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ARTIGO DE REVISAOQ

Maldria por Plasmodium falciparum: estudos

protedmicos

Plasmodium falciparum malaria: proteomic studies

RESUMO

A despeito dos avangos no tratamen-
to e das campanhas de prevencio e de
controle da maldria nos distintos con-
tinentes nos quais a moléstia grassa, a
entidade mérbida permanece com sig-
nificativa relevincia no mundo contem-
porineo. O Plasmodium falciparum é o
grande responsdvel pela maldria grave,
caracterizada por distirbios em diferen-
tes érgaos e sistemas, com possibilidade
de evolugio ao 6ébito. Embora incipien-

tes, os estudos protedmicos na maldria
tém trazido boas perspectivas para me-
lhor compreensio dos aspectos bioldgi-
cos do Plasmodium, assim como dos me-
canismos fisiopatolégicos, diagnésticos,
terapéuticos e profildticos da enfermida-
de. Desse modo, o objetivo do presente
artigo ¢ apresentar uma breve revisio das
aplicagbes da andlise protedmica na ma-
ldria por P falciparum.

Descritores: Proteoma; Maldria;
Plasmodium falciparum

INTRODUGAO

Os avangos no tratamento, na profilaxia e no controle da maldria nos diferen-
tes continentes tém sido bastante expressivos, mas ainda insuficientes para alterar
significativamente o atual panorama da doenga - de fato, a entidade mérbida per-
manece como a parasitose de maior impacto no planeta, figurando como a quinta
causa de morte por doenga infecciosa no mundo.?

Dentre as diferentes possibilidades de evolugio clinica estio os quadros de
maldria grave, causada usualmente por Plasmodium falciparum e caracterizados
por distdrbios em multiplos 6rgaos e sistemas - tais como acidose metabdlica,
acometimento do sistema nervoso central, anemia grave, choque, coagulagao
intravascular disseminada, disfungao pulmonar, distirbio hepdtico, hipoglice-
mia e insuficiéncia renal, quadro similar, do ponto de vista fisiopatolégico, a
sepse de etiologia bacteriana® - os quais imp6em a necessidade de tratamento
em unidade de terapia intensiva (UTI) para evitar a progressao ao ébito. Com
efeito, a transferéncia do enfermo com suspeita de maldria grave 8 UTI permite
a detecgio precoce e o manejo adequado das complicagoes implicadas na evo-
lugdo para o 6bito.*”

Devido as peculiaridades atinentes ao suporte clinico dessas complicagoes, a
integracao entre médicos intensivistas e especialistas em medicina tropical/doen-
cas infecciosas possibilita um desfecho mais favordvel aos pacientes acometidos.
Dessa forma, o médico intensivista deve se apropriar dos conceitos epidemiolégi-
cos, clinicos, diagndsticos e terapéuticos da maldria, no contexto do denominado
“intensivismo em infeccio”.®



Apesar das investigagoes dirigidas aos novos firmacos e
ao desenvolvimento de medidas de suporte mais eficazes, da
aplicacdo de escalas que subsidiam o diagndstico e que sejam
capazes de predizer o progndstico e da utilizagio de métodos
que detectam precocemente as complicagoes da infecgio, o
risco de morte por maldria grave permanece elevado, desta-
cando-se que, em muitas casuisticas, a letalidade ¢ superior
a 50%.57? Desde essa perspectiva, a abordagem bioldgica
da interacio P falciparum | Homo sapiens sapiens pode cola-
borar para o desenvolvimento de novos modelos de pesqui-
sa cientifica, oferecendo salutar possibilidade de avanco na
compreensio dessa condigao infecciosa.’*'" Nesse contexto,
a andlise protedmica - metodologia que objetiva delinear as
unidades funcionais de uma célula, proteinas e sua complexa
rede de interagoes e vias de sinalizagio em uma determinada
moléstia subjacente"? - tem trazido boas possibilidades para
o entendimento dos aspectos fisiopatolégicos, diagndsticos,
terapéuticos e profildticos das enfermidades infecciosas,"®
dentre as quais a maldria grave."*' De fato, o aprimoramen-
to das investigagoes na drea de protedmica é capaz de permi-
tir a elucidag¢io dos mecanismos moleculares implicados no
desenvolvimento da moléstia, facultando (1) a identificacao
de alteragdes na expressio de proteinas relacionadas as vias de
sinalizacio intercelular e intracelular, (2) o desenvolvimento
de marcadores biolégicos para o diagndstico precoce e para
a predi¢ao progndstica e (3) a criagdo de novas terapias.!®"”

Dessa forma, o objetivo do presente artigo é apresentar
uma breve revisdo das atuais aplicacoes da andlise protedmi-
ca na maldria por P, falciparum.

