocal). Principal mecanismo de detoxificação 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 é um composto formado por um anel tetrapirróico precursor de 

diversas moléculas biológicas importantes como a hemina, a clorofila e citocromo C 

(Battersby et al., 1980). Este é capaz de formar metaloprotoporfirinas ao se associar a 

diferentes íons metálicos pela remoção dos íons H+ presentes nos grupos internos N-H 

(Borovkov et al., 1999).  
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Nos organismos as metaloprotoporfirinas são geralmente associadas às proteínas 

formando estruturas de grande importância biológica, como a hemoglobina, a mioglobina 

(papel no armazenamento de oxigênio nos músculos) e em várias enzimas envolvidas em 

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

Na forma livre, as metaloprotoporfirina têm sido caracterizadas como moduladores 

da atividade heme oxigenase (Vreman et al., 1981).  Esta propriedade das 

metaloprotoporfirinas tem sido explorada para tratar pacientes com alta concentração de BR 

(Vreman et al., 2001) além de ótima ferramenta farmacológica para estudar o efeito da 

modulação da heme oxigenase em sistemas biológico e in  vitro (Drummond et al., 1986). 

O metal localizado na protoporfirina altera as propriedades modulatórias sobre a 

heme oxigenase. O zinco protoporfirina XI (Zn-PPIX) é um clássico e eficiente inibidor da 

HO. Zn-PPIX é formado naturalmente no organismo especiamente no período de depleção 

do ferro (Labbe et al., 1999). 

O cobalto protoporfirina XI (Co-PPIX) é um conhecido indutor da atividade heme 

oxigenase e foi um dos primeiros íons identificados a exibir esta propriedade de indução in 

vivo em diversos tecidos (Maine et al., 1977). 

Estudos em que o ferro da hemina é substituído sinteticamente por outros metais 

formando metaloprotoporfirinas que não são encontradas em sistemas biológicos, tal como 

caso da Ni-protoporfirina IX, ampliam as opções do uso clínico e experimental das 

metaloprotoporfirinas. 

  

1.6.3  Ação das metaloprotoporfirinas em Plasmodium 

 

Os derivados sintéticos da hemina, denominados metaloprotoporfirinas, têm sido 

caracterizados como inibidores por competição da enzima heme oxigenase (Drummond et al., 

1981).  

 Metaloprotoporfirinas são potentes inibidores da polimerização in vitro da hemina 

(Basilico et al., 1997; Martiney et al., 1996; Monti et al., 1999). O íon metálico localizado no 

centro da protoporfirina IX tem importante função em inibir as interações π-π formadas entre 

a hemina e o íon metálico (Cole et al., 2000). 

 A atividade antimalárica de diversas metaloprotoporfirinas já foi testada (Begum et al., 

2003). Entretanto, foram necessárias concentrações de até 190 µM para obter o valor do IC50 

em alguns destes compostosapós 72 horas de incubação em cultura de P. falciparum.  
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O potencial antimalárico das metaloprotoporfirinas é limitado pela baixa solubilidade 

em meio aquose e baixa permeabilidade em membranas biológicas (Begum et al., 2003; 

Borovkov et al., 1999). Esta limitação levou diversos trabalhos a usar polímeros e micelas 

associados a metaloprotoporfirina melhorando seu potencial terapêutico. (Ding et al., 2011; 

Engelmann et al., 2007). 

Goldberg (2007) demonstrou que, além do metal, a alteração no anel da protoporfirina 

XI é capaz de otimizar as propriedades oxidativas e solubilidade. 

 A via de detoxificação da hemina é um importante alvo para ação de antimaláricaos 

como a cloroquina (Gorka et al., 2013). Até o presente trabalho, a modulação pelas 

metaloprotoporfirinas na enzima heme oxigenase de P. falciparum nunca foi testada. Este 

estudo pode revelar características interessantes sobre o funcionamento desta enzima e 

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

 

O trabalho envolvendo o papel do segundo mensageiro IP3 teve como objetivo 

investigar se o Plasmodium  falciparum em seu ambiente natural (dentro do eritrócito) usa a 

via de sinalização dependente de IP3. Com a finalidade de obter evidência da via de 

sinalização baseada em IP3 em P. falciparum, o trabalho teve as seguintes propostas de ação: 

 

1) Com o uso da tecnologia de fotoliberação de IP3 em microscópio confocal, testar 

se o parasita intacto percebe este segundo mensageiro sem removê-lo do eritrócito. 

2) Verificar se o hormônio melatonina atua diretamente na via de sinalização IP3 em 

P. falciparum com uso de mio-inositol marcado. 

3) Monitoramento e modulação do IP3 produzido pelo parasita transfectado com 

sondas e proteínas que se ligam ao IP3 (IRIS e IP3-esponja, respectivamente). 

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

afinidade ao IP3. 

 

O trabalho envolvendo o estudo da função da heme oxigenase de P. falciparum 

(PfHO) teve como objetivo explorar a via de degradação da hemina através da produção de 

biliverdina/bilirrubina além de estudar a modulação desta enzima na presença de 

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

 

1) Ensaio enzimático com PfHO editada e recombinante explorando a atividade 

biliverdina redutase e sua modulação pelas metalprotoporfirinas. 

2) Incubação do P. falciparum na presença das metaloprotoporfirinas e dos 

produtos de degradação da heminapara obter dados sobre a viabilidade e 

modulação do ciclo do parasita na presença destes compostos. 
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3 MATERIAl E MÉTODOS 

 
3.1 Cultivo e sincronização de fases intraeritrocíticas de P. falciparum 

 
P. plasmodium (cepa 3D7) foram mantidos em cultura contendo hemácias humanas 

(A+/O+) em meio RPMI 1640 com 0,5% de NaHCO3, 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 CO2, 3% de O2 e 92% de N2 sequindo o 

protocolo de Trager, Jensen (1976). O meio de cultura foi trocado diariamente sendo 

adicionadas hemácias frescas a cada dois dias. O desenvolvimento dos parasitas foi 

acompanhado através de lâminas coradas com Giemsa. 

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

(Lambros et al., 1979).  

 

3.2  Lise de hemácias para isolamento de parasitas P. falciparum 

 

Hemácias parasitadas foram lavadas em PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM 

Na2HPO4, 1,4  mM NaH2PO4) por 5 min, 300 g e ressuspendidas em PBS contendo 0,3% 

(m/v) saponina e dos seguintes inibidores de proteases: benzamidina (400 µM, Sigma), 

antipaína, pepstatina A, leupeptina e quimostatina (Sigma, todos 20 µg/mL). Após 

centrifugação a 13000 g durante 10 min, 4°C, os parasitas foram lavados três vezes em 

tampão PBS com os inibidores de proteases nas concentrações indicadas acima (300 g, 5 

min). 

 

3.3 Marcações com Fluo-4 AM e Fotólise do caged-IP3 em eritrócitos infectados com P. 

falciparum 

 

Eritrócitos infectados e sincronizados com parasitas no estágio de trofozoíto foram 

lavados 2 vezes em tampão Krebs-Hensseleit (118 mM NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,2 mM 

MgSO4, 11 mM D-glucose, 10 mM HEPES e 2 mM CaCl2, pH 7.4) e ressuspendidos em 1 

mL do mesmo tampão contendo 40 μM de probenicide e foram adicionados 5 μM Fluo-4 AM 

e 2,5 μM ci-IP3 (siChem)  por 1 hora à 37°C. Ao término da incubação o indicador 

fluorescente extracelular foi removido por 2 lavagens (300g, 4 minutos) com mesmo tampão. 

Para os experimentos de microscopia confocal alíquotas de 200 μL contendo células 
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maracadas foram colocadas em placas para microscopia, incubadas previamente com L-

polisina por 1 hora, e deixadas à temperatura ambiente por 20 minutos para aderirem nas 

placas. 

  As placas foram colocadas em um suporte do microscópio confocal Axiovert 2000 

(Zeiss) e os experimentos foram realizados a temperatura ambiente. Imagens de fluorescência 

para Fluo4-AM (excitação 488nm, emissão >500 nm) foram adquiridas em intervalos de 

100ms por uma câmera refrigerada (CCD- charge-coupled device ) e os dados gravados 

usando o software Piper ControlTM (Stanfordphotonics).  

 A liberação do caged-IP3 foi obtida excitando a amostra com um pulso de luz de uma 

lâmpada UV(pulsos de 1 ns com comprimento de onda de 337 nm e energia 1.45 mj)  

carregada com nitrogênio (Photon technology international). 

Imagens foram capturadas usando uma objetiva de 40x com transmitância 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 

 

Plasmídeo GST-m49&m30/pGEX-2tcontendo IP3 esponja (Uchiyama et al.,2002) teve 

o domínio de ligação do receptor de IP3 de camundongo amplificado com o uso de 

oligonucleotídeos (Senso: 5’GTCCTCCATTATATAAATTG3’; Antisenso : 

5’GTAAGTTTTCCGATAGTTG3’) em condições ótimas de PCR. Estes oligonucleotídeos 

alteraram as enzimas de restrição que flanqueavam o domínio de ligação do IP3-esponja de 

BamHI/EcoRI  para KpnI/AvrII, além de remover o códon de parada do domínio. O domínio 

foi adicionado em um vetor pARL (um vetor melhorado do pHH2) (Crabb et al.,2004) 

contendo a proteína fluorescente GFP. A ligação do vetor pARL com o domínio de ligação do 

IP3-esponja foi obtida com uma enzima ligase (incubação 12 horas à 16°C, seguindo o 

protocolo da Invitrogen). Após a obtenção do vetor pARL-IP3-esponja, 10ng da construçãofoi 

usada para transformar bacterias quimiocompetentes DH5α. 

As colônias selecionadas foram inoculadas em meio LB suplementado com 0,1 mg/ml 

de ampicilina, e incubados por 12 horas à 37°C sob agitação de 250 rpm. A obtenção dos 

plasmídeos foi feita através de mini-prep por lise alcalina e o plasmídeo resgatado seguindo o 

protocolo da Qiagen. A construção foi verificada por múltiplas digestões com enzimas de 

restrição além do sequênciamento usando os oligonucleotídeos utilizados para flanquear o 

domínio IP3-esponja. 
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Para a contrução pARL-IRIS, o domímio IRIS foi amplificado do vetor IRIS-1 His-

pcDNA3.1 zeo(+) (Matsu-ura et al.,2006) utilizando-se dos oligonucleotídeos (Senso: 

 5`ATGGTGAGCAAGGGCGAGCTGTTC3’ e Antisenso: 

5’GACTCGAGCTACTTGTAC3’). Estes oligonucleotídeos alteraram as enzimas de restrição 

que flanqueavam o domínio de ligação do IRIS de AvrII/Xhol para KpnI/Xhol. Nesta 

contrução removeu-se o GFP do vetor pARL uma vez que as proteínas Venus e ECFP 

(contida no IRIS) emitem no mesmo comprimento de onda do GFP. 

 

3.5Transfeção epissomal em Plasmodium falciparum 

 

P. falciparum (cepa Dd2) sincronizadas no estágio de anel (parasitemia entre 5-10%) 

foram transfectadas usando um eletroporador programado para 0.31 KV e 950 µF com 

capacitância máxima seguindo a recomendações de Fidock et al. (1998) e Wu et al. (1995). 

Em cada transfeção, usou-se 80 µg de DNA. A droga de seleção (2,5 nM WR99210) foi 

adicionada 24 horas após da eletroporação e presente continuamente no meio de cultura  para 

evitar liberação do plasmídeo.  

Após três a quatro semanas, quando a parasitemia ultrapassa1%, as células foram 

levadas ao microscópio de fluorescência com câmera. 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 Incorporação em eritrócitos infectados com P. falciparum com [H3]-mio-inositol e 

medição de [H3]-inositol polifosfatos 

 

 Os eritrócitos infectados com P. falciparum sincronizados com sorbitol foram cultivados 

até obter parasitemia aproximada em 5%. Quando os eritrócitos infectados chegaram ao 

estágio de trofozoítos maduros (aproximadamente 30 horas após a invasão) as células foram 

ressupendidas em meio RPMI suplementado com 5% de plasma humano e 2.5 µCi/mL de 

[H3]-mio-inositol (Perkin Elmer). A incorporação do [H3]-mio-inositol continuou até a cultura 

chegar ao estágio de trofozoíto jovem (aproximadamente 18 horas após invasão) com 

parasitemia aproximada em 10%. A cultura de eritrócitos infectados foi lavada três vezes com 

tampão HBSS (Hank's Buffered Salt Solution) e incubada em tampão HBSS sem plasma por 

15 minutos a 37°C. Após esta incubação adicionou-se 10 mM de LiCl2 e incubou novamente 

as céluas por 20 minutos à 37°C. Após a incubação com LiCl2, 5ml da cultura (contém 



55 
 

aproximadamente 2x108 células) foram alicotado em tubo de 15 ml para receber o tratamento 

com melatonina e ionomicina. Eritrócitos infectados marcados com [H3]-mio-inositol sem 

adição de melatonina ou ionomicina e eritrócitos não infectados marcados com [H3]-mio-

inositol foram usados como controles. Após 20 minutos da adição das drogas, as células 

foram centrifugadas e o sobrenadante removido. As células foram então ressuspendidas com 

0.5 M de ácido tricloroacético (mesmo volume do pellet) e incubadas no gelo por 30 minutos. 

Ao término da incubação no gelo, adicionou 150 µL de EDTA 10 mM (pH7.0) e 2mL de uma 

mistura (proporção 1:1) de tri-n-octilamina e 1,1,3-triclorofluor etano para extrair os 

componentes contendo [H3]-inositol solúveis. As amostras foram vortexadas e incubadas a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Após incubação, as amostras foram centrifugadas 400 

g por 3 minutos. O sobrenadante que contém os componentes com [H3]-inositol solúveis 

foram transferidos para um novo tubo contendo 75 µL de NaHCO3  250 mM e armazenados à 

4°C. 

            Para separação dos [H3]-inositol fosfato usou-se colunas de cromatografia de troca 

iônica contendo resina Dowex (Bio-RAD™, coluna tipo AG1 1-λ8) seguindo as 

recomendações de Berridge et al. (1983). As amostras armazenadas a 4°C foram adicionadas 

a coluna preveamente umidificada com água destilada. Glicerofosfolípedes, anel inositol, IP1 e 

IP2 foram removidos por eluição com 40 mL de água Milli-Q contendo 0,4 M de formiato de 

amônio e 0,1M de ácido fórmico. IP3 e outros inositóis contendo mais de três fosfatos foram 

eluidos com 10 mL da solução contendo água Milli-Q com 1,2 M de formiato de amônio e 

0,1M de ácido fórmico. 5 mL da eluição contendo IP3 e outros inositóis contendo mais de três 

fosfatos foram misturadas com 5 mL de líquido cintilante Ultima-Flo (Perkin Elmer) para 

determinar a DPM (desintegração 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 IP3 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 IP3 conjugado a biotina 

(Echelom Biosciences). 

           A coluna de sefarose-estreptavidina foi equilibrada lavando com volume 10x com 

tampão de ligação gelado. Para preparar o tampão de ligação usou-se: 20mM de fosfato de 

sódio monobásico (NaH2PO4), 150mM de cloreto de sódio (NaCl), 20mM de cloreto de lítio 

(LiCl) e 2mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pH 7,5. O tampão de ligação foi 
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filtrado em filtro de 0.45 µm. A sefarose-estreptavidina foi ressuspendida de modo que 25% 

do volume final fosse o tampão de ligação e 75% sefarose-estrepatavidina. 

           O IP3-biotina foi ressuspendido em água MilliQ gelada em ambiente escuro de forma 

que cada 1 µL de água contesse 1µg de IP3-biotina. As colunas foram montadas em tubo 

falcon estéril de 15 mL. Para cada coluna contendo 1,25 mL de sefarose-estreptavidina 

ressuspendida em tampão de ligação foram adicionados 20 µg de IP3-biotina. As colunas 

foram deixadas por agitação constante por 12 horas a 4ºC em ambiente privado de luz. 

           Ao final do processo de ligação da biotina associada ao IP3 com a estreptavidina da 

sefarose, as colunas foram centrifugadas por 1 minuto, 300 g a 4ºC. O sobrenadante contendo 

excesso de IP3-biotina foi removido e as colunas foram lavadas 5 vezes com 2 ml de tampão 

de ligação gelado para remover eventuais moléculas de IP3-biotina que não tenha se ligado a  

sefarose-estreptavidina. No final da última lavagem, a coluna foi ressupendida em tampão de 

ligação de forma que o volume final de tampão atingisse 25% do volume final de cada coluna. 

Foram montadas três colunas distintas, duas contendo IP3-biotina-sefarose-estreptavidina e 

uma contendo apenas sefarose-estreptavidina. Como controle positivo, foi usado extrato de 

proteínas totais de fígado de camundongo (orgão rico em receptores de IP3) aplicado à coluna 

IP3-biotina-sefarose-estreptavidina; como controle negativo, foi aplicado o extrato total de 

proteínas de P. falciparum na coluna contendo apenas sefarose-estreptavidina. 

O extrato de proteínas de fígado foi obtido a partir de dois fígados (cedido pelo 

laboratório da Professora Dra Bettina Malnic, IQ-USP) de camundongos BALB/C com 3 

semanas de idade. Os fígados foram macerados com uso de um Polytron (Brinkmann 

Instruments) na presença de tampão PBS pH 7.4 na presença de inibidores de proteases 

antipaína, pepstatina, quimostatina e leupeptina (Sigma) nas concentrações de 20 µg/mL cada 

e 500 µM de benzamidina (Sigma). Para o extrato de proteínas de P. falciparum: 2,5 L de 

cultura de P. falciparum, 10% de parasitemia no estágio trofozoíto (aproximadamente 20h 

após a invasão) foram lavados três vezes em PBS (300 g, 5 minutos) e isolado dos eritrócitos 

utilizando saponina (Sigma) 0,03% (m/v) e na presença dos inibidores de protease e 

benzamidina (Sigma) em 25 mL de PBS.  Após centrifugação de 1300 g durante 10 minutos a 

4 °C, os parasitas foram lavados três vezes em PBS contendo os inibidores de proteases. 

         Após este passo, as amostras de figado e parasitas foram ressuspendidas em tampão 50 

mM TRIS-HCl, 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) potência de 50% por 20 

segundos por 3 vezes no gelo (intervalo de 10 segundos entre cada sonicação). As amostras 

foram centrifugadas a 1300 g por 10 minutos a 4ºC para remoção do pellet. Foram 
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adicionadas DNAse e RNAse (concentração final 200 ng/µL cada) e incubado por uma hora a 

37ºC. As amostras foram filtradas em filtro 0,45µm. A quantidade de proteína de cada 

amostra foi quantificada usando o kit “BCA protein assay kit” da Pierce. Foram adicionadas 

2,5mg de extrato de proteína de fígado na coluna do controle positivo; 2,5mg do extrado de 

proteína de P. falciparum na coluna controle negativo e 2,5mg de extrato de proteína de P. 

falciparum na coluna IP3-biotina-sefarose-estreptavidina. O volume da coluna foi acertado 

com tampão de ligação gelado mais inibidores de protease até obter volume final de 5ml. As 

colunas foram incubadas a 4ºC em agitação suave e constante em ambiente protegido da luz 

durante 12 horas. 

          Após a incubação, as colunas foram centrifugadas por 1 minuto a 300 g a 4ºC. O 

sobrenadante foi removido e adicionado novo tampão de ligação gelado com inibidores até o 

volume final 5 ml. As colunas foram incubadas no escuro por agitação constante a 4ºC por 10 

minutos. Após 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 quantificação de proteínas. 

           Para eluir as proteínas que se ligaram a coluna foram usadas o tampão de eluição 

gelado. O tampão de eluição usado contém: 8M de Guanidina-HCl, 20mM de LiCl, 2mM de 

EDTA, pH: 1,5 contendo inibidores de protease descritos e filtrado em filtro 0,45µm. 

Adicionado 1mL do tampão de eluição em cada coluna e mantido por agitação constante por 1 

hora a 4ºC. Ao final da incubação 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 150µL de água Milli-Q autoclavada.  

          As amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 8% e corridas em voltagem 

baixa (60 v) até a discriminição das bandas. Após a corrida, o gel foi fixado e corado seguindo 

as recomendações do kit “Colloidal Blue Staining kit” da Invitrogen. O gel foi escaneado e as 

seções do gel foram cortadas e enviadas para análise em espectômetro de massa na Taplin 

Mass Spectrometry, Escola Médica de Harvard (https://taplin.med.harvard.edu/) para 

identificação das proteínas. 

