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RESUMO

Sussmann, RAC. Estudo da funcdo da vitamina E e da biossintese de vitamina K1 em
Plasmodium falciparum [tese (Doutorado em Parasitologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de So Paulo; 2015.

Dentre as doengas infecciosas que acometem o homem, a malaria apresenta o maior indice de
mortalidade com mais de 500 mil mortes registradas em 2013. Para agravar a situagdo de
salde publica, foi descrito o surgimento de resisténcia as drogas usadas na terapéutica da
doenca. Torna-se necessario a identificacdo e o estudo de novos alvos antimalaricos. A via
MEP se mostra como um potencial alvo para o desenvolvimento de drogas contra P.
falciparum uma vez que esta ausente em humanos. A fim de aprofundar o conhecimento dessa
via no parasita, nossos objetivos foram avaliar a fungdo da vitamina E biossintetizada pelo
parasita e caracterizar a biossintese de vitamina K1 e o metabolismo de fitol. Esse estudo
determinou que a vitamina E biossintetizada pelo parasita atua no sistema redox do parasita,
empregando analises por citometria de fluxo com sondas sensiveis ao estresse oxidativo.
Caracterizamos por técnicas cromatograficas (RP-HPLC e GC) e/ou de espectrometria de
massas do produto da oxidacdo do tocoferol. Por outro lado, empregando marcacoes
metabolicas com precursores radioativos, mostramos que a biossintese de vitamina K1 é ativa
no parasita e detectamos sua forma reduzida: a hidrofiloquinona. Por fim, utilizando
marcacOes metabdlicas e analises por RP-HPLC, observamos que existe uma via de
reaproveitamento de fitol em P. falciparum assim como em plantas, uma vez que esse
composto ¢é fosforilado e usado para a biossintese das vitaminas E e K1. O estudo abre
oportunidades para um desenvolvimento racional de novos antimalaricos e aprofunda o

conhecimento na biologia do parasita.

Palavras chave: Malaria. Plasmodium falciparum. Sistema redox. Vitamina E. Vitamina K1.

Antimalaricos.



ABSTRACT

Sussmann, RAC. Estudy of vitamin E function and of vitamin K1 biosynthesis in Plasmodium
falciparum [Ph. D. Thesis (Parasitology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2015.

Among the infectious diseases that affect humans, malaria has the highest mortality rate with
more than 500 000 deaths in 2013. The public health situation gets worsen because it has been
described the emergence of resistance to common drugs used in the treatment of disease. It is
necessary to identify and study of new antimalarial targets. The MEP pathway is a potential
target for drug development against Plasmodium falciparum once it is absent in humans. In
order to deepen the understanding of this pathway in the parasite, our objectives were to
evaluate the function of vitamin E biosynthesized by the parasite and characterize the
biosynthesis of vitamin K1 and the phytol metabolism. This study determined that vitamin E
biosynthesized by the parasite operates in the redox system of the parasite using flow
cytometric analysis with susceptible probes to oxidative stress. We characterize by
chromatographic techniques (RP-HPLC and GC) and/or mass spectrometry the oxidation
product of tocopherol. On the other hand, employing metabolic labeling with radioactive
precursors, we show the biosynthesis of vitamin K1 is active on parasite and we detected its
reduced form: the hidrophylloquinone. Finally, using metabolic labeling with radioactive
precursors and RP-HPLC analysis, we demonstrate that there is a phytol salvage pathway in
P. falciparum as well as plants, since this compound is phosphorylated and used for the
biosynthesis of vitamins E and K1. The study opens opportunities for the rational

development of new antimalarials and deepens knowledge on parasite biology.

Keywords: Malaria. Plasmodium falciparum. Redox system. Vitamin E. Vitamin K1.

Antimalarials.
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1.1 Breve Histérico®

Maleita, paludismo, impaludismo, febre ter¢d ou quartd sdo nomes dados & maléria,
uma doenca parasitaria que acomete o homem. Nao se sabe ao certo, porém, existem
referéncias que datam de 4000 a.C. a febres sazonais e intermitentes em textos medicos e
religiosos entre os chineses, babildnicos e indianos que relacionavam os sintomas a presenca
de maus espiritos e a punicao de deuses [1].

O grego Hipocrates, o pai da medicina, foi o primeiro a descartar a supersticdo e a
relacionar a doenca as estacfes do ano ou ao local frequentado pelos doentes. No século V
a.C., ele foi o primeiro a diferenciar a malaria das demais enfermidades febris, descrevendo
detalhadamente o seu quadro clinico da suas complica¢des. Durante mais de 1500 anos, pouco
foi acrescentado ao conhecimento sobre a doenca e seu tratamento.

Em 1716, o italiano Giovanni Maria Lancisi observou a presenca de pontos negros no
cérebro e no figado de pessoas que morreram devido as complicacGes relacionadas a maléria e
associou a doenca com as emanagdes de pantanos. Sugeriu que a doencga era causada por
vermes ou insetos que habitavam as regifes pantanosas e que podiam infectar o sangue
humano. A doenca entéo recebeu 0 nome de “mal aria”, que significa ar insalubre ou mal ar e
passou a ser chamada de maléaria mais tarde [2].

A partir do século XVII, aumentou a preocupagdo com a doenca, pois aumentavam
também o numero de casos. Até meados de 1900, mais de 80% da populacdo mundial era
afligida pela maléaria, exceto nas regides polares e subpolares [1].

Em 1880, o medico do exercito francés Charles Louis Alphonse Laveran observou
formas ovaladas com 0s mesmos pontos negros presentes no sangue de pacientes com malaria
e considerou que havia encontrado o parasita causador da doenca. O nome Plasmodium
apareceu pela primeira vez trés anos mais tarde, descrito por Marchiafava e Celli, que
observaram formas ovoéides no interior de hemacias de pacientes com malaria. O médico
britdnico Ronald Ross descreveu 0 modo de transmisséo em 1897, ao encontrar formas do
parasita no interior de um mosquito que havia se alimentado de sangue de um portador da
doenca. O quadro completo do ciclo de desenvolvimento do parasita no homem e na fémea do
mosquito Anopheles foi obtido posteriormente por pesquisadores italianos Amico Bignami,

Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi em estudos realizados entre 1898 e 1899. Apds varios

! Todas as informacBes apresentadas no item 1.1 foram obtidas dos sites www.sucen.sp.gov.br;

www.rph.wa.gov.au; www.who.int; www.malaria.org; dos artigos Camargo, E.P. Malaria, maleita, paludismo.
Ciéncia e Cultura, 2003;55(1):26-29 [1], Coluzzi, M., G. Corbellini, and A. Celli, [The malariology centenary
(1898-1998). 1898]. Parassitologia, 1998;40(4):361-76 [2] e Trager, W. & Jenson, J. B. Human malaria
parasites in continuous culture. Science. 1976;193(4254):673-5 [3].
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estudos, conseguiram identificar todas as formas evolutivas nos dois hospedeiros. Somente
em 1976, William Trager conseguiu cultivar P. falciparum in vitro [3], abrindo uma nova era

de estudo da doenca.

