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RESUMO

Ribeiro RY. Papel das quinases PfPK7, PfNEK2, PfNEK3, PfMAP1 e PfelK1 na transducdo de
sinal de melatonina no desenvolvimento do ciclo celular intraeritrocitico dePlasmodium
falciparum [dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o Paulo; 2010.

A melatonina modula o ciclo intraeritrocitico de Plasmodium falciparum, parasita da malaria,
promovendo uma sincronizacdo para estdgios tardios do parasita. Esta modulacdo é
dependente do aumento da concentracdo citosélica de cdlcio a partir de estoques
intracelulares, e também de AMPc com consequente ativacdo da PKA. Uma vez que
modificacGes pds-traducionais participam efetivamente de vias de sinalizacdo, averiguamos
o papel de cinco quinases do Plasmodium (PfPK7, PfNEK2, PfNEK3, PfMAP1 e PfEIK1) na
modulacdo de ciclo intraeritrocitico em resposta a melatonina e derivados do triptofano.
Foram realizadas analises da progressao do ciclo apds incubag¢ao durante 24 horas com
melatonina, N-acetilserotonina, triptamina e serotonina, para cada uma das quinases
nocauteadas, através de contagens em esfregacos e analises por citometria de fluxo.
Parasitas nocautes para os genes pfpk7 e pfeikl perdem a capacidade de modulacdo de
fases intraeritrociticas apds tratamento com o horménio ou derivados quando comparados
ao grupo controle parasitas selvagens tratados com as mesmas drogas. Andlises
comparativas em relagao as células ndo tratadas com 1uM de melatonina nos mostraram
que na cepa 3D7 selvagem observamos um aumento de no minimo 23% em esquizontes
enquanto que em parasitas nocautes para pfeikl” houve um aumento de apenas 5,7% e em
parasitas nocauteados para o gene pkpk7 obtivemos redugdo de 34% em esquizontes. Por
outro lado, parasitas deficientes para as proteinas PfNEK2, PFNEK3 e PfMAP1 apresentaram
respostas similares ao parasita selvagem. Estes dados sugerem um envolvimento das
guinases PfPK7 e PfelK1 na via de transducdo da melatonina para a modulacdo de ciclo em
Plasmodium falciparum. Também foram realizados ensaios de medidas de célcio intracelular
para testar a capacidade dos parasitas pfpk7 liberarem calcio apds estimulo com
melatonina. Os resultados apontaram mais um ponto diferencial para o parasita

nocauteado, que com o mesmo estimulo liberou uma quantidade menor de calcio citosdlico,



quando comparado ao parasita selvagem (52 nMpara o parasita selvagem e 16 nM para os
nocautes). Deste modo, nossos resultados ampliaram a compreensao sobre os mecanismos
moleculares que regulam a resposta a melatonina, corroborando a hipdtese da importancia
dos segundos mensageiros e de proteinas quinases para o controle do ciclo celular em

Plasmodium falciparum.

Palavras-chave:Plasmodium falciparum. Melatonina. Quinases. PfPK7. PfNEK2. PfNEK3.
PfMAP1. PfelK1.



ABSTRACT

Ribeiro RY. The role of the kinases PfPK7, PfNEK2, PfNEK3, PfMAP1 e PfelK1 in signal
transduction of melatonin in development of intraerytrocytic cell cicle ofPlasmodium
falciparum [Master thesis (Parasitology)].Sdo Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade de S3o Paulo; 2010.

Melatonin modulates intraerytrocytic cell cycle of Plasmodium falciparum, the malaria’s
parasite, promoting a synchrony of parasite late stages. This modulation is dependent of
parasite cytosolic calcium rise from intracellular stocks as well as rise of cAMP concentration
which activates PKA. Since post translational modifications participates actually in signaling
pathways we analyzed the role of five kinases (PfPK7, PfNEK2, PfNEK3, PfMAP1 and PfelK1)
in intraerythrocytic cell cycle modulation in response to melatonin and tryptophan
derivatives. We analyzed the intraerytrocytic stages modulation after incubation for 24
hours with melatonin, N-acetylserotonin, tryptamine and serotonin for each one of the
knocked out kinases through blood smears and flow cytometry analyzes. The pfpk7 and
pfeikl knock-outs were unable to modulate the intraerythrocytic cycle in response to
melatonin when compared to the control parasites, wild type, treated with the same drugs.
Comparative analysys of melatonin 1uM show that wild type 3D7 increase at least 23%
schizont stages while the knock out pkeik™ increase only 5,7% and knock out pfpk7” reduced
schizonts in 34%. However parasites deficient in proteins like PFNEK2, PfNEK3 and PfMAP1
showed similar responses to the wild type. This data suggest the involvement of the kinases
PfPK7 and PfelKl in melatonin transduction for cell cycle modulation in Plasmodium
falciparum. We also analyzed intracellular calcium measure assays to test the ability of
parasites pfpk7” of releasing calcium after melatonin stimulus.pfpk7” diminished the ability of
melatonin in rise cytosolic calcium concentration in comparison to the wild type (52 nM for
the wild type and 16 nM for the knock out). Thus, our results expand the understanding
about molecular mechanisms that regulate melatonin dependent cell cycle modulation,
corroborating the hypothesis of the importance of cell second messengers and protein

kinases for the Plasmodium falciparum cell cycle control.

Key words:Plasmodium. Melatonin.Kinases.PfPK7. PFNEK2.PfNEK3. PfMAP1. PfelK1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

Doencas tropicais infecciosas, incluindo infecgdes por protozoarios, helmintos, além de
outras doencas tal como, anemia falciforme, foram recentemente classificadas pela
Organizagdo Mundial de Saude como negligenciadas ou extremamente negligenciadas
(Beyrer et al., 2006; Hotez et al., 2006).afetando regides de extrema pobreza. A malaria é um
grave problema de saude com mais de um milhdo de mortes, as quais ocorrem
principalmente entre criancas e mulheres gravidas na Africa sub-saariana (Snow et al., 2005;

Greenwood, 2008).

O parasita da maldria (género Plasmodium) é um eucarioto unicelular pertencente ao
filo Apicomplexa e familia Plasmodiidae. O filo apicomplexa é caracterizado pela presenca de
organelas chamadas micronemas e roptrias na membrana apical, e, estas estruturas
desempenham um importante papel na invasdo das células hospedeiras pelo parasita (Singh
et al.,, 2010). Estima-se que haja ao menos 172 espécies deste parasita, 89 ocorrendo em
répteis (Telford, 1994), 32 em aves (van Riper et al., 1994), e 51 em mamiferos (Collins e
Aikawa, 1993). Quatro espécies infectam humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malarie e Plasmodium ovale, apenas o ultimo ndo ocorrendo no Brasil.
Recentemente foi encontrado um Plasmodium de simios infectando também humanos:
Plasmodium knowlesi (Cox-Singh, 2009). P. falciparum e P. vivax sdo os principais causadores
de infec¢des, onde P. vivax designa uma forma mais branda da doenga enquanto que o P.
falciparum desencadeia formas mais graves da doenca, devido a multiplicacdo mais rapida
dentro dos eritrécitos e, consequente destruicdo de maior nimero de hemacias, podendo
assim levar a morte. A nova espécie infectante de humanos tem gravidade intermediaria,
apresentando-se menos severa que P. falciparum, no entanto, sendo mais grave que todas

as outras (Kantele e Jokiranta, 2010).

O protozoario é transmitido por um inseto vetor pertencente a ordem diptera e ao

género Anopheles. Este género possui cerca de 400 espécies, ocorrendo cerca de 60 no
15



Brasil. O principal vetor no Brasil é o A.darlingi, conhecido popularmente por muricoca,
mosquito-prego ou bicuda, possui comportamento extremamente antropofilico,
distribuindo-se por todo o pais, com excecdo de regides de elevada altitude, sertdo
nordestino e estado do Rio Grande do Sul. Procria-se em aguas profundas, limpidas e de
preferéncia sombreadas, possuindo atividade intensa nos periodos de alvorecer e

crepusculo, podendo também ter atividade noturna (Ministério da Saude, 2009).

O quadro clinico da maldria é caracterizado por febres altas podendo atingir 41 °C,
sensacOes de calafrio, sudorese, cefaléia. Os sintomas ocorrem em padrdes clinicos que
variam de acordo com o ciclo de vida da espécie infectante. Em alguns casos podem ocorrer

nauseas, vomitos, fadiga e anorexia (Ministério da Saude, 2009).

Na década de 40, dois tercos da populacdo estavam expostos ao risco de infeccdo
malarica. Deste modo, em 1955 a Organizacdao Mundial da Saude iniciou um programa de
erradicacdo da endemia que diminuiu acirradamente os nimeros da doenca e interrompeu

sua transmissao na maioria das regioes temperadas (Governo do Estado de Sao Paulo, 2010).

No ano de 2003 foram estimados entre 350 a 500 milhdes de casos e mais de um
milhdo de mortes no mundo, atingindo principalmente criancas de até cinco anos de idade
residentes na regido africana. Dados estatisticos contam que, a cada 30 segundos, uma
crianga no mundo morre com a doenca. Sabe se que em 2006, cerca de 3,3 bilhdes de
pessoas viviam expostas em areas de risco e, em 2007, nove milhdes de criangcas com menos
de cinco anos morreram infectadas com maldria. Apesar de ocorrer em 109 paises do
mundo, 35 deles sdo responsaveis pela maioria das mortes, e, destes, cinco (Nigéria,
Republica Democratica do Congo, Uganda, Etidpia e Tanzania) somam 50% do total de

mortes e 47% do numero de casos (Figura 1.1) (World Health Organization, 2009).
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Figural.1- Distribuicdo mundial da maldria em 2008. Paises em fase de controle, pré-
eliminacdo, eliminagdo e prevencdo de reintroducdo da epidemia.
FONTE: Modificado de WHO(2009)

No Brasil, a malaria também é um problema de grande relevancia, respondendo por
grande parte dos casos da América. A maioria deles se concentra na chamada Amazonia
Legal, que compreende os estados do Acre, Amazonas, Amapd, Maranhdo, Mato Grosso,
Para, Rondodnia, Roraima e Tocantins e responde por 99,8% dos casos brasileiros (Figura 1.2).
A transmissdo nestes locais esta diretamente ligada a alta incidéncia de casos, condi¢des
ambientais favordveis e questdes socioculturais (Ministério da Saude, 2007, 2008). Apesar
do maior nimero de registros da doenca pertencer a regido amazonica, é na regido extra-
amazobnica que se encontra o maior nimero de mortes por causa da doenca, seja pelo

diagnéstico tardio, seja pelo manejo clinico inadequado.
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Risco IPA - Amazdnia Legal

[ ]Sem transmissdao
[ |Baixo risco (n=318)
I védio risco (n=81)
-Alto risco (n=82)

Fonte: Sivep-Malaria/SVS/MS

Figura 1.2- Mapa do risco de transmissdao da malaria nos estados brasileiros.
FONTE: Ministério da Saude(2008).

1.2 Ciclo do Plasmodium
O ciclo da maldria é didaticamente dividido em duas fases: a fase assexuada, que

ocorre no hospedeiro intermediario vertebrado, e a fase sexuada, que se desenvolve no

hospedeiro definitivo do parasita, o mosquito Anopheles.

O ciclo assexuado se inicia com a picada da fémea anofelina, infectada com
Plasmodium, em um individuo onde, através da saliva do mosquito, formas do parasita
conhecidas por esporozoitos sdo inoculados na derme do hospedeiro, por onde migram até
que atinjam algum vaso e, sequencialmente o figado. Inicia-se a fase exoeritrocitica da
infeccdo maldrica, onde os esporozoitos invadem os hepatécitos e comecam a reproduzir-se
assexuadamente até que os merozoitos formados nos hepatécitos sejam liberados. Para
obterem sucesso, estes merozoitos devem atravessar diversas barreiras esquivando-se de
células defensivas do sistema imune, até que consigam atingir a corrente sanguinea. Com
este intuito, os parasitas modificam os hepatdcitos induzindo-os a apoptose para que ndo
sinalizem o recrutamento de células fagociticas (Sturm et al., 2006). Duas espécies de

parasitas, P.vivax e P.ovale, podem desenvolver formas latentes, onde alguns individuos
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permanecem nos hepatdcitos num estado de dorméncia, tornando-se ativos apds algum
tempo e reiniciando o ciclo do parasita, sdo os chamados hipnozoitos (Westenberger et

al.,2010; Rey, 1991; White, 1996).

Uma vez na corrente sanguinea, estes merozoitos precisam invadir os eritrdcitos para
dar continuagdo ao ciclo, iniciando a fase intraeritrocitica da infec¢do, devido a qual
aparecem as manifestagdes clinicas da maldria. Detalhes do complexo processo de invasao
foram relatados por meio de imagens gravadas em cultura de P.knowlesi e eletro-
microscopia de amostras fixadas (Dvorak et al., 1975; Bannister e Dluzewski, 1990). O
processo de invasdo dos eritrécitos pode entdo, ser dividido em sete fases: 1) adesao inicial;
2) contato entre o apice do merozoito e os eritrdcitos, levando a formacao da jungao apical;
3) formacdo do vacuolo parasitéforo (PVM- Parasitophorous Vacuole Membrane); 4)
movimento do merozoito para dentro do PVM; 5) isolamento do parasita no PVM; 6)
descarga de granulos densos dentro do PVM; e, 7) transformacdo de merozoito para o

estagio de anel (Garcia et al., 2008).

O merozoito pode aderir a célula a ser invadida de qualquer ponto do parasita; em
seguida ocorre um rolamento do parasita pela superficie do eritrécito até que o apice do
parasita toque a célula hospedeira e esta inicie a invaginacdo da membrana, para onde o
parasita migra antes de ser isolado dentro do eritrécito (Bannister e Mitchell, 2003; Garcia et
al., 2008). Entdo, apds a invasdo, por meio de esquizogonia o parasita se desenvolve em trés
diferentes estagios de maturacdo: anel, trofozoito e esquizonte, em ordem crescente de
maturacdo. O esquizonte, que é o ultimo estdgio, se caracteriza por sucessivas divisdes
mitoticas, sem ocorréncia de citocinese, contendo deste modo, os merozoitos que, com a
ruptura do esquizonte, serdo liberados na corrente saguinea, reiniciando o ciclo

intraeritrocitico (Bannister e Mitchell, 2003).

Por algum processo ainda ndo bem descrito, nem todos os merozoitos que invadem as
células sanguineas completam o ciclo e reiniciam uma nova invasdo. Em um determinado
momento do ciclo, alguns parasitas se desenvolvem em gametdcitos femininos ou
masculinos que, durante repasto sanguineo de uma nova fémea anofelina, serdo ingeridos

pelo inseto e, no intestino do invertebrado, dardo inicio ao estdgio sexuado de

19



desenvolvimento. No estbmago do mosquito, apds mudanca de pH e de temperatura, os
eritrécitos se rompem liberando assim os gametdcitos neles contidos(Rey, 1991). Os
gametdcitos masculinos ou microgametdcitos sofrerdo modificacdes como a exflagelacao,
induzida pela queda na temperatura e por uma molécula sinalizadora do mosquito vetor, o
acido xanturénico (Billker et al., 1998), originando deste modo os gametas masculinos que
irdo fecundar os macrogametas, dando origem a um zigoto com mobilidade, chamado
oocineto. O oocineto se desloca até a parede do intestino médio do mosquito, dando origem
ao oocisto, que se dividira, amadurecera e se rompera liberando esporozoitos na hemocele
do vetor. Estes esporozoitos migrarao para as glandulas salivares do mosquito, onde, numa
proxima picada pela fémea, serdo liberados na derme, reiniciando o ciclo no hospedeiro

intermediario (Figura 1.3) (Rey, 1991).
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Figura 1.3- Ciclo de vida do Plasmodium ssp.
FONTE:Modificado de Centers for Disease Control & Prevention (2010)
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1.3 Sinalizagao celular
Devido ao seu complexo ciclo de vida, o Plasmodium deve ser capaz de lidar com

grandes variagcdes ambientais, o que sugere mecanismos complexos de sinalizacdo celular. O
genoma de Plasmodium codifica para diversas moléculas sinalizadoras (Gardner et al., 2002),
as quais permitem ao parasita interagir com a célula hospedeira e ajustar seu complexo ciclo
de vida as mudangas ocasionadas pelas alteragdes nos hospedeiros vertebrados e
mosquitos. Apesar de ser conhecido que Plasmodium pode utilizar proteina G do hospedeiro
para sinalizagdo celular (Harrison et al., 2003) e também que altera a fosforilacdo de
proteinas do citoesqueleto de eritrdcitos durante a infec¢do (Ward et al., 1994), as vias de

sinalizagdo do parasita permanecem pouco caracterizadas.

Em P. falciparum e P. chabaudi, os trabalhos de Hotta et al e Beraldo et al(Hotta et al.,
2000; Beraldo e Garcia, 2005) ja demonstraram que a melatonina, horménio do hospedeiro
vertebrado, é capaz de induzir mudancas no ciclo dos parasitas bem como uma liberacdo de
calcio de estoques intracelulares, sugerindo assim que o horménio seja capaz de transpassar
ndo s6 a membrana do eritrocito mas também do vacuolo parasitéforo, atingindo possiveis

receptores de membrana para o hormonio.

Em P. berghei sabe-se que semelhante a melatonina, outro derivado do triptofano, o
acido xanturénico (XA), circulante no mosquito vetor, desencadeia efeitos no parasita
sexuado, promovendo uma exflagelacio dos microgametécitos e permitindo assim a
fecundacdo dos gametas (Billker et al., 1998). Billker reportou que o XA circulante no
mosquito vetor promove um aumento de calcio citosdlico livre em P. berghei, e este calcio,
através da quinase dependente de cdlcio CDPK4 (Calcium Dependent Protein Kinase 4),
promovera a regulacdo do ciclo celular do gametdcito masculino, uma vez que nocautes
para CDPK4 ndo foram capazes de formar microgametdcitos com os flagelos (Billker et al.,

2004).