 

3.8 Clonagem, Expressão e Purificação da Hemo Oxigenase Recombinante de P. falciparum 

 

O gene da PfHO (número de acesso PlasmoDB: PF10_0116) sem a sequência predita 

do peptídio sinal de trânsito foi amplificado com os oligos senso 5’-
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CCATATGCTTTTTGTAAGAAATGAAGTGCTACC-3’ e antisenso 5’-

CGGATCCTTATGATTTTACTTTTTCGAAATGTTTAG-3’. O produto de amplificação foi 

introduzido no vetor comercial pET28a vector (Novagen), no qual adiciona a PfHO uma 

cauda de seis histidinas ligada ao domínio de protease da trombina. A clonagem foi realizada 

pelo Dr Robson Sartorello no Instituto de Biociências da USP e pela Professora Dra Ana 

Paula U. Araújo no Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural, Instituto de Física de São 

Carlos, Universidade de São Paulo. 

Para a expressão, colônia de Escherichia coli transfectada com vetor pET28a contendo 

PfHO foi cultivada à 37°C em meio LB suplementado com canamicina 15 mg L-1 até a 

densidade óptica  600 nm (OD600) chegar ao valor 0,5. A expressão da proteína foi então 

induzida com isopropílico β-D thiogalactopyranoside (IPTG) 0,4 mmol L-1 a 20°C por 20 h. 

Posteriormente, as células foram colhidas por centrifugação a 4.000 g por 20 min a 4°C e 

pellet ressuspenso em tampão de lise (Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 7,4, NaCl 300 mmol L-1, 

imidazol 20 mmol L-1, fluoreto de fenil metil sulfônico (PMSF) 1 mmol L-1, e ditiotreitol 

(TDT) 4 mmol L-1. As células foram lisadas por sonicação (14 vezes durante 30s com de 

intervalo de 30s no gelo). Após a sonicação, os  detritos  insolúveis foram separados por 

centrifugação a 40.000 g por 30 min. a 4°C. A fração solúvel foi filtrada e carregada em 

temperatura ambiente em uma coluna superfluxo Ni-NTA (Qiagen), pré-equilibrada com 10 

vezes o volumes de tampão de lise obtido. Proteínas com baixa afinidade a coluna foram 

eluidas com 10 vezes o volume de tampão de lise e PfHO contendo cauda de Histidina foi 

eluído com 5 volumes de Tris-HCl 20 mmol L-1 pH 7,4, NaCl 300 mmol L-1, imidazol 250 

mmol L-1. 

            A etapa de purificação final incluiu uma filtração em gel (Superdex 200, coluna 16/60, 

GE Healthcare) e da concentração da proteína, utilizando dispositivos Amicon Ultra 

(Millipore). A pureza da proteína foi confirmada por SDS-PAGE e a produção de proteína 

purificada foi de aproximadamente 25 mg L-1 de cultura bacteriana. A expressão e purificação 

da enzima PfHO foi feita com a colaboração e auxílio do doutorando Fernando V. Maluf e 

Prof. Dr Rafael Guido no Instituto de Física de São Carlos, Departamento de Cristalografia, 

USP. 

 

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

modulação na presença de metaloprotoporfirinas 
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Para o ensaio enzimático da PfHO recombinante foi testato a reação redutora que 

forma bilirubina a partir de biliverdina. Para esta reação 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 

µM de PfHO recombinante e 50 mM de biliverdina (Frontier Scientific). Os reagentes foram 

ressuspendidos em água (pH 7.4) contendo: 50 mM Tris-HCl, NaCl 100 mM. O ensaio foi 

realizada em placa ELISA de fundo chato e transparente a 37 °C. O volume total por poço foi 

200 µL.  

 O aumento da densidade óptica (O.D.) na absorbância de 454 nm (indicando formação 

de de bilirrubina) foram medidas com um espectrofotômetro Flexstation 3 (Molecular 

Devices). 

A reação biliverdina redutase foi testada na presença de diferentes concentrações de 

metaloprotoporfirina (0,1, 1, 10, 25 e 50 µM). 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 

Química Fundamental, IQ-USP. 

Para calcular a modulação, usamos o programa GraphPad Prism para fazer a regreção 

linear da curva cinética (O.D 454 versus tempo)  da reação BVR catalisada pela PfHO  para 

obtermos o valor do coeficiente angular (α) que indica a inclinação da reta. O valor do α da 

reação BVR na presença da PfHO com solvente DMSO ou metaloprotoporfirina foi 

normatizada em relação ao α da reação BVR na presença da PfHO. 

Controle com todos os reagentes, exceto enzima foram realizados em paralelo a cada 

experimento. Os resultados representam a média de três experimentos distintos com triplicata 

cada. 

 

3.10 Análise em HPLC 

 

 A deteção da bilirubina na reação catalisada pela PfHO (Volume final 2,5 mL) foi 

detectada com uso da cromatográfica líquida realizada em uma coluna C18 Luna Phenomenex 

5  (250 × 4,60 milímetros), utilizando um cromatógrafo LC 20AT equipado com um detector 

de arranjo de diodos UV-Vis (SPD-M20A). As amostras foram acidificadas com ácido 

clorídrico concentrado (HCl(aq)36% w/w, Labsynth) e extraídas  3 vezes com 1 mL de 

diclorometano. O solvente orgânico foi removido com fluxo de N2 gasoso e ressuspendido em 

0.5 mL de DMSO e 1 mL de metanol. 



60 
 

As análises foram realizadas utilizando acetonitrila 5% com 0,05% de ácido fórmico 

como solvente (A), e acetonitrila como solvente (B), a uma vazão de 0,4 mL / min. Dez 

minutos após a injeção de uma amostra de gradiente linear de 40 minutos foi aplicado  uma 

mudança de solvente A para uma mistura de solvente A / B (2:8), que foi mantido por 20 

minutos. A condição inicial foi devolvida por um gradiente linear de acetonitrila (5 min). 

Os experimentos com HPLC-UV foram realizadas pela Dra. Vânia B. Bueno orientada 

pelo Prof. Dr. Luiz H. Catalani no Departamento de Química Fundamental no Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo. 

 

3.11 Incubação de P. falciparum na presença de metaloprotoporfirinas/ metaloprotoporfirinas 

encapsuladas, biliverdina e bilirrubina 

 

Eritrócitos infectados P. falciparum desincronizados (parasitemia 2%) foram 

incubadas durante 48 horas em uma placa ELISA de fundo plano com 96 poços, contendo 

diferentes concentrações (0,1; 1; 10; 25 e 50 µM) de hemina, protoporfirina IX e 

metaloprotoporfirinas (Zn-PPIX, Ni-PPIX, Mn-PPIX, Cu-PPIX  e Co-PPIX). Hemácias 

infectadas sem tratamento e hemácias infectadas com DMSO foram usadas como controle. 

DMSO é o solvente usado para solubilizar as metaloprotoporfirinas.  

Seguindo o mesmo protocolo, foram testadas concentrações (0,1; 1; 10 µM) de 

hemina, biliverdina, bilirrubina e controle contendo solvente DMSO. 

Diferentes concentrações (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 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 formulação 

contendo atelocolágeno marinho usando a técnica de coacervação (Menger et al., 1998). As 

metaloprotoporfirinas foram encapsuladas pela Dra  Daiana K. Deda e pelo Prof. Dr Koite 

Araki no Departamento de Química Fundamental, IQ-USP. 

Após a montagem das placas, estas foram colocadas em uma estufa a 37ºC em 

atmosfera controlada durante todo o períodode incubação. 

 

3.12 Contagem de fases intraeritrocíticas e parasitemia de P. falciparum 

 

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

pelo nemos 12 horas com PBS, pH 7.4, contendo formaldeído 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 homodímro oxazole amarelo (YOYO-1-labeled DNA, Molecular Probes) e 

incubadas a 37°C durante 30 minutos. Parasitemia e proporção de A+T e E foram 

determinados a partir de gráficos de pontos (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 

células adquiridos num citómetro de fluxo FACS Calibur utilizando software CellQuest 

(Becton Dickinson) usando as configurações sugeridas por Schuck et al. (2011). 

Fluorescência foi excitada com um laser de argônio a 488 nm e emissão de fluorescência foi 

coletada em 520-530 nm.  

 

3.13  Medição de hemozína in vivo em P. falciparum 

 

Eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio de trofozoíto foram lavados uma 

vez com PBS e colocados em um suporte previamente tratado com poli-L-lisina para 

aderências das células durante 15 minutos. O suporte foi levado ao microscópio confocal. As 

imagens foram captadas em microscópio confocal LSM 510 (Zeiss), utilizando o laser de 

Argônio (comprimento de onda 488 nm) e espelho dicroico principal 488 (HFT 488). A 

objetiva utilizada foi apocromática com 63x de aumento e de abertura numérica de 1.4. Todas 

as imagens foram captadas com a mesma resolução.  

As imagens foram analisadas e a área do cristal de hemozoína foi obtida com o uso do 

programa Image J. O tamanho da hemozína da cultura previamente tratada com 1µM de 

cloroquina e 25µM de Zn-PPIX durante 2 horas foram comparadas com grupo controle que 

recebeu o solvente DMSO. 

 

3.14  Ensaio de identificação de proteínas de P. falciparum que se liga a biliverdina em 

sistema de eletroforese bidimensional 

 

Cultura desincronizada de P. falciparum, parasitemia 10%, foi incubada com 20 µM 

de biliverdina durante 30 minutos. Uma cultura de P. falciparum desincrônica foi incubada 

com DMSO (0,02% do volume final) por 30 minutos como controle. Os parasitas foram 

isolados das hemácias e resuspendidos em tampão DeStreak (GE) contendo inibidores de 

protease: 20 µM de antipaina, pepstatina, leupeptina e quimostatina (Sigma) e 500 mM de 

benzamidina (Sigma). As células foram rompidas por ultra sonicação (Sonics, Cell Vibra 

modelo VCX 130PB) em amplitude máxima 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 

fração de proteína solúvel. As amostras foram quantificadas com reagente de Braford. 

Para corrida das amostras em um gel bidimensional, 600 µg de proteína total foram 

aplicadas em uma tira de pH4-7, de 13cm (13cm Immobiline DryStrip [pH4-7]) pré-hidratada 

e a primeira dimensão (IEF) foi realizada utilizando Ettan IPGphor 3 Sistem (GE 

Healthcare).  A isoeletrofocalização (IEF) foi realizada em três 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 dimensão, as tiras  foram previamente incubadas com tampão de 

equilíbrio (75 mM Tris-HCl 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 tampão de equilíbrio suplementado 

com 2,5% de iodoacetamida.  

Para visualização das proteínas que se ligam a biliverdina, adaptou-se o protocolo 

sugerido por Berkelman et al. (1985). Os géis foram incubados em solução contendo 1 mM de 

acetato de zinco por 30 minutos e, em seguida, escaneado em um Storm 860 Scanner 

(excitação 450 nm / emissão 520 nm, no modo de alta sensibilidade) e posteriormente corados 

seguindo as recomendações do kit “Colloidal Blue Staining kit” (Invitrogen). Os géis foram 

digitalizados com ImageScanner III (GE Healthcare), para visualização das proteínas totais. 

Todas as regiões do gel que fluoresceram com a incubação de acetato de zinco e identificadas 

como proteína com Colloidal Blue foram enviadas para análise em espectômetro de massa na 

Taplin Mass Spectrometry (Escola Médica de Harvard) para identificação das proteínas. 

 

3.15 Análise estatística 

 

 Todos os resultados são expressos com média ± desvio padrão de pelo menos três 

experimentos distintos. One-Way ANOVA foi utilizado para comparações entre os grupos, 

seguido pelo teste Dunnete Newman-Keuls post. Para o cálculo do IC50, aplicamos a 

regressão linear no gráfico (parasitemia vs Log[concentração]) usado equação sigmoidal  

dose-resposta. O valor P menor que 0,05 foi considerado indicativo de uma diferença 

estatisticamente significativa. O programa GraphPad Prism (San Diego, CA, EUA) foi 

utilizado em todos os testes estatísticos. 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 Papel do IP3 na transdução de sinal em P. falciparum 

 

No genoma do Plasmodium ainda não foi caracterizado um receptor de IP3 (Gardner et 

al., 2002), importante componente para via de sinalização do IP3 . No entanto há diversos 

trabalhos que sugerem a existência 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 eritrócito é capaz de mobilizar 

Ca2+ na presença do IP3, marcamos o parasita com o caged-IP3 e marcador fluorescente de 

Ca2+ Fluo 4-AM. A liberação do IP3 dentro de eritrócitos infectados permite obter uma 

evidência direta da capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca2+ induzida por IP3 além da 

existência de um receptor de IP3 em P. falciparum. 

 

4.1.1Mobilização de Ca
2+

 na presença do segundo mensageiro IP3 

 

4.1.1.1Uso do probenecide na medição de Ca
2+

 citossólico em P. falciparum  

 

Com a finalidade de monitorar a mobilização de Ca2+ em eritrócitos infectados com P. 

falciparum utilizamos o marcador de Ca2+ fluorescente Fluo 4-AM. Entretanto, umas das 

principais complicações na realização de medidas Ca2+ citossólico em Plasmodium está no 

fato do marcador fluorescente ser compartimentalizado nos vacúolos ácidos destes parasitas 

(Biagini et al., 2003; Rohrbach et al., 2005). 

Para evitar a compartimentalização dos Fluo 4-AM, utilizamos o probenecide, um 

inibidor não específico do transportador de ânions orgânicos (Di Virgilio et al., 1988).  Para 

demonstrar a eficiência do probenecide, testamos o protocolo de marcação com Fluo 4-AM e 

caged-IP3 na presença e na ausência deste inibidor (figura 8). 

Não observamos uma mobilização de Ca2+ pela fotoliberação do caged-IP3 e pouca ou 

nenhuma mobilização de Ca2+ foi obtida com a adição de 5 µM  de tapsigargina, um inibidor 

da Ca2+ ATPase  no retículo endoplasmático (figura8 A). Na ausência do probenecide a linha 

basal de Ca2+ decresce com o passar do tempo indicando a contínua remoção do Fluo 4- AM. 

Quando tratamos os eritrócitos infectados com P. falciparum com 40 μM de 

probenecide durante a marcação do Fluo 4-AM e caged-IP3, observamos a mobilização de 

Ca2+ após a fotoliberação do IP3 e adição de 5 µM  de tapsigargina (figura 8 B). 
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Demonstramos que a adição do probenecide é importante para observar o 

monitoramento de Ca2+ em P. falciparum. 

 

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

 
Medição da fluorescência Ca2+ captada por microscopia confocal. Razão da intensidade de 
fluorescência (F/F0) foi plotado em função do tempo (segundos). Eritrócitos infectados com P. 

falciparum no estágio de trofozoíto marcados com Fluo 4-AM e caged-IP3. A: resposta de uma célula 
não tratada com probenecide estimulada pelas fotólise do caged-IP3 (indicada pela seta) mais adição de 
5 µM  de tapsigargina (gráfico reprensentativo de 17 células em 3 experimentos distintos). B: resposta 
de uma célula tratada com 40 µM de probenecide estimulada pela fotólise do caged-IP3 (indicada pela 
seta) mais adição de 5µM de tapsigargina (gráfico representativo de 36 células em 11 experimentos 
distintos).  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 
 

4.1.1.2 A fotoliberação do IP3 induz a liberação de Ca
2+

 em eritrócitos infectados com P. 

falciparum no estágio trofozoíto 

 
Com  eritrócitos infectados com P. falciparum  marcados com o caged-IP3 e  Fluo 4-

AM, testamos se a liberação do IP3 permite obter uma evidência direta da capacidade deste 

segundo mensageiro em mobilizar Ca2+ neste parasita. 

Investigamos a capacidade do IP3 em mobilizar Ca2+ do parasita P. falciparum no 

estágio de trofozoíto (aproximadamente 24 horas após a invasão) dentro do eritrócito (figuras 

9 A e 9B). Observamos um aumento transiente do Ca2+em um eritrócito infectado após a 

fotoliberação do IP3 com pulso de luz UV. A liberação de Ca2+ no citoplasma ocorreu 

imediatamente após aplicação do UV sendo que este íon foi removido gradualmente até 

chegar a condições basais após 60 segundos. 
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Figura 9- Fotólise do caged-IP3 mobilizando Ca2+ em eritrócito infectado por P. falciparum 
em estágio trofozoíto marcado com Fluo 4-AM (5µM) e caged-IP3 (2µM).  

 

Em A: Gráfico representativo da mobilização de Ca2+ induzida pela fotólise do caged-IP3. Gráfico de 
unidades arbitrárias de fluorescência (F/F0) por Tempo em segundos (s). Seta indica o 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 
transmissão evidenciando um P. falciparum dentro do eritrócito. b-e) mundanças nas concentrações de 
Ca2+ são mostradas em pseudocores (azul para concentrações mais baixas e vermelho para [Ca2+] mais 
altas), em b) linha basal (t=30s),c) pico transiente na [Ca2+] (t=75s), em d) diminuição do pico de Ca2+ 
(t=90s) e e) o retorno a linha de base (t=150s).  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 
 
 

Para cetificarmos que a mobilização de Ca2+ em nosso sistema não foi causada por um 

efeito direto do pulso UV, repetimos o mesmo protocolo em eritrócitos infectados marcados 

com Fluo 4-AM sem caged-IP3.  

Na figura 10 (linha verde) demonstramos que o pulso de luz UV não é capaz de 

mobilizar Ca2+ do eritrócito infectado no estágio trofozoíto, porém a adição de 5 µM de 

tapsigargina foi capaz de liberar Ca2+ nestas células indicando que este íon estava passível de 

ser mobilizado. Na figura 10 (linha vermelha) demonstramos que eritrócitos não infectados 

marcados com Fluo 4-AM não são capazes de mobilizar Ca2+ na presença do pulso UV ou 

tapsgargina. Este dado indica que o eritrócito humano não tem estoque de Ca2+ sensível a 

tapsgargina e não contribue com a mobilização de Ca2+ observada em eritrócitos infectados. 
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Figura 10- Estímulo do pulso ultavioleta não mobiliza Ca2+ em eritrócitos não infectados e 
infectados com P. falciparum no estágio trofozoíto marcados com Fluo 4-AM.  

 
Gráfico de unidades arbitrárias de fluorescência (F/F0) por Tempo em segundos (s). Gráfico 
representativo de um eritrócito infectado (verde) e não infectado (vermelho) marcado com Fluo4-AM 
sem caged-IP3. Aplicação do pulso UV está indicada pelas setas. Adição de tapisigargina (Thaps) 5 
µM está evidenciada pela reta.  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 

 
 

Para certificar que o eritrócito humano não mobiliza Ca2+ na presença do IP3, 

excitamos eritrócitos não infectados marcados com Fluo 4-AM e caged-IP3 com o pulso de luz 

UV. Na figura 11 demostramos que mesmo com a fotoliberação do IP3 com o UV, o eritrócito 

humano não foi capaz de mobilizar Ca2+. Este dado confirma que eritrócitos humanos não 

possuem um compartimento de Ca2+ sensível ao IP3. 

Os controles da figura 10 e 11 indicam que a mobilização de Ca2+ induzida pela 

fotoliberação do IP3 em eritrócitos infectados tem origem exclusiva no parasita P. falciparum. 

Este é o primeiro trabalho a mostrar que P. falciparum no interior do eritrócito responde ao 

IP3 liberando Ca2+ de estoques intracelulares para o citossol. 
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Figura 11-A fotoliberação do IP3 não mobiliza Ca2+ em eritrócitos humanos marcados com 
caged-IP3 e Fluo 4-AM.  

 
Gráfico de unidades arbitrárias de fluorescência (F/F0) por Tempo em segundos (s). Gráfico 
representativo de um eritrócito não infectado (vermelho) marcado com Fluo 4-AM e caged-IP3. 
Aplicação do pulso UV está indicada pelas setas. Adição de tapisigargina (Thaps) 5 µM está 
evidenciada pela reta.  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 

 
 

4.1.1.3 A liberação de IP3 induz a mobilização de Ca
2+

 em compartimentos sensíveis a 

tapsigargina em eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio trofozoíto 

 
Passos et al. (1998) demonstraram que P. chabaudi isolados e permeabilizados no 

estágio de trofozoíto liberam Ca2+ com a adição de IP3.  A origem do Ca2+ induzida pelo IP3 

provinha de dois compartimentos distintos: um sensível a tapsigargina (retículo 

endoplasmático) e um sensível a cloroquina (compartimentos ácidos). 

