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RESUMO 

 

Plasmodium falciparum é o principal agente etiológico da malária. Durante a fase 

eritrocitária do ciclo biológico, é capaz de remodelar intensamente os eritrócitos 

infectados, exportando diversas proteínas que alteram suas propriedades estruturais 

e funcionais. Esse conjunto de proteínas, conhecido como exportoma, desempenham 

papéis essenciais na adesão endotelial, evasão imune e aumento da permeabilidade 

da membrana. Apesar de sua importância, a composição funcional das proteínas 

exportadas até a superfície da célula hospedeira ainda é pouco compreendida. Neste 

sentido, o presente estudo teve como objetivo caracterizar as proteínas exportadas 

por P. falciparum até a membrana plasmática dos eritrócitos humanos por meio de 

análise proteômica. A estratégia experimental incluiu o cultivo da cepa 3D7, 

sincronização com sorbitol e purificação de formas maduras por gradiente de Percoll®. 

Com o objetivo de rotular as proteínas parasitárias expostas ou próximas à superfície 

eritrocitária, foram empregadas três abordagens de biotinilação seletiva: Sulfo-NHS-

LC-Biotina, Maleimida-PEG2-Biotina e APEX2. As proteínas biotiniladas foram 

purificadas por afinidade com estreptavidina e analisadas por espectrometria de 

massas. Foram identificadas diversas proteínas associadas à fração membranar, 

incluindo PfEMP1 e KAHRP, amplamente reconhecidas por sua atuação na adesão e 

na modulação da resposta imune. Adicionalmente, foram detectadas proteínas 

relacionadas ao tráfego intracelular, ao citoesqueleto e ao complexo PTEX, sugerindo 

uma organização funcional complexa no processo de exportação. As proteínas 

identificadas representam candidatos relevantes para o desenvolvimento de novas 

intervenções terapêuticas e vacinais, por estarem expostas na interface parasito-

hospedeiro. Este estudo contribui significativamente para o entendimento dos 

mecanismos moleculares de remodelamento eritrocitário induzido por P. falciparum e 

fornece uma base sólida para futuras investigações funcionais e translacionais. 

 

Palavras-chave: Malária, Plasmodium falciparum, proteômica, exportoma, proteínas 

de membrana, biotinilação seletiva, espectrometria de massas. 

 

 



9 
 

 

ABSTRACT 

 

Plasmodium falciparum, the primary agent of severe malaria, during the erythrocytic 

stage of the biological cycle, is capable of extensively remodeling infected erythrocytes 

by exporting a wide array of proteins that alter their structural and functional properties. 

This group of proteins, known as the exportome, plays essential roles in endothelial 

adhesion, immune evasion, and increased membrane permeability. Despite its 

biological relevance, the functional composition of proteins exported to the surface of 

the host cell remains poorly understood. In this study, a detailed proteomic 

characterization of P. falciparum proteins exported to the plasma membrane of human 

erythrocytes was performed. The experimental strategy included in vitro cultivation of 

the 3D7 strain, synchronization with sorbitol, and purification of mature forms using a 

Percoll® gradient. Three selective biotinylation approaches were employed —Sulfo-

NHS-LC-Biotin, Maleimide-PEG2-Biotin, and APEX2— with the aim of labeling 

parasitic proteins exposed or proximal to the erythrocyte surface. Biotinylated proteins 

were purified by streptavidin affinity and analyzed by high-resolution mass 

spectrometry. Several proteins associated with the membrane fraction were identified, 

including PfEMP1 and KAHRP, all widely recognized for their roles in cytoadherence 

and immune modulation. Additionally, proteins related to intracellular trafficking, the 

cytoskeleton, and the PTEX complex were detected, suggesting a complex functional 

organization of the export process. The proteins identified represent promising 

candidates for the development of new therapeutic and vaccine interventions, given 

their localization at the parasite–host interface. This study provides significant insights 

into the molecular mechanisms underlying erythrocyte remodeling induced by 

P. falciparum and establishes a solid foundation for future functional and translational 

research. 

 

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, proteomics, exportome, membrane 

proteins, selective biotinylation, mass spectrometry.  
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I. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Malária: Uma visão global 

 

1.1.1. Impactos sociais e de saúde 

A malária, ou paludismo, constitui uma enfermidade tropical infecciosa 

originada por protozoários pertencentes ao gênero Plasmodium, sendo transmitido por 

mosquitos do gênero Anopheles. Essa condição representa uma significativa fonte de 

morbidade e mortalidade em diversas regiões do globo. O período de incubação da 

infecção compreende 7 a 14 dias, manifestando-se através de sintomas como 

calafrios, cefaleia, mialgia, anemia hemolítica, icterícia, e distintos ciclos febris 

ocorrendo a cada 24, 48 ou 72 horas (Moxon et al., 2020). 

A severidade da doença está intrinsecamente ligada à carga parasitária, à 

espécie e linhagem do Plasmodium causador da infecção, assim como ao estado 

imunológico do hospedeiro afetado. Na ausência de tratamento apropriado, a malária 

pode progredir, desencadeando complicações como insuficiência respiratória, edema 

pulmonar, hipoglicemia, anemia grave, convulsões e, em casos extremos, resultar em 

óbito. Especialmente na forma mais crítica, conhecida como malária cerebral, a taxa 

de mortalidade atinge 90%, contrastando com 20% quando o tratamento é 

administrado de forma adequada no início da doença (MacKintosh et al., 2004; L. H. 

Miller et al., 2002) e a gravidade da doença não tem associação por multiplicidade de 

infecção (Multiplicity of infection) (Earland et al., 2019; Pacheco et al., 2016). As 

crianças, idosos e primíparas que moram em áreas endêmicas são especialmente 

vulneráveis à forma grave da doença (Gen et al., 2021). 

A malária é endêmica em 83 países. No ano de 2023, 96% das mortes por 

malária no mundo ocorreram em 29 países, onde o continente africano carrega o 

maior fardo, representando 94% dos casos globais e 95% das mortes. Estima-se que 

246 milhões de pessoas foram afetadas nesta região, que foi responsável pela morte 

de 569 mil pessoas no mesmo ano, sendo a maioria (76%) crianças menores de 5 

anos. Entretanto, após uma diminuição na incidência de casos entre 2000 e 2015, 

impulsionada por avanços no tratamento e medidas preventivas, o número de casos 

voltou a aumentar a partir de 2015, com 263 milhões de casos registrados em 2023. 

Esse aumento é atribuído a fatores como resistência aos medicamentos e inseticidas, 

além de desafios em programas de controle (WHO, 2024). 
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Na Região das Américas, 76,6% dos 548.000 casos estimados de malária em 

2023 concentraram-se na bacia amazônica, com Venezuela (135.000), Brasil 

(163.000) e Colômbia (122.000) como principais epicentros. Embora a Venezuela 

tenha reduzido substancialmente sua carga de casos em relação ao pico de 467.000 

registrado em 2019 —reflexo inicial das restrições de mobilidade impostas pela 

pandemia de COVID-19 e do impacto da crise na mineração ilegal—, novos focos 

surgiram com aumentos expressivos, como em Panamá (+100%, impulsionado pela 

migração na região de Darién), Guatemala (+64,1%), Costa Rica (+33,7%) e Guiana 

(+33,1%). Esses aumentos estão associados principalmente a atividades extrativas 

irregulares e à mobilidade populacional. A transmissão tem afetado de forma 

desproporcional comunidades indígenas —responsáveis por 31% dos casos na 

região— e populações afrodescendentes com acesso precário aos serviços de saúde, 

situação agravada por condições climáticas adversas e pelo ritmo acelerado de 

urbanização. Apesar desses desafios, Belize obteve a certificação de eliminação da 

malária em 2023, e o Suriname manteve o status de zero casos autóctones pelo 

segundo ano consecutivo, evidenciando avanços concretos no processo de 

eliminação (Figura 1) (Torres et al., 2022; WHO, 2021, 2024). 

 

 

Figura 1. Casos confirmados de malária por cada mil habitantes no ano de 
2023 na América. As tonalidades indicam o número de casos confirmados por mil 
habitantes, evidenciando padrões geográficos de transmissão e áreas endêmicas 
com maior carga da doença. Os dados refletem a persistência da malária em 
regiões específicas, com destaque para áreas tropicais e subtropicais onde a 
transmissão permanece ativa. Fonte: (WHO, 2024) 
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1.1.2. O papel dos vetores na transmissão da malária 

O gênero Anopheles destaca-se como o único capaz de efetuar a transmissão 

do Plasmodium em seres humanos, e engloba aproximadamente 510 espécies de 

mosquitos anofelinos (Harbach, 2013), apresentando ampla distribuição global, 

inclusive em regiões árticas. A efetividade da transmissão da malária está 

intrinsecamente vinculada às características biológicas dos vetores e às flutuações 

climáticas, elementos que possivelmente explicam a maior parte da variabilidade 

regional na intensidade da transmissão do mencionado parasito (Beier, 1998; 

Kiszewski et al., 2004). 

O gênero varia entre diferentes regiões, algumas das quais se destacam como 

vetores mais competentes, no continente africano, as nove espécies pertencentes ao 

complexo Anopheles gambiae assumem papel preponderante como os vetores mais 

significativos e eficientes na transmissão da malária (Fanello et al., 2002; Loughlin, 

2020; Mustafa et al., 2021; Sinka et al., 2010). No continente asiático, a espécie 

An. stephensi se destaca como predominante nesse contexto (Ishtiaq et al., 2021), 

enquanto que na região amazônica, An. darlingi (Nyssorhynchus darlingi) emerge 

como a espécie mais abundante nas áreas endêmicas (Lainhart et al., 2015; Marinotti, 

2021; Sinka et al., 2012; Torres et al., 2022). 

 

1.2. O parasito Plasmodium: Ciclo de vida e características morfológicas 

 

1.2.1. Plasmodium spp.  

Os Plasmodium spp. são protozoários unicelulares eucarióticos pertencentes 

ao filo Apicomplexa, que abrange 175 espécies capazes de parasitar uma ampla 

variedade de hospedeiros, incluindo mamíferos, aves e répteis. Dentre as espécies 

de Plasmodium identificadas, cinco são comumente responsáveis pela malária em 

humanos, destacando-se P. falciparum, a espécie mais letal, além de P. vivax, 

P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. Adicionalmente, outras espécies encontradas em 

primatas não humanos como P. brasilianum, P. coatneyi, P. cynomolgi e P. simium 

embora com uma incidência significativamente mais rara, também têm o potencial de 

infectar seres humanos (Lover et al., 2018; Mewara et al., 2023; Milner, 2018; Phillips 

et al., 2017; Tazi & Ayala, 2011; Yap et al., 2021).  

As características biológicas mais importantes que sustentam a eficácia deste 

parasito são sua capacidade de invadir eritrócitos, alto índice de multiplicação 
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assexuada, e sua natureza evasiva do sistema imune do hospedeiro (Malaria: Biology 

and Disease, 2016). 

 

1.2.2. O ciclo de vida complexo do P. falciparum 

O ciclo de vida do parasito da malária (Figura 2) é caracterizado por uma 

complexidade singular, envolvendo dois hospedeiros distintos, em duas etapas 

distintas: uma etapa de reprodução sexuada (esporogonia) que ocorre no intestino 

médio do mosquito e uma etapa de reprodução assexuada (esquizogonia), que se 

desencadeia no hospedeiro humano. Na etapa referente ao hospedeiro humano, é 

possível diferenciar dois estágios cruciais: a fase hepática e a fase eritrocítica 

(Frederich et al., 2002). 

O ciclo se inicia com a ingestão de sangue contendo as formas sexuais 

imaturas do Plasmodium por um mosquito fêmea Anopheles (hematófaga). Os 

gametócitos, uma vez ingeridos, se diferenciam em macrogametas (feminino) e 

microgametas (masculinos) no intestino médio do inseto. Durante a fusão entre 

gametas, a formação do zigoto resulta em um estágio diploide do desenvolvimento, 

que permite uma recombinação homóloga entre as informações genéticas parentais. 

Esse processo é responsável pela criação de uma vasta variabilidade genética na 

prole do parasito, o que é fundamental para sua sobrevivência e propagação. De fato, 

a alta taxa de polimorfismo genético do P. falciparum é uma estratégia adaptativa que 

lhe permite evitar a destruição pelas respostas imunológicas do hospedeiro humano, 

uma vez que elas geralmente são dirigidas contra os antígenos variáveis do parasito. 

Após a formação do zigoto, em um intervalo de 18 a 24 horas, o produto móvel 

resultante da fecundação, conhecido como oocineto, atravessa a membrana 

peritrófica e a célula epitelial do intestino médio. Este processo culmina na sua 

transformação em oocisto, situado abaixo da membrana basal do epitélio do intestino 

médio. Após um período de 7 a 15 dias a partir da infecção, um único oocisto pode 

gerar mais de 10.000 esporozoítos, variando de acordo com a espécie de Plasmodium 

e a temperatura ambiente vigente. Os esporozoítos móveis percorrem o trajeto em 

direção às glândulas salivares, infiltrando-se nas células secretoras acinares, e 

emergindo posteriormente no lado apical da membrana plasmática dessas células em 

direção ao ducto da glândula salivar (Aly et al., 2009). 

No segundo ciclo de alimentação, o mosquito injeta esporozoítos no 

hospedeiro. Estudos indicam que a maioria desses esporozoítos é injetada na derme, 
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enquanto apenas 50% é introduzido diretamente nos vasos sanguíneos (Amino et al., 

2006; Graewe et al., 2012; Guilbride et al., 2012). Dentro de um período de 60 minutos 

após a inoculação, os esporozoítos são levados até os sinusoides hepáticos, onde o 

fluxo sanguíneo é reduzido, favorecendo a interação entre diferentes proteínas da 

superfície do esporozoíto e da matriz extracelular. Após esse reconhecimento inicial, 

os esporozoítos penetram a barreira sinusoidal através das células de Kupffer, formam 

um vacúolo que envolve o parasito, mas não o destrói (Lindner et al., 2012). 

Os esporozoítos permanecem no fígado por um período de 9 a 16 dias, onde 

se desenvolvem em esquizontes exoeritrocíticos, que podem conter de 30.000 a 

40.000 merozoítos. Em algumas espécies, como P. vivax e P. ovale, há um estágio 

dormente denominado hipnozoíto, que pode permanecer no fígado por semanas ou 

até mesmo muitos anos antes do desenvolvimento da esquizogonia exoeritrocítica 

(Krotoski et al., 1982). Esse fenômeno pode levar a recaídas da infecção. Por outro 

lado, P. falciparum e P. malariae não apresentam essa fase persistente, no entanto, 

P. malariae pode permanecer no sangue por muitos anos se tratada 

inadequadamente (Frederich et al., 2002). Durante o estágio pré-eritrocítico, o 

hospedeiro é assintomático (Langhorne et al., 2002; Prudêncio et al., 2006). 

A fase eritrocítica tem início com a ruptura do esquizonte hepático 

(exoeritrocítico), o que resulta na liberação de 10.000 a 30.000 merozoítos na corrente 

sanguínea (Frederich et al., 2002). Dentro de 30 segundos após a liberação, cada 

merozoíto se fixa em receptores específicos na membrana dos eritrócitos. O processo 

de invasão dos eritrócitos pelos parasitos da malária envolve uma série complexa de 

eventos que dependem de interações entre receptores presentes nas superfícies do 

eritrócito e do merozoíto (Chitnis & Blackman, 2000).  

A seguir, ocorre a invaginação da membrana dos eritrócitos, permitindo que o 

merozoíto entre no eritrócito e se envolva em uma invaginação da membrana da célula 

hospedeira que se torna o vacúolo parasitóforo, remodelado por lipídios e proteínas 

secretadas pelo parasito (Geoghegan et al., 2021; Lingelbach & Joiner, 1998). 

O parasito passa por um processo de desenvolvimento, começando como anel 

e progredindo para a fase tardia de trofozoíto e, em seguida, após divisões mitóticas, 

para a fase de esquizontes, que contém de 6 a 32 merozoítos, dependendo da espécie 

do parasito. Quando o esquizonte se rompe, os merozoítos são liberados na corrente 

sanguínea e invadem outros eritrócitos para continuar o ciclo. Durante esse ciclo 

repetitivo, uma pequena proporção de parasitos assexuais se diferencia em 
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gametócitos. Assim, o ciclo infeccioso de Plasmodium pode se repetir e recomeçar. É 

importante destacar que é a fase sanguínea assexual que está associada aos 

sintomas da doença (Frederich et al., 2002).  

 

 

Figura 2. Ciclo de vida do Plasmodium sp. no hospedeiro humano e o vetor. 
Representação esquemática do ciclo de vida do Plasmodium spp. no hospedeiro 
vertebrado. A infecção tem início com a inoculação de esporozoítos por fêmeas 
do mosquito Anopheles durante a hematofagia. Os esporozoítos rapidamente 

alcançam o fígado, onde invadem hepatócitos e se desenvolvem em esquizontes 
hepáticos, culminando na liberação de merozoítos na corrente sanguínea. Esses 
merozoítos invadem os eritrócitos, estabelecendo o ciclo eritrocítico, que 
compreende as fases de anel, trofozoíto e esquizonte. A ruptura dos eritrócitos 
libera novos merozoítos que reiniciam o ciclo de invasão. Parte dos parasitas 
diferencia-se em gametócitos, formas sexuais que, ao serem ingeridas por um 
novo vetor durante o repasto sanguíneo, dão continuidade ao ciclo no mosquito, 
perpetuando a transmissão da malária. Modificado da fonte: (Chahine & Le Roch, 
2022) 
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1.2.3. A função de organelas e compartimentos celulares durante o ciclo 

de vida do P. falciparum 

O Plasmodium apresenta uma notável especialização e organização das 

organelas em cada fase de seu ciclo vital. Nesse contexto, os merozoítos exibem 

diversas organelas especializadas, como o apicoplasto, as roptrias, os micronemas e 

os grânulos densos, algumas das quais são diretamente envolvidas na invasão celular 

(Figura 3). Durante o ciclo intraeritrocitário, o parasito também forma estruturas 

específicas para assegurar sua sobrevivência e replicação, como o vacúolo 

parasitóforo, os J-dots, o vacúolo digestivo e as fendas de Maurer (Figura 4). Essas 

estruturas desempenham um papel determinante na modulação da interação entre o 

Plasmodium e o hospedeiro, facilitando a adaptação do parasito ao ambiente 

intracelular e contribuindo para a evasão da resposta imunológica. 

 

1.2.3.1. Apicoplasto 

O apicoplasto é um plastídio endossimbiótico secundário não fotossintético 

exclusivo de Apicomplexa, incluindo P. falciparum. Cada parasito possui um único 

apicoplasto, cuja morfologia varia ao longo do ciclo parasitário, passando de uma 

estrutura simples em merozoítos e anéis para uma forma reticulada no esquizonte 

multinucleado durante a fase intraeritrocítica. Possui quatro membranas e 

granulações específicas (Hopkins et al., 1999; Stanway et al., 2009; R. F. Waller et al., 

2000), sendo transmitido de forma matrilinear, separada do núcleo do parasito 

(Creasey et al., 1994). O apicoplasto é essencial para a biossíntese de ácidos graxos, 

isoprenoides, heme e aglomerados de enxofre-ferro (Ralph et al., 2004; Sheiner et al., 

2013), e seu genoma circular de 35 kb é semelhante ao das plantas. A maioria das 

proteínas necessárias é produzida pelo genoma nuclear e direcionada ao apicoplasto 

via secreção, com a ajuda de chaperonas citosólicas como HSP70 (heat shock protein 

70) e 14-3-3 (histone phosphosite binding protein) (Boucher et al., 2018; Foth et al., 

2003; McFadden, 2000; Wilson et al., 1996). Sua dependência metabólica o torna um 

alvo terapêutico promissor, com estudos focados em inibidores seletivos para as 

aminoacil tRNA sintetases (Guerra & Winzeler, 2022). 

 

1.2.3.2. Roptrias 

As roptrias, organelas secretoras especializadas, desempenham funções 

cruciais nos processos de invasão celular e formação do vacúolo parasitóforo durante 
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a fase intracelular do ciclo de vida de Plasmodium. Estas estruturas armazenam um 

repertório proteico único, composto por moléculas sem ortólogos identificáveis mesmo 

em parasitos filogeneticamente próximos. Embora os mecanismos exatos de 

transporte proteico permaneçam pouco elucidados, evidências sugerem a existência 

de vias de sinalização e sistemas de ordenação molecular especializados que 

direcionam essas proteínas para as roptrias (Richard et al., 2009). Várias proteínas 

das roptrias, como RHOPH3 (high molecular weight rhoptry protein 3), RAMA (rhoptry-

associated membrane antigen) e PfCERLI1 (cytosolically exposed rhoptry leaflet 

Interacting protein 1), foram identificadas como essenciais para a invasão da célula 

hospedeira e a morfogênese das roptrias (Liffner et al., 2020; Sherling et al., 2017, 

2019; Suarez et al., 2019). Estudos recentes também revelaram a estrutura do sistema 

de secreção das roptrias e a presença de um aparelho secretor de roptrias em 

merozoítos de P. falciparum, destacando etapas anteriormente desconhecidas no 

processo de secreção das roptrias (Martinez et al., 2022).  

 

1.2.3.3. Micronemas 

As micronemas são organelas secretoras que liberam diversas proteínas, 

incluindo aquelas pertencentes à família de proteínas de ligação à hemácia, como a 

proteina AMA1 (apical membrane antigen 1). Essas proteínas desempenham um 

papel ativo no processo de invasão, facilitando a ligação do parasito à superfície das 

hemácias do hospedeiro e, subsequentemente, permitindo a entrada na hemácia 

(Bahl, 2003; Healer et al., 2002; Rawat et al., 2023). 

 

1.2.3.4. Grânulos densos 

Os grânulos densos são organelas secretoras especializadas em parasitos 

Apicomplexa (Mercier et al., 2005). Estão envolvidos na transferência de proteínas e 

outras moléculas dentro do parasito e da célula hospedeira, desempenhando papel 

chave no crescimento e sobrevivência do parasito (W. Trager et al., 1992). Até o 

momento, apenas algumas proteínas foram identificadas como proteínas de grânulos 

densos, sendo necessária uma elucidação adicional dessas moléculas para 

compreender melhor o papel dos densos grânulos na malária (Morita et al., 2018; 

Nessel et al., 2020; Vallintine & van Ooij, 2023).  
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Figura 3. Diagrama esquemático de um merozoíto de Plasmodium sp. 

Ilustração representando a organização estrutural de um merozoíto, a forma 
invasiva do parasito responsável por penetrar os eritrócitos. São evidenciadas as 
organelas especializadas envolvidas no processo de invasão, incluindo as 
roptrias, micronemas e o complexo anular apical. Também estão representadas a 
mitocôndria, o núcleo e o plastídio apicoplasto, estruturas essenciais para o 
metabolismo e a viabilidade do parasito. Modificado da fonte: (Cowman & Crabb, 
2006) 

 

1.2.3.5. Vacúolo parasitóforo 

O vacúolo parasitóforo é uma estrutura membranosa formada a partir da 

membrana da célula hospedeira durante o desenvolvimento eritrocítico do 

Plasmodium (Matz et al., 2020). Esse compartimento é essencial para a sobrevivência 

do parasito, atuando na aquisição de nutrientes, exportação de fatores de virulência e 

remodelação da célula hospedeira. A membrana do vacúolo parasitóforo é modificada 

por proteínas secretadas pelas organelas do parasito (Schnider et al., 2018), as quais 

são fundamentais para a manutenção do ambiente intracelular favorável à replicação 

parasitária (Iriko et al., 2018). Dentre essas proteínas, destaca-se a EXP1 (exported 

protein 1), localizada nos grânulos densos dos merozoítos e posteriormente 

transportada à membrana do vacúolo parasitóforo após a invasão (Nessel et al., 

2020). 

 

1.2.3.6. J-dots 

Os J-dots são estruturas intracelulares especializadas envolvidas no transporte 

de proteínas, do citosol até a superfície do eritrócito. Além disso, participam do tráfego 

e do correto dobramento de proteínas exportadas, como as chaperonas da família 
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HSP40 (heat shock protein 40) (J domain proteins), que desempenham um papel 

essencial na modificação da célula hospedeira (Blatch, 2022; Petersen et al., 2016; 

Sahu et al., 2024). Além disso, transportam HSP70 (heat shock protein 70) e estão 

estreitamente associados à proteína PfEMP1 (erythrocyte membrane protein 1). O 

direcionamento de HSP40 aos J-dots é um processo exclusivo de eritrócitos humanos 

infectados por P. falciparum, não sendo conservado em eritrócitos de camundongos 

infectados por P. berghei, o que sugere que essas estruturas são específicas de 

P. falciparum (Külzer et al., 2012; Petersen et al., 2016). 

 

1.2.3.7. Vacúolo digestivo 

O vacúolo digestivo, organela semelhante a um lisossomo, desempenha a 

função crítica de degradar a hemoglobina, principal componente do eritrócito. Durante 

este processo de proteólise, o grupo heme é liberado e subsequentemente oxidado 

para o estado férrico Fe(III)-protoporfirina IX. Este composto apresenta elevada 

toxicidade devido à sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigênio, que 

podem causar danos significativos a componentes celulares essenciais, incluindo 

membranas lipídicas, proteínas e ácidos nucleicos (Bakar et al., 2010; Goldberg et al., 

1991). O Plasmodium converte o heme em um cristal insolúvel e inerte, a hemozoína, 

por um processo de biomineralização, neutralizando essa toxicidade (Egan, 2008). O 

pH ácido do vacúolo é igualmente crucial para a ação de antimaláricos como a 

cloroquina, que se acumula nesse compartimento e inibe a formação de hemozoína, 

levando ao acúmulo letal de heme livre (Hayward et al., 2006). A estrutura do vacúolo 

digestivo é bem estudada, e diversos métodos têm sido empregados para investigar 

sua composição molecular e função (Ouologuem et al., 2023). Características únicas 

do vacúolo digestivo e a importância crucial da aquisição de nutrientes fornecem alvos 

terapêuticos para o tratamento da malária (Wiser, 2024). 

 

1.2.3.8. Fendas de Maurer 

As fendas de Maurer são estruturas membranosas especializadas de túbulos 

ramificados e cisternas estendidas entre a membrana do vacúolo parasitóforo e a 

membrana citoplasmática dos eritrócitos infectados. Acredita-se que, a função 

primordial destas estruturas está no tráfego de proteínas oriundas do parasito, as 

quais são direcionadas tanto para a superfície da célula hospedeira quanto para o 

citosol do eritrócito. Essencialmente, as fendas de Maurer estão implicadas na 
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remodelação da membrana celular e do citoesqueleto da célula hospedeira, um 

processo crítico para a sobrevivência e proliferação do parasito no interior da célula 

infectada. Embora reconhecidas por conterem diversas proteínas parasitárias, 

incluindo aquelas envolvidas na exportação de fatores de virulência e na remodelação 

da membrana da célula hospedeira, a composição molecular exata e a função integral 

das fendas de Maurer ainda não foram completamente decifradas (Bekić & Kilian, 

2023; Jonsdottir, Counihan, et al., 2021). 

 

 

Figura 4. Morfologia do estágio esquizonte de P. falciparum. Ilustração 
esquemática da organização do esquizonte de P. falciparum no final de seu 
desenvolvimento intraeritrocitário, em uma hemácia seccionada transversalmente. 
Observam-se estruturas do hospedeiro, como as fendas de Maurer (classificadas 
como longas e curtas) e os knobs na superfície da membrana. Merozoítos em 
brotamento partem da periferia do esquizonte, com organelas apicais em 
formação no ápice. Mitocôndrias (verde) e plastídios (amarelo) migram para essas 
células-filhas em desenvolvimento. Modificado da fonte: (Bannister et al., 2000) 

 

1.3. O proteoma do P. falciparum 

A espectrometria de massa de alta performance tem desempenhado um papel 

crucial na análise do proteoma de P. falciparum. Pesquisas detalhadas revelam que a 

expressão gênica é rigidamente controlada e sincronizada com as demandas 

funcionais do parasito em cada fase de seu ciclo de vida, sugerindo uma forte conexão 

entre a regulação gênica e a síntese proteica (Bozdech, Llinás, et al., 2003; Le Roch 

et al., 2003). Além disso, o proteoma de estágios como esporozoítos, merozoítos, 

trofozoítos e gametócitos foi amplamente caracterizado (Bozdech, Zhu, et al., 2003; 
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Florens et al., 2002). No caso específico da cepa 3D7 de P. falciparum, foram 

identificadas 5.389 proteínas combinando todos os estádios, catalogadas na base de 

dados “Database for Plasmodium Species” (PlasmoDB) (Aurrecoechea et al., 2009; 

Bahl, 2003; Carucci et al., 2002).  

O proteoma do esporozoíto apresenta diferenças significativas em relação aos 

demais estágios do Plasmodium, com cerca de 10% das proteínas sendo exclusivas 

dessa fase. Meerstein-Kessel e colaboradores documentaram uma considerável 

variabilidade nas proteínas esporozoíticas, particularmente aquelas específicas dessa 

fase, que são responsáveis por induzir a resposta imunológica no hospedeiro humano. 

Por meio de uma análise bayesiana integrada de dados transcriptômicos e 

proteômicos de 26 estudos, os autores identificaram 975 genes, dos quais 90 são 

exclusivos da fase esporozoítica de P. falciparum. Entre essas proteínas, destacam-

se componentes envolvidos na síntese de ácidos graxos do tipo II no apicoplasto e na 

síntese de âncoras de glicosilfosfatidilinositol, sugerindo uma atividade metabólica 

restrita às glândulas salivares do mosquito. Apesar da variabilidade genética, os 

autores identificaram nove proteínas esporozoíticas relativamente bem conservadas, 

as quais são responsáveis por desencadear a resposta humoral e podem servir como 

marcadores de exposição prévia à infecção por Plasmodium (Meerstein-Kessel et al., 

2021). Em contrapartida, os estágios de trofozoítos, merozoítos e gametócitos 

apresentam menos proteínas únicas, compartilhando uma maior proporção do 

proteoma total. As proteínas mais comuns em múltiplos estágios incluem elementos 

de manutenção celular, tais como proteínas ribossômicas, fatores de transcrição, 

histonas e componentes do citoesqueleto. Portanto, os esforços científicos têm se 

concentrado nesses estados intraeritrocitários (Florens et al., 2002). 