1.2 A Biologia de Plasmodios

Os parasitas que causam a malaria pertencem ao filo Apicomplexa, ordem Coccidiida,
subordem Haemosporidiidea, familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Sao descritas
atualmente creca de 150 espécies de parasitas pertencentes ao género Plasmodium, infectando
varios vertebrados como aves, répteis e primatas superiores. Apenas cinco dessas espécies
podem infectar o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P kownlesi e P. ovale. A
primeira € a espécie responsavel pela forma mais grave da doenga que pode levar ao 6bito e a
Gltima é restrita no continente africano.

O ciclo de vida dos plasmodios é complexo e necessita de dois hospedeiros; um
vertebrado e outro invertebrado (Figura 1).

r Ciclo esporoginico 1 -

Figura 1- Ciclo de vida de plasmddios humanos. Durante o repasto sanguineo, a fémea de anofelino infectada
inocula esporozoitas no hospedeiro vertebrado (1). Os esporozoitas invadem os hepatécitos (2) e se
diferenciam em esquizontes (3), os quais rompem a célula e liberam merozoitas na corrente sanguinea
(4). Depois do ciclo hepatico, o parasita inicia o ciclo eritrocitico. Os merozoitas invadem 0s
eritrocitos (5) e novamente se diferenciam em esquizontes (6) e liberam mais merozoitas (6). Alguns
parasitas se diferenciam em gametdcitos (7) que podem ser ingeridos por uma fémea de anofelino
através do repasto sanguineo (8). Ap0s ingeridos pelo mosquito, as formas sexuais formam o zigoto
(9) que por sua vez se diferencia na forma movel, o oocineto (10), no intestino médio do inseto. Os
oocinetos invadem a parede do intestino e se desenvolvem em oocistos (11). Nessa estrutura ocorre a
esporogonia e formam-se esporozoitas (12) que sdo liberados e migram, através da hemolinfa, para as
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glandulas salivares do mosquito. No momento da picada, os esporozoitas poderdo ser inoculados no
hospedeiro vertebrado e, assim, dar seguimento ao ciclo do parasita. Modificado de www.cdc.gov.

No ciclo do hospedeiro vertebrado, acontece a reprodugdo assexuada denominada
esquizogonia. Esse ciclo é subdividido em ciclos hepatico e eritrocitico [4]. Quando uma
fémea do mosquito vetor infectada pica 0 homem, ao realizar o repasto sanguineo, transfere
esporozoitas com sua saliva, 0s quais alcancam 0s vasos sanguineos e tecidos adjacentes. Os
esporozoitas que foram langados nos arredores dos capilares sanguineos comegam a realizar
movimentos circulares chamados de gliding [5], que possibilitam que eles adentrem nos
capilares sanguineos e, possivelmente, nos capilares do sistema linfatico. Apos 15-45 min, os
esporozoitas que atingiram a corrente sangiiinea alcancam o figado e acabam por invadir as
células hepaticas.

Apos invadir o hepatdcito, origina-se a fase hepéatica da doenca, sendo dificil a
deteccdo do parasita nesse periodo. Os esporozoitas se diferenciam em trofozoitas. Estes se
multiplicam assexuadamente por esquizogonia, dando origem a trofozoitas teciduais e
posteriormente a merozoitas. Ocorre entdo, 0 rompimento da membrana do hepatdcito e a
liberacdo dos merozoitas para a corrente sanguinea, que invadirdo os eritrocitos.

O ciclo eritrocitico inicia-se quando merozoitas tissulares invadem os eritrocitos.
Durante o desenvolvimento intraeritrocitico, o parasita apresenta os estagios anel ou
trofozoita jovem, trofozoita maduro e esquizonte. No ultimo estdgio, ocorre mais um evento
de esquizogonia dando origem a um determinado nimero de merozoitas por esquizonte,
caracteristico de cada espécie de plasmddio. Com a ruptura do esquizonte e do eritrocito, 0s
merozoitas sdo liberados na corrente sangiliinea e invadem novas hemacias dando
continuidade ao ciclo eritrocitico.

Ao romper o eritrocito, sdo liberados merozoitas, meta-hemoglobina, proteinas
plasmodiais e cristais de hemozoina ou pigmento malarico, que consistem em mondmeros ou
dimeros de Ferriprotoporfirina IX (FP). A hemozoina acumulada no citoplasma do eritrécito €
liberada no plasma e posteriormente fagocitada pelas células de Kupffler, no figado, ou pelos
macrdofagos, no bago e outros 6rgdos. O ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes a cada 48
horas nas infec¢des por P. falciparum, P. vivax e P. ovale, a cada 24 horas nas infec¢bes por
P. knownlesi e a cada 72 horas nas infec¢des por P. malariae. Os acessos febris caracteristicos
de cada espécie estdo relacionados com esses ciclos de desenvolvimento. Depois de algum
tempo e por fatores ainda desconhecidos, a forma anel se diferencia em gametdcitos
(masculino ou feminino). Os gametdcitos ndo sofrem mais nenhuma divisdo e podem ser

encontrados no sangue periférico. Sua vida média pode ser de 60 dias.
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A partir da formacdo dos gametdcitos pode iniciar-se o ciclo no hospedeiro
invertebrado. Enquanto o anofelino macho se alimenta de néctar e seiva de arvores, a fémea
necessita de sangue em sua alimentacéo para maturagdo dos ovos [4].

Durante o repasto sanguineo, a fémea do anofelino ingere gametocitos que irdo evoluir
no inseto. No intestino médio do mosquito, o parasita se reproduz sexuadamente por
esporogonia. Depois de 24 horas ap06s a fecundagdo, o zigoto se diferencia em oocineto e
migra para a parede intestinal do inseto, alojando-se entre essas células e a membrana basal
do epitélio. O oocineto se transforma em oocisto desenvolvendo uma grossa capsula, a qual
permite a passagem de nutrientes para a geracdo dos esporozoitas. O oocineto se rompe e
libera os esporozoitas que alcangam a hemolinfa do inseto e migram para as glandulas
salivares. No momento da picada, os esporozoitas poderdo ser inoculados no hospedeiro

vertebrado e, assim, dar seguimento ao ciclo do parasita.

