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RESUMO 

 

Rodriguez AM. Avaliação do álcool perílico como potencial antimalárico em Plasmodium 
falciparum e Plasmodium berghei. [Dissertação (Mestrado em Parasitologia)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2015.  

No mundo a malária mata mais de um milhão de pessoas por ano, sendo uma das doenças 
infecciosas mais relevantes e um grande problema de saúde pública. Além disso, o surgimento 
de cepas resistentes aos quimioterápicos utilizados faz necessário o estudo de novos alvos para 
tratamentos contra esta doença. No nosso laboratório foi demonstrada a biossíntese de produtos 
derivados de isoprenóides, em Plasmodium falciparum, pela via 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato 
(MEP). Sabe-se que substâncias inibidoras da biossíntese de isoprenóides, dentre essas os 
terpenos, apresentam atividade antimalárica in vitro e in vivo. Levando em consideração o 
anterior, nós avaliamos o potencial antimalárico do álcool perilico (POH) em Plasmodium 
falciparum e Plasmodium berghei. Nossos resultados demonstraram que o POH teve efeito 
inibitório contra o crescimento do P. falciparum in vitro, nas cepas 3D7 e K1 com uma IC50 de 
4,8 ± 0,5 µM, e 10,41±2,33 µM, respectivamente. Além disso, o POH não teve efeito tóxico na 
linhagem celular Vero. Ainda, Comprovamos que o POH inibiu a farnesilação de proteinas 
entre 20 e 37 KDa de P. falciparum. Por outro lado, os experimentos in vivo não mostraram 
eficácia do tratamento do POH contra PbGFP em camundongos Balb/c. Em contraste, foi 
demostrada a eficácia do POH na de malária cerebral experimental (MCE), em camundongos 
C57BL6 infectados com PbGFP, indicando uma redução na  taxa de incidência da MCE no 
grupo tratado com POH, tendo 70% de taxa de sobrevivência no grupo tratado com POH 
comparado com o 30% de sobrevivência os animais não tratados ( P<0,05). Além disso, o POH 
reduziu a inflamação no cérebro dos animais tratados, uma vez que teve uma redução 
significativa na adesão de leucócitos aos vasos cerebrais (P<0.001), como também, o numero 
de hemorragias foi menor comparados com os animais não tratados. (P<0.0001). Portanto, os 
resultados obtidos nesta pesquisa abrem novas alternativas no estudo do mecanismo de ação do 
POH como um terpeno com grande potencial para tratar MC. 

 

Palavras-chave: Via MEP. Isoprenoides. Malaria cerebral experimental. Isoprenilação de 
proteinas. Álcool perílico. Via intranasal. Plasmodium falciparum. Plasmodium berghei.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 

Rodriguez AM. Evaluation of perillyl alcohol as potential antimalarial in Plasmodium 
falciparum and Plasmodium berghei. [Masters thesis (Parasitology)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2015.  

Malaria kills over one million people a year worldwide, and is one of the most important 
infectious diseases and a major public health problem. Furthermore, the emergence of resistant 
strains to chemotherapeutic agents used, make it necessary to study new targets for treatments 
against this disease. In our laboratory we have demonstrated the biosynthesis of isoprenoid-
derived products in Plasmodium falciparum, by the 2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate 
(MEP) pathway. It is known that the substances that inhibit isoprenoid biosynthesis, among 
these terpenes, have antimalarial activity in vitro and in vivo. Considering this, we evaluate the 
antimalarial potential of PA (POH) in P. falciparum and P. berghei. Our results showed that the 
POH had inhibitory effect against the growth of strains 3D7 and K1 of P. falciparum in vitro, 
with an IC50 of 4.8 µM ± 0.5, and 10.41 ± 2.33 µM, respectively. Furthermore, the POH had no 
toxic effect on cell line Vero. Moreover, the POH proved that inhibited proteins farnesylation 
from 20 to 37 kDa of P.falciparum. By the other hand, in vivo experiments did not show 
efficacy on treatment against POH PbGFP in BALB/c mice. In contrast, the effectiveness of 
POH in the experimental cerebral malaria (MCE) was demonstrated in C57BL6 mice infected 
with PbGFP, indicating a reduction in the incidence rate of MCE in the group treated with 
POH, with 70% survival rate in the group treated POH compared with the 30% survival of 
untreated animals (P <0.05). In addition, the POH reduced inflammation in the brain of treated 
animals, since it had a significant reduction in leukocyte adhesion to cerebral vessels (P 
<0.001), as also the number of bleeding was lower compared to untreated animals (P<0.0001). 
Therefore, the results obtained in this work provide new alternatives to study the POH's 
mechanism of action as a terpene with great potential to treat MC. 

 

Keywords: MEP pathway. Isoprenoids. Experimental cerebral malaria. Proteins isoprenylation. 
Perillyl alcohol. Intranasally. Plasmodium falciparum. Plasmodium berghei. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Malária: Aspectos gerais 

 

A malária humana é uma doença parasitária que pode ter evolução rápida e grave. A 

doença é causada pelo protozoário do gênero Plasmodium, sendo que a transmissão natural 

dá-se pela picada das fêmeas dos mosquitos do gênero Anopheles (1). Cinco espécies do 

protozoário são descritas como agentes causadores da doença em humanos. Nas infecções por 

Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, e Plasmodium knowlesi, 

predomina a forma não complicada da doença, caracterizada classicamente por febre 

intermitente (paroxismo febril), sudorese, mal estar, vômitos e intensa debilidade física. 