 

1.4. Biologia do eritrócito e alterações induzidas por P. falciparum 

Durante a fase intra-eritrocitária, o parasito induz intensa atividade metabólica, 

resultando em modificações conformacionais destinadas à captação de nutrientes e à 

adaptação ao ambiente intracelular. O parasito promove rearranjos estruturais 

profundos no eritrócito hospedeiro (ecinocitose), tais como modificação de proteínas 

e lipídios da membrana, inserção de proteínas parasitárias na membrana eritrocitária, 

incremento da rigidez e da permeabilidade celulares, bem como perturbações nos 

sistemas de transporte de metabólitos (Craig, 2001; Lee et al., 2019). Tais alterações 

favorecem a sobrevivência intracelular do parasito, facilitando a aquisição de 
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nutrientes e a excreção de subprodutos metabólicos. Além disso, determinados 

mecanismos induzidos conferem evasão imunológica ao parasito, mediante 

processos de adesão, sequestro e variação antigênica (Jónsdóttir et al., 2021). 

 

1.4.1. Proteínas da membrana de eritrócitos e invasão parasitária 

A invasão dos eritrócitos pelo P. falciparum é uma etapa crucial do seu ciclo 

biológico, ocorrendo durante a fase sanguínea assexuada da infeção. Este processo 

é uma série de eventos coordenados e sequenciais, altamente regulados por sinais 

internos e externos ao parasito, culminando no seu estabelecimento dentro do vacúolo 

parasitóforo. A compreensão detalhada destes mecanismos e das proteínas 

envolvidas, incluindo as do eritrócito hospedeiro, é fundamental e tem sido objeto de 

estudos extensivos. O processo de invasão pode ser decomposto em uma sequência 

coordenada de etapas, conforme ilustrado adiante. 

 

1.4.1.1. Contato inicial e reorientação apical 

A invasão do Plasmodium falciparum inicia-se com o contato entre o merozoíto 

e a superfície do eritrócito, mediado principalmente pelas proteínas MSP (merozoite 

surface proteins), como a MSP1, que estão presentes na superfície do parasito 

(Alaganan et al., 2017; Alruwaili et al., 2024). Essas interações iniciais, embora 

múltiplas e de baixa afinidade, permitem a adesão do parasito a diversos receptores 

eritrocitários (Boyle et al., 2013). Após o contato inicial, o merozoíto se reorienta, com 

seu polo apical, contendo micronemas e roptrias, voltado para a membrana do 

eritrócito. Este passo é crucial para a invasão (Cowman et al., 2017). 

A Basigin (CD147), um receptor eritrocitário, desempenha papel central nesse 

ancoramento apical ao se ligar ao complexo RH5 (reticulocyte binding protein 

homologue 5), CYRPA (cysteine-rich protective antigen) e RIPR (Rh5 interacting 

protein) ou “complexo RCR” do parasito, indispensável para a invasão, 

independentemente da cepa de P. falciparum, e constitui um ponto de controle crítico 

no processo invasivo (L. Chen et al., 2017; Farrell et al., 2024; Scally et al., 2022; Volz 

et al., 2016).  

Estudos recentes revelaram que as proteínas CSS (cysteine-rich small secreted 

protein) e TRAMP (thrombospondin-related apical membrane protein) formam um 

complexo que se associa diretamente ao complexo RCR, tendo a estrutura de CSS 

sido recentemente elucidada (Scally et al., 2022). A interação funcional entre RIPR, 
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CSS e TRAMP foi inicialmente caracterizada em P. knowlesi, onde essas proteínas 

também se revelaram essenciais para a invasão eritrocitária (Knuepfer et al., 2019). 

A interação funcional entre RIPR, CSS e TRAMP foi elucidada por 

criomicroscopia eletrônica (Figura 5), que também demonstrou que RH5 adota uma 

conformação rígida, contrariando modelos anteriores (Aniweh et al., 2017; Farrell et 

al., 2024). Adicionalmente, anticorpos neutralizantes contra CYRPA impedem a 

ligação do complexo RCR ao eritrócito, sendo mais eficazes quando os epítopos estão 

orientados para a membrana (Farrell et al., 2024; Ragotte et al., 2020; Williams et al., 

2024). 

 

Figura 5. Modelo integrado do complexo PfRCR no eritrócito. Representação 

esquemática ilustrando a organização espacial do complexo RCR (RH5–CYRPA–
RIPR) durante a interação com a célula hospedeira. A cauda da proteína RIPR é 
mostrada estendendo-se até a membrana do merozoíto, onde se localiza o 
complexo CSS–TRAMP, implicado na ancoragem do merozoíto à superfície 
eritrocitária. Modificado da fonte: (Farrell et al., 2024) 

 

Outros receptores eritrocitários, como GYPA, GYPB, GYPC (Glycophorin A, B, 

C) e o CR1 (Complement Receptor 1), t também interagem com ligantes do parasito 

durante a invasão (Jaskiewicz et al., 2019; Mayer et al., 2009). 

A interação entre EBA175 (erythrocyte binding antigen 175) e GYPA é uma das 

mais bem caracterizadas, sendo EBA175 secretada dos micronemas do parasito e 

reconhecendo resíduos de ácido siálico na GYPA, induzindo a adesão e deformação 
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da membrana do eritrócito. EBA140 e EBL1 (erythrocyte binding like protein 1) 

também reconhecem GYPC e GYPB, respectivamente, modificando a rigidez e a 

tensão do citoesqueleto, facilitando a penetração do parasito (Jaskiewicz et al., 2019; 

Mayer et al., 2009; Tolia et al., 2005). Além disso, a descoberta do papel de DAF/CD55 

(Complement decay-accelerating factor) como receptor necessário para a invasão 

sublinha a complexidade das interações receptor-ligante e sugere que múltiplas vias 

redundantes são usadas pelo parasito (Shakya et al., 2021). 

 

1.4.1.2. Formação da união estreita 

Uma etapa crítica é o estabelecimento da união estreita, mediada por 

interações de alta afinidade entre a proteína AMA1, presente na superfície do parasito 

(Riglar et al., 2011), e o RON2 (rhoptry neck protein 2), previamente inserido na 

membrana eritrocitária (Srinivasan et al., 2011). Essa junção assume forma anular e 

mantém íntima aproximação entre as membranas do parasito e da célula hospedeira. 

A penetração do parasito é impulsionada por um motor de actina-miosina, que desloca 

a união estreita do polo apical ao posterior do merozoíto, promovendo sua 

internalização. Durante esse processo, ocorre a liberação de íons cálcio dos 

compartimentos intracelulares do parasito, ativando quinases dependentes de cálcio 

(CDPK1) e desencadeando a secreção coordenada de proteínas dos micronemas e 

roptrias. Inicialmente, proteínas de micronema como a EBA175 são secretadas, 

seguidas por proteínas da roptria, como o complexo RON, TRAMP e CLAG 

(cytoadherence linked asexual protein 2) (Alaganan et al., 2017). A secreção de 

RON3, visualizada sobre a membrana invaginada durante a internalização, indica a 

liberação simultânea de lipídios pelas roptrias. Essa liberação é acompanhada pela 

desestabilização do citoesqueleto eritrocitário no local da interação (Geoghegan et al., 

2021). 

Um evento marcante nesse estágio é o desprendimento “shedding” da camada 

superficial do merozoíto, incluindo diversas proteínas de superfície de merozoítos e 

antígeno repetitivo de serina (como MSP1, MSP3, MSP7, SERA4, SERA5), no ponto 

de progressão da união estreita, o que parece ser necessário para romper as 

interações ligante-receptor e permitir a continuidade da invasão. Entretanto, estudos 

recentes demonstram que esse processo não é universal, já que proteínas como 

MSP2 e MSP4 não são eliminadas, mas sim internalizadas juntamente com o parasito 

(Boyle et al., 2014). 
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1.4.1.3. Internalização do merozoíto 

À medida que a união estreita se desloca, a membrana do eritrócito envolve o 

merozoíto, formando o vacúolo parasitóforo, delimitada por membrana. O parasito é 

então completamente englobado por essa estrutura remodelada. Estudos de 

microscopia de luz em folha de luz em 4D demonstraram que a membrana do vacúolo 

parasitóforo é predominantemente derivada da membrana do eritrócito (Geoghegan 

et al., 2021). A redução da área de superfície eritrocitária correlaciona-se com a área 

estimada da membrana do vacúolo parasitóforo. O colesterol é ativamente recrutado 

para o sítio de invasão desde os estágios iniciais, e sua concentração local, associada 

à sua curvatura negativa intrínseca, pode contribuir para estabilizar as intensas 

deformações de membrana requeridas na invaginação (Brown et al., 2020). A 

depleção de colesterol inibe eficientemente a invasão. A força gerada pelo motor 

actina-miosina do parasito dirige esse processo de internalização. A fusão entre 

membranas do merozoíto e hospedeiro pode representar um mecanismo 

energeticamente vantajoso para entrega localizada de lipídios à membrana 

eritrocitária, contribuindo também para o fechamento da invaginação. 

 

1.4.2. Modulação do microambiente intracelular. 

Após invadir o eritrócito, o Plasmodium remodela radicalmente a membrana da 

célula hospedeira para estabelecer vias de permeabilidade essenciais à sua 

sobrevivência (Warncke & Beck, 2019). Este processo, mediado por complexos 

moleculares especializados, permite a captação de nutrientes (como glicose, 

aminoácidos e nucleosídeos) e eliminação de resíduos (como lactato e íons de 

hidrogênio) através de vias iônicas específicas. Esta alteração fundamental na 

permeabilidade do eritrócito infectado é um alvo terapêutico em investigação, uma vez 

que a sua disrupção compromete severamente o desenvolvimento intraeritrocítico do 

parasito. 

1.4.2.1. Permeabilidade do eritrócito e captação de nutrientes 

Após a invasão do eritrócito, o Plasmodium induz uma remodelação funcional 

significativa na membrana da célula hospedeira, aumentando sua permeabilidade 

para viabilizar a captação de nutrientes essenciais e a eliminação de resíduos 

metabólicos. A proteína RHOPH3 é crucial nesse processo, desempenhando um 

papel coordenado tanto na invasão do eritrócito quanto na ativação das novas vias de 

permeabilidade (NPP). Além disso, outras proteínas da roptria colaboram para a 
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modulação da célula hospedeira e a aquisição de nutrientes necessários para a 

sobrevivência do parasito (Counihan et al., 2013; Zuccala et al., 2012). 

O complexo formado pelas proteínas RHOPH1, RHOPH2 e CLAG3 é exportado 

para o citoplasma do eritrócito, onde contribui para a formação do canal aniônico da 

superfície plasmodial (Plasmodial Surface Anion Channel  – PSAC), essencial para a 

absorção de solutos que sustentam a sobrevivência do parasito (Ahmad et al., 2020; 

Counihan et al., 2017; Nguitragool et al., 2011). As proteínas RHOPH2 e RHOPH3 

são fundamentais para a aquisição de nutrientes por meio de NPP ativados após a 

entrada do parasita, desempenhando um papel decisivo no crescimento e replicação 

intraeritrocitária (Ito et al., 2017; Sherling et al., 2017). Experimentos de silenciamento 

gênico (knockdown) demonstraram que a depleção de RHOPH3 compromete o ciclo 

assexuado do parasito, afetando simultaneamente os processos de invasão e 

desenvolvimento intracelular (Ito et al., 2017; Sherling et al., 2017). 

Estudos funcionais identificaram o CLAG3 como a única proteína do PSAC com 

uma região exposta na superfície eritrocitária, sendo altamente conservada entre as 

espécies de Plasmodium, o que indica sua importância evolutiva e funcional na 

fisiopatologia do parasito (Ito et al., 2017; Shao, 2022). Mutações no gene clag3, como 

a substituição A1210T em um domínio transmembranar anfipático, alteram a 

seletividade do canal e conferem resistência ao inibidor de cisteíno-proteases 

leupeptina, evidenciando o papel estrutural do CLAG3 na permeabilidade induzida 

pelo parasito (P. Sharma et al., 2015). 

Estudos bioquímicos indicam que o CLAG3 pode formar oligômeros na 

membrana do eritrócito. A coexpressão de diferentes isoformas resulta em fenótipos 

de canais com permeabilidades intermediárias, sugerindo que a composição do 

oligômero regula quantitativamente a atividade do PSAC. Esses achados ressaltam o 

papel central de CLAG3 na modulação dos canais de nutrientes críticos para o 

desenvolvimento intraeritrocitário de P. falciparum (Gupta et al., 2018). 

 

1.4.2.2. Exportação de proteínas para o eritrócito hospedeiro 

Durante a infecção intraeritrocitária, P. falciparum exporta centenas de 

proteínas para o citoplasma do eritrócito, induzindo modificações estruturais e 

funcionais significativas na célula hospedeira. Esse processo é mediado por 

mecanismos especializados de reconhecimento, processamento e translocação, que 

garantem a entrega precisa das proteínas parasitárias (Figura 6) (Crabb et al., 2010). 
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A exportação de proteínas para o eritrócito requer um sinal específico, 

denominado elemento de exportação de Plasmodium (Plasmodium export element – 

PEXEL), também conhecido como motivo de direcionamento ao hospedeiro (Host 

targeting – HT). Este motivo, presente na maioria das proteínas exportadas, é clivado 

pela plasmepsina V, uma aspartil-protease associada ao complexo SEC61–SEC62–

SPC25 (secretory complex protein 61, 62 – signal peptidase complex 25). A clivagem 

ocorre entre os resíduos 3 e 4 (RxL↓xE/Q/D), gerando a forma madura da proteína, 

com xE/Q/D na extremidade N-terminal, apta para exportação (Marapana et al., 2018). 

A posição conservada do PEXEL, localizada entre 15 e 30 resíduos após a 

sequência sinal, facilita seu processamento cotraducional (Boddey et al., 2016). No 

entanto, a excisão do PEXEL também ocorre em proteínas não exportadas, como 

UIS2 (serine/threonine protein phosphatase), RON11 (rhoptry neck protein 11) e PMIX 

(plasmepsin IX), indicando que clivagem e exportação são processos distintos (van 

Ooij et al., 2008). O resíduo N-terminal gerado pela clivagem desempenha um papel 

importante na exportação, com ácido aspártico e fenilalanina atuando como inibidores, 

o que amplia o papel da plasmepsina V (Fierro et al., 2024; Gabriela et al., 2024). 

Para atravessar a membrana do vacúolo parasitóforo, as proteínas devem 

passar por um complexo proteico especializado, denominado PTEX (Plasmodium 

Translocon of Exported Proteins), composto por três proteínas centrais EXP2–

HSP101–PTEX150, além de duas proteínas auxiliares, PTEX88 e TRX2 (thioredoxin 

2) (De Koning-Ward et al., 2009; K. Matthews et al., 2013; Matz et al., 2013), e pela 

proteína de superfície ancorada em GPI (glicosilfosfatidilinositol), P113 (surface 

protein) (Elsworth et al., 2016). 

A translocação requer o desdobramento prévio das proteínas, sendo todos os 

componentes do PTEX essenciais para a sobrevivência do parasito (Elsworth et al., 

2014). A proteína HSP101 (heat shock protein 101) atua como uma chaperona, 

reconhecendo proteínas com PEXEL no retículo endoplasmático e mediando seu 

transporte até o vacúolo parasitóforo, independentemente da clivagem do motivo 

PEXEL. A montagem funcional do PTEX depende da interação entre EXP2 e 

PTEX150, formando um subcomplexo estável que ancora HSP101 (Crabb et al., 2010; 

Gabriela et al., 2022; Jonsdottir, Gabriela, et al., 2021). 

Além do PTEX, o complexo EPIC (Exported Protein-Interacting Complex), 

formado por PV1, PV2 (parasitophorous vacuolar protein 1, 2) e EXP1, interage 

funcionalmente com o PTEX e pode atuar na preparação das proteínas para 
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translocação. Proteínas como PfEMP1 são exportadas sem inserção prévia na 

membrana do vacúolo; após atravessar a membrana do vacúolo parasitóforo, são 

reconhecidas por chaperonas do hospedeiro, como o complexo TRiC (TCP1 Ring 

Complex), e encaminhadas as fendas de Maurer, estruturas intermediárias de triagem 

no citoplasma do eritrócito (Batinovic et al., 2017). 

 

 

Figura 6. Modelo de direcionamento de proteínas PEXEL para o translocon 
vacuolar. As proteínas destinadas à exportação contêm uma sequência sinal 
seguida pelo motivo PEXEL, clivado pela plasmepsina V no retículo 
endoplasmático (RE), gerando a forma madura. HSP101 atua como chaperona no 
RE e no vacúolo parasitóforo (PV), onde as proteínas atravessam a membrana 
vacuolar via o complexo PTEX. O complexo EPIC também participa da preparação 
para a translocação. Além da via canônica, propõe-se uma rota alternativa 
mediada por SEC61 e SPC25. Fonte: (K. M. Matthews et al., 2019) 

 

A remodelação do eritrócito por P. falciparum depende de forma significativa 

desse sistema exportador, com cerca de 10% do proteoma do parasito composto por 

proteínas exportadas, incluindo as proteínas PEXEL-negativas (PNEP). Finalmente, 
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foi proposta uma via alternativa menos complexa, mediada pelos complexos SEC61 

e SPC25, que difere funcionalmente do complexo de secreção canônico (Marapana 

et al., 2018; Schulze et al., 2015; Tuteja, 2007). 

 

1.4.3. Citoaderência ao endotélio pelos eritrócitos infectados. 

Durante a maturação do P. falciparum, ocorre uma série de modificações 

morfológicas e estruturais no eritrócito infectado, que afetam suas propriedades 

reológicas e adesivas (Crabb et al., 1997; Helms et al., 2016). A célula hospedeira 

adquire uma forma mais esférica e pode apresentar protrusões eletrondensas, 

denominadas knobs (Ling et al., 2003). A formação e manutenção dessas estruturas 

dependem da interação da proteína KAHRP (knob-associated histidine-rich protein) 

com componentes do citoesqueleto eritrocitário, como α-espectrina e anquirina R, o 

que reorganiza o citoesqueleto submembranar e confere rigidez à célula infectada 

(Weng et al., 2014). Essas protrusões estão diretamente ligadas à adesão do eritrócito 

ao endotélio, sendo que mutações ou deleções em KAHRP resultam em knobs 

defeituosos e redução da citoaderência (Rug et al., 2006). 

Além de estabilizar os knobs, KAHRP interage com a região citoplasmática da 

proteína PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1), 

ancorando-a na membrana do eritrócito e permitindo sua exposição na superfície 

celular  (Lover et al., 2018; K. L. Waller et al., 1999; Wiser, 2023). A expressão 

superficial de PfEMP1 está correlacionada com a adesão dos eritrócitos infectados ao 

endotélio (Senczuk et al., 2001). A exposição adequada de PfEMP1 depende da ação 

de outras proteínas exportadas pelo parasito, como SBP1 (skeleton-binding protein 1) 

e MAHRP1 (membrane associated histidine-rich protein 1), localizadas nas fendas de 

Maurer. A ausência de SBP1 compromete o transporte de PfEMP1 até a membrana 

do eritrócito, sem afetar a morfologia das fendas, indicando sua função específica na 

translocação da proteína (Cooke et al., 2006). A deleção de MAHRP1, por outro lado, 

impede a exposição de PfEMP1 na superfície e, consequentemente, a adesão ao 

endotélio (Spycher et al., 2008). 

Outra proteína relevante é MESA (mature parasite-infected erythrocyte surface 

antigen, também conhecida como PfEMP2), uma proteína que interage com a proteína 

4.1 do citoesqueleto eritrocitário. Estudos indicam que a ausência de MESA ou da 

proteína 4.1 não compromete significativamente a adesão dos eritrócitos infectados, 
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mas pode afetar a viabilidade do parasito dentro do ambiente intracelular (Black et al., 

2008; Magowan et al., 1995; K. L. Waller et al., 2003). 

A adesão dos eritrócitos infectados ao endotélio é mediada principalmente pela 

interação entre PfEMP1 e vários receptores endoteliais humanos, como CD36 

(platelet glycoprotein 4), ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1), VCAM1 (vascular 

cell adhesion protein 1), E-selectina, PECAM1 (platelet endothelial cell adhesion 

molecule), sulfato de condroitina A (CSA) e ácido hialurônico, o que garante o 

sequestro das formas sanguíneas maduras em leitos microvasculares hipoxêmicos, 

evitando sua depuração esplênica (Carvalho et al., 2013; Pasloske & Howard, 1994; 

Senczuk et al., 2001; Spadeto et al., 2022; Suurbaar et al., 2022). A força dessas 

interações sob fluxo circulatório sustenta altos níveis parasitários e está associada à 

gravidade clínica da malária. 

A PfEMP1 origina‑se de uma família altamente polimórfica de ~60 genes var, 

cada um expresso de forma mutuamente exclusiva, gerando variação antigênica 

rápida que dificulta o reconhecimento imune (Flick & Chen, 2004; Gardner et al., 2002; 

Rask et al., 2010). Diferentes domínios de ligação às células hospedeiras conferem 

especificidade funcional; variantes que reconhecem ICAM1, por exemplo, 

associam‑se mais frequentemente à malária cerebral (Adams et al., 2021). enquanto 

aquelas que se ligam predominantemente a CD36 tendem a quadros menos graves 

(Newbold et al., 1997).  

A sequestração microvascular resulta em obstrução hemodinâmica, hipóxia 

tecidual e inflamação local. No cérebro, esses eventos levam à ruptura da barreira 

hematoencefálica, edema e disfunção neurológica, características da malária 

cerebral, a complicação mais letal da infecção (Pasloske & Howard, 1994). Embora a 

adesão não cause lise eritrocitária direta, ela prolonga o ciclo intraeritrocitário, criando 

um nicho protegido que favorece altas densidades parasitárias e agrava a anemia, 

acidose e falência multiorgânica. 

Dado o papel central de PfEMP1 na patogênese, estratégias vacinais estão 

sendo desenvolvidas para focar em domínios conservados ou variantes fortemente 

associadas a formas graves de malária. Ensaios recentes demonstraram que 

diferentes perfis de PfEMP1 induzem respostas transcricionais divergentes no 

endotélio, o que destaca a necessidade de imunógenos multivalentes que englobem 

a diversidade funcional da família (Othman et al., 2023). O desafio está em combinar 

ampla cobertura antigênica com a minimização de respostas cruzadas indesejáveis, 
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de modo a neutralizar a citoaderência sem induzir autoimunidade ou selecionar 

variantes de escape. 

Outras proteínas do P. falciparum, inseridas na membrana da célula 

hospedeira, também desempenham papéis significativos na variação antigênica, 

sendo assim fatores-chave de virulência. A seguir, são descritas algumas dessas 

proteínas, que estão expostas na superfície dos eritrócitos infectados. 

RIFINs (Repetitive interspersed families of polypeptides): A família RIFIN é 

composta por uma vasta gama de proteínas variantes clonais codificadas por 

aproximadamente 150-200 genes rif. Estas proteínas são cruciais na patogênese da 

malária grave (Goel et al., 2015; Kyes et al., 1999). As RIFINs facilitam a adesão de 

eritrócitos infectados às células hospedeiras, especialmente na formação de rosetas, 

fenômeno que está fortemente associado à malária grave. Além disso, as RIFINs têm 

sido identificadas como ligantes para a opsonização de eritrócitos infectados, 

sugerindo seu papel na mediação da supressão imunológica (Kanoi et al., 2020). 

STEVORs (sub-telomeric variable open reading frame): Codificadas por cerca 

de 40 genes, as proteínas da família STEVOR são expressas tanto nos estágios 

assexuados quanto nos sexuados do ciclo de vida do Plasmodium. Essas proteínas 

desempenham um papel importante na adesão de eritrócitos infectados às células 

hospedeiras, além de estarem implicadas na supressão imunológica (Bachmann et 

al., 2015). Anticorpos específicos contra STEVORs têm demonstrado potencializar a 

aglutinação e reduzir a carga de eritrócitos infectados em modelos in vivo (Naissant et 

al., 2016; Witmer et al., 2012). 

SURFINs (surface-associated interspersed proteins): Codificadas pelos genes 

surf, as proteínas SURFIN são expressas nos eritrócitos infectados e nos merozoítos, 

e estão localizadas ao lado da PfEMP1 e das RIFINs. Desempenham um papel crucial 

na adesão dos eritrócitos infectados e são alvos da imunidade adquirida naturalmente. 

A presença de anticorpos específicos contra SURFINs tem mostrado reduzir a carga 

parasitária in vivo, embora a diversidade estrutural dessas proteínas represente 

desafios para o desenvolvimento de vacinas eficazes (Kanoi et al., 2020; Mphande et 

al., 2008; Rask et al., 2010). 

MC-2TM (Maurer’s cleft two transmembrane protein): As proteínas MC-2TM 

possuem uma topologia de duas regiões transmembranas e estão associadas à 

membrana do parasito, desempenhando um papel fundamental na patogenicidade e 

na evasão do sistema imunológico do hospedeiro. Além disso, as MC-2TM estão 
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envolvidas na variação antigênica e no sequestro das hemácias infectadas. A 

associação dessas proteínas à membrana do eritrócito é distinta das proteínas RIFIN 

e STEVOR, as quais também são importantes na patogenicidade da malária 

(Bachmann et al., 2015; Yadavalli et al., 2021). 

Essas proteínas, com suas funções e variação antigênica, desempenham 

papéis cruciais na evasão do sistema imunológico do hospedeiro, promovendo a 

sobrevivência e disseminação do Plasmodium durante a infecção. A compreensão 

detalhada dessas interações oferece insights importantes para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas e vacinais contra a malária. 

 

1.4.4. Egresso dos merozoítos do eritrócito 

Durante a replicação intraeritrocitária, P. falciparum libera os merozoítos do 

eritrócito em um processo crucial para a propagação da infecção. O egresso, que 

envolve a ruptura sequencial das membranas que cercam o parasito, é mediado por 

uma cascata de sinais. A ativação da GCalpha (guanylyl cyclase alpha) ocorre por um 

mecanismo alternativo desconhecido, distinto daquele observado em mamíferos, e é 

um regulador crítico da PKG (cGMP-dependent protein kinase), que inicia a 

sinalização, elevando os níveis intracelulares de cálcio e ativando proteínas chave, 

como a CDPK5 (calcium-dependent protein kinase 5), que facilitam a liberação de 

organelas, como os exonemas, micronemas e roptrias (Absalon et al., 2018; Alam et 

al., 2015; Nofal et al., 2021).  

Com a ativação da cascata de sinalização, o parasito promove a exocitose de 

organelas apicais, incluindo exonemas, micronemas e roptrias, que contêm proteínas 

efetoras essenciais para o egresso e à subsequente invasão. A SUB1 (subtilisin-like 

protease 1), dependente de cálcio e regulada por redox, é liberada dos exonemas 

para o lúmen do vacúolo parasitóforo próximo ao momento do egresso, processa os 

antígenos SERA (serine repeat antigen), essenciais para a ruptura das membranas  

(Mukherjee et al., 2023; Ruecker et al., 2012; Sanders et al., 2007). 

A protease aspártica plasmepsina X (PMX) desempenha também um papel 

essencial, regulando a atividade de diversas proteínas efetoras envolvidas no egresso 

(Nasamu et al., 2017). A PMX cliva substratos de micronemas e exonemas antes da 

liberação, enquanto os substratos de roptrias são processados após a descarga 

desses compartimentos (Mukherjee et al., 2022).  
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A ruptura das membranas representa o evento terminal do egresso do parasito. 

Inicialmente, a poração precede a ruptura da membrana do vacúolo parasitóforo, 

acompanhada pelo colapso do citoesqueleto do eritrócito hospedeiro, facilitada por 

proteases como SUB1. Componentes do PTEX, localizado na membrana e essencial 

para a exportação de proteínas parasitárias, também estão implicados nesse 

processo. EXP2, um canal de nutrientes na membrana do vacúolo, pode participar da 

permeabilização durante o egresso (Garten et al., 2018). EXP1, igualmente presente 

na membrana, contribui para a absorção de nutrientes (Nessel et al., 2020). 

Após a ruptura da membrana do vacúolo parasitóforo, os merozoítos ficam 

expostos ao citoplasma do eritrócito. A lise subsequente da membrana do eritrócito 

requer a exocitose de vesículas especializadas. Em gametócitos, essas vesículas 

contêm a proteína tipo perforina (PLP2). A PLP2 demonstrou capacidade de 

permeabilizar a membrana durante o egresso de gametócitos (Deligianni et al., 2013; 

Wirth et al., 2014). Embora a maioria dos estudos tenha foco em merozoítos, o 

mecanismo do egresso e a atuação de proteínas tipo perforina na ruptura da 

membrana parecem ser conservados entre estágios (Garg et al., 2020). 

Em conjunto, o egresso do P. falciparum do eritrócito é um processo altamente 

regulado que envolve uma complexa rede de sinais, proteases, quinases, fosfolipases 

e proteínas exportadas que remodelam a célula hospedeira. A elucidação funcional 

das proteínas envolvidas, sobretudo aquelas que atuam sobre a membrana do 

eritrócito, representa uma via promissora para o desenvolvimento de novas terapias 

antimaláricas direcionadas à interrupção desse passo vital. 

