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RESUMO

Plasmodium spp., parasita causador da malaria, possui um ciclo de vida complexo, com
estagios morfologicamente diferentes e dois hospedeiros. A regulacdo dos genes
envolvidos nessas importantes modificagdes ao longo do seu desenvolvimento tem sido
relacionada aos possiveis fatores de transcricdo AP2. Semelhantes a familia AP2/ERF de
fatores de transcricdo encontrada em plantas, essas proteinas sdo amplamente
conservadas também em protozoarios apicomplexos. Apesar dos recentes estudos
relacionarem diversos genes codificadores de proteinas apiAP2 com um papel critico no
genoma destes organismos, muitos ndo tem sua fungdo completamente elucidada e a base
molecular destes processos ainda permanece pouco compreendida. A fim de sintetizar o
avanco ja realizado na compreensdo dos diferentes membros ApiAP2 presentes em
Plasmodium spp., o presente estudo realizou uma revisdo bibliografica das principais
pesquisas desenvolvidas em P. berghei, P. yoelii e P. falciparum, principal causador da
doenga em humanos, que contribuiram para este progresso. O entendimento aprofundado
dabiologia desses organismos e seus mecanismos de regulacdo génica fornecem recursos

importantes para o combate a malaria.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium spp. Fatores de transcricdo ApiAP2
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1 INTRODUGCAO

A maléria é uma das principais doencas tropicais, com 241 milhdes de novos casos
no ano de 2020 e resultando na morte de 627 mil, sendo criangas menores de 5 anos de

idade e mulheres gravidas a maioria das vitimas (WHO, 2021).

Transmitida por mosquitos Anopheles e causada por protozoarios do género
Plasmodium, ao menos cinco espécies sao capazes de infectar e desencadear a malaria
em seres humanos: P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. falciparum. Quando
causada por P. falciparum a doenca pode evoluir para sua forma grave, ocasionada
principalmente pela capacidade de adeséo das formas maduras do parasita as células do
endotélio microvascular, sequestrando os glébulos vermelhos e obstruindo vénulas e
capilares, causando disfuncdo vital dos tecidos e 6rgaos.

Com os altos niveis de mortalidade acarretados pela doenga, a crescente resisténcia
do parasita aos medicamentos antimalaricos (Menard & Dondorp, 2017) e dos vetores
aos inseticidas utilizados, ha a emergente necessidade de descobertas de novos
tratamentos efetivos, sendo imprescindivel o conhecimento aprofundado da biologia do
parasita.

Mesmo com os avancos dos estudos moleculares de Plasmodium spp a presenca e
atuacdo dos mecanismos envolvidos no controle de expressao de seus genes ainda ndo
foram completamente elucidados. Em 2005, Balaji et al. identificaram uma familia de
possiveis fatores de transcricdo no filo Apicomplexa, denominada ApiAP2. Os dominios
AP2 foram descobertos originalmente em plantas, contendo aproximadamente 60
aminoacidos de comprimento e importante funcdo na regulacdo da resposta a estresse
ambiental (Silva et al., 2008).

Em P. falciparum 27 membros da familia ApiAP2 foram identificados e nos
parasitas de roedores, P. berghei e P. yoelii 26 membros, no entanto,a maioria permanece
sem funcéo definida. Desde sua descoberta, diversos estudos buscam elucidar as fungdes
especificas destes fatores de transcricdo no genoma d o parasita, que podem ser possiveis

alvos para novos antimalaricos, devido a auséncia ApiAP2 em humanos (Silva et al.,
2008).
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A partir deste contexto o presente estudo teve como objetivo realizar uma reviséo
de literatura das principais pesquisas que contribuiram para a elucidacdo da funcgéo dos

supostos fatores de transcricdo ApiAP2 presentes em Plasmodium spp.

2 A MALARIA

Causadora de grande impacto mundial, a malaria é uma das principais doengas de
regides tropicais e subtropicais, em especial na regido africana, que concentrou 95% dos
casos registrados no ano de 2020 (WHO, 2021). Devido aos avangos em direcdo a
erradicacdo da malaria e aos esforcos quanto a prevencdo da doenca, estima-se que 1.5
bilhdes de casos e 7.6 milhGes de mortes foram evitadas entre os anos de 2000 e 2019,
porém, muito ainda ha que se melhorar, em 2020, devido a pandemia do COVID-19, o
namero de casos e mortes aumentaram significativamente, resultado dafalha nos servicos
de diagnostico, tratamento e prevencao (WHO, 2021).