Sabe-se que receptores de sete dominios transmembrana (7-TM), também conhecidos
por receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (apesar desta interacdo ndo ser uma regra)
medeiam respostas a diversos estimulos, tais como hormdénios, neurotransmissores,

pequenos peptideos, proteinas, lipideos e ions e também estimulos sensoriais como luz,
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feromonios, odores, sabores. Estas proteinas correspondem a maior classe de moléculas de
superficie no genoma de mamiferos, e, de acordo com a idéia classica, estes receptores
serpentinos sdo acoplados a proteinas efetoras como adenilato e guanilato ciclases,
fosfolipases A2 ou C e canais idnicos, desencadeando uma sinaliza¢do intracelular (Hall et al.,
1999). Apesar da arquitetura 7-TM ser altamente conservada, estes receptores possuem
membros altamente divergentes, compartilhando apenas 25% dos aminodcidos (Pierce et
al.,, 2002). Recentemente nosso laboratério identificou quatro GPCRs putativos do ciclo
intraeritrocitico de P. falciparum, bem como seus respectivos homdlogos em outras cinco
espécies de Plasmodium: duas de primatas (P. vivax e P. knowlesi) e trés de roedores (P.

berghei, P.yoelii e P. chabaudi) (Madeira et al., 2008).

Deste modo, fica evidente que i) sinais extracelulares desencadeiam uma complexa via
de sinalizagdo intracelular no parasita possibilitando o desenvolvimento deste dentro dos
eritrocitos, ii) determinados compostos lipofilicos tais como melatonina, podem atravessar
as barreiras que separam o parasita do meio extracelular, iii) possivelmente a ativacao da
sinalizagcdo celular por melatonina em Plasmodium ocorre via receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), uma vez que o hormonio ativa a PLC e adenilato ciclase, com formacao

de Ca** e cAMP como segundos mensageiros.

1.3.1 Melatonina

A melatonina é o principal hormoénio produzido pela glandula pineal e possui padrdes
caracteristicos de secrecao sazonal e diaria. Este tem uma larga escala de efeitos no
organismo, como por exemplo, efeitos sobre o ritmo circadiano hipotaldamico, sobre o
sistema imune e na prdpria retina, além de propriedades antioxidantes e capacidade de

modular neurotransmissores (Simonneaux e Ribelayga, 2003).

A glandula pineal é um componente do sistema enddcrino que permite aos
mamiferos responderem por mudancas diarias ou sazonais do fotoperiodo através de
adaptacdes de seu estado fisioldgico, como por exemplo, ativacdo/desativacdo do eixo
reprodutivo de alguns animais, fendbmeno no qual a a¢do da pineal e do hormoénio

melatonina sao essenciais. Diversos estudos tém relatado que a glandula pineal é um
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transdutor neuroendécrino que recebe da retina e do oscilador circadiano do sistema
nervoso central (SNC), o nucleo supraquiasmatico do hipotalamo, informagbes sobre o
fotoperiodo transmitindo-a para o sistema reprodutor através de um padrdo particular de

secrecao de melatonina (Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Por meio do sinal de neurotransmissores do nucleo supraquiasmatico, a glandula
pineal é estimulada a secretar melatonina, fazendo deste horméOnio um importante
modulador do ciclo circadiano, visto que sua secrecdo é sincronizada com o ciclo
claro/escuro (Simonneaux e Ribelayga, 2003). Este padrdo de sintese ocorre em todas as
espécies de vertebrados, independente dos habitos diurnos, crepusculares ou noturnos, a
Unica diferenca é que a liberagdo do hormédnio ocorre enquanto o animal repousa ou
enguanto estd em atividade. Em invertebrados, onde a glandula pineal é ausente, a sintese
da melatonina ocorre em outros drgaos ou células. Esta producdo extrapineal também
ocorre em vertebrados. Em humanos, o horménio melatonina é conhecido como promotor

do sono (Reiter, 1993; Korf et al., 1998).

A sintese da mesma ocorre a partir do aminoacido triptofano, um aminodcido
adquirido via alimentagdo. O triptofano captado da corrente sanguinea pelos pinealdcitos é
hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5HTP) na mitocéndria da glandula pineal com o auxilio da
enzima triptofano-hidroxilase. O 5-hidroxitriptofano é transformado em serotonina (5-
hidroxitriptamina), que, sequencialmente, é modificada a N-acetilserotonina, catalisada pela
enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AA-NAT). Finalmente, a N-acetilserotonina é O-
metilada e convertida a melatonina, por meio da enzima hidroxiindol-O-metiltransferase

(HIOMT) (Korf et al., 1998; Hardeland et al., 2006).

Devido a caracteristica lipofilica desta molécula, a melatonina ndo é estocada nos
pinealdcitos. Imediatamente apds sua sintese, atravessa os capilares dos pinealdcitos e cai
diretamente na corrente sanguinea. Deste modo, a secrecdo de melatonina, depende
exclusivamente de sua biossintese (Korf et al., 1998).Algumas das funcdes de melatonina sdo
executadas através de receptores, enquanto outras sdo independentes de receptores (Reiter

et al., 2007; Tan et al., 2007).
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Previamente pensava-se que a producdo noturna da melatonina era devido a
variagOes diarias na atividade da ultima enzima da via biossintéticado horménio, a HIOMT.
No entanto, estudos subsequentes relataram que mudancas na sintese e liberacdo do
hormonio estavam altamente relacionadas as mudangas na producdo e viabilidade da N-
acetilserotonina, sendo, no entanto, a enzima AA-NAT o fator chave produzido no escuro
que viabiliza a sintese de melatonina. Em ratos, foi reportada uma atividade de 70 a 100

vezes maior durante a noite (Korf et al., 1998).

Além de vertebrados, também foi verificada a presenca deste horménio em
invertebrados, em uma variedade de plantas (Dubbels et al., 1995), em protozoarios como
dinoflagelados (Hardeland et al., 1995), Trypanossoma cruzi (Macias et al., 1999) e no ciliado
ndo patogénico Tetrahymena pyriformis (Kohidai et al., 2002), bactérias (Manchester et al.,
1995) entre outros. O parasita Trypanossoma cruzi sintetiza melatonina e esta influencia
diretamente no ciclo celular e habilidade na infeccdo do parasita (Macias et al., 1999). Ha
ainda, trabalhos com parasita de maldria em galinhas, Plasmodium cathemerium, indicando

a influencia do ciclo claro/escuro no ciclo do parasita (Boyd, 1929).

Ja foi reportado que alguns parasitas da malaria como P. falciparum e P. chabaudi, in
vivo, desenvolvem-se de maneira bastante sincronizada, isto é, com a grande maioria de
seus parasitas num mesmo estagio de desenvolvimento. Esta sincronia, in vitro, é
rapidamente perdida, o que sugere uma colaboracdo do hospedeiro com algum possivel
sinal que induz a modulagao do ciclo do parasita. O aparecimento simultaneo de bilhdes de
parasitas recém-liberados na corrente sanguinea parece ser uma caracteristica da estratégia

evolucionaria de escape das defesas do sistema imune do hospedeiro (Hotta et al., 2000).

Dados de nosso laboratério demonstraram que em P. chabaudi, parasita de malaria
de roedores, foi verificado in vitro tanto a modulacao do ciclo quanto a mobilizacdo de cdlcio
de estoques intracelulares do parasita induzidos por melatonina. Experimentos in vivo com
camundongos pinealectomizados demonstraram que a sincronia era perdida e recuperada a
medida que os mesmos animais com a pineal retirada eram tratados com doses de
melatonina. O mesmo efeito da pinealectomia foi obtido com o inibidor de receptores de

melatonina (luzindol) (Hotta et al., 2000; Bagnaresi, 2009).
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Nosso laboratério reportou ainda que, em P. falciparum, ndo sé a melatonina, mas
também outros derivados do triptofano, tais como N-acetilserotonina, serotonina e
triptamina, sdo capazes de modular o ciclo do parasita, sincronizando-o. Tais compostos sdo
ainda, capazes de mobilizar cdlcio de estoques intracelulares do parasita no estagio
trofozoito, efeito que foi inibido com o uso de inibidor de fosfolipase C (PLC) (U73122) ou
um antagonista competitivo pelo receptor de melatonina, luzindol. Melatonina nao foi capaz

de induzir liberacdo de calcio em estagio de anel ou esquizonte (Beraldo e Garcia, 2005).

No mesmo trabalho foi testada a capacidade da melatonina em modular a invasdo de
P. falciparum em cultura sincronizada, onde parasitas no estagio esquizonte foram tratados
com o hormonio resultando em um aumento na proporg¢ao de anéis em relagdo ao controle.
O efeito foi bloqueado com o uso do inibidor de PLC, U73122, sugerindo a importancia da
ativacao das vias de célcio pela melatonina no processo de invasdo do parasita (Beraldo e

Garcia, 2005).

Os produtos do catabolismo do triptofano estdo envolvidos na modulagdao de
diversos processos fisioldgicos de variados tipos de organismos (Balzer e Hardeland, 1991)
por mudarem os niveis de segundos mensageiros intracelulares tais quais cAMP, InsPs,
cGMP, DAG e célcio (Beraldo e Garcia, 2005). Trabalhos reportaram que em melandcitos de
Xenopus e hamster, melatonina promoveu agregacao de pigmentos por meio do segundo
mensageiro fosfoinositol e entrada do ion cdlcio na célula (Messenger e Warner, 1977; Eison

e Mullins, 1993).

1.3.2 Cdlcio e a sinalizagdo celular

fon mais abundante nos vertebrados, o calcio estd em sua maior parte armazenado
nos ossos e na forma de hidroxiapatita, nos dentes. Devido a sua extrema importancia, ha
mecanismos de controle da concentracao de calcio nos fluidos corpéreos a fim de evitar
riscos de caréncia do ion (Pozzan et al., 1994). Dois hormoénios atuam de modo antagbnico,
controlando a mobilizacdo de calcio dos o0ssos, a excre¢ao do ion pelos rins e a absorg¢ao pelo
intestino: o hormonio paratireoidiano (PTH) e a calcitonina. O primeiro é responsavel pela
retencao e absorc¢do do calcio e o segundo favorece sua excre¢do. Além destes hormonios, a

vitamina D3 também executa importante papel frente a absorcdo intestinal de calcio.
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Embora este ion esteja presente em grande quantidade na dieta alimentar, o organismo
desenvolveu inumeras maneiras de poder tirar proveito e controlar a concentra¢do do
mesmo, tamanha a importancia deste para o desempenho de nosso metabolismo (Beraldo,

2001).

O célcio exerce papel fundamental em diversos processos fisioldgicos dentro de
células eucaridticas tais como controle de secrecdo, metabolismo, contragao,
fototransducdo, e proliferacdo celular (Berridge e Irvine, 1984). Este ion também é
importante por se ligar a algumas proteinas, tais quais calbindinas, calmodulinas e proteinas
da familia das S100, regulando processos metabdlicos calcio dependentes e ativando assim
muitas das atividades celulares (Beraldo, 2001). Devido a esta versatilidade de respostas, o
calcio pode atuar de diversas maneiras a fim de induzir diferentes respostas fisiolégicas. Na
juncgdo sinaptica, por exemplo, a liberagdao do ion ocorre em microsegundos, enquanto que
em outros tipos de respostas tais quais transcricdo génica ou proliferacdo celular, o tempo

de acdo do cdlcio varia de alguns minutos até horas (Berridge et al., 2003).

Os niveis de calcio intracelular variam de acordo com o balanco entre as reacdes que
introduzem o ion no citoplasma e as reagdes que fazem com que o mesmo seja removido,
como por exemplo, pela acdo combinada de tampdes, bombas e trocadores de ions. Devido
a esta particularidade, cada tipo de célula expressa um conjunto Unico de componentes para
sinalizacdo por calcio, com diferentes propriedades espaciais e temporais. (Berridge et al.,
2003). Além das diferentes atuacdes em diversos tipos celulares, ha ainda variagdo no
padrdo de sinalizagdo de Ca?* em diferentes regides celulares, onde o aumento de calcio no

nucleo desencadeia efeitos diferentes do aumento do mesmo ion no citosol (Gomes, 2006).

Apesar de sua extrema importancia, em altas concentracdes citosdlicas, ainda que
por curtos periodos, o cdlcio é extremamente téxico, podendo causar a morte celular. Desta
maneira, sua concentracdo citoplasmatica deve ser fortemente regulada. A fim de manter
esta concentracao citosdlica baixa, em torno de nM, as células eucaridticas desenvolveram
um mecanismo de captacdo do ion que excede no citosol, sequestrando o calcio e
armazenando-o em compartimentos celulares ou eliminando-o pela membrana através de

bombas de Ca**-ATPase e trocadores de Na* e Ca**(Garcia, 1999). Outros dois mecanismos
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de bombeamento podem resultar em uma diminui¢do da concentracao de cdlcio citosdlico
na célula: a bomba SERCA de reticulos sarco-endoplasmdticos e transportadores

mitocondriais (Berridge et al., 2003).

Os sinais de calcio intracelular podem ser originados de duas maneiras. Vindo do
meio extracelular, através de diversos canais de membranas e, com diferentes estimulos,
como por exemplo, despolarizagio da membrana, estimulos nocivos, agonistas
extracelulares, mensageiros intracelulares ou da deplecdo de estoques internos. A outra
fonte do calcio citoplasmatico sdo os estoques internos que armazenam cdlcio, onde a
liberacdo de calcio é controlada pela prépria concentracdo do cdlcio ou ainda através de
segundos mensageiros celulares, tais como 1,4,5-inositol trifosfato (InsP3), ADP-ribose
ciclica, acido nicotinico adenina dinucleotideo fosfato (NAADP), e esfingosina-1-fosfato (S1P)

(Berridge et al., 2003).

Uma vez que o calcio esteja desempenhando o papel de mensageiro intracelular com
resposta sustentada frente a um estimulo extracelular, ha duas maneiras distintas do
estimulo se propagar da superficie ao interior celular: por meio de rea¢des moduladas por
calmodulina ou via quinase sensivel ao cdlcio, a PKC. Afirma-se que a primeira resposta é a
maior responsavel pela iniciacdo do estimulo, enquanto que a segunda desempenha o papel
de sustentar a resposta, em células onde o estimulo por cdlcio deve ser sustentado. A
proteina quinase C é importante por proporcionar a célula um controle do processo de
ativacdao celular, uma vez que a resposta sustentada de calcio é dependente da PKC

(Rasmussen et al., 1984).

Em parasitas da maldria, sabe-se que uma alta concentracao de célcio extracelular é
fundamental para a invasdo do parasita e consequente desenvolvimento do mesmo, uma
vez que a deplecdo extracelular do ion impede o desenvolvimento intraeritrocitico de P.
falciparum in vitro (McCallum-Deighton e Holder, 1992; Wasserman e Chaparro, 1996). O
interior dos eritrdcitos, onde o parasita se desenvolve, possui uma concentracdao muito baixa
de calcio (inferior a 100 nM) em comparacdo a condicdo encontrada extracelularmente pela
maioria das células (em torno de mM). Sabe-se se que a deficiéncia do ion é prejudicial ndo
sO a invasdo de eritrdcitos por merozoitos, mas também ao funcionamento e sobrevivéncia
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dos parasitas intracelulares (Beraldo, 2001; Gazarini et al., 2003).

Em 2003, um importante dado de nosso laboratério decifrou o modo pelo qual o
parasita resolve o problema das baixas concentragdes de cdlcio no interior dos eritrdcitos.
Sugere-se que na hora da invasdao pode haver uma entrada de cdlcio simultanea a entrada
do parasita, além de um constante abastecimento deste ion por meio de Ca*-ATPases
contidas na membrana dos eritrécitos, de modo que ocorra um bombeamento de cdlcio
para o entdo formado vacuolo parasitéforo, deixando a concentracdo vacuolar em torno de
40 uM, o suficiente para um completo desenvolvimento de seu estagio intraeritrocitico

(Gazarini et al., 2003).

Ja foi demonstrado que a acdo da melatonina em Plasmodium leva a liberacdo de
calcio de estoques intracelulares resultando em um aumento da concentragdo de calcio
citosdlico, tanto em P. falciparum quanto P. chabaudi. Este efeito é inibido pela adicdo de
luzindol, um antagonista de receptores de melatonina, e por u73122, um inibidor de
fosfolipase C. A utilizacdo de meio extracelular sem calcio (quelado com EGTA) e a adi¢do do
inibidor da Ca®*-ATPase de reticulo sarco-endolplasmatico, tapsigargina (THG), confirmaram

que a o calcio liberado é proveniente de estoques intracelulares (Hotta et al., 2000).

A melatonina é conhecida por induzir a producdo de inositoltrifosfato (InsP3) em
diferentes sistemas tais como dinoflagelados (Hardeland et al., 1995), cérebro de galindceos
(Popova e Dubocovich, 1995) e melanoma de hamsters (Eison e Mullins, 1993). Em
Plasmodium, sabe-se que esta é capaz de mobilizar cdlcio de estoques internos (Hotta et al.,
2000). Em 2005, Beraldo et al. reportou que em P. falciparum, ndo sé a melatonina, mas
também outros derivados do triptofano, como serotonina, N-acetil-serotonina e triptamina,
sdo capazes de induzir a liberacdo de calcio de estoques intracelulares causando um
aumento na concentracdo de calcio citosélico (Beraldo e Garcia, 2005). Outro trabalho
reportou ainda que a adicdo de melatonina induz um aumento de AMP ciclico, cAMP, e
consequentemente aumenta também a atividade da proteina quinase dependente de cAMP,
PKA. No mesmo trabalho foi notado que as vias de célcio e de cAMP estdo correlacionadas,
uma vez que, inibidor de fosfolipase C (PLC), quelante intracelular de calcio (Bapta/AM) ou

inibidor de calmodulina bloquearam o efeito do hormonio sobre os niveis de cAMP; efeito
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recuperado com a adicdo do ionéforo ionomicina (Ca®*/H"). Além disso, foi demonstrado que
o cAMP também é capaz de modular o ciclo do parasita, sincronizando-o. De fato, este
segundo mensageiro ja demonstrou estar relacionado com o desenvolvimento do parasita,

como no caso da gametogénese e maturagao de merozoitos (Beraldo et al., 2005).