A sintomatologia da malária é inespecífica e, primariamente, decorrente da ruptura de 

eritrócitos parasitados, já que nesta etapa ocorre a liberação na circulação sangüínea de 

antígenos constituintes do parasito e os formados em consequência de seu metabolismo, que 

causam uma intensa ativação do sistema imune (2). Na figura 1 mostra-se detalhadamente o 

ciclo de vida do Plasmodium.  

As infecções por Plasmodium falciparum, a espécie mais virulenta, na ausência de um 

diagnóstico precoce e tratamento adequado, podem evoluir para a forma complicada, 

denominada malária grave. A manifestação da malária grave é dependente da idade do 

paciente e de uma exposição prévia ao parasito (3). Esta síndrome é caracterizada como uma 

doença multissistêmica capaz de causar malária cerebral (MC), entre outras complicações (4). 

A malaria cerebral humana é a manifestação mais grave e principal causa de óbitos em 

crianças menores de cinco anos e primíparas que vivem nas áreas endêmicas, formando os 

principais grupos de risco. Esta síndrome apresenta uma patogênese complexa, sendo definida 

como uma encefalopatia difusa potencialmente reversível, cujo diagnóstico requer a presença 

dos seguintes critérios: 1) estado de coma; 2) exclusão de outras encefalopatias; 3) o encontro 

de formas assexuadas de P. falciparum em exame de gota espessa (3). O sequestro de 

eritrócitos infectados no epitélio ocasiona processos de inflamação que desencadeiam 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) do cérebro, e por sua vez alterações 

morfológicas, como ativação da microglia, redistribuição de astrócitos, modificações na BHE 

e dano neuronal (1). 
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Varios modelos de MC têm sido desenvolvidos em macacos, ratos e camundongos, 

embora nenhum destes modelos representa exatamente a síndrome humana, eles podem 

mostrar muitos aspectos da CM humana (5).  

A grande maioria dos estudos têm-se centrado na malária cerebral murina (MCM) e  em 

comparações entre cepas resistentes para desenvolver MCM (por exemplo, camundongos 

Balb/c) e susceptíveis (por exemplo, CBA, C57BL/6) (6).  Cepas de P. berghei (ANKA 

[PbA] ou K173 [PBK] tem sido escolhidas por causa da sua capacidade de se sequestrar 

dentro da microcirculação. Camundongos sensíveis infectados com P. berghei desenvolvem 

sinais e sintomas neurológicos típicos da CM humana (por exemplo, coma), e morrem 8-10 

dias após a infecção. As cepas resistentes  de camundongos para desenvolver MCM  que 

recebem a mesma dose de infecção não desenvolvem  sintomas de CM, porém, morrem 

aproximadamente  de 21 dias após infecção de anemia grave e hiperparasitemia (7). 

 

Figura 1. Ciclo de vida do Plasmodium. O ciclo de vida tem duas fases, uma assexuada no 
hospedeiro humano (setas azuis) e uma sexuada que ocorre no vector Anopheles spp. (setas 
vermelhas).  Durante a alimentação sanguinea, a femêa do mosquito Anopheles inocula os esporozitos 
no hospedeiro humano (1). Os esporozoitos infectam as celulas do fígado (2). Formando esquizontes 
(3). A ruptura dos hepatócitos leva a liberação dos merozoitos (4). Após a replicação no fígado, ciclo 
pre-eritrocitico. Os parasitas sofrem multiplicação assexuada nos eritrócitos, ciclo eritrocítico. Os 
merozoitos infectam as hemácias (5). O estagio de anel diferencia-se em trofozoito e esquizonte (6). 
Alguns parasitas diferenciam-se em gametocitos (7), os quais são ingeridos pelo mosquito (8). No 
mosquito a multiplicação é conhecida como esporogônio. No estomago do mosquito, ocorre a geração 
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dos zigotos (9). Os oocinetos (10) invadem a parede do estomago,  onde se desenvolvem em oocistos 
(11). No oocisto são produzidos os esporozoítos (12) os quais, após liberados, migram até a glândula 
salivar, e após o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado, se dá a continuidade no ciclo do 
parasita.  Fonte: division of parasitic diseases/centers for disease control and prevention (DPDx/CDC). 

 

1.2 Epidemiologia da malária 

 

A malária continua sendo um dos principais problemas de saúde pública no mundo, 

especialmente na maioria dos países africanos. Ela afeta particularmente as crianças, adultos 

jovens envolvidos em atividades de desenvolvimento econômico, mulheres grávidas e grupos 

de pessoas que se movimentam em áreas endêmicas de malária (8). No mundo, estima-se que 

haja 3,3 mil milhões pessoas, em 97 países e territórios, em risco de contraírem a doença, e 

1,2 mil milhões em risco elevado (>1 caso de malária por 1000 habitantes todos os anos) 

(Figura 2). (9). Além disso, a malária concentra-se nos países de baixa renda. Nesses países, 

as comunidades mais gravemente afetadas são as mais pobres e marginalizadas. Essas 

comunidades têm os riscos mais elevados associados à malaria por falta de serviços eficazes 

de prevenção, diagnóstico e tratamento. (10) 

  

Figura 2. Países com transmissão de malaria. A partir do ano 2000, o financiamento e a cobertura 
dos programas de luta contra a malaria aumentaram consideravelmente. O resultado foi uma redução 
em larga escala da incidência da doença e das respectivas taxas de mortalidade. Dos 106 países com 
transmissão que continuam apresentando casos de malária no ano 2000, 64 estão atingindo a meta de 
reversão da incidência da malária fixada nos Objetivos de Desenvolvimento do Milênio (10). Fonte: 
World Health Organization. 2013. 
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Desses 64 países, 55 estão no bom caminho para atingirem as metas da Assembleia 

Mundial da Saúde que estabelecem uma redução das taxas de incidência dos casos de malaria 

em 75%, até 2015. Estima-se que estas taxas tenham baixado 30% a nível mundial, entre 2000 

e 2013, enquanto as taxas estimadas de mortalidade caíram 47%. Em 2013, o financiamento 

dos programas da malária correspondia somente a 53% dos 5,1 milhões de dólares americanos 

estimados, necessários anualmente para se atingirem as metas mundiais (Figura 3). Há 

milhões de pessoas, em risco de contraírem a malária, que ainda não têm acesso à 

intervenções como mosquiteiros tratados com inseticida (MTI), testes de diagnóstico e 

tratamento com associações medicamentosas à base de artemisinina (ACT). 