 

1.5. Estratégias terapêuticas 

O desenvolvimento de intervenções eficazes contra P. falciparum é um desafio 

significativo devido à complexidade de seu ciclo de vida e à sua notável capacidade 

de evadir o sistema imunológico. Estudos sobre proteínas imunogênicas indicam que 

cerca de 40% dessas proteínas são expressas na membrana do parasito ou nos 

eritrócitos do hospedeiro, destacando a superfície celular como um alvo estratégico 

para a resposta imunológica (Crompton et al., 2010). 

O P. falciparum utiliza extensas famílias de multigenes, como var, rif e stevor, 

para codificar antígenos de superfície variantes. Essa variabilidade antigênica dificulta 

o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz, uma vez que as variantes de 

antígenos podem escapar do reconhecimento imunológico (Wahlgren et al., 2017). O 
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enfrentamento dessa evasão imunológica apresenta desafios consideráveis: a 

imunidade natural se desenvolve de forma gradual, após anos de exposição repetida 

ao parasito, e as respostas de anticorpos em crianças tendem a ser de curta duração 

(Crompton et al., 2014). Além disso, a resistência a medicamentos, como a associada 

à proteína PfCRT (responsável pela resistência à cloroquina), agrava ainda mais a 

dificuldade no tratamento (Kim et al., 2019). 

A diversidade genética observada em regiões-chave de proteínas alvo para 

vacinas, como PfCSP, também limita a eficácia de vacinas baseadas em cepas únicas 

(por exemplo, RTS,S/AS01 e R21/Matrix-M). A alta polimorfia nas regiões Th2R e 

Th3R dessas proteínas reduz a correspondência com os haplótipos vacinais, 

comprometendo a eficácia das vacinas desenvolvidas. 

Esse panorama revela a magnitude dos esforços necessários para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, que devem ser intensificados 

para enfrentar os desafios impostos pela evasão imunológica e pela resistência a 

medicamentos. 

 

1.5.1. Antimaláricos utilizados para o tratamento da malária 

A cloroquina, um derivado da quinolina 4-amino, manteve-se por décadas como 

o pilar do tratamento da malária não complicada, especialmente em infecções 

causadas por P. vivax e P. ovale. Seu mecanismo de ação principal consiste na 

acumulação no vacúolo digestivo do parasito, onde inibe a polimerização do heme 

tóxico, impedindo sua detoxificação e induzindo estresse oxidativo letal ao 

Plasmodium (Slater, 1993). No entanto, a ampla disseminação de mutações nos 

genes pfcrt e pfmdr1 (Nomura et al., 2001), especialmente em P. falciparum, resultou 

na emergência global de resistência, comprometendo substancialmente sua eficácia 

terapêutica, principalmente em regiões endêmicas da África e Sudeste Asiático (WHO, 

2024). Apesar disso, a cloroquina continua sendo recomendada pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) para o tratamento de malária por P. vivax em áreas onde a 

sensibilidade é mantida, particularmente nas Américas (WHO, 2024). 

Em contraste com a cloroquina, a artemisinina —originalmente isolada da 

planta Artemisia annua— emergiu como a terapia de escolha para a malária, 

particularmente em contextos de resistência a antimaláricos convencionais. Seu 

mecanismo de ação baseia-se na ativação por íons ferro heme intraparasitários, o que 

gera espécies reativas de oxigênio e radicais livres capazes de alquilarem proteínas 
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essenciais e danificar estruturas celulares, como lipídios e ácidos nucleicos (Golenser 

et al., 2006; Zheng et al., 2024). Essa ação rápida e eficaz contra todas as formas 

assexuadas do parasito justifica sua inclusão em terapias combinadas baseadas em 

artemisinina (ACTs), atualmente recomendadas como padrão-ouro pela OMS para o 

tratamento da malária não complicada. Contudo, a emergência de resistência parcial 

—mediada por mutações no gene kelch13 e associada a fenótipos de quiescência 

parasitária— constitui uma ameaça crescente à sua eficácia (Ouji et al., 2018; 

Rosenthal et al., 2024). 

A mefloquina, derivada da quinolina sintética, foi desenvolvida como alternativa 

à cloroquina em contextos de resistência. Seu efeito esquizonticida sanguíneo parece 

decorrer da interferência no metabolismo do heme no vacúolo digestivo do parasito, 

embora seu mecanismo molecular exato ainda não tenha sido totalmente elucidado 

(Yadav et al., 2025). A mefloquina apresenta alta eficácia tanto no tratamento quanto 

na profilaxia da malária, especialmente em regiões com resistência consolidada à 

cloroquina. No entanto, seu uso é limitado por um perfil de segurança 

neuropsiquiátrico desfavorável, com relatos bem documentados de efeitos adversos, 

como ansiedade, depressão, distúrbios do sono, alucinações e, em casos raros, 

convulsões (Cameron Ritchie et al., 2013). Esses riscos exigem uma avaliação 

criteriosa do histórico psiquiátrico dos pacientes antes da prescrição, especialmente 

em populações vulneráveis. 

Finalmente, a primaquina, o único antimalárico clinicamente disponível com 

atividade contra os hipnozoítos hepáticos de P. vivax e P. ovale, desempenha um 

papel insubstituível na cura radical, prevenindo recidivas tardias (Shimizu et al., 2015). 

Sua ação está relacionada à geração de espécies reativas de oxigênio que danificam 

os estágios latentes do parasito no fígado (Watson et al., 2017). No entanto, a 

primaquina é também um potente agente oxidante, e sua administração em indivíduos 

com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) pode provocar hemólise 

aguda, potencialmente fatal (Luzzatto & Seneca, 2014). A G6PD, sendo a enzima-

chave na via da pentose-fosfato responsável pela produção de NADPH, essencial 

para a manutenção da glutationa reduzida, é fundamental para a integridade dos 

eritrócitos frente ao estresse oxidativo. Diante disso, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) recomenda enfaticamente o rastreamento para deficiência de G6PD antes da 

administração de primaquina, com ajustes na dosagem ou a adoção de esquemas 

terapêuticos alternativos nos casos de deficiência confirmada (Recht et al., 2018). 
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1.5.2. Vacina contra Plasmodium: avanços e perspectivas 

A interrupção eficaz da transmissão da infecção malárica pode ser alcançada 

através do desenvolvimento de uma vacina com desempenho ótimo, capaz de inibir a 

fase inicial do crescimento do patógeno no hospedeiro humano, bem como prevenir 

as fases subsequentes do ciclo de vida do parasito. Atualmente, há vários candidatos 

a vacina contra a malária em diferentes estágios de desenvolvimento, com alguns 

apresentando resultados promissores em ensaios clínicos. 

O candidato a vacina contra a malária mais avançado é a vacina RTS,S/AS01  

Mosquirix® (GlaxoSmithKline – GSK), tem como alvo a proteína circunsporozoíta 

(Circumsporozoite Surface Protein – CSP), uma molécula essencial e multifuncional 

que está ligada à membrana plasmática dos Plasmodium através de uma âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Wang et al., 2005) confirmado recente por 

espectrometria de massas (Nagar et al., 2024). A vacina é classificada como pré-

eritrocítica, uma vez que direciona sua ação contra a CSP presente na superfície do 

esporozoíto. Ao fazer isso, a vacina é capaz de combater os parasitos antes mesmo 

de eles infectarem as células hepáticas (Duffy, 2022). 

A RTS,S/AS01 é uma vacina recombinante monovalente desenvolvida contra 

P. falciparum, baseada em fragmentos da proteína circumsporozoíta (CSP) da cepa 

NF54. A formulação inclui as últimas 18 repetições NANP da CSP e sua região C-

terminal, contendo epítopos de células T CD4+ e CD8+, tanto variantes quanto 

conservados. A formulação utiliza o adjuvante AS01E, que induz ativação transitória 

da imunidade inata e promove eficiente apresentação antigênica por células 

dendríticas nos linfonodos (Kaslow & Biernaux, 2015; Laurens, 2020). Ensaios clínicos 

demonstraram eficácia moderada, com redução de 25,9% a 36,3% na incidência de 

malária clínica após quatro doses (Nadeem et al., 2022; RTS, 2015). 

Outra vacina promissora é R21/MM (Universidade de Oxford/Novavax Inc.), 

utiliza uma tecnologia de expressão de partículas recombinantes semelhantes ao 

vírus, em Hansenula polymorpha, assim como a RTS,S/AS01 compreende a repetição 

central C-terminal da CSP da cepa P. falciparum NF54 fundido ao N-terminal de 

HBsAg viral. Além disso, o adjuvante Matrix-M foi adicionado para melhorar a resposta 

imunológica da vacina contra a proteína circunsporozoíta (Duffy, 2022; Nadeem et al., 

2022). Em estudos recentes, nenhuma das sequências de CSP de parasitos da 

Etiópia coincidiu com a dos haplótipos da vacina, o que ressalta a necessidade de 
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considerar a diversidade regional do parasito no desenvolvimento de futuras vacinas 

para maximizar sua eficácia (Mandefro et al., 2025). 

Outras vacinas candidatas contra a malária que visam P. falciparum, como as 

vacinas ChAd63 RH5, MVA RH5, PEBS-POC1, ChAd63-METRAP, DNA-Ad, PfSPZ, 

p52-p36-GAP, ChAdOx1 LS2, entre outras, estão em desenvolvimento e ainda estão 

sendo testadas quanto à segurança e eficácia (Bonam et al., 2021; Duffy, 2022).  

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a malária seria uma arma 

crucial na luta contra o enorme impacto socioeconômico desta doença. As vacinas 

são amplamente reconhecidas como uma das ferramentas de saúde pública mais 

bem-sucedidas, e a busca por uma vacina eficaz contra a malária deve ser uma 

prioridade para a saúde pública global. 

A expressão clonal e a diversidade estrutural das STEVORs dificultam o 

desenvolvimento de vacinas e terapêuticas eficazes, tornando-as potenciais alvos 

para imunização passiva, com necessidade de mais investigação para seu uso no 

controle da malária (Wahlgren et al., 2017). 

 

1.6. Proteínas de membrana como alvos terapêuticos 

As proteínas de membrana, que correspondem a aproximadamente 20–30% 

dos marcos de leitura abertos em um genoma, desempenham papéis centrais em 

processos celulares essenciais (Dobson et al., 2015; Uhlén et al., 2015). Devido à sua 

localização na superfície celular, estima-se que cerca de 55% dos fármacos 

atualmente aprovados pela Administração de Alimentos e Medicamentos dos Estados 

Unidos da América (Food and Drug Administration – FDA) tenham essas proteínas de 

superfície como alvos terapêuticos em humanos (Bakheet & Doig, 2009; Overington 

et al., 2006; Yildirim et al., 2007). No entanto, o estudo dessas proteínas apresenta 

desafios consideráveis, principalmente devido às suas propriedades físico-químicas, 

que dificultam sua expressão, purificação e análise estrutural por métodos tradicionais 

(Bender & Schmidt, 2019). 

Como já discutido anteriormente, P. falciparum promove intensa remodelação 

do eritrócito, exportando proteínas parasitárias que alcançam a superfície celular e 

desempenham papéis-chave na patogênese e evasão imune. A exposição dessas 

proteínas as torna alvos estratégicos para o desenvolvimento de vacinas e terapias 

antimaláricas (Waweru et al., 2023). 
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1.7. Métodos de enriquecimento e isolamento de proteínas de membrana 

 

1.7.1. Estratégias de marcação seletiva de proteínas de membrana  

Alterações na membrana do eritrócito induzidas pelo parasito, como a 

exposição de proteínas parasitárias ou modificações conformacionais do hospedeiro, 

ocorrem em baixa abundância, possivelmente como estratégia de evasão imunológica 

(Chan et al., 2014; Florens et al., 2004). Nesse contexto, a utilização de métodos 

altamente sensíveis torna-se fundamental para a detecção de tais eventos 

moleculares (Elia, 2008).  

A biotinilação é amplamente utilizada na investigação proteica por permitir a 

marcação de alvos sem comprometer sua função biológica, além de viabilizar a 

purificação eficiente por afinidade com avidina ou estreptavidina, uma variante 

bacteriana cuja afinidade pela biotina representa uma das interações não covalentes 

mais fortes conhecidas entre proteína e ligante (Kd ~10-14 M) (N. M. Green, 1975; 

Renuse et al., 2020; Wilchek & Bayer, 1988). 

Essa estratégia tem sido empregada na caracterização de proteínas 

associadas à parede celular em uma variedade de organismos, incluindo Borrelia 

burgdorferi (Luft et al., 1989), Saccharomyces cerevisiae (Cappellaro et al., 1998), 

Candida albicans (Casanova et al., 1992), Helicobacter pylori (Sabarth et al., 2002), 

Schistosoma mansoni (Braschi & Wilson, 2006) e Cryptococcus neoformans (Foster 

et al., 2007).  

No contexto da malária, diferentes derivados de biotina têm sido empregados 

para rotular proteínas na superfície de eritrócitos infectados por P. falciparum (Azim-

Zadeh et al., 2007; Baumeister et al., 2003; Florens et al., 2004; Sharling et al., 2007; 

Winter et al., 2003, 2005). Esses estudos evidenciam a eficácia da biotinilação seletiva 

como ferramenta para a caracterização da composição proteica da superfície celular, 

possibilitando a identificação de antígenos do parasito, bem como de proteínas do 

hospedeiro redistribuídas ou modificadas ao longo da infecção. 

Embora modificações químicas específicas de resíduos de aminoácidos, 

aliadas à espectrometria de massas, sejam amplamente utilizadas para o estudo da 

estrutura terciária de proteínas (Bennett et al., 2000; Rudashevskaya et al., 2013; 

Zhang et al., 2009), os derivados de biotina oferecem vantagens adicionais. Dentre 

elas, destacam-se a visualização prévia das proteínas rotuladas, o enriquecimento 

seletivo de peptídeos marcados por afinidade e a disponibilidade de variantes 
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impermeáveis à membrana, permitindo a marcação específica de proteínas 

localizadas na superfície celular, reduzindo significativamente a contaminação por 

proteínas intracelulares (Elia, 2008).  

Importante destacar que os dados obtidos a partir dessa abordagem não se 

restringem à simples identificação proteica, mas também oferecem informações 

estruturais e topológicas cruciais (Hung et al., 2016; Rhee et al., 2013). Esses dados 

são particularmente valiosos para a predição e refinamento de estruturas de proteínas 

transmembrana. 

 

1.7.1.1. Abordagens baseadas em aminas e sulfidrilas (método 

químico) 

Para a identificação das proteínas de superfície da membrana plasmática, uma 

das estratégias que pode ser utilizada é a biotinilação química direcionada a grupos 

amina livres, dispensando a necessidade de catálise enzimática. Nesta abordagem, 

utilizam-se derivados de biotina contendo um grupo N-hidroxissuccinimida (NHS), que 

reagem de forma covalente com os resíduos de lisina expostos na superfície das 

proteínas (Figura 7). Modificações como a adição de grupos sulfato, de carga 

negativa, aumentam a solubilidade do reagente em meio aquoso e impedem sua 

difusão passiva através da membrana, o que reforça a seletividade da marcação para 

proteínas de superfície (Schiapparelli et al., 2014). 
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Figura 7. Mecanismo de acoplamento de ésteres de N-hidroxissuccinimida 
(NHS). O processo ocorre por ataque nucleofílico de aminas primárias, como as 

do resíduo de lisina, ao grupo NHS, resultando na biotinilação covalente da 
proteína. Essa reação é espontânea e não requer catálise enzimática. 

 

Por outro lado, métodos alternativos visam a marcação seletiva de grupos 

sulfidrila, tipicamente presentes em resíduos de cisteína reduzidos. Nessa estratégia, 

utilizam-se reagentes alquilantes como a maleimida biotinilada (Figura 8), que forma 

ligações covalentes estáveis com tais grupos funcionais. Essa abordagem permite a 

biotinilação direcionada de proteínas contendo cisteínas acessíveis, ampliando as 

possibilidades de rotulagem seletiva de componentes de superfície. (Barua et al., 

2020; Elia, 2008). 
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Figura 8. Mecanismo de acoplamento de Maleimide-PEG2-Biotin. A reação 

ocorre por adição de grupos sulfidrila, como os presentes na cisteína, ao anel 
maleimida, formando uma ligação tioéter estável. Esse acoplamento é altamente 
específico e ocorre de forma covalente, permitindo a biotinilação direcionada de 
proteínas contendo resíduos de cisteína acessíveis. 

 

1.7.1.2. Método dependente de proximidade 

Os métodos utilizando ascorbato peroxidase modificada (APEX) estão sendo 

usados predominantemente para mapear a constituição proteica de distintos 

compartimentos subcelulares, que não podem ser purificados para análise 

convencional. A ascorbato peroxidase modificada, se baseia em mutações de uma 

peroxidase de planta (Glycine max), e inicialmente aplicado a estudos de microscopia 

eletrônica, depois foi desenvolvido para biotinilação de proteínas dependente de 

proximidade. A APEX monomérica com atividade catalítica aumentada, oxida biotina 

tiramida na presença de peróxido de hidrogênio, gerando radicais de vida curta que 

reagem covalentemente com tirosina (Y) e potencialmente em menor proporção 

outros aminoácidos ricos em elétrons, triptofano e cisteína (Figura 9) (S. Han et al., 

2017; Y. Han et al., 2019; Hung et al., 2016; Quintero-Ferrer et al., 2025).  
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Figura 9. Mecanismo de geração e acoplamento do radical tirosil nas 
tirosinas por APEX2. A APEX2, na presença de peróxido de hidrogênio, catalisa 

a oxidação de fenóis biotinilados, gerando radicais fenóxil altamente reativos. 
Esses radicais reagem covalentemente com grupos fenol presentes nos resíduos 
de tirosina de proteínas próximas, promovendo a biotinilação dependente de 
proximidade com alta resolução espacial. Modificado da fonte: (Quintero-Ferrer et 
al., 2025) 

 

1.7.2. Lise e centrifugação diferencial 

A bicamada lipídica, que delimita a célula e suas organelas subcelulares, 

apresenta características peculiares que podem ser exploradas para enriquecer 

frações contendo membranas, viabilizando a distinção entre proteínas citosólicas e 

membranares. No contexto específico do P. falciparum, a separação da membrana 

dos eritrócitos dos demais elementos estruturais é de vital importância. Yadavalli e 

colaboradores ressaltam a eficácia da estreptolisina O (SLO), saponina, digitonina e 

Triton X-100, permitindo uma permeabilização progressiva das diversas membranas 

e facilitando a localização da proteína MC-2TM nos compartimentos celulares 

(Figura 10) (Yadavalli et al., 2021). Seguindo essa abordagem, a utilização da SLO 

possibilita a separação da membrana eritrocítica das demais estruturas e 

compartimentos, e com subsequente centrifugação, permite o enriquecimento das 

proteínas da membrana.  
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Figura 10. Representação esquemática das membranas de diferentes 
compartimentos de eritrócitos infectados, permeabilizados utilizando 
estreptolisina O e detergentes. SLO permeabiliza a membrana do eritrócito, a 

saponina em combinação com SLO permeabiliza a membrana do vacúolo 
parasitóforo e da membrana das fendas de Maurer, e a digitonina em combinação 
com SLO permeabiliza a membrana do parasito, mantendo intactas as organelas 
do parasito. Fonte: (Yadavalli et al., 2021) 

 

1.8. Espectrometria de massas e biologia estrutural 

A proteômica e a biologia estrutural, embora tenham se desenvolvido de forma 

relativamente independente, apresentam um elevado potencial de integração. A 

proteômica possibilita a identificação, em larga escala, de proteínas, isoformas, 

interações e modificações pós-traducionais, mas frequentemente requer a 

desnaturação das amostras, o que impede a preservação do contexto estrutural 

dessas modificações. Em contraste, a biologia estrutural, por meio de técnicas como 

cristalografia associada à difração de raios X e microscopia eletrônica, fornece 

modelos tridimensionais detalhados de complexos proteicos, embora se baseie, em 

muitos casos, no uso de proteínas recombinantes sem modificações fisiológicas e 

desprovidas de regiões dinamicamente relevantes. 

A espectrometria de massas estabelece um ponto de convergência entre essas 

abordagens, ao permitir a análise de complexos proteicos intactos em condições 

nativas, integrando dados de estequiometria, topologia e dinâmica com informações 

proteômicas sobre modificações específicas. Assim, essa combinação metodológica 

amplia a compreensão funcional e estrutural de complexos macromoleculares e revela 

o impacto regulatório das modificações pós-traducionais no ambiente celular (Zhou & 

Robinson, 2010). 

Um exemplo marcante é a modificação estrutural da proteína Band 3 (AE1) em 

eritrócitos infectados por P. falciparum. Band 3, principal trocador aniônico da 

membrana eritrocitária, é o transportador de ânions mais abundante nos eritrócitos 
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humanos (Ansorge et al., 1996). Comparações entre células infectadas e não 

infectadas demonstraram que, nos eritrócitos saudáveis, o resíduo Lys826 situado em 

um laço extracelular flexível é biotinilado (Sulfo-NHS-LC-Biotin). Em eritrócitos 

infectados, porém, Lys826 torna-se inacessível, indicando um rearranjo 

conformacional induzido pelo parasito, consistente com resultados prévios baseados 

em anticorpos monoclonais (Azim-Zadeh et al., 2007). A alteração no padrão de 

reconhecimento de epítopos reforça essa evidência estrutural (Winograd & Sherman, 

2004), e tal rearranjo possivelmente contribui para a adaptação e persistência do 

parasito no interior do eritrócito (Baumeister et al., 2006). 

Evidências adicionais, apoiadas em marcações sequenciais com ésteres de 

diferentes comprimentos de cadeia, indicam que o canal aniônico de superfície do 

parasito possui múltiplos resíduos de lisina próximos ao poro extracelular. A inibição 

observada resulta de impedimento estérico da cadeia lateral amida-ligada, e, em 

conjunto com o efeito do pH sobre a permeação, os dados sugerem que a ampla 

seletividade do canal decorre da interação entre repulsão eletrostática de cátions e 

um sítio de ligação fraco para solutos, explicando a eficiente exclusão de íons sódio 

(Cohn et al., 2003). 

Esses resultados demonstram como a integração entre abordagens 

proteômicas, estruturais e biofísicas permite não apenas mapear alterações 

conformacionais em proteínas de membrana, mas também compreender seus efeitos 

funcionais em nível celular, reforçando o valor de metodologias híbridas na 

investigação de processos infecciosos e regulatórios. 

 

1.9. Plataformas de dados para o estudo de proteínas de membrana 

Independentemente da abordagem escolhida para o enriquecimento de 

proteínas de superfície e da subsequente análise por espectrometria de massas, as 

proteínas transmembranares em geral permanecem insuficientemente 

caracterizadas. Ferramentas bioinformáticas de previsão de alta eficácia surgem 

como aliadas capazes de contribuir de forma complementar aos dados experimentais.  

As banco de dados estruturais desempenham um papel essencial ao 

fornecerem um vasto conjunto de informações que possibilitam a modelagem e 

predição detalhada da estrutura tridimensional das proteínas presentes na membrana. 

Bancos de dados, tais como Data Bank of Transmembrane Proteins (PDBTM) (Kozma 

et al., 2013; Tusnády et al., 2005), The Orientations of Proteins in Membranes 
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database (OPM) (Lomize et al., 2012) e Membrane Proteins of Known 3D Structure 

(mpstruc) (Bittrich et al., 2022), são dotadas de uma gama de algoritmos sofisticados. 

Estes algoritmos são especializados em extrair e refinar, de maneira automatizada e 

exclusiva, as estruturas das proteínas de membrana a partir do Protein Data Bank 

(PDB). Este refinamento pode incluir a determinação da orientação dos planos de 

membrana ou o preenchimento de átomos faltantes nas estruturas. 

Especificamente, a PDBTM é uma base de dados dedicada às estruturas de 

proteínas transmembranares α-helicoidais e β-barril. Ela utiliza o algoritmo TMDET 

para localizar geometricamente os planos de membrana, por outro lado, o banco de 

dados OPM desenvolveu o algoritmo PPM 3.0 para a coleta tanto de proteínas 

integrais quanto periféricas de membrana, utilizando a orientação dos planos de 

membrana como critério. Durante esse procedimento, todos os aminoácidos das 

proteínas transmembranares são minuciosamente anotados e determinados por meio 

da minimização de uma função de energia de transferência. Ao contrário desses dois 

bancos de dados, a mpstruc armazena semanalmente estruturas de proteínas de 

membrana atualizadas manualmente a partir do PDB, sem a orientação de membrana 

calculada, mas com informações funcionais e taxonômicas.  

Além das banco de dados previamente mencionadas, surgiram outros bancos 

de dados, Database of Membrane Proteins Embedded in Lipid Bilayers (MemProtMD) 

(Newport et al., 2019; Stansfeld et al., 2015), Database for Eukaryotic Peripheral 

Membrane Proteins (PerMemDB) (Nastou et al., 2020) e Encyclopedia of Membrane 

Proteins Analyzed by Structure and Symmetry (EncoMPASS) (Sarti et al., 2019), 

MemProtMD representa um compêndio de proteínas integradas à membrana, ao 

passo que o PerMemDB se configura como um repositório dedicado a proteínas 

periféricas de membrana. O EncoMPASS destaca-se por sua ênfase nas simetrias e 

similaridades homólogas de estruturas de proteínas de membrana baseadas em 

cadeias únicas, coletadas a partir do OPM. 

Recentemente, foi estabelecido o banco de dados TmAlphaFold database 

(Dijkman et al., 2021), baseado na tecnologia de aprendizado de máquina AlphaFold2 

(Yang et al., 2023), este banco de dados tem por objetivo disponibilizar previsões 

estruturais de proteínas com elevada precisão, destacando-se particularmente no 

contexto das proteínas transmembrana.  

No âmbito do Plasmodium, o banco de dados PlasmoDB disponibiliza 

ferramentas que permitem a geração de informações, a partir de dados genômicos, 



57 
 

sobre a direcionamento e localização de proteínas, tanto com domínio 

transmembrana,  como  o motivo HT (Hiller et al., 2004) e o PEXEL (Marti et al., 2004) 

identificados por diferentes algoritmos e apresentam especificidades ligeiramente 

distintas, mas reconhecem a mesma sequência central (RxLxE/Q/D). 

A Tabela 1 apresenta os bancos de dados, juntamente com o número total de 

proteínas de membrana identificadas em cada uma delas e a Figura 11 ilustra a 

interseção entre esses conjuntos, evidenciando as sobreposições e exclusividades 

das proteínas entre as diferentes bases especializadas. 

 

Tabela 1. Banco de dados com o número de proteínas membranares 
de Plasmodium spp. 

Nome Fonte Número de estruturas 

PlasmoDB https://plasmodb.org/plasmo/app/ 1629 

 Membrana de eritrócito (motivo PEXEL) 317 

 Membrana de eritrócito (motivo HT) 222 

TmAlphaFold https://tmalphafold.ttk.hu/ 1831 

PDBTM http://pdbtm.enzim.hu 6 

OPM https://opm.phar.umich.edu 14 

RCSB PDB https://www.rcsb.org/ 7 

mpstruc https://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc 9 

MemProtMD http://memprotmd.bioch.ox.ac.uk 6 

PerMemDB http://83.212.109.111:8088/permemdb 24 

 Número de entradas únicas 2074 

 

 

Figura 11. Interseção de proteínas de membrana identificadas em diferentes 
bancos de dados. Sobreposições e exclusividades entre conjuntos proteicos de 
Plasmodium derivados de distintos bancos de dados especializadas em proteínas 
de membrana.  

  

https://plasmodb.org/plasmo/app/
https://tmalphafold.ttk.hu/
http://pdbtm.enzim.hu/
https://opm.phar.umich.edu/
https://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc
http://memprotmd.bioch.ox.ac.uk/
http://83.212.109.111:8088/permemdb
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II. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo general  

Enriquecer e identificar proteínas exportadas até a superfície da membrana de 

eritrócitos infectados por Plasmodium falciparum, candidatas a novas estratégias 

terapêuticas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Estudar proteínas de Plasmodium falciparum encontradas na superfície de 

eritrócitos utilizando técnicas de biotinilação e enriquecimento dos peptídeos 

biotinilados: 

a. Identificar o repertório de proteínas de membrana associadas a eritrócitos 

infectados por Plasmodium falciparum mediante isolamento por centrifugação 

diferencial e análise proteômica por espectrometria de massas. 

b. Biotinilar seletivamente proteínas de membrana expostas em eritrócitos 

infectados por Plasmodium falciparum utilizando EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-

Biotin e EZ-Link™ Maleimide-PEG2-Biotin e proceder à sua identificação por 

espectrometria de massas. 

c. Implementar um sistema de biotinilação mediada por APEX2 recombinante 

ativa, produzida em Escherichia coli, para marcação e identificação de 

proteínas de membrana de eritrócitos infectados por Plasmodium falciparum. 
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III. JUSTIFICATIVA 

 

A malária continua sendo uma das doenças infecciosas mais devastadoras do 

mundo, com Plasmodium falciparum destacando-se como o principal responsável 

pelas formas mais graves e fatais (WHO, 2024). A fase eritrocitária do ciclo do parasito 

constitui o ponto crítico da infecção, pois nela se desenrolam processos celulares 

complexos que asseguram sua sobrevivência, multiplicação e transmissão. Durante 

essa etapa, o parasito promove profunda remodelação da célula hospedeira, 

alterando a permeabilidade da membrana eritrocitária para favorecer a captação de 

nutrientes essenciais e a excreção de subprodutos metabólicos (Garten et al., 2018; 

Jackson et al., 2007). Tais modificações são mediadas por proteínas exportadas que 

participam da formação de canais iônicos e transportadores especializados, 

determinantes para o crescimento e a replicação intracelular (Bakar et al., 2010; 

Bergman et al., 2003). 