Em éareas endémicas, a populacdo mais vulnerdvel sdo pessoas com imunidade
reduzidaou nenhuma imunidade a doenca, como mulheres gravidas que devidoa gravidez
tem a imunidade fragilizada e criangas menores que cinco anos que ainda ndo
desenvolveram imunidade protetora a malaria. (CDC, 2021). Ja em éareas de baixa
transmisséo, as criangas e os adultos sdo igualmente acometidos (Daiana Mioto et al.,
2012)

No continente americano, 80% dos casos de maléria ocorrem no Brasil, Venezuela
e Colémbia (Agéncia Brasil, 2020). Em territério brasileiro, 99% dos casos autoctones
sdo registrados na Regido Amazonica (Fiocruz, 2019) e estdo associadas as espécies P.
vivax e P. falciparum, correspondendo a 89,3% e 10,7% dos casos registrados em 2019,
respectivamente (SIVEP, 2020).
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. Malaria transmission is not known to occur
Malaria transmission occurs in some places

- Malaria transmission occurs throughout

FIGURA 01. Transmissdo de malaria. Paises de coloracdo azul ndo apresentam dados
de ocorréncia da doenga, paises de coloracdo amarela apresentam transmissdo em apenas

algumas regibes e paises de coloracdo vermelha apresentam transmissdo em todo seu
territorio. Fonte: CDC, 2020.

3 OCICLODA MALARIA

Durante a hematofagia, a fémea do mosquito ao picar um individuo transmite ao
hospedeiro vertebrado (intermediario) a forma infectante do parasita, denominada de
esporozoito. O esporozoito migra no fluxo sanguineo até o figado e invade os hepatdcitos,
que entre 0 6° e 14° dia apds a invasdo, liberam os merozoitos que entdo invadem
hemécias. Em casos de infeccdo com P. vivax e P. ovale, o parasita apresenta também um
estadgio denominado de hipnozoito, que pode permanecer dormente nos hepatdcitos e

causar recaidas apos um episddio inicial de malaria, caso ndo tratado.

A invasdo do eritrocito ocorre em uma série de diferentes passos, comecando pelo
contato inicial, seguido pela reorientacdo do merozoito e fixacdo apical que leva entéo a
formacdo de uma juncdo mével que progride até a internalizacdo do parasita (Wright and
Rayner 2014;) sob a formacdo de um vacuolo parasitoforo. Apods o processo de
esquizogbnia, que produz entre 8 e 32 merozoitos novos, ocorre a lise da hemécia
infectada e invasdo de outros eritrocitos. Eventualmente alguns desses merozoitos sao
destinados a se diferenciarem em gametécitos, forma infectante para o vetor. O

desenvolvimento de gametdcitos ocorre de forma distinta entre as espécies de plasmaodio,



12

ocorrendo em 48 horas em P. berghei e P. yoelii e de forma mais complexa em P.
falciparum, passando por cinco estagios morfologicamente distintos com uma duracao de
12 dias.

A transmissdo para 0 mosquito ocorre quando este, durante o0 repasse sanguineo
entra em contato com sangue infectado, sugando os gametécitos maduros. Desencadeado
por mudancas de temperatura e de &cido xanturénico (Billker et al., 1998), os gametdcitos
se diferenciam em gametas feminino e masculino, que apds a fecundacao dos gametas,
h& a formacdo dos zigotos, também chamados de oocinetos. Os oocinetos invadem as
células do epitélio intestinal do mosquito e se desenvolvem em oocistos, que quando
maduros sdo capazes de liberar milhares de novos esporozoitos, 0s quais migram para as
glandulas salivares do mosquito e por meio de um novo repasto sanguineo Ssdo
transmitidas ao hospedeiro intermediario, o ser humano.

AN

Tr issdo para h
(injeta esporozoitos via mordida

q

Esporozoitos entram no figado e
infectam hepatécitos

Esporozoitos
desenvolvidos

Replicagdo mitética

esquizonte

Migra através da
parede do intestino
médio. Forma oocisto

trofozoitos

Ciclo intraeritrocitico
I/ciclo si

A

itos r e

merozoitos liberados

Gametdcitos submetidos &

meiose
Transmiss#o ao mosquito (ingere Ciclo sexual
gametocitos pela picada) % (merozoites produzem gametdcitos)

Figura 02. Ciclo de vida Plasmodium spp. Adaptado de Klein (2013).

4 A FAMILIA ApiAP2
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No caso de P. falciparum, a expressdo de genes parece ser estritamente regulada,
isto é, em cada ponto de desenvolvimento por exemplo do ciclo eritrocitico grupos de
genes sdo transcricionalmente ativos ou inativos, com excecdo de alguns genes de
antigenos variantes. Entretanto, inicialmente poucos fatores de transcricdo candnicos
foram identificados no genoma do parasita (Callebaut et al., 2005; Coulson et al., 2004).

Em 2005, Balaji et al., descreveram a familia de fatores de transcricdo ApiAP2 no
filo Apicomplexa. Estes dominios apresentam homologia com a familia de fatores de
transcricdo encontrada em plantas, denominada AP2/ERF, que possui 60 aminoacidos de
tamanho e dependendo do arranjo no genoma como em tandem ou em médulo simples
estdo relacionadas a diferentes funcdes, no desenvolvimento ou na resposta a estresse

ambiental, respectivamente (Riechmann & Meyerowitz, 1998).

Por analogia a importancia dos AP2 encontrados em plantas e pela expressao
diferencial destesdominios nos estagios de sangue em plasmédio, os autores acreditavam
que as ApiAP2 poderiam ser funcionais como fatores de transcricdo de genes especificos

e estarem envolvidos na regulacdo do desenvolvimento (Balaji et al., 2005).