1.3 Epidemiologia

Segundo o World Malaria Report 2014 [6] publicado pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), foram relatados nas regides onde ocorre a transmissao cerca de 200 milhGes de
casos e por volta de 584 mil mortes devido a malaria em 2013. Dessas mortes, 90% estdo
concentradas na Africa e geralmente acometem criancas menores de cinco anos e gestantes

[7-9]. Na Figura 2, sdo apresentados os casos confirmados de malaria em 2013.

ﬁ'_
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Figura 2- Casos confirmados de malaria em 2013. A transmissdo de malaria ocorre nos cinco continentes em
regides tropicais e subtropicais. Os valores representam os casos confirmados de malaria a cada mil
habitantes. Modificado de World Malaria Report 2014 [6].
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A transmissdo da malaria ocorre apenas em regides tropicais e subtropicais, afetando
principalmente paises subdesenvolvidos. A afeccdo esta presente em cerca de cem paises
distribuidos por todos os continentes, passando pelas Américas do Sul e Central, além de
México, india, sudeste da Asia, Oriente Médio, Oceania e Africa. Existem aproximadamente
3,3 bilhdes de pessoas vivendo em areas de risco de transmissdo de malaria.

Em 2013, segundo dados da OMS, foram registrados 308 mil casos de maléria no
Brasil (99% na regido Norte) com 79 mortes. Atualmente, a area de risco de transmissdo esta
localizada na chamada Amazénia Legal, compreendendo os estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Par4, Rondbdnia, Roraima e

Tocantins (Figura 3).
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Figura 3- Casos confirmados de malaria no Brasil em 2013. A transmissdo de malaria no Brasil esta restrita a
regido da Amozobnia Legal. Os valores representam 0s casos confirmados de maléaria a cada mil
habitantes. Modificado de World Malaria Report 2014 [6].

Essa transmissdo ndo se distribui homogeneamente e aflige principalmente as
populacBes que se estabeleceram com projetos agropecuarios, de construgdo de rodovias, de
hidroelétricas e de atividades de garimpo e mineracéo, desenvolvidas na regido Amazonica.
Esses movimentos populacionais desordenados sdo os principais fatores que dificultam o
controle da malaria.

No Brasil, a espécie mais abundante é o P. vivax, com uma prevaléncia de 79% dos
casos, seguido pelo P. falciparum, com 20% dos casos e com menos de 1% de P. malariae.
Podem ocorrer infec¢cbes com mais de uma espécie. Em 2001, foi criada no Brasil a Rede
Amazonica de Vigilancia de Resisténcia as drogas Antimalaricas (RAVREDA), hoje em
parceria com a Amazon Malaria Initiative (AMI), e em 2003, foi criado o Programa Nacional
de Controle da Maléaria (PNCM). Com essas iniciativas o Brasil vem tentando conter o
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aumento dos casos de maléria, trabalhando com novas associagdes de drogas e com uma

melhor distribuicdo destas para as comunidades nas regides endémicas.

1.4 O combate a doenca

Apbs o ciclo completo de desenvolvimento do parasito da malaria no homem e na
fémea do mosquito Anopheles ter sido descrito pelos pesquisadores italianos, iniciou-se um
combate de forma racional a doenca.

Na primeira metade do século XX, muitas pesquisas eram dedicadas ao controle da
malaria, especialmente no sentido de reduzir ou eliminar a presenca de criadouros do inseto
transmissor, 0 que se mostrou bastante eficiente em algumas situagdes. Concomitantemente,
pesquisas para o desenvolvimento de novas drogas que combatessem o parasita, propriamente
dito, comecaram a ser desenvolvidas.

Com base nos conhecimentos adquiridos sobre o inseto transmissor, nas caracteristicas
de inseticida residual do DDT e na existéncia de drogas efetivas para o tratamento da malaria,
muitos foram levados a crer na possibilidade de erradicagdo da doenca no mundo,
impulsionando a elaboragdo da campanha de erradicacdo da malaria na Italia (1946-1950) e,
depois, para a grande campanha de erradicacdo da malaria em escala mundial, coordenada
pela OMS no periodo de 1957-1969. A proposta da campanha era de erradicacdo da
transmissdo em curto prazo baseada em quatro fases: 1) fase preparatéria, com
reconhecimento das areas afetadas e do problema epidemioldgico, e treinamento de pessoal;
2) fase de ataque, com controle do vetor por meio de aplicacdo de inseticidas nas casas e
tratamento das pessoas; 3) fase de consolidacdo, com suspensdo das medidas de controle e
vigilancia para possiveis surtos; 4) fase de manutencéo e vigilancia.

Essa campanha resultou na erradicacdo da malaria nos Estados Unidos da América e
na maior parte da Europa, juntamente com novas praticas de agricultura e construcdo de
casas. Na India, onde o programa de erradicacdo foi considerado um exemplo, houve uma
reducdo de 75 milhGes de casos em 1958 para 50 mil em 1964.

Segundo a OMS, apds 15 anos de campanhas de erradicacdo, a populagcdo mundial em
risco foi reduzida de 70% para 41%. Entretanto, ap0s a década de 70, o sucesso do programa
ndo foi mantido, sendo desativado, devido ao alto custo. Até meados de 1990, comegaram a
ocorrer mais de 300 milhGes de casos de maléria anualmente e mais de um milh&o de mortes
eram atribuidas diretamente a doenca.

Com o sério problema de satde publica, foi convocada em 1992, a Conferéncia

Ministerial de Malaria, em Amsterdd, Holanda. Foi apresentada uma nova estratégia global de
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controle da doenca. Mais tarde, em 1997, foi criada a Multilateral Iniciative on Malaria
(MIM), quando cientistas que trabalhavam com maléria estabeleceram prioridades para um
programa multidisciplinar de pesquisa em malaria. A OMS criou em 1998 o Roll Back
Malaria (RBM), o qual esta em atividade até os dias de hoje e possui grandes ambicdes para o
controle da maléria até 2025.

Nao existem vacinas eficazes para a malaria até o momento [10, 11]. A escolha de
qual antigeno do parasita e quais adjuvantes usar para desenvolver uma vacina sao 0s maiores
desafios, devido ao parasita apresentar varios estagios de desenvolvimento em diferentes
tecidos e 6rgdos, polimorfismo e variagdo antigénica [8].

Compostos contra a malaria eram utilizados na China ha 3000 anos. Os incas, no
século XVI, ja usavam o extrato da casca da quina para o tratamento da malaria. No século
XVII, jesuitas encontraram 0 mesmo principio ativo utilizado pelos indigenas do Brasil. O
quinino é o principio ativo da quina de uso contemporaneo.