Consequentemente, ocorrem todos os anos 198 milhões de casos (margem de incerteza: 124-

283 milhões) e 584 000 óbitos (margem: 367 000-755 000). É necessário aumentar o 

financiamento para manter os esforços de controle da malária e para garantir que as 

populações mais vulneráveis tenham acesso a intervenções salva-vidas. (9). 

 

Figura 3. Tendência do financiamento total para o controle e eliminação da malaria, 2005-2013, 
e falta de financiamento estimada em 2013. Fonte: World Health Organization. 2013. 

 

1.1.1 Epidemiologia da malária no Brasil 

 

No final do século XIX, a malária estava presente em todo o território brasileiro, 

particularmente ao longo da costa. A situação manteve-se inalterada, sem surtos epidêmicos, 
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até que dois movimentos migratórios importantes ocorreram na Amazônia. Atraídos pela 

febre de extração do látex de borracha e a construção da ferrovia Madeira Mamoré Road, um 

grande número de trabalhadores sem imunidade anterior ou experiência cultural com 

Plasmodium ficaram expostos ao parasita na Amazônia, resultando em uma explosão 

epidêmica que causou milhares de mortes. (11). Estimou-se que foram cerca de seis milhões 

de casos (isto é, 15% da população total), levando a 80 mil mortes por ano no país na década 

de 1940. (11). 

Atualmente no Brasil, cerca de 241 mil casos clínicos e 64 mortes foram registradas em 

2012, a maioria deles (99,88%) na Amazônia.  A malária é endêmica em nove estados, Acre, 

Amapá (AP), Amazonas (AM), Mato Grosso, Pará (PA), Rondônia, Roraima, Tocantins e 

Maranhão. PA e AM registraram quase 70% dos casos em 2012; foram 14,4% nas áreas 

urbanas, 25% em outras áreas de exploração de minas e o restante em assentamentos rurais e 

áreas indígenas. A redução gradual do número total de casos tem sido observado nos últimos 

cinco anos, mas houve um aumento significativo no número de casos na Amazônia brasileira, 

em 2012. Fora da Região Amazônica, houve 914 casos registrados em 2012, em diferentes 

estados brasileiros, principalmente em São Paulo (SP) (188), Rio de Janeiro (130), Minas 

Gerais (105), Goiás (82) e Piauí (72). (12) 

Atualmente, o número de casos de malária registrados no Brasil vem caindo 

anualmente. Na seguinte figura se apresentam os casos desde 1961 até 2013.  

 

Figura 4. Numero de casos de malaria registrados anualmente (1961-2013) no Brasil de acordo 
as espécies de Plasmodium. O numero de casos aumentaram de forma constante como resultado da 
rápida colonização da Amazônia, chegando a mais de 573 mil casos em 1989. Dois picos foram 
registrados em 1999 e 2005 (em torno de 630 e 600 mil casos, respectivamente), apesar de mostrar 
uma tendência geral na diminuição dos casos nas duas últimas décadas. O círculo com as linhas de 
intersecção que mostra o número atual de casos corresponde aos valores registrados por volta de 1980, 
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quando a percentagem de casos registrados na Amazônia excedeu 90%. Observa-se também a 
proporção progressivamente decrescente de casos por Plasmodium falciparum desde 1988. Fonte. 
Pina-costa. et al (11).  

 

1.3 Medidas de prevenção e controle da malária 

 

Em maio de 1955, a Assembleia Mundial da Saúde aprovou a Oitava Campanha Global 

de Erradicação da Malária com base na utilização generalizada de diclorodifeniltricloroetano 

(DDT) contra mosquitos e de fármacos antimaláricos para tratar a malária. Como resultado da 

campanha, a malária foi erradicada em 1967 de todos os países desenvolvidos onde a doença 

era endêmica e, grandes áreas tropicais da Ásia e da América Latina foram liberados do risco 

da infecção. Apesar desse sucesso, a melhora da situação da malária não foi mantida 

indefinidamente, além disso, a resistência do vetor para o DDT e dos parasitas à cloroquina, 

um fármaco seguro e acessível, começou a afetar as atividades do programa. Uma Estratégia 

Global de Controle da Malária foi aprovada pela Conferência Ministerial sobre o Controle da 

Malária em 1992 e confirmada pela Assembleia Mundial da Saúde em 1993. Esta estratégia 

difere consideravelmente da abordagem usada na era de erradicação. Ela foi focada na 

abordagem dos cuidados primários de saúde baseados na doença ao invés de controle dos 

parasitas, utilizando o uso racional e seletivo de ferramentas para combater a malária. (13). 