Demonstrada a capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca2+ na presença de IP3, 

decidimos estudar a participação dos compartimentos sensível a tapsigargina e do 

compartimento ácido na resposta de Ca2+ induzida por IP3. 

A fim de caracterizar a sensibilidade dos estoques de Ca2+ ao IP3 em eritrócitos 

infectados com P. falciparum no estágio de trofozoíto, testamos a abilidade do IP3 em 

mobilizar Ca2+ após depletar seletivamente cada um destes dois compartimentos (figura 12). 

A capacidade dos compartimentos ácidos em amarzenar Ca2+ 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 ações da cloroquina em Plasmodium 
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é a alcalinização dos vacúolos ácidos e consequente extrusão de Ca2+ deste compartimento 

(Gazarini et al., 2007).   

Após depletarmos os estoques de Ca2+ do compartimento ácido em eritrócitos 

infectados marcados com caged-IP3 e Fluo 4-AM com 10 µM de cloroquina, estimulamos a 

fotoliberação do IP3 (figura 12 B). Observamos que a depleção dos compartimentos ácidos 

não impediu o IP3 de mobilizar Ca2+ no parasita. 

Entretanto, quando depletamos o estoque de Ca2+ do retículo endoplasmático (ER) 

com 5µM de tapsigargina (inibe a SERCA) o parasita perde a capacidade de mobilizar Ca2+ 

na presença de IP3 (figura 12 A).   

 

Figura 12-A liberação de IP3 induz a mobilização de Ca2+ em compartimentos sensíveis a 
tapsigargina em eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio trofozoíto.  

 

Medição da fluorescência Ca2+ captada por microscopia confocal. Razão da intensidade de 
fluorescência (F/F0) foi plotado em função do tempo (segundos). Eritrócitos infectados com P. 

falciparum no estágio de trofozoíto marcados com Fluo 4-AM e caged-IP3. Setas indicam o momento 
que o pulso UV causou fotoliberação do caged-IP3. A: Fotólise do caged-IP3 após adição de 5µM de 
tapsigargina (Thaps). Gráfico representativo de 12 células de 3 experimentos distintos B: Fotólise do 
caged-IP3 após adição de 10µM de cloroquina (Chlor). Gráfico representativo de 11 células em 3 
experimentos distintos. 
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 

 

Este dado sugere que ER é o principal compartimento sensível ao IP3 em P. 

falciparum. Diferente do observado em P. berghei no trabalho de Passos et al. (1998), o Ca2+ 

presentes nos compartimentos ácido em P. falciparum parece não participar da resposta de 

Ca2+ induzida pelo IP3. 
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4.1.1.4 Eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio esquizonte são insensíveis ao IP3 

  

Demonstramos a capacidade do eritrócito infectado com P. falciparum no estágio de 

trofozoíto (aproximadamente 24 horas após a invasão) em mobilizar Ca2+ na presença do IP3. 

Decidimos investigar acapacidade do IP3 em mobilizar Ca2+ em diferentes estágios do 

desenvolvimento intraeritrocítico do P. falciparum. Com esta finalidade, incubamos 

eritrócitos infectados com esquizonte (aproximadamente 38 horas após invasão) com Fluo 4-

AM e caged-IP3.  
Na figura 13 demonstramos que eritrócitos infectados com P. falciparm no estágio 

esquizonte não foram capazes de mobilizar Ca2+na presença de IP3, entretanto a mobilização 

de Ca2+ foi observada após a adição da tapsigargina o que sugere a integridade do retículo 

endoplasmático. Na figura 12 A demonstramos que o RE é o principal compartimento 

sensível ao IP3 em trofozoítos. 

Não observamos a liberação de Ca2+ induzida pela cloroquina nestas células indicando 

que o Ca2+ dos vacúolos ácidos não estava disponível para ser mobilizado. 

Este dado demonstra a diferente sensibilidade ao IP3 durante o ciclo intraeritrocítico 

do P. falciparum. 

Tentamos explorar a sensibilidade ao IP3 do P. falciparum em outros estágios do 

desenvolvimento como anel, merozoíto e esquizonte seguimentado. Ao utilizarmos a objetiva 

de 40 x no confocal não foi possível apontar com clareza os parasitas no estágio de anel e 

merozoítos. O uso de uma objetiva maior (63x) que permite a melhor visualização dos 

parasitas nestes estágios concentra toda a energia do pulso de UV em uma área muito menor 

causando dano celular. O pulso de luz UV em uma objetiva 40x é suficiente para romper a 

membrana do eritrócito infectado com esquizontes seguimentados (a partir de 44 horas após a 

invasão). Devido a estas limitações técnicas, não conseguimos investigar a sensibilidade do P. 

falciparum em todos os estágios do desenvolvimento intraeritrocítico. 
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Figura 13- Eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio esquizonte são insensíveis ao 
IP3.  

 
Medição da fluorescência Ca2+ captada por microscopia confocal. Razão da intensidade de 
fluorescência (F/F0) foi plotado em função do tempo (segundos). Eritrócitos infectados por P. 

falciparm no estágio esquizonte marcado com Fluo4-AM e Caged-IP3 excitado com dois pulsos de UV 
(indicado pelas setas) mais adição de 10µM de Cloroquina (Chlor) e 5µM de Tapsigargina (Thaps). 
Gráfico representativo de 12 células em 4 experimentos distintos. 
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 
 

4.1.2A via de sinalização da melatonina inclue a geração do IP3 em P. falciparum 

 

4.1.2.1Melatonina causa mobilização transiente de Ca
2+

 em eritrócitos infectados com P. 

falciparum no estágio trofozoíto 

 

Hotta et al. (2000), ao explorarem as vias de sinalização ativada pela melatonina em  

P. chabaudi e P. falciparum, reportaram que  este hormônio induz a liberação de Ca2+ 

citossólico nestes parasitas. A mobilização de Ca2+ induzida pela melatonina é abolida na 

presença da droga U73122 (inibidor da PLC) e luzindol (um antagonista de receptores de 

melatonina). Este trabalho forneceu a primeira evidência de que a melatonina atua por uma 

via de sinalização dependente de IP3 em Plasmodium. 

 Para estudar a natureza da mobilização de Ca2+ induzida pelo hormônio melatonina, 

observamos a dinâmica de Ca2+ em eritrócitos infectados com P. falciparum no estágio 

trofozoíto tratados com melatonina usando o mesmo protocolo (marcação com Fluo 4-AM) e 

configurações no confocal utilizado para observar a resposta de Ca2+ induzida pela 

fotoliberação do IP3. 
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Na figura 14 observamos que a adição de 10 µM de melatonina em um eritrócito 

infectado com P. falciparum causou um aumento transiente de Ca2+ similar ao padrão 

observado na resposta de Ca2+ induzida pela fotoliberação do IP3 (Figura 9).  A resposta de 

Ca2+ não ocorre imediatamente após a aplicação da melatonina, indicando que este agonista 

leva certo tempo até acessar o parasita no interior do eritrócito e ativar os processos de 

sinalização que culminam na liberação do Ca2+. Na figura 14 B observamos que a 

mobilização de Ca2+ induzida pela melatonina está restrita ao parasita. 

Na resposta de Ca2+ induzida pelo IP3 e melatonina observa-se um rápido aumento de 

Ca2+ citossólico no parasita (figura 9 e figura 14) seguida de uma queda gradual do Ca2+ 

citossólico que corresponde à captação gradual deste íon pelo RE.  

 

Figura 14- Melatonina causa mobilização transiente de Ca2+ em eritrócitos infectados com P. 

falciparum no estágio trofozoíto. 

 
Em A: Gráfico representativo (Razão da intensidade de fluorescência (F/F0) vs tempo em segundos )  
da resposta de Ca2+ induzida por 10µM de melatonina em eritrócito infectado por P. falciparum no 
estágio trofozoíto. Gráfico representativo de 12 células em 3 experimentos distintos.  B: Imagens 
obtidas no confocal evidenciando a célula em diferentes momentos da medição: a-  luz visível 
mostrando P. falciparum dentro do eritrócito, b-d: mundanças nas concentrações de Ca2+ são 
mostradas em pseudocores (azul para concentrações mais baixas e vermelho para [Ca2+] mais altas), 
em b) linha basal (t=30s), C) pico transiente na [Ca2+] (t=145s) e d) diminuição do pico de Ca2+ 
(t=240s) e 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 responsável pela homeostase 

de Ca2+ está funcional nas condições testadas neste protocolo. 
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4.1.2.2 Tratamento com melatonina aumenta a concentração de inositol fosfatos em 

eritrócitos infectados com P. falciparum 

  

Para testar a hipótese de que a melatonina é capaz de mobilizar Ca2+ através da via de 

sinalização PLC/IP3 em Plasmodium, medimos diretamente os níveis dos fosfoinositóis 

(IP3/IP4) em parasitas tratados com melatonina. Para isto, eritrócitos infectados com P. 

falciparum foram incorporados com [H3]-mio-inositol como descrito no material e métodos. 

 O esquema da figura 5 mostra a incorporação do inositol até a formação do PIP2, 

substrato da PLC para formação do IP3 e DAG. Desta forma a incorporação do [H3]-mio-

inositol é capaz de gerar o IP3 marcado. 

 Elabbadi et al. (1994) demonstraram que a ionomicina (Iono), um ionóforo de Ca2+, é 

capaz de aumentar os níveis de fosfoinositois em P. falciparum incorporados com [H3]-mio-

inositol. Desta forma, usamos o tratamento com  ionomicina (2 µM) em parasitas 

incorporados com [H3]-mio-inositol como controle positivo para o aumento do IP3/IP4. 

Parasitas incorporados com [H3]-mio-inositol sem receber tratamento com ionomicina e 

melatonina foram usadas para medir as concentrações basais de inositol fosfato. A medição 

do inositol fosfato (IP3/IP4) foi induzida durante 20 minutos em diferentes concentrações de 

melatonina (1 nM, 10nM e 100 µM) (figura 15). 

Os dados dos gráficos foram normatizados com os valores de inositol fosfato gerado 

por eritrócitos não infectados sem o tratamento com drogas. Esta normatização é importante 

para excluir os valores de inositol fosfato originado pela membrana do eritrócito. 

A concentração 2 µM de ionomicina causou um aumento do inositol fosfato (IP3/IP4) 

em 49 ± 20% em relação ao controle basal (5 ±2%) que não recebeu tratamento. Melatonina 

100 µM foi capaz de induzir um aumento significativo de IP3/IP4 em 30 ±14%. As 

concentrações de melatonina  (1 nM e 10 nM) não conseguiram causar um aumento 

expressivo de IP3/IP4 durante os 20 minutos de incubação porém os valores de inositois 

fosfatos estimulados nestas concentrações seguem uma tendência de aumento. 

 Esta é a primeira evidência direta de que o hormônio melatonina induz um aumento 

nas concentrações IP3 em Plasmodium. Desta forma, corroboramos com a hipótese de que a 

melatonin é capaz de ativar uma PLC e consequente produção de IP3 em Plasmodium. 
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Figura 15-Aumento na formação de fosfoinositois induzido por melatonina em eritrócitos 
infectados com P. falciparum.  

Concentração de melatonina (1nM, 10 nM e 100µM; 20 minutos) e ionomicina ( 2µM; 20 minutos). 
Basal representa o controle com eritrócitos infectados sem tratamento. Dados apresentados com média 
+/- desvio padrão de 3 experimentos independentes, cada um contendo triplicata. (p˂ 0.05). Os 
valores foram normatizados com o valor de incorporação do [H3]-mio-inositol de eritrócitos (RBC) 
não infetcados. 
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 
 

4.1.2.3 Pré-tratamento de melatonina previne a indução de Ca
2+

 induzida por IP3 em 

eritrócitos infectados por P. falciparum 

  

Após demonstrarmos que a melatonina gera um aumentodas concentrações de IP3/IP4 

em  P. falciparum, decidimos estudar o comportamento da mobilização de Ca2+ em eritrócitos 

infectados com P. falciparum no estágio trofozoíto na presença destes dois estímulos. Com 

este objetivo, testamos a capacidade do P. falciparum de mobilizar Ca2+ com a fotólise do 

caged-IP3 após submeter os parasitas a uma dose de 10 µM de melatonina. 

 Na figura 16, observamos que a maior parte dos eritrócitos infectados foi capaz de 

mobilizar Ca2+ em apenas um dos estímulos (melatonina / IP3) aplicados. A maior parte das 

células que não mobilizaram Ca2+ na presença de melatonina conseguiu mobilizar este íon na 

presença do IP3. 
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Figura 16-Aumento de Ca2+ induzido por IP3 é abolido após o estímulo com melatonina.  
 

Eritrócitos infectados com Fluo4-AM e caged-IP3 foram estimulados com melatonina (10 µM) seguido 
da fotoliberação do IP3. A:gráfico representativo de células em um mesmo experimento respondendo a 
melatonina (linha sólida) e ao IP3 (linha pontilhada). Resultados similares foram obtidos em 5 
experimentos distintos, total de 54 células analisadas. B: Porcentagem de células que responderam a 
melatonina (10 µM), fotólise do caged-IP3 e ambos os estímulos (média ± desvio padrão de 5 
experimentos).  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 

 

 O gráfico da figura 16 B revela que no total de células analisadas (54 eritrócitos 

infectados em 5 experimentos distintos), menos de 5% conseguiram liberar Ca2+ de forma 

transiente com a indução da melatonina e do IP3. A figura 17 A revela o padrão de resposta 

de mobilização de Ca2+ nos eritrócitos infectados que responderam a ambos os estímulos. 

Interessante observar que células que mobilizaram Ca2+ com melatonina não foram capazes 

deliberar prontamente o Ca2+ na presença de IP3. Estes dados sugerem uma convergência na 

via de sinalização induzida pela melatonina e pelo IP3. 

 Verificamos se a liberação adicional de IP3 é capaz de potencializar a liberação de Ca2+ 

induzida pela melatonina, para isto acionamos o pulso de luz UV durante a mobilização de 

Ca2+ estimulada pela melatonina em eritrócitos infectados marcados com Fluo 4-AM e caged-

IP3. A fotoliberação do IP3 não causou um aumento da mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina (Figura 17 B). Este dado sugere que as concentrações de IP3 estimuladas pela 

melatonina são suficientes para saturar os receptores de IP3 em Plasmodium, assim a presença 

adicional de IP3 originada da fotólise do caged-IP3 não consegue potencializar a liberação de 

Ca2+ no citoplasma do parasita.  
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Figura 17- Fotoliberação do IP3 não potencializa a mobilização de Ca2+ induzida pela 
melatonina.  

 

Eritrócitos infectados com Fluo4-AM e caged-IP3 foram estimulados com melatonina (10 µM) seguido 
da fotoliberação do IP3. A: gráfico representativo de células em um mesmo experimento respondendo 
a melatonina (linha sólida) e ao IP3 (linha pontilhada). Resultados similares foram obtidos em 5 
experimentos distintos, total de 54 células analisadas. B: Porcentagem de células que responderam a 
melatonina (10 µM), fotólise do caged-IP3 e ambos os estímulos (média ± desvio padrão de 5 
experimentos).  
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010). 

 

 

4.1.3 Transfeção epissomal com moduladores e sensores de IP3 em Plasmodium 

falciparum 

 
4.1.3.1 Construção do plasmídeo IP3-esponja-pARL 

 

O IP3 esponja é um peptídeo de 380 aminoácidos derivado do sítio de ligação do 

receptor de IP3 do tipo I de camundongos (Uchiyama et al., 2002) e possui a capacidade de se 

ligar ao IP3 atuando assim como um tampão de IP3 celular. Usui-Aoki et al. (2005) com o uso 

do IP3 esponja e RNA de interferência (RNAi) conseguiram dessensibilizar a percepção do 

sabor doce em drosófilas indicando que as células gustativas deste inseto usam esta via 

dependente de IP3 para percepção de alimentos doces. 

Com a finalidade de expressar a proteína IP3-esponja em P. falciparum de forma 

epissomal (sem incorporar no genoma), removemos o IP3-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 expressão constitutiva denominado pARL (Struck et 

al., 2005). 
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A ampilificação do domínio de ligação do IP3-esponja resulta em um fragmento de 

1143 pb. O fragmento do dominio de ligacao do IP3-esponja é flanqueado pelos sítios de 

restrição KpnI/AvrII. A amplificação em PCR revelou uma forte banda de tamanho esperado 

(aproximadamente 1100 pb) e outra inesperado (aproximadamente 600 pb) que não foi usada 

na para montagem do plasmídeo IP3-esponja-pARL (figura 18A). 

O vetor pARL foi digerido pelas ezimas de restrição KpnI/AvrII para receber o 

domínio IP3-esponja.  Após uma reação usando ligase, os fragmentos IP3-esponja amplificado 

e o vetor pARL digerido  resultaram em um plasmídeo IP3-esponja-pARL  (7788 pb), 

esquema na figura 18 B. A integridade do plasmídeo foi primeiramente verificada por 

múltiplas digestões (Figura 18 C) e posterior confirmação com sequenciamento. 

 
Figura 18-Estratégia e construção do plasmídeo IP3-esponja-pARL.  

Em A: Gel de agarose 1% mostrando a amplificação em PCR do domínio de ligação do IP3-esponja. 
Coluna M= Middle range DNA Marker (ladder usado); coluna 1= banda forte de tamanho esperado 
(aproximadamente 1143 pb) e uma banda inespecífica entre 600 e 700 pb. B: esquema do vetor 
pARL (6657 pb) indicando a região onde as enzimas de restição KpnI e AvrII clivarão o plasmídeo 
para receber o inserto IP3-esponja. 5’crt (região promotora do transportador resistente a cloroquina); 
3’PbDT (região terminadora do gene diifolato redutase em P. berghei), 5’cam (região promotora da 
do gene expressa calmodulina), hdhfr (gene humano para diifolato redutase) e 3’hrp2 (região 
terminadora do gene que expressa antígino rico em histidina 2). C: Gel de agarose 1% mostrando 
múltipla digestão da contrucão pARL-IP3-esponja. Coluna M: 1Kb Plus DNA Ladder; coluna 1: 
digestão com KpnI que cliva que lineariza a contrução (7788 pb); coluna 2: digestão AvrII/NotI que 
liberando o promotor crt da construção pARL-IP3-esponja (812 pb e 6976 pb); coluna 3: KpnI/Xhol 
liberando IP3-esponja mais GFP da construção (1869 pb e 5919 pb); coluna 4: KpnI/AvrII liberando 
o IP3-esponja da construção (1143pb e 6645 pb). DNA marcado com brometo de etídio. 
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4.1.3.2 Construção do plasmídeo IRIS-pARL 

 

O sensor de IP3 denominado IRIS é derivado do sítio de ligação do receptor de IP3 do 

tipo I de camundongos, entretanto se liga com menor afinidade ao IP3 comparado ao IP3 

esponja sendo usado como um sensor de IP3 celular graças à inserção de duas proteínas 

fluorescente (Venus e ECFP) (Matsu-ra et al., 2006). Este mesmo grupo monitorou a 

dinâmica da formação e degradação do IP3 em células HeLa expressando IRIS na presença do 

agonista glutamato. 

Na tentativa de expressar epissomalmente o sensor de IP3 denominado IRIS em P. 

falciparum, amplificamos o domímio 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 ampilificação em PCR, testadas em diferentes 

condições de temperatura de anelamento, do domínio IRIS (2501 pb). A amplificação resultou 

em um fragmento de tamanho esperado de aproximadamente 2500 pb e um fragmento 

inesperado (amplificação inespecífica) com 1250 pb. Com a amplificação, o fragmento do 

domínio de ligaçãodo IRIS passou a ser flanqueado pelos sítios KpnI/Xhol (figura 19 B). 

Digerimos o vetor pARL com as ezimas de restrição KpnI/XhoI para receber o 

domínio IRIS. Após uma reação com ligase contendo o vetor pARL digerido com o IRIS 

amplificado, o plasmídeo IRIS-pARL (8432 pb) foi finalmente obtido. O plasmídeo IRIS-

pARL foi primeiramente verificado por múltiplas digestões (figura 19 C) e posterior 

confirmação com sequenciamento. 
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Figura 19-Estratégia e construção do plasmídeo IRIS-pARL.  