METODOS

Para a revisio da literatura, foram consultadas as fon-
tes PubMed (U. S. National Library of Medicine), SCELO
(Scientific Eletronic Library Online), Lilacs (Literatura Lati-
no-Americana e do Caribe em Ciéncias da Satde) e Co-
chrane. Os termos pesquisados foram definidos com base
nos Descritores em Ciéncias da Saide (Decs), a partir de
duas estratégias de busca: (1) malaria + proteome; (2) Plas-
modium falciparum + proteome. A busca resultou em 551
citagoes (Quadro 1), publicadas nos tltimos 10 anos, em
linguas espanhola, inglesa e portuguesa. Desse total de cita-
coes, foram selecionados 12 artigos originais.

Quadro 1 - Niimero de artigos obtidos na pesquisa bibliografica

Base consultada

Estratégia de busca Cochrane Lilacs PubMed SciELO

Estratégia 1: malaria + proteome 60 1 157 1
Estratégia 2: Plasmodium falciparum + 197 1 113 1
proteome
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O critério de elegibilidade utilizado foi a abordagem da
aplicabilidade das técnicas protémicas no estudo da maldria
por P falciparum, enfocando os aspectos etioldgicos, pato-
génicos, diagndsticos, terapéuticos e profildticos. Uma sin-
tese desses 12 trabalhos é apresentada no quadro 2. Além
dos manuscritos descritos, foram consultados outros 23 tex-
tos — incluindo artigos de revisao obtidos a partir da aplica-
¢ao da estratégia de busca e textos previamente conhecidos
pelos autores, nio necessariamente relacionados a investiga-
4o protedmica da maldria falcipara, mas considerados tteis
para a contextualiza¢io do problema.

ABORDAGEM PROTEOMICA DA MALARIA GRAVE

Diversos estudos tém demonstrado o papel da abor-
dagem protedmica na elucidagao dos aspectos etiolégicos,
patogénicos, diagndsticos e terapéuticos da maldria grave.
As principais informagdes obtidas nos artigos consultados
(Quadro 2) foram organizadas nas seguintes segoes: (1)
Plasmodium falciparum, (2) patogénese, (3) diagndstico, (4)

tratamento e (5) prevencio — desenvolvimento de vacinas.

Plasmodium falciparum

O ciclo de vida do P falciparum é extraordinariamente
complexo e inclui a expressao de proteinas especializadas
quando o protista se encontra em diferentes hospedeiros -
H. sapiens sapiens e mosquitos do género Anopheles -, para
() a sobrevivéncia intracelular e/ou extracelular, (7) a pene-
tragio nos dispares tipos de células e (i) a evasao das res-
postas imunes dos hospedeiros. Estratégias de intervengao —
incluindo vacinas e medicamentos —, serdo mais eficazes se
orientadas para fases especificas da vida do micro-organis-
mo e/ou dirigidas para protidios préprios expressos nesses
estdgios.”” A decodificagio do genoma do P falciparum,
em 2002, forneceu uma base para a realizacio de estudos
protedmicos dirigidos ao patégeno. Nesse mesmo ano,
Florens et al."® publicaram os resultados de uma pesqui-
sa utilizando andlise prote6mica sobre o ciclo de vida do
agente etioldgico. Para tal, utilizou-se tecnologia multidi-
mensional de identificacio de proteinas (MudPIT), a qual
combina cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectro-
metria de massa. Foram estudados o proteoma de esporozo-
itos (forma infecciosa inserida no homem pelo mosquito),
merozoitos (fase invasiva das hemdcias), trofozoitos (forma
de multiplicagio nos eritrdcitos) e gametdcitos (estdgio se-
xual) do P falciparum. Das 2.415 proteinas identificadas,
46% de todos os produtos génicos foram detectados em
todos os quatro estigios do ciclo de vida do Plasmodium.
Do total de proteinas identificadas, 49% eram exclusiva-
mente de esporozoitos, mostrando ser esse estdgio o mais
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Quadro 2 - Sintese dos principais artigos consultados

Estudo Técnica utilizada

Comentarios

Florens et al.(®
nas fases sanguineas do P falciparum
Lasonder et al.""?
de P falciparum

Gelhaus et al.® Eletroforese bidimensional e espectrometria de massa

Khan et al.®" Espectrometria de massa

Lal et al.®
unidimensional, cromatografia liquida e espectrometria de massa

oxigénio durante seu ciclo intraeritrocitario
Fontaine et al.? 2D-DIGE

Makanga et al.®"
e cultivadas in vitro utilizando métodos convencionais

Le Roch et al.®?