Entre os principais compostos antimalaricos utilizados atualmente na terapéutica da
doenca encontram-se os aminoquinolinos (clorogquina, amodiaquina, primaquina, quinina,
quindina e mefloquina); os antifolatos (sulfadoxina); as diaminopirimidinas (pirimetamina);
as lactonas sesquiterpenicas (artemisinina e seus derivados) e alguns antibioticos [12]. A
artemisinina e seus derivados sdo hoje usados em combinagdo com as demais drogas como
primeira-linha no tratamento da maléaria por ndo ter apresentado uma resisténcia disseminada.
Entretanto, o que se vem observando é o aumento da resisténcia aos antimalaricos o que

agrava a situacao de saude publica (Figura 4).
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Figura 4- Emergéncia de resisténcia aos antimalaricos. As barras acima da linha do tempo representam um
antimalarico ou combinagdes entre eles. Os anos a esquerda de cada barra representa 0 ano de
introducdo da droga como antimalarico, seguido pelo ano que houve o primeiro relato de resisténcia a
mesma. Os baldes abaixo da linha do tempo mostram o registro de resisténcia a droga e a regido onde
foi observada. ACTSs, terapias combinadas com artemisinina; AQ, amodiaquina; Ato/Pg,
atovaquona/proguanil; CQ, cloroquina; Halo, halofantrina; MQ, mefloquina; Q, quinina; R,
resisténcia; S/P, sulfadoxina/ pirimetamina. Modificado de Ekland & Fidock, 2008 [13].

O uso continuo de um antimalarico em parasitas parcialmente resistentes, confere uma
vantagem seletiva de parasitas resistentes e favorece a sua transmissao. Foi descrito que na
presenca da droga, infeccbes parcialmente resistentes sdo acompanhadas por mais
gametocitemia que aqueles que sdo sensiveis [14-16]. Além disso, a resisténcia aos
medicamentos leva a recrudescéncia com taxas mais elevadas de gametocitos que infeccdes
primarias. Assim, as cepas resistentes a droga geram mais gametocitemia e, portanto, maior
potencial de transmissdo do que as cepas sensiveis [17, 18]. Em algumas circunstancias,
gametdcitos com genes resistentes podem ser mais infecciosos para mosquitos, produzindo
um maior numero de oocistos e uma infeccdo mais elevada de mosquitos que aqueles que
transportam genes sensiveis [19]. Existem evidéncias de que as medidas de controle de
mosquitos podem eliminar parasitas resistentes a drogas [20]. A existéncia de reproducéo
sexuada pelos plasmddios possibilita a recombinacdo génica e, com isso, 0 surgimento de
novas cepas resistentes as drogas, usadas para o controle da doenca.

Essa resisténcia se intensifica devido ao uso inadequado de novas drogas, aos recursos
financeiros limitados, aos movimentos populacionais, aos servicos de salde inadequados e a
falta de medidas de controle eficientes, levando ao aumento dos casos de morbidade e
mortalidade. A crescente resisténcia as drogas utilizadas na terapéutica, principalmente de
isolados de P. falciparum, leva a necessidade de estudos sobre novos antimalaricos [13, 21-
23].

As linhas de pesquisa para o desenvolvimento de antimalaricos seguem areas como:
inativacdo da biossintese de membranas [24-26]; vias metabolicas localizadas no apicoplasto
[27-30]; quinases envolvidas no ciclo celular [31, 32]; biossintese de isoprendides [33-43] e
vias metabdlicas localizadas na mitocondria do parasita [44]. Nosso grupo tem trabalhado nos
ultimos anos com a caracterizacdo de produtos da biossintese de isoprendides em P.
falciparum [34-43] resultantes da via alternativa 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) [33].

Nesse contexto, a biossintese de isoprendides nas formas intraeritrociticas do parasito
tem ocupado um lugar de destaque, como potencial alvo, para o desenvolvimento de novos
quimioterapicos para 0 combate dessa doenca. Isso se deve ao fato de que os compostos

produzidos por essa via sdo de suma importancia para a sobrevivéncia de qualquer célula e ao



24

fato de que a via de biossintese, presente no parasita, € diferente da via de biossintese de
isoprendides presente em humanos [23, 33]. Somado a isso, foi mostrado que essa via é
essencial para o desenvolvimento do parasita e esta localizada no apicoplasto [45].

Em 2011, Yeh e DeRisi [45] demonstraram que a Unica funcdo essencial do
apicoplasto € suprir a demanda de pirofosfato de isopentenila (IPP) no parasita. Os autores
mostraram que o P. falciparum sobrevive a doses letais de fosmidomicina, inibidor da via
MEP, quando disponibilizam IPP em meio de cultura. Testaram também se essa recuperacdo
também acontecia quando o parasita era tratado com antibidticos que impediam a sintese
proteica no apicoplasto como doxiciclina, clindamicina e cloranfenicol. Além de recuperar o
crescimento do parasita, o tratamento continuo com IPP e antibidticos, fez com que o P.
falciparum perdesse a organela e seu genoma. Essa cepa depende de um suprimento continuo

de IPP exdgeno, que se retirado, causa a morte do parasita [45].

1.5 Isoprendides

Os prenois, também chamados de isoprendides, constituem a mais divergente e grande
familia de compostos naturais, estando presente em todos 0s organismos vivos. Até o
momento, sd@o conhecidos mais de 30.000 compostos isoprénicos na natureza, sendo
metabdlitos essenciais para diversas fungdes celulares, incluindo compostos como
ubiquinonas, dolicdis, compostos isoprénicos ligados as proteinas e RNA, hormdnios em
animais e plantas, carotendides, vitaminas e 6leos essenciais [46].

Eles desempenham func¢es como a manutencgéo da fluidez de membrana e agem como
horménios ou sais biliares. Sdo necessarios para organismos fotossintéticos e possuem
atividades antioxidantes (carotendides e vitaminas). Ubiquinonas, menaquinonas,
filoguinonas e plastoquinonas estdo envolvidas no transporte de elétrons. Dolicois, alem de
estarem envolvidos na glicosilacdo de proteinas, podem servir para ancoragem de proteinas a
membranas. Muitas proteinas estdo ancoradas a membranas via ancoras isoprénicas [46].

Em plantas, horménios de baixo peso molecular como giberilinas, acido abscisico e
brassinolideos séo fundamentais para o desenvolvimento desses organismos. O mesmo ocorre
com horménios sexuais esteroidais e corticosteroides em animais, todos derivados de
isoprendides. Muitos antibioticos, fitoalexinas, repelentes e até drogas alucindgenas e
psicotrdpicas possuem estruturas derivadas de compostos isoprénicos [46].

A unidade basica de todo isoprenoide € uma molécula de cinco carbonos de formula
CsHg IPP [47] e seu isbmero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) (Figura 5).
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Figura 5- Estrutura das moléculas de IPP e DMAPP.