 
Em A: Gel de agarose 1% mostrando a amplificação em PCR do domínio de ligação do IRIS. Coluna 
L= 500 pb DNA Ladder; coluna 1, 2 e 3: diferentes condições 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 
região onde as enzimas de restição KpnI e XhoI clivarão o plasmídeo para receber o inserto IRIS. 5’crt 
(região promotora do transportador resistente a cloroquina); 3’PbDT (região terminadora do gene 
diifolato redutase em P. berghei), 5’cam (região promotora da do gene expressa calmodulina), hdhfr 
(gene humano para diifolato redutase) e 3’hrp2 (região terminadora do gene que expressa antígino rico 
em histidina 2). C: Multipla digestão da contrução IRIS-pARL. Coluna L: 1Kb Plus DNA Ladder; 
coluna 1: DraI que digere a construção em 4 fragmentos (3493 pb, 1780pb, 1659pb, 1500pb), todos 
com tamanho esperado; coluna 2: HindIII que lineariza a construção (8432 pb); coluna 3: SmaI que 
cliva a contrução em 4 fragmentos (3120, 3050, 1580 e 682 pb); coluna 4: bglII que cliva a contrução 
em 3 fragmentos (4916, 2804 e 712pb). Usado gel de agarose 1% e DNA marcado com brometo de 
etídio.  
 

 

4.1.3.3 Transfeção epissomal com as construções IP3-esponja e IRIS-pARL 

  

Confirmada à integridade das construções IP3-esponja-pARL e IRIS-pARL, iniciamos 

a transfeção epissomal em P. falciparum (cepa Dd2) no estágio de anel seguindo as 

recomendações 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 seleção para o vetor pARL, a WR99210, 24 horas após a 

transfeção em culturas de  P. falciparum com pARL (contém GFP), IP3-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 após a 

transfeção. 

 Após 30 dias com a constante pressão seletiva da WR99210 não encontramos parasitas 

em culturas transfectadas com IP3-esponja-pARL ou com IRIS-pARL. Entretanto, 21 dias 

após a data de transfeção, foram observados parasitas na cultura transfectada com o vetor 

pARL (figura 20).  

 

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

À esquerda, uma fotografia com luz visível, a seta preta indica a localização do eritrócito infectado. À 
direita, o mesmo eritrócito parasitado excitado com feixe de luz 488nm, evidenciado pela seta branca. 
Fotografias foram realizadas com câmera fotográfica digital acoplada a um microscópio de 
fluorescência. Objetiva 40 vezes. Traço branco indica escala em µm. 
 

 A técnica de transfeção funcionou uma vez que parasitas transfectados com o vetor 

pARL foram selecionados pela droga de seleção WR99210 e apresentam a expressão da GFP. 

Este dado indica que a mortalidade da cultura transfectada com as construções IP3-esponja-

pARL e IRIS-pARL não está relacionada ao protocolo de transfeção e nem ao vetor  pARL 

utilizado. 

Estes dados sugerem que a modulação do IP3 com a proteína IP3-esponja e o uso do 

sensor IRIS, que também é capaz de se ligar ao IP3, impedem a viabilidade do parasita P. 

falciparum no estágio intraeritrocítico. 
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4.1.4 Busca pelo receptor de IP3 em P. falciparum 

 
4.1.4.1Coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 

 

Na busca por candidatos ao receptor de IP3 em P. falciparum, utilizamos uma coluna 

de afinidade ao IP3 proposta por Hirata et al. (1990). Os extratos de proteínas (2,5 mg) de 

fígado de camundongo e de P. falciparum desincronizados e isolados do eritrócito foram 

adicionadas nas colunas de cromatografia de afinidade ao IP3 como descrito no material e 

métodos. 

A coluna que utilizamos é formada por uma matriz de sefarose associada à 

estreptavidina, esta última é capaz de se ligar na biotina que está ligada ao IP3.  

 A coluna formada pela sefarose-estreptavidina-biotina-IP3 que recebeu o extrato de 

fígado foi denominada “controle positivo”, uma vez que fígado de camundongos é um orgão 

rico em receptores de IP3 (Mikoshiba, 2007). Este controle é importante para testar se a 

coluna usada neste trabalho é capaz de resgatar proteínas que se ligam ao IP3, o que inclue o 

receptor de IP3. Em camundongo, as proteínas que participam da via de sinalização e 

metabolismo do IP3 já estão bem caracterizadas. 

A coluna contendo apenas sefarose-estreptavidina que recebeu o extrato de P. 

falciparum foi denominada “controle negativo”. Este controle é necessário para apontar as 

proteínas de P. falciparum que se ligam na matriz de sefarose-estreptavidina 

independentemente da presença do IP3 mesmo após os passos de lavagem. 

  A coluna contendo sefarose-estreptavidina-biotina-IP3 que recebeu o extrato de 

proteínas de P. falciparum recebeu o nome de Pf(+). Esta é a coluna que utilizamos para 

resgatar e identificar as proteínas de P. falciparum que se ligam ao IP3. 

 A presença constante do  LiCl nos tampões de lavagem e eluição (ver materiais e 

métodos) é importante para inibir  a degradação do IP3 presente na coluna. 

Após a eluição das amostras da coluna, aplicamos as proteínas em um gel de 

poliacrilamida para verificar a presença das bandas (figura 21). 
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Figura 21-Proteínas eluidas da coluna de cromatografia de afinidade ao IP3. 

Gel de poliacrilamida 8% corado com Colloidal Blue Staining. Coluna P: usado “PageRuler Prestained 
Protein Ladder” da Thermo scientific. O tamanho das bandas estão indicadas em kDa. Controle 
positivo: extrato de proteínas de fígado de camundongo. Controle negativo: extato de proteínas de P. 

falciparum na coluna de sefarose sem IP3. Pf(+):  extato de proteínas de P. falciparum na coluna de 
sefarose com IP3.   
 
 

Foram obtidas bandas em todas as colunas. Devido à alta concentração de sal 

(guanidina) presente no tampão de eluição as amostras não correram de forma uniforme. Todo 

o gel foi cortado em seções e enviado para análise no espectômetro de massa (Taplin Mass 

Spectrometry) para a identificação das proteínas. 

No controle positivo (coluna que recebeu o extrato com fígado de camundongo) foram 

identificadas 1549 proteínas.  A coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 conseguiu ligar 

proteínas importantes para via de sinalização PLC/ IP3 (Tabela 1). 

 A coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 conseguiu resgatar os receptores de IP3 

(tipo I e III) e uma PLCδ. Todas estas proteínas apresentaram ao menos 3 peptídeos 

exclusivos indentificados no massa. Levando em consideração a sensibilidade de detecção do 

equipamento, qualquer proteína que apresenta ao menos 3 peptídeos exclusivos não necessita 

de validação para confirmar sua presença na amostra. 
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Tabela1-Proteínas importantes para via de sinalização PLC/ IP3 identificadas no controle 
positivo contendo extrato de proteína de fígado de Mus musculus. 

 

Número 

da 

proteína 

Código da 

proteína no 

NCBI 

 

Nome 

Peso 

molecular 

kDa 

Ao menos 3 

Peptídeos exclusivos 

encontrados? 

Quantos? 

1 Gpld1 Fosfolipase D 93,6 Sim (3) 

2 Itpr1 Receptor de IP3 tipo1 313,3 Sim (14) 

3 Itpr3 Receptor de IP3 tipo1 304,3 Sim (10) 

 
 
 

Foram identificadas 494 proteínas no controle negativo (extrato de proteína de P. 

falciparum na coluna sem biotina-IP3) e 700 proteínas no grupo Pf(+) (extrato de proteína de 

P. falciparum na coluna com biotina-IP3). Na busca no candidato ao receptor de IP3 em P. 

falciparum, excluímos todas as proteínas em comum do controle negativo com Pf(+). 

 Das 206 proteínas exclusivas ao grupo Pf(+), consideramos que para uma proteína ser 

candidato ao receptor de IP3, esta deve apresentar ao menos um domínio transmembrânico 

para acoplar a uma membrana.  

Para detectarmos a presença de um domínio transmembrânico, a sequência de 

aminoácidos das 206 proteínas de P. falciparum exclusivas na coluna Pf(+) foram analisadas 

pelo  programa HMMTOP versão 2.0 (www.enzim.hu/hmmtop/) que prediz o número de  

domínios transmembrânicos em uma sequencia de peptídeo/proteína. Das 206 proteínas 

analisadas pelo programa HMMTOP, apenas 51 proteínas apresentaram ao menos um 

domínio transmembrânico (tabela 2). 
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Tabela 2 – Lista de proteínas de P. falciparumexclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

Número 

da 

proteína 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

1 PF3D7_1035300 Proteína rica em 
glutamato (GLURP) 141 2 Sim (3) 

2 PF3D7_1001500  

Proteína de membrana 
transcrita em fase 

jovem10.1 
(ETRAMP10) 

11,2 2 Não (1) 

3 PF3D7_0501300 Proteína tipo 1 liga ao 
citoesqueleto  (SBP1) 36,2 1 Não (1) 

4 PFIT_1134100 Antígeno 1 apical de 
membrana 72 1 Não (2) 

5 PF3D7_0822800 Proteína específica da 
U5 srnpU5, putativo 37 1 Não (2) 

6 PF3D7_0827900  Proteína disulfeto 
isometase (PDI8) 55,5 1 Não (1) 

7 PF3D7_0918000 

Proteína 50 associado 
ao glideossomo. 
Fosfatase ácida 

secretada (GAP50) 

44,6 1 Não (1) 

83 

(continua) 
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Tabela 2 – Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 

domínio transmembrânico. 

Número 

da 

proteína 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

8 PF3D7_1364100 Proteína de superfície 
rica em Cisteína (Pf92) 92,7 1 Sim (4) 

9 PF3D7_0523000 Proteína de resistência a 
multidrogas (MDR1) 162,2 11 Não (1) 

10 PF3D7_0302200 

Proteína asexual 3.2 
associado à 

citoaderência 
(CLAG3.2) 

167,4 2 Não (2) 

11 PF3D7_0202500 
Proteína 2de membrane 
de transcrição precoce 

(ETRAMP2) 
11,5 2 Não (2) 

12 PF3D7_1238800 Acetil CoA sintase 
(ACS11) 92 1 Sim (12) 

13 PF3D7_0817500  
Proteína parecida com 
inibidor de quinase C, 

putativo 
21,1 1 Não (2) 

14 PF3D7_0402100 

Proteína de 
Plasmodium exportada 

(PHISTb), função 
desconhecida  

67,7 1 Não (2) 

84 

(continuação) 
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Tabela 2 –Lista de proteínas exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um domínio 
transmembrânico  

Número 

da 

proteína 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

15 PF3D7_0401800 

Proteína de 
Plasmodium exportada 

(PHISTb), função 
desconhecida (PfD80) 

60,2 1 Sim (4) 

16 PF3D7_0104200 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

53,6 1 Sim (4) 

17 PF3D7_0919400 Proteínas disulfeto 
isomerase (PD19) 61 1 Sim (3) 

18 PF3D7_0912400 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

52,7 1 Sim (3) 

19 PF3D7_0902800 
Antígeno 9 com 

repetições em serina 
(SERA9) 

105,5 1 Sim (5) 

20 PF3D7_0501200 

Proteína de 
Plasmodium em 

superfície de eritrócito 
(PIESP2) 

48,7 2 Sim (3) 

21 PF3D7_0501100.
1 

Proteína 40 “Heat 
shock” tipo II (HSP40) 46,3 1 Sim (3) 
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Tabela 2 –Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

 

Número 

da 

proteína 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

22 PF3D7_0500800 
Antígeno de parasita 

maduro na superfície de 
eritrócitos (MESA) 

168,2 1 Não (1) 

23 PF3D7_1252100  Proteína 3 do anel da 
róptria (RON3) 263,1 4 Sim (3) 

24 PF3D7_1249100 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

44,8 1 Sim (4) 

25 PF3D7_1237700 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

23,6 5 Não (2) 

26 PF3D7_1212700 
Fator 3 subunidade 10 

de iniciação de tradução 
em eucariotos, putativo 

166 1 Não (1) 

27 PF3D7_1205600  
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

39 2 Sim (9) 

28 PF3D7_0801800 Manose-6-fosfato 
isomerase, putativa 117,6 2 Não (1) 
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Tabela 2 –Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

 

Número 

da 

proteína 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

29 PF3D7_0828900 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

21 2 Não (1) 

30 PF3D7_0829200 Proibitina, putativo 30,5 1 Sim (3) 

31 PF3D7_0731300 

Proteína de 
Plasmodium exportada 

(PHISTb), função 
desconhecida (PfG174) 

37,7 1 Sim (3) 

32 PF3D7_0702500  
Proteína de 

Plasmodium exportada, 
função desconhecida 

27,6 1 Não (1) 

33 PF3D7_1345100 Tioredoxina 2 (TRX2) 18,6 1 Sim (3) 

34 PF3D7_1344800 
Aspartato 

carbamoiltransferase 
(atcasE) 

43,2 1 Não (2) 

35 PF3D7_1332600 
Apurina/apirimidina c 
endonuclease Apn1, 

putative (APN1) 
69,7 1 Não (1) 
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(continuação) 
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Tabela 2 – Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

. 
 

Número 

da 

proteína 

Número de Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

36 PF3D7_1325100 Fosforibosilpirofossfato 
sintase 49,3 1 Não (1) 

37 PF3D7_1321700 Fator de splicing, 
putativo 100,9 1 Não (1) 

38 PF3D7_1149000 
Antígeno 332, proteina 

DBL, 
(Pf332) 

689,2 2 Não (2) 

39 PF3D7_1132300 Proteína que liga ao 
ácido nucléico, putativa 31,7 1 Não (1) 

40 PF3D7_1116000 Proteína anel de róptria 
4 (RON4) 135,7 1 Sim (3) 

41 PF3D7_1105600 Componente PTEX88 
translocon (PTEX88) 90,7 2 Sim (7) 

42 PBANKA_094160 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

83,8 1 Não (1) 

88 

(continuação) 
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Tabela 2 – Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

 
  

Número 

da 

proteína 

Número de Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

43 PF3D7_1038000.1 Antígeno UB05 13,7 2 Sim (4) 

44 PBANKA_110850 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

297,8 1 Não (1) 

45 PF3D7_1033700 Proteína 
bromodomínio, putativa 53,9 2 Não (1) 

46 PF3D7_1016900  
Proteína de membrana 
de expressão precose 
10.3 (ETRAMP 10.3) 

11,9 2 Sim (5) 

47 PF3D7_1002100 Proteína PF70 (PF70) 68,9 3 Não (1) 

48 PF3D7_1476600 
Proteína de 

Plasmodium exportada, 
função desconhecida 

110,9 1 Não (1) 

49 PF3D7_1458100 
Proteína conservada em 

Plasmodium, função 
desconhecida 

6,8 1 Não (1) 

89 

(continuação) 
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Tabela 2 – Lista de proteínas de P. falciparum exclusivas a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 que contém ao menos um 
domínio transmembrânico. 

 
 

 
 
 
 
 

Número 

da 

proteína 

Número de Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de 

P. falciparum 

Identificada 

Peso 

Molecular 

da Proteína 

(kDa) 

Domínios 

Transmembrâ

nicos preditos 

 

Ao menos 3 Peptídeos exclusivos 

encontrados? Quantos? 

50 PF3D7_1439800 
Proteína de membrana 
associada à vesícula, 

putativo 
26,7 1 Não (1) 

51 PF3D7_0508000 Proteína 6- cisteína 
(P38) 40,5 2 Não (1) 

90 

(conclusão) 
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Com a coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 conseguimos identificar 51 

proteínas de P. falciparum capazes de se ligar especificamente ao IP3-biotina e que apresenta 

ao menos um domínio transmembrânico. 

 Infelizmente, não temos um modelo de referência para um receptor de IP3 em plantas 

terrestres ou em Apicomplexa o que faz com que a posterior triagem destes 51 candidatos 

baseando em caratcerísticas estruturais seja um processo arriscado e complicado. Entretanto, 

este trabalho é importante para selecionar potenciais proteínas que interagem com IP3 em 

Plasmodium, permitindo focar esforços na busca deste receptor em um número limitado de 

proteínas. Interessante ressaltar que a maior parte dos 51 potenciais candidatos ao receptor de 

IP3 revelados em nossa coluna ainda não possui uma função 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 tóxico da digestão da hemoglobina: a formação de hemozoína (Kumar et al., 

2007). Em mamíferos a principal via de degradação da hemina é a degradação em biliverdina 

(BV), catalisada pela enzima heme oxigenase (HO) (Docherty et al., 1984). 

 Okada (2009) reportou a existência de uma HO em P. falciparum (PfHO) capaz de 

converter hemina em bilirrubina, entretanto a existência desta via de detoxificação neste 

parasita não é um consenso na litetatura (Kumar et al., 2008; Sigala et al., 2012). Para 

compreender a função da PfHO, exploramos in vitro a sua capacidade em converter 

biliverdina em bilirubina (BR) e sua modulação na presença de metaloprotoporfirinas 

(moduadores clássicos da HO em mamíferos e inibidores da formação da hemozoína). 

Considerando a importância da via de detoxificação da hemina, testamos o potencial 

antimalárico das metaloprotoporfirinas em cultura de P. falciparum além de explorar o 

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

 

4.2.1Explorando a atividade Biliverdina Redutase da PfHO 

 

4.2.1.1Expressão e purificação 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 vitro, expressamos o gene da PfHOsem a região do 

peptídeo sinal em Escherichia coli (ver material e métodos) para obter uma PfHO 

recombinante. Esta clonagem foi realizada pelo Dr Robson Sartorello no Instituto de 

Biociências da USP e pela Professora Dra Ana Paula U. Araújo no Centro de Biotecnologia 

Molecular Estrutural, Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo. 

O grau de pureza da PfHO recombinante obtida foi inferida após os dois passos de 

purificação aplicadas na produção da enzima: cromatografia de afinidade para proteínas com 

cauda de histidina (Ni-NTA superflow) e cromatografia de exclusão molecular (HPLC) 

(figura 22). Ver material e métodos. A expressão e purificação da enzima PfHO foi feita com 
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a colaboração e auxílio do doutorando Fernando V. Maluf e Prof. Dr Rafael Guido no 

Instituto de Física de São Carlos, Departamento de Cristalografia, USP. 

 Após o passo de purificação na cromatografia de exclusão molecular, observamos na 

figura 22 B uma única banda de aproximadamente 29 kDa, o tamanho esperado para PfHO, 

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

 

Figura 22-Purificação da P. falciparum heme oxigenase recombinante.  

Em A: cromatograma exclusão de molecular (coluna Superdex 200 10/300 GL - GE Healthcare). Fase 
móvel em tampão Tris (pH 7,4)  50 mM tampão 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). Fração solúvel 
(canaleta S). Fração insolúvel (canaleta I). Amostra da heme oxigenase após purificação em 
cromatografia de exclusão molecular (canaleta P).   
 
 
4.2.1.2 Atividade biliverdina redutase (BVR) da PfHO recombinate 

  

Obtida a enzima PfHO recombinante purificada, demos início 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 e métodos) na presença de  NADPH (atua como doador de elétron). A 

glicose-6-fosfato (G6P) e G6P desidrogenase (G6P-DH) foram usadas na reação para 

restabelecer o NADPH. A reação foi montada na presença de um tampão TRIS-HCl pH:7,4 a 

37ºC. 

 A taxa de conversão da BV para BR catalisada pela PfHO foi monitorada no 

espectrofotômetro no comprimento de onda 454 nm (a banda de absorção mais forte da BR). 

Na figura 23 vemos a curva cinética que relaciona a OD (454 nm) em relação ao tempo. Na 
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presença do substrato BV e da enzima PfHO, observamos um aumento do valor da OD (454 

nm) nos primeiros 10 minutos da reação, sugerindo que in vitro a PfHO é capaz de catalisar a 

formação de BR a partir de BV. 

 

Figura 23-Atividade biliverdina redutase catalisada pela PfHO. 

Curva cinética (Densidade Óptica x Tempo em segundo) monitorando a atividade redutase da heme-
oxigenase PfHO. A formação da BR é monitorada no comprimento de onda 454 nm.  Curva 
representativa.  
 

Para confirmar BR como o produto final da reação catalisada pela PfHO, realizamos 

uma análise no HPLC-UV (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência)  co-injetando uma 

anostra pura de  BR com a reação enzimática observada na figura 23. A figura 24 A (linha 

verde) confirma a BR como produto da reação BVR catalisada pela PfHO. Para certificarmos 

da importância da PfHO na atividade BVR, o mesmo ensaio foi montado na ausência da 

enzima. Este controle foi aplicado no HPLC-UV (Figura 24 A, linha vermelha). A presença 

da PfHO na reação aumentou consideravelmente a presença da BR comparada na reação sem 

a enzima. Os experimentos com HPLC-UV foram realizadas pela Dra. Vânia B. Bueno 

orientada pelo Prof. Dr. Luiz H. Catalani no Departamento de Química Fundamental no 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 

Um espectro UV-Vis (200nm a 950nm) também foi medido a cada cinco minutos de 

reação BVR catalisada pela PfHO a fim de monitorar eventual precipitação ou espalhamento 

de luz durante a reação (Figura 24 B). A sobreposição dos espectros não sugere a ocorrência 

de precipitação de algum dos reagentes da reação BRV catalisada pela PfHO durante 30 

minutos de reação. 
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Figura 24-Bilirrubina é produto final da reação biliverdina redutase catalisada pela PfHO . 