Infelizmente, há várias razões pelas quais os esforços globais de controle não são tão 

bem sucedidos quanto o esperado. Em muitas áreas, há uma escassez de pessoas com 

suficiente conhecimento para lidar com questões relacionadas à epidemiologia, planejamento 

global e gestão do controle. Muitas vezes, os serviços de saúde relacionados com o 

diagnóstico e tratamento são insuficientes, como também, a resistência aos antimaláricos, 

ausência de vacinas, e a falta de gestões politicas para garantir o sucesso das campanhas de 

erradicação (14). 

 

1.4 Vacinas  

 

Com o desenvolvimento da cultura in vitro de P. falciparum, técnicas de engenharia 

genética e outras técnicas mais recentes, e alguns avanços na produção de vacinas podem 

levar a uma proteção eficaz contra as infecções por Plasmodium. A vacina ideal contra a 

malária induziria respostas imunes contra todas as fases do ciclo de vida do Plasmodium, uma 

vez que diferentes e distintos mecanismos imunes operam contra as diferentes fases do ciclo 
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de vida. Vários alvos para vacinas incluem os estágios pre-eritrocíticos, eritrocíticos e 

sexuados (14). 

A proteína circumsporozoito (CS), que é a proteína mais abundante presente na 

superfície do esporozoitos, foi o primeiro antígeno protetor identificado utilizando soro imune 

a partir de hospedeiros experimentais. Estudos mais recentes em camundongos transgênicos 

CS confirmaram que a proteína CS é o alvo para induzir respostas imunes protetoras usando 

esporozoítos irradiados (15). Outras tentativas de vacina tem sido desenvolvidas baseadas em 

antígenos recombinantes, a partir de proteínas do merozoíto de Plasmodium, do estagio 

intraeritrocítico (MSP1, MSP2). Estudos em fase I com adultos e fase I / IIb em crianças  de 

5-9 anos de idade foram realizados, mostrando eficácia de 62%, com essas vacinas (16). No 

entanto, apesar de décadas de investigação, ainda não existe uma vacina eficaz que pode ser 

utilizada como uma estratégia para controlar este parasita, isso devido principalmente à 

complexidade do ciclo de vida do Plasmodium, a localização intracelular, sua grande variação 

antigênica e a sua capacidade para evadir do sistema imune inato e adaptativo (17). 

 

1.5 Quimioterapia e resistência aos antimaláricos em Plasmodium falciparum 

 

A busca de novas drogas antimaláricas tornou-se um objetivo prioritário de pesquisa 

devido ao desenvolvimento da resistência do Plasmodium aos antimaláricos, outro ponto que 

desfavorece o controle deste parasita (18). 

A cloroquina (CQ) - 4 aminoquinolina- durante muitos anos foi utilizada como  a 

principal droga no tratamento para malária, devido à sua eficácia, baixa toxicidade e o  baixo 

custo. A cloroquina foi sintetizada pela primeira vez na Alemanha, mas não foi reconhecida 

como um antimalárico potente até a década de 1940. Por volta de 1946, verificou-se ser muito 

superior a outros antimaláricos sintéticos contemporâneos. Contudo, a aparição da resistência 

à cloroquina levou ao desenvolvimento de outras drogas como a mefloquina, sulfadoxina-

pirimetamina, derivados de artemisinina, e atovaquona-proguanil (Malarone). Posteriormente, 

a resistência também ocorreu  para estas drogas mais recentes. Na China, infusões preparadas 

a partir de absinto (Artemisia annua) foram utilizadas para o tratamento da febre por muitos 

anos. A eficácia das infusões foi atribuída aos sesquiterpenos, tais como, a artemisinina (19). 

No entanto, com os primeiros casos de cepas de Plasmodium falciparum resistentes à 

cloroquina na Ásia e na América do Sul, tornou-se o principal problema para o controle desta 

doença. Esta resistência também se espalhou para a África durante os anos oitenta e agora é 

encontrado na África Oriental. Diante disso, mais de dez países africanos mudaram o fármaco 
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de primeira escolha, pela sulfadoxina-pirimetamina (SP) (20). (figura 5). Além disso, cepas de 

Plasmodium spp resistentes a SP se desenvolve rapidamente quando é introduzida como 

monoterapia principalmente, em países que mudaram a CQ como medicamento de primeira 

escolha (21) (22). Na Nigéria e países da África Ocidental, CQ e SP permanecem como 

drogas de primeira e segunda linha contra a malária, respectivamente. No entanto, há indícios 

de que na última década houve um aumento da resistência à sulfadoxina-pirimetamina (23). 

As áreas mais afetadas pela resistência aos antimaláricos, de acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), são a península indo-chinesa e a região amazônica da América do 

Sul (24). 

 

 

Figura 5. Distribuição global da malária, mostrando áreas onde o P. falciparum é resistente às 
drogas antimaláricas comumente usadas, cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina. A resistência é 
amplamente disseminada através das zonas endêmicas para malaria (áreas vermelhas). Fonte: Fidock 
A. et al (20). 

 

Levando em consideração esses fatos, é necessário identificar novos alvos potenciais 

específicos no parasita, e uma das estratégias para o desenvolvimento de novas drogas é a 

identificação de vias metabólicas próprias e essenciais para a sobrevida do parasita. Portanto, 

uma das vias importantes para serem estudadas é a via de isoprenoides de P. falciparum uma 

vez que poderia ser essencial para a sobrevivência e desenvolvimento do parasita.  
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1.6 Isoprenóides 

 

1.6.1 Generalidades 

 

Os isoprenóides compreendem uma grande família de produtos naturais, com mais de 

20.000 compostos individuais descritos na literatura (25). Vários tipos de isoprenóides 

(esteróides, colesterol, retinóides, carotenóides, ubiquinonas e proteínas preniladas) são 

componentes essenciais da maquinaria celular, participando de uma variedade de processos 

biológicos: os carotenóides, clorofila e plastoquinona são componentes essenciais do aparato 

fotossintético, a ubiquinona, menaquinona e plastoquinona são usadas como transportadores 

de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial, as proteínas preniladas incluindo Ras e Rho 

GTPases, funcionam como transdutores de sinal, o dolicóis estão envolvidos em modificações 

pós-traducionais das proteínas, e finalmente, os dolicóis fosforilados têm um papel como 

portadores de oligossacarídeos na biossíntese de glicoproteínas (26). 