A modulagdo de ciclo de Plasmodium pelo horménio melatonina é entdo mediada
por dois segundos mensageiros que atuam combinadamente. De um lado o hormoénio age
por uma via classica de ativacdo da PLC, provavelmente induzindo a formacdo de InsP3 e
consequentemente, liberando calcio do reticulo endoplasmatico. Uma vez que o calcio foi
liberado no citosol, inicia-se uma ativacdo da adenilato ciclase (AC) convergindo a favor da
formacdo de cAMP que por sua vez, ativa a proteina quinase dependente, PKA, e assim

novamente ocorre uma modulacdo de cdlcio citosélico (figura 1.4) (Beraldo et al., 2005).
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Figura 1.4-Esquema da via de sinalizagdo por melatonina em Plasmodium. AC, adenilato
ciclase; cAMP, adenosina monofosfato ciclica; ER,reticulo endoplasmatico; IP3,
inositol trifosfato; IP3R, receptor de inositol trifosfato; N, nucleo; PLC, fosfolipase
C; SR, receptor serpentino; TF, fatores de transcricdo.

FONTE: Modificado de Koyama et al.(2009)

1.4 Proteinas Quinases
Extremamente importantes para a sinalizacdo celular, as proteinas quinases (PQs) sdo

enzimas que modificam o substrato através de fosforilagdo, resultando em mudancas na
proteina alvo que podem interferir em sua atividade, localizacdo ou associacdo com outras
proteinas. As quinases sdo essenciais para o controle do ciclo celular e diferenciacdo. Além
disso, participam de eventos no metabolismo celular, na transcricdo génica, no rearranjo do
citoesqueleto, no movimento celular e na apoptose. A fosforilacdao por proteinas quinases é
conhecida como um dos principais mecanismos pelo qual a atividade celular de eucariotos é
controlada (Hanks, 2003). Devido a esta importancia, cerca de 2% de todo o genoma

humano codifica para tais proteinas (Doerig, 2008). Mutacdes ou desregulacdo de proteinas
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quinases podem causar diversas doencas (Manning et al., 2002).

Nos parasitas da malaria, a capacidade de perceber o meio externo tem papel
importante no seu ciclo celular e diferenciacdo de fases. As diferentes fases de
desenvolvimento do parasita compreendem complexos ciclos de crescimento celular, dos
quais se estima que as quinases sejam moduladores fundamentais (Koyama et al., 2009).
Tanto no mosquito vetor quanto no hospedeiro vertebrado, as proteinas do parasita e do
hospedeiro se comunicam em complexas estratégias de adaptacdo e sobrevivéncia (Anamika

et al., 2005).

J4 foi demonstrado que o uso de diversos inibidores de PQs impede a invasdo e
consequentemente, o desenvolvimento do ciclo intraeritrocitico de P. falciparum (Dluzewski
e Garcia, 1996). A industria farmacéutica tem desenvolvido programas objetivando a
identificacdo de novos alvos para tratamentos da maldria entre as quinases envolvidas em
sinalizagdo (Doerig, 2008). Por nao haver muita homologia entre algumas PQs de
patégenos,como o Plasmodium, e humanas e a participacdo em processos vitais para estes
patdgenos,estas proteinas quinases poderiam ser alvos de drogas contra estes parasitas

(Koyama et al., 2009).
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Name Group/Family PlasmoDB Phenotype

Pberk-1 CMGC/CDK PFDO865¢ Essential for erythrocytic schizogony
= (repeated failure to knock-out the gene)
gn 3 3:9 Pfmap-2 CMGC/MAPK PF11_0147 Essential for erythrocytic schizogony
% £ f {Gene disruption only in the presence of a complementing episome)
a g % PICK2 CMGC/CK2 PF11_0006 Essential for erythrocytic schizogony
._._9 mE (Gene disruption only in the presence of a complementing episome)
S
EES PRCDPK] CaMK/CDPK PFBOS 15w Essential for erythrocytic schizogony
g 25 (repeated failure to knock-out the gene)
Essential for erythrocytic schizogony
PIPKG AGC PF14_0346 {only non-loss of function genetic modifications possible)
Block in male and female gametogenesis
% PbCDPK4 CaMK/CDPK PFO7_0072 Block in male gametogenesis
o
&0
£ Pbmap-2 CMGC/MAPK PF11_0147 Block in male gametogenesis
§' & PB000659.00.0
£
20 s PbCDPK3 CaMK/CDPK PFCO420mw Block in ookinete motility
152 PBO00341.03.0
o
§ E Pbnek-4 NIMA MAL7P1.100 Block in meiosis/ookinete development
E i PB001094.00.0
§ § Pf/Pbnek-2 NIMA PFE1290w Block in melosisjaokinete development
4 g PB000208.03.0
;" 3 PLhCDPKG CaMK/CDPK PF11.0239 Impairment of sporozoite infectivity
E PB001122.01.0
§ PIPK7 Orphan PFBOGOSW Slow growth rate caused by lower number of nuclei per schizont
£ Block in oocyst development
PreiK1 clF2aK PF14.0423 No developmental block

Abolition of starvation stress-responsive elF2a phosphorylation in
asexual parasites

Pfmap-1 CMGC/MAPK PF14_0294 No developmental block
Overexpression of Pfmap-2

Figura 1.5-Estudos de genética reversa em proteinas quinases de P. falciparum publicadas.
FONTE: Modificado de Doerig (2010).

As proteinas quinases sao normalmente classificadas em serina-treonina e tirosina
quinases, onde o fosfato do ATP é transferido para residuos de serina, treonina ou tirosina,

respectivamente, podem ser divididas em subgrupos e familias (Kappes et al., 1999).

A maioria das PQs anotadas em Plasmodium se distribui em grupos ja caracterizados
em mamiferos. A Figura 1.5 apresenta algumas quinases de Plasmodium que foram

estudadas por genética reversa demonstrando seu papel na esquizogonia intraeritrocitica.

Existe nestes parasitas, um membro ortélogo de caseina quinase 1; cinco membros
da familia das NIMAs (Never In Mitosis gene A); cinco do grupo AGC (que inclui PKG, PKA e
PKB, mas ndo homologos a PKC) e diversos genes codificando membros de CamK, incluindo
membros de quinases calcio-dependentes (CDPKs), uma familia de enzimas caracterizadas

por um dominio de quinases acrescido de um dominio semelhante ao da calmodulina,
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restrito a plantas e alveolados (ciliados, apicomplexos e dinoflagelados). Dezoito enzimas se
encontram no grupo das CMGC, que inclui as MAPK (proteinas quinases ativadas por
mitdgenos), CDKs (quinases dependentes de ciclinas), GSK3 (glicogénio sintase quinase), e
CDK-like, relacionadas as quinases dependentes de ciclina (Kappes et al., 1999; Doerig et al.,

2005).

No grupo das CK1 (caseina quinases) conhece-se apenas um membro que é capaz de
fosforilar diversas proteinas do parasitas (Barik et al., 1997).J4 no grupo das CMGC, dezoito
enzimas foram encontradas em P. falciparum. Neste grupo estdo as familias das CDKs,
MAPK, GSK3, e CDK-like, relacionadas as quinases dependentes de ciclinas (Kappes et al.,

1999).

As quinases pertencentes a familia das CDKs, comumente encontradas em
eucariotos, estdo ligadas a regulagdao do ciclo celular. A forma ativa é composta por uma
subunidade catalitica, CDK e uma subunidade regulatdria, a ciclina. Em P. falciparum, foram
identificadas trés proteinas relacionadas as CDKs: PfPK5,em que tanto a localizagdo
intracelular quanto o momento em que a proteina é expressa sugerem que a atividade desta
proteina estd relacionada a regulacdo do ciclo de divisdo nuclear do Plasmodium (Holton et
al., 2003). A Pfmrk, predominante em gametdcitos, sugere sua participacao na diferenciacao
de parasitas em estdgios sexuados (Li et al., 1996). A Pfcrkl é regulada pds-
transcricionalmente, como sugerido pelo acimulo de RNAm em gametdcitos (Doerig et al.,

1995).

Quinases do dominio das MAPK (Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos)
desempenham fung¢des em diversos processos de transducdo de sinal, como, por exemplo,
inducdo da proliferacdo, parada do crescimento celular e apoptose. Sdo ativadas por
fosforilagdo de duas MAPKK especificas em residuos de tirosina e treonina do motivo TXY
(Kappes et al., 1999). Em P. falciparum sdo conhecidas apenas duas proteinas pertencentes

ao grupo das MAPK.

A PfMAP1 encontra-se presente em isoformas distintas, com peso molecular
variando entre 40, 80 ou 150 kDa, sendo a de 40 kDa presente em todo o estagio

intraeritrocitico, enquanto que as duas isoformas maiores sdo detectadas somente em
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formas maduras do parasita (Graeser et al., 1997; Kappes et al., 1999). O nocaute do gene
codificante para a quinase PfMAP1 levou a um aumento da atividade de PfMAP2, o que
sugere que a superexpressao da MAP2 pode estar sendo necessaria para suprir de alguma
maneira a auséncia da MAP1 (Dorin-Semblat et al., 2007). Ja4 a PfMAP2 foi reportada como
uma proteina essencial para que se complete o ciclo assexuado nos parasitas, embora
estudos em Plasmodium berghei tenham descrito o ortélogo como dispensavel para o
desenvolvimento do ciclo assexuado e gametocitogénese, mas essencial para a
gametogénese no mosquito vetor e exflagelacdo dos microgametdécitos (Dorin-Semblat et

al., 2007).

As enzimas PfPK6 e Pfcrk4 possuem caracteristicas semelhantes as CDKs e MAPK, de
acordo com analises da sequéncia de aminoacidos(Ward et al., 2004). O nocaute da CDPK6
em P. berghei mostra a participacdo desta quinase na infectividade do esporozoito nas

células hepaticas (Coppi et al., 2007).

Em P. falciparum, a PfPK1 compartilha uma sequéncia de aminodcidos similar a da
GSK3 (Kappes et al., 1999) e tem expressao estagio-especifica, bem como sua localizacdo
celular, que, durante o estagio eritrocitico, muda do citosol para uma fracdao da membrana
do parasita (Kappes et al., 1995). Entretanto ainda ndo se conhece nenhum homadlogo para
a CK2, uma enzima ubiquitdria, embora existam fortes evidéncias de sua existéncia em

Plasmodium (Kappes et al., 1999).

As CaMK (calmodulina quinases) sdao conhecidas por serem ativadas por uma ligacao
de Ca**-calmodulina em uma regido do dominio catalitico (Hanks e Hunter, 1995). Existem
13 PQs deste grupo em P. falciparum, destacando um dos papéis do cdlcio no parasita da
maldaria (Ward et al., 2004). A familia das CDPKs possuem cinco proteinas anotadas em P.
falciparum (Ward etal., 2004). Essas PQs sdo caracterizadas pela presenca de dois dominios
funcionais, um dominio catalitico de proteinas quinase e outro de regulacdo por meio de
ligacdo do cdlcio, sendo ativadas diretamente pelo mesmo, sem necessitar da calmodulina
como proteina mediadora (Kappes et al., 1999). S3o encontradas em plantas (Hrabak et al.,
1996) e alguns protozoarios como os cilados Tetrahymena thermophila (Hegyesi e Csaba,
1994), Paramecium sp (Kim et al., 1998) e os apicomplexas Eimeria mdxima (Dunn et al.,
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1996) e Plasmodium sp (Billker et al., 2004). Em plantas ainda ndo foram encontrados
homdlogos funcionais da PKC ou CaMK, enquanto que em animais e fungos, ainda ndo foram
identificados homdlogos de CDPK, o que sugere que, em plantas, as CDPKs podem substituir
a funcdo das PKC em eucariotos (Satterlee e Sussman, 1998). Interessantemente P.

falciparum também ndo possui nenhuma PKC anotada no genoma.

A PfCDPK1 é indispensavel para invasdo de eritrdcitos, mobilidade do parasita e
citocinese. Expressa durante a esquizogonia do ciclo eritrocitico e esporogonia no mosquito,
recentemente foi descrita como essencial para que se complete o ciclo assexuado
intraeritrocitico, uma vez que o tratamento com inibidores de CDPK1 (purfalcamina)
promoveu um bloqueio do ciclo no estagio de esquizontes (Kato et al., 2008). J& a CDPK3 é
importante para o ciclo sexuado do parasita, pois o nocaute do gene que codifica esta
proteina diminui cerca de duas vezes a habilidade de oocineto infectar o intestino do
mosquito (Ishino et al., 2006). A CDPK4 esta relacionada a exflagelacdo do gametdcito
masculino em resposta ao aumento de cdlcio induzido pelo dcido xanturénico do mosquito
vetor (Billker et al., 2004).A PfPK2 é expressa de maneira estagio-especifica, localizando-se
principalmente na membrana do parasita (Zhao et al., 1992) mas ainda ndo tem funcdo
descrita. Apresenta homologia a CaMK, PKA e PKC, pertencendo entdo, tanto ao grupo das

CaMK, quanto das AGC.

O grupo das AGC inclui a familia das proteinas com atividade dependente de
nucleotideos ciclicos, como por exemplo, AMPc e GMPc. Em Plasmodium, cinco PQs
pertencem ao grupo das AGC, trés delas ja caracterizadas: PfPKA, PfPKG e PfPKB (Ward et
al., 2004; Doerig et al., 2008). A PfPKA (proteinas quinases dependentes de AMPc) é
essencial para a multiplicagcdo do parasita no ciclo assexuado (Syin et al., 2001) além de estar
envolvida na diferenciacdo sexual do parasita (Kaushal et al., 1980; Trager e Gill, 1989). A
PfPKG (proteinas quinase dependentes de GMPc) de parasitas apicomplexos sdo
notavelmente diferentes das dos hospedeiros mamiferos ou aves, sendo maiores e contendo
um terceiro sitio de ligacdo de nucleotideos. Este sitio é funcional e contribui com a cinética

de ativacdo do nucleotideo, caracteristica exclusiva das PKGs de parasitas (Diaz et al., 2006).

A PKB de mamiferos é regulada por fosfatidilinositol (Pl) gerados pela fosfatidilinositol
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3 quinase (PtdIns-3) onde PI interage com o dominio de homologia a plecstrina (PH) de PKB.
J4 a PfPKB ndo possui o dominio PH e sua ativagdo ocorre via calcio-calmodulina (Marte e
Downward, 1997). A fosfolipase C (PLC) pode ser um regulador desta via por estar
relacionada a liberagdo de calcio de estoques intracelulares. Além disso, dados apresentados
por P. Sharma no MAM 2008 (Molecular Approaches to Malaria) sugerem que o complexo
calcio-calmodulina-PfPKB poderia estar envolvido na invasdo eritrocitica do parasita (Doerig

et al., 2008).

Cinco proteinas quinases de Plasmodium se assemelham com o grupo de Tirosina-
quinase-like (TirK-like), incluindo duas que apresentam maximo de homologia com MAPKKK-

relacionadas, MAL6P1.191 e PFBO520w (Ward et al., 2004).

Um pequeno grupo de cinco proteinas quinases foram identificadas por andlises de
sequéncia de aminodacidos como relacionadas a familia das NIMA/NEK, envolvidas na
regulacdo de ciclo celular. PfNEK1 se assemelha a NEK2 de mamiferos, enquanto que as
outras ndo possuem homologia clara com NEKs de mamiferos ou leveduras (Reininger et al.,
2009). As NEKs desempenham papéis na divisdo de células eucaridticas, tal como replicacdo
do centrossomo. Andlises de microarray demonstraram que a PfNEK1 é expressa tanto no
estagio sexuado quanto assexuado, enquanto que as outras trés NEKs sdo expressas
predominantemente em gametdcitos (Le Roch et al.,, 2003). A PfNEK1 tem um sitio de
ativacdao semelhante as MAPKK, e experimentos demonstraram que de fato esta proteina in
vitro fosforila a PFMAP2, no entanto nao fosforila a PfMAP1, e nem MAPKs conhecidas de
mamiferos (Dorin et al., 2001). APbNEK4 é fundamental para a maturac¢do do oocineto, uma
vez que o nocaute do gene, apesar de nao interferir na formacao dos gametas e fertilizacao,
impede o desenvolvimento do zigoto em oocineto (Reininger et al., 2005). Além disso, tanto
a proteina NEK2 de P. falciparum quanto de P. berghei sdo importantes para a formacdo de
oocistos no mosquito vetor (Reininger et al., 2009). A proteina NEK3 ainda ndo tem funcao
descrita em Plasmodium, além ser filogeneticamente distante das NIMA quinases de
mamiferos. Expressa durante os estdgios tardios do ciclo assexuado e em gametdcitos, o que
se sabe sobre esta quinase é sobre seu potencial para regular MAPK de Plasmodium, uma

vez que esta é capaz de fosforilar PFIMAP2, embora nao fosforile a PFIMAP1 nem a MAPK1
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humana (Lye et al., 2006).

Outro grupo associado ao das NIMAs é formado por trés enzimas, incluindo a ja
citada, PfPK4. S3o similares as quinases de fator de elongacdao em mamiferos (Ward et al.,
2004), homodlogas de PQs envolvidas na regulacdo da traducdo por meio da fosforilagcdo do
fator-2 de iniciacdo da traducdo em eucariotos (elF2a). Em P. falciparum, a atividade de
elF2a é heme-dependente (Surolia e Padmanaban, 1991; Anamika et al., 2005) e, sabe-se
que estas quinases estdo relacionadas a tradugdo em resposta ao estresse em outros
organismos, como leveduras e metazoarios (Fennell et al., 2009). APfelK1, fosforila in vitro, a
elF2a ortéloga de P. falciparum em resposta a privacdo de aminodcidos (Fennell et al.,
2009). Em parasitas nocaute para a pfeikl, a fosforilagdo de elF2a em resposta a privacdo de

aminoacidos é abolida.