Em A: Análise no HPLC-UV  visível (454 nm) evidenciando a formação de bilirrubina. Linha preta 
(bilirrubina) é um controle de injeção de bilirrubina. Linha Vermelha (BV) é o controle contendo 
biliverdina, glicose-6-fosfato desidrogenase, glicose-6-fosfato e NADPH, na ausência de PfHO. Linha 
verde (PfHO + BV) é a solução (BV) na presença de PfHO. B: Espectros  UV-Vis sobrepostos da 
reação que produz BR a partir BV catalisada pela PfHO. O espectro UV-Vis de 200nm a 950nm da 
reação foi medida a cada 5 minutos durante uma hora a fim de identificar possíveis deslocamentos 
espectrais 
 

Estes dados demonstram que a enzima PfHO recombinante apresenta atividade 

biliverdina redutase in vitro nas condições testadas neste protocolo. 

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

metaloprotoporfirinas 

  

Metaloprotoporfirinas são agentes clássicos na modulação da enzima heme oxigenase 

em mamíferos (Vreman et al., 1996). Esta propriedade fornece uma ferramenta farmacológica 

para estudar o efeito da modulação da heme oxigenase in vitro (Drummond et al., 1986). 

Entretanto a modulação da PfHO  pelas metaloprotoporfirinas  nunca foi testada, limitando o 

conhecimento sobre os mecanismos de ativação e inibição desta enzima. Para explorar esta 

questão, decidimos testar a capacidade da enzima purificada PfHO recombinante em catalisar 

a conversão da BV para  BR na presença das metaloprotoporfirinas: Fe-PPIX, PPIX, Co-

PPIX; Zn-PPIX; Cu-PPIX; Mn-PPIX e Ni-PPIX  nas concentrações 0,1; 1; 10; 25 e 50 M. A  

reação 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 modulação, usamos o programa GraphPad Prism para fazer a regreção 

linear da curva cinética (OD 454 versus tempo)  da reação BVR catalisada pela PfHO  

obtendo o valor do coeficiente angular (α) que indica a angulação da reta. O valor do α da 

reação BVR na presença da PfHO com solvente DMSO ou metaloprotoporfirina foi 

normatizada em relação ao α da reação BVR na presença da PfHO. 

Na figura 25 mostramos a modulação da hemina na atividade BVR catalisada pela 

PfHO. Hemina (Fe-PPIX) foi a única metaloprotoporfirina que aumentou a atividade PfHO 

recombinante na concentração de 10 µM  (115 ± 7%) e não mostrou qualquer inibição nas 

outras concentrações testadas.  

 

Figura 25-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de hemina.  

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de hemina (Fe-PPIX). No centro a 
representação estrutural do Fe (III) protoporfirina (hemina). Os dados representam três experimentos 
diferentes, cada uma contendo triplicata * P <0,05. 
 

Na figura 26 mostramos a modulação da protoporfirina (PPIX) na atividade BVR 

catalisada pela PfHO. A protoporfirina XI (PPI-IX) inibiu a reação BVR em concentrações 

superiores a 1 µM ( 80± 10%). As inibições observadas em 10 µM (76± 7%), 25 µM (77 ± 

6%) e 50 µM (71± 13%)  indicam a participação dos grupos existente na protoporfirina IX na 

inibição enzimática da PfHO. 
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Figura 26-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de protoporfirina IX.  

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de PPIX. No centro a representação 
estrutural protoporfirina IX  (PPIX). Os dados representam três experimentos diferentes, cada uma 
contendo triplicata. * P <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

 

Na figura 27 mostramos a modulação do cobalto protoporfirina (Co-PPIX) na 

atividade BVR catalisada pela PfHO. A adição de 10 M de Co-PPIX foi  suficiente para 

causar uma inibição de 42 ± 28% da atividade da enzima e 50 M desta metaloprotoporfirina 

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

 

Figura 27-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de cobalto protoporfirina IX.  

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de Co-PPIX. No centro a 
representação estrutural cobalto protoporfirina IX  (Co-PPIX). Os dados representam três 
experimentos diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001. 
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Interessante que a cobalto protoporfirina XI (Co-PPIX) é um indutor da atividade 

heme oxigenase in vivo em diversos tecidos (Maine et al., 1977). Neste aspecto, o Co-PPIX 

apresenta uma modulação distinta na atividade da PfHO comparada com a HO de humanos. 

Na figura 28 mostramos a modulação do cobre protoporfirina (Cu-PPIX) na atividade 

BVR catalisada pela PfHO. Somente as concetrações mais altas de Cu-PPIX causaram uma 

inibição daatividade da PfHO: 25 µM (57± 15%) e 50 µM (53 ± 30%). 

 

Figura 28-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de cobre protoporfirina IX.  

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de Cu-PPIX. No centro a 
representação estrutural cobre protoporfirina IX  (Cu-PPIX). Os dados representam três experimentos 
diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001. 
 
 

Na figura 29 mostramos a modulação do manganês protoporfirina (Mn-PPIX) na 

atividade BVR catalisada pela PfHO. A Mn-PPIX só inibiu a atividade da PfHO na 

concentração 50 µM (68 ±14%).  
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Figura 29-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de manganês protoporfirina IX.  

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de Mn-PPIX. No centro a 
representação estrutural manganês protoporfirina IX  (Mn-PPIX). Os dados representam três 
experimentos diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001. 

 

Este padrão de inibição observada com Mn-PPIX foi semelhante ao observado com o 

níquel protoporfirina (Ni-PPIX) (figura 30) onde a concentração 50 µM apresentou uma 

inibição de 26 ±41%. 

 

Figura 30-Atividade biliverdina redutase catalisada pela P. falciparum heme oxigenase na 
presença de níquel protoporfirina IX.  

O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de Ni-PPIX. No centro a 
representação estrutural niquel protoporfirina IX  (Ni-PPIX). Os dados representam três experimentos 
diferentes, cada uma contendo triplicata. *** p <0,001. 
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Na figura 31 mostramos a modulação do zinco protoporfirina (Zn-PPIX) na atividade 

BVR catalisada pela PfHO. A Zn-PPIX inibiu a atividade da PfHO a partir da concentração 

10 µM (83 ±9%). A concentração de 25 µM de Zn-PPIX inibiu 54 ± 19% da atividade PfHO 

enquanto que 50 µM inibiu 35 ±10%.  

 

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

 
O valor do coeficiente angular obtido do gráfico (Densidade ótica vs Tempo) na reação controle  sem 
DMSO ou protoporfirina metaladas (PfHO + BV)  foi considerado 100%. Percentual da ativação ou 
inibição da PfHO foi comparada com o controle DMSO (PfHO + BV + DMSO). O gráfico da 
atividade redutase da PfHO na presença de 0,1, 1, 10, 25 e 50μM de Zi-PPIX. No centro a 
representação estrutural zinco protoporfirina IX  (Zn-PPIX). Os dados representam três experimentos 
diferentes, cada uma contendo triplicata. * P <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 
 
 

O solvente DMSO, usado para solubilizar as metaloprotoporfirinas, não alterou a 

atividade BVR da PfHO recombinante, indicando que a modulação da atividade BVR 

catalisada pela PfHO se deve pela presença das metaloprotoporfirinas testadas. 

 

4.2.2Ação das metaloprotoporfirinas em P. falciparum 

 
4.2.2.1Zn-PPIX inibe a formação de hemozoína em culturas de P. falciparum 

 

O zinco protoporfirina XI (Zn-PPIX) é um clássico e eficiente inibidor da enzima 

heme oxigenase (Labbe et al., 1999). Após demonstrarmos que Zn-PPIX inibe in vitro a 

atividade BVR da PfHO (figura 31), decidimos testar a capacidade desta 

metaloprotoporfirina em  inibir a formação do cristal de hemozoína em eritrócitos infectados 

com P. falciparum. 
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A região da hemozoína em eritrócitos infectados com P. falciparum foi identificada 

por microscopia de contraste de fase (ver material e métodos) como pode ser observado na 

figura 32 B. A medição da área da hemozoína foi possível uma vez que este polímero forma 

um cristal escuro bem característico. 

Zn-PPIX na concentração 25 µM foi incubado por duas horas em cultura de P. 

falciparum  sincronizadas no estágio de trofozoíto (T). A área da hemozína destes parasitas 

foi comparada com o grupo controle que recebeu apenas DMSO (controle negativo), 1 µM de 

cloroquina (controle positivo) e ao tempo inicial (T0, área da hemozoína antes de iniciar a 

incubação de 2 horas) (figura 32 A). 

Foi demonstrado que a cloroquina inibe a formação do cristal de hemozoína no 

Plasmodium (Asawamahasakda et al.,1994), esta inibição está possivelmente associada a 

alcalinização dos compartimentos ácidos onde ocorre a formação da hemozoína (Gazarini et 

al., 2007) uma vez que a cloroquina é capaz de inibir os canais iônicos (Kumar et al., 2007) 

importantes no transportede prótons H+ no lúmem do vacúolo ácido. Como esperado, após 

duas horas de incubação com 1 µM de cloroquina, observamos uma diminuição  na área da 

hemozoína em P. falciparum ( 72 ±5%) ( figura 32 A). 

 

Figura 32-Medição da hemozína em P. falciparum. 

Em A: Gráfico da alteração de tamanho da hemozoína em porcentagem. Os valores do tempo inicital 
(T0) foram considerados 100%. Dados obtidos em 3 experimentos distintos. **  Para p˂  0.01 e *** 
p˂ 0,001. B: Imagem do confocal evidenciando um eritrócito infectado por P. falciparum no estágio 
de trofozoíto. A seta evidencia o cristal de hemozoína.  
 
 

A concentração 25µM de Zn-PPIX foi capaz de reduzir a área média do cristal de 

hemozína em apenas duas horas (65 ±16%). O solvente DMSO não reduziu a área da 

hemozoína quando comparado ao grupo T0, indicando que os efeitos inibitórios observados na 
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formação da hemozoína com a incubação com Zn-PPIX deve-se exclusivamente a presença 

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 área da hemozoína 

em P. falciparum  (figura 32). Para  verificar se a exposição das metaloprotoporfirinas 

durante 48 horas alteram a viabilidade em cultura de P. falciparum  dessincronizado, 

adicionamos no meio de cultura completo dos parasitas diferentes concentrações (0,1, 1, 10, 

25 e 50 µM) de hemina, PPIX e metaloprotoporfirinas sintéticas (Co-PPIX; Zn-PPIX; Cu-

PPIX;. PPIX-Mn e Ni-PPIX). 

Ao final da incubação de 48 horas do P. falciparum na presença das 

metaloprotoporfirinas, as células foram fixadas e marcadas com YOYO-1(marcador de DNA) 

como descrito no material e métodos. Na presença do YOYO-1, os eritrócitos infectados 

(contém DNA de origem do parasita)  apresentam uma fluorescencia distinta dos eritrócitos 

não infectados.  Desta forma a parasitemia é determinada a partir de gráficos de pontos 

(dispersão lateral versus fluorescência) de 105 células adquiridos num citómetro de fluxo 

(figura 33). 
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Figura 33-Gráfico de pontos(dispersão versus fluorescência) obtida em um citómetro de 
fluxo FACS Calibur.  

 
Eritrócitos não infectados (RBC) e infectados com P. falciparum (iRBC) marcados com YOYO-
1formam duas populações distintas. Cada ponto (evento) representa uma célula. Amostrado 105 células 
em cada amostra. 
 
 

Na figura 34 mostramos o efeito da hemina na viabilidade em P. falciparum após 48 

horas de incubação. Houve um decréscimo na viabilidade da parasitemia a partir da 

concentração de 10µM (75 ± 10%). Hemina nas concentrações 25 µM (51± 1%) e 50 µM (54 

± 14%) conseguiu matar metade da população de parasitas. Este dado reforça o efeito tóxico 

da hemina em P. falciparum.  

Na figura 35 mostramos o efeito protoporfirina IX (PPIX) na viabilidade em P. 

falciparum após 48 horas de incubação. A PPIX apresentou baixa toxicidade na população de 

P. falciparum, a queda na viabilidade destas células só foi observada na concentração de 50 

µM (74 ± 9%). Este dado evidencia a impotância do metal presente na protoporfirina IX no 

efeito antimalárico das metaloprotoporfirinas. 
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Figura 34- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença de hemina.  

A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 
células em um citômetro 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). A: valor da parasitemia na presença de 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de 
Fe-PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05 e *** p <0,001. 
 

Figura 35- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença de protoporfirina IX. 

A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 células 
em um citômetro 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 presença de 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM 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 após 48 horas de incubação. Co-PPIX só apresentou toxidade 

na concentração 50 µM (57 ± 19%).  

 

 

Figura 36- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença do cobalto protoporfirina IX. 

 
A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 células 
em um citômetro 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 presença de 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM 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 após 48 horas de incubação. Cu-PPIX reduziu drasticamente a viabilidade 

de P. falciparum  nas concentrações 25 µM (26 ± 15%) e 25 µM (11 ± 8%). 
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Figura 37-Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas de 
incubação, na presença de cobreprotoporfirina IX. 

 
 

A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 células 
em um citômetro 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 presença de 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM de Cu-PPIX. 
Os dados representam 4 experimentos distintos.  *** p <0,001. 
 
 

 A Mn-PPIX  foi a única porfirina a aumentar a parasitemia nas concentrações de 0.1 

µM  (110± 3%), 1 µM (114± 6%)  e 10 µM (113± 5%)  e não foi capaz de comprometer a 

viabilidade dos parasitas nas concentrações mais altas (figura 38). Este dado indica que o tipo 

de metal na metaloprotoporfirina é um fator importante no potencial antimalárico destes 

compostos. 
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Figura 38- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença de manganês protoporfirina IX. 

 
A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 105 
células em um citômetro 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 presença de 0,1; 1; 10; 25 e 50 µM 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 

após 48 horas de incubação na concentração 0.1 µM  (123± 8%) porém, foi capaz de reduzir a 

parasitemia nas concentrações  25 µM  (80± 10%) e 50 µM  (59± 7%) (figura 39).   
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Figura 39- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença de níquel protoporfirina IX. 

 

A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 
105 células em um citômetro 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 presença de 0,1; 
1; 10; 25 e 50 µM 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 após 

incubação de 48 horas nas concentrações 10 µM  (73± 13%), 25 µM  (51± 14%) e 50 µM  

(31± 7%) (figura 40). 
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Figura 40- Viabilidade dos eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum após 48 horas 
de incubação, na presença de zinco protoporfirina IX. 

 

A parasitemia foi determinada a partir do dot plots (dispersão lateral versus fluorescência) de 
105 células em um citômetro 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 presença de 0,1; 
1; 10; 25 e 50 µM de Zn-PPIX. Os dados representam 4 experimentos distintos. * P <0,05, ** p 
<0,01  e  *** p <0,001. 
 

O solvente DMSO isoladamente não interfere com a viabilidade do parasita (98± 3%). 

Não foi possível obter o IC50 das metaloprotoporfirinas livres devido a alta concetração 

necessária para que alguns compostos apresentem um efeito antimalárico. Concentrações de 

metaloprotoporfirinas acima de 50 µM apresentaram  precipitação dos compostos em cultura. 

Nossos dados confirmam que o potencial antimalárico das metaloprotoporfirinas livres é 

limitado em culturas de P. falciparum. 

 
 

4.2.2.3 Efeito da hemina, protoporfirina e metaloprotoporfirinas encapsuladas na viabilidade 

de P. falciparum 

 

As metaloporfirinas têm baixa solubilidade em meio aquoso neutro de modo que 

possam precipitar comprometendo seu transporte em membranas biológicas (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 nanocápsulas de polissacarídeos atelocolágeno de algas marinhas, pelo método de 

coacervação (Menger et al., 1998). As metaloportoporfirinas foram encapsuladas pela Dra  

Daiana K. Deda e pelo Prof. Dr Koite Araki no Departamento de Química Fundamental, IQ-

USP. O atenocolágeno foi o material escolhido para o encapsulamento uma vez que este 

composto não apresenta toxidade em células HeLa (Deda et al., 2009).  

Para testar o efeito da exposição das metaloprotoporfirinas encapsuladas durante 48 

horas na  cultura de P. falciparum dessincronizado realizamos incubações com diferentes 

concentrações (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 formulação das cápsulas não apresenta citotoxidade nos 

eritrócitos infectados, incubamos os parasitas durante 48 na presença do solvente DMSO 

encapsulado (figura 41). A presença das cápsulas+DMSO apresentou baixa toxidade nas 

concentrações mais altas: 800 nM (93± 2%), 900 nM (91± 1%) e 1000 nM (89± 1%). Nas 

concentrações abaixo de 800 nM o composto não prejudicou a parasitemia na cultura de P. 

falciparum.  A viabilidade dos parasitas na presença das metaloprotoporfirinas encapsuladas 

foi normatizada em relação ao controle cápsulas+DMSO. 

 

Figura 41 -Efeito da incubação das cápsulas de atelocolágeno marinho e DMSO após 48 
horas em cultura com P. falciparum. 

 
Gráfico de viabilidade dos parasitas na presença na presença das nanocapsulas com solvente DMSO 
(parasitemia vs. log da concentração).  Os gráficos representam a media mais desvio padrão de três 
experimentos distintos, triplicata cada. * P < 0,05. 
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Os valores de IC50 dos compostos encapsulados Fe-PPIX, PPIX, Co-PPIX, Zn-PPIX, 

Cu-PPIX, PPIX-Mn e Ni-PPIX obtidos após 48 horas de incubação em cultura de P. 

falciparum estão plotados na tabela 3. 

 

Tabela 3- Efeito da incubação de metaloprotoporfirinas encapsuladas após 48 horas em 
cultura com P. falciparum. Tabela indica os valores IC50, intervalo de confiança 
(95%CI) e R2 (valor da regressão não linear) de cada composto encapsulado. 
Dados obtidos de três experimentos distintos, triplicata cada. 

 
 

Composto 

encapsulado 

IC50 Intervalo de 

confiança (95%CI) 

R
2 

Fe-PPIX 556 nM 407 a 761 nM 0,93 

PPIX 454 nM 276 a 747 nM 0,95 

Co-PPIX 456 nM 215 a 967 nM 0,95 

Cu-PPIX 632 nM 184 a 2162 nM 0,93 

Mn-PPIX 781 nM 143 a 4271 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 antimalárico 

quando comparada a sua formulação livre uma vez que os compostos encapsulados 

apresentaram um efeito antimalárico em concentrações nanomolares. 

Dentre os compostos testados, a Zn-PPIX encapsulada apresentou melhor potencial 

antimalárico (IC50=330 nM). O Mn-PPIX encapsulado foi o composto com menor potencial 

antimalárico (IC50=781 nM). O Fe-PPIX apresentou um IC50 =556 nM, entretanto é 

importante ressaltar que o parasita já lida com altas concentrações de hemina durante seu 

desenvolvimento intraeritrocítico. A protoporfirina sem metal (PPIX) apresentou um IC50= 

454 nM, indicando um papel importante da protoporfirina IX na citotoxidade em P. 

falciparum. Considerando apenas o intervalo de confiança (95% CI) que indica o intervalo de 

concentração onde há 95% de probabilidade de encontrar o valor de IC50, confirmamos que os 

compostos Fe-PPIX, PPIX, Co-PPIX e Zn-PPIX de fato apresenta um efeito antimalárico em 

concentrações nanomolares. 

Nossos dados confirmam que o encapsulamento das metaloprotoporfirinas melhora 

consideravelmente seu efeito antimalárico.  
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4.2.3Ação da hemina, biliverdina e bilirrubina no ciclo intraeritrocítico de P. falciparum 

 

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

 

O principal mecanismo de detoxificação da hemina encontrado em Plasmodium é sua 

conversão no cristal de hemozoína ( -hematina) (Sherman et al., 1965). A via alternativa de 

detoxificação 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 função alternativa da detoxificação da hemina. 