Cadaproteina ApiAP2 apresenta deum a quatro dominios AP2 em sua composicéo,
podendo haver, em algumas proteinas, a associacao de outros motivos de ligacdo ao DNA,
como AT-Hook (Balaji et al., 2005), dominios dedo de zinco, atividade de Acil-CoA-N-

aciltransferase e a repeticdo de pentapeptideos (Jeninga et al., 2019).
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PF3D7_0934400 [W200 I Ar2

PF3D7_1115500 [ll231 I AT-hook

PF3D7_0611200 [_W]278 i Acpc

PF3D7_1305200 [ JlJz2¢ B zinc finger

FESD/ o000 [:l:] 4 APE-O8 [0 Acyl-CoA-N-acyltransferase
PF3D7_1449500 [ 715 AP2-05 [] Pentapeptide repeat like
PF3D7_1466400 [l____ 1213 AP2-SP/EXP

PF3D7_1429200 [ W 1186 AP2-0

PF3D7_0730300 | B 1321 4P2-L

PF3D7_1456000 | |

PF3D7_1007700 (I W I W 1597 AP2-

PF3D7_1143100 | W ]1604 AP2-0

PF3D7_1408200 | Hl1702 AP2-G2

PF3D7_1107800 | 1828

PF3D7_0604100 [N ] 1979 SIP2

PF3D7_0622900 [ || ] 1989 AP2-SP3/Tel
PF3D7_0404100 [ W | | W12271AP2-5P2
PF3D7_0516800 | | | I B W2378ArP2-02
PF3D7_1222600 | B 12432 AP2-G
PF3D7_1222400 | [1 | | ]2558

PF3D7_0802100 |

PF3D7_1239200 | ]]]]:5'*7

PF3D7_1139300 [N | | B 26

PF3D7_1317200 | | | | 2672 AP2-G3
PF3D7_0420300 | || N 13472
PF3D7_1342900 | [T || il B 3858
PF3D7_0613800 | | | | | B 109

FIGURA 03. Proteinas contendo dominios ApiAP2 em P. falciparum organizadas por
tamanho com dominios ApiAp2 marcados em vermelho, dominio-coincidente AP2
encontrado principalmente na por¢do C-terminal marcado em rosa, dominios AT-Hook
marcados em preto, dominios Acil-CoA-N-aciltransferase marcado em azul e dominios
de repeticOes de pentapeptideos marcados em amarelo. Adaptado de Jeningaet al., 2019.

A regulacdo daexpressdo génica realizada por fatores de transcri¢cdo especificos é
realizada pela interacdo do dominio de ligacdo ao DNA presente na proteina, no caso 0s
dominios AP2, com os dominios presentes nas regides regulatérias dos genes-alvo. Em
comparacdo com 0s dominios AP2 vegetais que se ligam a caixa candnica GCC, os
ApiAP2 possuem afinidade por diferentes sequencias e dominios AP2 de uma mesma
proteina podem interagir com motivos de DNA distintos (Campbell et al., 2010).
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Para compreender os mecanismos de controle regulatérios da expressao genica,
Campbell et al (2010) realizaram o0 mapeamento do genoma de P. falciparum a fim de
identificar os motivos de ligacOes destes fatores de transcricdo no parasita, realizando
assim a predicdo dos seus genes alvo e possivel funcdo relacionada. Aparentemente,

fatores ApiAP2 formam uma rede de interagdo, que além de regular seus genes alvo
também podem se autorregular.

Considerando que muitos dos fatores ApiAP2 sdo essenciais para a sobrevida do
parasita (M. Zhang et al., 2018), provavelmente pelo seu papel na regulacdo da
transcricdo, o conhecimento de tais complexos pode auxiliar na descoberta de novos
candidatos a alvos de antimalaricos, uma vez que ndo sdo encontradas proteinas
homologas de ApiAP2 em mamiferos (Painter et al., 2011)

5 ApiAP2E O CICLO DE DESENVOLVIMENTO DE Plasmodium spp.

5.1  Estagio assexual

Para acessar a fungdo de 26 fatores ApiAP2 em parasitas P. berghei e P. yoelii
foram preparadas linhagens de knockout em cada um dos genes que os codificam. Muitos
fatores ndo sdo deletaveis e linhagens knockout apresentaram fendtipo letal,
identificando-o0s assim como essenciais para o desenvolvimento na fase sanguinea
(Modrzynska et al., 2017; C. Zhang et al., 2017).

O inicio dafase assexuada ocorre a partir dadeposicao dosesporozoitos na corrente
sanguinea do hospedeiro intermediario por meio da picada de um mosquito infectado. O
desenvolvimento de esporozoitos dentro do mosquito parece ser orquestrado por AP2-sp
(PBANKA 132980), que € expresso a partir do oocisto tardio ao esporozoito presente na
gléandula salivar dos Anofelinos e sua delecdo bloqueia a formacdo deste estagio movel
(Painter et al., 2011). O gene ort6logo em P. falciparum, codifica uma proteina de 813
aminoacidos que possui um motivo AT-Hook e uma Unica regido AP2 de 60 aminoacidos
na porcao C-Terminal (de Silva et al., 2008) (vide Figura 03).