Jensen et al.®
e do hospedeiro humano
Briolant et al.®¥ 2D-DIGE e iTRAQ

Doolan et al.®
infeccéo e vacinagéo

Microarrays do DNA para estudar a expressao diferencial de genes

Espectrometria de massa de fases selecionadas do ciclo evolutivo

Andlise protémica de micronemas de oocinetos, por meio de eletroforese
Torrentino-Madamet  Andlises combinadas de transcriptoma e proteoma para estudar a
etal.? adaptacdo metabdlica do P falciparum as diferentes pressoes de

Estirpes de P falciparum K1 resistentes a cloroquina foram isoladas

Andlise do transcriptoma e do proteoma para analisar a resposta
do P, falciparum a T4 durante o ciclo intraeritrocitério do protozodrio

Avaliacdo in silico das interages proteina-proteina de P falciparum

Microarrays de proteinas para elucidar o perfil de anticorpos apds

|dentificadas mais de 2.400 proteinas envolvidas em quatro estagios evolutivos do
P falciparum

|dentificadas 1.289 proteinas - das quais 714 nos estagios assexuados — algumas
com potencial para o desenvolvimento de estratégias de imunizagéo
Individualizadas vérias proteinas em dois estagios evolutivos do protista, esquizonte
e merozoita. Os achados podem contribuir para a criagéo de fArmacos mais eficazes
|dentificadas diferengas entre os gametdcitos masculinos e femininos, o que traz
possibilidades para o desenvolvimento de estratégias para o controle da transmissao
da doenca

Primeiro estudo de andlise protémica de organelas do protista, as quais podem ser
utilizadas como foco para os estudos fisiopatoldgicos e o desenvolvimento de terapéutica
A hiperoxia ativa os sistemas de defesa antioxidante em protozodrios, de modo
a preservar a integridade de suas estruturas celulares, informacéo (Gtil para criar
estratégias de terapia e de controle mais efetivas

Proteinas de eritrécitos infectados pelo P plasmodium foram detectadas

Arteméter e lumefantrina, a partir de analise protedmica, induziram efeitos opostos
sobre as principais enzimas glicoliticas. Esses resultados demonstram o poder dessa
abordagem no estudo dos mecanismos pleiomérficos na acao de farmacos

0 estudo revelou redugéo significativa no nivel de colina/etanolamina fosfotransferase
no P falciparum, enzima envolvida na etapa final da sintese de fosfatidilcolina.
Os achados podem contribuir para o entendimento e a abordagem da crescente
resisténcia do protozoario aos antimaléricos

|dentificadas 293 proteinas de P falciparum, 6 das quais ja sdo usadas como objetos
de estudo para o tratamento da maldria, que possuem potencial uso como alvo
terapéutico, a julgar por sua capacidade inibitéria dos compostos ativos analisados
Por meio da andlise protedmica, foram identificadas algumas alteracdes do P falciparum
apds o uso de desoxiciclina, as quais ndo haviam sido descritas anteriormente

Os resultados do estudo mostram que os perfis de anticorpos sao diferentes quando
expostos a infecgdo e a vacinacdo, abrindo a perspectiva para futuras investigacoes
dirigidas ao esclarecimento das bases moleculares da imunidade na maléria por £
falciparum com vistas ao desenvolvimento de vacinas

2D-DIGE - eletroforese de fluorescéncia diferencial em gel 2D; iTRAQ - etiquetas isobéricas para quantificagdo relativa e absoluta.