Diversos trabalhos evidenciam que o sprodutos do catabolismo da hemina atuam como 

sinais moduladores nas vias de sinalização em mamíferos (Neuzil et al., 1994).  Para abordar 

se a hemina, BV e BR apresenta esta propriedade em P. falciparum, decidimos investigar a 

modulação do ciclo intraeritrocítico em cultura de P. falciparum desincronizados incubados 

por 48 horas na presença destes compostos. 

Eritrócitos infectados com parasitas dessincronizados foram incubados durante 48 

horas na ausência (controle) e na presença de 0,1; 1 e 10 M de hemina, BV e BR. 

Para analisar a distribuiçãodos estágios intraeritrocíticos do P. falciparum em A+T 

(anel e trofozoíto, ambas células mononucleadas) e E (esquizonte, célula multinuclear), as 

células foram marcados com YOYO-1 (marcador de DNA) e  analisadas em citómetro de 

fluxo comparando amostras controles de culturas sincronizadas. Esta técnica permite, além de 

calcular a parasitemia da amostra, diferenciar as duas populações A+T e E uma vez que estas 

contém quantidades distindas de DNA (figura 42). 
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Figura 42-Determinação dos estágios intraeritrocíticos em P. falciparum em FACS.  
 

Culturas de P. falicparum sincronizadas aplicadas em num citómetro de fluxo FACS Calibur. Cultura 
contendo estágios de anel e trofozoíto (R + T, área sombreada) e de cultura contendo esquizonte (E, 
linha preta) formam dois histograma (frequência de eventos vs fluorescência) distintos na região da 
fluorescência. RBC (eritrócitos não infectados). Amostrado 105 células em cada amostra. 

 

Na figura 43 demonstramos que a adição de hemina é capaz de modular o ciclo 

intraeritrocítico de P. falciparum. Na concentração 0,1 µM hemina aumentou a proporção dos 

estágios de  A+T (70 ±1%) e diminuiu a proporção de E (35 ±3%) comparado ao grupo que 

recebeu tratamento com DMSO (A+T: 50 ±1%e E: 52 ±5%). Hemina na concetração 1 µM 

apresentou efeito similar A+T (64 ±1%) e E (36 ±1%). A concentração  de 10 µM de hemina 

apresentou tendência a  toxidade (parasitemia: 91 ±1%) na cultura de P. falciparum, isto 

implica que a modulação do ciclo do parasita nesta concentração se deve a mortalidade dos 

eritrócitos infectados em cultura. 
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Figura 43-Efeito da hemina no ciclo intraeritrocítico de P. falciparum. 

 
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 (iRBC +DMSO). 
Estágiosde desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e 
torfozoíto) e E (esquizonte). Efeito de 0,1; 1 e 10 μM de hemina na cultura de P. falciparum. Os 
gráficos representam média mais desvio padrão de três experimentos independentes.* P<0,05 e ** 
p<0,01 . 
 
 

A incubação de 48 horas com biliverdina é capaz de modular o ciclo intraeritrocítico 

de P. falciparum (figura 44). Biliverdina na concentração 0,1 µM aumentou a proporção dos 

estágios de  A+T (68 ±1%) e diminuiu a propotção 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 

concentração 1 µM, A+T (64 ±1%) e E (37 ±2%). A alteração na proporção dos estágios 

induzida pela BV não alterou a parasitemia. Biliverdina na concentração 10µM apresentou 

toxidade para cultura (parasitemia 89 ±3%). 
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Figura 44-Efeito da biliverdina no ciclo intraeritrocítico de P. falciparum. 
 

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 (iRBC +DMSO). 
Estágios de desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e 
torfozoíto) e E (esquizonte).  Efeito de 0,1; 1 e 10 μM de BV na cultura de P. falciparum. Os gráficos 
representam média mais desvio padrão de três experimentos independentes.* P<0,05, ** p<0,01 e *** 
p <0,001. 

 

Diferente do observado com a hemina e biliverdina, a bilirrubina não foi capaz de 

modular os estágios intraeritrocíticos de P. falciparum (figura 45).  

Este é o primeiro trabalho a revelar que a hemina e biliverdina são capazes de modular 

o ciclo intraeritrocítico em P. falciparum. 
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Figura 45-Efeito da bilirrubina no ciclo intraeritrocítico de P. falciparum. 

 
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 (iRBC +DMSO). 
Estágios de desenvolvimento de P. falciparum foram separados em dois grupos: A+T (anel e 
torfozoíto) e E (esquizonte). Efeito de 0,1; 1 e 10 μM de bilirrubina. Os gráficos representam média 
mais desvio padrão de três experimentos independentes. 
 

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

  

Demonstrada a capacidade da biliverdina em modular o ciclo intraeritrocítico de P. 

falciparum (figura 44), iniciamos uma investigação para identificar proteínas capazes de se 

ligarem a biliverdina neste parasita. 

 Para a identificação de proteínas que se ligam a biliverdina, adaptamos um protoco 

sugerido por Berkelman et al. (1985). Neste protocolo, proteínas que interagem com BV 

quando expostas a uma solução rica em acetato de zinco apresentam fluorescência quando 

excitadas com comprimento de onda 450 nm. 

 Com esta técnica em mãos, usamos extratos de proteína de cultura de P. falciparum 

previamente tratadas com 20 µM 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 isoeletrofocalização (primeira dimensão) e posterior corrida em gel de 

poliacrilamida (segunda dimensão), os geis foram incubados em solução 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 revelação das proteínas e as 

imagens foram comparadas para localizar a posição das proteínas que fluoresceram (figura 

46). 

  

Figura 46-Ensaio para identificação de proteína-biliverdina em gel bidimensional.  

Em A: Extrato total de proteínas de P. falciparum pré-tratadas com 20 µM de BV. Colloidal Blue 
(esquerda) revelando todas as proteínas. Mesmo gel tratado com acetato de zinco (direita) revelando 7  
pontos (indicado pelos traços) positivos no ensaio de fluorescência. B: Extrato total de proteínas de P. 

falciparum pré-tratadas com volume de 0,5% de DMSO. Colloidal Blue (esquerda) revelando todas as 
proteínas. Mesmo gel tratado com Acetato de zinco (direita). Usadas tiras de 13 centímetros DryStrip 
(pH 4-7)  carregados com 600 μg de proteínas de P. falciparum 
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Na figura 46 B observamos que o gel carregado com as proteínas de P. falciparum 

tratadas com DMSO não apresentou pontos fluorescentes que coincidissem com a região das 

proteínas.  

 No gel que recebeu as amostras de proteína de P. falciparum pré-tratada com BV, 

foram observados sete pontos fluorescentes que coincidiram com proteínas (figura 46 A). 

Os pontos revelados no gel foram removidos e enviados para análise no espectômetro 

de massa (Taplin Mass Spectrometry) para identificação (tabela 4). 
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Tabela 4 – Lista de proteínas identificadas no ensaio com biliverdina/acetato de zinco no gel 
bidimensional.  

 

Número 

do ponto 

(spots) 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de P. 

falciparum Identificada 

Número total 

de peptídeos 

encontrados 

 

Número de Peptídeos 

exclusivos 

encontrados 

1 Pf3D7_09 Proteína homóloga ao 
regulador de glicose 136 39 

 Pf14_0517 Peptidase, putativa 22 19 

 PfI0875w Proteína “heat shock” 18 5 

 Pf3D7_04 Proteína puntativa, não 
caracterizada 5 5 

 Pf11_0245 
Subunidade alfa do fator 

EF-1 de elongação e 
tradução, putativa 

3 3 

 Pf08_0054 Proteína “Heat shock” 
70kDa 4 3 

2 Pf3D7_09 Proteína homóloga ao 
regulador de glicose 161 49 

 Pf14_0517 Peptidase, putativa 18 18 

 Pf11_0245 
Subunidade alfa do fator 

EF-1 de elongação e 
tradução, putativa 

7 7 

 PfIT_PFD0095c 
Proteína exportada de 

Plasmodium (PHISTb), 
função desconhecida 

8 7 

3 Pf08_0054 Proteína “Heat shock” 
70kDa 200 64 

 Pf3D7_09 Proteína homóloga ao 
regulador de glicose 24 14 

4 Pf08_0054 Proteína “Heat shock” 
70kDa 416 91 

 Pf3D7_09 Proteína homóloga ao 
regulador de glicose 11 9 

(continua) 
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Tabela 4 – Lista de proteínas identificadas no ensaio com biliverdina/acetato de zinco no gel 
bidimensional.    

 

 

 

 

Número 

do ponto 

(spots) 

Número de 

Acesso 

PlasmodB 

Nome de Proteína de P. 

falciparum Identificada 

Número total 

de peptídeos 

encontrados 

 

Número de Peptídeos 

exclusivos 

encontrados 

 PfC0915w RNA helicase dependente 
de ATP, putativa 6 5 

5 Pf10_0155 Enolase 407 68 

 PfL1110c 
Subunidade regulatória de 

proteína quinase 
dependente de AMPc 

3 3 

6 PFL2215w Actina-1 58 12 

 MAL8P1.69 Proteína 14-3-3, putativa 7 7 

 Pf14_0124 Actina-2 4 3 

7 PFL2215w Actina-1 185 48 

 Pf14_0124 Actina-2 16 14 

 PfF03535w Ornitina aminotransferase 8 8 

 PFIT_PF14_0655 Helicase 5 5 

 PFTI_PFL0185c Proteína de nucleossomo 4 4 

 MAL8P1.69 Proteína 14-3-3, putativa 3 3 

(conclusão) 
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Nesta análise  não foram consideradas  proteínas com menos de 3 peptídeos exclusivos 

identificados  (limite mínimo para validar a presença da proteína em uma amostra). O ensaio 

revelou a enzima a enolase (número de acesso no Plasmodb: Pf10_0155),  localizada no ponto 

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

 

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

 

5.1.1 Mobilização de Ca
2+

 na presença do segundo mensageiro IP3 em Plasmodium 

 

5.1.1.1Probenecide é importante nos ensaios de medição de Ca
2+

 em P. falciparum 

 

O probenecide, um derivado lipossolúvel do ácido benzóico, é capaz de inibir os 

transportadores de ânions orgânicos sendo utilizado para evitar a compartimentalização e a 

extrusão de marcadores fluorescentes de Ca2+ (Di Virgilio et al., 1990;  Gazarini et al., 2003). 

Biagini et al. (2003) e Rohrbach et al. (2005) demonstraram que os indicadores 

fluorescentes de Ca2+ são acumulados nos compartimentos ácidos em Plasmodium 

comprometendo as medições de Ca2+ citossólicos no estágio intraeritrocítico. Entretanto, a 

adição de 40 µM de probenecide utilizado em nosso protocolo foi o suficiente para evitar a 

compartimentalização do Fluo 4-AM e do caged-IP3 (figura 8). 

Sem o uso do probenecide, não foi possível observar a mobilização de Ca2+ induzida 

pela fotoliberação do IP3 e pelo bloqueio a Ca2+ ATPase (SERCA) promovida pela 

tapsigargina (figura 8 A). O contínuo decréscimo da linha basal observada na figura 8 A 

indica a constante e gradual remoção do Fluo 4-AM no citoplasma do parasita não 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 necessário para detectar 

mudanças de Ca2+ citossólico em eritrócitos infectados com P. falciparum. 

 

5.1.1.2  P. falciparum no estágio trofozoíto em seu ambiente natural é capaz de mobilizar 

Ca
2+ 

na presença do IP3 

 

A capacidade do parasita  P. falciparum no estágio de trofozoíto dentro do eritrócito 

de mobilizar Ca2+ na presença do segundo mensageiro IP3 foi testada com uso do caged-IP3 

permeável. 

O desenvolvimento do caged-IP3 permeável a membranas celulares (Dakin et al., 

2007) permitiu manipular os níveis de IP3 citossólico em condições fisiológicas e demonstrou 

ser uma ferramenta conveniente ao estudo nas formas intraeritrocíticas de Plasmodium uma 
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vez que o caged-IP3 deve atravessar a membrana do eritrócito, a membrana do vacúolo 

parasitófaro e a membrana do parasita para enfim chegar e se acumular no citoplasma do 

Plasmodium. 

Passos et al. (1998) trabalharam com IP3 não permeável e por isto precisou isolar e 

permeabilizar P. chabaudi para demonstrar a sensibilidade do parasita ao IP3. Este 

experimento bioquímico foi um importante passo para demonstrar a existência de uma 

maquinaria capaz de perceber o IP3 em Plasmodium. Na fisiologia celular, a permeabilização 

da membrana interfere com sua a homeostase de Ca2+, importante mecanismos que regula o 

funcionamento do próprio receptor de IP3 (Taylor et al., 2002). Neste aspecto, nossos dados 

complementam o trabalho de Passos et al. (1998). 

A figura 9 revela um aumento transiente do Ca2+ após a fotoliberação do IP3 em um 

eritrócito infectado marcado com Fluo 4-AM e caged-IP3 durante 45 minutos, tempo 

suficiente para causar a de-esterificação destes marcadores em células de mamífero (Smith et 

al., 2009).  

Outra grande vantagem do uso do caged-IP3 está no controle da liberação do IP3 de 

forma rápida e não 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 fotoliberação do IP3 é induzida por um 

pulso de luz UV, foi necessário certificar que o Ca2+ mobilizado observado em nossos 

resultados não se deve a algum dano ou efeito tóxico induzido pela luz UV. Eritrócitos 

infectados e não infectados marcados apenas com Flu 4-AM não apresentaram mobilização de 

Ca2+ na presença do pulso UV indicando que o UV não é capaz induz Ca2+ em nosso 

protocolo. Em eritrócito infectado sem caged-IP3 submetidos a séries de pulso UV a adição de 

5 µM de tapsigargina liberou Ca2+ indicando que este íon estava passível em ser mobilizado 

pelo parasita (figura 10). Este controle é importante, pois demonstra que energia do pulso UV 

canalisada com a objetiva de 40 vezes não é suficiente para causar  mobilização de Ca2+ e 

nem impede do Ca2+ ser mobilizado posteriomente por outros fármacos como tapsigargina e 

cloroquina.  

Eritrócitos humanos maduros não possuem núcleo e diversas organelas, incluindo 

retículo endoplasmático (Grasso et al.,1962). Era esperada a incapacidade destas células em 

mobilizar Ca2+ tanto na presença de IP3 e de tapsirgagina (figura 11). Este dado demonstra 

que a mobilização de Ca2+ em eritrócitos infectados induzida por IP3 observada na figura 9 

teve origem no parasita. 
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Este é o primeiro trabalho a usar o sistema de fotoliberação do IP3 no grupo 

Apicomplexa, por extensão, o primeiro a demonstrar fisiologicamente a capacidade do P. 

falciparum em seu ambiente natural em liberar Ca2+ induzido por IP3 sem a necessidade de 

usar agonistas que estimulem a PLC. 

 

5.1.1.3 Retículo endoplasmático é o principal estoque de Ca
2+

 sensível ao IP3 em P. 

falciparum 

 

Trabalhos com Plasmodium  isolados e permeabilizados sugeriram a existência de dois 

compartimentos capazes de armazenam  Ca2+: retículo endoplasmático (ER) e vacúolos ácidos 

(Passos et al., 1998; Varotti et al., 2003).  

Em mamíferos, o retículo endoplasmático é o principal estoque de Ca2+ sensível ao IP3 

(Streb et al., 1983). Passos et al. (1998) observaram a mobilização de Ca2+ induzida por IP3 

em P. chabaudi isolados e permeabilizados mesmo após depletar os estoques do retículo 

endoplasmático,  sugerindo que os compartimentos ácidos são sensíveis ao IP3 neste parasita. 

Entretanto, ao depletar os estoques de Ca2+ do retículo endoplasmático em P. 

falciparum com tapsigargina, não observamosa mobilização de Ca2+ induzida por IP3. Este 

dado sugere que os compartimentos ácidos de P. falciparum não são sensíveis ao IP3 e 

confirma que o retículo endoplasmático é a principal compartimento sensível ao IP3 neste 

parasita (figura 12). 

A discrepância quanto aos compartimentos sensíveis ao IP3 no trabalho de Passos et al. 

(1998) com este trabalho pode  refletir a distância evolutiva (figura 1) entre P. falciparum e 

P. chabaudi (malaria de roedor) quanto a distribuição dos recceptores de IP3. É importante 

ressaltar que neste trabalho a sensibilidade ao IP3 foi testata em condições mais próximas do 

fisiológico. Interessante que um único pulso de UV não é capaz de liberar todo o IP3 do 

caged-IP3, células endoteliais de mamíferos e tubo polínico de Agapanthus marcadas com 

caged-IP3 respondem a mais de uma rodada de liberação de IP3 (Monteiro et al., 2005; 

Rainbow et al., 2009). Em nosso protocolo, usamos a concentração de 2 µM de caged-IP3, 

sendo que apenas uma parte é liberada pelo pulso de UV.  

Huang et al. (2012) demonstraram que os compartimentos ácidos do parasita 

Trypanosoma brucei possuem receptor de IP3 e que estes são capazes de mobilizar Ca2+ com a 

fotoliberação do IP3. Entretanto,  para observar a liberação de Ca2+ nos compartimentos ácidos 

os autores precisaram marcar o parasita com 10 µM de caged-IP3 (cinco vezes mais a 
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concentração usada em nosso protocolo) e excitar a fotoliberação do IP3 com seis pulsos de 

luz UV. Este fato indica que é necessária uma grande concentração de IP3 para estimular a 

mobilização de Ca2+ dos compartimentos ácidos em T. brucei. Em P. falciparum marcados 

com caged-IP3 não exploramos a mobilização de Ca2+ dos compartimentos ácidos com 

múltiplos estímulos de luz UV e com concentrações maiores de 2 µM de caged-IP3. Neste 

caso, há a possibilidade do P. falciparum ter compartimentos ácidos sensíveis ao IP3, porém 

esta mobilização é alcançada em concentrações de IP3 superiores ao necessário para mobilizar 

Ca2+ do retículo endoplasmático. 

 

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

 

 Neste trabalho mostramos a sensibilidade de P. falciparum ao IP3 no estágio 

trofozoíto (aproximadamente 24 horas após a invasão), entretanto o mesmo não foi observado 

em esquizonte (aproximadamente 36 horas após a invasão)(figura 13). 

 Este dado demonstra que a sensibilidade de P. falciparum ao IP3 não é constante no 

seu desenvolvimento intraeritrocítico levantando a interessante possibilidade da maquinaria 

de sinalização PLC/IP3R ser regulada de forma diferencial durante o desenvolvimento do 

parasita. 

 Quinases dependentes de Ca2+ e outras proteínas ligantes a este íon são 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 importância do Ca2+ para a liberação do parasita do 

eritrócito. Dvorin et al. (2010) demonstraramque esquizontes segmentados usam uma proteína 

quinase dependente de Ca2+ (PfCDPK5) para se liberar do eritrócito.  Outra proteína quinase 

dependente de Ca2+ (PfPKB) participa do processo de reinvasão pelos merozoítos (Koyama et 

al., 2009; Vaid et al., 2006).  Merozoítos também mobilizam Ca2+ quando ocorrem mudanças 

nas concentrações do íon K+ quando estes saem do eritrócito (Singh et al., 2010). A 

mobilização de Ca2+ nos merozoítos assim como a ativação da PfPKB podem ser bloquedas 

na presença do U73122 (inibidor da PLC) implicando que nestes estágios o parasita depende 

da sinalização por IP3. 

 Neste trabalho, foi observada a mobilização de Ca2+ pelo esquizonte na presença de 

tapsigargina (Figura 13) indicado a integridade do vacúolo parasitóforo (estrutura importante 

para manter os estoques de Ca2+ no parasita, Gazarini et al., 2003). É possível que em 



126 
 

 
 

esquizontes seja necessária uma concentração de IP3 maior para mobilizar Ca2+ do RE 

comparado ao trofozoíto, neste caso a concentração de receptores de IP3 localizada no RE não 

seria uniforme durante o ciclo intraeritrocítico. 

 Devido à limitaões técnicas relacionadas à objetiva do microscópio e a forma como 

esta concentra a energia do pulso UV, ficamos limitado ao uso de uma objetiva 40x. Neste 

aumento não conseguimos observar de forma satisfatória os parasitas no estágio de anel e na 

forma de merozoítos.  

 

5.1.2A via de sinalização da melatonina inclui a geração do IP3 em P. falciparum 

 

5.1.2.1Melatonina mobiliza Ca
2+ 

através da via dependente de IP3 em P. falciparum 

 

Neste trabalho mostramos que a melatonina induz um aumento transiente de Ca2+ 

similar ao padrão observado da resposta de indução de Ca2+ induzida pelo segundo 

mensageiro IP3 (figura 14 e figura 9, respectivamente) sugerindo a ativação da via que 

culmina na produção de IP3. Entretanto, com o uso do mio-inositol radioativo, obtivemos a 

primeira evidência direta de que a melatonina aumenta os níveis de inositol fosfato (IP3/IP4) 

intracelular no parasita da malária (figura 15).  