Apesar da sua diversidade estrutural e funcional, todos os isoprenóides são derivados de 

um precursor comum, o pirofosfato de isopentenila (IPP) e o seu isómero, o pirofosfato de 

dimetilalila (DMAPP). O número de repetições dessas unidades, reações de ciclização, 

rearranjos e reações redox são responsáveis pela grande diversidade de estruturas isoprênicas 

(27). 

 

1.6.1.1 Via do mevalonato: via clássica na formação dos compostos isoprênicos 

 

Bloch e Lynen, em 1958, foram os primeiros a descrever a via do mevalonato em 

animais e levedura, revisto por Spurgeon e Porter em 1981. Durante várias décadas, a via do 

mevalonato foi considerada a única via biossintética através do IPP e DMAPP. Esta via usa 

sete enzimas para fornecer os precursores para a maioria dos eucariontes (todos os mamíferos) 

e em arqueobactérias, eubactérias, algas (exceto as clorofíceas), plantas superiores, briófitas e 

alguns protozoários, como Trypanosoma sp e Leishmania sp (28). Esta via começa com uma 

reação catalisada por uma tiolase que produz acetoacetil-CoA a partir de duas moléculas de 

acetil-CoA. Um terceiro acetil-CoA é então condensado com acetoacetil-CoA para formar 3-

hidroxi-3- metilglutaril-CoA (HMG-CoA) por HMG-CoA sintase. A HMG-CoA-redutase 

dependente de NADPH, em seguida, converte o composto de CoA-ligado em ácido 

mevalónico (MVA). Em seguida, o MVA é fosforilado sequencialmente pelas 

difosfomevalonato quinases para formar MVA-5-difosfato. Este difosfato é subsequentemente 
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descarboxilado por mevalonato difosfato descarboxilase, para obter-se um conjunto de IPP, 

que é então convertido em DMAPP por uma isomerase. (29) (figura 5). 

Outros autores demonstraram através da analise filogenética que a via do mevalonato é 

provavelmente a via ancestral não só em archaea e eucariotas, mas também em bactérias (30). 

 

Figura 6. Vias do MVA e MEP para a biossíntese de IPP e DMPP. Em azul encontram-se os 
nomes de cada intermediário da via do mevalonato (MVA). Em verde encontram-se os 
intermediários da via MEP. Ø inibição. Fonte: Goulart H. et al (41). 

 

1.6.1.2. Via do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP): Via alternativa na formação dos 
compostos isoprênicos 
 

A via MEP foi descrita pela primeira vez em eubactérias (31), seguido por vários 

organismos fotossintéticos como cianobactérias (32), algas, e plantas superiores. Mais tarde, 

foi descrito em parasitas apicomplexa e Mycobacterium tuberculose. O passo inicial, 

catalisada pela 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP) sintase, é a formação de DOXP pela 
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condensação de piruvato e gliceraldeído-3-fosfato. O gene que codifica esta enzima foi o 

primeiro a ser clonado a partir de Escherichia coli (33). Esta enzima chave da via requer 

difosfato de tiamina e íons divalentes, tais como Mg 2+ ou Mn 2+ para a sua atividade. A 

enzima reductoisomerase DOXP catalisa o rearranjo e subsequente redução de DOXP. A 

atividade desta enzima é inibida por fosmidomicina. 

O MEP é então convertido em 4- citidina-difosfato-5, -2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME). 

O próximo passo é catalisado pela enzima CDP-ME quinase e leva à fosforilação da CDP-

ME. O produto desta reação, 4-citidina-difosfato-5,-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-

MEP-2P), é subsequentemente convertido em 2-C-metil-D-eritritol -2,4-ciclodifosfato (Me-

2,4-CPP) pela enzima 2-C-metil-D-eritritol 2,4- ciclodifosfato sintase (figura 5). IPP e 

DMAPP são sintetizados através de rotas independentes nas últimas etapas da via MEP. Além 

disso, a via MEP produz o precursor (DOXP) para a síntese dos cofatores essenciais de 

difosfato de tiamina e fosfato de piridoxal (30). 

 

1.6.2 Biossíntese de isoprenóides em P. falciparum 

 

Desde a caracterização da síntese de isoprenóides em Plasmodium falciparum, pela via 

MEP, diversas pesquisas têm sido conduzidas, no nosso laboratório, no estudo desta via. A 

via MEP está localizada numa organela denominada apicoplasto, presente em parasitas do 

Phillum Apicomplexa e ausente nas células de mamíferos.(34) 

O apicoplasto é um plastídeo não fotossintetizante (35), que foi inicialmente descrito em 

Toxoplasma gondii e posteriormente em Plasmodium falciparum. Foi demonstrado que esta 

organela possui função vital para esses parasitas (36). Sabe-se que a via de biossíntese de 

ácidos graxos, e juntamente com a via inicial da biossíntese de isoprenóides estão localizadas 

nesta organela(37). Estudos em nosso laboratório mostraram que o Plasmodium falciparum 

sintetiza dolicóis de 11 e 12 unidades isoprênicas, coenzima Q 7 8 -9, vitaminas K1 e K2, 

bem como tocoferol e proteínas isopreniladas e doliquiladas, e carotenoides (37)(38)(39)(40) 

(figura 6). Ainda, sobre o metabolismo do Plasmodium, foi demonstrado que algumas 

sustâncias como os terpenos, derivados de plantas, são inibidores de alguns produtos finais na 

via de isoprenóides de P. falciparum (41) (42). 
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Figura 7. Diagrama da via 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) de biossíntese dos isoprenoides 
em P. falciparum. Os isoprenoides são sintetizados por dois precursores, isopentenil pirofosfato e seu 
isômero, dimetilalil pirofosfato (DMPP). As caixas sombreadas indicam os produtos finais 
identificados em P. falciparum. Fonte: Katzin AM. et al (38). 