AP2-sp identificadaem P. berghei e PFAP2-exp (Pf3D7_066400) identificadaem
P. falciparum compartilham 82% de identidade no dominio de ligacdo ao DNA e
reconhecem motivos que se iniciam com TGCATG, comum em por¢des proximas aos

genes especificos de esporozoitos ja conhecidos (Yuda et al., 2010). Curiosamente, 0s
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mesmos motifs foram encontrados também em regides upstream de determinados
membros de subfamilias (“UpsB e UpsC”) de genes variantes var, sugerindo que esses
genes seriam controlados por PfAP2-exp (Campbell et al., 2010).

Apesar da similaridade entre os dois dominios, ApiAP2-sp foi passivel de
interrupcdo em P. berghei (mas com efeito inibitério no crescimento), revelando ndo ser
essencial para a fase intraeritrocitica (Modrzynska et al., 2017), porém em P. falciparum
o0 knockout de ApiAP2-exp em parasitas assexuados da fase sanguinea gerou fendtipos
letais (Martins et al., 2017). Martins e colaboradores desenvolveram proteinas AP2-exp
truncadas que continham dominios de ligacdo AP2 ao DNA na porcdo N-terminal e seus
mutantes apresentaram regulacdo positiva dos membros das familias de antigenos
variantes RIFINs e STEVORs, além de alteracdo morfoldgica nos knobs presentes na
superficie do globulo vermelho, indicando um papel importante para a porgdo C-terminal
de AP2-exp (Martins et al., 2017).

Além de ApiAP2-sp foram identificados também ApiAP2-sp2 (PY 17X 1003200/
PBANKA _1001800) e ApiAP2-sp3 (PY17X_1123200/ PBANKA _1121800) durante 0s
ensaios de knockout em P. berghei e P. yoelii, na qual a interrupcéo afetou na capacidade
de producéo de esporozoitos viaveis. Os autores acreditam que ApiAP2-sp2 € essencial
para o desenvolvimento inicial do esporozoito ainda dentro do mosquito e ApiAP2-sp3 é
essencial para garantir a maturacdo completa dos mesmos. (Modrzynska et al., 2017; C.
Zhang et al., 2017). Nao ha dados sobre genes ort6logos em P. falciparum.

Na corrente sanguinea 0s esporozoitos migram para o figado do hospedeiro
vertebrado, onde invadem os hepatécitos se transformando em esquizontes do figado e
apos maltiplas divisdes nucleares, liberam merozoitos maduros. Previsto para reconhecer
motivos AATTTCC, ApiAP2-L (PBANKA_021440, ortélogo de PF3D7_0730300)
codifica uma proteina de 1272 aminoacidos que possui dois dominios AP2 e, até o
momento, é o Unico fator de transcricdo com funcdo relacionadas a este estagio (Iwanaga
et al., 2012).

Iwanaga e colaboradores (2012) relataram a presenca da proteina no ndcleo de
trofozoitos durante a fase de desenvolvimento de sangue e, nos mosquitos, foram
visualizadas em esporozoitos do oocisto e na glandula salivar do vetor, porém 0s sinais
deixaram de serem visualizados de forma repentina com a formacdo do esquizonte
maduro no figado. Ensaios de knockout de AP2-L revelaram que 0os mutantes apresentam
crescimento intraeritrocitico, desenvolvimento de todosestagios no vetor e capacidade de

invasdo dos hepatocitos normais, entretanto, houve atraso na permeabilidade e parada do
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desenvolvimento dos parasitas apds 36 horas de invasdo, revelando seu efeito na
capacidade de infeccdo do figado (Iwanaga et al., 2012).

Nas espécies de P. vivax e P. cynomolgi, ambas produtoras de hipnozoitos que
permanecem dormentes no figado do hospedeiro, foi identificada a atuacdo de um outro
fator de transcricdo ApiAP2 que teve sua acdo relacionada a essa capacidade de
quiescéncia. AP2-Q (PCYB_102390 e PVP01 1016100)(Gural et al., 2018; VVoorberg-
van der Wel et al., 2017). Coerente com essa observagdo, P. falciparum n&o possui
ort6logo deste gene no cromossomo 10, apesar dos genes adjacentes serem sinténicos.

Apos a liberagdo dos merozoitos maduros na corrente sanguinea, estes invadem os
eritrocitos a fim de se multiplicarem, fase regida pelo fator de transcricdo AP2-1. Essa
proteina apresenta um dominio AT-Hook, um dominio ACDC, um sinal de localizacdo
nuclear e trés dominios AP2 distintos, na qual cada um reconhece diferentes motivos de
DNA (Santos et al., 2017; Campbell et al., 2010). Ensaios de knockout individual dos
trés dominios AP2 revelou que apenas o terceiro, que reconhece o motivo GTGCA
(Campbell et al., 2010), € necessario para a manutencao da funcdo especifica, posto que
foi o Unico a gerar feno6tipo letal quando interrompido (Santos et al., 2017).