Todo composto isoprénico possui um esqueleto carbonico basico com formula
(CsHg),. Dependendo da classe de composto isoprénico, essa férmula pode apresentar

variagdes pela adicdo de hidroxilas, ciclizacdo da molécula ou outras modificacdes.

1.5.1 Biossintese de isoprendides

A via do Acido Meval6nico ou Mevalonato (MVA), também conhecida como “via
classica”, desde a sua descoberta, acreditou-se que era a responsavel pela producdo de
poliisoprendides em todos os organismos vivos. A via MVA comega com a conversdo de duas
moléculas de acetil-CoA a 3-hidroxi-metil-glutaril-CoA. Esta molécula sofre entdo, em
sequéncia, reducéo, fosforilacdo e descarboxilacdo, gerando IPP, que é transformado em seu
isdmero DMAPP pela enzima IPP isomerase. Apés a descoberta de que a enzima 3-hidroxi-
metil-glutaril-CoA-redutase (HMG-R) é o ponto principal de regulacdo dessa via [48] que
catalisa a reacdo de 3-hidroxi-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) a mevalonato. Como esse é 0
primeiro composto unico dessa via, ela comecou a ser chamada de “via do mevalonato”.
Varios inibidores para a HMG-R foram encontrados e sdo chamados de estatinas, usadas para
a reducdo dos niveis de colesterol em humanos. As estatinas sdo moléculas que apresentam
uma semelhanca estrutural com HMG e atuam como inibidores competitivos da enzima
HMG-R [49]. As enzimas, que atuam nas etapas de biossintese dessa via, foram isoladas em
uma grande variedade de organismos, incluindo animais e plantas. Em todos esses
organismos, essas enzimas estdo localizadas no citosol da célula.

Porém, comecaram a surgir resultados inconsistentes com a via do mevalonato em
bactérias. Estudos com [**CJacetato (um precursor da via do mevalonato) mostraram que essa
molécula ndo era incorporada em ubiquinonas de Escherichia coli [50]. Tais dados somados
ao fato de que mevinolina, um inibidor especifico da enzima HMG-CoA redutase, nao inibia
o0 crescimento de Escherichia coli [50], levaram a acreditar na existéncia de uma nova via de
biossintese de isoprendides em alguns organismos. Cinco anos mais tarde, em 1996, essa

outra via de biossintese de isoprendides seria descrita.
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Essa segunda via descrita foi a do 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) ou “via
alternativa”. A via comeca com a condensacdo de uma molécula de piruvato com uma
molécula de gliceraldeido 3-fosfato, pela enzima 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase (DXS)
formando 5-fosfato 1-desoxi-D-xilulose (DOXP) [51], enzima esta que € dependente de
tiamina (vitamina B;) [52]. A DOXP ¢ o primeiro intermediério da via, mas nédo é exclusivo,
sendo utilizado também para a biossintese de piridoxal (vitamina Bg) [53, 54] e tiamina
(vitamina B;) [55]. Na etapa seguinte, a enzima 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase (DXR) catalisa simultaneamente o rearranjo intramolecular e reducdo da
DOXP em MEP [56]. A enzima que catalisa essa etapa da via € inibida por um composto
utilizado inicialmente como herbicida, chamado fosmidomicina (&cido fosfonico) [57].
Posteriormente, 0 MEP € ligado a uma molécula de trifosfato de citidina (CTP) para produzir
4-(citidina-5-difosfo)-2C-metil-D-eritritol (CDP-ME), em uma reacao catalisada pela enzima
2C-metil-D-eritritol-4-fosfato citidina transferase (MCT) [58]. A enzima 4-(citidina-5-
difosfo)-2C-metil-D-eritritol quinase (CMK) (uma enzima dependente de ATP) fosforila o
CDP-ME, produzindo 4-(citidina-5-difosfo)-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-MEP). No
passo seguinte, 0 CDP-MEP ¢ convertido em 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MECPP)
pela acdo da enzima 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintase (MCS) [59, 60]. O produto
MECPP é reduzido a 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMBPP) pela enzima
hidroximetilbutenil difosfato sintase (GcpE) [61, 62]. Posteriormente, 0o HMBPP é convertido
em IPP e DMAPP pela hidroximetilbutenil difosfato redutase (LytB) [62-64] (Figura 6).
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Figura 6- Via MEP. A esquerda estdo as estruturas moleculares dos intermediarios da via e a direita entre os
nomes dos intermediarios estio as enzimas. O simbolo © representa o local de atuacio da
fosmidomicina (DXR). Intermediarios: GAP, gliceraldeido 3-fosfato; DOXP, 5-fosfato 1-desoxi-D-
xilulose ; MEP, 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato; CDP-ME, 4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol;
CDP-MEP, 4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato; MECPP, 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato; HMBPP, 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato; IPP, pirofosfato de isopentenila;
DMAPP, pirofosfato de dimetilalila. Enzimas: DXS, 1-desoxi-D-xilulose 5- fosfato sintase; DXR, 1-
desoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase; MCT, 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidina-transferase;
CMK, 4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol  quinase; MCS, 2C-metil-D-eritritol ~ 2,4-
ciclodifosfato sintase; GcpE, hidrometilbutenil pirofosfato sintase; Lyt B, hidrometilbutenil
pirofosfato redutase; IPP isomerase, isopentenil pirofosfato isomerase.

Em fungos, mamiferos, alguns protozoarios e arqueobactérias, 0s isoprendides
derivam da via classica do MVA. Enquanto que em algas, eubactérias, cianobactérias e
protozoarios do filo apicomplexa, a via MEP é essencial para a biossintese desses compostos.
As plantas superiores apresentam ambas as vias, no entanto em locais diferentes. A via MVA
ocorre no citoplasma e a via MEP em plastideos [65-68].

A organela presente em organismos do filo Apicomplexa - O Apicoplasto - se

assemelha aos plastideos de plantas [27, 30]. Estudos mostram indicios da existéncia de uma
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endosimbiose de um plastideo que ocorreu nos organismos do filo. Essa organela manteve

algumas caracteristicas de organismos fotossintetizantes [69].

1.5.2 Biossintese secundaria de isoprendides

Apbs a sintese do IPP e do DMAPP, esses intermediarios passam para 0 metabolismo
secundario de isoprendides, que consiste basicamente no alongamento inicial da cadeia
isoprénica, passando posteriormente por diferentes modificacbes para a formacgdo dos
diferentes produtos derivados da biossintese de isoprendides. O termo poliisoprenol é usado
para prendis com mais de quatro unidades isoprénicas.