Diversas PQs nao se assemelham a nenhum grupo pré-definido, ou entdo se agrupam
em pequenos satélites. Essas proteinas sdo classificadas como familia das OPKs (Orphan
Protein Kinases). Como exemplo destas proteinas temos a PfKIN (PF140516), previamente
classificada como da familia das SNF e um grupo de trés enzimas de Plasmodium, incluindo a
PfPK4 (MAL6P1.146), previamente caracterizada como homologa de quinases HRI; e diversas
outras sequéncias isoladas (Ward et al., 2004). Quatro quinases 6rfas de P. falciparum tém
sido descritas como enzimas compostas, compartilhando caracteristicas com mais de uma
familia, como por exemplo, as ja mencionadas PfPK6 e Pfcrk-4, que possuem relacdo tanto
com CDKs quanto com MAPK (Ward et al., 2004). Outro exemplo é a PfPK7 (PFBO605w) que
apresenta o maximo de homologia com as MAPKK de mamiferos, no entanto, esta
homologia se resume a parte C-terminal, onde, a regido N-terminal é mais préxima da
proteina quinase A (PKA) de fungos (Figura 1.6), contudo PfPK7 se mostrou insensivel tanto a
inibidores para a PKA quanto MAPKKs (Dorin et al., 2005). Apesar da semelhanca com MEK
de mamiferos, estudos in vitro mostraram que a PfPK7 nao fosforila as MAPKs conhecidas de
P. falciparum, PfMAP1 e PfMAP2 (Dorin et al., 2005). O nocaute do gene que codifica a PfPK7
resultou em parasitas apresentando fenétipo diferenciado no ciclo sexuado e assexuado.
Estudos no mosquito vetor relataram que o parasita com o gene nocauteado foi incapaz de

dar continuidade ao ciclo sexuado, uma vez que ndo produzia oocistos. No estdgio

37



assexuado apresentou crescimento mais lento, cerca de duas vezes menor, devido a
formacdo de menor numero de merozoitos nos esquizontes em relagdo ao parasita
selvagem, demonstrando o envolvimento desta quinase na regulacdo da proliferacdo e

desenvolvimento do ciclo do P. falciparum.

| PIPKT PIPK7
M.a. PKA J— Human MAPKK3c
Human MAPKK3c ‘ Human MAPK1
r Human MAPK1 Yeast FUS3
‘ Yeast FUS3 M.a. PKA
Human NEK1 ¢ Human NEK1
_‘{ Yeast KIN3 T Yeast KIN3
N-terminal region C-terminal region

Figura 1.6- Arvore filogenética da proteina quinase PfPK7 baseada no alinhamento das regides
N-terminal entre os residuos 28-187 e C-terminal, dos residuos 142-321.
FONTE: Modificado de Dorin et al. (2005).

Outra quinase orfa é a PfPK9 (PF13_0085) que fosforila a UBC13 (E2 ubiquitin-
conjugating enzyme 13) e suprime a atividade conjugadora de ubiquitina (Philip e Haystead,
2007). Este fato indica que a proteina PfPK9 pode desempenhar um papel importante na
regulacdo do proteossomo, e assim, em processos fundamentais como progressao celular

(Doerig et al., 2008).

E notidvel o surgimento de uma nova familia de quinases em organismos
apicomplexos, denominada FIKK-quinases. Corresponde a um grupo de quinases com motivo
conservado de aminodcidos, correspondente ao subdominio Il do dominio catalitico de PQ.
Possuem a regido N-terminal altamente varidvel e, com excecdo da triade glicina no
subdominio I, contém todos os residuos importantes para fosfotransferéncia ou estabilidade
estrutural das proteinas quinases. Cerca de 20 PQs desta familia foram identificadas no
genoma de P. falciparum e apenas uma de outra espécie de apicomplexas (Ward et al.,

2004).

A Figura 1.7 esquematiza diversas quinases estudadas por genética reversa em
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Plasmodium e as implicacdes ja descobertas no ciclo do parasita.

Uma vez que inibidores de quinases e de fosfatases interferem no ciclo do
Plasmodium, admite-se que sao requeridas tanto fosforilagdo quanto desfosforilagdo de
proteinas para o controle do ciclo do parasita (Li e Baker, 1998). A reversao da fosforilacado é
um mecanismo fundamental de regulacdo pds-traducional do funcionamento da proteina.
Esta defosforilacdo é catalizada por proteinas fosfatases, classificadas em duas grandes
familias: as serina/treonina fosfatases e as tirosina fosfatases (Dobson et al., 2001). Tal
procedimento tem sido reportado como um importante fator na invasdo de eritrécitos por
merozoitos e desenvolvimento do ciclo intraeritrocitico. Recentemente foram caracterizadas
algumas fosfatases em P. falciparum tais quais PfPP-2A, PfPP-2B, PfPP-2C e duas fosfatases
putativas do estagio sexuado PfPP-a e PfPPJ (Li e Baker, 1998).
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2 OBIETIVO

Este trabalho tem por objetivo averiguar a importancia das quinases PfPK7, PfMAP1,
PfNEK2, PfNEK3 e PfelK1 na regulagdo do ciclo intraeritrocitico de Plasmodium falciparum
mediado pelo horménio melatonina por meio da analise da progressdao de P. falciparum

pelos varios estagios do ciclo intraeritrocitico utilizando parasitas nocautes para estas

proteinas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutengao de P. falciparum em cultura
Parasitas 3D7 foram mantidos em meio RPMI 1640 (GIBCO) com 0,04% de sulfato de

gentamicina, 0,05% (SIGMA) de hipoxantina (SIGMA), 0,23% de bicarbonato de sédio
(SIGMA) e suplementado com 10% de soro. Os parasitas nocautes foram mantidos da
mesma forma com adi¢do da droga blasticidina (SIGMA) (2,5 pg/mL) e, para os parasitas
onde a fungdo do gene foi restaurada (parasita complemento), além de blasticidina foi
adicionado o antibidtico WR99210 (5 nM). Apds a troca do meio as garrafas foram ventiladas
com uma mistura de gas (7% de CO,, 5% de O, e 88% de N;) (Trager e Jensen, 1976) e

mantidas em estufa a 37 °C.

Bolsas de hemdcias e plasma humano A+ foram doadas quinzenalmente pelo Centro de
Hemoterapia do Hospital do Servidor para manutencdo do hematdcrito da garrafa a 5% e

suplementacao do meio de cultura, respectivamente.

O meio de cultura foi trocado diariamente e o ciclo do parasita foi acompanhado por
esfregaco em |amina coradapor pandtico (RAPIDO LB) para andlise didria de parasitemia, e
com Giemsa para contagem de fases dos parasitas em experimento para anadlise de

modulac¢do do ciclo.

Todos os parasitas nocautes e seus complementos utilizados neste trabalho foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Christian Doerig, da Escola Politécnica Federal de Lausana

(Suica).

3.2 Andlise da modulagao de ciclo intraeritrocitico
Os experimentos foram realizados em placas de cultura de células contendo 24 pocos,

nos quais foi adicionado 1mL de eritrdcitos infectados a 1% de parasitemia. Para cada
tratamento foram utilizadas trés concentracdes do horménio melatonina (100 nM, 1 uM e

10 uM) além do controle com solvente (etanol). A melatonina foi dissolvida primeiramente
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em etanol e depois em meio completo resultando em estoques de 4mM, 1000uM, 100uM e

10puM.

Antes da incubacgdo, os parasitas foram lavados 2X com RPMI completo para retirada
da droga blasticidina, utilizada no crescimento dos parasitas nocauteados. A incubacao foi
feita no interior de uma camara de acrilico, mantida em estufa a 37 °C e atmosfera de 7% de

CO,, 5% de O, e 88% de N, por 24h.

Foram realizados trés experimentos independentes para cada parasita nocaute (pfpk7,
PfPK7 complemento, pfnek2’, pfnek3’, pfmapl e pfeikl e seus respectivos controles com o

parasita selvagem, 3D7) e, cada tratamento foi incubado em triplicata experimental.

Apds 24h, foram feitos esfregacos de cada poco, fixados com metanol e corados com
Giemsa para posterior contagem. Para cada esfregaco foi contado um minimo de 2000
eritrocitos e calculadas as respectivas porcentagens de cada estadgio, bem como as
parasitemias. Os dados foram normalizados em relagdo ao controle e analisados no
programa GraphPad Prism 5. Para as andlises estatisticas utilizou-se o teste One Way

ANOVA, com pds-teste de Newman Keuls.

3.3 Sincronizagdo, isolamento e marcagao de parasitas
Para os ensaios de medidas de calcio, a cultura de parasitas foi sincronizada com

sorbitol 10% (Lambros e Vanderberg, 1979) durante 15 minutos e, apds centrifugagdo o
pellet foi ressuspendido em meio completo. 18h pds-sincronizacdo foram realizados os

ensaios em trofozoitos maduros.

Os eritrécitos infectados foram entdo retirados da cultura e os parasitas foram isolados
dos eritrécitos com saponina 0,02% em PBS (137mM de NaCl, 2,7mM de KCl, 4,3mM de
Na,HPO,4 e 1,4mM de NaH,PO,4, pH 7,2), na presenca de inibidores de protease: leupeptina,
pepstatina A, antipaina e quimiostatina (10 pg/mL) e benzamidina (0,5mM). O isolamento
dos parasitas das membranas lisadas foi feito por centrifugacdo a 10.000g por 10 min, a 4 °C.
Ap0s centrifugacdo, os parasitas foram lavados 3X com tampao M (116mM de NaCl, 5,4mM
de KCl, 0,8mM de MgSQ,, 5,5 mM de D-glicose, 50mM de MOPS, pH 7,2) acrescido de célcio

(2mM), benzamidina (0,5 mM) e coquetel inibidor de proteases (1uL/mL).
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Os parasitas foram ressuspendidos em tampao M com célcio, acrescido de probenecid
(40uM) (bloqueador de canal anidnico, impede que o Fluo-4 seja transportado para o meio
extracelular) e Fluo-4 (5uM) e foram incubados por 50 min a 37 °C. Apds este periodo, os
parasitas foram lavados 3X com tampdo M com calcio acrescido de probenecid e
ressuspendidos no mesmo tampdo. Os ensaios foram realizados no espectrofluorimetro
Shimadzu modelo RF-5301-PC. Foram feitas estimulagdes com melatonina na concentragao
100nM e etanol, como controle negativo. Digitonina (25 uM) e EGTA (100 uM) foram usados
para respectivamente lisar os parasitas e assim liberar todo célcio e em seguida, quelar todo
o cdlcio. Este procedimento é utilizado para calcular a fluorescéncia maxima menos a
minima. A droga tapsigargina (10 uM), inibidora de Ca-ATPase do reticulo endoplasmatico,
foi utilizada quando necessdria para comprovar a existéncia de cdlcio em estoque

intracelular.

Os comprimentos de onda de excitagdo e de emissdao utilizados foram,

respectivamente, 505nm e 530nm.

Os dados de concentracdo e fluorescéncia foram extraidos do espectrofluorimetro no
formato de texto (.txt) para posteriores andlises no programa GraphPad Prism 5. Os dados
foram normalizados em relacdo a linha de base e analisados com One Way ANOVA, com pds-

teste de Newman-Keuls.

3.4 Citometria de fluxo
Diversos estudos propdem o uso da citometria de fluxo para avaliar tanto

parasitemia como diferenciacdo dos estagios intraeritrociticos de P. falciparum usando
marcadores fluorescentes de DNA (Shapiro e Ulrich, 2010). Diferentes marcadores
fluorescentes ja foram utilizados: iodeto de propideo (Contreras et al.,, 2004), laranja de
acridina (Bhakdi et al., 2007), Hoeschst 33258 (van Vianen et al., 1993), Picogreen® (Corbett
et al., 2004), Dihidroetidina (van der Heyde et al., 1995) e YOYO-1 (Li et al., 2007) sdo alguns

exemplos.

YOYO-1 é considerado um dos marcadores disponiveis mais sensiveis, sendo excitado
com laser a 488nm (Li et al., 2007). A analise de DNA de diferentes espécies de Plasmodium

mostrou que esse marcador foi capaz de separar completamente eritrécitos nao infectados
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de eritrdcitos parasitados (Barkan et al., 2000; Sijwali et al., 2004). A utilizacdo do YOYO-1
possibilita correlacionar o contelddo de DNA a cada estagio intraeritrocitico, onde uma baixa
qguantidade de DNA relaciona-se ao anel e trofozoito e um alto conteiddo de DNA com a fase
esquizonte. Usando a citometria de fluxo e YOYO-1 podemos claramente separar fases
jovens e maduras de P. falciparum como mostra a Figura 4.8. Ja foi descrito para diferentes
fluorocromos que a intensidade de fluorescéncia de parasitas no estagio esquizonte é em

média 10 vezes maior que a encontrada em anel (Janse et al., 1987).

Similar aos experimentos de contagem com Giemsa para verificar modulagdo de ciclo
de P. falciparum por melatonina, foram feitas incubacdes em placas de cultura de células
contendo 24 pogos com concentracdes diferentes de melatonina (100 nM e 1 uM) em 1mL
de meio RPMI completo. A parasitemia inicial estava entre 4% e 10% em 2,5% de

hematdcrito.

P. falciparum nocaute para os genes de quinases pfmapl e pfeikl também foram
testadas para os derivados do triptofano: N-acetilserotonina (100 nM e 1 uM), triptamina
(500nM e 1 uM) e serotonina (250 nM e 1 uM), além de melatonina (100 nM e 1 uM) e
controle do solvente (etanol) bem como controle de eritrocitos ndo infectados e amostras
de parasitas sincronizados em cada estdgio, para demarcacao das fases nas analises (Figura

4.11).

Apds incubagao em camara de acrilico por 24h a 37 °C, as células foram ressuspendidas
e lavadas 1X em PBS, com centrifugacdo de 2.000g por 1 minuto e ressuspendidas
novamente em 1 mL de PBS com 2% de formaldeido, para fixacdo das células, em
temperatura ambiente por 24h. Os experimentos foram feitos em duplicata e em trés dias

independentes.

Apds a fixacdo, as células foram lavadas 2X com PBS para retirar completamente o
formaldeido utilizado. Antes de serem levadas ao citometro de fluxo, foram ressuspendidas
em solugdo contendo 0,1% de triton X-100 para permeabilizar as células, 500mg/mL de
RNAse e 10 nM do marcador de acido nucléico, YOYO-1. Imediatamente apds a marcacao, as

células foram analisadas no citometro de fluxo.
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A leitura foi feita no equipamento de citometria FACS Calibur, onde foram coletadas
10° células dentro do gate demarcado. A excitagdo do YOYO-1 foi feita utilizando laser de

comprimento de onda 488nm e sua emissdo em 509nm captada pelo filtro FL1-H (530/30).

Para demarcacao dos gates dos estdgios de parasitas foram utilizadas as culturas
sincronizadas nos estagios de anel e esquizontes, além dos eritrécitos ndo infectados. As

analises foram feitas utilizando o programa FlowlJo 7.6.1.
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4 RESULTADOS

4.1 PfPK7, uma proteina quinase atipica com caracteristicas de MAPKK e PKA de
mamiferos, participa na modulagdo via melatonina do ciclo intraeritrocitico de
Plasmodium falciparum

A melatonina ¢ um hormoénio capaz de modular o ciclo intraeritrocitico de P.
falciparum e P. chabaudi (Hotta et al., 2000). A incubacdo de parasitas em cultura com o
hormonio durante 24 horas promove o aumento de fases tardias (esquizontes) e diminuicao
de formas jovens (anéis) em relacdo ao controle em P. falciparum, levando a sincronizacao
das fases (Hotta et al., 2000; Beraldo et al., 2005). Além disso, quando esquizontes de P.
falciparum, sincronizados pelo método do sorbitol, sdo incubados com melatonina hd um
aumento na invasdo, sugerindo uma aceleragdo do ciclo intraeritrocitico (Beraldo e Garcia,
2005). Parasitas nocaute para o gene pfpk7 crescem de maneira mais lenta que parasitas
selvagens, formando um numero menor de merozoitos por esquizonte no ciclo
intraeritrocitico e ndo formando oocistos durante o ciclo sexuado (Dorin-Semblat et al.,

2008).

A fim de verificar se a proteina PfPK7 seria um dos efetores da via de sinalizacdo da
melatonina, hemacias infectadas com parasitas nocaute para o gene pfpk7 foram incubadas
com o horménio em trés concentracoes distintas (100 nM, 1 uM e 10 uM), utilizando-se
como controle positivo do ensaio hemdcias infectadas com parasitas selvagens (cepa 3D7).
Apds 24 horas de incubacdo, esfregacos foram obtidos e expostos a coloracdo de Giemsa,

possibilitando a contagem de parasitemia.

Como reportado anteriormente (Hotta et al., 2000), verificamos que parasitas P.
falciparum selvagens dessincronizados (cepa 3D7) incubados com melatonina nas
concentracdes de 100 nM, 1 uM e 10 uM sofreram uma diminuicdo da porcentagem de
formas jovens (anéis) e um aumento da porcentagem de formas maduras (esquizontes) em
relacdo ao controle (incubacdo com solvente, etanol). Essas alteracdes ocorreram de

maneira dose-dependente (Quadro 4.1 e Figura 4.1A). Especificamente, a média da
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porcentagem da forma intraeritrocitica de anel foi 34% menor que o controle no tratamento
com a concentragao de 10 uM de melatonina ao passo que a média da porcentagem de
esquizontes para a mesma concentracdao do hormonio foi 233,7% maior que o controle
(Quadro 4.1A). Quando submetemos os dados obtidos a andlise estatistica, verificamos que
houve diferenca significativa em relacdo ao controle para a porcentagem normalizada da
forma de anéis e esquizontes, porém nao foram observadas diferencas significativas para a
forma trofozoito (Figura 4.1A), cuja média foi 2,9% menor que o controle no tratamento com
10 uM de melatonina (Quadro 4.1). A média da parasitemia foi 1,7% maior que o controle
(Quadro 4.1) para uma concentracdo de melatonina de 10 pM, valor que ndo foi
estatisticamente diferente do controle (Figura 4.1B). Para concentracdes menores de
melatonina também foi verificado o efeito previamente reportado para parasitas 3D7
selvagens: na concentracdao de 100 nM, ocorreram mudancas estatisticas significativas com
decréscimo de 19,6% da média da porcentagem de anéis e aumento de 133% da média da
porcentagem de fases maduras em relacdo ao controle (Figura 4.1 A e Quadro 4.1), e, na
concentragdo de 1uM a média da porcentagem de anéis foi reduzida em 31,0% ao passo que
a média da porcentagem de esquizontes apresentou elevacdo em 191,8% em relacdo ao
controle. A porcentagem de trofozoitos n3dao apresentou alteragdes estatisticamente
significativas para nenhuma das concentragdes do hormdnio, sofrendo aumentos de 5,0% e
0,6% em relacdo ao controle para as concentracdes de 100 nM e 1uM de melatonina,
respectivamente (Figura 4.1 A e Quadro 4.1). As parasitemias ndo foram estatisticamente

diferentes do controle para as concentracdes de 100 nM e 1 uM de melatonina.