AP2-1, foi detectadanosnucleos detrofozoitos e esquizontes, porém nao detectavel
em formas recém invadidas (estagio de anel), apresenta 177 regides de ligacBes no
genoma de P. falciparum (Santos et al., 2017) na qual constam sete regides 5’
(promotores) de genes ApiAP2, incluindo seu prdprio, sugerindo uma capacidade de auto
regulacdo. Os picos de expressao de AP2-1 se sobrepdem a 65% das regides ligadas por
PfBP1 (proteina bromo dominio), que apresenta regulacdo positiva de genes relacionados
ainvasdo (Josling etal., 2015), o que demonstra a associacao de AP2-I a genes de invasdo
e pode indicar a existéncia de um complexo de interagdo que medeie a expresséo destes
genes (Santos et al., 2017).

Diferente das proteinas AP2 citadas acima que apresentam funcdo principal de
fatores detranscri¢do que regem aregulacéo génica, trés proteinas ApiAP2 demonstraram
possuir papeis diferentes, porém igualmente importantes para o genoma do parasita.
PfSIP2 (PF3D7_0604100), possui 230kDa de tamanho, dois dominios AP2 arranjados
em tandem e possui ortélogo em todas espécies de Plasmodium sequenciadas até o
momento. A delecdo de seu primeiro dominio é refrataria, expondo que 0 mesmo é o
unico necessario para a ligacdo ao DNA e que possui papel fundamental para a
esquizog6nia, fase em que é produzida e liberada uma proteina N-terminal de 60 kDa
(Flueck et al., 2010). Esta proteina de 60kDa de PfSIP2 é incapaz de se ligar ao seu
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dominio de ligagdo previsto (GTGCA), se associando apenas aos motivos SPE2
(Campbell et al., 2010), localizados upstream de genes var subteloméricos do tipo UpsB,

De todos 777 sitios alvos para PfSIP2-N, 94% correspondem a duas regides
distintasda heterocromatina subtelomérica, uma correspondendo a sequéncias em tandem
localizadas upstream de genes var subteloméricos e outra associados a 2/3 de elementos
repetitivos dentro de regides de teloméricas (TARES), resultados que sugerem um papel
multifuncional para essa proteina e seu potencial papel de formacao de heterocromatina
(Flueck etal., 2010).

PfAP2-Tel, codificada por PF3D7_0622900, apresenta 237 kDa de tamanho e
contém um Unico dominio AP2 de 46 aminoacidos, que apesar de ser menor do que o
tamanho médio dos demais, garante a ligacdo direta da proteina as repeticdes teloméricas
(Sierra-Miranda et al., 2017). Sua expressao ocorre durante o ciclo sanguineo com picos
de enriquecimento em todos 28 teldmeros de P. falciparum. e também em importantes
familias de genes variante como PFEMP1 (codificada por var), rifin, stevor e Pfmc-2TM
Sierra-Miranda et al., 2017) também de localizacdo subteloméricas, 0 que mostra que
PfAP2-Tel pode ter funcéo relacionada a manutencdo da extremidade cromossdmica.

Juntamente a PfSIP2 e PfAP2-Tel, PfAP2-HC também possui funcdo principal
relacionada a heterocromatina e a biologia final do cromossomo. Carrington e
colaboradores (2021) (Carrington et al., 2021) investigaram o padrdo de expressao de
PfAP2-HC a fim de entender sua funcdo no genoma do parasita, os resultados
demonstraram que a proteina foi detectavel em trofozoitos e em esquizontes antes de sua
maturacdo, ndo se mostrou enriquecida nos motivos alvos previstos CACACA (Campbell
etal., 2010) e que seu dominio AP2 é dispensavel para a ligacdo ao DNA. Porém para se
ligar a heterocromatina PfAP2-HC é dependente de PfHP1, que assim como a
trimetilacdo da histona 3 lisina 9 (H3K9me3), esta intimamente relacionada as por¢des
de cromatina condensada (Pérez-Toledo et al., 2009).

5.2  Diferenciacao sexual

As formas ingeridas pelo mosquito vetor e que garantem a transmissdo do parasita
sdo 0s gametas femininos e masculinos, originarios da diferenciacdo das células
assexuadas. O comprometimento sexual, etapa anterior a diferenciacdo, ocorre ainda na

esquizogobnia e possui como regulador chave um fator de transcricdo essencial para o
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desenvolvimento do parasita, ApiAP2-G. (Sinha et al., 2014; Zhang et al., 2017).
PF3D7_1222600 (ortélogo PBANKA_143750/ PY17X_1440000) codifica uma proteina de 2330
aminoacidos que contém um Unico dominio de ligacdo AP2 ao DNA, de 55 aa, e a analise
de expressao identificou a presenca da mesma em células sexualmente comprometidas
ainda em estagio de sangue, com abundancia antes do aparecimento dos gametdcitos e
estando presente até fase | de desenvolvimento destes (Josling et al., 2020; Sinha et al.,
2014; van Biljon et al., 2019).