Inicialmente, uma molécula de IPP reage com uma molécula DMAPP por meio de
enzimas chamadas preniltransferases, dando origem ao pirofosfato de geranila (GPP, 10
carbonos). O GPP é ligado a um IPP, originando o pirofosfato de farnesila (FPP, 15 carbonos)
gue, por sua vez, reage com mais uma molécula de IPP, dando origem ao pirofosfato de
geranilgeranila (GGPP, 20 carbonos). A partir desse ponto os isoprendides podem ser ligados
a proteinas, a0 RNA ou a anéis aromaticos, formando prenilquiononas (ubiquinonas e
vitaminas). Duas moléculas de GGPP podem ser condensadas no modo cabeca-cabeca e dar
origem ao fitoeno, molécula-base para a biossintese de carotenoides, formacgdo de horménios,
dentre outros.

O GGPP pode ser reduzido pela geranilgeranil redutase [70], formando o pirofosfato
de fitila (fitil-PP), o qual pode ser ligado a anéis aromaticos, formando vitaminas E [71] e
filogquinona [72]. O fitil-PP pode ser condensado em um anel de cromanol ou de 1,4
dihidroxi-2-naftoato, provenientes da via do Chiquimato, para a formagéo das vitaminas E e
K1, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7- Via de biossintese para as vitaminas E e K1. Ambas as vitaminas sdo provenientes das Vias MEP e
Chiquimato com a diferenga que o o-tocoferol recebe um anel de cromanol enquanto que a
filoquinona recebe um anel de 1,4 dihidroxi-2-naftoato. Utilizamos como precursores o0 GGPP e o
Fitil-PP. AbreviacGes: GAP, gliceroaldeido 3-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; IPP, Pirofosfato de
isopentenila; DMAPP, pirofosfato de dimetilalila.

Em plantas superiores, a maior parte do fitil-PP é direcionado para a biossintese de

clorofila, pela enzima clorofila sintase e durante a senescéncia sdo formados clorofilideos e

fitol em sua degradacdo. O fitol é toxico para as plantas em sua forma livre. Foi mostrada uma

via alternativa para a biossintese de fitil-PP a partir do fitol liberado na hidrélise da clorofila

em Arabidopsis thaliana [73] (Figura 8).
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Figura 8- Esquema da via de reaproveitamento de fitol em Arabidopsis thaliana. O fitol é formado a partir
da degradacdo da clorofila e pode ser degradado, ligado a acidos graxos ou fosforilado para a
formacdo de clorofila, filoquinona e tocoferol.

O fitol pode ser fosforilado e utilizado para biossintetizar novamente a clorofila,
vitamina E, vitamina K; ou ser incorporado nos acidos graxos da membrana de cloroplastos,
possivelmente para evitar possiveis danos ao aparato fotossintético [73, 74].

Nos ultimos 20 anos, estudos sobre isoprenilacdo de proteinas em Arabidopsis
thaliana [75] e Spinacia oleracea (espinafre) [76] foram mostrados por meio de marcacdes
metabolicas e analises por High Performance Liquid Chromatography (HPLC), que além dos
poliprendis classicos envolvidos na isoprenilacéo de proteinas como o GGPP, dolicdis e FPP,
também eluiam compostos radioativos com o mesmo tempo de retencdo do padrdo de fitol.
Parmryd et al. [77] confirmaram que realmente se tratava da estrutura quimica de fitol por

cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massas (GC/MS).

1.6 Funcoes das prenilquinonas

As prenilguinonas possuem um anel aromatico polar e uma cadeia isoprénica apolar.
A cadeia isoprénica confere um carater lipossolivel e ancora em membranas lipidicas o grupo
hidrofilico do anel aromético, que possui a atividade da prenilquinona. A maioria das
prenilquinonas pertence as Naftoquinonas e Benzoquinonas.

Existem diversos sistemas onde as prenilquinonas atuam como transportadores de
prétons e elétrons, por exemplo: ubiquinona atua na cadeia respiratoria de células eucariéticas
na membrana da mitocdndria [78], plastoquinona [79] e filoquinona atuam na fotossintese de
plantas na membrana de tilacdides de cloroplastos [80]e menaquinona e ubiquinona atuam na

fotossintese bacteriana [81]. Por possuirem a capacidade de transferir equivalentes redutantes,
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elétrons ou protons em uma fase lipidica, diversos estudos tém focado a associacdo de
prenilquinonas com a transducdo de energia levando a formagdo de ATP.

Sendo facilmente reduzidas pelas dehidrogenases ligadas a membranas, as
prenilquinonas também podem atuar como parte da maquinaria antioxidante da célula [82].
Dois mecanismos de ac¢do para prevencao de danos exercidos pelas hidroquinonas podem ser
apontados: a protecdo baseada na reducdo direta de radicais lipidicos e de oxigénio pelos
quinodis como a-tocoferol e ubiquinonas [47, 83, 84] ou a protecdo baseada na reciclagem de
antioxidantes [85, 86]. Por exemplo, a eficiéncia antioxidante da vitamina E (formada pela
condensacdo de um anel de cromanol a uma cadeia de fitil-PP [71]) é ampliada por meio da
reciclagem dos seus produtos oxidados, o tocoferoxila e tocoferolquinona. Esse processo,
também chamado de ciclo redox do a-tocoferol, é importante na otimizacdo da funcéo
antioxidante da vitamina E [83]. A reciclagem in vitro do a-tocoferol, a partir de seus radicais
oxidados, pode ser mediada pela vitamina A [87, 88], vitamina C [85, 86, 89] e coenzima Q
[90, 91]. Entretanto, existem ddvidas sobre a significancia da reciclagem de tocoferoxila ou
epoxitocoferoxila pelas vitaminas A e C in vivo [92].

Em plantas, a filoquinona é formada pela condensacdo de um anel de 1,4 dihidroxi-2-
naftoato a uma cadeia de fitil-PP [72] e sua funcéo esta relacionada com transporte de elétrons
no fotossistema | [93]. Recentemente foram levantadas outras hipoteses de funcbes para a
filoquinona em plantas, além de transportadora de elétrons. Foi detectada a forma reduzida da
vitamina K1, a hidrofiloguinona, em menores quantidades em folhas de Arabidopsis mantidas
sob luz quando comparadas com as que foram mantidas no escuro. Os autores sugerem que a
hidrofiloquinona provavelmente ndo esteja relacionada com o pool fotoativo de filoquinona e
que esteja envolvida na clororespiragéo [94]. Outros estudos mostram que aproximadamente
50% do total de filoquinona nédo esta associada ao fotossistema | e provavelmente participe do
sistema antioxidante [72, 95].