O sistema de exportação de proteínas parasitárias para o citoplasma e a 

membrana do eritrócito representa um dos mecanismos mais sofisticados de 

adaptação evolutiva dos Plasmodium. Esse processo envolve a ação coordenada de 

complexos moleculares, como o PTEX, responsáveis pela translocação de centenas 

de proteínas efetoras que remodelam o citoesqueleto e a superfície eritrocitária, 

conferindo novas propriedades adesivas e antigênicas (Elsworth et al., 2014; Florens 

et al., 2004; Jonsdottir, Counihan, et al., 2021). A exposição dessas proteínas na 

membrana é essencial para a interação com o endotélio vascular, promovendo o 

fenômeno de citoaderência, evento central na patogênese da malária grave (Flick & 

Chen, 2004; Watermeyer et al., 2016). 

A citoaderência, mediada principalmente pela PfEMP1 e outras proteínas de 

superfície, é crucial para o sequestro de eritrócitos infectados na microvasculatura, o 

que impede sua depuração esplênica, mas simultaneamente desencadeia inflamação 

local, hipóxia e dano tecidual (Carvalho et al., 2013; Wahlgren et al., 2017; K. L. Waller 

et al., 1999). Essa estratégia de evasão imune, associada à alta variabilidade 

antigênica das proteínas exportadas, contribui para a persistência da infecção e a 

recorrência clínica (van Ooij et al., 2008; Warncke et al., 2016). 

Outros eventos determinantes no ciclo intraeritrocitário são a invasão e o 

egresso dos merozoítos, que marcam o início e o término de uma rodada replicativa, 

bem como o começo de novas infecções celulares. No caso do egresso, esse 
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processo, altamente regulado, depende de eventos proteolíticos e da ruptura 

coordenada de múltiplas membranas, constituindo uma etapa crítica para a 

disseminação do parasito (Absalon et al., 2018; Nofal et al., 2021). Compreender seus 

mecanismos moleculares é fundamental para identificar pontos vulneráveis passíveis 

de exploração terapêutica (Farrell et al., 2024; Tolia et al., 2005). 

Diante desse contexto, o estudo proteômico das proteínas de P. falciparum 

exportadas até a membrana plasmática dos eritrócitos infectados assume relevância 

científica e biomédica singular. Essas proteínas participam ativamente da modificação 

da permeabilidade celular, da adesão endotelial e da evasão imunológica, além de 

representarem alvos acessíveis à resposta imune do hospedeiro (Crompton et al., 

2010; Florens et al., 2004; Külzer et al., 2015). A caracterização detalhada dessas 

moléculas fornece conhecimentos fundamentais para o eventual desenvolvimento de 

estratégias vacinais e terapêuticas inovadoras, capazes de interferir nos mecanismos 

de virulência e transmissão do parasito (Kaslow & Biernaux, 2015; Torres et al., 2022).  
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IV. METODOLOGIA 

 

Inicialmente, foi realizado o cultivo in vitro sincronizado de P. falciparum 

linhagem 3D7, com o objetivo de obter populações homogêneas em estágios 

específicos do ciclo intraeritrocitário. Em seguida, as hemácias infectadas por 

trofozoítos tardios e esquizontes, foram enriquecidas por meio de separação em 

gradientes de densidade de Percoll®, o que possibilitou o isolamento seletivo das 

células parasitadas por essas formas diferenciadas (Brown et al., 2020; Miao & Cui, 

2011). 

Para acessar seletivamente as proteínas plasmáticas da membrana do 

eritrócito, foi empregada lise controlada com SLO, uma toxina que lisa a membrana 

plasmática da célula hospedeira sem comprometer o vacúolo parasitóforo (Külzer et 

al., 2015; Siau et al., 2023). A partir desse procedimento, foram obtidas três frações 

experimentais: a fração membranar, que contém a membrana plasmática do eritrócito 

e estruturas exportadas pelo parasito; a fração citosólica, composta pelo conteúdo 

citoplasmático da célula hospedeira; e a fração parasitária, que contém os parasitos 

intactos localizados no vacúolo parasitóforo (Figura 12). 

 

Figura 12. Estratégia experimental geral para a obtenção de frações 
subcelulares do eritrócito infectado por P. falciparum. (1) cultivo e 
sincronização de P. falciparum; (2) enriquecimento de trofozoítos tardios e 
esquizontes por gradientes de Percoll; (3) lise seletiva da membrana do eritrócito 
com estreptolisina O; e (4) separação das frações membranar, citosólica e 
parasitária para posterior análise proteômica. 

 

Essas frações foram submetidas à análise proteômica por espectrometria de 

massas, com o intuito de gerar um panorama abrangente das proteínas presentes em 

cada compartimento. O âmbito era de fornecer uma base comparativa robusta para 

compreender a distribuição proteica e identificar, de forma preliminar, candidatos 

potenciais à localização na membrana do parasito exportadas até o eritrócito. As 
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proteínas identificadas foram comparadas com uma base de dados composta por 

proteínas de membrana previamente caracterizadas por abordagens in sílico e 

experimentais coletados na literatura, permitindo a priorização de alvos com maior 

potencial de localização na superfície. Além disso, foi aplicada a análise funcional por 

enriquecimento de ontologia gênica, com o objetivo de inferir os processos biológicos, 

funções moleculares e localizações celulares associadas às proteínas identificadas. 

Com base nesses resultados integrados, foi então aplicada uma estratégia 

complementar de marcação seletiva por biotinilação, direcionada especificamente às 

proteínas de superfície, visando aumentar a especificidade da identificação, validar 

achados prévios e detectar proteínas de baixa abundância que poderiam não ser 

reveladas na análise proteômica global (Figura 13). 

 

Figura 13. Estratégia experimental geral para a obtenção e caracterização 
das frações subcelulares do eritrócito infectado por P. falciparum após 
biotinilação da membrana. Inicialmente, foi realizada a biotinilação seletiva das 

proteínas de superfície dos eritrócitos infectados, utilizando reagentes específicos 
para aminas (Sulfo-NHS-LC-Biotina), sulfidrilas (Maleimida-PEG2-Biotina) ou 
métodos baseados em proximidade (APEX2). Em seguida, os eritrócitos foram 
submetidos à lise controlada com estreptolisina O, permitindo a separação da 
fração membranar, contendo proteínas da membrana plasmática marcadas com 
biotina. 

4.1. Cultivo e sincronização de P. falciparum e obtenção das formas 

parasitárias maduras e lise seletiva  

 

4.1.1. Cultivo sincronizado de P. falciparum 

A linhagem 3D7 de P. falciparum foi cultivada in vitro em eritrócitos humanos, 

utilizando meio RPMI 1640 completo, contendo RPMI 1640 com L-glutamina (Gibco, 
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Thermo Fisher Scientific), suplementado com 10% de soro humano inativado, 25 mM 

de HEPES (Sigma-Aldrich), 22 mM de glicose (Sigma-Aldrich), 24 mM de bicarbonato 

de sódio (Sigma-Aldrich), 0,368 mM de hipoxantina (Sigma-Aldrich) e 25 µg/ml de 

gentamicina (Sigma-Aldrich, G1397), ajustando o pH a 7,4. O hematócrito foi mantido 

entre 0,8–1,5%, e os níveis de parasitemia foram meticulosamente controlados dentro 

da faixa de 2–5%. A cultura foi mantida em frascos de cultura de tecidos de 

75 ou 150 cm² com tampa ventilada a 37 °C em um ambiente microaerofílico de 5% 

de CO2 (William Trager & Jensen, 1976). A cultura foi manipulada em uma cabine de 

fluxo laminar seguindo técnicas assépticas padrão, com uso contínuo de luvas. Todos 

os materiais foram esterilizados, e o meio de cultura foi filtrado por um sistema de 

pressão positiva usando filtro de 0,22 μm antes do uso. 

É relevante observar que a utilização de eritrócitos e plasma de doadores 

humanos para a cultura parasitária foi devidamente aprovada pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília 

(CEP/UnB). 

Com o propósito de alcançar a sincronização da cultura, as células 

osmoticamente intolerantes, contendo trofozoítos e esquizontes, foram submetidas à 

lise utilizando sorbitol (Lambros & Vanderberg, 1979) (Sigma-Aldrich), possibilitando 

a obtenção de parasitos em uma fase única de desenvolvimento, mais 

especificamente, na forma de anéis. Para alcançar esse propósito, a cultura com alta 

parasitemia de anéis foi verificada mediante microscopia ótica de esfregaços corados 

com panótico rápido (InstProv, New Prov, Brasil), em seguida foi centrifugada a 600 g 

por 5 min a 25 °C, removendo-se o sobrenadante. Posteriormente, foi adicionado 10–

15 vezes o volume do pellet de uma solução estéril de sorbitol a 5% (p/v), previamente 

aquecida a 37 °C, o pellet foi ressuspendido gentilmente e incubado 10 min a 37 °C 

em banho-maria. Após o período de incubação, procedeu-se à centrifugação nas 

mesmas condições anteriores e à lavagem três vezes com PBS 1X (pH 7,2) estéril ou 

RPMI sem soro, sempre realizando centrifugação e remoção do sobrenadante. 

Finalmente, a cultura foi retomada com 2% de hematócrito (Radfar et al., 2009). 

 

4.1.2. Separação de formas parasitárias de P. falciparum por meio de 

gradientes de Percoll® 

Buscando adquirir as formas maduras do ciclo eritrocitário de P. falciparum 

especificamente os trofozoítos tardios (30–36 horas pós-invasão) e esquizontes (36–
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42 horas pós-invasão), caracterizados por modificações extensivas na superfície 

celular, formação das fendas de Maurer ancoradas ao citoesqueleto e a rede túbulo-

vesicular, fundamentais para o transporte de proteínas do parasito, foi então 

aproveitada a variação de densidade dos eritrócitos nos distintos estágios em relação 

à solução de Percoll® (PercollTM PLUS; GE Healthcare) na concentração de 65% (v/v) 

(Miao & Cui, 2011). 

A partir de uma cultura contendo uma parasitemia de 10% de formas 

majoritariamente de trofozoítos e esquizontes, procedeu-se à centrifugação em tubos 

estéreis de 50 ml a 600 g por 5 min, à 25 °C, o sobrenadante foi cuidadosamente 

removido e o pellet resultante foi ressuspendido em meio RPMI completo, mantendo 

um hematócrito de 10–20%. 

Em um tubo de 15 ml, foram adicionados 4 ml de Percoll® 65% (65% (v/v) 

PercollTM PLUS, 7,2% (v/v) de PBS 10X estéril e 27,8% (v/v) de Meio RPMI sem soro) 

e cuidadosamente sem permitir a mistura 2 ml de Percoll® 35% (35% (v/v) PercollTM 

PLUS, 3,9% (v/v) de PBS 10X estéril e 61,1% (v/v) de Meio RPMI sem soro). 

Finalmente, 4–5 ml dos eritrócitos ressuspendidos foram suavemente depositados, 

apoiando a ponta da pipeta contra a parede do tubo e atingindo a superfície do líquido 

lentamente. Em seguida e com cuidado, o tubo foi centrifugado a 1300 g por 11 min a 

25 °C. 

Com extrema atenção, procedeu-se à aspiração do meio RPMI e dos detritos, 

sendo a camada marrom correspondente aos eritrócitos contendo parasitos nas 

formas maduras cuidadosamente coletada e transferida para um tubo de 15 ml. 

Posteriormente, essa camada foi submetida a três lavagens com PBS 1X (pH 7,2), 

sempre centrifugando a 600 g por 5 min a 25 °C. 

No caso da obtenção das frações não biotiniladas (Figura 12), uma vez 

lavadas, as células, majoritariamente compostas por trofozoítos tardios e esquizontes, 

foram diretamente submetidas ao tratamento com SLO (4.4). Por outro lado, no caso 

das frações subcelulares obtidas após a biotinilação da membrana plasmática 

eritrocitária (Figura 13), após a etapa de lavagem celular, realizou-se a biotinilação 

por três métodos diferentes e, conforme descrito na seção seguinte, procedeu-se à 

lise seletiva da membrana eritrocitária por SLO. 
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4.2. Obtenção eficiente da APEX2 recombinante  

 

4.2.1. Expressão heteróloga da APEX2  

O gene da proteína APEX2 foi sintetizado e clonado no vetor pET-100/D-TOPO 

(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen), que incorpora o gene da β-lactamase, 

conferindo resistência à ampicilina e permitindo a seleção de bactérias transformadas 

em meio contendo esse antibiótico. O gene da APEX2 foi desenhado com uma 

sequência codificante de uma cadeia de seis histidinas para facilitar a subsequente 

purificação (Figura 14) (Carneiro, 2019). A APEX2 recombinante apresenta peso 

molecular teórico de 33,53 kDa, incluindo os epítopos X-press Tag Peptide e FLAG® 

Epitope Tag, a cauda polihistidina. Com o grupo heme o peso molecular teórico 

aumenta para 34,15 kDa. 

 

 

Figura 14. Sequência de APEX2 recombinante. A sequência da proteína 
recombinante APEX2 inclui uma cauda polihistidina para purificação, os epítopos 
X-press Tag Peptide e FLAG® Epitope Tag para detecção específica, e um sinal 
de exportação nuclear (NES) para o transporte da proteína do núcleo ao 
citoplasma. 

 

Para a expressão, bactérias competentes Escherichia coli TOP10 (Thermo 

Fisher Scientific, Invitrogen) foram incubadas com 5 ng do plasmídeo em gelo por 

30 min. Após esse período, foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 45 s, 

seguido por uma incubação em gelo por 30 min. A cultura resultante foi cultivada em 

1–2 ml de meio Super Optimal Broth (SOB) a 37 °C por 1 h, sob agitação constante. 

Em seguida, utilizando meio Lysogeny Broth (LB) ágar contendo 100 µg/ml de 

ampicilina, 60 µl da cultura foram inoculados em placas e incubados por 16–18 h a 

37 °C. Uma colônia isolada foi cultivada em um pré-inóculo de 10 ml de meio LB com 

100 µg/ml de ampicilina a 37 °C, sob agitação constante de 200 rpm, por 18 h. 
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Posteriormente, 4 ml do pré-inóculo foram transferidos para 500 ml de meio LB, 

suplementado com ampicilina, e o inóculo foi cultivado a 37 °C, sob agitação constante 

de 200 rpm, até atingir uma densidade óptica (OD600) entre 0,4–0,5. 

A expressão da proteína recombinante foi induzida pela adição de 1 mM de 

Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG). A cultura induzida foi mantida sob 

crescimento por 3 h a 37 °C sob agitação de 200 rpm (Huang et al., 2019). 

Subsequentemente, a cultura foi centrifugada a 2000 g por 20 min a 4 °C. O 

sobrenadante foi descartado, e as bactérias sedimentadas foram lisadas utilizando o 

reagente BugBuster® Protein Extraction Reagent (Sigma-Aldrich, Novagen), seguindo 

as instruções do fabricante. 

 

4.2.2. Purificação da APEX2 recombinante por cromatografia de afinidade 

Após a validação da expressão da APEX2 nas frações solúveis, através da 

técnica de Western blot usando anticorpos anti-His, procedeu-se à purificação, 

fundamentada na afinidade da polihistidina por cátions metálicos bivalentes como o 

níquel. Para este propósito, utilizou-se uma resina HIS-Select® HF Nickel Affinity Gel 

(Sigma-Aldrich). 

Inicialmente, depositou-se 1 ml da resina na coluna de purificação. Em seguida, 

procedeu-se com a lavagem da resina utilizando 3–6 ml de água de elevada pureza 

(≥18 MΩ×cm de resistividade a 25 °C), evitando que a resina secasse. 

Posteriormente, adicionou-se 3 ml de tampão de equilíbrio/lavagem para 

assegurar o equilíbrio da resina, composto por Tris-HCl 50 mM, pH 8, cloreto de sódio 

500 mM e imidazol 1 mM, adquirido da Sigma-Aldrich. A fração solúvel do extrato foi 

então passada lentamente a uma taxa de 600 µl/min, aproximadamente. 

A resina foi lavada com 20 volumes de tampão de equilíbrio/lavagem 1 mM, 

totalizando cerca de 10 ml. Em seguida, para a eluição da enzima, empregou-se um 

tampão composto por Tris-HCl 50 mM (pH 8), cloreto de sódio 500 mM e imidazol em 

concentrações variáveis (5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100 mM). Foram coletados 15 ml da 

solução eluída, que foi posteriormente analisada por SDS-PAGE 12% e Western blot, 

visando confirmar a eluição e purificação da proteína. 

Logo após, a APEX2 foi concentrada e o tampão trocado por PBS 1X (pH 7,0) 

usando filtro Amicon® Ultra-15 com membrana Ultracel–10K (Merck, Millipore), 

centrifugando a 3500 g por 20 min e dica com 500 µl de buffer. A proteína foi 
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congelada rapidamente em nitrogênio líquido e armazenada a –80 °C para 

armazenamento. 

 

4.2.3. Complementação in vitro com hemina e medição da concentração 

da holoproteína 

APEX2 precisa do grupo prostético ferro-protoporfirina IX (grupo heme) em seu 

sítio ativo, atuando como cofator na reação de redução-oxidação e uma histidina 

catalítica. Em determinadas situações, é necessário complementar a enzima com 

esse cofator para assegurar sua eficácia (Dalton et al., 1996). 

Para esse fim, preparou-se uma solução de hemina (Sigma-Aldrich, 51280) a 

100 μm, diluída inicialmente em duas gotas de hidróxido de sódio 1 M. O volume foi 

ajustado com PBS 1X (pH 7,0), e o pH foi verificado. A solução foi então congelada 

rapidamente em nitrogênio líquido e armazenada a −80 °C. O estoque de hemina foi 

utilizado dentro de 1 hora após o descongelamento, não sendo recomendado o reuso, 

já que a exposição à luz e ao ar pode levar à degradação do composto, 

comprometendo sua eficácia (Y. Han et al., 2019). 

Realizou-se o ajuste estequiométrico na proporção de 1:1,5 APEX2:Hemina 

(Huang et al., 2019), deixando incubando a 4 °C, com agitação suave por 15 min, 

seguida de centrifugação a 12000 g por 10 min, e o sobrenadante foi coletado como 

a holoenzima reconstituída. 

Posteriormente, foi medida a Reinheitszahl (RZ), calculada como a razão de 

absorbância A403/A275, que avalia o conteúdo do grupo heme na peroxidase 

(apoproteína ou holoproteína) e a pureza da preparação. Peroxidases altamente 

purificadas geralmente apresentam um RZ em torno de três (Huang et al., 2019; 

Lavery et al., 2010). 

 

4.2.4. Cálculos cinéticos enzimáticos 

Para avaliar a atividade enzimática do APEX2, determinamos os parâmetros 

cinéticos de Michaelis-Menten, empregando o guaiacol (Sigma-Aldrich) como 

substrato (Huang et al., 2019), e os resultados foram obtidos por meio do emprego do 

equipamento CLARIOstar® Plus, juntamente com o software MARS Data Analysis. 

A avaliação da peroxidase APEX2 foi efetuada mediante a construção de uma 

curva padrão, a qual envolveu concentrações variadas de guaiacol, de 1 a 6 mM, com 

um intervalo de 1 mM. Adicionalmente, a azida de sódio (Sigma-Aldrich) a uma 
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concentração de 1 mM foi utilizada como controle negativo, ocasionando uma ligação 

irreversível ao cofator heme e, assim, inativando a enzima. O branco foi realizado 

empregando PBS 1X (pH 7,0). 

O ensaio foi conduzido em microplacas do tipo Greiner Cellstar® 96 Well Plates 

Wells Flat Bottom, onde foram adicionados 100 µl de cada solução de guaiacol 

(Sigma-Aldrich) em PBS 1X (pH 7,0) nas concentrações previamente mencionadas. 

Simultaneamente, uma solução de 100 µl para cada poço contendo 40 nM de APEX2, 

complementada com hemina e 1 mM de peróxido de hidrogênio, em PBS 1X (pH 7,0), 

previamente incubada a 25 °C, 4 min. Após este intervalo, as soluções foram unidas 

por meio de injeção com uma taxa controlada de 300 µl/s pelo equipamento. 

Imediatamente após a união das soluções, foi registrado o aumento na absorbância a 

470 nM, resultante da produção de tetraguaiacol (Figura 15). As leituras foram 

realizadas em intervalos de 10 s por 2 min, usando um coeficiente de extinção de 

2,8 mM/cm. 

 

Figura 15. Oxidação do guaiacol para tetraguaiacol, reação catalisada pela 
peroxidase. Na presença de peróxido de hidrogênio, a peroxidase catalisa a 

oxidação do guaiacol, resultando na formação do tetraguaiacol, um produto de 
coloração marrom alaranjada, comumente utilizado como indicador da atividade 
enzimática. 

 

4.2.5. Determinação da concentração ótima de biotina tiramida para a 

reação catalisada pela APEX2 recombinante 

Para determinar a concentração ótima do substrato biotina tiramida a ser 

empregada na reação catalisada pela APEX2, foram testadas diferentes 

concentrações, variando entre 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM. As reações foram 

conduzidas utilizando 40 nM de APEX2 previamente complementada com hemina, na 

presença de 1 mM de peróxido de hidrogênio, e 1 mg/ml de BSA (bovine serum 
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albumin) em tampão PBS 1X (pH 7,0), durante 15 min de incubação controlada. Como 

controle negativo, foi empregada 1 mM de azida de sódio, utilizada como inibidor da 

reação enzimática (Azim-Zadeh et al., 2007). A eficiência da reação foi posteriormente 

avaliada por Western blot, utilizando streptavidina-HRP para a detecção da proteína 

BSA biotinilada. 

 

4.3. Biotinilação das proteínas de membrana do eritrócito infectado com 

P. falciparum 

 

4.3.1. Biotinilação das proteínas da membrana dos eritrócitos infectados 

com P. falciparum 

Imediatamente depois de obter os trofozoítos e esquizontes com o protocolo de 

Percoll® a 65%, as células foram lavadas três vezes com PBS 1X (pH 7,2) e 

centrifugadas a 600 g por 5 min a 25 °C e removendo o sobrenadante. Para os três 

ensaios de biotinilação foi usado cerca de 20 µl do concentrado celular contendo 

aproximadamente 2×108 hemácias e feito por triplicata.  

 

4.3.1.1. Biotina fenol / Biotina tiramida 

As células foram suspensas em 1 ml de PBS 1X (pH 7,2), e foram usados 2,5 µl 

de biotina tiramida (Adipogen, CDX-B0270) 200 mM em dimetil sulfóxido (DMSO) para 

atingir uma concentração final de 500 µM. A quantidade adequada de APEX2 (20 nM) 

(Lam et al., 2014) foi adicionada à mistura de reação, que foi então incubada por 

30 min em um rotador a 37 °C. Após a incubação, foi adicionado 1 μl de peroxido de 

hidrogênio 1 M, para uma concentração final de 1 mM seguido de uma suave 

homogeneização e incubação precisa por 1 min. Posteriormente, 1 ml da solução 

quencher 2X (20 mM de azida de sódio, 20 mM de ascorbato de sódio e 10 mM de 

Trolox) (Sigma-Aldrich) foi adicionado, seguido por uma cuidadosa homogeneização. 

A centrifugação a 600 g por 4 min a 25 °C foi realizada, seguida pela remoção do 

sobrenadante. Finalmente, as células foram lavadas três vezes com PBS 1X (pH 7,2) 

para eliminar o excesso de reagente de biotina e subprodutos. 

 

4.3.1.2. Sulfo-NHS-LC-Biotina 

As células foram ressuspendidas em 500 µl de PBS (pH 8,0). Adicionou-se 1 µl 

da solução reagente de biotina EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fisher 
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Scientific) 1 M em DMSO, resultando em uma concentração final de 2 mM. A mistura 

foi incubada por 30 min a 25 °C, seguida de centrifugação e remoção do 

sobrenadante. As células foram lavadas três vezes com PBS 1X (pH 8,0) / glicina 

100 mM e depois duas vezes com PBS 1X (pH 7,2), (Nilsson Bark et al., 2018).  

 

4.3.1.3. Maleimida-PEG2-Biotina 

As células foram suspensas em 1 ml de PBS 1X (pH 7,2) contendo DTT 2 mM, 

incubando por 30 min a 25 °C. Realizaram-se três lavagens com PBS 1X (pH 7,2) para 

remover o excesso de DTT, centrifugando a 500 g por 5 min a 25 °C e eliminando o 

sobrenadante. As células foram suspensas em 1 ml de PBS 1X (pH 7,2), seguido pela 

adição de 1 µl de EZ-Link™ Maleimide-PEG2-Biotin (Thermo Fisher Scientific) 

20 mg/µl em DMSO, resultando uma concentração final de 0,2 mg/ml. A mistura de 

reação foi incubada por 30 min em rotação a 25 °C, seguida de centrifugação a 600 g 

por 5 min a 25 °C para remover o sobrenadante. Finalmente, as células foram 

submetidas a três lavagens com PBS 1X (pH 7,2) para eliminar o excesso de reagente 

de biotina e subprodutos (W. U. Chen et al., 2003). 

 

4.4. Lise seletiva com estreptolisina O 

Logo após a separação por gradientes de Percoll® e, quando realizada, a 

biotinilação das proteínas de membrana, procedeu-se à lise das hemácias com 

estreptolisina O (SLO) para a extração seletiva das proteínas de membrana celular. O 

fracionamento tem por finalidade de reduzir significativamente a complexidade da 

amostra, aumentando assim a capacidade de detecção de proteínas de baixa 

abundância membranares das hemácias parasitadas.  

Com o fim de preservar a integridade das proteínas, foram adicionados 

inibidores de protease cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 

(Sigma-Aldrich, Roche), seguindo as instruções do fabricante. Em seguida, 8 µl 

(1600 U) de SLO (200 U/µl) foram acrescentados, seguidos por uma incubação de 

4 min a 37 °C, e centrifugado a 400 g por 5 min a 4 °C, o sobrenadante foi transferido 

cuidadosamente para um novo tubo (S1a). O pellet resultante (P1) foi reservado no 

gelo. O S1a foi centrifugado a 1000 g por 5 min a 4 °C, recuperando o sobrenadante 

(S1b) e descartando o pellet (Jackson et al., 2007; Külzer et al., 2015). 

Posteriormente, o S1b foi centrifugado a 20.000 g por 30 min a 4 °C. O 

sobrenadante foi transferido cuidadosamente para um novo tubo (S2), enquanto o 
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pellet (P2) foi reservado no gelo. Ambos os pellets, P1 e P2, foram lavados três e duas 

vezes, sendo o P1 centrifugado a 1000 g por 10 minutos a 4 °C, e o P2 centrifugado 

a 20.000 g por 15 minutos a 4 °C, utilizando PBS 1X. As diferentes frações foram 

congeladas a –80 °C (Figura 16). 

 

Figura 16. Fracionamento seletivo de eritrócitos utilizando estreptolisina O. 

As hemácias foram lisadas com SLO para permitir a liberação seletiva do conteúdo 
citosólico, preservando os parasitos intactos. A centrifugação sequencial permitiu 
a separação das frações solúveis (S1a, S1b, S2) e dos pellets (P1 e P2), 
correspondentes, respectivamente, à fração parasitária e à fração membranar. As 
frações obtidas foram lavadas, processadas para SDS-PAGE, Western blot e 
armazenadas a –80 °C para análises posteriores. 

 

4.5. Enriquecimento das proteínas biotiniladas com partículas magnéticas de 

estreptavidina 

Para o preparo inicial das esferas magnéticas de estreptavidina, as partículas 

foram homogeneizadas antes do uso por inversão repetida, agitação suave em vórtex 
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ou por meio de uma plataforma rotativa. Em seguida, foram adicionados 30 a 40 µl de 

esferas magnéticas (Streptavidin Magnetic Beads – Thermo Fisher Scientific, 88816) 

em tubos de microcentrífuga de 1,5 ml. Os tubos foram posicionados em um suporte 

magnético (MagJET Separation Rack – Thermo Fisher Scientific, #MR02) por 

aproximadamente 1–2 min, permitindo a coleta das esferas na parede do tubo. O 

sobrenadante foi cuidadosamente descartado, evitando a secagem das esferas para 

prevenir agregação e perda de atividade de ligação (Karbanowicz et al., 2017). 

Posteriormente, foi adicionada uma solução de 200 µl de TBS (Tris base 

248 mM (p/v), cloreto de sódio 1,37 M (p/v) e cloreto de potássio 27 mM (p/v), pH 7,4) 

contendo 0,1% de Tween-20 (pH 7,4) (Sigma-Aldrich). A mistura foi homogeneizada 

e as esferas novamente coletadas com auxílio do suporte magnético, descartando-se 

o sobrenadante. Esse procedimento garantirá a adequada pré-lavagem das partículas 

antes da etapa de captura das proteínas. 

Para a ligação, foram combinados 30 µl da amostra contendo proteínas de 

superfície biotiniladas, previamente diluídas em 300 µl de PBS, com as esferas 

previamente lavadas. A mistura será incubada por 4 h a 4 °C em um rotador de tubos, 

sob agitação moderada. Ao final da incubação, as esferas foram recolhidas 

magneticamente e o sobrenadante será reservado para eventuais análises 

complementares. 

Na etapa de lavagem, foram adicionados 400 µl de TBS 0,1% Tween-20 

(Sigma-Aldrich) ao tubo, seguido de leve homogeneização. As esferas foram 

coletadas novamente e o sobrenadante descartado. Esse passo será repetido duas 

vezes adicionais com 200 µl da mesma solução tampão, assegurando a remoção de 

proteínas não ligadas. 