Os resultados obtidos com parasitas selvagens validam os dados obtidos em
experimentos executados concomitantemente em parasitas dessincronizados nocaute para
o gene pfpk7. Esses ultimos apontam para uma perda da capacidade de sincronizacaodo
ciclo intraeritrocitico dependente de melatonina (Quadro 4.1 e Figura 4.1B). Verificamos
que, para concentracdo de melatonina 10 uM, a média da porcentagem de anéis nos
parasitas nocauteados foi, 6,2% menor que o controle, enquanto a média da porcentagem
de esquizontes foi 6,1% maior que o controle (Quadro 4.1). A média da parasitemia foi 1 %
maior que parasitas tratados com solvente (Quadro 4.1) para uma concentracdo de
melatonina de 10 uM. Para uma concentracdo de 100 nM de melatonina, houve, nos
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parasitas nocauteados, reducdo de 1,4% da média da porcentagem da fase de anel e
reducdo de 8,8% da média do estdgio esquizonte em relagdo ao controle; trofozoitos
apresentaram aumento de 5,7% em relacdo ao controle (Quadro 4.1). Para a concentracao
de 1uM de melatonina, a média da porcentagem de anéis apresentou aumento de 7,2% em
relagdo ao controle, mesmo aumento encontrado em trofozoitos para esta mesma
concentragdo, ao passo que a média da porcentagem de esquizontes foi reduzida em 34,7%
quando comparados com o controle (Quadro 4.1). Quando submetemos os dados a analise
estatistica verificamos que ndo houve diferenga significativa em relacdo ao controle da
porcentagem normalizada das fases para nenhuma das concentra¢des de melatonina
utilizadas (Figura 4.1B). As parasitemias para as concentracdoes de 100 nM e 1 uM de

melatonina ndo foram estatisticamente diferentes do controle.

Os dados obtidos até o presente momento sugerem que a proteina PfPK7 participa na
modulacdo, dependente de melatonina, do desenvolvimento intraeritrocitico de P.
falciparum. A fim de fortalecer a hipdtese, analisamos o parasita nocaute para o gene pfpk7
transfectado com plasmideo epissomal contendo o gene para pfpk7 (pfpk7  complemento)
utilizando a metodologia de microscopia para contagem de fases intraeritrociticas do
parasita apds incubacdao com melatonina e empregando como controle positivo o parasita P.

falciparum (cepa 3D7) selvagem.

Os resultados demonstram que parasitas com o gene pfpk7 complementado sdo
responsivos a melatonina, havendo uma recuperacdao da sincronizacdo das fases
intraeritrociticas, o que pode ser percebido através do aumento da porcentagem de
esquizontes e reducdo da porcentagem de anéis em relacdo ao controle com solvente
(Quadro 4.2 e Figura 4.2B). Observamos que parasitas 3D7 selvagens (controle positivo)
tiveram reducdo na média da porcentagem de anéis de até 66% e aumento da média da
porcentagem de esquizontes de 139% em relagdo ao controle (estimulo com melatonina 10
UM, Quadro 4.2), sendo que a reducdo da porcentagem normalizada de anéis e o aumento
da porcentagem normalizada de esquizontes foram estatisticamente significativos (Figura

4.2A).
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Quadro 4.1- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo controle
(solvente etanol) de cepas 3D7 selvagem e pfpk7- tratados com melatonina nas
concentragoes de 100 nM, 1 uM e 10 uM . Os valores estdo apresentados como

média
independentes, cada qual em triplicata.

+ erro padrdo da média e sdao referentes a trés experimentos

3D7 selvagem Solvente Melatonina Melatonina Melatonina
(Etanol) 100 nM 1uM 10 pm
Anel (%) 100 80,4+5,1 69,0 £ 3,8 66,0 £ 2,6
Trofozoito (%) 100 105,0+6,1 100,6 + 3,1 97,1+1,7
Esquizonte (%) 100 233,0+ 45,2 291,8£49,9 333,7+£60,6
Parasitemia (%) 100 91,4143 102,6 +4,7 101,7+4,3
Solvente Melatonina Melatonina Melatonina
pfpk7” (Etanol) 100 nM 1uM 10 pm
Anel (%) 100 98,6 +8,1 107,2+10,9 93,8+4,0
Trofozoito (%) 100 105,7 £5,0 107,2 +5,7 106,2 + 3,8
Esquizonte (%) 100 91,2+ 19,7 65,3+8,2 106,1 £ 10,5
Parasitemia (%) 100 112,9+8,8 114,2+5,9 101,0+6,9
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Figura 4.1- Grafico de distribuicdo de fases intraeritrociticas de Plasmodium falciparum em
parasitas selvagens (A) e parasitas nocaute para o gene pfpk7 (pfpk7’) (B) tratados
com melatonina nas concentra¢des de 100 nM, 1 uM e 10 puM. O controle
utilizado foi incubagdo com o solvente etanol. Os dados foram analisados pelo
teste estatistico One-Way ANOVA com pds-teste de Newman Keuls. O simbolo *
aponta tratamentos significativamente diferentes do controle, com valor de p <
0,05. As barras estdo no formato média + erro padrdo da média.
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Em concentragdes menores, os parasitas selvagens também apresentaram respostas
que indicam uma sincronizagao de estdgios: com 100 nM de melatonina obtivemos queda na
média do percentual de anéis (26,6%) e elevacdo na média do percentual de esquizontes,
64,9%, em relacdo ao controle com solvente (Quadro 4.2), variagGes estatisticamente
significativas (Figura 4.2A). Para a concentragdao de melatonina 1uM, a queda na média da
porcentagem de anéis em 3D7 foi de 42,3% e o aumento na média da porcentagem de
esquizontes foi de 89,9%, em relacdo ao controle (Quadro 4.2). O estédgio de trofozoitos ndo
apresentou variagGes estatisticamente significativas nesses parasitas (Figura 4.2A), com
diminuicSes da média em relagdo ao controle de 2,2%, 1,2% e 0,1% respectivamente para as
concentracdes de 100 nM, 1uM e 10uM de melatonina (Quadro 4.2). A parasitemia nao foi
significativamente diferente do controle para nenhuma das concentracdes de melatonina

utilizadas.

Em parasitas pfpk7 complementados houve reducdo de 22,7%, 56,2% e 62,3% da
média da porcentagem de anéis em relacdo ao controle em resposta a melatonina 100 nM, 1
UM e 10 uM, respectivamente (Quadro 4.2). Por outro lado, a média de esquizontes
aumentou de maneira dose-dependente em parasitas pfpk7 complementados: para
concentra¢des de 100 nM, 1uM, e 10 uM, o aumento foi de 47,0%, 85,3% e 95,8% em
relacdo ao controle, respectivamente (Quadro 4.2). Quando submetidos a andlise estatistica,
verificamos que a porcentagem normalizada de anéis foi significativamente menor em
relacdo ao controle para todas as concentracdes testadas de melatonina, enquanto a
porcentagem de esquizontes foi significativamente maior para as concentragdes de 1 uM e
10 uM (Figura 4.2B). A parasitemia nao foi estatisticamente diferente do controle para

nenhuma das concentracdes de melatonina testadas.

Esses resultados sugerem fortemente que a proteina PfPK7 estd envolvida na via de
sinalizacdo por melatonina na modulagao do ciclo de P.falciparum, uma vez que a auséncia
do gene codificante (pfpk7) blogueou o efeito de modulagcdo do ciclo (Figura 4.1B), e a
reintroducdo do gene permitiu uma resposta similar a do parasita selvagem (3D7), Figura

4.2B.
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Quadro 4.2- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo controle
(solvente etanol) de cepas 3D7 selvagem e nocaute para pfpk7 complementadas
com o gene pfpk7 tratados com melatonina nas concentra¢des de 100 nM, 1 uM
e 10 uM. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdao da média e
sao referentes a trés experimentos independentes, cada qual em triplicata.

3D7 selvagem Solvente Melatonina Melatonina Melatonina
(Etanol) 100 nM 1uM 10 um
Anel (%) 100 73,4+8,1 57,7+7,5 340+7,6
Trofozoito (%) 100 97,8+1,3 98,8+2,1 99,9+2,6
Esquizonte (%) 100 164,9 +£ 16,8 189,9 + 20,2 239,0+31,4
Parasitemia (%) 100 131,2+38,8 123,7+5,4 124,9+£3,8
pfpk7 Solvente Melatonina Melatonina Melatonina
complemento (Etanol) 100 nM 1uM 10 uM
Anel (%) 100 77,3+9,5 43,8+6,4 37,7+5,6
Trofozoito (%) 100 91,6 £4,7 100,5+3,1 99,0+4,3
Esquizonte (%) 100 147,1 +£16,8 185,3+21,6 195,8 +£22,1
Parasitemia (%) 100 110,8+ 10,9 106,8 + 8,8 121,5+ 15,5

52



%

%

P. falciparum pfpk7 complemento

< 400+
©°
t .
€
6 3004
(&)
v O
“w 9
“E S 2001
2 %
N
5 100 g
E o
p -
o]
£ 0-
o 400+
°
"
€
6 3004
(8]
v ©
“w 9
& 2 200-
m (©
T O
©
N
= 1004 g
£
£
[«]
£

oLE

P. falciparum 3D7 selvagem

o e

Anel Trofozoito Esquizonte

Fase

Anel Trofozoito Esquizonte

Fase

A

B

Controle

EE3 Melatonina 100 nM
E3 Melatonina 1 um
0 Melatonina 10 uM

Figura 4.2- Grafico de distribuicdao de fases intraeritrociticas de Plasmodium falciparum em
parasitas selvagens (A) e parasitas nocaute para pfpk7 complementados com o
gene (B) tratados com melatonina nas concentracdes de 100 nM, 1 uM e 10 uM.
O controle utilizado foi a incubacdo com o solvente etanol. Os dados foram
analisados pelo teste estatistico One-Way ANOVA com pds-teste de Newman
Keuls. O simbolo * aponta tratamentos significativamente diferentes do
controle, com valor de p < 0,05. As barras estdo no formato média * erro padrao
da média.
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4.2 PfPK7 modula o aumento de calcio citosdlico via melatonina em P. falciparum

Uma vez que ja tenha sido demonstrada a importancia da percep¢ao da melatonina

pelo parasita para a modulac¢do do ciclo via liberacdo de calcio (Beraldo e Garcia, 2005) e

que, parasitas pfpk7-, além de retardamento no desenvolvimento do ciclo assexuado (Dorin-
Semblat et al., 2008), apresentaram incapacidade de sincronizagdao do ciclo celular via
melatonina, decidimos analisar a capacidade dos parasitas nocaute em aumentar calcio

citosdlico apds estimulo por melatonina.

A fim de verificar a concentragdo citosodlica de cdlcio utilizamos trofozoitos isolados
de Plasmodium falciparum marcados com indicador de cdlcio Fluo-4 com a fluorescéncia
monitorada através de espectrofluorimetro. Como controle positivo utilizamos a cepa 3D7
selvagem, que possui um aumento transiente de cdlcio citosélico quando estimulada por
melatonina (Beraldo et al., 2007). A figura 4.3A mostra que a adicdo do hormonio na
concentracdo de 100 nM promove aumento citosolico de calcio de parasitas no estagio de
trofozoito em meio contendo cdlcio extracelular. Em preparacdes obtidas

concomitantemente ao controle positivo, estimulamos trofozoitos isolados de Plasmodium

falciparum (3D7) nocaute para o gene pfpk7 (pfpk7-) com melatonina 100 nM (Figura 4.3B).
A andlise do grafico da figura 4.3B demonstra que a adi¢ao de melatonina em P. falciparum
da cepa nocaute para o gene pfpk7 (pfpk7’) ndo é capaz de promover um aumento de célcio
citosélico expressivo. Esse resultado nos levou a questionar se os estoques de calcio internos
do reticulo endoplasmatico estariam parcialmente depletados no parasita nocaute (pfpk7’)
ou insensiveis a transducdo de sinal promovida pelo horménio. Para investigar essas
hipoteses, utilizamos o inibidor de SERCA (calcio-ATPase de reticulo sarcoplasmatico)
tapsigargina (5 uM). A figura 4.3B mostra que a tapsigargina é capaz de promover a saida de
calcio do reticulo endopasmatico em parasitas nocaute (3D7 pfpk7’) aumentando a
concentracdo de calcio no citosol do parasita e demonstrando que os estoques internos de
calcio ndo estavam depletados. De forma similar ao observado na figura 4.3A, a adicdo de
melatonina (100 nM) a parasitas nocaute para pfpk7 que foram complementados (3D7
pfpk7  complemento) demonstram que o horménio é capaz de promover aumento de calcio

citosélico nestas células (Figura 4.3C).
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Figura 4.3- Graficos representativos de aumento de calcio citosélico em resposta a melatonina
(Mel) 100 nM e tapsigargina (Thg) 5 uM. A: cepa 3D7 selvagem; B: parasita

nocaute para o gene codificante de PK7 (3D7 pfpk77); C: parasita nocaute para
PK7 com o gene de PK7 complementado. As setas indicam o momento da adi¢ao
dos compostos.

55



Quantificamos o aumento da concentracdo de cdlcio citosdlico em resposta a
melatonina 100 nM para a cepa 3D7 selvagem, para o nocaute de pfpk7 e para o
complemento de pfpk7 (Figura 4.4), obtendo valores (média * erro padrdo) de 52 + 7 nM
(n=9) para 3D7 selvagem; 16 £ 3 nM (n=12) para o nocaute de pfpk7 e 42 £ 9 nM (n=9) para
o complemento de pfpk7. Nao observamos aumento significativo de cdlcio ao tratarmos os
parasitas com o solvente do hormonio, etanol (Figura 4.4). Verificamos que houve uma
tendéncia de diminuicdo do sinal de calcio provocado por melatonina em parasitas nocaute
para o gene pfpk7, enquanto parasitas complementados com pfpk7 tiveram um aumento de

calcio citosdlico provocado por melatonina semelhante a parasitas selvagens (Figura 4.4)

Esses dados sugerem que esta quinase modula, direta ou indiretamente, o aumento de

calcio provocado por melatonina em P. falciparum.
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Figura 4.4- Aumento de concentracdo de calcio citosélico causado por melatonina 100 nM em cepa
selvagem de Plasmodium falciparum (3D7 selvagem), parasitas nocaute para o gene

pfpk7 (3D7 pfpk7-) e parasitas pfpk7- complementados com plasmideo contendo o gene
pfpk7 (3D7 pfpk7~ complemento). O solvente utilizado foi o etanol.
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Concentra¢Ges mais altas do hormonio melatonina (1 uM e 10 uM) foram utilizadas a
fim de se caracterizar a resposta ao hormonio nos parasitas nocaute (pfpk7°). Ao utilizarmos
melatonina na concentracdo de 10 uM, observamos um aumento de calcio intracelular de
148 + 42 nM (n=8) (Figura 4.5). O aumento de concentragao de calcio causado pelo solvente
nao foi significativo, assim como melatonina na concentracdo de 100 nM (Figura 4.5), ao
passo que observamos aumentos de 36 + 5 nM (n=7) de calcio para melatonina na
concentracdo de 1 uM. Em conjunto, os dados das figuras 4.4 e 4.5 sugerem que a auséncia

do gene pfpk7 atenua, porém nao abole o sinal de cdlcio provocado por melatonina.
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Figura 4.5- Gréfico dose-resposta de parasitas 3D7 pfpk7~ estimulados com melatonina. O
solvente utilizado foi o etanol. A concentracdo de célcio foi obtida através de
adicdo de digitonina e EGTA ao final do experimento e a resposta calculada
através da diferenca de concentracdo de cdlcio no pico da resposta e
concentracdo de calcio basal.
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4.3 As proteinas PfNEK2e PfNEK3, cujos homoélogos em mamiferos controlam progressao
do ciclo celular, ndo siao fundamentais para a modulagio via melatonina do ciclo
intraeritrocitico de P. falciparum

Onze membros das NEKs (proteinas quinases relacionadas as NIMAs — Never In Mitosis
Aspergillus) foram identificados em tecidos humanos e desempenham funcdes relacionadas
ao ciclo celular (Reiningeret al., 2009). Em Plasmodium, quatro NIMA quinases foram

identificadas no genoma (Reininger et al., 2009).

As quinases NEK2 e NEK3 s3do importantes reguladoras de proteinas estruturais que
controlam o processo de mitose em diferentes sistemas biolégicos (O’Connelet al., 2003).
Em Plasmodium falciparum foi demonstrado um aumento de RNA mensageiro em estagios
assexuais intraeritrociticos de pfnek2 (Reininger et al., 2009) e pfnek3 (Llinas et al., 2006).
Desta forma, averiguamos se estas proteinas quinases estariam envolvidas na via de

sinalizacdo e modulacao do ciclo celular do parasita via melatonina.

A resposta de modulagao de ciclo intraeritrocitico de P. falciparum frente ao estimulo
de melatonina ja esta bem estabelecida por estudos anteriores (Hotta et al., 2000; Beraldo e
Garcia, 2005). Assim, utilizamos em nossos estudos o horménio melatonina nas
concentracdes de 100 nM e 1 uM, concentra¢cdes comumente empregadas anteriormente. A
fim de validar os resultados, utilizamos como controle positivo parasitas selvagens da cepa

3D7.