dispar de todos. Essa fase compartilha uma média de 25%
de seus protidios com qualquer outra fase. De outro modo,
trofozoitos, merozoitos e gametdcitos apresentam entre 20 e
33% de proteinas exclusivas, compartilhando de 39 a 56%
de seus peptideos. Por conseguinte, apenas 152 proteinas
(6%) foram comuns as quatro fases, as quais dizem respeito
a funcoes celulares bdsicas (protidios ribossomais, fatores de
transcri¢io, histonas e proteinas do citoesqueleto).®
Concomitantemente, Lasonder et al."” também publica-
ram um estudo sobre os distintos estdgios do ciclo biolégico
do P, falciparum, utilizando cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa. A andlise revelou 1.289 proteinas,
das quais 714 foram identificadas na fase assexuada do san-
gue, 931 em gametdcitos e 645 em gametas. Em dois estudos
prévios, foram evidenciadas informagdes sobre a biologia dos
estdgios sexuais do micro-organismo, os quais incluem pepti-
deos conservados, assim como proteinas de estdgio-especifico
secretadas e associadas & membrana. A partir do subconjunto
dessas proteinas, é possivel compreender melhor o papel nas
interacdes intercelulares e, assim, obter subsidios para o de-
senvolvimento de uma possivel vacina para a mal4ria.!”
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Em 2005, Gelhaus et al.*” obtiveram os primeiros ma-
pas proteicos em géis bidimensionais dos proteomas de
merozoitos ¢ de esquizontes de P falciparum, destacando-
-se como estudo pioneiro na utilizagio da eletroforese bi-
dimensional e da espectrometria de massa, técnicas impor-
tantes da andlise protedbmica moderna. A investigacio esta-
beleceu uma nova estratégia para identificacio de proteinas
plasmodiais, aspecto significativo na busca de vacina e de
novos fdrmacos. Sem embargo, houve importante contami-
nagao com proteinas do hospedeiro, tornando necessirio o
desenvolvimento de protocolos de separacio, de extragio e
de andlises mais eficazes para se apreciar independentemen-
te o proteoma do agente etiolégico.

Como todo micro-organismo que possui vérias fases de
desenvolvimento - consoante ao anteriormente menciona-
do -, tornou-se necessario o estudo das formas evolutivas
em separado - bem como de seus subproteomas -, dimi-
nuindo, assim, a quantidade de spozs por gel e facilitando a
identificagao das referidas proteinas. Khan et al.?? desen-
volveram um método eficiente para separagio e purifica-
¢do dos gametdcitos masculinos e femininos, para estudo



de seus respectivos proteomas. O proteoma do gametécito
masculino continha 36% - ou seja, 236 das 650 protei-
nas eram macho-especificas - ¢ o proteoma do gametdci-
to feminino 19 % - ou seja, 101 das 541 eram proteinas
fémea-especificas. Tais formas compartilham apenas 69
proteinas, o que enfatiza as caracteristicas divergentes das
formas evolutivas. De todas as fases do ciclo de vida do P
Jfalciparum analisadas, os gametdcitos machos tém o prote-
oma mais distinto, contendo muitas proteinas envolvidas
na motilidade flagelar e na replicagao rdpida do genoma.
O desenvolvimento sexual para a transmissao do protista
faz das proteinas de superficie das fases sexuais - tais como
os gametas e zigotos - moléculas atraentes ao desenvolvi-
mento de estratégias que impecam a transmissao. "

Patogénese

A maldria grave por P falciparum pode ser caracteri-
zada, do ponto de vista fisiopatoldgico, como um quadro
de sepse,®?? implicando elementos da resposta inflamaté-
ria sistémica. Nesses termos, a caracterizagao de organelas
invasivas de P falciparum (por meio de eletroforese unidi-
mensional, cromatografia liquida e espectrometria de mas-
sa) tem permitido a obten¢io do proteoma de micronemas
de oocineto,” com boas perspectivas para a elucidagao da
teia fisiopatoldgica da maldria falcipara grave. No estudo de
Lal et al.,” os constituintes proteicos mais abundantes fo-
ram quitinase, proteinas relacionadas com circunsporozoito
e trombospodina, HSP70, dissulfeto isomerase e proteinas
adesivas secretadas por oocinetos. A andlise protedmica evi-
denciou 345 proteinas, dentre elas aminopeptidase M1 e
dissulfeto isomerase, reconhecidos alvos para o desenvolvi-
mento de firmacos.?**