Apesar de ser expresso no estagio de sangue, ApiAP2-G ndo é detectavel em
estagios deesquizontes em P. berghei e P. yoelii, enquanto sua expressdo é continua nesta
fase em P. falciparum, o que pode indicar que o desenvolvimento sexual pode divergir
entre essas espécies (C. Zhang et al., 2017). Por estar associado a estruturas de
silenciamento epigenéticos durante a fase assexuada PfAP2-G é encontrado em estado
heterocromatico na maioria dos parasitas, regulacdo que aparenta ser realizada por
ligacdes de H3K9me3, PfHdaz2 (histona desacetilase 2) e associacdes de PfHP1, ja em
células comprometidas essas ligacfes sdo removidas por mecanismos envolvendo a
proteina GDV1 (desenvolvimento de gametdcitos 1) (Brancucci et al., 2014; Filarsky et
al., 2018; Kafsack et al., 2014)

O motivo de ligacdo (GX)GTACNC é reconhecido por ApiAP2 (Campbell et al.,
2010)e por meio da predicdo de seus genes alvo foi visualizado que este motivo esta
presente oito vezes a 2,1kb a 3,6kb upstream de seu proprio promotor, o que indica uma
capacidade de auto regulacdo por meio de ciclo de feedback positivo(Kafsack et al.,
2014). Muitos genes ligados por PfAP2-G também sdo alvos do fator de transcrigdo
PfAP2-l e experimento de imunoprecipitagdo mostraram que estes podem interagir
diretamente nos promotores, mecanismo importante que aumenta a especificidade da
regulacdo genica (Josling et al., 2020). De forma inesperada, promotores de genes

variantes UpsB, que codificam proteinas de citoadesdo também foram alvos de PfAP2-
G.

Outro fator de transcricdo identificado em Plasmodium spp. apresenta fungdes
importantes durante a gametogénese, AP2-G2 (PF3D7_1408200/ PBANKA _1034300) é
observado desde formas anel sexualmente comprometidos até o desenvolvimento em
gametdcitos masculinos e femininos maduros. Ensaios de knockout revelaram que mesmo

quandoseu gene € interrompido o compromisso sexual ndo foi afetado, porém os parasitas
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ndo foram capazes de se desenvolverem completamente em suas formas sexuais e houve
blogueio de transmissdo para o vetor (Modrzynska et al., 2017; Yudaet al., 2015; C.

Zhang et al., 2017). Destaforma AP2-G2 é aparentemente necessario downstream a AP2-
G na cascata de proteinas ApiAP2 envolvidas na gametogénese (Sinha et al., 2014).

Anadlises de ChlP-seq revelou que o motivo de ligacdo de AP2-G2, GTTG(T/C), foi
identificadoem 1500 gene na qual grande parte relacionada com a proliferacdo no estagio
de sangue (Yudaet al., 2015). Na auséncia deste fator de transcricdo nenhum gene-alvo
foi regulado negativamente, sugerindo que ele induz a repressdo transcricional de genes
de estagio assexual em gametdcitos iniciais e contribui para sua maturacdo e
desenvolvimento.

PfAP2-G2 compartilha 80% de seus sitios de ligacdo com marcas de silenciamento
epigenético H3K36me3, indicando que pode haver uma colaboracdo entre 0s mesmos
(Singh et al., 2021). Xu e colaboradores (2021) identificaram que a delecdo de PfAP2-G2
desenvolveu papel repressor na expressdo de PfMDV-1, que é importante para a
maturacdo em gametdcitos e houve reducgéo especialmente da quantidade de gametdcitos
masculinos. No mesmo estudo foi identificado que PfAP2-G pode sofrer regulacédo

durante a fase assexuada de AP2-G2, entretanto ndo foi possivel elucidar se o efeito é
direto ou indireto.

Em ensaios com P. yoelii foi identificada a presenca um terceiro fator AP2 também
relacionado a gametdcitos na qual sua delecdo resulta na reducdo significativa de
gametdcitos, oocistos e esporozoitos. AP2-G3 (PY 17X 1417400/ PBANKA 1415700)
foi refratario a knockout em P. berghei, mas com a utilizacdo de tecnologia CRISPR/Cas9
foi bem sucedido em P. yoelii, 0 que gerou uma reducdo do nimero de estagios sexuais e
sugeriu que sua atuacdo pode ter como alvo AP2-G. Por apresentar forte expresséo
citoplasmatica em estagios assexuados, AP2-G3 pode possivelmente detectar sinais
ambientais que sirvam como chave para a regulacdo de AP2-G no ndcleo (Jeninga et al.,
2019; C. Zhang et al., 2017).

PfAP2-G4 (Pf3D7_1222400) aparenta atuar como ponto de verificacdo de
compromisso sexual na gametogénese, sendo transcrito em trofozoitos, estagio
importante por ser determinante para a diferenciacdo do parasita (Jeninga et al., 2019;
Poran et al., 2017). PfAP2-G5, identificado por Shang et al., 2021, foi considerado como
indispensavel para essa de desenvolvimento de gametdcitos posto que ao se ligar a regido
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reguladora de PfAP2-G inibe sua ativacdo e de seus genes alvo, evitando o inicio do
comprometimento sexual. A remocdo de PFAP2-G5 resulta na inducdo de niveis de AP2-
G que por consequéncia interrompe a reproducdo assexuada, mas 0S parasitas S&o
incapazes de desenvolver gametdcitos maduros. Se ligando a regibes upstream de 517
genes, a atuagdo de AP2-G5 pode estar envolvida em diferentes processos fisioldgicos
além da gametogénese, como remodelacdo da interacdo parasita hospedeiro, patogénese,
dentre outros (Shang et al., 2021).