Em experimentos com a cepa de P. falciparum dessincronizada e nocauteada para o
gene pfnek2 (pfnek2’), tratada durante 24h com hormoénio e analisada por contagem de
fases em laminas coradas com Giemsa, observamos uma sincroniza¢do do ciclo provocada
por melatonina (Figura 4.6B). Obtivemos, com 100 nM melatonina reducdo da média da
porcentagem de anéis de 26,7% em relagdo ao controle tratado com solvente ao passo que,
nos parasitas selvagens, houve reducdo de 16,7% (Quadro 4.3). O valor foi significativamente
diferente do controle apenas para parasitas nocaute (Figura 4.6A e B). Ao utilizarmos 1 uM

melatonina observamos reducdo de 39,8% da média da porcentagem anéis em relacdo ao

controle em pfnek2-, e, em parasitas selvagens, redugao 30,0% em relagao ao controle com

solvente (Quadro 4.3). Ambos valores foram significativamente diferentes dos controles
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(Figura 4.6A e 4.6B). A porcentagem de esquizontes aumentou em ambas as cepas em
relacdo ao controle, para as duas concentra¢cdes de hormodnio testadas. Em parasitas 3D7

selvagens, o aumento da média da porcentagem de esquizontes foi de 98,5% no tratamento

com 100 nM melatonina e 143,2% no tratamento com 1 uM de melatonina e, em pfnek2-, a
média da porcentagem de esquizontes aumentou em 59,3% em relagdo ao controle no
tratamento com 100 nM melatonina e em 137,4% quando utilizamos 1 pM do hormdnio
(Quadro 4.3). Todos os aumentos foram estatisticamente significativos em relacdao aos
controles (Figura 4.6 A e B). A porcentagem de trofozoitos em relacdo ao controle
modificou-se significativamente apenas para os parasitas 3D7 (Figura 4.6A), com reducdo da
média da porcentagem de trofozoitos de 10,4% em relagdo ao controle para a concentragao

de 100 nM melatonina e 15,0% para a concentracdo de 1 uM melatonina (Quadro 4.3). Em

parasitas pfnek2- tratados com 100 nM de melatonina houve um aumento ndo
estatisticamente significativo da média da porcentagem de trofozoitos (Figura 4.6B) em
1,8%. Para a concentracdo de 1 uM do hormoénio houve reducdo ndo estatisticamente
significativa em 1% da média da porcentagem de trofozoitos em relagdo ao controle com
solvente (Quadro 4.3). As parasitemias, tanto para a cepa 3D7 selvagem quanto para o

nocaute (pfnek2’) ndo foram estatisticamente diferentes do controle (Quadro 4.3).
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Quadro 4.3- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo
controle (solvente etanol) de cepas 3D7 selvagem e pfnek2  tratados com
melatonina nas concentragdes de 100 nM e 1 uM. Os valores estdo
apresentados como média + erro padrdao da média e sdo referentes a trés

experimentos independentes, cada qual em triplicata.

3D7 selvagem Solvente Melatonina Melatonina
(Etanol) 100 nM 1pm
Anel (%) 100 83,4+9,0 70,0+7,4
Trofozoito (%) 100 89,6 +3,5 85,0+2,5
Esquizonte (%) 100 198,5+20,1 243,2 £ 25,5
Parasitemia (%) 100 98,8+ 7,7 98,4+6,4
Solvente Melatonina Melatonina
pfnek2” (Etanol) 100 nM 1M
Anel (%) 100 73,3+7,8 60,2 + 6,7
Trofozoito (%) 100 101,8+2,6 99,0+2,3
Esquizonte (%) 100 159,3 + 23,2 237,4+27,1
Parasitemia (%) 100 111,2+5,1 115,4+6,4
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Figura 4.6- Grafico de distribuicdo de fases intraeritrociticas de Plasmodium falciparum em
parasitas selvagens (A) e parasitas nocaute para o gene pfnek2 (pfnek2’) (B)
tratados com melatonina nas concentragées de 100 nM e 1 puM. O controle
utilizado foi incubacdo com o solvente etanol. Os dados foram analisados pelo
teste estatistico One-Way ANOVA com pods-teste de Newman Keuls. O simbolo *
aponta tratamentos significativamente diferentes do controle, com valor de p <
0,05. As barras estdo no formato média + erro padrdo da média.
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Em experimentos com parasitas P. falciparum nocaute para o gene pfnek3 (pfnek3-),
conduzidos da mesma maneira que experimentos com parasitas pfnek2’, observamos
sincronizagdo do ciclo intraeritrocitico provocada por melatonina (Quadro 4.4 e Figura 4.7B).
Para a concentracao de 100 nM de melatonina, o decréscimo da média da porcentagem de
anel em relagdo ao controle foi de 44,7% em parasitas selvagens e 8,2% em parasitas
nocaute (Quadro 4.4), sendo que a diferenca foi significativa em relacdo ao controle para o
parasita selvagem (Figura 4.7A), porém ndo para o parasita nocaute (Figura 4.7B). O

aumento da média da porcentagem de esquizonte na mesma concentracdo, 100 nM, foi

109,3% nos parasitas selvagens e 118,9% em pfnek3-, em relagdo ao controle com solvente
(Quadro 4.4), sendo que as diferencas foram significativas em relacdo ao controle (Figura
4.7A e B). Para a concentragdo de 1 uM de horménio a reducdo da média da porcentagem
de anéis de parasitas selvagens em relacdo ao controle foi de 54,9% e de 47,6% para os

parasitas pfnek3’, enquanto que a formagdo de esquizontes aumentou 148,1% em 3D7

selvagem e 205,5% em pfnek3-, em relagdao aos respectivos controles (Quadro 4.4). Esses
valores foram significativamente diferentes dos controles (Figura 4.7 A e B). A média da
porcentagem de trofozoitos em 3D7 selvagem se manteve similar nas duas concentragdes,
reduzindo em 2% e 2,8% em relacdo ao controle para as concentra¢des de 100 nM e 1 uM
de melatonina, respectivamente, valores ndo significativamente diferentes do controle
(Figura 4.7 A). Nos parasitas nocaute para o gene pfnek3 a reducdo da média da
porcentagem de trofozoitos em relacdo ao controle foi de 11,0% para 100 nM melatonina e
18,2% para 1 uM do hormonio, sendo significativas as diferengas de ambas as concentragdes
em relacdo ao controle com solvente (Figura 4.7B). As parasitemias para a cepa pfnek3 e

3D7, em todos os tratamentos, ndo foram estatisticamente diferentes dos controles.

A partir dos resultados podemos sugerir que as proteinas PfNEK2 e PfNEK3 ndo sdo
fundamentais para a modulag¢ao via melatonina do ciclo de P. falciparum, pois os efeitos do
hormonio (i.e., sincronizacao do ciclo intraeritrocitico) sobre as cepas nocaute para os genes
pfnek2 (pfnek2’) e pfnek3 (pfnek3’) sdo similares aos efeitos do hormonio na cepa selvagem

3D7.

62



Quadro 4.4- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo controle
(solvente etanol) de cepas 3D7 selvagem e pfnek3” tratados com melatonina nas
concentragdes de 100 nM e 1 uM. Os valores estdo apresentados como média +
erro padrao e sao referentes a trés experimentos independentes, cada qual em

triplicata.
3D7 selvagem Solvente Melatonina Melatonina
(Etanol) 100 nM 1uMm
Anel (%) 100 55,3+5,0 45,1+7,0
Trofozoito (%) 100 98,0+ 1,5 97,2+2,1
Esquizonte (%) 100 209,3+20,3 248,0+ 34,8
Parasitemia (%) 100 116,7 +£4,0 115,7+4,9
Solvente Melatonina Melatonina
pfnek3- (Etanol) 100 nM 1uM
Anel (%) 100 91,8+11,3 52,4+15.0
Trofozoito (%) 100 89,0+ 2,6 81,8+1,9
Esquizonte (%) 100 218,9 + 24,2 305,5 + 15,9
Parasitemia (%) 100 86,6 £3,5 81,9+3,3
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Figura 4.7- Grafico de distribuicdo de fases intraeritrociticas de Plasmodium falciparum em
parasitas selvagens (A) e parasitas nocaute para o gene pfnek3 (pfnek3’) (B)
tratados com melatonina nas concentragées de 100 nM e 1 puM. O controle
utilizado foi incubacdo com o solvente etanol. Os dados foram analisados pelo
teste estatistico One-Way ANOVA com pds-teste de Newman Keuls. O simbolo *
aponta tratamentos significativamente diferentes do controle, com valor de p <
0,05. As barras estdo no formato média + erro padrdo da média.
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4.4 A proteina PfMAP1, homéloga a MAPK de mamiferos, ndo é fundamental para a
modulacdao por melatonina e derivados de triptofano do ciclo intraeritrocitico de P.
falciparum

Uma vez que MAP quinases regulam crescimento, desenvolvimento e diferenciagao
celular em diferentes sistemas (Bodart, 2010), investigamos se a via das MAP quinases
estaria envolvida na modulagao, via melatonina, do ciclo intraeritrocitico de P. falciparum.
Além da melatonina, utilizamos nos experimentos outros derivados do triptofano (N-
acetilserotonina, serotonina e triptamina) conhecidos por promoverem aumento da
concentragdo intracelular de célcio em trofozoitos e sincronizagdo do ciclo intraeritrocitico
de Plasmodium falciparum (Beraldo e Garcia, 2005). Para esses experimentos, utilizamos a
metodologia de citometria de fluxo e um marcador fluorescente de DNA (YOYO-1). O
método de marcacdo com YOYO-1 foi validado para contagem de parasitemia em diversos
estudos (Xie et al., 2007, Li et al., 2007, Jiménez-Diaz et al., 2005). A diferenciacdo de fases
jovens e fases maduras foi possivel devido a maior quantidade de DNA presente nas ultimas.
Para delimitarmos janelas de fluorescéncia para as fases, passamos pelo citbmetro amostras
infectadas de eritrécitos com parasitas sincronizados nas fases de anel, trofozoito ou
esquizonte (Figura 4.8). Observamos que as fases de anel e trofozoito tém intensidades de
fluorescéncia com sobreposicdo consideravel, porém parasitas na fase de esquizonte sdo
facilmente distinguiveis das demais por ndo terem interseccdo com as duas ultimas (Figura
4.8). Assim, estabelecemos limites de fluorescéncia para fases jovens (anel e trofozoito) e
maduras (esquizonte), utilizados nos experimentos subseqiientes (Figura 4.8). A parasitemia
foi calculada através da divisdo do nimero total de parasitas (fases jovens e maduras) pelo

numero total de eritrdcitos.

Os histogramas obtidos no citometro de fluxo para parasitas P. falciparum da cepa 3D7
(selvagem), utilizados como controle positivo do experimento, indicaram um desvio para
valores maiores de fluorescéncia, em relacdo ao controle com solvente, de parasitas
tratados com derivados de triptofano, sugerindo que houve um aumento da porcentagem

de parasitas maduros em resposta aos compostos utilizados (Figura 4.9).
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Parasitas 3D7 selvagens apresentaram queda estatisticamente significativa de 11,4%
na média da porcentagem de fases jovens ao passo que a média da porcentagem de fases
maduras aumentou significativamente em 26,2% para concentracdo de 100 nM do hormoénio
melatonina em relagdo ao controle (Quadro 4.5 e Figura 4.10A). Para a concentragdao 1 uM, o
mesmo hormonio provocou reducdo de 9,1% na média da porcentagem de fases jovens e
elevagdao em 18,5% na média da porcentagem de fases maduras, variagdes estatisticamente
significantes em relagdo ao controle (Quadro 4.5 e Figura 4.10A).Para o derivado inddlico N-
acetilserotonina, nas concentracdes de 250 nM e 1 uM, observamos reducdo na média da
porcentagem de fases jovens em 5,9% e 4,4%, respectivamente, e aumento na média da
porcentagem de fases maduras de 25,9% e 13,7%, respectivamente (Quadro 4.5). Os
aumentos na porcentagem de fases maduras foram estatisticamente significantes (Figura
4.10A). Ao estimularmos os parasitas com o derivado inddlico triptamina, observamos
reducdo de 8,6% na média da porcentagem de fases jovens e elevagdo em 20,9% na média
da porcentagem de fases maduras, para a concentracdao de 500 nM. O aumento nas fases
maduras foi estatisticamente significativo (Figura 4.10A). Para a concentracdo de 1 uM
triptamina, observamos diminuicdo de 4,6% na média da porcentagem de fases jovens e
aumento de 20,2% na média da porcentagem de fases maduras em relagdo ao controle
(Quadro 4.5). O aumento nas fases maduras foi estatisticamente significativo (Figura 4.10A).
Para serotonina, observamos reducdes de 7,5% e 3,9% na média da porcentagem fases
jovens em relagcdo ao controle para as concentra¢gdes de 250 nM e 1 uM, respectivamente,
ao passo a média da porcentagem de estdgios maduros aumentou, em relacdo ao controle
negativo, em 12,6% para 250 nM e em 21,8% para a concentragdo de 1 uM de serotonina
(Quadro 4.5). Os aumentos de nas fases maduras foram estatisticamente significativos para
ambas as concentracdes de hormonio testadas (Figura 4.10A). As parasitemias ndo
apresentaram variacoes significativas quando comparadas a parasitas selvagens tratados

com o solvente.

Os histogramas obtidos no citometro de fluxo para parasitas P. falciparum nocaute
para o gene que codifica para a proteina PfMAP1 (pfmapl’) indicaram um desvio para

valores maiores de fluorescéncia, em relacdo ao controle, de parasitas tratados com
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derivados de triptofano sugerindo que houve um aumento de fases maduras em resposta

aos compostos utilizados (Figura 4.11).

Em parasitas nocaute para o gene pfmapl (pfmapl’), apesar da redug¢do na
porcentagem de fases jovens ndo ter sido estatisticamente significativa em todos os
tratamentos (Figura 4.10B), o aumento na porcentagem de fases maduras foi
estatisticamente significativo para todos os derivados de triptamina utilizados e em todas as

concentra¢des empregadas.

Em experimentos realizados com parasitas pfmapl’, na presenca de melatonina na
concentragdo de 100 nM, o aumento da média da porcentagem de fases maduras foi de
50,2% em relacdo ao controle, ao passo que para a concentracdo de 1 uM de melatonina o
aumento foi de 50,0% em relagdo ao controle (Quadro 4.5). Ambos os aumentos foram

estatisticamente significativos (Figura 4.10B).

Nos experimentos similares com parasitas pfmapl e o composto N-acetilserotonina
observamos que o aumento da média da porcentagem das fases maduras em relacdo ao
controle foi menor do que o observado no tratamento com melatonina (29,2% para a
concentracdo de 100 nM e 21,4% para a concentracao de 1uM em relacdo ao controle),

porém ainda assim, estatisticamente significativo (Figura 4.10B).

Em experimentos com parasitas pfmapl e o indol serotonina, as elevacdes da média
da porcentagem de fases maduras em relagdo ao controle foram similares as da N-
acetilserotonina: 20,1% para a concentracdo 250 nM e 26,8% para a concentracdo de 1uM
(Quadro 4.5). As mudancas no percentual de estagios tardios foram estatisticamente

significativas (Figura 4.10B).

Nos experimentos realizados com parasitas pfmapl e adicdo de triptamina,
observamos que os aumentos da média da porcentagem de fases maduras foram,
respectivamente, de 18,6% e 39,5% em relagao ao controle para as concentragdes de 500

nM e 1uM (Quadro 4.5), sendo estatisticamente significativos (Figura 4.10B).
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As parasitemias ndo foram estatisticamente diferentes do controle em parasitas

nocaute, pfmap1’, para todos os compostos em todas as concentragdes utilizadas (Quadro
4.5).

Nossos resultados demonstraram que a auséncia do gene pfmapl ndo impede a
sincronizacdo do ciclo intraeritrocitico de Plasmodium falciparum por derivados de
triptofano, inferida através do enriquecimento de fases maduras (Figura 4.10B). Dessa
maneira, podemos sugerir que a proteina PfMAP1 ndo é uma quinase fundamental para a

sincronizacdo, via melatonina e derivados de triptofano, do ciclo intraeritrocitico de
Plasmodium falciparum.

| Madura
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Figura 4.8- Andlise de citometria de fluxo de cultura de eritrocitos parasitados com
Plasmodium falciparum (cepa 3D7) sicnronizados com sorbitol e marcados com
YOYO-1. PopulagGes enriquecidas com anel (em vermelho), trofozoito (azul) e
esquizonte (laranja). Este controle (n=10) representa a padronizacdo para o
calculo da porcentagem de fases de desenvolvimento do parasita nos préximos
experimentos, utilizando os nocautes de pfmapl e pfeikl e parasitas selvagens
cepa 3D7. Fl-1-H: fluorescéncia em unidades arbitrarias (escala logaritmica) no
eixo da abscissa, no eixo da ordenada é apresentado o nimero de eritrdcitos.
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Figura 4.9- Andlise de citometria de fluxo de eritrécitos infectados com P. falciparum (3D7)
selvagens marcados com YOYO-1. Tratamento com derivados de triptofano nas
concentragdes indicadas, durante 24 horas. Mel: Melatonina, Nas: N-
acetilserotonina, SER: Serotonina, TRIP: Triptamina. FL1-H: fluorescéncia em
unidades arbitrdrias. No eixo das ordenadas estd indicado o numero de
eritrécitos.
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Quadro 4.5- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo controle
(solvente etanol) de cepas 3D7 e pfmapl- tratados com derivados do triptofano
nas concentragdes indicadas. Os valores estdo apresentados como média * erro
padrdo e sdo referentes a média das duplicatas experimentais, em um minimo de
trés experimentos independentes.