Para a eluição das proteínas biotiniladas, foram adicionados 50 µl do tampão 

de eluição contendo acetonitrila 80% (v/v), ácido trifluoroacético 0,2% (v/v) e ácido 

fórmico 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich) às esferas magnéticas, com três etapas 

sequenciais de incubação: duas a 90 °C por 3 min e uma à temperatura ambiente. Os 

sobrenadantes coletados ao final de cada incubação foram reunidos e conterão as 

proteínas eluídas. Para evitar a lixiviação da estreptavidina, o tempo total de 

exposição ao calor não excederá 10 min (Karbanowicz et al., 2017). As eluições 

obtidas foram concentrados em SpeedVac por aproximadamente 80 min. 
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4.6. Citolocalização das proteínas biotiniladas por ensaio de 

imunofluorescência 

Para a preparação das amostras celulares, foram realizados esfregaços de 

hemácias infectadas previamente biotiniladas. Após a secagem, foram desenhados 

dois quadrados de aproximadamente 1,5 cm nas lâminas utilizando caneta de silicone, 

deixando-os secar por 10 min. A fixação das células será realizada com 100–200 µl 

de formaldeído a 4% (v/v) (Sigma-Aldrich) em PBS, com incubação por 15 min. 

Será então realizada a permeabilização com 100–200 µl de Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) a 0,1% (v/v) em PBS por 15 min, seguida de nova lavagem com PBS. 

Na etapa seguinte, será aplicado o bloqueio com 200 µl de leite desnatado a 5% (p/v) 

em PBS, com incubação por 1 h à temperatura ambiente. 

A incubação com estreptavidina conjugada ao fluoróforo Alexa Fluor 488 

(Invitrogen) foi conduzida em diluição 1:800, preparada em leite desnatado a 1% (p/v) 

em PBS, durante 30–60 min à temperatura ambiente, no escuro. Após a incubação, 

as células foram lavadas três vezes com PBS para remoção do excesso de 

estreptavidina não ligada (Charneau et al., 2007). 

Para a montagem das lâminas, será adicionada uma gota (3–5 µl) de ProLong® 

Gold Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen) sobre os poços com as amostras, no 

escuro. A lamínula será cuidadosamente posicionada sobre a amostra, permitindo a 

dispersão do reagente. O excesso será removido com auxílio de Kimwipes® (Sigma-

Aldrich). As bordas da lamínula foram seladas com esmalte, ainda no escuro, e a 

preparação será deixada para cura por 1–2 h ou, preferencialmente, por 24 h à 

temperatura ambiente. Após esse período, as lâminas estarão prontas para análise 

por imunofluorescência. 

 

4.7. Preparação de amostras para análise proteômica 

 

4.7.1. Redução, alquilação e digestão das proteínas por tripsina 

Para realizar a extração de proteínas, o tampão de lise foi adicionado à amostra 

(ureia 8 M, cloreto de sódio 75 mM, TEAB 50 mM e inibidor de protease) (Sigma-

Aldrich), mantendo a temperatura a 4 °C. Na fase de redução e alquilação das 

cisteínas, o ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)  da solução estoque foi adicionado para 

atingir uma concentração final de 5 mM, incubando a 41 °C por 25 min, com 

precaução para evitar temperaturas superiores a 60 °C. Após o resfriamento da 
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solução, o iodoacetamida foi incorporada para alcançar uma concentração final de 

14 mM, com incubação por 40 min em temperatura ambiente no escuro. O DTT foi 

novamente utilizado para atingir 5 mM e interromper o processo de alquilação 

(Suttapitugsakul et al., 2017). 

No estágio de digestão com tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, 

Promega, V5111) a mistura foi diluída na razão 1:5 com bicarbonato de amônio 

50 mM, e cloreto de cálcio foi adicionado para atingir uma concentração final de 1 mM. 

A tripsina foi então adicionada na proporção de 1:50 enzima:substrato/proteína, 

seguida de incubação a 37 °C por 18 h. A digestão foi interrompida por acidificação 

com ácido trifluoroacético (TFA) para uma concentração final de 0,5% (v/v), e a 

amostra foi dessalinizada (Promega, 1998). 

 

4.7.2. Dessalinização de peptídeos por microcolunas de fase reversa 

Os peptídeos foram dessalinizados utilizando microcolunas de fase reversa, 

construídas em ponteiras P-200 (Axygen) fabricadas a partir de discos de C18 

Empore™ SPE (Empore) e uma mistura de OLIGO™ R3 Reversed e POROS™ 20 

R2 Reversed (Thermo Fisher Scientific) na proporção de 70:30, respectivamente. A 

amostra, previamente liofilizada, foi ressuspendida em 50 µl de ácido trifluoroacético 

(TFA) (Sigma-Aldrich) a 0,1% (v/v), procedendo à acidificação até atingir a 

concentração final desejada, caso estivesse em suspensão (Rappsilber et al., 2007). 

O condicionamento das microcolunas foi realizado com 150 μl de metanol 

(Sigma-Aldrich), seguido de centrifugação a 1000 g por 2 min, procedimento repetido. 

Após assegurar a completa eluição do metanol, 100 µl de uma solução composta por 

100% de acetonitrila (ACN) (Sigma-Aldrich) e 0,1% (v/v) de TFA foram adicionados e 

centrifugados a 1000 g por 3 min, etapa repetida três vezes. Em seguida, procedeu-

se à lavagem com 100 µl de TFA 0,1% (v/v), seguida de centrifugação a 1000 g por 3 

min; procedimento repetido três vezes. 

A amostra foi aplicada na coluna, seguido por centrifugação a 900 g por 4 min. 

Realizaram-se três lavagens com 200 µl de TFA 0,1% (v/v), seguidas de 

centrifugação. 

A eluição dos peptídeos foi conduzida empregando 80 μl de ACN em 

concentrações progressivas de 20% (v/v), 50% (v/v) e 80% (v/v) em TFA 0,1% (v/v), 

utilizando centrifugações a 600 g por 3 min, com cada eluição sendo repetida duas 
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vezes. As frações eluídas, totalizando 720 μl, foram meticulosamente coletadas em 

tubo Eppendorf LoBind (Eppendorf SE). 

Subsequentemente, os peptídeos foram quantificados, submetidos à 

liofilização por meio de um concentrador rotatório SpeedVac™ SC100 (Savant) e, 

posteriormente, ressuspendidos em ácido fórmico a 0,1% (v/v) e armazenados a 

−20 °C até o dia das análises por espectrometria de massas. 

 

4.7.3. Análise por espectrometria de massas 

As amostras foram submetidas à análise por um sistema UltiMate™ 3000 

RSLCnano (Thermo Fisher Scientific), acoplado a um espectrômetro de massas 

Q Exactive™ HF-X Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (Thermo Fisher Scientific) Todas 

as amostras (1 µg por corrida) foram inicialmente aplicadas a uma coluna de guarda 

de 2 cm, seguida pela fração em uma coluna PicoFrit™ Self-Pack de 25,5 cm (New 

Objective) empacotada com sílica de 1,9 micrômetros, ReproSil-684 Pur 120 Å C18-

AQ (Dr. Maisch, Ammerbuch, Alemanha). 

Cada amostra foi carregada em 0,1% (v/v) de ácido fórmico (FA) e 2% (v/v) de 

acetonitrila (ACN) na coluna de captura (100 μm de diâmetro interno) a 2 μl/min, 

enquanto a separação cromatográfica ocorreu na coluna analítica (75 μm de diâmetro 

interno) a 200 nl/min. A fase móvel A consistiu em 0,1% (v/v) de FA em água, enquanto 

a fase móvel B consistiu em 0,1% (v/v) de FA em ACN. Os peptídeos foram eluidos 

com um gradiente linear de 2% a 40% de eluente B ao longo de 32 min, seguido de 

um aumento para até 80% B em 4 minutos. A tensão da lente foi ajustada para 60 V. 

O espectrômetro de massas foi configurado para aquisição DDA (data-

dependent acquisition), o modo de varredura completa (full-scan) de MS foi adquirido 

com uma resolução de 60.000 (FWHM a m/z 200 e controle automático de ganho 

(AGC) ajustado para 3×106), com Max IT de 100 ms. Os 20 íons precursores mais 

abundantes (Top 20) de cada varredura (m/z 350–1.400) foram sequencialmente 

submetidos a fragmentação por dissociação por colisão de alta energia (higher 

collisional energy dissociation – HCD) com janela de isolamento de 2,0 m/z e energia 

de colisão normalizada de 35, excluindo íons 1+ e >6+ e aplicando exclusão dinâmica 

de 25 s. O limiar de intensidade (intensity threshold) para selecionar precursores foi 

definido em 1×103 counts. Os íons dos fragmentos resultantes (MS2) foram analisados 

com resolução de 15.000, usando um AGC ajustado para 1×105 e Max IT de 120 ms, 

no mesmo intervalo de m/z (350–1.400). 
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4.7.4. Análise de dados 

4.7.4.1. Bioinformática 

Os dados brutos foram visualizados utilizando o software Xcalibur v.4.2.47 

(Thermo Scientific), enquanto os procedimentos de processamento foram executados 

por meio do software MetaMorpheus v1.1.5 (R. M. Miller et al., 2023; Solntsev et al., 

2018). 

Os espectros resultantes foram comparados com o banco de dados de 

proteínas da linhagem 3D7 de Plasmodium falciparum (UP000001450 [5.361 

proteínas], 13-02-2024), disponível no UniProt (uniprot.org). Para Homo sapiens, foi 

utilizado o The Human Protein Atlas, 13-02-2024 (proteinatlas.org) na seção “The 

proteins actively secreted to human blood” [780 proteínas] para detectar possíveis 

interações entre proteínas no plasma sanguíneo e proteínas do parasito na membrana 

do eritrócito e as proteínas do eritrócito (“Erythroid cells”) [434 proteínas]. 

As buscas foram conduzidas com tolerância de massa para MS1 de 10 ppm e 

MS2 de 0,05 Da, permitindo até dois sítios de clivagem perdidos (até quatro no caso 

da lisina). Foram incluídas como modificações variáveis para todas as buscas a 

oxidação de metionina (+15,99 Da) e a acetilação da extremidade N-terminal (+42,01 

Da). No caso das biotinilações, as buscas foram feitas separadamente nos resíduos 

de tirosina (Y, +361,1460 Da), lisina (K, +339,1616 Da) e cisteína (C, +525,2257 Da). 

A carbamidometilação de cisteína (+57,02 Da) foi definida como modificação fixa 

(Charneau et al., 2024). 

As identificações foram filtradas por FDR ≤ 1% (false Discovery rate), 

considerando-se válidas apenas as proteínas que apresentassem pelo menos um 

peptídeo único e no mínimo dois peptídeos identificados por proteína. 

 

4.8. Construção de uma base de dados de proteínas membranares do 

Plasmodium spp.  

Com o objetivo específico de facilitar a comparação com os resultados obtidos 

através da espectrometria de massas, desenvolveu-se uma base de dados 

abrangente para as proteínas membranares do Plasmodium spp. Esta base reúne 

proteínas, que foram sistematicamente compiladas a partir de uma ampla gama de 

repositórios, conforme evidenciado na Tabela 1. Deu-se prioridade à inclusão de 

proteínas da cepa 3D7, sempre que estas estavam disponíveis, e efetuou-se a 
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remoção criteriosa de quaisquer entradas duplicadas por similaridade para garantir a 

precisão e a integridade dos dados coletados.  

Para facilitar a análise, foram construídos três bancos de dados, organizados 

em categorias distintas: predições in silico (TMDB, MemProtMD, PerMemDB e 

PlasmoDB-TM), dados experimentais, de proteínas de membrana de estrutura 

conhecida (OPM, mpstruc e RCSB) e a base PlasmoDB HT-PTEX, que reúne 

proteínas com motivos de exportação. Para evitar redundâncias, as proteínas in silico 

que também estavam presentes nas bases experimentais foram excluídas. 

 

4.9. Construção de redes de interação proteica 

A análise das interações proteicas foi realizada utilizando a plataforma STRING 

v12.0, com o objetivo de explorar a organização funcional e estrutural das proteínas 

identificadas na base de dados de proteínas membranares e inferir potenciais 

complexos multiprotéicos. Foi gerada uma rede do tipo “full STRING network, physical 

subnetwork”, integrando todas as fontes ativas de evidência. Para a detecção de 

agrupamentos funcionais e predição de módulos de interação, foi aplicado o algoritmo 

de agrupamento baseado em algoritmo de Markov (Markov Cluster Algorithm – MCL), 

com “inflation parameter” de 4, “minimum required interaction” ajustado a 0,7. Essa 

abordagem foi empregada com a finalidade de priorizar alvos experimentais e gerar 

hipóteses sobre interações críticas que puderam ser validadas em análises 

subsequentes.  

 

4.10. Análise funcional por enriquecimento de ontologia gênica (GO) 

A análise de enriquecimento funcional foi conduzida por meio da ferramenta 

g:Profiler (Kolberg et al., 2023). Para evitar falsos enriquecimentos, foi utilizado como 

conjunto de referência o background experimental correspondente ao total de 

proteínas de P. falciparum identificadas nas replicatas biológicas. Foi aplicado o 

método de correção de múltiplas comparações g:SCS, com um limiar de significância 

ajustado para 0,05. As categorias funcionais exploradas abrangeram termos de 

ontologia gênica relacionados à função molecular (GO:MF), componente celular 

(GO:CC) e processo biológico (GO:BP), além de vias metabólicas e de sinalização 

das banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa 

& Goto, 2000) e REAC (Reactome) (Jassal et al., 2020).  
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A fase intraeritrocitária de P. falciparum representa um estágio crucial na 

patogênese da malária, caracterizado por uma profunda remodelação do eritrócito 

hospedeiro, mediada por centenas de proteínas exportadas pelo parasito. Essas 

proteínas modificam significativamente as propriedades estruturais e funcionais da 

célula hospedeira, além de participarem de processos essenciais, como a 

citoaderência, a evasão da resposta imune e a aquisição de nutrientes, todos 

indispensáveis para a sobrevivência do parasito e à progressão clínica da infecção. 

Nesse contexto, a identificação e caracterização das proteínas exportadas que 

alcançam a membrana plasmática do eritrócito infectado constituem um passo 

fundamental para a compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à 

virulência do parasito, bem como para a descoberta de novos alvos terapêuticos e 

candidatos vacinais. 

No presente estudo, foi empregada uma abordagem integrada que combinou o 

fracionamento subcelular seletivo com três estratégias complementares de 

biotinilação, duas químicas e uma enzimática, com o objetivo de enriquecer e analisar 

de forma sistemática o repertório de proteínas presentes na membrana do eritrócito 

infectado. Essa estratégia permitiu confirmar a presença de proteínas amplamente 

caracterizadas, como PfEMP1 e KAHRP, além de identificar um conjunto diversificado 

de proteinas associadas ao tráfego vesicular, ao citoesqueleto, ao complexo PTEX e 

a processos metabólicos e de sinalização, muitas das quais permanecem com 

localização subcelular ambígua. 

Embora as limitações técnicas, como possíveis modificações estruturais que 

podem impedir a ligação eficiente da biotina, a baixa eficiência na eluição e a 

dificuldade na recuperação devido à insolubilidade de algumas proteínas, tenham 

restringido a profundidade do perfil proteômico obtido nas amostras enriquecidas, os 

dados provenientes do fracionamento subcelular na ausência de biotinilação 

forneceram uma visão abrangente, robusta e funcionalmente coerente do 

'membranoma' do eritrócito infectado em estágios tardios do ciclo assexuado  
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5.1. Isolamento de eritrócitos parasitados por estágios tardios de P. falciparum 

usando gradientes de Percoll® 

A obtenção de populações enriquecidas de hemácias parasitadas por 

P. falciparum em estágios específicos é essencial para análises direcionadas. Para 

isso, empregou-se uma estratégia combinando sincronização com sorbitol a 5% e 

separação por gradiente de densidade com Percoll® (Chew et al., 2003; Miao & Cui, 

2011; Radfar et al., 2009). 

O sorbitol promove a lise seletiva de eritrócitos contendo formas maduras, 

permitindo o controle do estágio predominante no cultivo (Radfar et al., 2009). No 

presente estudo, a sincronização resultou em uma parasitemia composta 

principalmente por trofozoítos tardios e esquizontes e enriquecidos por centrifugação 

em gradiente de Percoll® a 65%, explorando as diferenças de densidade entre os 

estágios parasitários. 

Após a centrifugação, observou-se a estratificação de diferentes populações 

celulares em camadas discretas, de acordo com suas respectivas densidades de 

flutuação. As seguintes frações foram identificadas: uma camada superior (A) 

contendo meio de cultivo e detritos celulares; uma interface intermediária com solução 

de Percoll® a 35%; uma banda localizada acima da camada de Percoll® a 65% (B), 

enriquecida em eritrócitos contendo trofozoítos e esquizontes maduros (formas menos 

densas); e uma camada inferior ou pellet, abaixo do Percoll® a 65% (C), concentrando 

formas mais densas, como anéis e eritrócitos não infectados. Essa distribuição de 

densidades encontra-se ilustrada na Figura 17. 

Esse procedimento resultou em uma amostra com trofozoítos tardios e 

esquizontes isolados e com viabilidade, adequada para experimentos subsequentes. 

A abordagem adotada garantiu a eliminação de contaminantes celulares e estágios 

não desejados. 
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Figura 17. Obtenção das hemácias parasitadas pelas formas maduras de 
trofozoítos e esquizontes utilizando Percoll® a 65% (v/v). (A) Detritos celulares; 
Percoll® 35%; (B) Hemácias parasitadas pelas formas maduras menos densas 
(trofozoítos e esquizontes); Percoll® 65%; (C) Hemácias não parasitadas e 
hemácias parasitadas pelas formas jovens mais densas (anéis). 

 

5.2. Fragmentação por lise seletiva com estreptolisina O 

A análise da membrana da célula hospedeira representa um desafio para os 

ensaios experimentais, uma vez que os componentes derivados da própria célula são 

suscetíveis à contaminação por estruturas que não pertencem diretamente à 

membrana celular infectada pelo Plasmodium. Diversas estratégias têm sido 

empregadas para promover a separação eficiente entre a célula hospedeira do 

parasito, incluindo lise hipotônica, lise mediada por cloreto de amônio (Martin et al., 

1971) ou saponina (Yadavalli et al., 2021). A saponina forma um complexo com o 

colesterol (Böttger & Melzig, 2013), alterando a permeabilidade da membrana celular 

(Seeman et al., 1973), o que resulta, na lise seletiva da célula hospedeira. No entanto, 

um inconveniente importante desse método é que a saponina também permeabiliza a 

membrana do vacúolo parasitóforo (Ansorge et al., 1997; Yadavalli et al., 2021). 

Neste estudo, empregou-se a SLO, uma proteína formadora de poros 

produzida pela bactéria Streptococcus pyogenes, como abordagem alternativa para a 

permeabilização seletiva da membrana plasmática dos eritrócitos. A SLO interage 
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especificamente com o colesterol presente nas membranas celulares, formando poros 

com diâmetros que variam aproximadamente entre 30 e 45 nM (Duncan & Schlegel, 

1975). Uma vantagem crucial da SLO é a sua capacidade de permeabilizar a 

membrana eritrocitária mantendo a integridade da plasmática do parasito e da 

membrana do vacúolo parasitóforo, que possui menor teor de colesterol (Nyalwidhe 

et al., 2002). 

Após o tratamento com SLO, o conteúdo solúvel do citoplasma eritrocitário 

(incluindo a hemoglobina e proteínas exportadas solúveis) é liberado e pode ser 

separado no sobrenadante, enquanto o pellet contém os parasitos, a membrana do 

vacúolo parasitóforo intacta, e os fragmentos da membrana eritrocitária lisada, 

juntamente com estruturas vesiculares associadas (Jackson et al., 2007). 

A fração obtida por centrifugação (pellet) pós-lise com SLO é enriquecida não 

apenas com a membrana eritrocitária permeabilizada e estruturas associadas, mas 

também com outras componentes intracelulares do eritrócito infectado que 

permanecem insolúveis ou associadas ao parasito, como as proteínas periféricas. 

Estudos de microscopia eletrônica e imunolocalização demonstraram que 

estruturas membranosas complexas induzidas pelo parasito, como as fendas de 

Maurer e a rede túbulo-vesicular, são preservadas após a permeabilização com 

toxinas como a equinatoxina II (Jackson et al., 2007), que também age na membrana 

do hospedeiro de forma lítica.  

A análise microscópica da fração parasitária corrobora a eficiência do protocolo 

de lise e fracionamento. Antes da aplicação da SLO, o esfregaço corado com panótico 

rápido, revela (Figura 18A) hemácias não parasitadas e parasitadas com esquizontes 

maduros preenchendo completamente o citoplasma do eritrócito, ainda envoltos pela 

membrana plasmática da célula hospedeira (seta vermelha), com citoplasma azul e 

núcleos corados em vermelho. Após o fracionamento, a fração é majoritariamente 

composta por parasitos e suas estruturas associadas incluindo o vacúolo parasitóforo, 

com escassa presença de hemácias intactas (Figura 18B). Esse resultado reflete a 

especificidade da SLO, que promove a lise seletiva de eritrócitos não infectados em 

populações mistas, enquanto permeabiliza aqueles infectados, direcionando os 

parasitos e seus compartimentos para a fração insolúvel. 
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Figura 18. Avaliação morfológica por coloração de panótico rápido antes e 
após tratamento com estreptolisina O. (A) Esfregaço corado antes da aplicação 

de SLO. A seta vermelha indica uma hemácia parasitada por um esquizonte 
maduro preenchendo completamente o citoplasma do eritrócito, ainda envolto pela 
membrana plasmática da célula hospedeira. Observam-se o esquizonte com 
citoplasma azulado e núcleos corados em roxo. (B) Esfregaço após lise com SLO. 

As setas vermelhas indicam esquizontes liberados da membrana eritrocitária e 
ausência de eritrócitos não parasitados. 

 

5.3. Análise das frações 

 

5.3.1. Identificação proteica nas replicatas experimentais 

A identificação proteômica dos eritrócitos infectados por P. falciparum foi 

realizada a partir de três frações subcelulares: membranar, citosólica e parasitária, 

obtidas por permeabilização seletiva com SLO, seguida de centrifugação diferencial. 

Para cada fração, foram realizadas três replicatas independentes, desde o preparo 

amostral até a análise por espectrometria de massas. 

As proteínas consistentemente detectadas entre as replicatas foram 

consideradas de maior robustez analítica e, portanto, prioritárias nas análises 

subsequentes. Em contraste, aquelas identificadas em apenas uma ou duas replicatas 

foram classificadas como menos confiáveis, possivelmente devido à baixa abundância 

ou à variabilidade técnica. As diferenças observadas entre proteínas reprodutíveis e 

aquelas detectadas de forma esporádica podem resultar tanto de heterogeneidade 

biológica intrínseca, refletindo flutuações naturais na abundância proteica, quanto de 

variações na eficiência de extração ou recuperação entre as frações. Dessa forma, as 

proteínas com maior consistência experimental foram consideradas mais confiáveis e 

biologicamente relevantes, constituindo o núcleo das análises subsequentes. No 

conjunto total, 708 proteínas foram identificadas de maneira reprodutível em todas as 
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frações analisadas, sendo 86 (12,1%) de origem humana (Anexos 1-3) e 622 (87,9%) 

pertencentes ao P. falciparum (Anexos 4-6). 

Na fração membranar, 31 proteínas humanas (20,5%) apresentaram 

reprodutibilidade, enquanto P. falciparum exibiu 260 proteínas (39,1%) (Tabela 2). A 

maior quantidade observada nas proteínas parasitárias pode refletir a intensa 

exportação de proteínas para a membrana eritrocitária, especialmente em estágios 

avançados do ciclo intraeritrocitário, como durante o egresso (Alaganan et al., 2017; 

Paul et al., 2020). 

Na fração citosólica, observou-se maior estabilidade na detecção de proteínas 

humanas, com 22 (73,3%) proteínas identificadas, o que sugere uma composição 

citoplasmática homogênea, possivelmente associada à presença de eritrócitos não 

infectados, ricos em hemoglobina (Weatherall et al., 2002). Essa uniformidade 

contrasta com o citoplasma dos eritrócitos parasitados, que se reduz 

progressivamente à medida que o parasito ocupa maior volume intracelular (Goldberg 

et al., 1991). Em contraposição, P. falciparum apresentou 26 proteínas citosólicas 

(39,4%), o que pode refletir menor abundância relativa ou redistribuição dessas 

proteínas para outras frações, como a membranar (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Distribuição das proteínas identificadas por espectrometria de massas 
nas frações subcelulares de eritrócitos infectados por P. falciparum e em função 
da reprodutibilidade por replicata 

Fração Organismo Única replicata (%) Duplicatas (%) Triplicatas (%) 

Membranar 
Humano 63 (41,7) 57 (37,7) 31 (20,5) 

P. falciparum 222 (33,4) 183 (27,5) 260 (39,1) 

Citosólica 
Humano 5 (16,7) 3 (10,0) 22 (73,3) 

P. falciparum 26 (39,4) 14 (21,2) 26 (39,4) 

Parasitaria 
Humano 25 (26,6) 36 (38,3) 33 (35,1) 

P. falciparum 202 (25,3) 257 (32,4) 336 (42,2) 

Total 
Humano 93 (33,8) 96 (34,9) 86 (31,3) 

P. falciparum 450 (29,5) 454 (29,8) 622 (40,7) 

 

Na fração parasitária, voltada ao isolamento de formas maduras do parasito, 

33 proteínas humanas (35,1%) foram detectadas, provavelmente devido à 

contaminação residual por proteínas eritrocitárias, mesmo após múltiplas etapas de 

lavagem. Em contrapartida, P. falciparum apresentou 336 proteínas (42,2%), 
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evidenciando eficiência no isolamento e boa representatividade do proteoma 

intracelular (Tabela 2). 

 

5.3.2. Distribuição proteica, compartilhamento e exclusividade entre 

frações subcelulares 

Com o objetivo de visualizar a distribuição e a sobreposição das proteínas 

identificadas entre as três frações subcelulares analisadas, foi elaborado um diagrama 

de Venn (Figura 19), representando as frações membranar (FM), citoplasmática (FC) 

e parasitária (FP), tanto para proteínas humanas quanto para aquelas atribuídas ao 

P. falciparum. Essa abordagem permite identificar proteínas exclusivas de cada 

compartimento, bem como aquelas compartilhadas entre dois ou mais deles, 

fornecendo informações relevantes sobre sua origem subcelular, localização funcional 

e possíveis funções biológicas. 

 

Figura 19. Distribuição das proteínas nas frações celulares. Distribuição e 
sobreposição das proteínas identificadas entre a fração membranar (FM), 
citoplasmática (FC) e parasitária (FP), tanto para proteínas humanas quanto para 
aquelas atribuídas ao P. falciparum. Os números indicam proteínas exclusivas ou 
compartilhadas entre as frações, conforme sua origem e localização experimental. 

 

As 400 proteínas de P. falciparum identificadas de forma consistente nas 

triplicatas experimentais foram distribuídas no diagrama de Venn com base em sua 

presença nas três diferentes frações subcelulares obtidas. De maneira equivalente, 

44 proteínas humanas, foram incorporadas à análise de interseção entre as frações. 
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No diagrama referente ao P. falciparum, observa-se uma predominância 

significativa de proteínas exclusivas da fração parasitária (FP) do eritrócito infectado, 

totalizando 136 proteínas (34%). Essa fração representa o universo proteico do 

parasito confinado no interior do vacúolo parasitóforo, incluindo proteínas residentes 

no citoplasma, organelas e membranas do próprio parasito. A composição dessa 

fração reflete não apenas a maquinaria metabólica e estrutural do parasito, mas 

também moléculas envolvidas em processos críticos como replicação, oferecendo 

uma visão abrangente do ambiente intracelular do parasito durante o estágio 

intraeritrocítico. 

A fração membranar ocupa a segunda posição em número de proteínas 

exclusivas, com 64 identificações (16%). Essa fração é composta majoritariamente 

por proteínas associadas à membrana plasmática do eritrócito hospedeiro, 

possivelmente, a estruturas exportadas pelo parasito ao citoplasma eritrocítico (fendas 

de Maurer). A presença dessas proteínas sugere a ocorrência de interações 

complexas entre o parasito e a célula hospedeira, especialmente em processos de 

modificação da membrana do eritrócito e formação de estruturas de adesão. Além 

disso, a identificação de proteínas exclusivamente associadas à fração membranar 

reforça o potencial dessa subpopulação proteica como alvo para estudos funcionais e 

intervenções terapêuticas. 

Além disso, destaca-se que a maior quantidade de proteínas identificadas foi 

compartilhada entre a fração membranar e a fração parasitária (FM+FP), com 174 

proteínas (43,5%). Essa sobreposição é altamente relevante, uma vez que sugere a 

presença de proteínas de origem parasitária na membrana do eritrócito, reforçando o 

envolvimento do sistema de exportação proteica mediado pelo complexo PTEX 

(Jonsdottir, Gabriela, et al., 2021). 

Nas frações FP+FC foram identificadas apenas 4 proteínas (1%), e chama 

atenção a completa ausência de proteínas exclusivas da fração citoplasmática (0%), 

bem como de proteínas compartilhadas unicamente entre as frações membranar e 

citoplasmática. Essa ausência pode ser parcialmente explicada pela possibilidade de 

que tais proteínas estejam concentradas na interseção entre as frações FM+FP, a 

qual reúne 174 proteínas. Portanto, a ausência de proteínas na fração FC reflete os 

limites técnicos da separação subcelular frente à complexa interação entre parasito e 

célula hospedeira. 
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A identificação de 22 proteínas (5,5%) presentes simultaneamente nas três 

frações (FM+FC+FP) indica que certos componentes moleculares exercem múltiplas 

funções em diferentes compartimentos, participando de processos integrados de 

transporte, sinalização ou manutenção estrutural. 