5.3  Esporogbnia

Dentro de mosquitos Anopheles spp., seu hospedeiro definitivo, os gametdcitos do
protozoario se fecundam para a formacao do zigoto que se desenvolve em oocinetos, fase
movel do parasita que invade as células epiteliais do intestino médio, formando oocistos
gue, quando maduro liberam novos esporozoitos prontos para reiniciarem o ciclo

infectando um novo hospedeiro vertebrado. Assim como nas demais fases, essas
alteracOes estdo relacionadas com a atuacdo dos fatores de transcricdes AP2.

O primeiro membro desta familia a ser relacionado com a producdo normal de
oocinetos foi a proteina produzida por PBANKA 0905900 (ortélogo de PF11 0442),
AP2-O. Apresentando 541 genes como possiveis alvos, muitos relacionados a
morfogénese e invasdo do intestino médio por oocinetos e por possuir sequéncia de
ligacdo ao DNA amplamente conservada entre os ortélogos, esses dados sugerem grande
importancia da proteina para o desenvolvimento do parasita. (Painter et al., 2011).

As tentativas de interrupcdo do gene que codifica AP2-O foram falhas, indicando
que sua funcdo é essencial para o estagio intraeritrocitico, porém ensaios de knockdown,
que apenas diminuiram significativa e temporariamente seus niveis de expressao, foram
eficazes e 0s mutantes gerados foram capazes de manter crescimento assexuado
permitindo a investigacdo da atuacdo da proteina (Cubillos et al., 2021).

O motivo de reconhecimento da proteina, TAGCTA (Campbell et al., 2010) além
deser relacionado a genes deinvasdo no vetor é também encontrado em regides upstream
de genes relacionados a formacéo de proteinas peliculares associadas ao anel apical

(ARAZ1), genes relacionados ao sistema oxirreducdo, que é essencial ao combate do
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estresse oxidativo e foi enriquecido também em regides reguladoras de genes variantes
var (Yudaet al., 2009).

A investigacdo da relacdo de AP2-O com genes var em Plasmodium falciparum
revelou que ao ser depletado a memdaria transcricional dessa familia de genes variantes é
apagada e a quantidade de células aderidas aos receptores CD36 expressas em células
CHO foi significativamente menor, resultados que demonstram a relacdo importante de
AP2-O com a memdria epigenética de genes var ativos e sua possivel influéncia na

citoaderéncia de células infectadas por parasitas dessa espécie (Cubillos et al., 2021).

Outros quatro fatores AP2 foram identificados com relacdo a esporogdnia. O
knockout de AP2-02 (PBANKA _12311600), que é expresso durante toda a fase de
sangue e também durante a diferenciacdo sexual até o estagio de oocistos, resultou em
diferentesresultados em P. berghei e P. yoelii, gerando oocinetos deformadose oocinetos
normais, respectivamente. AP2-O3 aparenta atuar como um repressor de transcricdo em
gametocitos femininos, posto que sua interrupcdo gerou a formacdo de gametas
inférteis.(Modrzynska et al., 2017; C. Zhang et al., 2017). Li et al. (2021) confirmaram
que a auséncia de atuacdo de AP2-O3 em P. falciparum teve efeito positivo em genes
masculinos que eram reprimidos em gametdcitos feminino, na qual estes genes eram
relacionados com reparo e replicacdo de DNA, biogénese de axonema e montagem de

flagelos, além de também ter resultado na interrupcdo da formacao de oocinetos maduros
(Li etal., 2021).

Relatado em P. yoelii, AP2-O4 (PY17X_1369400) ¢é expresso durante toda fase
sexual e seu bloqueio interrompeu o desenvolvimento de oocistos e esporozoitos, mas
ndo teve efeito no numero de gametdcitos ou na motilidade do oocinetos (Modrzynska et
al., 2017; C. Zhang et al., 2017). Por fim, AP2-O5 (PY 17X _1417000) é essencial para a
motilidade do oocineto e para o desenvolvimento do oocisto e quando interrompido por
knockout afetou significativamente as funcdes das fases descritas acima (C. Zhang et al.,
2017).

6 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido com os preceitos do estudo exploratério, sendo

acessados como fontes artigos cientificos obtidos nas bases de dados dos sites WHO,
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NCBI, ELSEVIER, PLOS PATHOGENS, PUBMED e NATURE. Foram utilizados

maltiplos artigos internacionais disponiveis online e completos, citados abaixo.

A coleta de dados seguiu a premissa de delineamento tedrico conceitual dos textos

utilizados, sendo realizada leitura exploratoria e seletiva de todo material selecionado,
seguido pelo registro das informac@es extraidas das fontes.