 

1.6.2.1 Terpenos: inibidores eficazes dos produtos finais da via de isoprenóides 

 

 Os terpenos (ou isoprenóides, ou terpenóides) são uma grande classe de metabólitos 

lipofílicos secundários derivados da via do mevalonato. A maior diversidade de estruturas 

ocorre em plantas, sendo um componente importante do "óleo essencial", da fração do extrato 

vegetal (43). Esses terpenóides possuem uma grande variedade de aplicações, desde a 

fabricação de cosméticos como aromatizantes até em estudos microbiológicos aumentando a 

atividade microbicida de antibióticos em testes com Staphylococcus aureus (44). 

Estudos anteriores no nosso laboratório mostraram que terpenos como o farnesol, 

nerolidol, linalol e limoneno são inibidores da biossíntese de dolicol, cadeias isoprênicas 

ligadas a ubiquinona e proteínas isopreniladas, em parasitas da fase eritrocítica de P. 
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falciparum. Os valores de IC50 in vitro, foram de 64 µM, 760 nM, 1,22 mM, 1mM, 

respectivamente. 

O mecanismo de ação do nerolidol e farnesol é baseado em uma possível competição 

com o substrato, impedindo o alongamento das cadeias isoprênicas e bloqueando o sitio ativo 

da enzima octaprenil pirofosfasto sintase de P. falciparum, enzima responsável pela formação 

dos dolicóis e isoprenoides ligadas ao anel benzoquinona da coenzima Q. (41). 

Por outro lado, a análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 

(GC-MS), do óleo essencial extraído de Viola surinamensi,- que é uma planta com que os 

Índios da etnia Waiãpi costumam tratar pessoas com malária, através da inalação de vapor 

oriundo da infusão dela-, constatou-se a presença de 11 monoterpenos entre eles o nerolidol, 

11 sesquiterpenos e três fenilpropanóides. (45). Baseados nesses resultados, o nosso 

laboratório começou a testar drogas, utilizando uma nova metodologia, em experimentos in 

vivo, em camundongos infectados. Trata-se de usar uma estratégia de liberação intranasal para 

tratar os camundongos infectados com P. berghei. Os resultados demonstraram que 

camundongos Balb/c infectados com P. berghei Anka, tratados com 1000 mg/kg/dia de 

nerolidol via oral e intranasal, tiveram uma porcentagem de inibição do crescimento do 

parasita >50% durante os  primeiros 15 dias de tratamento em relação ao controle. A 

sobrevida dos animais tratados foi de 70% após 30 dias de infecção, além de não apresentar 

efeitos genotóxicos em linfócitos isolados de camundongos (dados não publicados). Levando 

em consideração esses resultados, nós concluímos que o tratamento inalatório é uma 

estratégia promissora para tratar malária murina, além das vantagens de ser um tratamento 

não invasivo e de baixo custo. 

Também, outros estudos feitos no nosso laboratório demostraram que o limoneno tem 

um efeito inibitório na isoprenilação de proteínas da família RAS (p21) de P. falciparum as 

quais estão envolvidas na transdução de sinais e a regulação do crescimento e proliferação 

celular. (42). O limoneno, um monoterpeno amplamente distribuído em plantas, é um dos 

poucos compostos conhecidos que inibe a isoprenilação de proteínas e tem atividade 

antitumoral in vivo (46). 
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1.7 Isoprenilação de proteínas 

 

1.7.1 Generalidades 

 

A prenilação de proteínas foi descoberta pela primeira vez em fungos em 1978 (47), e 

quase 10 anos mais tarde, foi detectada a primeira proteína prenilada em células de 

mamíferos, (laminina B farnesilada) (48) (49). Embora, o conhecimento deste processo seja 

muito limitado, a prenilação de proteínas também tem sido demonstrada em parasitas como 

Giardia lamblia, Schistosoma mansoni, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, 

Leishmania mexicanan , Toxoplasma gondii  e Plasmodium falciparum.(50).  

 A partir dessas descobertas, esta modificação tem sido estudada extensivamente, 

devido à sua importância para que ocorra a atividade celular normal de numerosas proteínas. 

A prenilação de proteínas é uma modificação pós-traducional covalente irreversível 

encontrada em todas as células eucarióticas, que é compreendida pela farnesilação e 

geranilgeranilação.  