Na análise das proteínas humanas identificadas entre as frações subcelulares, 

observou-se um perfil assimétrico, tanto em quantidade quanto em distribuição entre 

os compartimentos analisados. A maior concentração foi observada na interseção 

entre as três frações (FM+FC+FP), com 17 proteínas (38,6%), sugerindo a presença 

de proteínas humanas ubíquas ou altamente abundantes. Grande parte dessas 

proteínas provavelmente corresponde à hemoglobina (P68871, P69905 e P02042), 

que, devido à sua estabilidade e alta concentração, permanecem detectáveis mesmo 

após a ruptura celular ou redistribuição do conteúdo durante o preparo das amostras. 

A completa ausência de proteínas compartilhadas exclusivamente entre as 

frações FM+FC (0%) reforça a hipótese de que moléculas com possível localização 

dupla nesses compartimentos, possam ter sido incorporadas à fração parasitária 

durante o processo de fracionamento subcelular. De fato, a interseção entre FM+FP 

respondeu por 11,4% das proteínas humanas detectadas, o que sugere que a 

separação por centrifugação levou proteínas eritrocitárias a sedimentar junto com os 

parasitos cercados da membrana do vacúolo parasitóforo. 

A identificação de apenas 44 proteínas humanas, em contraste com as 400 

atribuídas ao P. falciparum, reflete a marcada diferença de complexidade entre os 

proteomas do parasito e do hospedeiro. Enquanto os eritrócitos humanos maduros 

são células anucleadas e terminalmente diferenciadas, com um proteoma limitado e 

funcionalmente restrito, o parasito exibe alta atividade biossintética e expressão 

dinâmica de proteínas ao longo do ciclo intraeritrocitário.  

 

5.4. Proteínas humanas da fração membranar identificadas 

A análise proteômica confirma a predominância de proteínas constitutivas do 

eritrócito (Anexo 1), composto em 98% por hemoglobina. As subunidades de 

hemoglobina alfa, beta, delta, gama-2 e zeta refletem essa abundância, sendo a 

principal fonte de nutrientes para o parasito durante sua fase intraeritrocítica. 

Esses achados são consistentes com os de estudos anteriores que 

identificaram um extenso conjunto de proteínas citoplasmáticas do eritrócito humano 

(Kakhniashvili et al., 2004; Roux-Dalvai et al., 2008). A identificação de proteínas 
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chave do citoesqueleto e enzimas metabólicas, como a proteína Band 3, espectrina 

alfa/beta, catalase e peroxiredoxina-2, valida o enfoque deste estudo, ao concentrar-

se no ambiente modificado pelo parasito. No entanto, a identificação de proteínas de 

baixa abundância é limitada pelo alto intervalo dinâmico do proteoma, embora 

métodos de enriquecimento, como a biotinilação, possam mitigar esse desafio. 

 

5.4.1. Modificações estruturais e remodelamento do citoesqueleto do 

eritrócito 

Os resultados confirmam a presença de componentes essenciais do 

citoesqueleto e proteínas integradas, como a proteína integral de membrana Band 3 

(B3AT), uma das mais abundantes na superfície do eritrócito, desempenha um papel 

essencial no transporte de ânions e na organização estrutural da célula (Lux et al., 

1989). Essa proteína forma macrocomplexos com a anquirina e interage indiretamente 

com a α-espectrina (SPTA) e a proteína 4.1 (EPB41), ancorando o citoesqueleto à 

membrana plasmática (Charneau et al., 2024). A presença de interações entre 

proteínas do parasito, como MSP1, e a Band 3 já foi demonstrada, sugerindo um 

mecanismo ativo de subversão estrutural e funcional da célula hospedeira (Kariuki et 

al., 2005). Além disso, a proteína 4.1 e a proteína 4.2 (EPB42), responsáveis pela 

ancoragem do esqueleto de espectrina à membrana, interagem com proteínas 

parasitárias, como a EBA181, sugerindo mecanismos redundantes de adesão 

(Lanzillotti & Coetzer, 2006). 

A proteína 4.1, em particular, funciona como um elo de ligação entre múltiplos 

componentes da membrana e do citoesqueleto, sendo sensível à regulação por 

fosforilação (Chishti et al., 1994; Conboy et al., 1986). A cooptação dessas proteínas 

estruturais pelo parasito —por meio da ação de proteínas exportadas como RESA 

(ring-infected erythrocyte surface antigen) e MESA— resulta em modificações 

profundas na arquitetura da célula hospedeira, com impacto direto sobre sua rigidez 

e capacidade de citoaderência. 

A anquirina (ANK1) atua como um eixo organizador central ao conectar a 

Band 3 à rede de α-espectrina e PHISTa (Plasmodium helical interspersed 

subtelomeric), sendo indispensável para a manutenção da estabilidade mecânica do 

eritrócito infectado (Shakya et al., 2017; Vallese et al., 2022). 

As glicoforinas, particularmente a GYPA, constituem receptores chave para a 

entrada do parasito (Sim et al., 1994). A interação entre proteínas do merozoíto, como 
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MSP1 e EBA175, com GYPA demonstra a importância dessa glicoproteína como 

ponto de ancoragem crítico durante a invasão (Pasvol et al., 1982). Sua associação 

com a Band 3 ressalta a convergência funcional desses receptores para facilitar a 

entrada e o estabelecimento do parasito. 

 

5.5. Proteínas do P. falciparum da fração membranar identificadas em 

processos associados ao ciclo intraeritrocitário 

A identificação de proteínas em frações de membrana constitui uma abordagem 

robusta para a análise de componentes envolvidos em interações moleculares 

complexas nas interfaces críticas para a proliferação do parasito. A lista de 260 

proteínas identificadas (Anexo 7) revela um repertório funcionalmente diverso, 

abrangendo desde processos de invasão e remodelamento do hospedeiro até 

atividades metabólicas e de sinalização. Particularmente, as proteínas localizadas na 

membrana plasmática (Figura 20) apresentam elevada relevância biológica por 

mediar o contato direto entre o parasito e o ambiente extracelular, desempenhando 

papéis centrais na adesão, na evasão imune e na modulação da célula hospedeira. 

Por estarem acessíveis ao sistema imunológico e a compostos farmacológicos, essas 

proteínas configuram-se como os alvos mais promissores para o desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas e vacinais contra a malária, conforme demonstrado por 

estudos que evidenciam a eficácia de abordagens voltadas a antígenos de superfície 

e proteínas exportadas (Chan et al., 2014; Florens et al., 2004; Nilsson Bark et al., 

2018). 

A análise proteômica das frações subcelulares evidenciou a predominância de 

proteínas parasitárias associadas à membrana plasmática, incluindo PfEMP1 e 

KAHRP, cuja presença corrobora estudos clássicos que descreveram esses 

componentes como elementos centrais da remodelação eritrocitária e da 

citoaderência endotelial (Alexandra Rowe et al., 1997; Goel et al., 2015; Leech et al., 

1984; Niang et al., 2014; Y. D. Sharma, 1997; Smith et al., 1995). Em consonância 

com estudos que utilizaram abordagens de espectrometria de massas (Batinovic et 

al., 2017; Charneau et al., 2024). 

 

5.5.1. Proteínas exportadas e o remodelamento do eritrócito 

Após a invasão, o parasito exporta um conjunto expressivo de proteínas para o 

citoplasma do eritrócito, promovendo profundas modificações estruturais e funcionais. 
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Muitas dessas proteínas interagem com membranas e com o citoesqueleto do 

hospedeiro. KAHRP (KAHSP40) e PfEMP3 são exemplos de proteínas associadas às 

protuberâncias (knobs) da superfície do eritrócito infectado, que facilitam a 

citoaderência ao endotélio vascular (P. Acharya et al., 2012; Grüner et al., 2001). 

KAHRP, localizada nas fendas de Maurer e nos próprios knobs, interage 

extensivamente com elementos do citoesqueleto, como α/β-espectrina, proteína 4.1, 

banda 3 e GYPC, formando complexos com PfEMP1 (Y. D. Sharma, 1997). Sua 

detecção na fração membranar reflete essas interações múltiplas. RESA também 

interage com a α-espectrina, estabilizando sua forma tetramérica, sendo liberada na 

junção apertada durante a invasão (Pei et al., 2007). A presença de RESA e RESA3 

reafirma sua associação com estruturas membranares e citoesqueléticas. Apesar de 

GLURP (glutamate-rich protein) ser tradicionalmente descrita como uma proteína 

secretada (Borre et al., 1991), sua detecção nesta fração pode indicar associação 

periférica ou transitória com membranas durante a exportação. 

 

5.5.2. Proteínas envolvidas no tráfego vesicular e membranas 

O transporte intracelular de proteínas e lipídios no parasito envolve uma rede 

dinâmica de vesículas e compartimentos membranares. A identificação de proteínas 

como RAB18 (ras-related protein Rab-18), RAB1B (GTPases RAB) e YKT6.2 (V-

SNARE) sugere atividade de vias de tráfego vesicular associadas ao retículo 

endoplasmático, complexo de Golgi, fendas de Maurer ou vesículas parasitárias 

(Quevillon et al., 2003). RAB GTPases regulam formação e ancoragem vesicular 

(Coppens & Romano, 2020), enquanto SNAREs mediam fusão com membranas-alvo 

(Bisio et al., 2020). VP1 (V-type H(+)-translocating pyrophosphatase) aproveitam a 

energia livre da hidrólise do pirofosfato inorgânico para gerar gradientes 

transmembranares de prótons, tanto na membrana plasmática quanto em estruturas 

intracelulares (McIntosh et al., 2001), reforçando sua relevância na manutenção do 

potencial de membrana em condições de limitação energética. A tRIP (tRNA import 

protein) está ancorada à membrana plasmática do parasito e é responsável pela 

importação de tRNAs exógenos do hospedeiro. A ausência dessa proteína 

compromete significativamente a aptidão do estágio eritrocítico do parasito, sugerindo 

que P. falciparum pode depender de tRNAs do hospedeiro para sustentar sua própria 

tradução proteica e/ou regular processos pós-transcricionais por meio de RNAs 

regulatórios (Bour et al., 2016). 
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5.5.3. Enzimas ligadas ao metabolismo lipídico 

O metabolismo lipídico desempenha um papel fundamental na biogênese de 

novas membranas e na expansão do parasito (Baumeister et al., 2006). A identificação 

das acil-CoA sinetasses ACS10 e ACS11 sugere sua possível participação na 

ativação de ácidos graxos nas proximidades dessa estrutura. Esse processo é 

essencial para o crescimento do parasito, conforme demonstrado por estudos 

anteriores (Bethke et al., 2006; Matesanz et al., 1999). 

 

5.5.4. Sinalização mediada por fosforilação 

A fosforilação e desfosforilação de proteínas, catalisada por quinases e 

fosfatases, são mecanismos regulatórios chave em muitos processos celulares do 

parasito, incluindo a invasão e o egresso. A identificação de CDPK1 (calcium-

dependent protein kinase 1), PKAc (cAMP-dependent protein kinase) e PPM2 (protein 

phosphatase) e na fração membranar é consistente com seus papéis potenciais na 

sinalização associada a membranas. Estudos de fosfoproteômica têm evidenciado 

uma ampla sinalização mediada pela proteína PKA no estágio de esquizonte 

(Lasonder et al., 2012). A detecção da subunidade catalítica da PKA (PKAc) na 

membrana sugere a ativação ou o ancoramento dessa quinase nas proximidades de 

efetores de membrana, o que poderia facilitar a modulação de respostas rápidas, 

como a lise da membrana no egresso dos merozoítos (Alam et al., 2015).  

Além disso, a CDPK1, uma quinase dependente de cálcio, desempenha um 

papel central na regulação da motilidade e na saída do parasito em Apicomplexa 

(Bansal et al., 2013; Kumar et al., 2017). Sua associação com membranas é bem 

estabelecida (Zhao et al., 1994) e sugere sua participação direta na regulação da 

permeabilização e do remodelamento da membrana do hospedeiro. A presença de 

outras quinases e fosfatases na fração membranar sugere que a regulação da 

atividade de proteínas associadas a membranas por fosforilação/desfosforilação é um 

aspecto importante da biologia do parasito.  

A detecção concomitante de PP1, SERA5 e pTKL na fração membranar é 

particularmente relevante devido às interações previamente descritas entre essas 

proteínas (Gnangnon et al., 2019). O pTKL foi mostrado interagir com a fosfatase de 

serina/treonina PP1, mediada por motivos RVxF, e com SERA5 por meio de seu 

domínio SAM (sterile alpha motif) (Gnangnon et al., 2019). SERA5 é a pseudo-

protease mais abundante na vacúolo parasitóforo, desempenhando um papel crucial 
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na regulação da cinética e eficiência da saída do parasito do eritrócito (Collins et al., 

2017). Tradicionalmente, SERA5 é considerada uma proteína residente na vacúolo 

parasitóforo, sendo um marcador de uma fração distinta em experimentos de 

permeabilização (Hasan et al., 2023). No entanto, sua detecção na fração membranar 

e sua associação direta com pTKL sugerem que, nos estádios tardios do ciclo 

(trofozoito/esquizonte), esse complexo regulatório (pTKL/SERA5/PP1) esteja 

envolvido na preparação do processo de ruptura e liberação dos merozoítos. De fato, 

SERA5 foi identificada em estudos de proximidade (APEX2) como uma proteína que 

se biotinila nas imediações da proteína KAHRP e confirma sua proximidade física com 

a membrana do eritrócito (Charneau et al., 2024). 

 

5.5.5. Maquinaria de síntese e degradação proteica 

Elementos da tradução e degradação de proteínas também foram identificados, 

incluindo os fatores de iniciação eucariótico (eIF2α, eIF3A-M, eIF4E) que são cruciais 

para controlar o reconhecimento do cap e o recrutamento do ribossomo ao mRNA 

(Shaw et al., 2007). Destacam-se também proteínas ribossomais RPL2, RPL23 e 

RPL38, essenciais para a montagem e estabilidade da subunidade ribossômica 

grande (Wong et al., 2014).  

No que tange à degradação proteica, identificaram-se subunidades reguladoras 

do proteassoma 26S, como RPT1, RPN2, RPN3 e RPN7, componentes da partícula 

reguladora responsáveis por reconhecer proteínas ubiquitinadas e facilitar seu 

direcionamento ao núcleo catalítico (Aminake et al., 2012). 

Nossos resultados são consistentes com os reportados por Gnangnon et al. 

(2019), que, por meio de imunoprecipitação e espectrometria de massas, detectaram 

membros do complexo do proteassoma entre as proteínas que interagiam com a 

pseudokinase PbPTKL na membrana de eritrócitos infectados por P. berghei. Essa 

correspondência sugere que, embora o proteassoma seja uma estrutura 

predominantemente citoplasmática, algumas de suas subunidades podem formar 

complexos estáveis associados à membrana no citoplasma do eritrócito hospedeiro. 

Nesse contexto, o proteassoma estaria envolvido no controle de qualidade e na 

regulação do ciclo celular em Plasmodium. 
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Figura 20. Localização das proteínas exportadas na membrana. A adesina 
PfEMP1 é exposta na superfície das hemácias parasitadas, concentrando-se em 
estruturas salientes denominadas “knobs”, compostas principalmente por KAHRP. 

A RESA interage com a anquirina no complexo anquirina–AE1, enquanto a MESA 
associa-se à PfEMP1 no complexo de junção Band 4.1. As proteínas PfEMP1, 

STEVORs e, possivelmente, RIFINs e SURFINs, participam da adesão do 
eritrócito infectado às células endoteliais. Além disso, observam-se múltiplos 
compartimentos vesiculares, incluindo a formação de exossomos originados a 
partir das fendas de Maurer. Esses componentes refletem a complexa 
organização e dinâmica do sistema de exportação proteica em Plasmodium 
falciparum, essencial para a remodelação da célula hospedeira e para os 
mecanismos de citoadesão e evasão imune. Fonte: (Spillman et al., 2015) 

 

5.6. Proteínas do merozoíto associadas ao processo de invasão 

Ao serem enriquecidos por Percoll®, alguns esquizontes podem sofrer ruptura 

e liberar merozoítos, iniciando o processo de invasão. Nessa condição, tornam-se 

detectáveis proteínas características dessa fase, as quais não representam 

componentes autênticos da fração membranar analisada. Portanto, sua presença 

deve ser interpretada com cautela, pois não corresponde a alvos genuínos de 

superfície dos eritrócitos infectados. Ainda assim, tais proteínas permanecem 

biologicamente relevantes, considerando que determinadas proteínas apresentam 

atividade multifuncional durante o ciclo do parasito (Kehrer et al., 2024). 
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5.6.1. Proteínas essenciais para a invasão e organelas apicais 

Um subconjunto proeminente de proteínas identificadas nesta fração (Anexo 7) 

está intimamente relacionado ao processo de invasão dos eritrócitos, em consonância 

com a fase tardia do ciclo em que os parasitos foram coletados. Entre essas proteínas, 

destaca-se a AMA1, localizada nos micronemas e dotada de domínio 

transmembranar, que atua diretamente no processo de invasão  (Bargieri et al., 2013). 

De maneira análoga, foram detectadas proteínas de roptria como CLAG9 e RON3. 

CLAG9 componente do complexo CLAG9-RHOPH é translocada para o eritrócito após 

a invasão, associando-se à formação de canais de nutrientes e à citoaderência (Goel 

et al., 2010; Ling et al., 2004).  

RON3, por sua vez, integra um complexo essencial para a invasão do eritrócito 

e o desenvolvimento do parasito no estágio anelar. Estudos recentes demonstram que 

o fragmento C-terminal de RON3 participa da formação de um canal permeável a 

nutrientes na membrana do vacúolo parasitóforo, facilitando o transporte de proteínas 

do parasito do plasma para a membrana do vacúolo parasitóforo, o que corrobora o 

papel de RON3 na instalação das vias de aquisição de nutrientes em estágios iniciais 

da infecção (Ito et al., 2023). Além disso, foi identificado por imunoprecipitação um 

complexo composto por RAMA e RON3 (Ito et al., 2021).  

 

5.6.2. Componentes do motor actomiosínico e do citoesqueleto 

O motor actomiosínico, composto principalmente pela miosina A (MYOA) e pela 

proteína MTIP (myosin tail domain interacting protein), é essencial para a motilidade 

e invasão do parasito da malária no hospedeiro (Bergman et al., 2003; Bosch et al., 

2006; J. L. Green et al., 2006; Pinder et al., 1998). Esse complexo, denominado 

glideosoma, é conservado em todas as fases do ciclo de vida do parasito e presente 

em outros apicomplexas como Toxoplasma gondii (Baum et al., 2006). 

O glideosoma é ancorado à membrana interna por proteínas estruturais 

chamadas GAP (glideosome-associated protein), entre elas GAP45, GAP40 e GAP50, 

em especial, conecta o complexo de membrana interna à membrana plasmática por 

modificações lipídicas (He et al., 2023; Perrin et al., 2018). A força gerada pelo motor 

é transmitida às adesinas transmembrana, como EBA e AMA1, arrastando-as 

posteriormente e promovendo a invasão celular. A aldolase, por sua vez, conecta as 

adesinas ao citoesqueleto de actina F (Cowman et al., 2017).  
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5.7. Integração de banco de dados de membranas e estratégias terapêuticas na 

infecção por P. falciparum 

A identificação de proteínas imunogênicas é essencial para acelerar o 

desenvolvimento de vacinas e aprimorar a compreensão dos mecanismos 

subjacentes à imunidade natural adquirida, além de possibilitar o desenvolvimento de 

estratégias imunológicas que possam conferir proteção duradoura contra o 

Plasmodium (Asghari et al., 2021; Crompton et al., 2014).  

Um estudo realizado por Peter D. Crompton e colaboradores (Crompton et al., 

2010) desenvolveu um microarranjo de proteínas contendo 1204 proteínas 

conhecidas e hipotéticas (aproximadamente 23% do proteoma de P. falciparum). Esse 

microarranjo foi utilizado para analisar plasma de 220 indivíduos, identificando 491 

proteínas imunogênicas. A comparação dos nossos achados com essas proteínas 

possibilita a seleção e o foco da pesquisa nas proteínas que demonstraram ser alvos 

do sistema imunológico em indivíduos capazes de controlar a infecção de maneira 

assintomática, um critério fundamental para o desenvolvimento de vacinas (Crompton 

et al., 2014; Williams et al., 2024). 

Para a análise, foram consideradas as proteínas membranares provenientes 

das banco de dados in silico, experimentais e da PlasmoDB HT-PTEX, juntamente 

com 36 proteínas de superfície eritrocitária previamente identificadas por Laurence 

Florens e colaboradores (Florens et al., 2004). Além disso, foram incluídas as 

proteínas exclusivas da fração parasitária que contêm o motivo de exportação HT-

PTEX, sugerindo uma possível participação nos mecanismos de translocação de 

proteínas para o hospedeiro. As proteínas identificadas foram comparadas com 64 

proteínas exclusivas da fração membranar, 136 proteínas atribuídas à fração 

parasitária com motivo PEXEL-HT e 174 proteínas presentes na interseção entre as 

frações membranar e parasitária. 

Considerando o potencial interesse biológico dos alvos, priorizaram-se as 

proteínas simultaneamente detectadas nas frações analisadas e que possuíssem 

anotação em pelo menos uma das banco de dados selecionadas. A seleção excluiu 

as proteínas já caracterizadas por Laurence Florens e colaboradores, quando 

presentes, com o intuito de direcionar a análise para alvos ainda não amplamente 

explorados na literatura. Essas proteínas, no entanto, foram discutidas de forma mais 

detalhada em seção posterior. 
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Foram selecionadas 39 proteínas com características específicas (Anexo 8, 

Figura 21), das quais 17 não apresentam ancoragem integral à bicamada lipídica, 

mas têm o potencial de interagir perifericamente com o citoesqueleto do eritrócito 

hospedeiro.  

 

Figura 21. Interseção de proteínas identificadas em diferentes frações 
subcelulares e banco de dados especializadas. Sobreposições entre frações e 

banco de dados de proteínas de membrana. O gráfico evidencia o grau de 
concordância entre os dados experimentais e as predições in silico, revelando 
interseções relevantes (caixas vermelhas).  

 

Dentre as proteínas imunogênicas identificadas (Anexo 8), 16 foram 

detectadas neste estudo. Seis dessas proteínas, ETRAMP10.2, ETRAMP5, PIESP2, 

RON3, REX1 e PTEX150, estão localizadas na superfície da membrana plasmática, 

o que é esperado, considerando sua exposição ao ambiente extracelular (Florens et 

al., 2004). Outras proteínas, previstas in silico, estão associadas à membrana 

plasmática no citoplasma do hospedeiro, incluindo SEMP1, PHISTC, RHOPH3, 

MSP1, M1AAP, MESA, PHISTB, RPN2, NEMF e RESA3. 

A identificação de proteínas com baixa diversidade alélica e alta expressão, 

como a PIESP2, é um critério fundamental para o desenvolvimento de vacinas que 

proporcionem uma eficácia duradoura, independentemente da cepa (Nilsson Bark et 

al., 2018). A validação da PIESP2 como antígeno de superfície, que se diferencia do 

PfEMP1 por sua menor variabilidade genética, posiciona-a como um candidato 

promissor para induzir respostas imunológicas amplas (O’Donnell et al., 2001). 

Ao contrário da proteína PfEMP1, do grupo A do cluster var, que apresenta 

homogeneidade estrutural, este grupo induz rapidamente anticorpos, indicando forte 

pressão seletiva sobre o parasito. Como antígeno de superfície altamente variável, a 
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PfEMP1 facilita a evasão imunológica do hospedeiro, sendo sua alta imunogenicidade 

e indução rápida de anticorpos características esperadas devido ao seu papel central 

na interação com o sistema imunológico (Wahlgren et al., 2017). 

Por outro lado, a proteína M1AAP (PfA-M1) é considerada um alvo 

quimioterapêutico promissor para o desenvolvimento de novos fármacos 

antimaláricos, em virtude de seu papel essencial no ciclo de vida de P. falciparum. 

Trata-se de uma aminopeptidase expressa durante o estágio eritrocítico do parasito 

(Azimzadeh et al., 2010). O inibidor T5, um derivado da amino-benzosuberona, validou 

a M1AAP como um alvo quimioterapêutico crucial, ao demonstrar que o bloqueio 

seletivo da M1AAP é suficiente para inibir o crescimento e o desenvolvimento do 

parasito tanto in vitro quanto in vivo (Flipo et al., 2007). 

Diversos inibidores com alta potência e atividade in vivo já foram identificados 

para essa enzima (Bounaadja et al., 2017). Além disso, algoritmos de modelagem 

estrutural, como o AlphaFill (Hekkelman et al., 2023) empregam similaridade de 

sequência e estrutura para transferir pequenas moléculas ou íons de estruturas 

experimentais para modelos proteicos preditos, permitindo associar diferentes 

compostos com base na similaridade estrutural e funcional da proteína. No caso da 

M1AAP, foram descritos 14 inibidores associados, dos quais quatro (códigos RCSB: 

TOD, J4V, BB2 e B3P) ainda não possuem literatura correlata disponível. 

 

5.8. Perfis funcionais e organização em clusters de proteínas da membrana do 

eritrócito infectado 

Os resultados do agrupamento funcional das 260 proteínas presentes na fração 

membranar de eritrócitos infectados por P. falciparum evidenciam a organização 

molecular estabelecida pelo parasito durante as fases de trofozoíto tardio e 

esquizonte. Foram agrupadas 105 proteínas, distribuídas em 13 clusters distintos 

(Figura 22, Anexo 9). A análise dessas 260 proteínas revelou clusters com 

especializações claras em processos como remodelamento do eritrócito, invasão, 

aquisição de nutrientes, adesão e tráfego proteico, indicando uma divisão funcional e 

coordenada entre os diferentes componentes do proteoma associado à membrana, 

processos esses que foram explicados nas seções subsequentes. 
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Figura 22. Rede de interação proteína-proteína gerada com STRING. As 
interações foram agrupadas por MCL, formando clusters funcionais relacionados. 
Arestas representam interações previstas e nós representam proteínas 
codificadas pelos genes analisados. 

 

5.8.1. O core Funcional do parasito e a dinâmica de exportação 

A predominância de proteínas associadas à maquinaria de síntese proteica nos 

clusters 1 (50 proteínas) e 2 (13 proteínas) é notável. Embora o Plasmodium apresente 

um proteoma no ambiente parasitário (delimitado pela membrana plasmática do 

parasito), e tais componentes sejam essenciais ao seu desenvolvimento, a detecção 

de proteínas ribossomais na periferia celular ou em vesículas (cluster 1) deve ser 

interpretada com cautela. Siau e colaboradores, em seu atlas proteômico espacial 

comparativo, observaram que proteínas ribossomais, como a subunidade 60S L7-3, 

foram por vezes preditas com um padrão “vesícula”, provavelmente refletindo a 

elevada conservação estrutural (Siau et al., 2023).  

A eficácia do dobramento e do tráfego de proteínas é evidenciada pelo 

cluster 4, que inclui processos cruciais como a cooperação entre PDCL e TRiC/CCT 

no dobramento da proteína beta G. Proteínas de dobramento (chaperonas) são 

componentes essenciais no remodelamento do eritrócito e na maquinaria de 
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exportação. Por exemplo, o HSP101 e outras chaperonas são fundamentais para o 

PTEX. Sferra e colaboradores identificaram um core de 70 proteínas compartilhadas 

entre esquizontes e gametócitos, nas quais proteínas envolvidas em dobramento e 

transporte ocupam uma posição central e altamente interconectada nas redes de 

interação (Sferra et al., 2025). Em esquizontes tardios, as proteínas de dobramento 

apresentaram perfis de flotação predominantemente conservados em microdomínios 

de membrana, evidenciando a estabilidade funcional desse conjunto proteico ao longo 

da transição do trofozoíto para o esquizonte. 

 

5.8.2. Mecanismos de transporte e modificação da membrana 

O cluster 5 está ligado à hidrólise de GTP e ao complexo ATPase tipo V 

transportador de prótons. A V-ATPase é uma bomba de H+ essencial para a 

homeostase de pH, localizada na membrana plasmática do parasito e vacúolo 

digestivo (Wunderlich, 2022). O cluster 9 inclui o transporte mediado por aquaporina. 

As aquaporinas são canais transportadores de água, glicerol e polióis. O transporte 

de solutos e a permeabilidade da membrana são funções vitais para o crescimento 

rápido do parasito, sustentando a elevada demanda metabólica durante o ciclo 

intraeritrocítico (Wunderlich, 2022). 

Os clusters 6 e 12 representam proteínas diretamente associadas à 

citoaderência e que participam tanto da organização do citoesqueleto do parasito 

quanto da modulação do citoesqueleto do hospedeiro, uma característica central da 

patogênese de P. falciparum. A localização dessas proteínas no cluster de membrana 

é consistente com o extenso processo de remodelação que leva à exportação de 

fatores de virulência, como o PfEMP1, para a superfície do eritrócito, frequentemente 

mediado por estruturas especializadas como as fendas de Maurer (Alexandra Rowe 

et al., 1997; Bekić & Kilian, 2023; Siau et al., 2023). 

 

5.8.3. Regulação, replicação e mecanismos desconhecidos 

A identificação dos clusters 7 e 8 aponta para processos regulatórios centrais. 

Sferra e colaboradores observaram que fatores de licenciamento da replicação do 

DNA são expressos no estágio de trofozoíto, mas são recrutados exclusivamente para 

microdomínios de membrana durante os estágios iniciais do esquizonte, quando a 

replicação é mais intensa (Sferra et al., 2025). Esse padrão ilustra a regulação 

espacial e temporal imposta pelo parasito, na qual o direcionamento de proteínas a 
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microdomínios de membranas ocorre de forma independente dos níveis de expressão, 

refletindo um controle fino sobre a progressão do ciclo celular. 