Assim, a andlise de subproteomas permite identificar
com maior precisio proteinas de uma determinada orga-
nela na qual se tem interesse. Dessa forma, minimiza-se a
complexidade dos mapas proteicos, facilitando o estudo das
proteinas contidas no gel e permitindo, também, a andli-
se das formas de vida mais infectivas e/ou mais lesivas ao
H. sapiens sapiens. Ademais, desvendando o mapa protei-
co dessas formas, ¢ possivel buscar novas estratégias (7) de
controle — desenvolvimento de vacinas que impegam a in-
feccao a partir da inibicao da evolugio do patégeno — e (i7)
de tratamento — pela interferéncia em algum processo vital
do protista —, destacando-se a necessdria distingao entre as
proteinas do protozodrio e dos seres humanos.®”

Durante seu ciclo de vida, P falciparum estd exposto a
diferentes condi¢oes ambientais, particularmente a varia-
¢oes na pressao de O, no hospedeiro vertebrado. Além dis-
s0, 0 micro-organismo ¢ exposto a niveis de 21% de O, nas
glandulas salivares do Anopheles.*” Essa variagio de pressio
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de O, gera alteragoes metabélicas no protozodrio, as quais
s30 essenciais para a sobrevivéncia do mesmo, em condicoes
de hipdxia e hiperdxia, minimizando a produgio de espé-
cies reativas de oxigénio (ROS), aspecto importante para
que o mesmo se mantenha infectante. A compreensio de
tal fen6meno por andlise prote6mica revelou aumento dos
niveis de proteinas de choque térmico e diminui¢ao dos ni-
veis de enzimas glicoliticas, destacando-se que alguns desses
eventos refletem modificacdes pds-transcricionais durante a
resposta 2 hiperdxia.?* Tais resultados parecem indicar que,
no caso da hiperdxia, hd ativagao dos sistemas de resposta
antioxidante do P falciparum, de modo a preservar a inte-
gridade de suas estruturas celulares. Além disso, as restri¢oes
ambientais parecem induzir a uma adaptacio energética do
metabolismo do protista.

Diagnéstico

A rdpida ascensdo e a aplicagio de tecnologias prote-
Omicas tém resultado em um incremento exponencial da
descrigao de proteinas, as quais tém sido apresentadas como
potenciais biomarcadores de doencas especificas. No atual
cendrio, a énfase no desenvolvimento de métodos, para di-
recionar e medir a quantidade absoluta de proteinas e pep-
tideos especificos, em amostras protedmicas complexas, tem
crescido.?® Com efeito, muito do esforco - no 4mbito da
andlise protedmica - nas tltimas décadas tem sido dirigido
para o planejamento de experimentos e para o desenvol-
vimento de tecnologias capazes de caracterizar o mdximo
possivel do proteoma. Uma vez que as ferramentas para a
realizacio da completa andlise do proteoma se tornaram
disponiveis, grande parte do interesse voltou-se para a ava-
liagao de fluidos bioldgicos e de tecidos, com o objetivo de
encontrar novos biomarcadores de doencas, dentre elas a
maldria. A premissa geral foi bastante simples: identificar
o maior nimero possivel de protidios em um biofluido es-
pecifico, adquirido de pacientes infectados, e comparé-los
aqueles adquiridos de individuos sauddveis. Para se obter a
identificagio de mais de 1.000 proteinas em uma amostra
de soro ou plasma gasta-se, em média, dias por amostra.?”
Tal produgio tem limitado niimero de amostras analisadas
por estudo, raramente mais do que 10. Essa falta de po-
der estatistico é uma das razoes pelas quais o progresso em
validagio tem sido tao pobre, de modo que hd uma geral
falta de confianga na maioria dos potenciais biomarcadores
relatados na literatura e baixa credulidade em outros. Apesar
do destacado avango na tecnologia, estudos para a descri¢io
de biomarcadores usando identificagio protedmica perma-
necerao, provavelmente, com baixa vazio em comparagao
com experiéncias como microarray de mRNA ou o sequen-
ciamento do genoma.®
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Um dos aspectos cruciais para o sucesso das investiga-
¢oes em sistemas bioldgicos é a perturbacio do sistema de
maneira controlada, com o intuito de se obterem medidas
quantitativas para cada componente da perturbagio. Desta
feita, a andlise da expressdo de genes por microarranjos tem
sido a estratégia mais usada em sistemas bioldgicos para ar-
mazenar uma colecio de dados. Arranjos de DNA e seus
protocolos relacionados sao capazes de fornecer abundéncia
de transcritos dos genes, de uma maneira precisa e reprodu-
zivel, do sistema que estd sendo estudado. Para a apreciagio
protedmica, torna-se necessdria uma técnica que seja preci-
sa, no que diz respeito a quantificagio absoluta ou relativa
para todas as proteinas relevantes.?®