Três enzimas preniltransferases catalisam esta modificação. Farnesiltransferase (FTase) 

e geranilgeranil-tipo 1 (GGTase-I) catalisam a  fixação de um único farnesil (15 carbonos- 

FPP) ou geranilgeranil (20 carbonos-GGPP), respectivamente, a um resíduo de cisteína 

localizado numa sequência de consenso da região C-terminal normalmente conhecida como 

“caixa CAAX” (Figura 7), onde "C" é cisteína, “a” geralmente representa um aminoácido 

alifático, e o resíduo "X" em grande parte  o responsável por determinar qual cadeia 

isoprenica vai ligar-se à proteína. A geranilgeraniltranferase tipo II (GGTase-II ou 

geranilgeraniltransferases Rab) catalisa  a adição de dois grupos geranilgeranil para dois 

resíduos de cisteína em sequência  como CXC ou CCXX perto da região C-terminal das 

proteínas Rab (Figura 7) (51). Essas modificações lipofílicas facilitam a associação das 

proteinas isopreniladas à membrana celular o qual é um requerimento funcional. 
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Figura 8. Isoprenilação de proteínas. (A) Estruturas de 1 (farnesil difosfato, FPP) e 2 (geranilgeranil 
difosfato, GGPP); (B). Reações catalisadas por enzimas preniltransferases. Fonte: Palsuledesai CC. et 
al (51). 

A farnesilação de RAS, por exemplo, aumenta a sua associação com o fator de 

GTP/GDP, como também, aumenta grandemente sua habilidade para estimular enzimas 

transdutoras de sinais, incluindo a proteína quinase em células de mamíferos. (46). A proteína 

RAS não farnesilada não se associa à membrana celular e é incapaz de exercer função de 

transformação celular. (52) 

A inibição da isoprenilação de proteínas vem sendo usada como alvo para testar 

compostos com possíveis efeitos antitumorais e antiproliferativos. Por exemplo, o limoneno 

tem sido amplamente testado in vitro e in vivo. O limoneno tem atividade quimiopreventiva 

contra tumores mamários, de pulmão e de fígado em camundongos. Curiosamente, inibe 

seletivamente a isoprenilação de proteínas de 21-26 kDa (46), sem afetar o farnesilação da 

lamina nuclear B. Baseados nesta seletividade é possível que o alvo principal do limoneno 

não seja a inibição da formação dos precursores FPP e GGPP, e sim a inibição das 

transferases que são as responsáveis de ligar esses grupos prenil às proteínas. (53). 

Também, dados da literatura demonstraram que os metabolitos do limoneno (álcool 

perílico, acido perílico e cis/trans-ácido dihidroperílico) também atuam na regressão do 

carcinoma mamário em ratos, como também, na inibição da isoprenilação de proteínas em 

celulas 3T3 e demonstrou-se que são inibidores potentes das FTPase e GTPase em leveduras 

(53). 
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1.7.1.1 Álcool perílico: generalidades 

 

O álcool perílico (POH) também chamado P-Meta,1,7-dieno-6-ol ou 4-

isopropylcyclohexanol, é um monoterpeno natural encontrado em óleos essenciais de hortelã, 

cerejas, lavandas, entre outras. POH é um produto hidroxilado de d-limoneno formado pela 

condensação de duas unidades de isopreno, é 5 a 10 vezes mais ativo do que o limoneno. 

Ainda mais, mostrou ter atividade terapêutica e quimioterapia preventiva em câncer mamário 

(54). O POH é rapidamente metabolizado a ácido perílico (PA) e ácido dihidroperilico 

(DHPA) em animais (figura 8), entretanto, o PA é o maior metabólito em circulação nos 

humanos. Acredita-se que o mecanismo de ação de POH é a inibição das enzimas farnesil 

transferase e geranilgeranil transferase, impedindo a isoprenilação de proteínas da família 

RAS através da ligação dos grupos FPP e GGPP (53). 

 

Figura 9. Estrutura do Álcool Perilico (POH) e seus metabolitos. Ácido Perílico (PA) Ácido 
dihidroperilico (DHPA). Fonte: Yeruva L et al. (54). 

 

1.7.1.2 Mecanismo de ação do POH: estudos em animais e in vitro 

 

Muitos estudos têm mostrado que o álcool perílico é um potente agente 

quimioterapêutico contra vários tipos de câncer, incluindo pâncreas, mama, ovário e fígado. 

Vários pesquisadores mediram os efeitos de diferentes concentrações de álcool perílico em 

linhagens celulares de tumores pancreáticos humanos e de hamster. O tratamento das células 

tumorais pancreáticas durante dois dias resultou num decréscimo dependente da dose na 

proliferação celular, com valores de IC50 de 290 e 480 µM para as linhas de células de 

hamster e humanas, respectivamente. (55) 
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Por outro lado, foi investigado os efeitos do POH sobre a proliferação de células de 

câncer de pulmão (A549, H520).Os resultados indicaram que o POH induziu citotoxicidade 

dependendo da dose, induzindo retenção do  ciclo celular e apoptose, com o aumento da 

expressão de bax, p21 e atividade caspase-3 em ambas linhagens celulares. (54). Também, 

encontrou-se que o POH atinge na regulação da via do mevalonato e a via Ras-Raf-MEK-

ERK nas células U87 e U343 de glioblastoma, afetando a modificação pós-translacional de H-

Ras e Rac1. POH inibiu as enzimas responsáveis pela isoprenilação de proteínas. (56).  Ainda, 

o POH exibiu um efeito antiproliferativo contra células cancerosas humanas pancreáticas 

MIA PaCa-2 (57), além disso, induziu uma parada do ciclo celular em G0 / G1 que coincidiu 

com um aumento na expressão de inibidores de ciclinas, p21Cip1 e p27Kip1 e uma redução 

dos níveis da ciclina A, ciclina B1, e de proteínas quinase dependente de ciclina (CDK) 2 

(57). 