Com finalidade de delinear e ordenar as informacgdes, foi realizada leitura analitica

do material para possibilitar a discussdao dos dados obtidos do referencial tedrico relativo
a temética abordada no estudo.

7 DISCUSSAODOS RESULTADOS

As recentes descobertas que abordam as possiveis fungdes dos ApiAP2 em
Plasmodium spp. auxiliam no avanco da compreensdo do seu papel no ciclo de vida do
parasita, porém ainda assim, muitas incognitas permanecem. Apesar da grande
similaridade dos dominios AP2-sp e seu ortélogo PfAP2-exp, estes reagem de formas
distintas as tentativas de knockout, na qual o primeiro nado foi detectado e ndo aparenta
ser essencial para a fase intraeritrocitica e em contraste, PFAP2-exp é expresso nesta fase
(principalmente em anel) e sua interrupcdo acarreta em mutantes com fenotipos letais
(Martins et al., 2017; Yudaet al., 2010). De forma semelhante, a expressdo pontual e
induzida por falta de liso-fosfatidil-colina de AP2-G em P. falciparum (Brancucci et al.,
2017) se difere de seus ortologos presentes em P. yoelii e P. berghei em que sua expressao
é ausente durante a fase de esquizonte (Kafsack et al., 2014; Zhang et al., 2017). Essas
diferencas de estagios de expressao sdo interessantes pois expdem que compartilhar alto
grau de identidade ndo garante que os dominios AP2 desempenham o mesmo papel em

espécies ortologas.

A recente descoberta de AP2-Q, exclusivo de P. vivax, P. cynomolgi e P. ovale,
como um possivel biomarcador de quiescéncia o torna um candidato atraente para
investigacdes detalhadas de sua atuacdo no ciclo de vida destas espécies. Devido a
capacidade de permanecer inativo durante semanas no figado do hospedeiro causando
depois recaidas de infeccédo, juntamente ao limitado conhecimento de sua biologia devido
ao baixo perfil antigénico e metabolico e pela dificuldade de cultivo in vitro de

esporozoitos de P. vivax em culturas priméarias de hepatdcitos humanos, os hipnozoitos
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sdo umgrande obstaculo para qualquer tentativade erradicacdo da malaria, portanto AP2-
Q podeser um alvo farmacéutico ideal para o desenvolvimento dedrogas especificas para
fases latentes (Cubi et al., 2017; Gural et al., 2018).

Ha& muitas décadas parasitas apicomplexos causam milhares de mortes na
populacdo humana. A identificacdo de 26 fatores de transcricdo especificos ApiAP2 em
Plasmodium spp, 60 em Toxoplasma gondii e 10 em Cryptosporidediium spp. (Jeninga et
al., 2019) é de grande importancia para a compreensdo da biologia desses parasitas.
Embora também anotadosem outras espécies pertencentes ao filo apicomplexa, como em
Babesia spp., Theileiria spp., e Eimeria spp, poucos estudos relacionados a caracterizacao
detalhada da atuagdo de ApiAP2 foram conduzidos nestes parasitas. E esperado que com
a identificacdo de novos dominios em espécies apicomplexas, estes possuam funcoes
tanto divergentes, como similares com os fatores ja relatados em Plasmodium e com isso
possam auxiliar no desenvolvimento de futuras estratégias com funcionalidade

convergentes em diversos parasitas apicomplexas (Alzan et al., 2016).

8 CONCLUSAO

A partir dos estudos apresentados, fica claro a importancia das proteinas ApiAP2
em apicomplexos, especialmente aqui relatado sua atuacdo como repressores e ativadores
nas diferenciagdes génicas e morfologicas em Plasmodium spp. A utilizacdo dediferentes
metodologias e técnicas corroboraram na compreensédo das fun¢des dos dominios AP2, a
exemplo, AP2-G3 foi refratario em P. berghei a técnica de knockout utilizada por
Modrynska e colaboradores (2017), porém em P. yoelii PyAP2-G3 foi passivel de
interrupcdo por utilizacdo de CRISPR/Cas9, o que permitiu obter conhecimento de sua
possivel atuacdo no genoma. Técnicas de knockdown temporarios também sdo
importantes metodologias que permitem a realizacdo de estudos com genes refratarios a
delecdo, como no caso de Ap2-0, se tornando uma opc¢ao a ser utilizada nos estudos dos
demais genes que, devido a esse vies, ainda nao tem funcéo elucidada.

Compreender os fatores que orquestram a regulacdo de genes essenciais para o
desenvolvimento assexual e para a diferenciacdo sexual em Plasmodium spp. € necessario
para projetar melhores medidas de controle da malaria. Além disso, devido a crescente

resisténcia do parasita as drogas mais utilizadas de combate a doenca, a confirmacdo da
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importancia da atuagdo dos fatores AP2 nesses mecanismos 0s tornam atrativos alvos
para novos medicamentos antimalaricos, posto que a auséncia de ortélogos de ApiAP2

em humanos torna seguro seu combate no corpo do hospedeiro vertebrado.
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