Uma nova linha de trabalho em protedmica direciona-
da (targeted proteomics) vem emergindo para fornecer uma
solu¢io ao problema.”” Essa abordagem fornece, a partir
de uma perspectiva quantitativa e qualitativa, amplas in-
formagoes. Programando o instrumento para coletar dados
dos fons detectdveis - de maneira semelhante ao sequencia-
mento de express sequence tag (EST) no campo da genomi-
ca -, a protedmica direcionada comega com uma lista de
elementos precisos que serio marcados, como no caso de
experimentos de microarrays em transcriptomica. O espec-
trometro de massa ¢ ajustado para monitorar sinais Gnicos
de alvos especificados antes dos ensaios. Isso nio resulta
apenas no aumento da sensibilidade, mas também assegura
que os mesmos alvos possam ser medidos por vérias corri-
das."® Desse modo, por meio da protedmica direcionada, é
possivel obter a quantificagio absoluta dos peptideos-alvo e,
assim, da proteina-alvo. O mais comumente praticado diz
respeito 4 injecdo de peptideos de referéncia ou proteinas
sintéticas em concentragoes conhecidas junto da amostra a
ser analisada. Tais peptideos de referéncia sao, usualmen-
te, formas pesadas marcadas isotopicamente.®” Essa pode
ser a ferramenta protedmica utilizada futuramente para se
diagnosticar condigoes mérbidas como maldria falcipara, de
forma rdpida e precisa. Ademais, além de diagnosticar, o
método pode ser util para avaliar a progressao da moléstia,
pela quantificagdo precisa de proteinas especificas, estabele-
cendo qual o estdgio da doenga, de acordo com o0 aumento
ou a diminuicio da substincia analisada.

Tratamento

Os estudos protedmicos tém, igualmente, grandes po-
tencialidades para a investigagio dos mecanismos de acio
dos medicamentos antimaldricos, assim como para a com-
preensao das vias bioquimicas pelas quais agem esses firma-
cos. Em 2005, Makanga et al.®V analisaram, separadamen-
te, o efeito de dois antimaldricos (arteméter e lumefantrina)
sobre o proteoma de P, falciparum. Ambos os medicamentos
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induziram profundas alteragdes no proteoma do micro-or-
ganismo. Sem embargo, o padrao de alteragao do proteoma
foi especifico para cada antimicrobiano empregado. Os dois
medicamentos induziram efeitos opostos sobre as principais
enzimas glicoliticas, enquanto exerceram influéncia seme-
lhante na expressao de protideos de resposta ao estresse. Tais
resultados demonstram o alcance da abordagem proteémica
no estudo dos mecanismos na a¢ao farmacolégica.®"

Nos tltimos anos, um grande aumento na ocorréncia
de resisténcia aos antimaldricos tem sido relatado. Andlogos
da colina, como o bis-tiazdlio T4, representam uma nova
classe de compostos com potente agao contra clones de P
Jfalciparum sensiveis e resistentes a outros medicamentos.
Embora o T4 e seus andlogos interfiram no metabolismo
lipidico do protista, o0 mecanismo exato de agio permane-
ce desconhecido.®? Andlises protedmicas de P falciparum
foram realizadas para se caracterizar a resposta global a esse
medicamento durante o ciclo intraeritrocitico do micro-
organismo, as quais revelaram redugao significativa no nivel
de colina/etanolamina fosfotransferase (PfCEPT), enzima
envolvida na etapa final da sintese de fosfatidilcolina (PC).
Esse efeito foi ainda apoiado por estudos metabélicos, os
quais demonstraram grande alteragao na sintese de PC, a
partir de colina e etanolamina, pelo composto.®? A enzi-
ma glicogénio sintase quinase (GSK), cuja capacidade de
inibir o crescimento de P falciparum selvagem (3D7) e dos
estirpes multidroga-resistentes (2D2) foi alvo de andlise
protedmica, com a finalidade de identificar ligagoes fracas
no proteoma de P falciparum. Dos 4.645 compostos ati-
vos do GSK, foram identificadas 293 proteinas do protista,
seis das quais mostraram potencial para uso terapéutico.?
Da mesma forma, Briolant et al.® investigaram o meca-
nismo de agao da desoxiciclina sobre a forma esquizonte de
P falciparum por meio de técnicas de protedmica. Foram
utilizados ensaios complementares de eletroforese de fluo-
rescéncia diferencial em gel 2D (2D-DIGE) e etiquetas iso-
béricas para quantificacdo relativa e absoluta (iTRAQ) para
comparar a expressio proteica de amostras tratadas e nao
tratadas com desoxiciclina. Apds o tratamento com desoxi-
ciclina, 32 e 40 proteinas de P falciparum tiveram seus ni-
veis de expressao desregulados, constatados por 2D-DIGE
e ITRAQ, respectivamente. Ainda que a desregulagao dessas
proteinas jd tenha sido descritas por tratamentos com outros
férmacos, intimeras alteracdes no teor de protideos parecem
ser especificas para tratamento com desoxiciclina, efeitos que
podem perturbar o metabolismo no apicoplasto.®?