Fases Fases Maduras . .
3D7 selvagem Parasitemia (%
g Jovens (%) (%) (%)
Solvente (Etanol) 100 100 100
Melatonina
+ + +
100 o 886+2,4 | 1262+2,0 101,3+1,5
Melatonina 909+0,6 | 1185+0,9 102,7 +1,3
1uM
N-acetilserotonina
+ + +
100 nM 94,1+2,8 | 1259+1,0 99,1+ 1,8
N-acetilserotonina | oo, 49 | 1137:53 102,9+1,5
1uM
Serotonina 91,4+1,3 | 120,9+2,9 98,5+1,9
250 nM
Serotonina 95,4+2,0 | 1202+16 98,4+ 0,8
1uM
Triptamina
25+1 112,6 + +17
500 92,5+ 1,9 6+3,9 98,6 + 1,
Triptamina 96,1+2,3 | 121,8+1,2 101,2 + 1,5
1uMm
Fases Fases Maduras . .
f 1- Parasitemia (%
pimap Jovens (%) (%) (%)
Solvente (Etanol) 100 100 100
Melatonina
+ + +
100 oV 90,5+2,2 | 150,2+6,7 103,1+ 2,2
Melatonina 90,5+2,4 | 150,0+3,4 110,8 + 4,1
1uMm
N'acet"se;‘l’vtf"'"a 100\ 995430 | 1292+0,8 101,5 + 0,7
N-acetilserotonina | g5 1,33 | 1214409 | 101,438
1uM
Serotonina
+2 120,1 + 100,5 +
250 M 98,5+2,6 0,1+3,8 00,5+ 3,8
Serotonina 100,6 +5,1| 126,7+8,5 102,7 +1,6
1uM
Triptamina 98,7+3,4 | 118,6+3,9 102,8 + 1,2
500 nM
Triptamina 946+0,3 | 139,5+17,9 | 102,2+1,1
1uM
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Figura 4.10- Grafico de distribuicdo de fases intraeritrociticas jovens e tardias de Plasmodium

e parasitas nocaute para o gene pfmapl

)

(B) tratados com melatonina e outros derivados do triptofano nas concentragoes

indicadas. O controle utilizado foi incubagdao com o solvente etanol. Os dados
foram analisados pelo teste estatistico One-Way ANOVA com pds-teste de

falciparum em parasitas selvagens (A

aponta tratamentos

*

As barras com dois simbolos

Newman Keuls.

, com valor de p < 0,01. O simbolo

significativamente diferentes do controle

Unico * aponta tratamentos significativamente diferentes do controle, com valor

de p <0,05. As barras estdao no formato média * erro padrao da média.
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Figura 4.11- Analise de citometria de fluxo de eritrdcitos infectados com P. falciparum nocaute

para pfmapl marcados com YOYO-1. Tratamento com derivados de triptofano
nas concentracOes indicadas, durante 24 horas. Mel: Melatonina, Nas: N-
acetilserotonina, SER: Serotonina, TRIP: Triptamina. FL1-H: fluorescéncia em
unidades arbitrdrias. No eixo das ordenadas estda indicado o numero de
eritrocitos.
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4.5 A proteina PfelK1 é fundamental para a sincronizagao do ciclo de P. falciparum por
algumas moléculas derivadas do triptofano

Nossos estudos também envolveram o nocaute de outro gene codificante para
quinase, a pfeikl, um fator de iniciacdo de transcricdo da familia das elF2a quinases,

relacionadas a regulac¢do do ciclo e diferenciagdo celular (Rhoads, 2001).

A cultura de P. falciparum nocaute para o gene pfeikl foi tratada com melatonina e
derivados de triptofano nas mesmas concentra¢des utilizadas anteriormente e a contagem
de parasitemia foi executada em citdbmetro de fluxo apds marcacdo do DNA com composto

fluorescente (YOYO-1).

Os histogramas obtidos no citémetro de fluxo para parasitas P. falciparum nocaute
para a proteina pfeik (pfeik1l) tratados com derivados de triptofano foram similares aos

histogramas do controle, tratados com o solvente etanol (Figura 4.12).

Nos parasitas nocaute para o gene pfeikl (pfeikl’), para todos os compostos e em
todas as concentragdes utilizadas, ndo observamos aumento estatisticamente significativo
de fases maduras em relacdo ao controle ou diminuicdo estatisticamente significativa de
fases jovens em relacdo ao controle (Figura 4.13). A Quadro 4.6 mostra que, ao utilizarmos
melatonina 100 nM, a média da porcentagem de fases jovens aumentou 0,02% e fases
tardias aumentaram 2,9% em relagao ao controle com solvente. Para o mesmo hormonio, a
concentragdao de 1uM promoveu aumento de 2,2% na média da porcentagem de fases
jovens e de 0,3% para fases maduras em relacdo ao controle (Quadro 4.6). N-
acetilserotonina promoveu, na concentragcdao de 100 nM, redugao de 0,2% na média da
porcentagem de fases jovens e reducdo de 0,3% para as fases maduras, em relacdo ao
controle com solvente, e, para a concentragcdao maior, 1uM, obtivemos aumento de 0,8% na
média da porcentagem para as fases jovens e aumento de 1,5% para fases maduras, em
relacdo ao controle (Quadro 4.6). Serotonina, utilizada na concentracdo de 250 nM resultou
em decréscimo de 1,7% na média da porcentagem de fases jovens e elevacdo de 1,4% na
média da porcentagem de fases maduras em relacdo ao controle com solvente (Quadro 4.6).

Na concentragao de 1 uM a serotonina promoveu aumento na média da porcentagem de
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estagios jovens (2,1%) e reducdo na média da porcentagem de estagios maduros (1,7%)
(Quadro 4.6). Triptamina, na concentragdo de 500 nM, promoveu um aumento de 0,7% na
média da porcentagem de estagios jovens e 0,5% na média da porcentagem de estdgios

maduros em relagcdo ao controle com solvente (Quadro 4.6).

A andlise dos resultados nos indica que a auséncia do gene pfeikl impediu a
sincronizagdo dos parasitas por melatonina e outros derivados de triptofano que promovem
a modulacdo do ciclo intraeritrocitico de P. falciparum (Beraldo e Garcia, 2005). Esses
resultados indicam que tal qual a PK7, a proteina quinase PfelKl esta envolvida na

modulacdo do ciclo intraeritrocitico de P.falciparum via melatonina.
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Figura 4.12- Andlise de citometria de fluxo de eritrécitos infectados com P. falciparum
nocaute para pfeikl marcados com YOYO-1 apéds tratamento com derivados de
triptofano nas concentragbes indicadas, durante 24 horas. Mel: Melatonina,
Nas: N-acetilserotonina, SER: Serotonina, TRIP: Triptamina. FL1-H: fluorescéncia
em unidades arbitrarias. No eixo das ordenadas esta indicado o numero de
eritrocitos.
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Quadro 4.6- Porcentagem de fases intraeritrociticas e parasitemia normalizados pelo controle
(solvente etanol) de pfeikl- tratados com derivados do triptofano nas
concentragdes indicadas. Os valores estdo apresentados como média + erro
padrdao da média e sao referentes a média das duplicatas experimentais, em um
minimo de trés experimentos independentes.

feikil- Fases Jovens Fases Parasitemia N
prel (%) Maduras (%) (%)
Solvente (Etanol) 100 100 100
Melatonina 100,0+2,3 | 103,0+3,3 98,0+ 1,2
100 nM 7’ - 7’ ’ - 7’ 7’ - '
Melatonina
102,2 +2,0 100,3+2,3 98,9+1,0
1uM
N-acetilserotonina
100 nM 99,8+1,3 99,7+ 2,6 95,1+1.9
N-acetilserotonina
1M 100,8+1,2 101,5+1,5 94,0+ 2,2
Serotonina
250 nM 101,7+1,4 98,6 +0,9 95,0+2,5
Serotonina 102,1+0,7 | 98,3+1,1 96,3+1,1
1uM
Triptamina
500 nM 100,7+1,1 100,5 +0,4 96,7+2,3
Triptamina 101,7+1,4 | 97,6+23 93,2+2,1
1Y
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Figura 4.13- Grafico de distribuicdo de fases intraeritrociticas de parasitas P. falciparum nocaute
para pfeikl (pfeikl’) tratados com melatonina e outros derivados do triptofano nas
concentragdes indicadas. O controle utilizado foi incubacdo com o solvente etanol.
Os dados foram analisados pelo teste estatistico One-Way ANOVA com pds-teste de
Newman Keuls.
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5 DISCUSSAO

Os mecanismos moleculares e celulares que habilitam o Plasmodium a perceber e
responder ao ambiente intra e extracelular constituem-se em elementos chaves para a
proliferacdo e transmissdo da malaria. O desenvolvimento do Plasmodium ocorre em dois
hospedeiros e nestes encontra uma grande diversidade em termos de ambiente, por
exemplo: hepatdcitos e circulagdo sanguinea de vertebrados ou no intestino e glandula
salivar do inseto. Portanto, a fim de completar seu ciclo de vida o parasita precisa perceber
as alteragGes que ocorrem em seu ambiente e responde de maneira rapida e adequada, por
meio do estimulo ou inibicdo da maquinaria de divisdo celular.

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um composto amplamente distribuido,
secretado pela glandula pineal de todos os mamiferos, incluindo homem. Em adicdo, sua
presenca foi confirmada em muitas plantas (Dubbels et al., 1995; Chen et al., 2003; Paredes
et al., 2009) e organismos unicelulares (Balzer e Hardeland, 1991; Hardeland et al., 1995).
Melatonina participa do controle de diversas atividades no corpo, incluindo regulagao do
sono e ritmo circadiano, controle da resposta imune, neutralizacdo de radicais livres e pode
ter ainda ac¢des anti-cancerigenas (Pandi-Perumal et al., 2006; Shiu, 2007; Jan et al., 2009;
Reiter et al., 2009). Além disso, melatonina também protege os organismos contra infec¢des
bacterianas e virais (Ben-Nathan et al., 1995; Wiid et al., 1999; Bonilla et al., 2004) e foi
mostrada ter um papel benéfico na reversao dos sintomas em resposta ao choque térmico
(Escames et al., 2006). Alguns dos efeitos de melatonina sdo mediados via receptor
enquanto outros sdo independentes da ativacdo de receptores (Reiter et al., 1994; Tan et al.,

2007).

Parasitas da maldria percebem substancias quimicas ambientais que podem regular
seu ciclo de vida. Algumas moléculas derivadas do hospedeiro/vetor podem ser
reconhecidas pelo Plasmodium incluindo metabdlitos derivados do triptofano, por exemplo,
melatonina (Hotta et al., 2000; Hotta et al., 2003; Beraldo e Garcia, 2005; Budu et al., 2007)
ou ainda o acido xanturénico, derivado do mosquito vetor e conhecido por promover a

inducdo da exflagelacdo em gametdcitos masculinos (Billker et al., 1998). Dados de nosso
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laboratério mostraram que melatonina é capaz de sincronizar o ciclo de vida de P.
falciparum e P. chabaudi in vitro e que este efeito é abolido pela co-incubagdo com lunzidol,
um antagonista dos receptores MT1/MT2 de melatonina. A sincronia também é perdida in
vivo em camundongos pinealectomizados e apds a injecao de luzindol. Além disso, a
administracdo de melatonina em camundongos pinealectomizados restaura a sincronia
(Hotta et al., 2000). Estes dados sugerem que o hormdnio melatonina circulante age como

um sinal que modula o ciclo celular de Plasmodium.

Em contraste aos achados com P. falciparum e P. chabaudi, melatonina ndo foi capaz
de modular o ciclo, nem promover a elevacao na concentracdo de calcio intracelular de P.
berghei ou P.yoelii, dois parasitas de roedores que apresentam um desenvolvimento
assincronico in vivo (Bagnaresi et al., 2009). Além disso, melatonina ndo tem efeito sobre a
infeccdo hepdtica por esporozoitos de P. berghei. Estes dados podem fornecer uma base

para o entendimento da falta de sincronia nestes parasitas.

Melatonina é capaz de regular o ciclo celular em P. falciparum e esta regulacao
envolve Ca** e cAMP como mediadores da resposta (Beraldo et al., 2005). Além disso, foi
demonstrado recentemente que melatonina exerce efeitos similares em P. chabaudi, um
parasita de roedores (Gazarini et al., no prelo). Neste modelo foi observado que melatonina
promove o aumento de cAMP e cdlcio e ativacao de PKA. Em P. falciparum, a inibicao de PKA
usando H89 e/ou PKI bloqueia o crescimento do parasita, sugerindo um papel fundamental
para PKA (Beraldo et al., 2005). A resposta de melatonina é acoplada a fosfolipase C a qual
promove a liberagdo de calcio a partir de estoques intracelulares. O aumento de cdlcio
dependente de melatonina também foi bloqueado por luzindol e U73122 (um inibidor de
fosfolipase C). Tanto luzindol como U73122 inibiram completamente o aumento na
parasitemia (Hotta et al., 2000; Hotta et al., 2003). No entanto, permanece a ser
estabelecido se os receptores de melatonina presentes em Plasmodium estao acoplados a
proteinas G, como em mamiferos, ou se outras vias de transducdo de sinal estdo envolvidas,
e quais dos muitos eventos de sinalizacdo que sdo controlados por célcio estdo envolvidos

no processo de maturacdo de Plasmodium.
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Alguns estudos tém investigado a fosforilacdo de proteinas em Plasmodium durante os
varios estagios do ciclo de vida intraeritrocitico. Durante o desenvolvimento intraeritrocitico,
foi verificado que P. falciparum induz a fosforilacdo de diversas proteinas, tanto proteinas
proprias como proteinas do eritrécito (Zhao et al.,, 1994; Magowan et al., 1998). Tanto o
processo de invasao como o desenvolvimento do parasita dentro das RBCs sdo bloqueados

por inibidores de quinases (Dluzewski e Garcia, 1996).

O uso de nocautes permite o estudo funcional de genes e seus produtos em
Plasmodium falciparum (e no modelo de roedores, Plasmodium berghei) estdao oferecendo
informacdes sobre proteinas quinases, fosfatases, outras proteinas e sobre moléculas que
governam o metabolismo de nucleotideos ciclicos e sinalizagdo por calcio. Por outro lado,
estudos celulares e moleculares auxiliam na elucidacdo de etapas chave do desenvolvimento
do parasita tais como invasdo e saida dos merozoitos, controle da replicagdo do DNA
durante o desenvolvimento sexual e assexual, producdo de gametdcitos no hospedeiro
vertebrado e desenvolvimento do parasita no mosquito.

Redes de sinalizacao mediadas pela fosforilacao de proteinas regulam varias respostas
celulares a estimulos externos, e alteracdes nas quinases que controlam estasredes estdo
ligadas a multiplos estados patolégicos. Quinases sdao enzimas que transferem um fosfato a
um aceptor, o qual pode ser carboidratos, lipideos ou proteinas. A superfamilia de proteinas
quinases de eucariotos, responsavel pela fosforilagdo especifica de residuos de tirosina,
serina e treonina, é geralmente aceita como a principal reguladora de praticamente todas as
atividades em células de eucariotos, incluindo, proliferacdo, expressao génica, motilidade,

transporte de vesiculas, e morte celular programada (Hunter e Avalos, 2000).

Duas andlises independentes das quinases de P. falciparum baseada em dados da
sequéncia genomica (Gardner et al.,, 2002) revelaram 85 e 99 genes codificando pra
proteinas contendo um dominio de quinase (Ward et al., 2004; Anamika et al., 2005). Apesar
da maioria das quinases de Plasmodium poderem ser categorizadas em familias de proteinas
quinases bem estabelecidas em eucariotos, algumas sdo Unicas para Plasmodium, nao
apresentando similaridade significante além daquela presente nos motivos conservados de

quinases. Nos ultimos anos, vdrias quinases de Plasmodium foram caracterizadas (Dvorin et
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al.,2010 ; Merckx et al., 2003; Billker et al., 2004; Kumar et al., 2004; Khan et al., 2005;
Reininger et al., 2005; Tewari et al., 2005). Investigar a regulacdo de quinases especificas de
Plasmodium e identificar seus alvos celulares pode revelar suas fungdes na sinalizacdo

celular do ciclo do parasita.

Apesar de inumeros eventos de fosforilagdo ocorrerem no parasita Plasmodium apés a
invasao de RBCs, as vias de sinalizagdo envolvidas ainda n3ao se encontram bem
caracterizadas. Somente recentemente, a funcdo de algumas quinases foi elucidada. O
desenvolvimento de nocautes em P. falciparum, possibilitara a caracteriza¢cdo bioquimica de
quinases especificas de Plasmodium e a subsequente identificagdo de seus alvos celulares

nos dara informacdes valiosas sobre as vias de sinalizacdo do parasita.

Inicialmente, escolhnemos como alvo de nossos estudos PfPK7, uma proteina quinase
atipica, com homologia as MEK 3/6 na por¢do C-terminal, sendo a por¢do N-terminal similar
as PKAs de fungos, tornando-a um alvo interessante se levarmos em consideracao tanto a
auséncia de resposta na modulagdo de ciclo de pfpk7 quanto a similaridade da porgcao N-
terminal de PfPK7 com PKA. Além disso, Dorin-Semblat e colaboradores, demonstraram que
PfPK7 interfere no ciclo de vida intraeritrocitico do Plasmodium, uma vez que o nocaute da
proteina faz com que os parasitas nocauteados crescam mais devagar em relacdo ao grupo
controle devido a um desenvolvimento de menor nimero de merozoitos durante formacao

dos esquizontes (Dorin-Semblat et al., 2008).

Nossos dados demonstraram por meio de analises de estagios de parasitas apods
incubacdo de 24h com melatonina, que o nocaute desta proteina impediu o efeito da
transducdo do sinal do horménio melatonina ja conhecido para a modula¢dao do ciclo do
parasita da maldria: sincronizacdo dos estagios nas fases mais maduras do ciclo com
consequente reducdo de estagios mais jovens, acelerando assim, o ciclo de desenvolvimento
do parasita. Além disso, estes parasitas quando estimulados com melatonina apresentaram
um aumento na concentracao citosélica de Ca?* menos eficiente gue parasitas selvagens,
tendo respostas mais expressivas somente em concentracdes mais altas do hormonio.
Contudo mesmo em concentracdes mais altas de melatonina, apesar do aumento dose-
dependente de cdlcio, ainda assim, ndo observamos a sincronizagao dos parasitas no estagio
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de esquizonte, sugerindo que além de calcio, PfPK7 estd ativando outro efetor que é
importante para a sincronizagao. Estes resultados nos levam a sugerir que esta quinase esta
envolvida na modulacdo da resposta de calcio por melatonina. Estes dados sao reforgados
pelo fato de que parasitas nos quais a atividade de PfPK7 foi reconstituida apresentaram
resposta de sincronia e aumentos similares na concentracdo de calcio quando comparado ao

parasita selvagem, reforcando a importancia desta proteina na sinalizagao por melatonina.