Outras pesquisas tiveram a finalidade de investigar qual das três proteínas transferases 

são inibidas por POH observando a prenilação das proteínas Ras, RhoA e Rab6 a partir de 

['4C] mevalonolactona marcada em células NIH3T3 sendo que as proteínas Ras, RhoA e 

Rab6 são preniladas por FPTase, GTPase tipo I, e GGPTase II, respectivamente. Os 

resultados mostraram que a isoprenilação de RhoA e Rab6 foram inibidas por POH com 

valores de 1,0 e 0,5 mM, respectivamente (58). 

Além disso, ratas fêmeas C57BL alimentadas com dietas experimentais baseadas em 

compostos ricos em terpenóides, entre esses, o álcool perílico, 10 dias antes e 28 dias após da 

implantação do melanoma agressivamente crescente e altamente metastático B16 (F10) 

produziu 50% de retardo no crescimento do tumor dos animais tratados como também, 

aumentou a taxa de sobrevida. (59). 

Também, camundongos tratados com 164 ug/dia de POH via intranasal, a porcentagem 

de macrófagos alveolares (83%) e linfócitos que produzem IgA (15%) foi maior, um padrão 

característico do sistema imune inato pulmonar. Esses resultados sugerem que a 

administração intranasal do POH pode ter um possível efeito quimioterápico em processos 

patológicos do pulmão (60). 

1.7.1.3 Estudos clínicos 
 

Levando em consideração os resultados promissores na redução da proliferação celular 

tumoral do POH em sistemas in vitro e in vivo, vários ensaios clínicos têm sido desenvolvidos 

usando o POH em pacientes que apresentam alguns tipos de gliomas e tumores. 
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Um primeiro estudo foi feito para estudar o efeito do álcool perílico no tratamento de 

câncer de ovário avançado. O álcool perílico foi administrado por via oral, quatro vezes ao 

dia, numa dose de 1200 mg-/-m2. A taxa livre de progressão de 6 meses foi de 17% e a 

sobrevida global mediana foi de 9,1 meses, porém, a toxicidade gastrointestinal (grau 1-2 

náuseas, saciedade,  e fadiga (grau 1-2 em 40%) foram comuns (61). Por outro lado, mulheres 

que apresentavam câncer de mama metastático foram submetidas ao tratamento com POH 

quatro vezes por dia a 1200-1500 mg m -2 dose -1  e tiveram uma mediana de progressão de 35 

dias, no entanto, também apresentaram sintomas de fadiga e efeitos tóxicos gastrointestinais 

grau 1 e 2 (62).  

 

1.7.1.4 Liberação intranasal  

 

Os nervos olfativos e trigêmeos que inervam o epitélio nasal representam a única 

conexão direta entre o ambiente externo e o cérebro. Dada a facilidade de administrar drogas 

por inalação nasal, esta via fornece um método prático, não invasivo, rápido e simples de 

liberar agentes terapêuticos ao sistema nervoso central (SNC). Esse é um dos motivos no 

interesse pelo seu potencial no tratamento de distúrbios neurodegenerativos. Em relação à 

terapia de tumores cerebrais, a liberação intranasal (INL) tem sido apenas estudada e 

atualmente está tendo resultados que indicam um potencial promissório para o tratamento do 

câncer do SNC (63).  

A eficácia terapêutica em humanos, particularmente para o SNC, está frequentemente 

diminuída ou anulada pela incapacidade dos fármacos de atingirem e manterem concentrações 

eficazes no cérebro, durante um período adequado de tempo. Geralmente, as moléculas são 

muito grandes ou tem grupos polares funcionais que a barreira hematoencefálica limita o seu 

acesso ao SNC (64). 

Levando em consideração os fatos mencionados e devido à toxicidade do POH via oral 

em vários ensaios clínicos, alguns estudos foram focados em administrar o POH via intranasal 

para tratar gliomas cerebrais malignos, uma vez que minimiza os riscos de desenvolver 

toxicidade, além de ser uma via não invasiva para o paciente. Os resultados mostraram que a 

administração intranasal de POH (400mg/kg) aumentou a sobrevida global dos pacientes com 

GBM (Glioblastoma recorrente) em comparação com os controles não tratados, especialmente 

com os pacientes com GBM primário e secundário e com tumor localizado em regiões 

profundas do cérebro. Os efeitos colaterais do tratamento POH foram quase inexistentes, 

mesmo em pacientes tratados por mais de 4 anos (65) (52) (64). 
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6 CONCLUSÕES 
 

 Através da padronização do ensaio de fluorescência usando Sybrgreen I para nossas 

condições de laboratorio mostramos que é um método rápido, objetivo e sensível para 

quantificação de parasitas cultivados “in vitro”. 

 

 O POH inibiu a crescimento in vitro de Plasmodium falciparum, com uma 

concentração inibitória de 4.8 µM (IC50).  

 

 Demonstramos que o POH não teve efeito toxico para linhagem celular Vero, o qual 

mostra uma grande especificidade do POH contra o P. falciparum, tendo um índice de 

seletividade de 30, 97.  

 

 Comprovamos que o POH inibe a farnesilação de proteinas entre 20 e 37 KDa de P. 

falciparum, sugerindo um efeito inibitório da FTase como possível mecanismo de ação in 

vitro.  

 
 A utilização da cepa P. berghei ANKAGFP nos permitiu avaliar de forma eficaz, 

simples e rápida por citometria do fluxo, o crescimento do P. berghei em camundongos 

infectados, gerando uma ferramenta útil estabelecida no nosso laboratorio.  

 
 O POH via intranasal não teve efeito contra o crescimento do P. berghei em 

camundongos infectados.    

 
 O POH via intranasal teve um efeito preventivo na MCE, uma vez que a taxa de 

incidência de malaria cerebral nos camundongos tratados foi significativamente menor 

comparada com os animais não tratados.  
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