Prevencao - desenvolvimento de vacinas
A técnica de microarrays de proteinas foi empregada
por Doolan et al.® para elucidar o perfil de anticorpos



que se desenvolvem apés infec¢io maldrica (natural ou ex-
perimental) ou apés a vacinag¢ido com organismos atenua-
dos. Assim, antigenos imunorreativos, de interesse para o
desenvolvimento de vacinas ou para outras aplicagoes, fo-
ram identificados. Um microarray da proteina utiliza uma
matriz na qual diferentes moléculas de proteinas ou sequ-
éncias especificas de DNA sio afixadas, em separado, de
maneira ordenada, formando, assim, uma matriz micros-
copica. A técnica oferece uma abordagem mdltipla para
mapear interagdes proteina-proteina, identificar os subs-
tratos de enzimas, elucidar a ativacio de fatores de trans-
cri¢do ou dectectar os alvos de pequenas moléculas biolo-
gicamente ativas. Desse modo, vetores de expressao para
250 proteinas de P falciparum foram gerados por PCR/
clonagem e, ato continuo, tais proteinas foram expressas
individualmente com mais de 90% de eficiéncia em Eis-
cherichia coli e impressas diretamente, sem purificagio, em
laminas de microarray. Os microarrays da proteina foram
sondados com soro humano de um dos quatro grupos que
diferiam no starus imunolégico ao protozodrio. No total,
(i) 72 antigenos de P falciparum altamente reativos e (i)
caracteristicas protedmicas associadas a imunorreativida-
de foram identificados. Um resultado particularmente
importante diz respeito aos perfis de anticorpos, os quais
foram distintos para cada grupo de doadores. Informagoes
obtidas nessas andlises podem facilitar a identificacio de
antigenos para o desenvolvimento de uma vacina, parale-
lamente 4 investigagao das bases moleculares da imunida-
de ao P, falciparum,® bem como os mecanismos imunol4-
gicos desencadeados na resposta do hospedeiro.®
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CONSIDERAGOES FINAIS

A maldria falcipara é um dos exemplos que justifica o olhar
do médico intensivista sobre a infectologia. De fato, o conheci-
mento acerca da maldria caminha para a exploragio dos aspec-
tos biolégicos do vetor, do protista, do hospedeiro e da relagao
estabelecida entre os mesmos, tendo em vista o delineamento
de estratégias profildticas, diagndsticos e terapéuticas.

Embora ainda preliminares, os estudos protedmicos re-
presentam uma promissora ferramenta, a qual, futuramen-
te, pode oferecer subsidios para o aprimoramento do cui-
dado aos enfermos vitimados pela maldria falcipara ou sob
risco de aquisi¢ao da doenga.

ABSTRACT

Despite advances in treatment and campaigns for prevention
and control of malaria on the various continents where it is still
rampant, this disease remains significantly relevant to the con-
temporary world. Plasmodium falciparum is the organism that is
mainly responsible for severe malaria, which is characterized by
disturbances in different organs and systems, with possibly fatal
outcomes. Although incipient, proteomic studies of malaria have
yielded favorable prospects for elucidating the biological aspects
of Plasmodium as well as the pathophysiological, diagnostic, pro-
phylactic, and therapeutic mechanisms of the disease. Thus, the
aim of the present article is to present a brief review of the appli-
cations of proteomic analysis in P falciparum malaria.

Keywords: Protcome; Malaria; Plasmodium falciparum
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