Ao observarmos os resultados obtidos anteriormente (Beraldo et al., 2005; Gazarini,
dados ndo publicados) verificamos que a resposta de calcio por melatonina é composta por
duas fases: uma dependente de PLC, na qual ocorre liberacdo de cdlcio de estoques
intracelulares através do segundo mensageiro IP3 e outra dependente da ativacdo de PKA, a
qual resulta em uma nova liberacdo de cdlcio tanto de estoques internos quanto influxo,
potenciando a resposta de melatonina. Tomando-se com base estes resultados poderiamos
sugerir dois cendrios que poderiam explicar a participacao de PfPK7 na resposta induzida por

melatonina.

No primeiro cenario, a ligacdo de melatonina ao seu receptor, ativaria PLC, resultando
em um aumento no calcio citosdlico o qual, ativaria adenilato ciclase levando a um aumento
de cAMP, e consequente ativacdo de PfPK7. Lembrando-se que PfPK7 tem um dominio de
PKA, a ativacdo desta resultaria em um feedback positivo que levaria a um incremento na
resposta de calcio, culminando na resposta de sincronizacdo. Contudo, conforme relatado
por Beraldo (2005), a atividade de PKA observada apds estimulo de P. falciparum (cepa 3D7)
com melatonina é bloqueada pelos inibidores PKI e H89, porém é sabido que a atividade de
PfPK7 ndo é inibida por estes inibidores, sugerindo que PfPK7, ndo deve ser a PKA que estd
sendo ativada por melatonina. Foi identificada em P. falciparum uma PKA (PfPKAc) que é
inibida tanto por PKI como por H89, levantando a possibilidade de que PfPKAc é a PKA que

estad envolvida na resposta a melatonina (Syin et al., 2001; Wurtz et al., 2009).

Um cendrio alternativo, mas ndo mutuamente exclusivo, que poderia contribuir para a
acdo de melatonina é que o aumento de cdlcio promovido por PfPK7¢ um resultado
secundario. Somente o aumento na concentracdao de cdlcio ndo seria suficiente para a

sincronizagdo dos parasitas, PfPK7 pode estar modulando a atividade de uma proteina
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efetora, via fosforilacdo, que é fundamental para que a resposta seja estabelecida, dai a
auséncia de sincroniza¢do nos parasitas nocauteados em pfpk7. Isto pode ser corroborado
pelo fato que o inibidor de PKA utilizado na cepa 3D7, apesar de bloquear a sincronizacao
dos parasitas, ndo bloqueia a resposta de calcio, via melatonina, sugerindo que estas

funcdes estao sendo exercidas por alvos diferentes.

Apesar de termos estabelecido que PfPK7 é um importante efetor de melatonina, a
pergunta que permanece em aberto é por qual mecanismo PfPK7 exerce este papel. A
identificacdo de substratos endégenos pode nos ajudar a estabelecer um potencial papel

fisiolégico para PfPK7 no controle do ciclo celular mediado por melatonina.

Dados de nosso laboratério ainda ndo publicados sugerem que PfPK7 desempenha um
importante papel no controle de proteinas da maquinaria de ubiquitinacdo. Estudos
recentes em leveduras e células de mamiferos tém implicado fosforilagdo como um
mecanismo regulatério importante para algumas E2s (UBC2, UBC3 e UBC6) (Sarcevic et al.,
2002; Oh et al., 2006). Em P. falciparum, foi demonstrado que a fosforilagdo da E2 - PfUBC13
- pela quinase PfPK9 regula negativamente a atividade desta, a qual estd envolvida no
controle de vias ndo proteoliticas (Philip e Haystead, 2007). Apesar de ubiquitinacdo estar
envolvida na modificacdo da funcdo de proteinas e também no nivel de expressdao em

eucariotos (Dikic et al., 2009), pouco é sabido sobre estas proteinas em Plasmodium.

Em P. falciparum, ocorre uma ativacao na expressdo de genes do sistema ubiquitina-
proteossoma (UPS) predominantemente em esquizontes (Bozdech et al., 2003) o que sugere
um importante papel do UPS no desenvolvimento do parasita na fase de esquizogonia, o que
é confirmado com o bloqueio do desenvolvimento tanto de P. falciparum quanto P. berghei
pelo inibidor de proteossoma, bortezomibe (Lindenthal et al., 2005; Reynolds et al., 2007;
Kreidenweiss et al., 2008). Além disso, foi reportado que em P. falciparum a expressao do
gene da poliubiquitina (PfpUB, PFLO585w) aumenta nos estagios maduros assim como a
ubiquitinacdo de proteinas em resposta a choque térmico (Horrocks e Newbold, 2000). Estes
dados abrem a possibilidade de PfPK7 estar envolvida na resposta de melatonina por meio
do controle de proteinas do sistema ubiquitina-proteassoma, podendo regular uma extensa
variedade de processos celulares, tais como reparo de DNA e ciclo celular.
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Duas MAPKs atipicas estdo presentes em P. falciparum (PfMAP1 e PfMAP2), mas a
auséncia de MAPKKs tipicas indica que seu modo de ativagdo difere daquele observado para
MAPKs de outros eucariotos (Dorin et al., 2005). Apesar de PfPK7 apresentar mdaxima
homologia a MAPKK3/6 em sua por¢do C-terminal e como uma enzima recombinante ser
capaz de fosforilar uma variedade de proteinas, PfPK7 nao foi capaz de fosforilar as duas
MAPKs plasmodial, o que torna improvavel que PfPK7 seja um homdlogo funcional de

MAPKK.

No contexto de nossas investigacdes sobre a importancia das quinases nos
mecanismos que regulam a multiplicacdo do parasita, investigamos o papel de PfMAP1 no
controle da resposta por melatonina em P. falciparum. A proteina PfMAP1 é expressa
durante todos os estagios assexuado e em gametdcitos (Doerig et al., 1996; Lin et al., 1996;
Graeser et al.,, 1997), tornando-a um alvo interessante em nossos estudos. Assim como
PfMAP2, PfMAP1 foi descrita originalmente como um membro da subfamilia ERK1/2, as
quais estdo envolvidas na regulacdo da proliferagdo celular/diferenciacdo em resposta a um
estimulo externo. Contudo, andlises posteriores (Ward et al., 2004) sugerem que PfMAP1
preferencialmente relaciona-se a ERK-8, e ndo a ERK1/2. Como ERK7/8 comumente ndo sdo
ativadas no tipico sistema de trés componentes (MAPKKK, MAPKK, MAPK)(Abe et al., 2002),
a adicdo de PfMAP1 nesta subfamilia parece adequada uma vez que ndo foram

caracterizadas MAPKKs (ou MAPKKKs) tipicas em P. falciparum (Dorin et al, 2005).

Nossos resultados demonstraram que o estimulo de parasitas deficientes em PfMAP1
com 0,1 uM ou 1 uM melatonina, ndo resultou em uma alterac¢ao significativa da resposta
guando comparada a cepa 3D7 selvagem, apds analise por citometria. Estes resultados
sugerem que PfMAP1 é dispensavel para a sinalizacdo via melatonina. Embora classicamente
MAPKs estejam envolvidas em processos de proliferacdo ou diferenciacdo, esta resposta nao
é surpreendente uma vez que ja foi demonstrado que em parasitas nocauteados para esta
guinase, pode ocorrer uma compensacao através de PfMAP2. Tanto PfMAP1 como PfMAP2
estdo presentes em todos os estdgios do ciclo assexuado, tornando a complementacao
mutua uma possibilidade. Estudos de Dorin et al. (2008), demonstraram que parasitas

pfmapl apresentam concentracdo elevada de PfMAP2, o que, portanto, abre a possibilidade
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de que PfMAP1 pode estar desempenhando alguma funcdo no ciclo celular de P. falciparum
em resposta a melatonina (Dorin-Semblat et al., 2007). Na auséncia de PfMAP1 esta fungao
seria complementada pela enzima PfMAP2. Experimentos adicionais precisariam ser
realizados para de fato definir o papel de PfMAP1 na resposta a melatonina em P.

falciparum.

As proteinas NEKs estdo envolvidas no controle da divisdao celular e quatro membros
estdo presentes em P. falciparum PfNEK1 — 4 (Anamika et al., 2005). Este fato levantou
nosso interesse em investigar a possibilidade destas quinases modularem a sinalizagao via
melatonina. De acordo com nossos resultados de transicdo no ciclo assexuado, podemos
observar que tanto o nocaute para pfnek2 como o nocaute para pfnek3 comportam-se de
modo semelhante ao parasita selvagem apds tratamento com melatonina, em quaisquer
concentra¢cdes do hormoénio estudado neste trabalho. Estas observagdes nos levam a
concluir que PfNEK2 e PfNEK3 ndo estdo implicadas na resposta desencadeada por
melatonina. Estudos realizados por Reininger e colaboradores (Reininger et al., 2009)
demonstram que PfNEK2 nao é requerida para o processo de esquizogonia intraeritrocitica
de P. falciparum e P. berghei, corroborando os resultados obtidos para este nocaute. Por
outro lado, foi demonstrado que a proteina PfNEK3 é capaz de fosforilar PfMAP2 in vitro

(Low et al., 2009).

Em estudos anteriores, utilizando parasitas deficientes em PfMAP2, foi encontrado
que esta é essencial para que P. falciparum complete o desenvolvimento intraeritrocitico
(Dorin-Semblat et al., 2007). Contudo deve ser lembrado, que PfNEK1 (Dorin et al., 2001)
também mostrou-se capaz de fosforilar PFMAP2 em experimentos realizados in vitro, o que
levanta a possibilidade de que PfNEK1 possa agir como um regulador de MAPK, o que
poderia explicar o fato de nocautes para pfnek3 terem respondido de forma similar quando
culturas de P. falciparum foram submetidas ao tratamento com melatonina. Contudo, nao
podemos excluir a possibilidade de que a atividade de cada uma destas quinases, quando
ausente, possa estar sendo compensada por um aumento da atividade de outro membro da

familia estudada.
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Ampliamos nossos estudos incluindo a andlise de parasitas nocauteados no gene
pfeikl. Em P. falciparum, a transi¢ao de um estdgio do ciclo de vida para o outro deve ser
extremamente regulado, a fim de assegurar que os processos de proliferacdo e
diferenciagcdao ocorram de modo apropriado, o que requer um controle fino da sintese de
proteinas. A fosforilacdo de proteinas é um importante método de controle traducional. Um
dos mecanismos de controle envolve a fosforilagdo da subunidade a do fator de iniciagdao de

traducgdo de eucariotos 2 - elF2a (Dever, 2002).

Foram identificadas trés quinases responsaveis pela fosforicio de elF2a em P.
falciparum: PfelK1, PfelK2 e PfPK4 (Ward et al., 2004). IK1 e PK4 sdo transcritas
principalmente durante o ciclo assexuado intraeritrocitico, enquanto que IK2 é pouco
expressa durante esta fase. Resultados obtidos por Fennell e colaboradores (Fennell et al.,
2009) demonstraram que PfelK1 fosforila PfelF2ac. em resposta a retirada de aminodcidos do
meio de cultura. Além disso, em parasitas nocauteados para pfeikl ndo ocorreu a
fosforilacdo de PfelF2a, o mesmo ndo sendo observado para os nocautes de pfeik2, mas
uma vez demonstrando a ndo sobreposicdo de atividades entre estas proteinas. Neste
trabalho é sugerido que a quinase PfelK1 seria importante em respostas de estresse e que

portanto ndo seria essencial para o ciclo assexuado.

P. falciparum cepa 3D7 deficiente em PfelK1l foi estimulado com melatonina e
analisado pela metodologia de citometria de fluxo. Parasitas deficientes em PfelK1l nao
apresentaram aumentos similares no nimero de esquizontes apds tratamento por 24 horas
com melatonina como ja observado para os parasitas 3D7 selvagem e também nos nocautes
de pfnek2, pfnek3 e pfmapl. Estes resultados nos levam a presumir que PfelK1l esta
envolvida na regulacdo do ciclo celular de P. falciparum por melatonina, e que esta proteina
possa desempenhar um papel fundamental uma vez que a presenca das duas outras

guinases, PfelK2 e PfPK4, ndo compensou a auséncia desta.

Nossos resultados levantam a possibilidade que a fosforilagdo de PfelF2a, a qual em
células de mamiferos é usada em resposta a estresse (Proud, 2005), regule a transicdo de
estagios em P. falciparum estimulada por melatonina. A utilizacdo de vias que normalmente
sdo induzidas em resposta a estresse em mamiferos, para regulacdo do ciclo de vida sob
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condicbes normais ndo é exclusiva de Plasmodium. Como exemplo pode ser citado a
transformacao de taquizoitos de Toxoplasma em bradizoitos latentes, a qual é regulada pela
fosforilacdao de TglF2a, indicando uma possivel fungdo para estas proteinas no processo de

diferenciagao (Sullivan et al., 2004).

Por outro lado, foi demonstrado que a laténcia em esporozoitos na glandula salivar e a
transformacao nos hepatdcitos é dependente da regulagdo da fosforilagao de elF2a. por 1K2
em P. falciparum. Neste caso a fosforilagdo de elF2ac mediada por IK2 nao est3,
aparentemente, relacionada a qualquer tipo de estresse, ao contrario, IK2 é altamente
transcrita quando esporozoitos entram na glandula salivar do mosquito, como parte do ciclo
normal do parasita (Zhang et al., 2010). Portanto, a fosforilagdo de elF2a, que é usada em
células de mamiferos em resposta a estresse, regula a transicdo entre os estdgios em P.

falciparum.

Beraldo e Garcia (2005) observaram que os precursores de melatonina, N-
acetilserotonina, serotonina e triptamina, sdao capazes de modular o ciclo celular de P.
falciparum e liberar calcio de estoques intracelulares como ja observado para melatonina.
Além disso, estudos realizados por Locher e colaboradores (Locher et al., 2003) relatam que
o agonista 8-OHDPAT, o qual é seletivo para o receptor de serotonina 1A, inibe o
crescimento de P. falciparum in vitro. Deste modo, nosso préoximo passo foi averiguar como
os clones de P. falciparum deficientes em PfMAP1 ou PfelK1, respondiam a N-
acetilserotonina, serotonina e triptamina.

Como ja mostrado para melatonina, nos parasitas nocautes para pfmapl ou pfeikl nao
houve diferenca significativa entre a resposta observada apds tratamento com triptamina,
serotonina ou N-acetilserotonina e a obtida para estes mesmos nocautes na presenca do
hormonio melatonina. Deste modo, o nocaute para pfmap1 respondeu com um aumento na
porcentagem de esquizonte, enquanto que, no nocaute para pfeikl ndo houve um aumento
em esquizonte em qualguer um dos compostos observados, mais uma vez reforcando a

importancia desta quinase na via de sinalizacao de melatonina.

Beraldo e Garcia (2005) observaram que os efeitos destas indolaminas sobre a
modulag¢ao do ciclo de P. falciparum foi bloqueada pelo uso do antagonista luzindol,
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sugerindo que estes compostos estdo atuando por um mecanismo de agdo via receptor, o

qual aparentemente é o mesmo pelo qual melatonina atua.

Com base nos resultados relatados, ampliamos os dados anteriormente publicados
para a via de sinalizacdo de melatonina em P. falciparum (Hotta et al., 2000; Hotta et al.,
2003; Beraldo et al., 2005; Beraldo e Garcia, 2005). Este estudo demonstrou que além da
importancia ja anteriormente demonstrada de segundos mensageiros e PKA na
sincronizagdo de P. falciparum dependente de melatonina, PfPK7 e PfelKl desempenham
papel fundamental nesta resposta. Os resultados discutidos acima resumem a complexidade

da regulagao do ciclo celular de P. falciparum.

PropGe-se que o efeito da sincronia do parasita in vivo poderia ser uma estratégia do
parasita para driblar o sistema imunolégico (Hotta et al., 2000), uma vez o aparecimento
simultaneo de milhares de merozoitos na corrente sanguinea dificulte a ativacdo dos
mecanismos de defesa do organismo em conseguirem combater eficientemente a cada um

destes novos individuos infectantes.
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6 CONCLUSOES

O controle molecular da divisdao celular e desenvolvimento de parasitas da malaria
estdao longe de ser compreendidos. Anteriormente nds mostramos que melatonina é capaz
de regular o desenvolvimento assexuado de P. falciparum e este processo envolve o0s
segundos mensageiros calcio e AMPc, além de quinases, neste caso PKA. Nesta dissertacao
nds mostramos que outras quinases, além daquelas sensiveis ao inibidor H89, estdo
envolvidas na resposta de melatonina: PfPK7 uma quinase 6rfa que apresenta um dominio
de homologia N-terminal a PKA e um dominio C-terminal a MEK3/6 e PfelK1, a qual tem

como alvo a proteina PfelF2q..

Quadro 6.1- Resumo dos efeitos das quinases nocauteadas na tranducado de sinal do hormonio
melatonina para modulagdo de ciclo intraeritrocitico de Plasmodium falciparum.

Proteina quinase Familia Participacao evidente na modulacao do ciclo
intraeritrocitico por melatonina
PfPK7 Orfa Sim
PfNEK2 Neks/NIMA Nao
PfNEK3 Neks/NIMA Nao
PfMAP1 MAPK Nao
PfelK1 elF2a Sim

Embora nossa compreensao sobre os efetores que regulam a resposta a melatonina no
ciclo celular de P. falciparum tenha progredido com os estudos aqui relatados, o
conhecimento a respeito da sequéncia em que estas proteinas sdo ativadas ainda requer
maiores estudos. Deste modo, dissecar o mecanismo de atuacdo destas quinases ampliara
nossa compreensao a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na especificidade da
transducdo de sinal por melatonina para a modulacdo do ciclo intraeritrocitico em

Plasmodium falciparum.
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