Em vertebrados, a filoquinona e em especial a hidrofiloquinona servem como um
cofator para certas carboxilases que convertem residuos especificos de glutamato em
proteinas alvo para y-carboxiglutamatos (Gla) [96] as quais estdo envolvidas na coagulacao
do sangue, homeostase 6ssea e na manutencéo da integridade vascular [97, 98]. Como co-
produto dessa carboxilagcdo forma-se a filoquinona totalmente oxidada, a epoxi filoguinona,
forma que é biologicamente inativa. Para acontecer a reciclagem da vitamina K1 (ou Ciclo da
vitamina K1), a enzima vitamina K epoxi redutase (VKOR) reduz a forma epoxi em
filoguinona e depois em hidrofiloquinona [99]. Essa atividade pode ser inibida pela warfarina
[100-102].
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1.7 Biossintese de isoprendides em P. falciparum

Em 1999, Jomaa et al. [103] identificaram em P. falciparum os genes que codificam as
enzimas-chave da via MEP, a DXS e a DXR. A primeira catalisa a condensacdo do D-
gliceraldeido 3-fosfato e do piruvato formando o 5-fosfato 1-desoxi-D-xilulose , enquanto a
segunda catalisa o rearranjo molecular e reduz esse produto nas formas isoprénicas basicas
[46]. Estudos foram realizados pelo mesmo grupo utilizando fosmidomicina e um analogo a
este antibidtico, o FR900098, os quais inibem a enzima DOXP-redutoisomerase. A
administracdo dos dois compostos em ensaios in vitro inibiu o crescimento da cultura. Nos
estudos em camundongos houve uma queda na parasitemia chegando a <1% e depois de oito
dias estavam curados. Porém, quando o tratamento foi feito em quatro dias, observou-se
recrudescéncia [103], indicando que a simples monoterapia com fosmidomicina ou seu
analogo pode ndo ser suficiente para 0s casos clinicos de malaria [61, 104, 105]. Em 2004,
Cassera et al. [36] demonstraram que a via MEP era funcionalmente ativa em P. falciparum
isolando e caracterizando os produtos intermediarios. O estudo, além de confirmar a presenca
da via no parasito, apresentou pela primeira vez a biossintese de piridoxina 5-fosfato em um
protozoario do filo Apicomplexa.

Foi demonstrado em nosso laboratorio que os trés estagios intraeritrociticos de P.
falciparum biossintetizam isoprendides que se ligam a proteinas. O estudo foi realizado por
meio de marcagbes metabdlicas com [PH]JGGPP as quais apresentaram bandas marcadas
radioativamente de proteinas com massas moleculares aproximados de 6-7 kDa, 21-28 kDa
nos trés estagios parasitarios. Quando o precursor utilizado foi o [*H]FPP, além das bandas
com massa molecular igual as marcadas com [*H]GGPP, uma nova banda de com peso
molecular aproximado de 50 kDa foi detectada. Ja, Moura et al. [38] fizeram experimentos de
imunoprecipitacdo com anticorpos monoclonais anti-Ras e anti-Rap, que reconhecem as
proteinas p21"™ e p21™ do parasita, marcados metabolicamente com 0s mesmos precursores
radioativos para demonstrar a isoprenilacdo de proteinas. Foi demonstrado também que
poliisoprenddes como os dolicdis se ligam as proteinas [24].

O parasita biossintetiza cadeias isoprénicas ligadas ao anel benzoquinona da coenzima
Q de 8 e 9 unidades e a sintese dessas séo inibidas pelo nerolidol, cujo efeito é interferir no
alongamento das cadeias isoprénicas [35]. Em 2005, Tonhosolo et al. [40] clonaram e
expressaram uma octaprenil pirofosfato sintase de P. falciparum, cuja fungéo é o alongamento
da cadeia isoprénica que se liga ao anel benzoquinona. Rodrigues Goulart et al. [39] testaram

terpenos como nerolidol, o qual apresentou uma acao inibitoria na biossintese de dolicois e da
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cadeia isoprénica ligada ao anel de benzoquinona das ubiquinonas. Recentemente,
descrevemos o mecanismo de acdo de um derivado natural de nerolidol, o 4-nerolidilcatecol
(Anexo 1). Com o intuito de iniciar estudos in vivo sobre a acdo do nerolidol, desenvolvemos
um método de deteccdo e quantificacdo em plasma de camundongos tratados com nerolidol
(Anexo Il). Futuramente, iremos avaliar o efeito desse terpeno na parasitemia de
camundongos infectados por P. berguei.

Nosso grupo identificou, por marcacdo metabdlica com [*H]GGPP em culturas
assincronicas, a presenca de moléculas que eluiam em tempos de retencéo diferentes as dos
isoprendides anteriormente caracterizados atraves do método de Reversed Phase - High
Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC). Confirmou-se que esses compostos eram
carotenoides biossintetizados por P. falciparum [41], compostos pela primeira vez
caracterizados em parasitas. A presenca da via ativa para a biossintese de carotenoides em P.
falciparum nos remete a dar atencdo ao apicoplasto. Por ser uma organela muito similar aos
plastidios de plantas, acredita-se que possa apresentar o mesmo perfil metabdlico [27, 30], em
que a via MEP é utilizada para a biossintese de carotendides e vitaminas A, E e K, entre
outros produtos, até entdo, considerados de biossintese exclusiva em organismos
fotossintéticos.

Passamos a procurar produtos da via MEP, assim como carotendides, até entdo ditos
de biossintese exclusiva de plantas, bactérias e fungos. Caracterizamos bioguimicamente a
biossintese de menaquinona-4 nos trés estagios intraeritrociticos de P. falciparum. A droga
Ro 48-8071 inibe a biossintese dessa vitamina e o crescimento do parasita. A menaquinona-4
atua no transporte de elétrons na cadeia respiratéria do parasita [42]. Além disso, existe um
equilibrio no pool de menaquinona-4 e ubiquinona, quando uma é inibida, a biossintese da

outra é aumentada, assim como mostrado em bacterias [81].

1.7.1 Estresse oxidativo e antioxidantes em P falciparum

O plasmodio é sensivel ao estresse oxidativo in vitro e in vivo e diversas drogas atuam
no sistema redox do parasita como a cloroquina [106] e cercosporina [107]. Para minimizar os
danos causados pelas espécies reativas, toda a bateria de enzimas antioxidantes e seus
substratos encontrados nos parasitos e nas hemacias devem estar funcionalmente presentes
[108]. Algumas enzimas relacionadas com o sistema da glutationa ja foram descritas em
espécies de Plasmodium como a glutationa sintase [109] e redutase [110], superdxido
dismutase [111], glutamato desidrogenase [112] e glicose 6-fosfato desidrogenase [113].