Os clusters 3 e 11 indicam o papel dos mecanismos de degradação e 

modificação de proteínas, essenciais para o ciclo de vida acelerado do parasito e para 

o processamento de antígenos, destacando a importância desses sistemas para a 

adaptação rápida e a manutenção da homeostase proteica (Anaguano et al., 2023). 

 

5.9. Análise funcional de enriquecimento da fração membranar por termos de 

ontologia gênica (GO): 

Todos os dados foram baseados nas 260 proteínas de P. falciparum da fração 

membranar (Anexo 4). A análise revelou termos significativamente enriquecidos nas 

três categorias principais: função molecular (GO:MF), processos biológicos (GO:BP) 

e componentes celulares (GO:CC), além de vias metabólicas do KEGG e REAC 

(Figura 23, Anexo 10). Esses resultados destacam aspectos críticos da biologia do 

parasito, particularmente sua maquinaria de tradução e metabolismo proteico, que são 

essenciais para sua sobrevivência e virulência. 

 

Figura 23. Análise funcional por enriquecimento de termos de ontologia 
gênica (GO) e vias metabólicas. O gráfico resume os termos significativamente 
enriquecidos nas categorias de função molecular (GO:MF), processos biológicos 
(GO:BP) e componentes celulares (GO:CC), além de vias do KEGG e Reactome 
(REAC), a partir das proteínas identificadas nas frações subcelulares. 

 

5.9.1. Função molecular e estrutura ribossomal 

Um dos achados mais notáveis é o enriquecimento de termos relacionados à 

função ribossomal, como "constituinte estrutural do ribossomo" (GO:0003735) e 

"atividade de molécula estrutural" (GO:0005198). Tais termos estão associados a uma 

quantidade substancial de transcritos, indicando que o parasito investe 

significativamente na síntese de proteínas, um processo vital para seu crescimento e 

replicação dentro dos eritrócitos (Van Spaendonk et al., 2001). Além disso, termos 
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como "chaperona de dobramento de proteínas" (GO:0044183) e "chaperona 

dependente de ATP" (GO:0140662) sugerem que o parasito possui mecanismos 

robustos para garantir o correto dobramento de proteínas, especialmente em 

condições de estresse, como as encontradas no hospedeiro humano (Dutta et al., 

2022). 

 

5.9.2. Processos biológicos enriquecidos 

Na categoria de processos biológicos, o termo "processo metabólico de 

proteínas" (GO:0019538) se destaca com o menor valor de p ajustado (5,48×10-6), 

indicando uma alta relevância estatística. Isso reflete a importância do metabolismo 

proteico para o parasito, desde a síntese até a degradação de proteínas. O termo 

"tradução" (GO:0006412) também aparece como altamente enriquecido, 

corroborando a ênfase do parasito na produção de proteínas. Esses processos são 

fundamentais para a rápida proliferação do parasito durante a fase sanguínea da 

infecção, quando ele precisa sintetizar grandes quantidades de proteínas para invadir 

novas células hospedeiras (Castellano et al., 2024). 

 

5.9.3. Componentes celulares e localização 

Em termos de componentes celulares, o "citossol" (GO:0005829) e o 

"citoplasma" (GO:0005737) são os termos mais significativos, com valores de p 

extremamente baixos (1,04×10-8 e 1,68×10-8, respectivamente). Isso indica que a 

maioria das proteínas enriquecidas está localizada nessas regiões, onde ocorrem 

processos essenciais como a tradução e o dobramento de proteínas. Além disso, 

termos como "subunidade ribossomal" (GO:0044391) e "ribossomo" (GO:0005840) 

reforçam a centralidade da maquinaria de tradução na biologia do parasito. A 

presença de termos como "complexo ribonucleoproteico" (GO:1990904) sugere ainda 

a importância de interações entre RNA e proteínas para a regulação gênica. Estos 

datos reflejan la masiva inversión del parásito en la síntesis y el procesamiento de 

proteínas, procesos fundamentales para su rápida proliferación y patogenicidad 

durante la fase sanguínea de la infección (Bozdech, Llinás, et al., 2003). 

 

5.9.4. Vias metabólicas  

A análise funcional revelou um enriquecimento significativo de vias 

relacionadas à tradução proteica no parasito, com destaque para o metabolismo 
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ribossomal (KEGG:03010) e processos fundamentais da iniciação e elongação da 

tradução, como “GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit” 

(REAC:R‑PFA‑72706), “eukaryotic translation initiation” (REAC:R‑PFA‑72613) e 

“Cap‑dependent translation initiation” (REAC:R‑PFA‑72737), indicando que o parasito 

depende de uma maquinaria de tradução altamente funcional (Pestova et al., 2001). 

A formação do complexo 43S, o escaneamento ribossomal e o reconhecimento do 

códon de início (REAC:R‑PFA‑72702), bem como a junção das subunidades 40S/60S, 

são eventos críticos para garantir a fidelidade da síntese proteica (Wong et al., 2017). 

Vias associadas à elongação da cadeia polipeptídica (REAC:R‑PFA‑156842; 

REAC:R‑PFA‑156902) e à formação de complexos de iniciação (REAC:R‑PFA‑72649 

e R‑PFA‑72695) sugerem um controle rigoroso sobre a dinâmica translacional. Além 

disso, mecanismos regulatórios como a via de silenciamento translacional mediado 

por L13a (REAC:R‑PFA‑156827) apontam para estratégias do parasito em modular 

seletivamente a expressão gênica em resposta a estímulos intraeritrocitários (LaCount 

et al., 2005). A presença de vias de processamento e maturação de rRNA 

(REAC:R‑PFA‑72312, R‑PFA‑6791226, R‑PFA‑8868773) reforça a complexidade da 

biogênese ribossomal no parasito, essencial para a montagem eficiente dos 

ribossomos 80S (Wong et al., 2014). 

Finalmente, a inclusão do metabolismo proteico global (REAC:R‑PFA‑392499) 

e do metabolismo de selenoaminoácidos (REAC:R‑PFA‑2408522) indica que o 

parasito mantém um controle integrado entre tradução, processamento e homeostase 

proteica (D. Acharya et al., 2025). Esses achados ressaltam a importância da 

maquinaria translacional como eixo central da biologia do parasito e potencial alvo 

para o desenvolvimento de terapias antimaláricas. 

 

5.10. Marcação seletiva por biotinilação para enriquecimento de proteínas de 

superfície 

A caracterização do “membranoma” de P. falciparum representa um desafio 

técnico, a identificação precisa e sensível dessas proteínas requer abordagens que 

superem limitações tradicionais, como a baixa abundância, nesse contexto, métodos 

baseados em biotinilação seletiva emergem como ferramentas poderosas para o 

enriquecimento e mapeamento espacial de proteínas de membrana. Entre essas 

estratégias, a tecnologia APEX2 (enhanced ascorbate peroxidase 2) destaca-se pela 
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sua capacidade de rotular proteínas próximas em células vivas com resolução 

espacial 269 ± 41 nm e resolução temporal de segundos (Quintero-Ferrer et al., 2025).  

A aplicação da APEX2 em parasitologia, particularmente em P. falciparum, é 

ainda incipiente, mas altamente promissora. Recentemente, Charneau et al. (2024) 

demonstraram, a viabilidade do uso de APEX2 em eritrócitos infectados, utilizando a 

técnica para identificar interações da KAHRP. Esse estudo pioneiro não apenas 

validou a funcionalidade da APEX2 no contexto da malária, mas também revelou uma 

rede de proteínas exportadas e componentes do citoesqueleto eritrocitário que 

interagem espacialmente com a KAHRP, oferecendo novas perspectivas sobre a 

arquitetura dos knobs e os mecanismos de ancoragem de ligantes de adesão como a 

PfEMP1. 

No presente trabalho, expandimos essa abordagem inovadora ao empregar a 

APEX2 recombinante como ferramenta exógena para biotinilação direcionada da 

superfície de eritrócitos infectados por formas tardias de P. falciparum. Paralelamente, 

utilizamos sondas químicas tradicionais —Sulfo-NHS-LC-Biotina e Maleimida-PEG2-

Biotina— para se complementar os métodos baseados em química clássica e aqueles 

baseados em proximidade. Essa estratégia integrada visa não apenas enriquecer e 

identificar proteínas de superfície com alta especificidade, mas também validar 

achados proteômicos obtidos por fracionamento subcelular, superando limitações de 

sensibilidade e aumentando a confiança na atribuição de localização subcelular.  

 

5.10.1. Produção da APEX2 recombinante para aplicação em biotinilação 

seletiva  

A eficiência da biotinilação seletiva mediada por APEX2 depende diretamente 

da obtenção de uma enzima funcional. Nesta etapa, foram conduzidos ensaios para 

a produção, purificação e validação da APEX2 recombinante (APEX2rec), com o 

objetivo de assegurar sua integridade estrutural e atividade antes da aplicação nos 

experimentos de marcação de superfície. 

 

5.10.1.1. Expressão heteróloga da APEX2 recombinante e purificação 

por cromatografia de afinidade 

Uma vez que a APEX2rec foi expressa em E. coli (processo previamente 

validado, dados não publicados), procedeu-se à purificação da proteína recombinante 

por cromatografia de afinidade. Com o objetivo de validar a estratégia de purificação 
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adotada e confirmar a recuperação da APEX2rec, foi realizada análise eletroforética 

das frações eluídas ao longo do processo (Figura 24). Na fração não ligada (poço 1), 

observa-se um padrão complexo de bandas, compatível com a presença de proteínas 

solúveis do lisado celular que não interagiram com a matriz de afinidade, indicando 

que proteínas não específicas foram eficientemente descartadas nesta etapa inicial.  

 

Figura 24. Purificação da APEX2 recombinante por cromatografia de 
afinidade com níquel. Representação da análise eletroforética em gel de 

poliacrilamida a 12% corado com Coomassie Blue. Foram aplicados 10 µl de cada 
amostra por poço. As amostras correspondem a: (FT) fração não ligada ("Flow-
through") contendo a fração solúvel; (1) tampão de equilíbrio/lavagem contendo 
1 mM de imidazol; (5-100) frações eluídas contendo APEX2, obtidas com tampão 
contendo gradientes de 5 a 100 mM de imidazol. 

 

A fração de lavagem com 1 mM de imidazol (poço 2) apresenta múltiplas 

bandas, indicando a remoção seletiva de proteínas ainda associadas à resina, sem 

promover a eluição completa da APEX2rec. Nas frações eluídas com concentrações 

crescentes de imidazol (poços 3 a 9), observa-se um aumento na intensidade da 

banda correspondente à APEX2rec (33,53 kDa), com recuperação mais eficiente entre 

10 e 15 mM (poços 4 e 5). Nesses mesmos poços, a presença de bandas adicionais 

sugere possível coeluição de contaminantes ou agregados proteicos. Por outro lado, 

as frações eluídas com 50 a 100 mM de imidazol apresentaram bandas tênues, 

possivelmente refletindo a depleção da proteína alvo nas etapas anteriores.  

Com o objetivo de confirmar a identidade da proteína recombinante purificada 

e avaliar sua integridade estrutural, foi realizada uma análise por Western blot 



104 
 

utilizando anticorpo específico contra a cauda de histidinas (anti-His) (Figura 25). A 

presença de um sinal imunorreativo específico em ~33,53 kDa confirma a identidade 

da APEX2rec. No extrato total (ET, poço 2), é detectada uma banda de mesma 

mobilidade, compatível com a expressão da proteína em E. coli. Na fração não ligada 

(poço 3), também se observa correspondente à mesma massa molecular, sugerindo 

que parte da APEX2rec não foi retida pela matriz de afinidade, possivelmente devido 

a saturação da matriz.  

 

Figura 25. Análise da expressão e purificação da APEX2 recombinante por 
Western blot utilizando anticorpo anti-His. As frações analisadas incluem: (MP) 

marcador molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad 
Laboratories); (ET) extrato total; (FT) fração não ligada ("Flow-through"), contendo 
a fração solúvel; 10-15 frações eluídas com 10–15 mM de imidazol; (20-50) 
frações eluídas com 20–50 mM de imidazol. 

 

Nas frações eluídas com 10–15 mM (poço 4) e 20–50 mM de imidazol (poço 5), 

observa-se aumento da intensidade do sinal, indicando que essas concentrações 

favorecem a eluição mais eficiente da APEX2rec. Além da banda principal em 

~33,53 kDa, nota-se um sinal adicional entre 50 e 75 kDa, o que sugere a possível 

formação de dímeros da APEX2rec, presumivelmente estáveis nas condições de 

eletroforese ou resultantes de interações com outra proteína. Essa interpretação é 

compatível com a ocorrência de interações intermoleculares mediadas pela cauda 

His-tag, que podem favorecer a oligomerização parcial da proteína recombinante. 
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Adicionalmente, sinais em torno de ~20 kDa também são observados nessas frações, 

o que pode indicar a presença de formas truncadas da APEX2rec ainda contendo o 

epítopo reconhecido pelo anticorpo anti-His. 

 

5.10.1.2. Complementação in vitro com hemina e medição da 

concentração da holoproteína recombinante 

Com o objetivo de avaliar a incorporação do cofator heme à APEX2rec, foi 

determinada a razão de absorbância A407/A280, também conhecida como índice de 

pureza ou Reinheitszahl. Esse parâmetro fornece uma estimativa da presença de 

grupos heme funcionalmente incorporados à proteína, uma vez que o anel porfirínico 

apresenta absorção característica em 407 nM. Na ausência de hemina, o índice 

registrado foi de 0,47, valor compatível com baixa ou nenhuma incorporação. Em 

contraste, após a complementação com hemina exógena, o índice aumentou para 

2,05 ± 10, indicando uma incorporação eficiente do cofator ao centro ativo da proteína 

(Lad et al., 2002). 

 

5.10.1.3. Cálculos cinéticos enzimáticos da enzima APEX2 

recombinante 

Com o objetivo de caracterizar cineticamente a atividade da peroxidase da 

APEX2rec, foi realizada uma análise enzimática utilizando guaiacol como substrato 

cromogênico, com concentrações variando entre 1 e 6 mM (incrementos de 1 mM). A 

partir dos dados experimentais, foi determinada uma Vmax de 0,0029633, Km de 

1,33 mM e um Kcat de 74 s-1, resultando em uma eficiência catalítica (Kcat/Km) de 

aproximadamente 5,7×104 M-1 s-1. 

Quando comparados aos dados cinéticos previamente descritos na literatura 

para APEX e APEX2 (Lam et al., 2014), observa-se uma discrepância: o grupo original 

descreveu para a APEX2rec um Kcat de 299 s-1 e Km de 1,7 mM, com uma eficiência 

catalítica de 1,6×105 M-1 s-1. A atividade determinada neste trabalho da APEX2rec 

apresenta, portanto, eficiência cerca de 2,8 vezes inferior à reportada (Error! 

Reference source not found.). 
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Tabela 3. Parâmetros cinéticos da APEX2 recombinante 

Peroxidasse Kcat (s
-1) Km (mM) Kcat/Km (M-1 s-1) 

APEX* 230 ± 13 3,8 ± 0,6 6,1×104 

APEX2* 299 ± 13 1,7 ± 0,1 1,6×105 

APEX2rec† 74 ± 10 1,3 ± 0,8 5,7×104 

* Fonte: (Lam et. al., 2014)  
† Atividade determinada neste trabalho 

 

A divergência observada pode estar associada a fatores experimentais, 

principalmente à qualidade da síntese da proteína recombinante. A presença de 

formas parcialmente dobradas ou agregadas pode comprometer a atividade catalítica 

da APEX2rec, pois estruturas mal conformadas frequentemente tornam o sítio ativo 

inacessível, reduzindo a eficiência enzimática in vitro. Outro aspecto relevante é a 

ocorrência de truncamentos ou degradação da proteína, evidenciada por bandas de 

menor peso molecular no Western blot. A clivagem parcial pode gerar variantes que, 

embora mantenham a cauda His-tag, perdem domínios essenciais à atividade 

enzimática, contribuindo para a diminuição dos parâmetros cinéticos. 

Em conjunto, os resultados indicam que a APEX2rec permanece funcional, 

podendo ser empregada em aplicações bioquímicas e celulares, embora com menor 

sensibilidade e velocidade de reação, demandando ajustes nas condições 

experimentais, como tempos de incubação, concentração de reagentes ou parâmetros 

de expressão.  

 

5.10.1.1. Concentração ótima de biotina tiramida para a reação 

catalisada pela APEX2 recombinante 

A análise por Western blot revelou aumento da intensidade do sinal na condição 

com 1 mM de biotina tiramida na presença de 1 mM de peróxido de hidrogênio, 

indicando que essa concentração promoveu maior eficiência na biotinilação da BSA 

(1 mg/ml) sob as condições testadas. Esse resultado aponta 1 mM como a 

concentração ideal para a reação, por equilibrar a reatividade do substrato e a 

estabilidade do sistema, sendo, portanto, adotada nos experimentos subsequentes de 

biotinilação (Figura 26). 
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Figura 26. Avaliação da concentração ótima de biotina tiramida para a reação 
de biotinilação catalisada pela APEX2. A eficiência da biotinilação foi analisada 
por Western blot, utilizando estreptavidina-HRP para detecção da BSA marcada. 

Poços 1 a 5 correspondem às concentrações crescentes de biotina tiramida: 0,5; 
1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM, respectivamente; o poço 6 representa o controle negativo, 
tratado com azida de sódio (NaN3) para inibição da atividade enzimática da 
APEX2. 

 

5.10.2. Biotinilação das proteínas e lise da membrana de eritrócitos 

infectados 

 Após a obtenção das formas maduras de trofozoítos e esquizontes, realizou-

se a biotinilação das proteínas de membrana dos eritrócitos infectados, utilizando os 

reagentes EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin, EZ-Link™ Maleimide-PEG2-Biotin e 

Biotina tiramida, em conjunto com a enzima APEX2, conforme as condições 

previamente otimizadas para cada protocolo. Em seguida, procedeu-se à lise seletiva 

das células com SLO, seguida por centrifugação diferencial, com o intuito de isolar a 

fração membranar contendo as proteínas biotiniladas, a qual foi posteriormente 

destinada à análise por espectrometria de massas.  

A Figura 27 apresenta a validação da biotinilação de proteínas de membrana 

pelas diferentes estratégias, as primeiras faixas, coloridas com vermelho Ponceau S, 

confirmam a integridade da transferência proteica. Observa-se que a maioria das 

amostras apresenta perfis proteicos similares, com bandas distribuídas ao longo de 

diferentes faixas de peso molecular, indicando que não houve perda significativa 

durante a transferência. 

Na revelação com estreptavidina-HRP, foi possível identificar sinais específicos 

em diversas faixas de peso molecular, sugerindo uma biotinilação eficiente e seletiva 

de múltiplas proteínas. O padrão observado indica sucesso na marcação, com 
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enriquecimento evidente de determinadas bandas, o que pode refletir diferenças na 

acessibilidade dos reagentes biotinilantes às proteínas. Adicionalmente, a ausência 

de sinal no controle negativo assegura a especificidade da metodologia, descartando 

reatividade cruzada ou marcação inespecífica. 

 

 
Figura 27. Western Blot de proteínas biotiniladas. Membrana de nitrocelulose 

foi incubada com anticorpo primário Pierce™ High Sensitivity Streptavidin-HRP e 
revelada com substrato quimioluminescente (ECL TM Prime Western blotting 
detection reagente, GE Healthcare). (M) Marcador Precision Plus Protein™ Dual 
Color Standards, Bio-Rad Laboratories; (NHS) Biotinilação com EZ-Link™ Sulfo-
NHS-LC-Biotin; PEG2 Biotinilação com EZ-Link™ Maleimide-PEG2-Biotin; (BT) 
Biotina tiramida; (C-) controle negativo (Sem biotina). 

 

5.10.2.1. Eluição das proteínas biotiniladas  

A análise por Western blot com estreptavidina-HRP confirmou que as proteínas 

eluídas das esferas magnéticas de estreptavidina eram de fato biotiniladas e foram 

capturadas (Figura 28). 

Embora a coloração geral da membrana por Ponceau S tenha sido 

praticamente nula —sinal típico quando a carga de proteína é baixa— a quantificação 

espectrofotométrica mostrou um rendimento total de cerca de 11–14 µg. Rendimentos 

nessa faixa são coerentes com protocolos de enriquecimento focados em 

subproteomas específicos, como proteínas de superfície, que constituem apenas uma 

fração do proteoma celular (Orioli & Vihinen, 2019; Wunderlich, 2022). Por exemplo, 

estima-se que proteínas de membrana representam até 25–30% das proteínas 

celulares, sendo que apenas uma fração dessas é acessível à biotinilação em 

condições experimentais específicas (Dobson et al., 2015). De fato, estudos utilizando 
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marcação por proximidade (como APEX) frequentemente relatam a identificação de 

algumas centenas de proteínas rotuladas, em contraste com os milhares esperados 

no proteoma global (Jaisinghani et al., 2024). 

 

Figura 28. Western Blot de proteínas biotiniladas eluídas. Membrana de 
nitrocelulose foi incubada com anticorpo primário Pierce™ High Sensitivity 
Streptavidin-HRP e revelada com substrato quimioluminescente (ECL TM Prime 
Western blotting detection reagente, GE Healthcare). (M) Marcador Precision Plus 
Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad Laboratories; (NHS) Biotinilação com 
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin; (PEG2) Biotinilação com EZ-Link™ Maleimide-
PEG2-Biotin; (BT) Biotina tiramida. 

 

5.10.3. Visualização de proteínas biotiniladas por microscopia de 

fluorescência 

Na imagem de imunofluorescência (Figura 29), o sinal verde é gerado pela 

estreptavidina conjugada ao Alexa Fluor 488, que se liga com alta afinidade à biotina 

incorporada nas proteínas de superfície. O DAPI, por sua vez, é um corante 

fluorescente de DNA que se liga ao grupo menor da dupla hélice e marca 

especificamente o material genético do P. falciparum (núcleo do parasito) na fase 

esquizonte. 

A micrografia exibe eritrócitos infectados por P. falciparum no estágio de 

esquizonte, com um sinal verde proeminente ao redor do contorno celular e um sinal 

azul pontual no interior. A distribuição do sinal verde sugere que as proteínas da 

membrana do eritrócito infectado foram eficientemente marcadas pelos reagentes. 

A uniformidade ou heterogeneidade da fluorescência verde ao longo da 

membrana pode refletir a densidade e acessibilidade dos resíduos-alvo. Por exemplo, 

o Sulfo-NHS-LC-Biotin tende a gerar um anel verde homogêneo quando várias 

proteínas de superfície possuem lisinas expostas, enquanto o Maleimide-PEG2-Biotin 
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pode gerar padrões diferentes, caso algumas cisteínas sejam mais escassas ou 

localizadas em domínios específicos da membrana. 

Em ambas as condições, observa-se um contorno verde marcante, que 

coincide com a morfologia típica de um eritrócito circulante, indicando uma rotulagem 

eficaz da membrana plasmática. A intensidade geral do sinal da emissão fluorescente 

verde do fluoróforo Alexa Fluor 488 na membrana reflete a abundância de proteínas 

marcadas, como glicoforinas, α/β-espectrinas ou proteínas parasitárias exportadas, 

que contribuem para esse sinal. 

Notavelmente, os núcleos do parasito (Azul) aparecem no interior sem 

sobreposição significativa de verde, indicando que os reagentes de biotinilação in vivo 

não penetraram no citosol das hemácias. Conclui-se, portanto, que a marcação foi 

restrita à superfície, evidenciando exclusivamente as proteínas superficiais do 

eritrócito infectado. 

 

Figura 29. Imunofluorescência de eritrócitos infectados com P. falciparum 
(cepa 3D7) após biotinilação de proteínas de membrana com EZ-Link™ 
Sulfo-NHS-LC-Biotin e EZ-Link™ Maleimide-PEG2-Biotin. As células foram 

permeabilizadas após a biotinilação e incubadas com estreptavidina conjugada a 
Alexa Fluor 488 para detecção das proteínas biotiniladas (verde). O núcleo dos 
parasitos foi marcado com DAPI (azul). O controle sem biotina mostrou resultado 
negativo, sem fluorescência verde, mas com sinal positivo para DAPI. 
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5.11. Análise por espectrometria de massas 

A análise por espectrometria de massas das amostras biotiniladas pelas três 

metodologias e enriquecidas, não gerou resultados favoráveis devido à baixa 

recuperação de peptídeos biotinilados, comprometendo a confiabilidade dos dados 

obtidos nos três marcadores analisados. Presume-se que essa limitação decorra de 

uma eluição ineficiente das proteínas biotiniladas da matriz de estreptavidina, 

fenômeno já reportado na literatura (Hung et al., 2016). Dessa forma, recomenda-se 

a adoção de anticorpos anti-biotina como estratégia alternativa para a recuperação 

dessas proteínas (Udeshi et al., 2017), com o objetivo de aprimorar a reprodutibilidade 

e robustez dos dados em experimentações futuras.  
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VI. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo identificou proteínas de P. falciparum exportadas para a 

membrana plasmática de eritrócitos infectados durante o ciclo intraeritrocitário. Para 

alcançar esse objetivo, empregou-se uma metodologia de fracionamento subcelular 

composta por etapas sequenciais: sincronização do parasito com sorbitol, 

enriquecimento das formas maduras e lise seletiva da membrana eritrocitária. Essa 

estratégia permitiu isolar não apenas a membrana plasmática, caracteristicamente 

rica em colesterol, mas também compartimentos associados ao citoesqueleto, como 

as fendas de Maurer e a rede túbulo-vesicular, igualmente enriquecidos em domínios 

lipídicos relacionados ao tráfego de proteínas parasitárias. Como resultado, foi 

possível obter um perfil proteico abrangente, evidenciando componentes críticos 

envolvidos nos processos de exportação do parasito, bem como outros que são 

exportados dentro da célula hospedeira. 

O uso de espectrometria de massas permitiu a identificação consistente de 622 

proteínas, das quais 260 foram localizadas na fração membranar, confirmando a 

intensa remodelação celular provocada pelo parasito. A presença de componentes 

chave do citoesqueleto do eritrócito humano, e proteínas de virulência essenciais, 

como PfEMP1 e KAHRP, foram identificadas. Além disso, o estudo revelou um 

repertório diversificado de proteínas associadas à membrana, incluindo aquelas 

envolvidas no tráfego vesicular, na sinalização mediada por fosforilação e no 

complexo de egresso do Plasmodium. Famílias de antígeno de membrana pouco 

abundantes, como SURFIN, RIFIN e STEVOR não foram identificadas. 

A integração dos dados proteômicos com banco de dados especializadas 

possibilitou a identificação de proteínas de P. falciparum, potencialmente localizadas 

na membrana plasmática do eritrócito infectado, sugerindo sua relevância funcional e 

seu potencial como alvos terapêuticos. Essa análise sistemática revelou a arquitetura 

funcional do "membranoma" na célula, que se organiza em clusteres especializados 

para processos como remodelação do eritrócito, invasão, aquisição de nutrientes e 

citoadesão. 

O estudo destacou candidatos promissores previamente identificados, como a 

proteína PIESP2, um antígeno de superfície com baixa diversidade alélica, e a 

aminopeptidase M1AAP, confirmada como um alvo terapêutico relevante. A 

identificação de vias metabólicas enriquecidas, particularmente as associadas à 
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maquinaria de tradução ribossomal e às chaperonas, sublinha o grande investimento 

do parasito no processamento de proteínas, indicando pontos vulneráveis para o 

desenvolvimento de novas terapias. 

Do ponto de vista metodológico, foi possível produzir e caracterizar a enzima 

APEX2 recombinante funcional (APEX2rec), e determinar seus parâmetros cinéticos. 

A biotinilação in vivo, utilizando sondas químicas, foi completamente bem-sucedida e 

validada por meio de microscopia de fluorescência, mostrando uma marcação 

eficiente e restrita à superfície dos eritrócitos infectados. Contudo, a análise 

subsequente dos peptídeos biotinilados por espectrometria de massas foi limitada 

devido à baixa recuperação e à eluição ineficiente das proteínas marcadas da matriz 

de estreptavidina. 

Para pesquisas futuras, é imperativo abordar essa limitação técnica, 

explorando métodos alternativos, como a utilização de anticorpos anti-biotina ou 

estreptavidina produzida por modificação química de lisinas e argininas, o que confere 

resistência à clivagem pela tripsina, a fim de melhorar a recuperação de proteínas ou 

peptídeos biotinilados e evitar contaminação por peptídeos da estreptavidina nas 

análises de espectrometria de massas (Rafiee et al., 2020; Udeshi et al., 2017). 

