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Introducao

A malaria é considerada problema de salde publica
em mais de 90 paises, onde cerca de 2,4 bilhGes de
pessoas (40% da populacdo mundial) convivem
com o risco de contagio. Anualmente, sobretudo no
continente africano, entre 300 a 500 milhdes séo
infectados, dos quais cerca de um milhdo morrem
em consequéncia da doengal.

Apesar da disponibilidade de diversas drogas
antimalaricas, ja foi relatado na literatura o
surgimento de parasitas resistentes a todas as
drogas atualmente disponiveis. Neste sentido o
conhecimento acerca do mecanismo de sinalizacéo
gue controla o ciclo celular deste parasita é de
fundamental importdncia na geracdo de novas
drogas antimalaricas.

Utilizando um indicador de calcio geneticamente
codificado (GECI) nés fomos capazes de monitorar
a dinamica de Ca** em P. falciparum, fornecendo a
base para o desenvolvimento de um novo método
de screening baseado na deteccdo das oscilagbes
deste ion que ocorrem no citoplasma do parasita.

Resultados e Discussao

O rapido surgimento de parasitas resistentes as
drogas atuais demonstra a urgéncia no
desenvolvimento de novos antimalaricos e um
método capaz de realizar a triagem de diversas
compostos de maneira automatizada se torna uma
poderosa ferramenta para este objetivo. O indicador
de calcio GCaMP3 baseia-se na proteina verde
fluorescente GFP a qual é acoplada ao sitio de
ligacdo de célcio da calmodulina. A ligagdo de célcio
a este sitio altera o padrdo de fluorescéncia da
proteina, que poderd ser entdo mensurada por
espectrofluorimetro. A transfeccdo estavel de
parasitas com o indicador de célcio GCaMP3 (Fig.
1) nos tornard capazes de mensurar a resposta de
Ca” no citoplasma do parasita frente ao uso do
ionéforo de calcio ionomicina em
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espectrofluorimetro de placas. Utilizando esta nova
ferramenta poderemos avaliar a acdo de diversos
compostos com potencial antimalarico em uma
plataforma automatizada, fornecendo assim a base
para o desenvolvimento de novas drogas.
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Figura 1. Construcdo de P. falciparum transfectados
estavelmente com o indicador de célcio GCaMP3. A.
Confirmacéo da clonagem do indicador de calcio GCaMP3 em
vetor de expressao em P. falciparum pDC por ensaio de restricao
enzimatica com a enzima BamHI do DNA plasmidial de dois
clones diferentes. Imagem de parasitas transfectados com a
construcdo pDC/GCaMP3. B. Campo claro. C. Fluorescéncia
coletada & 520 nm. Barra de escala =5 um

Conclusodes

A transfeccdo P. falciparum com GCaMP3
possibilitara o monitoramento da dinamica de Ca**
no parasita. Seu uso em métodos de screening
high-throughput fornecera uma poderosa ferramenta
no desenvolvimento de novos farmacos.
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