Elabbadi et al. (1994) demonstraram um aumento dos níveis de inositol fosfato  em P. 

faciparum marcados com [H3]-mio-inositol com o uso da ionomicina (ionóforo de Ca2+), 

razão pela qual escolhemos esta droga como um controle positivo(figura 15). 

Em células de mamífero é possível separar o IP3 dos outros inositois fosfatos (IP1, IP2 

e IP4) (Thomas et al., 1984), entretanto devido a um baixo número de eritrócitos infectados 

(parasitemia em torno de 10%) e o fato do parasita ocupar apenas uma fração do volume do 

eritrócito, não foi possível  obter sinal forte o suficiente para medir separadamente os inositois 

fosfatos. Outro fator que limita a marcação de P. falciparum com [H3]-mio-inositol e 

enfraquece o sinal na medição dos inositois fosfatos é a presença de mio-inositol não marcado 

no plasma (Fisher et al., 2002). Para contornar o problema do baixo sinal, usamos a coluna de 

troca iônica para eluir os isômeros de IP3 e IP4 juntos. A principal via de formação do IP4 é 

através da fosforilação do IP3 (Irvine et al., 1986), assim avaliar o IP3 e IP4  juntos reflete os 

níveis do segundo mensageiro IP3 produzido na célula. O pré-tratamento das células com 

cloreto de lítio (LiCl) foi necessário para evitar a desfosforilação dos inositóis fosfatos 

(Elabbadi et al., 1994; Irvine et al., 1985; Thomas et al., 1984). 
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As concentrações de melatonina abaixo de 100 µM não causaram um aumento 

significativo do IP3/IP4. Incubações de 48 horas com melatonina em concetrações abaixo de 1 

µM são capazes de modular o ciclo intraeritrocítico em P. falciparum (Beraldo et al., 2005; 

Hotta et al., 2000; Schuck et al., 2011). Entretanto o estímulo induzido pela melatonina neste 

trabalho foi de apenas 20 minutos. Embora a melatonina seja relativamente hidrofóbica e 

capaz de atravessar as membranas do eritrócito, não podemos ter certeza da concentração de 

melatonina que de fato chega ao parasita durante 20 minutos de estímulo. Assim, uma 

concentração mais alta de melatonina seja necessária para alcançar a liberação máxima de 

inositol fosfato neste curto espaço de tempo. 

Hotta et al. (2000) reportaram que o hormônio melatonina induz mobilização de 

Ca2+em P. chabaudi e P. falciparum sendo que esta resposta é abolida na presença do  

U73122 (inibidor de fosfolipase C). Importante ressaltar que neste trabalho conseguimos 

mostrar a relação melatatonina/ativação da PLC sem a necessidade de drogas inibitórias, 

evitando efeitos inespecíficos potencialmente produzidos por estes fármacos. 

Em mamíferos os receptores de melatonina podem se associar à proteína G que 

provoca a ativação da PLC e geração de IP3 (Brydon et al., 1999;  Lai et al., 2002; Steffens et 

al., 2003), esta via de sinalização ativada pela melatonina já foi demonstrada em melanócitos 

de Xenopus (Mullins et al., 1997) e dinoflagelados (grupo-irmão dos Apicomplexas) (Tsim et 

al., 1997). A ausência  de uma proteína G identificada no genoma de Plasmodium sugere que 

a identidade do receptor de melatonina em  P. falciparum seja distinta do hospedeiro humano. 

Uma forte evidência que sugere a existência de uma proteína G em P. falciparum é o fato do 

inibidor luzindol inibe a resposta de Ca2+ induzida pela melatonina (Hotta et al., 2000). 

Luzindol é um antagonista clássico para o receptor de melatonina (Dubocovich, 1988). 

A maior parte dos eritrócitos infectados com P. falciparum não conseguiu mobilizar 

Ca2+ na presença de IP3 após mobilização deste íon induzida pela melatonina (figura 16) 

indicando uma saturação dos receptores de IP3 desencadeada pela melatonina.Interessante 

ressaltar que entre a mobilização de Ca2+ induzida pela melatonina e a liberação do IP3 teve 

um intervalo maior que 60 segundos. Este dado revela que os receptores de IP3 em P. 

falciparum levam um tempo longo para recuperar a sensibilidade ao IP3. A adição de mais IP3 

durante a mobilização de Ca2+ induzida pela melatonina não alterou o apecto transiente da 

resposta (figura 17 B). Este dado revela que a melatonina é um agonista capaz de saturar os 

receptores de IP3 em P. falciparum. Infelizmente, sem o conhecimento da proteína que atua 
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como receptor de IP3 em Plasmodium é difícil inferir a sensibilidade deste receptor ao IP3, sua 

modulação e densidade no retículo endoplasmático. 

Considerando a literatura e os dados deste trabalho, defendemos a hipótese de que a 

melatonina em  P. falciparum ativa a PLC via  proteína G  para gerar o segundo mensageiro 

IP3 que culmina na liberação de Ca2+ do retículo endoplasmático (figura 47) 

 

Figura 47-Esquema da via de sinalização estimulada pela melatonina em eritrócitos 
infectados com P. falciparum no estágio trofozoíto.  

 

 
 
 
R: receptor de melatonina. G: proteína G. PLC: fosfolipase C. IP3R: receptor de IP3. ER: retículo 
endoplasmático. CA: Compartimento ácido.  
Fonte: Baseado Alves et al. (2010); Beraldo et al. (2005); Hotta et al. (2000).  
 
 
5.1.3 Uso do modulador IP3-esponja e do sensor de IP3  IRIS em Plasmodium falciparum 

 

5.1.3.1IP3-eponja e IRIS expresso epissomalmente em P. falciparum no vetor pARL 

 

IP3 esponja, um peptídeo de 380 aminoácidos derivado do sítio de ligação do receptor 

de IP3 do tipo I de camundongos  (Uchiyama et al.,2002) possui a capacidade de se ligar ao 

IP3 sem exercer qualquer atividade fisiológica, atuando assim como um tampão de IP3 celular. 

Usui-Aoki et al. (2005), com a expressão do IP3 esponja nas células gustativas  em drosófilas, 

conseguiram dessensibilizar a percepção do sabor doce em drosófilas confirmando que via de 
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sinalização para percepção do sabor doce neste inseto depende da liberação de Ca2+ induzida 

por IP3. 

O sensor de IP3 denominado IRIS é derivado do mesmo sítio de ligação do qual o IP3 

esponja é formado, entretanto não se liga com a mesma afinidade que o IP3 esponja sendo 

usado como um sensor de IP3 celular graças à inserção de duas proteínas fluorescente (Venus 

e ECFP) (Matsu-ra et al.,2006). 

Neste trabalho tentamos expressar epissomalmente em P. falciparum o IP3 esponja e o 

IRIS com o uso de um vetor de expressão constitutiva pARL (Struck et al., 2005) (figuras 18 

e 19, respectivamente). Entretanto não obtivemos parasitas expressando IP3 esponja e IRIS. 

Usando o mesmo protocolo de transfeção, parasitas transfectados com o vetor pARL contendo 

apenas GFP foram observados após três semanas de seleção(figura 20). Estes dados sugerem 

que a expressão epissomal do IP3 esponja e IRIS, regulada pela região promotora do 

transportador resistente a cloroquina (um promotor constitutivo) impedem a viabilidade 

celular de P. falciparum. 

 Enmoto et al. (2012) demonstraram que a inibição da via de  sinalização do IP3 através 

do uso do inibidor do IP3R (2-APB) compromete a viabilidade celular do P. falciparum em 

apenas 40 horas. Neste trabalho, Enmoto et al. (2012) acompanharam a mobilização de Ca2+ 

espontânea em eritrócitos infectados com anéis e trofozoítos, entretanto a adição de 100 µM 

2-APB em cultura bloqueou a mobilização de Ca2+ nestas células comprometendo o 

desenvolvimento intraeritrocítico em P. falciparum. Este dado demonstra que a via de 

sinalização dependente de IP3 é 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 antimalárico na inibição do IP3R. 

 Para obter uma transfecção epissomal em P. falciparum é necessária uma constante 

seleção por pelo menos 21 dias (Fidock et al.,1998). Se considerarmos que o IP3 esponja e o 

IRIS, ambos capazes de se ligar ao IP3 celular, deva interferir com a sinalização dependente 

de IP3, 21 dias (cerca de 10 ciclos completos da fase intraeritrocítica de P. falciparum) na 

presença destas proteínas deve ser tempo suficiente para impedir a viabilidade celular 

comprometendo o sucesso da transfeção. 

 Raabe et al. (2011) conseguiram expressar em P. berghei uma sonda capaz de se ligar 

tanto ao fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (PIP2) quanto ao IP3. Esta sonda reconhece o 

domínio PH (Pleckstrin) da PLCδ1 humana (Violin et al., 2003) e não impede que o IP3 se 

ligue ao receptor e atue como segundo mensageiro, evitando assim qualquer efeito tóxico 
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causado pela remoção do IP3 celular. Neste trabalho, gametócitos expressando a sonda 

fluorescente apresentam a fluorescência na membrana (onde se localica a PIP2). Porém 

quando estas células foram excitadas com ácido xanturênico (pequeno composto presente no 

trato intestinal do mosquito capaz de estimular a gametogênise em Plasmodium através da 

mobilização de Ca2+) foi observado um deslocamento da fluorescência da membrana para o 

citoplasma destas células, indicando a formação do IP3. Este trabalho é também uma 

evidência de que a  PLCδ em Plasmodium atua na via de sinalização PLC/IP3. 

 Uma interessante estratégia para obter com sucesso parasitas expressando proteínas 

que se ligam ao IP3 como o IRIS e IP3 esponja é o uso de vetores que permitam um sistema de 

expressão induzível em Plasmodium. 

 

5.1.4 Busca pelo receptor de IP3 em P. falciparum 

 

5.1.4.1Coluna de cromatografia de afinidade ao IP3e busca por bioinformática 

 

A capacidade do P. falciparum em mobilizar Ca2+ na presença do IP3 demonstrada 

neste trabalho revela a existência de uma proteína que atua como receptor de IP3 neste 

parasita. 

Hirata et al. (1990) desenvolveram uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 e 

demonstrou que esta coluna era capaz de purificar enzimas que desfosforilam IP3 de extrato 

de proteína obtido de cérebros de ratos. Basicamente, esta coluna consiste em um IP3 

associado a um grupo químico capaz de se ligar de uma forma estável 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 proteínas de células do olho de polvo. 

Entretanto, com o surgimento e acesso aos dados dos sequenciamentos dos genomas, passou 

ser mais prático e barato encontrar proteínas que participam da via de sinalização dependente 

de IP3 através detécnicas de bioinformática (por exemplo, o BLAST), usando a sequências de 

DNA e proteínas já caracterizadas em outros grupos.  

Seguindo esta abordagem, Prole et al. (2011) usaram as regiões conservadas dos 

receptores de IP3 e receptor e de rianodina (RyR) em mamíferos no genoma de P. falciparum. 

Porém este grupo não encontrou  nenhum  gene candidato para receptor de IP3 nos parasitas 

do grupo dos Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma, Babesia). Apesar das crescentes 
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evidências de que o Plasmodium  usa IP3 como segundo mensageiro, os domínios 

conservados do IP3R em animais não são encontrados no genoma de Plasmodium, indicando 

que no Apicomplexa estes receptores sejam mais similares com as plantas (Nagamune et al., 

2006). 

As plantas terrestres de fato se encontram em uma situação similar a de Plasmodium 

quanto à caracterização do receptor de IP3.  Há evidência de que receptores de IP3 e/ou 

rianodina participam na sinalização de Ca2+ dependente estimulada por ácido abscísico em 

células guardas (Meimoun et al.,2009). Monteiro et al. (2005) demonstram a capacidade das 

células do tubo polínico de Agapanthus de mobilizar Ca2+ induzida pela fotoliberação do IP3. 

Lin et al. (2004), usando a técnica de microarray, tentaram identificar genes relacionados a via 

de sinalização por inositol, entretanto os candidatos apontados pela técnica não atuam como 

IP3R em plantas. O  uso do BLAST tendo como sonda a região de ligação do receptor de IP3 

em camundongos não 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 sensível em detectar homologias em proteínsa remotas, não encontrou 

candidatos ao receptor de IP3 em plantas (Krinke et al., 2007). 

 Uma vez que as ferramentas de bioinformática ainda não apontaram canditatos para 

receptor de IP3 em Plasmodium, usamos uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3. 

(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 

fígado de camundongos o receptor de IP3 do tipo I e III (Tabela 1). Embora um número alto 

de proteínas de fígado de camundongo (ao todo 1549) tenha se mantido na coluna mesmo 

após as  lavagens,  nossa técnica conseguiu resgatar estes dois receptores em quantidades bem 

acima do limite de sensibilidade do espectrômetro de massa. O limite seguro para indicar a 

presença de uma proteína na amostra é a deteção de pelo menos 3 peptídeos exclusivos desta 

proteína. O receptor de IP3 tipo I apresentou 14 peptídeos exclusivos enquanto o receptor do 

tipo II apresentou 10. Uma fosfolipase Cδ foi resgatada da coluna (3 peptídeos exclusivos). 

 Este resultado demonstra a capacidade da coluna em se ligar a um receptor de IP3 

mesmo na presença de diversas proteínas capazes de degradar o IP3 no extrato. Usando o 

mesmo protocolo, tentamos encontrar proteínas candidatas ao receptor de IP3 em P. 

falciparum. 
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 Diferentemente do camundongo, em que as proteínas da via de sinalização dependente 

de IP3 são bem conhecidas e caracterizadas, foi necessário adicionar um controle negativo 

(uma coluna contendo somente sefarose-estreptavidina) para identificar as proteínas de P. 

falciparum que se ligam a matriz de sefarose. Excluindo as proteínas de P. falciparum do 

controle negativo com as proteínas da coluna contendo IP3 que recebeu extrato de proteína de 

P. falciparum, obtivemos 206 proteínas. Entretanto, como as propriedades do receptor de IP3 

em Apicomplexa e em plantas são desconhecidas, o único critério estrutural utilizado neste 

trabalho para selecionar um candidato ao receptor de IP3 foi a presença de ao menos um 

domínio transmembrânico.  

 Todos os receptores de IP3 já caracterizados apresentam ao menos um domínio 

transmembrânico que permite o receptor se acoplar a uma membrana. Usando esta triagem 

nas 206 proteínas exclusivas da coluna contendo IP3 com extrato de P. falciparum, chegamos 

ao número de 51 potenciais candidatos ao IP3R (tabela 2). 

É possível que o receptor de em Plasmodium seja formado por um complexo de 

diferentes proteínas e que sua funcionalidade como receptor só seja obtida com a correta 

interação entre elas. Isto explicaria em parte, do por que as técnicas de bioinformática ainda 

não conseguiram resgatar um candidato usando como modelo o receptor de IP3 atualmente 

conhecidos que são formadas da interação de um único tipo de proteína. Neste caso, é 

possível que uma ou mais das proteínas candidatas indicadas neste trabalho faça parte deste 

complexo. 

 Como qualquer busca a uma proteína desconhecida, cada etapa de seleção usada em 

nosso protocolo envolve um risco de excluir a proteína que de fato atua como receptor de IP3. 

Se a proteína que atua como receptor de IP3 em Plasmodium for capaz de se ligar a sefarose, a 

exclusão das proteínas em comum do controle negativo com a do grupo Pf(+) (figura 19) irá 

remover o candidato ao IP3R da análise. Neste caso, uma abordagem que levasse em 

consideração a abundância das proteínas entre estes grupos seria uma forma mais segura de 

analisar os dados, ao custo de obter uma lista maior de candidatos. Se o IP3R em Plasmodium 

for uma proteína pouco abundante, há a possibilidade de que mesmo com o enriquecimento 

deste receptor com a coluna, este não atinja a sensibilidade do equipamento de identificar a 

proteína. Importante ressaltar que o uso de uma coluna de cromatografia por afinidade ao IP3 

para obter candidatos ao receptor de IP3 em Apicomplexa nunca foi relatado na literatura.  

 Se por um lado a diferenças entres os IP3R entre os animais e Plasmodium dificulta a 

identificação desta proteína no parasita da malária, por outro aumenta o interesse como alvo 
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farmacológico. Nossos dados demonstram a importância desta proteína na transdução de 

sinais ativada pela melatonina e a importância deste receptor na viabilidade celular. Há um 

longo caminho para indentificaçãoe caracterização de um IP3R em Plasmodium. Esta é uma 

peça ainda desconhecida na sinalização de importantes grupos como o Apicomplexa. 

 

5.2 Papel da heme oxigenase em P. falciparum 

 

5.2.1Atividade Biliverdina Redutase (BVR) da PfHO 

 

A degradação da hemoglobina é a principal fonte de aminoácidos durante o 

desenvolvimento intraeritrocítico do Plasmodium (Langreth, 1976), entretanto neste processo 

libera a hemina, uma molécula com efeitos tóxicos (Van der Zee et al., 1996). O 

sequestramento da hemina para formar um polímero de hemozoína ( -hematina) é o 

mecanismo de detoxificação mais importante nas espécies de Plasmodium (Sherman et al., 

1965). 

A descoberta e caracterização da enzima heme oxigenase em P. falciparum (Okada, 

2009) levantou a possibilidade do parasita em usar a via de detoxificação da hemina que 

culmina na formação de BV e BR (figura 7). Neste trabalho, Okada (2009) demonstrou que a 

heme oxigenase de P. falciparum (PfHO) é capaz de se ligar a hemina e convertê-la em BR na 

presença de um quelante de ferro (ferrodoxina e deferroxamina). Okada trabalhou com a 

enzima editada sem o peptídeo sinal que sinaliza o transporte da proteína para o apicoplasto. 

Sartorello et al. (2010) também demonstraram a atividade heme oxigenase da PfHO em se 

ligar ao hemina e convertê-la em bilirubina. Neste trabalho, usaram a enzima com o peptídeo 

sinal. O peptídeo sinal da PfHO (formado por 18 aminoácidos) sinaliza a exportação da 

proteína no apicoplasto do parasita além de ajudar no transporte da proteína (Okada, 2009). 

Independente da presença do peptídeo sinal, a capacidade da PfHO de converter hemina em 

BR foi demonstrada. 

Porém, a capacidade do parasita de usar a via de detoxificação da hemina formando 

BV e BR não é um consenso na literatura. Kumar et al. (2008) demonstraram que BV e BR 

causam um estresse oxidativo em P. falciparum em concentrações a partir de 5 µM 

comprometendo a viabilidade celular do parasita.  Neste caso, a ausência de uma enzima com 

atividade HO e biliverdina redutase (BVR) em P. falciparum poderia ser uma estratégia para 

se defender dos efeitos tóxicos do catabolismo da hemina. Sigala et al. (2012) não detectaram 
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indícios 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 não detectou um aumento 

aparente de fluorescência no estágio intraeritrocítico de P. falciparum. Com o uso de um 

HPLC, Sigala et al. (2012) não detectaram diferença nas concentrações de BV e BR de 

eritrócitos infectados e não infectados com P. falciparum e finalmente, trabalhando com a 

PfHO recombinante (sem peptídeo sinal) purificada não conseguiu repetir o ensaio in vitro 

que indicava a atividade HO da PfHO proposto por Okada (2009) e Sartorello et al. (2010).  

Em nosso trabalho, decidimos usar a versão da PfHO editada (sem petídeo sinal) o que 

aumenta a solubilidade da proteína melhorando assim o rendimento durante os passos de 

expressão e purificação. Confirmada o sucesso da expressão e pureza da PfHO editada e 

recombinante (figura 22) testamos a atividade biliverdina redutase da PfHO. Em mamíferos, 

a conversão da hemina em BV (heme oxigenase) e BV em BR (biliverdina redutase) é 

catalisada por distintas proteínas. 