Eritrdcitos infectados perdem a habilidade de fazer a sintese de novo de glutationa porque o
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intermediario y-glutamil-cisteina é depletado da célula [114]. Essa desvantagem ¢é
compensada pela exportacdo ativa de glutationa oxidada, pelo parasita, no citoplasma do
eritrocito, onde ela é reduzida pela glutationa redutase da célula e pelas enzimas da via das
pentoses, que sdo 25 vezes mais ativas [114]. Além disso, o parasita possui 0 sistema da
tioredoxina funcional compreendendo tioredoxina redutase [115], tioredoxina [116],
tioredoxina peroxidase [117], assim como 1-cis-peroxiredoxina [25].

A hemoglobina representa a maior fonte de aminoacidos para o parasita, entretanto sua
degradacdo em um vacuolo digestivo acidificado resulta na producdo do grupo heme toxico
FP e EROs. Para se proteger, o protozoario cristaliza a por¢cdo heme liberada durante a
protedlise da hemoglobina em um pigmento insolivel menos toxico chamado hemozoina ou
B-hematina [118]. Outros meios alternativos de detoxificagdo da FP incluem a degradacgéo da
FP [119], reacBes com a glutationa [120] e proteinas que se ligam a FP [121]. Contudo,
analises quimicas de eritrocitos infectados indicam que a maioria da FP estd localizada no
vacuolo digestivo e pelo menos 90% esta presente na forma hemozoina [122]. As EROs
podem causar impressdes digitais do estresse oxidativo nas membranas dos globulos
vermelhos infectados, como a agregacdo de banda 3 [123] e o aumento dos lipoperdxidos
[124]. O sistema de defesa antioxidante da hemacia é constituido, principalmente, por
enzimas catalase, superdxido dismutase [125], glutationa redutase, glutationa peroxidase,
metahemoglobina redutase dependente de NADPH [126]; por vitaminas (vitamina E e &cido
ascorbico) e glutationa reduzida [127].

Produtos finais da via de isoprenoides como a vitamina E podem atuar como
antioxidantes e na estabilizacdo de membranas, como descritos em plantas [128] e
cianobactérias [129], e estes dados nos fazem supor que a vitamina E, biossintetizada pelo
parasita, poderia atuar dentro dos sistemas antioxidantes descritos acima.

O parasita biossintetiza a-tocoferol nos trés estagios intraeritrociticos. Culturas de P.
falciparum tratadas com acido usnico tiveram o crescimento e a biossintese de vitamina E
inibidos [43]. Quando cultivamos os parasitas com uma tensdo de oxigénio de 20%, ao invés
de 5%, a biossintese de o-tocoferol estd aumentada quando comparada com 0s parasitas
cultivados em condi¢cdes normais [43]. Consequentemente, a lipoperoxidacdo também
aumenta quando inibimos a biossintese de vitamina E [43]. Fato esperado, uma vez que a
principal funcdo da vitamina E é evitar a autooxidagdo de &cidos graxos poliinsaturados [84,
130].

Em tilacdides de espinafre, o a-tocoferol em conjunto com a vitamina K; e

plastoquinona atuam como scavenger de superoxidos formados pelo fotossistema I, reduzindo
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a difusdo desse radical na superficie da membrana e inibindo a formacdo de perdxido de
hidrogénio, resultando na protecdo das membranas dos tilacoides contra a lipoperoxidacdo
[131]. Foi mostrada por meio de marcacdes metabélicas com L-[U-*C] tirosina a presenca de
tocoferdis radioativos em fracbes sub-celulares como cloroplastos, mitocondria e
microssomos de Calendula officinalis [132]. Resultados preliminares in vitro de nosso
laboratorio apontam que a vitamina E, biossintetizada pelo parasita, pode interferir na
lipoperoxidacéo de eritrocitos infectados. Entretanto, esses resultados ndo nos mostram a sua
real funcdo, sendo necessaria a demonstracdo dos seus produtos oxidados, tocoferoxila e
tocoferolquinona e dos niveis de estresse oxidativo ao se inibir sua biossintese, para
comprovar nossa hipotese sobre o possivel envolvimento da vitamina E na defesa

antioxidante em P. falciparum.

1.8 Justificativas e Objetivos

A biossintese de isoprendides pela via MEP tem sido apontada como um importante
alvo para o desenvolvimento de novos antimaldricos devido a importancia dos produtos
derivados dessa via direcionados para o metabolismo de qualquer célula eucariotica e,
principalmente, ao fato de a via de biossintese de isoprendides no parasita ser diferente da
existente em seu hospedeiro vertebrado.

NO0ssO grupo mostrou que o parasita é capaz de biossintetizar, a partir do IPP, o
composto GGPP [133], um intermediario chave para a biossintese das vitaminas E e K;. O
parasita biossintetiza o e y-tocoferol nos trés estagios intraeritrocitarios e o acido Usnico é
capaz de inibir essa biossintese [43]. Contudo, ainda ndo foi mostrado se a vitamina E,
biossintetizada pelo parasita, € realmente empregada na defesa contra o estresse oxidativo
provocado pelo seu metabolismo e pelo hospedeiro.

Temos evidéncias de que a via metabdlica de filoquinona esteja ativa no parasita,
porém é necessario identificar a via de biossintese. A mesma podera ser explorada para se
estudar a fungdo da vitamina no parasita e identificar possiveis alvos para antimalricos.

O fato de o parasita biossintetizar vitamina E e possivelmente filoquinona, somado a
deteccdo de um composto radioativo com o mesmo fator de retencéo do fitol em anélises por
TLC de eritrcitos parasitados marcados com [*H]IPP, nos impele a estudar esse composto
em P falciparum, uma vez que o fitol apresenta um metabolismo bem regulado em
Arabidopsis sp [73].

Com base nas informac6es descritas acima, os objetivos de trabalho foram:
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. Determinar se a vitamina E atua na protegéo contra o estresse oxidativo em P.
falciparum identificando seus produtos oxidados;

. Medir os niveis de estresse oxidativo em P. falciparum quando a biossintese de
vitamina E é inibida;

. Caracterizar a via de biossintese de filoquinona em P. falciparum;

. Detectar a presenca de hidrofiloquinona e fitil-PP em P. falciparum;

. Verificar se a via de reaproveitamento de fitol € ativa em P. falciparum.



4 CONCLUSOES
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1. A vitamina E biossintetizada por P. falciparum atua no sistema redox do parasita,
controlando os niveis de EROs no eritrdcito infectado.
2. A biossintese de vitamina K1 é ativa em P. falciparum.

3. A via de reaproveitamento de fitol para a biossintese de vitamina E e K1 é ativa em P.

falciparum.
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