Nosso protocolo foi bem sucedido em induzir a atividade BVR da PfHO. Durante a 

reação observamos um aumento da absorbância em 454 (indicando a formação da BR) e 

confirmamos a presença da BR como produto da reação com uso do espectrômetro de massa 

(figura 23 e 24, respectivamente). Entretanto há diferenças na metodologia usada por Sigala 

et al. (2012) e este trabalho. A primeira se refere à temperatura, Sigalaet al. (2012) montaram 

a reação em temperatura ambiente enquanto em nosso protocolo a reação ocorreu sempre a 37 

ºC,  mimetizando assim uma condição mais próxima da temperatura encontrada no parasita 

dentro do eritrócito humano. A segunda diferença está no pH do tampão 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 37ºC em pH 8.8. É difícil comparar a atividade 

enzimática in vitro de uma proteína em protocolos distintos. Se no trabalho do Sigala et al. 

(2012)  não foi observada atividade enzimática da PfHO, este dado evidencia que alterações 

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 KD  4± 2µM; Sigala et al. (2012) reportaram um KD= 9 µM enquanto 

que Okada (2009) reportou um KD 6,25 µM. Todos estes trabalhos revelam uma modesta 

capacidade da PfHO  em se ligar com a hemina comparada a heme oxigenase (HO) de 

humanos (0.84± 0.2µM) (Wilks et al., 1996) sugerindo uma baixa eficiência em remover 
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hemina no meio celular. Mesmo com a existência da PfHO, fica claro que principal fonte de 

detoxificação do Plasmodium continua sendo a via de formação da hemozoína (Sherman et 

al., 1965). 

Este fato levanta a questão sobre a função da PfHO em Plasmodium. Se a PfHO tem 

uma capacidade limitada de remover a hemina do meio, os produtos de degradação da hemina 

(BV e BR) formados pela PfHO deve ter uma função em baixas concentrações. A biliverdina 

é uma molécula versátil, precursor importante de vários pigmentos em animais (Terry et al., 

2002) e plantas (Beale, 1991) além de precursoras de toxinas em bactérias patogênicas 

(Schmitt et al., 1993). 

A infecção dos hepatócitos por esporozoítos de P. berghei e P. yoelii estimula a 

atividade da HO-1 do hospedeiro. A ativação da HO aumenta a concentração de BV em 

hepatócitos 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 são capazes de modular a atividade biliverdina redutase 

(BVR) da PfHO recombinate  

 

Heme oxigenases são agentes comuns na supressão da toxicidade da hemina e diversas 

metaloprotoporfirinas sintéticas tem sido utilizadas  como ferramentas farmacológicas para a 

modulação 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) são capazes de modular a 

atividade BVR da PfHO (figuras 25 a 31).  

Hemina (Fe-PPIX) foi a única protoporfirina que modulou positivamente a atividade 

PfHO na concentração  10 µM  e não mostrou qualquer inibição nas outras concentrações 

testadas (figura 25). Este fato era esperado uma vez que P. falciparum precisa lidar 

naturalmente com este composto durante seu desenvolvimento intraeritrocítico. 

A protoporfirina sem metal (PPI-IX) inibiu a reação em concentrações superiores a 1 

µM (figurea 26). Este fato demonstra que deve ter sítios de interação específicos para as 

espécies de PPIX responsáveis pela inibição da PfHO que não dependem do íon metálico 

presente nas metaloprotoporfirinas. 

Co-PPIX é capaz de inibir a atividade BRV da PfHO em concentrações a partir de 10 

µM (figura27). Interessante que a Co-PPIX é um ativador clássico da atividade HO além de 
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induzir a expressão do gene HO-1 em mamíferos (Smith et al., 1993). Este fato revela uma 

modulação distinta entre a HO de mamíferos e Plasmodium. A Zn-PPIX também é capaz de 

modular negativamente a PfHO em concetrações  a partir de 10 µM (figura 31). A Zn-PPIX é 

um dos principais inibidores da atividade HO em mamíferos (Drummond et al., 1979). 

Cu-PPIX, Mn-PPIX e Ni-PPIX também apresentaram inibição da atividade BVR da 

PfHO nas concentrações mais altas (figuras 28 , 29 e 30, respectivamente). A inibição por 

diferentes metaloprotoporfirinas sugere que o íon metálico coordenado no anel de porfirina 

não parece desempenhar um papel importante no mecanismo de inibição. Porém no caso da 

hemina, as características redox da Fe-PPIX, em conjunto com as suas propriedades de 

coordenação axiais são provavelmente responsáveis pelo processo de ativação da PfHO. 

Sem a presença da ferodoxina não é possível estimular a atividade HO da PfHO 

(Okada, 2009), entretanto ainda não foi reportado o cristal da proteína PfHO sendo difícil 

inferir se a atividade HO e BVR da PfHO ocorrem em sítios ativos distintos. Caso a PfHO 

tenha um único sítio ativo, a modulação da atividade HO e BVR deve apresentar um padrão 

semelhante na presença das metaloprotoporfirinas. 

 

5.3 Ação das metaloprotoporfirinas em P. falciparum 

 
5.3.1 Zn-PPIX inibe a formação de hemozoína em culturas de P. falciparum  

 
Neste trabalho demonstramos que Zn-PPIX inibe a atividade BVR da PfHO. Quanto a 

via de detoxificação da hemina pela formação da hemozoína. Martiney et. al 1996, 

demonstraram que diferentes metaloprotoporfirinas, entre elas a Zn-PPIX, são capazes de 

inibir a formação do cristal de hemozína in vitro em P. falciparum. 

Nossos resultados demonstram claramente a redução significante da área do cristal da 

hemozoína em parasitas tratados com Zn-PPIX e cloroquina por duas horas (Figura 23). 

Observar o cristal de hemozoína em células vivas em microscopia confocal na presença destes 

compostos é uma forma mais dinâmica e que leva em consideração o metabolismo celular 

comparado ao ensaio em in vitro proposto por Martiney et al., 1996. 

Este trabalho revela que Zn-PPIX é capaz de inibir a da formação do polímero de 

hemozoína além de inibição a atividade BVR da PfHO. Esta metaloprotoporfirina age tanto 

na via principal de detoxificação da hemina (formação da hemozoína) quanto alternativa 

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

falciparum 

  

Após estudos que comprovaram que metaloprotoporfirinas são capazes de inibir a 

hemozoína (Basilico et al., 1997; Martiney et al., 1996; Monti et al., 1999), houve grande 

interesse em testar a viabilidade dos parasitas da malária  na presença destes compostos 

(Begum et al., 2003). 

 Begum et al. (2003) exploraram diversas metaloprotoporfirinas e o IC50 obtidas em 3 

dias de incubação com  P. falciparum oscilaram desde 15 µM para prata protoporfirina IX 

(Ag-PPIX) até 190 µM 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 concentrações máximas de 50 µM durante 48 horas de 

incubação. A partir de 50 µM observamos a precipitação dos compostos com o protocolo 

usado neste trabalho. Porém, ao fixar uma concentração máxima de 50 µM durante a 

incubação, não foi possível obter o IC50 destes compostos. 

 Embora as metaloprotoporfirinas sejam potentes inibidores da hemozoína, eles tem 

uma limitada ação antimalárica, a principal explicação para este fato está na baixa 

solubilidade destes compostos em solventes orgânicos (Borovkov et al., 1998), propriedade 

que diminue a capacidade de atravessar membranas.  

 A baixa capacidade de atravessar membranas explicaria a razão pela qual a maioria 

das metaloprotoporfirinas testadas neste trabalho apresentaram efeito antimalárico em 

concentrações mais altas. Para os compostos chegarem ao lúmem dos compartimentos ácidos 

(local onde ocorre a formação da hemozoína) o composto precisa atravessar a membrana do 

eritrócito, do vacúolo parasitófaro, membrana celular do parasita e finalmente a membrana 

dos compartimentos ácidos. Isto implica que apenas uma pequena porção dos compostos 

chegam até o parasita. 

 Sartorello et al. (2010) observaram a captação de Zn-PPIX em diferentes estágios do 

ciclo intraeritrocítico ao incubar P. falciparum com 10 µM desta protoporfirna. A entrada 

deste composto no parasita se deve provavelmente ao intenso transporte de vesículas para 

transportar nutrientes do meio extracelular para o parasita.. 

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

permeabilidade celular das  metaloprotoporfirinas (Ding et al., 2011; Engelmann et al., 2007). 
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5.3.3O encapsulamento das metaloprotoporfirinas otimiza o potencial antimalárico 

contra P. falciparum 

 

A baixa solubilidade em meio aquoso associada a uma baixa capacidade de atravessar 

membranas biológicas (Borovkov et al., 1998; Menger et al., 1998) compromete o uso das 

metaloprotoporfirinas como estratégia terapêutica e estudos in vivo. O encapsulamento das 

metaloprotoporfirinas com o polissacarídeo atenocolágeno de algas marinhas aumentou a 

capacidade destes compostos de penetrarem nas células de mamífero sem causar toxidade 

(Deda et al., 2009). 

 Com o encapsulamento todas as metaloprotoporfirinas apresentaram um IC50 na faixa 

de concentração nanomolar (tabela 3). Comparando com os dados do Begum et al. (2003) 

que obtiveram o IC50 de diversas metaloportoporfirinas  livres, verificamos que enquanto o 

IC50 da PPIX livre é de 240 µM o mesmo composto encapsulado apresentou IC50 de 454 nM 

(redução maior que 500 vezes na concentração). Co-PPIX livre apresentou IC50 de 77 µM 

enquanto que a versão encapsulada este valor foi reduzido para 456 nM. O IC50 da hemina 

livre foi superior a 200 µM enquanto que o valor da encapsulada foi de 556 nM. O Mn-PPIX 

livre apresentou valor de IC50 de 35 µM enquanto que a encapsulada obteve um IC50 de 781 

nM. Importante ressaltar que os valores de IC50 obtidos no trabalho de Begum et al. (2003) 

foram calculados após 3 dias de incubação enquanto que em nosso protocolo a incubação foi 

de apenas dois dias. Nossos resultados revelaram que a Zn-PPIX encapsulada foi o composto 

que apresentou melhor potencial antimalárico (IC50= 330 nM). O encapslamento se mostrou 

uma estratégia eficiente em reduzir a concentração necessária para prejudicar a viabilidade 

celular em P. falciparum. Este dado comprova que a principal limitação para o uso das 

metaloprotoporfirinas se deve de fato a sua baixa permeabilidade a membranas biológicas.  

 Importante ressaltar que o efeito antimalárico apresentado pelos compostos 

encapsulados não se deve a uma toxidade do polissacarídeo usado ou qualquer outro 

composto presente na formulação da cápsula uma vez que nanocapsulas contendo apenas 

solvente DMSO não prejudicou a viabilidade do P. falciparum em concentrações abaixo de 

800 nM durante as 48 horas de incubação (figura 41). 

 Este trabalho levanta a possibilidade de resgatar o interesse em usar 

metaloprotoporfirnas como estratégia terapêutica contra o Plasmodium. Metaloprotoporfirinas 

já são usadas para outras finalidades terapêuticas como anti-virais (Ding et al., 1992) e 

agentes bactericidas (Stojiljkovic et al., 1999). 
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5.4 Ação da hemina, biliverdina e bilirrubina no ciclo intraeritrocítico 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 degradação tóxicos 

hemina (Maines et al., 2003). Porém há evidências de que a hemina, BV e BR são importantes 

agentes capazes de regular genes (Phelan et al., 1998), respostaa oxidativas (Sinal et al., 1997) 

e sinais na via de transdução celular em diversos modelos biológicos (Neuzil et al., 1994). 

Para explorar se os produtos de degradação da hemina tem alguma ação no ciclo 

intraeritrocítico, incubamos eritrócitos infectados com parasita dessincronizado durante 48 

horas na presença de 0,1; 1 e 10 M de hemina, BV e BR (figuras 43 a 45).  

 Este é o primeiro trabalho a reportar que hemina e BV são capazes de modular o ciclo 

intraeritrocítico em P. falciparum. 

Corroborando os dados de Kumar et al., 2008, biliverdina apresenta um efeito tóxico 

em concentração acima de 5 µM (figura 44). Entretanto, demonstramos que BV é capaz de 

modular o ciclo do parasita em concentrações abaixo da faixa micromolar, concentração que 

não implica na perda da viabilidade celular em P. falciparum. Neste aspecto a  concentração 

de BV não pode ser muito alta (concetração micromolar) ao ponto de causar danos oxidativos 

(Kumar et al., 2008) mas deve ser suficiente para poder modular o ciclo do Plasmodium 

(concentrações nanomolares). 

Tanto a hemina quanto a BV são capazes de aumentar a proporção dos estágios jovens 

(anel e trofozoíto) e diminuir a proporção dos estágios mais maduros (esquizontes) (figuras43 

e 44, respectivamente). Entretanto, não foi observado alteração na parasitemia. O aumento 

dos estágios jovens induzidas pela hemina e BV pode ser uma resposta importante do 

Plasmodium em lidar com os efeitos tóxicos destes agentes uma vez que os estágios mais 

jovens apresentam uma captação de hemoglobina maior (Abu Bakar et al., 2010; Elliott et al., 

2008), lidando naturalmente com concentrações maiores de hemina e seus metabólitos. 

A concentração de BR, um composto lipossolúvel, nos tecidos de um humano 

saudável está na faixa de 20 a 50 nM (Doré et al., 2009) enquanto que a BV, um composto 

que tem uma capacidade mais limitada em atravessar membranas comparada a BR, está em 

uma concetração entre 100 a 250 nM no plasma humano (Baranano et al., 2002). Estes dados 

sugerem que P. falciparum tem contato com concentrações nanomolares destes compostos 

durante seu desenvolvimento no copo humano. A ativação da HO-1 do hospedeiro associada a 
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atividade heme oxigenase da PfHO deve garantir concentração 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 

proteínas ligadas a BV através de fluorescência estimulada por luz violeta na presença de 

acetato de zinco, investigamos quais proteínas de P. falciparum são capazes de se associar 

com a BV. 

 A escolha de um gel bidimensional permitiu separar melhor as proteínas evitando a 

presença de proteínas sem  interesse com tamanho molecular semelhante aos candidatos que 

apresentam fluorescência.  

Nosso trabalho identificou a enolase como um interessante candidato (figura 46 e 

tabela 4). Com 68 peptídeos exclusivos identificados, a enolase foi aproteína mais abundante 

no ponto 5 do gel da figura 46 A. Interessante ressaltar que não fomos capazes de identificar 

a PfHO entre os pontos fluorescentes, este dado pode indicar uma baixa concentração da  

PfHO nos extratos de proteína de P. falciparum e/ou a baixa afinidade desta proteína em se 

ligar a BV. Sigala et al. (2012) também não conseguiram ver fluorescência usando uma sonda 

que se liga a BV em P. falciparum. Provavelmente a sensibilidade da técnica de fluorescência 

por acetato de zinco usada neste trabalho e da sonda usada por Sigala et al. (2012) não deve 

apresentar suficiente sensibilidade em revelar a interação entre PfHO e BV. 

 A enolase é a oitava enzima da via glicolítica, uma metaloenzima responsável pela 

conversão do 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (revisado de Pancholi, 2001). Em alguns 

organismos a enolase é capaz de desempenhar múltiplas funções (Ghosh et al., 2011). 

 A enolase de P. falciparum (Pfeno) pode ser encontrada no citossol, na membrana 

celular e no núcleo (Bhowmick et al., 2009; Das et al., 2011), sugerindo múltiplas funções 

para esta proteína. Ghosh et al. (2011) reportaram que a enolase exportada na superfície do 

oocineto desempenha  papel importante para a ativação do plasminogênio em plasmina (uma 

serina protease capaz de degradar as redes de fibrina do hospedeiro) o que permite a invasão 

do Plasmodium no trato intestinal do mosquito. Outros organismos patogênicos também usam 

a enolase para ativar a plasmina. As espécies de Leishiania exportam a enolase para 

membrana celular (Quiñones et al., 2007) e a interação entre enolase e plasminogênio está 

relacionado a virulência 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 presença da Pfeno no vacúolo parasitóforo, região onde ocorre a degradação da 

hemoglobina (e consequente formação da hemina) e na membrana celular de eritrócitos 

infectados (Ghosh et al., 2011) pode desempenhar a função de um sensor das concentrações 

intracelulares e extracelulares de BV, respectivamente. 

 Ainda não foi reportada a capacidade da enolase em se associar a BV, entretanto a 

modelagem da Pfeno inferida pelo programa MODELLER (versão 9.10) (Eswar et al., 2006) 

foi submetida a uma análise de ligação com BV  no programa SiteHound. Esta análise revelou 

haver um sítio de ligação entre a enolase de P. falciparum e a molécula de BV. Estes estudos 

estão sendo conduzido pelo Prof. Dr Rafael Guido no Instituto de Física de São Carlos, 

Departamento de Cristalografia, USP. 
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6 CONCLUSÕES 

  

No trabalho envolvendo o papel do IP3 na trandução de sinal em P. falciparum, 

demonstramos que trofozoítos não permeabilizados dentro do eritrócito (ambiente natural) são 

capazes de mobilizar Ca2+ na presença do segundo mensageiro IP3 através de um 

compartimento sensível a tapsgargina. 

 A sensibilidade do P. falciparum ao IP3 não é constante durante o ciclo 

intraeritrocítico uma vez que esquizontes não segmentados não são capazes de mobilizar Ca2+ 

na presença deste mensageiro. 

 O hormônio melatonina é capaz de estimular diretamente IP3/IP4 citossólicos e induz 

Ca2+ através da via PLC/IP3R em P. falciparum. 

 O uso de sensores como IRIS e de proteína que tamponam o IP3 celular como IP3 

esponja expressos de forma constitutiva provavelmente afetam a viabilidade celular do P. 

falciparum. 

 O uso de coluna de cromatografia de afinadade ao IP3 apresentou 51 proteínas 

candidatas ao receptor de IP3 em P. falciparum. 

 No trabalho envolvendo a função 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 

área da hemozoína em eritrócitos infectados por em P. falciparum. 

 O encapsulamento das metaloprotoporfirina aumenta consideravelmente o potencial 

antimalárico destes compostos. 

 Hemina e biliverdina são capazes de modular o ciclo intraeritrocítico do P. falciparum. 

O ensaio de ligação proteína-BV evidenciou a enolase de P. falciparum como um potencial 

sensor de BV. 
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IP3-dependent Ca2 signaling controls a myriad of cellular cell (RBC)4   stage of Plasmodium life cycle is a clear pharma- 
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 Ca2     upon  ad- 
dition of exogenous IP3. In the present study,  we investigated 
whether the IP3 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 simultaneously loaded with the Ca2    

indicator Fluo-4/AM and caged-IP3. Photolytic release of IP3 

elicited a transient Ca2     increase in the cytosol of the intact 
parasite within the RBC. The intracellular Ca2     pools of the 
parasite were selectively  discharged, using thapsigargin to de- 
plete endoplasmic reticulum (ER) Ca2  and the antimalarial 
chloroquine to deplete Ca2     from acidocalcisomes. These  data 

 
 

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 RBCs to 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 
show that  the ER is the major IP3-sensitive Ca2

 store. Previ- signaling cascades involving Ca2      and cAMP to coordinate 
ous work has shown  that  the human host hormone melatonin 
regulates P. falciparum cell cycle via a Ca2 -dependent path- 
way. In the present study,  we demonstrate that  melatonin in- 
creases inositol-polyphosphate production in intact in- 
traerythrocytic parasite. Moreover, the Ca2     responses to 
melatonin and uncaging of IP3 were mutually exclusive in in- 
fected  RBCs. Taken together these  data provide evidence that  
melatonin activates PLC to generate IP3 and open  ER-localized 

  

cell function  (6, 14, 16 –20). The Ca2      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 Ca2      release cascade 
have been described  in Apicomplexeans; including sequences  
of four putative heptahelical receptors (26), G-proteins, im- 

IP3-sensitive Ca2
 channels in P. falciparum. This receptor plied by the sensitivity of gametogenesis to cholera and pertu- 

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 

sis toxins (27) and sequences  of PLC  -like isoenzymes (23, 
28). Furthermore, Ca2      pumps such as SERCA and a plethora  
of Ca2    -regulated proteins  have been identified (18, 29 –33). 
A clear indication of the importance of Ca2      homeostasis and 
Ca2      regulated  signaling events in these organisms. However, 
a canonical IP3   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 Ca2 

 
2  

morbidity  and mortality.  Therefore,  arrest of the red blood stores (14, 16, 34) and IP3-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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IP3-dependent signaling, PIP2, has also been shown in 
P. knowlesi and P. falciparum (36, 37). To date, in Apicom- 
 

 
 
4  The abbreviations used are: RBC, red blood cell; IP3, Ins(1,4,5)P3; ER, endo- 

plasmic reticulum; SERCA, sarco/endoplasmic reticulum Ca2     ATPase; 
Chlor, chloroquine; Thaps, thapsigargin. 
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