Em suma, apesar das limitações encontradas, este trabalho oferece 

contribuições significativas para a biologia de P. falciparum e estabelece uma base 

sólida para futuras investigações, que poderão aprofundar nosso conhecimento sobre 

o parasito e suas interações com o hospedeiro. 
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VIII. ANEXOS 

 

Anexo 1. Proteínas humanas da fração membranar 

Proteína Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

Q00013 55 kDa erythrocyte membrane protein 5-11-13 5-11-13 09%-25%-34% 466 

P02768 Albumin 20-22-6 20-22-6 29%-32%-11% 609 

P37840 Alpha-synuclein 10-10-10 10-10-10 54%-54%-54% 140 

P16157 Ankyrin-1 20-76-90 20-76-90 14%-44%-50% 1881 

P02730 Band 3 anion transport protein 12-34-35 12-34-35 14%-31%-29% 911 

P35612 Beta-adducin 2-13-15 2-13-15 02%-23%-25% 726 

P07738 Bisphosphoglycerate mutase 6-7-7 6-7-7 27%-36%-36% 259 

Q9H3K6 BolA-like protein 2 2-3-3 2-3-3 29%-37%-37% 86 

P00915 Carbonic anhydrase 1 9-17-14 9-17-14 48%-66%-67% 261 

P00918 Carbonic anhydrase 2 4-8-8 4-8-8 18%-36%-36% 260 

P04040 Catalase 16-24-21 16-24-21 28%-39%-37% 527 

Q08495 Dematin 5-18-19 5-18-19 12%-43%-49% 405 

Q5XPI4 E3 ubiquitin-protein ligase RNF123 6-9-16 6-9-16 05%-08%-11% 1314 

P02679 Fibrinogen gamma chain 11-15-4 11-15-4 20%-32%-10% 453 

P30043 Flavin reductase (NADPH) 3-9-10 3-9-10 20%-45%-49% 206 

P69905 Hemoglobin subunit alpha 14-25-19 13-24-18 75%-77%-80% 142 

P68871 Hemoglobin subunit beta 14-20-20 6-9-10 76%-76%-80% 147 

P02042 Hemoglobin subunit delta 11-18-17 3-7-7 63%-85%-90% 147 

P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 4-6-5 3-5-4 34%-48%-39% 147 

P02008 Hemoglobin subunit zeta 2-2-4 1-1-3 12%-16%-30% 142 

P32119 Peroxiredoxin-2 10-12-13 10-12-13 33%-42%-44% 198 

P08397 Porphobilinogen deaminase 3-2-4 3-2-4 07%-05%-10% 361 

P11171 Protein 4,1 8-39-46 8-39-46 13%-39%-46% 864 

P16452 Protein 4,2 5-27-30 5-27-30 08%-30%-33% 691 

Q5TDH0 Protein DDI1 homolog 2 9-9-11 9-9-11 27%-28%-35% 399 
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P26447 Protein S100-A4 2-3-5 2-3-5 09%-18%-36% 101 

P30613 Pyruvate kinase PKLR 6-12-15 6-12-15 11%-26%-33% 574 

P02549 Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 47-154-183 47-154-183 22%-53%-55% 2419 

P11277 Spectrin beta chain, erythrocytic 38-136-157 38-136-157 20%-60%-63% 2137 

Q5VVQ6 Ubiquitin thioesterase OTU1 2-5-11 2-5-11 06%-16%-27% 348 

Q9BSL1 
Ubiquitin-associated domain-containing 
protein 1 2-3-4 2-3-4 04%-10%-12% 405 
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Anexo 2. Proteínas humanas da fração citoplasmática 

Proteína Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

P02768 Albumin 16-13-16 16-13-16 25%-23%-24% 609 

P37840 Alpha-synuclein 4-6-6 4-6-6 31%-46%-45% 140 

P16157 Ankyrin-1 18-8-15 18-8-15 12%-06%-09% 1881 

P02730 Band 3 anion transport protein 5-4-4 5-4-4 06%-07%-07% 911 

P07738 Bisphosphoglycerate mutase 6-5-7 6-5-7 32%-23%-35% 259 

P00915 Carbonic anhydrase 1 17-20-19 17-20-19 74%-76%-70% 261 

P00918 Carbonic anhydrase 2 13-12-11 13-12-11 52%-57%-57% 260 

P07451 Carbonic anhydrase 3 2-5-2 2-5-2 17%-27%-14% 260 

P04040 Catalase 20-21-21 20-21-21 38%-36%-41% 527 

P30043 Flavin reductase (NADPH) 7-10-9 7-10-9 40%-45%-45% 206 

P69905 Hemoglobin subunit alpha 29-31-29 28-30-28 99%-99%-99% 142 

P68871 Hemoglobin subunit beta 23-28-27 13-17-17 87%-88%-89% 147 

P02042 Hemoglobin subunit delta 16-19-18 6-8-8 79%-85%-87% 147 

P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 8-9-8 7-8-7 52%-68%-60% 147 

P02008 Hemoglobin subunit zeta 2-4-3 1-3-2 12%-30%-19% 142 

Q13228 Methanethiol oxidase 13-14-14 13-14-14 34%-33%-34% 472 

P32119 Peroxiredoxin-2 13-12-13 13-12-13 41%-38%-41% 198 

P11171 Protein 4,1 9-4-7 9-4-7 13%-08%-11% 864 

P00491 Purine nucleoside phosphorylase 4-6-3 4-6-3 21%-33%-14% 289 

P02549 Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 23-9-20 23-9-20 11%-05%-10% 2419 

P11277 Spectrin beta chain, erythrocytic 20-12-18 20-12-18 11%-06%-10% 2137 

Q13404 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 2-2-2 2-2-2 11%-12%-11% 147 
 

  



165 
 

Anexo 3. Proteínas humanas da fração parasitaria 

Proteína Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

Q00013 55 kDa erythrocyte membrane protein 4-5-3 4-5-3 09%-14%-08% 466 

P02768 Albumin 10-9-2 10-9-2 16%-16%-04% 609 

P01009 Alpha-1-antitrypsin 15-12-2 15-12-2 39%-36%-05% 418 

P37840 Alpha-synuclein 7-7-8 7-7-8 45%-46%-46% 140 

P16157 Ankyrin-1 57-39-59 57-39-59 41%-28%-39% 1881 

P02647 Apolipoprotein A-I 14-17-3 14-17-3 50%-60%-15% 267 

P02730 Band 3 anion transport protein 16-12-17 16-12-17 22%-18%-22% 911 

P35612 Beta-adducin 6-3-9 6-3-9 11%-05%-17% 726 

P07738 Bisphosphoglycerate mutase 4-6-5 4-6-5 20%-31%-22% 259 

P00915 Carbonic anhydrase 1 19-17-19 19-17-19 75%-69%-75% 261 

P00918 Carbonic anhydrase 2 13-8-12 13-8-12 52%-39%-52% 260 

P04040 Catalase 26-16-23 26-16-23 41%-29%-41% 527 

P01024 Complement C3 46-36-5 46-36-5 30%-23%-04% 1663 

Q08495 Dematin 12-6-15 12-6-15 35%-18%-37% 405 

P02671 Fibrinogen alpha chain 27-17-7 27-17-7 39%-32%-09% 866 

P02675 Fibrinogen beta chain 15-12-3 15-12-3 25%-21%-08% 491 

P02679 Fibrinogen gamma chain 13-12-9 13-12-9 36%-29%-25% 453 

P30043 Flavin reductase (NADPH) 9-7-8 9-7-8 45%-45%-40% 206 

P69905 Hemoglobin subunit alpha 27-24-27 26-23-26 80%-80%-99% 142 

P68871 Hemoglobin subunit beta 25-26-23 14-17-12 87%-95%-87% 147 

P02042 Hemoglobin subunit delta 18-15-19 7-6-8 87%-76%-88% 147 

P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 8-7-8 7-6-7 59%-60%-60% 147 

Q16775 Hydroxyacylglutathione hydrolase 2-2-3 2-2-3 09%-09%-12% 308 

P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 19-18-4 19-18-4 24%-25%-06% 946 

Q13228 Methanethiol oxidase 18-13-15 18-13-15 43%-32%-37% 472 

P32119 Peroxiredoxin-2 11-12-13 11-12-13 41%-42%-42% 198 

P11171 Protein 4,1 20-17-20 20-17-20 24%-20%-27% 864 

P16452 Protein 4,2 14-9-9 14-9-9 21%-17%-15% 691 
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P00491 Purine nucleoside phosphorylase 6-7-4 6-7-4 29%-31%-16% 289 

P02549 Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 82-52-58 82-52-58 31%-25%-26% 2419 

P11277 Spectrin beta chain, erythrocytic 71-54-50 71-54-50 35%-30%-29% 2137 

P27105 Stomatin 5-3-5 5-3-5 17%-12%-20% 288 

P28289 Tropomodulin-1 3-4-5 3-4-5 12%-21%-20% 359 
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Anexo 4. Proteínas do P. falciparum na fração membranar 

Proteina Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

PF3D7_0818200 14-3-3 protein I 6-6-7 6-6-7 23%-30%-30% 262 

PF3D7_0802200 1-cys peroxiredoxin 4-2-3 4-2-3 20%-09%-16% 220 

PF3D7_1008400 26S protease regulatory subunit 4, putative 2-3-3 2-3-3 04%-12%-09% 448 

PF3D7_1130400 26S protease regulatory subunit 6A, putative 6-6-6 6-6-6 16%-18%-18% 439 

PF3D7_0413600 26S protease regulatory subunit 6B, putative 2-8-6 2-8-6 03%-26%-17% 392 

PF3D7_1311500 26S protease regulatory subunit 7, putative 2-5-2 2-4-2 04%-12%-04% 420 

PF3D7_0205900 26S proteasome regulatory subunit RPN1, putative 5-4-2 5-4-2 07%-06%-04% 966 

PF3D7_1368100 26S proteasome regulatory subunit RPN11, putative 6-4-2 6-4-2 20%-14%-06% 311 

PF3D7_1466300 26S proteasome regulatory subunit RPN2, putative 3-4-4 3-4-4 03%-04%-03% 1172 

PF3D7_1338100 26S proteasome regulatory subunit RPN3, putative 2-2-2 2-2-2 04%-06%-06% 503 

PF3D7_1129200 26S proteasome regulatory subunit RPN7, putative 3-2-2 3-2-2 10%-05%-05% 393 

PF3D7_0719700 40S ribosomal protein S10, putative 2-6-3 2-6-3 08%-37%-19% 137 

PF3D7_0516200 40S ribosomal protein S11 7-8-8 7-8-8 31%-52%-39% 151 

PF3D7_0317600 40S ribosomal protein S11, putative 4-5-5 4-5-5 22%-24%-22% 161 

PF3D7_1358800 40S ribosomal protein S15 9-7-6 9-7-6 32%-31%-26% 151 

PF3D7_0316800 40S ribosomal protein S15A, putative 2-6-8 2-6-8 14%-47%-55% 130 

PF3D7_0813900 40S ribosomal protein S16, putative 5-8-4 5-8-4 28%-44%-23% 144 

PF3D7_1242700 40S ribosomal protein S17, putative 4-8-5 4-8-5 23%-50%-34% 137 

PF3D7_1126200 40S ribosomal protein S18, putative 4-6-5 4-6-5 18%-44%-29% 156 

PF3D7_0422400 40S ribosomal protein S19 5-8-7 5-8-7 22%-41%-40% 170 

PF3D7_1003500 40S ribosomal protein S20e, putative 2-3-2 2-3-2 15%-13%-11% 118 

PF3D7_1144000 40S ribosomal protein S21 3-2-2 3-2-2 33%-24%-24% 82 

PF3D7_1421200 40S ribosomal protein S25 5-8-6 5-8-6 41%-50%-48% 105 

PF3D7_1461300 40S ribosomal protein S28e, putative 2-3-2 2-3-2 42%-46%-28% 67 

PF3D7_1465900 40S ribosomal protein S3 5-10-7 5-10-7 19%-35%-29% 221 

PF3D7_0322900 40S ribosomal protein S3a 10-13-9 10-13-9 38%-43%-26% 262 

PF3D7_1105400 40S ribosomal protein S4 7-10-6 7-10-6 26%-40%-23% 261 

PF3D7_1447000 40S ribosomal protein S5 2-7-4 2-7-4 04%-18%-14% 272 
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PF3D7_0721600 40S ribosomal protein S5, putative 4-4-5 4-4-5 10%-10%-10% 195 

PF3D7_1342000 40S ribosomal protein S6 11-7-8 11-7-8 20%-23%-20% 306 

PF3D7_1302800 40S ribosomal protein S7 4-5-5 4-5-5 15%-20%-15% 194 

PF3D7_1408600 40S ribosomal protein S8 3-8-5 3-8-5 18%-33%-26% 218 

PF3D7_0520000 40S ribosomal protein S9, putative 2-9-5 2-9-5 09%-39%-21% 189 

PF3D7_1026800 40S ribosomal protein SA 5-5-2 5-5-2 17%-24%-13% 263 

PF3D7_1130200 60S acidic ribosomal protein P0 6-8-8 6-8-8 22%-31%-31% 316 

PF3D7_0309600 60S acidic ribosomal protein P2 2-4-2 2-4-2 22%-26%-22% 112 

PF3D7_1441200 60S ribosomal protein L1, putative 3-3-2 3-3-2 09%-13%-12% 217 

PF3D7_0517000 60S ribosomal protein L12, putative 4-5-3 4-5-3 28%-33%-19% 165 

PF3D7_1004000 60S ribosomal protein L13, putative 8-6-4 8-6-4 29%-20%-16% 202 

PF3D7_1431700 60S ribosomal protein L14, putative 6-4-4 6-4-4 30%-20%-19% 165 

PF3D7_1351400 60S ribosomal protein L17, putative 4-3-2 4-3-2 15%-12%-08% 203 

PF3D7_1341200 60S ribosomal protein L18a 4-8-4 4-8-4 23%-39%-24% 184 

PF3D7_0516900 60S ribosomal protein L2 7-7-4 7-7-4 20%-30%-15% 260 

PF3D7_1426000 60S ribosomal protein L21 3-3-3 3-3-3 12%-12%-12% 161 

PF3D7_1323400 60S ribosomal protein L23 3-2-2 3-2-2 13%-13%-13% 190 

PF3D7_1309100 60S ribosomal protein L24, putative 3-4-4 3-4-4 11%-16%-16% 162 

PF3D7_1460700 60S ribosomal protein L27 4-4-5 4-4-5 16%-22%-29% 146 

PF3D7_0618300 60S ribosomal protein L27a, putative 6-7-4 6-7-4 24%-30%-23% 148 

PF3D7_1142500 60S ribosomal protein L28 6-4-2 6-4-2 35%-28%-16% 127 

PF3D7_1027800 60S ribosomal protein L3 11-13-9 11-13-9 22%-25%-15% 386 

PF3D7_1142600 60S ribosomal protein L35ae, putative 2-3-2 2-3-2 06%-16%-15% 140 

PF3D7_1130100 60S ribosomal protein L38 3-5-2 3-5-2 23%-37%-13% 87 

PF3D7_0507100 60S ribosomal protein L4 8-8-9 8-8-9 20%-20%-24% 411 

PF3D7_1424100 60S ribosomal protein L5, putative 7-4-4 7-4-4 22%-12%-13% 294 

PF3D7_1323100 60S ribosomal protein L6, putative 4-4-2 4-4-2 22%-27%-09% 190 

PF3D7_1338200 60S ribosomal protein L6, putative 3-4-5 3-4-5 12%-24%-24% 221 

PF3D7_0307200 60S ribosomal protein L7, putative 5-10-4 5-10-4 14%-32%-21% 257 

PF3D7_1424400 60S ribosomal protein L7a 6-3-4 6-3-4 13%-12%-16% 283 

PF3D7_1427900 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 3-7-2 3-7-2 12%-31%-09% 281 
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PF3D7_1246200 Actin-1 13-21-15 13-19-13 31%-60%-41% 376 

PF3D7_1412500 Actin-2 3-6-4 3-4-2 10%-30%-15% 376 

PF3D7_1238800 Acyl-CoA synthetase 6-11-6 6-11-6 06%-18%-09% 792 

PF3D7_1029600 Adenosine deaminase 2-4-4 2-4-4 05%-13%-13% 367 

PF3D7_0520900 Adenosylhomocysteinase 8-9-8 8-9-8 15%-18%-14% 479 

PF3D7_1020900 ADP-ribosylation factor 1 4-6-5 4-6-5 30%-44%-36% 181 

PF3D7_1149000 Antigen 332, DBL-like protein 2-19-22 1-17-20 01%-05%-05% 6093 

PF3D7_1133400 Apical membrane antigen 1 2-11-6 2-11-6 03%-23%-11% 622 

PF3D7_0414900 Armadillo-domain containing rhoptry protein 3-5-3 3-5-3 12%-23%-16% 275 

PF3D7_0211800 Asparagine--tRNA ligase 3-4-2 3-4-2 05%-09%-04% 610 

PF3D7_0810600 ATP-dependent RNA helicase DBP1, putative 8-5-6 7-4-5 08%-07%-09% 941 

PF3D7_1445900 ATP-dependent RNA helicase DDX5, putative 7-2-6 7-2-6 16%-05%-10% 527 

PF3D7_0209800 ATP-dependent RNA helicase UAP56 4-4-7 4-4-7 07%-11%-12% 457 

PF3D7_1445700 Btz domain-containing protein 8-2-4 8-2-4 20%-07%-12% 351 

PF3D7_0217500 Calcium-dependent protein kinase 1 2-6-2 2-6-2 04%-13%-04% 524 

PF3D7_1238100 Calcyclin-binding protein 3-4-3 3-4-3 11%-21%-18% 228 

PF3D7_1434200 Calmodulin 2-3-2 2-3-2 22%-32%-22% 149 

PF3D7_0934800 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 6-5-7 6-5-7 15%-14%-20% 342 

PF3D7_1223100 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit 4-8-9 4-8-9 08%-16%-17% 441 

PF3D7_1136500 Casein kinase I 4-11-5 4-11-5 11%-29%-15% 324 

PF3D7_0306800 CCT-beta 9-11-8 9-11-8 18%-24%-17% 533 

PF3D7_0619400 Cell division cycle protein 48 homologue, putative 7-7-7 7-7-7 08%-07%-09% 828 

PF3D7_1334200 Chaperone binding protein, putative 4-2-2 4-2-2 08%-03%-04% 524 

PF3D7_1219100 Clathrin heavy chain 3-16-5 3-16-5 02%-10%-03% 1997 

PF3D7_1236100 Clustered-asparagine-rich protein 2-3-5 2-3-5 05%-10%-15% 445 

PF3D7_0606700 Coatomer alpha subunit, putative 11-5-4 11-5-4 09%-04%-03% 1512 

PF3D7_1127600 CRAL/TRIO domain-containing protein, putative 6-4-5 6-4-5 20%-11%-18% 297 

PF3D7_1409800 CUGBP Elav-like family member 2, putative 5-2-2 5-2-2 12%-05%-06% 514 

PF3D7_0935800 Cytoadherence linked asexual protein 9 2-7-7 2-7-7 01%-05%-05% 1340 

PF3D7_0814200 DNA/RNA-binding protein Alba 1 3-5-5 3-5-5 12%-16%-16% 248 

PF3D7_1006200 DNA/RNA-binding protein Alba 3 2-7-4 2-7-4 16%-65%-48% 107 
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PF3D7_1347500 DNA/RNA-binding protein Alba 4 5-11-8 5-11-8 15%-28%-23% 372 

PF3D7_0806500 DnaJ protein, putative 2-2-3 2-2-3 03%-04%-05% 675 

PF3D7_1473200 DnaJ protein, putative 3-2-2 3-2-2 06%-06%-05% 454 

PF3D7_1145400 Dynamin-like protein 7-7-5 7-6-4 09%-08%-05% 837 

PF3D7_1033200 Early transcribed membrane protein 10.2 4-15-14 4-15-14 10%-44%-39% 355 

PF3D7_0532100 Early transcribed membrane protein 5 3-6-6 3-6-6 21%-24%-24% 181 

PF3D7_1419700 eIF3h_C domain-containing protein 3-4-2 3-4-2 08%-10%-06% 509 

PF3D7_1357000 Elongation factor 1-alpha 24-32-31 24-32-31 58%-64%-61% 443 

PF3D7_0913200 Elongation factor 1-beta 6-6-4 6-6-4 21%-18%-14% 276 

PF3D7_1338300 Elongation factor 1-gamma, putative 5-6-4 5-6-4 12%-12%-08% 411 

PF3D7_1451100 Elongation factor 2 13-11-10 13-11-10 16%-18%-13% 832 

PF3D7_0731100 EMP1-trafficking protein 3-2-9 3-2-9 04%-03%-15% 890 

PF3D7_1108600 
Endoplasmic reticulum-resident calcium binding 
protein 

3-21-6 3-21-6 09%-55%-20% 343 

PF3D7_1222300 Endoplasmin, putative 8-29-10 8-29-10 11%-37%-14% 821 

PF3D7_1015900 Enolase 6-11-6 6-11-6 15%-26%-17% 446 

PF3D7_0201900 Erythrocyte membrane protein 3 5-6-7 1-1-2 27%-28%-32% 2441 

PF3D7_1036900 Erythrocyte membrane protein pfemp3 8-4-6 8-4-6 08%-04%-06% 1681 

PF3D7_0703500 Erythrocyte membrane-associated antigen 15-10-8 15-10-8 06%-06%-04% 2299 

PF3D7_1124600 Ethanolamine kinase 14-12-11 14-12-11 24%-24%-22% 423 

PF3D7_0728000 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit alpha 2-3-3 2-3-3 06%-12%-06% 329 

PF3D7_1212700 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 15-17-11 15-17-11 09%-13%-09% 1377 

PF3D7_0517700 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B 14-19-6 14-19-6 14%-32%-08% 716 

PF3D7_1206200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C 13-13-5 13-13-5 11%-11%-06% 984 

PF3D7_1007900 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D 7-12-7 7-12-7 15%-23%-14% 543 

PF3D7_0528200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E 4-5-2 4-5-2 07%-09%-04% 517 

PF3D7_0815600 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G 4-6-3 4-6-3 18%-32%-16% 268 

PF3D7_0716800 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I 4-11-5 4-11-5 19%-43%-23% 327 

PF3D7_0612100 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 4-7-2 4-7-2 04%-11%-03% 656 

PF3D7_0418200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M 8-7-4 8-7-4 15%-17%-10% 429 

PF3D7_0315100 Eukaryotic translation initiation factor 4E 2-6-4 2-6-4 08%-27%-18% 227 
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PF3D7_0730800 Exported protein 4-5-6 4-5-6 19%-22%-27% 293 

PF3D7_1121600 Exported protein 1 4-9-7 4-9-7 07%-50%-49% 162 

PF3D7_1471100 Exported protein 2 2-10-9 2-10-9 07%-34%-31% 287 

PF3D7_0910100 Exportin-7, putative 6-4-6 6-4-6 05%-03%-05% 1198 

PF3D7_1444800 Fructose-bisphosphate aldolase 10-17-15 10-17-15 25%-37%-37% 369 

PF3D7_1302100 Gamete antigen 27/25 10-7-9 10-7-9 44%-35%-42% 217 

PF3D7_1035300 Glutamate-rich protein GLURP 2-17-18 1-12-14 03%-33%-31% 1233 

PF3D7_1462800 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 9-14-9 9-14-9 25%-39%-26% 337 

PF3D7_1016300 Glycophorin-binding protein 130 17-19-32 4-5-13 69%-74%-78% 824 

PF3D7_1117700 GTP-binding nuclear protein 13-12-11 13-12-11 50%-56%-44% 214 

PF3D7_1456800 H(+)-exporting diphosphatase 2-12-11 2-12-11 03%-15%-15% 717 

PF3D7_0708800 Heat shock protein 110 3-8-5 3-8-5 04%-11%-06% 873 

PF3D7_0818900 Heat shock protein 70 22-28-23 17-23-18 29%-35%-34% 677 

PF3D7_0831700 Heat shock protein 70 12-13-18 7-8-13 19%-23%-25% 679 

PF3D7_0917900 Heat shock protein 70 7-31-19 7-31-19 12%-43%-29% 652 

PF3D7_0708400 Heat shock protein 90 27-31-30 27-31-30 30%-36%-38% 745 

PF3D7_1211400 Heat shock protein DNAJ homologue Pfj4 3-8-7 3-8-7 14%-29%-29% 244 

PF3D7_0817900 High mobility group protein B2 2-2-2 2-2-2 23%-28%-28% 99 

PF3D7_0929400 High molecular weight rhoptry protein 2 10-36-28 10-36-28 08%-24%-21% 1378 

PF3D7_0905400 High molecular weight rhoptry protein 3 8-19-10 8-19-10 08%-25%-14% 897 

PF3D7_0617800 Histone H2A 2-2-2 1-1-1 12%-12%-12% 132 

PF3D7_0320900 Histone H2A 5-6-5 4-5-4 31%-34%-31% 158 

PF3D7_0714000 Histone H2B 3-6-5 3-6-5 23%-33%-32% 123 

PF3D7_1105100 Histone H2B 4-6-5 4-6-5 27%-40%-27% 117 

PF3D7_0610400 Histone H3 10-10-8 5-4-3 34%-35%-26% 136 

PF3D7_0617900 Histone H3 8-10-9 3-4-4 26%-35%-34% 136 

PF3D7_1105000 Histone H4 5-14-9 5-14-9 27%-65%-51% 103 

PF3D7_1437900 HSP40, subfamily A 12-8-10 12-8-10 17%-13%-17% 424 

PF3D7_1434300 Hsp70-Hsp90 organising protein 9-5-6 9-5-6 15%-09%-09% 564 

PF3D7_1453700 HSP90 co-chaperone p23 2-4-3 2-4-3 05%-24%-08% 275 

PF3D7_0812400 Importin subunit alpha 7-8-6 7-8-6 11%-13%-12% 545 



172 
 

PF3D7_0706000 Importin-7, putative 3-4-7 3-4-7 02%-03%-06% 1229 

PF3D7_0920800 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2-3-2 2-3-2 05%-09%-05% 510 

PF3D7_0511800 Inositol-3-phosphate synthase 1 3-9-8 3-9-8 05%-18%-15% 604 

PF3D7_0524000 Karyopherin beta 10-15-16 10-15-16 11%-17%-18% 1123 

PF3D7_0201800 Knob associated heat shock protein 40 6-2-6 6-2-6 13%-07%-14% 421 

PF3D7_0202000 Knob-associated histidine-rich protein 4-9-8 4-9-8 06%-13%-12% 654 

PF3D7_0108300 Leucine-rich repeat protein 2-4-4 2-4-4 01%-02%-02% 2221 

PF3D7_1324900 L-lactate dehydrogenase 6-9-7 6-9-7 17%-22%-22% 316 

PF3D7_0525100 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6-6-7 6-6-7 07%-13%-11% 673 

PF3D7_1446200 M17 leucyl aminopeptidase 4-4-4 4-4-4 07%-08%-08% 605 

PF3D7_1311800 M1-family alanyl aminopeptidase 2-14-11 2-14-11 02%-15%-13% - 

PF3D7_1457300 MA3 domain-containing protein, putative 3-2-2 3-2-2 04%-03%-04% 639 

PF3D7_1229400 Macrophage migration inhibitory factor 2-3-2 2-3-2 16%-24%-18% 116 

PF3D7_1115800 Mago-bind domain-containing protein 3-2-4 3-2-4 13%-05%-13% 304 

PF3D7_0500800 Mature parasite-infected erythrocyte surface antigen 9-31-39 7-26-32 09%-30%-32% 1434 

PF3D7_0930300 Merozoite surface protein 1 13-53-52 13-53-51 09%-31%-30% 1720 

PF3D7_1228600 Merozoite surface protein 9 5-8-9 5-8-9 08%-18%-19% 743 

PF3D7_1034900 Methionine--tRNA ligase 2-7-5 2-7-5 02%-11%-06% 889 

PF3D7_1128200 Multiprotein-bridging factor 1, putative 11-3-6 11-3-6 57%-15%-29% 136 

PF3D7_1342600 Myosin-A 2-6-7 2-6-7 02%-07%-08% 818 

PF3D7_1426100 Nascent polypeptide-associated complex subunit beta 4-2-2 4-2-2 30%-11%-11% 171 

PF3D7_1202600 NFACT-R_1 domain-containing protein 5-2-2 5-2-2 02%-01%-01% 2180 

PF3D7_0813300 NPL domain-containing protein 2-5-5 2-5-5 07%-15%-18% 315 

PF3D7_1423700 NTF2 domain-containing protein 4-4-3 4-4-3 03%-03%-02% 1558 

PF3D7_0919000 Nucleosome assembly protein 4-6-5 4-6-5 12%-19%-15% 269 

PF3D7_1203700 Nucleosome assembly protein 3-4-2 3-4-2 06%-07%-03% 347 

PF3D7_0722400 Obg-like ATPase 1 5-5-5 5-5-5 16%-16%-17% 393 

PF3D7_0608800 Ornithine aminotransferase 3-9-9 3-9-9 08%-21%-18% 414 

PF3D7_0925900 Parasitophorous vacuolar protein 5, putative 5-2-4 5-2-4 18%-07%-18% 217 

PF3D7_1343000 Phosphoethanolamine N-methyltransferase 7-11-12 7-11-12 26%-39%-43% 266 

PF3D7_0922500 Phosphoglycerate kinase 6-18-13 6-18-13 20%-45%-38% 416 
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PF3D7_1408100 Plasmepsin III 4-11-4 4-11-4 10%-25%-12% 451 

PF3D7_1224300 Polyadenylate-binding protein 16-15-13 16-15-13 21%-20%-17% 875 

PF3D7_0923900 Polyadenylate-binding protein 2, putative 3-2-2 3-2-2 12%-09%-09% 202 

PF3D7_1107300 Polyadenylate-binding protein-interacting protein 1 11-4-3 11-4-3 04%-02%-02% 3334 

PF3D7_1011800 PRE-binding protein 20-19-9 20-19-9 18%-16%-09% 1139 

PF3D7_1201000 PRESAN domain-containing protein 6-8-12 6-8-12 10%-12%-17% 653 

PF3D7_0801000 PRESAN domain-containing protein 9-16-25 8-15-24 13%-19%-25% 1219 

PF3D7_0532300 PRESAN domain-containing protein 8-3-6 8-3-6 17%-09%-16% 509 

PF3D7_0424600 PRESAN domain-containing protein 2-7-8 2-7-8 06%-22%-24% 309 

PF3D7_0731300 PRESAN domain-containing protein 2-3-7 2-3-7 05%-14%-21% 317 

PF3D7_0401800 PRESAN domain-containing protein 6-10-10 6-10-10 11%-17%-17% 560 

PF3D7_0402000 PRESAN domain-containing protein 4-4-7 4-4-7 03%-12%-15% 428 

PF3D7_0915400 Probable ATP-dependent 6-phosphofructokinase 11-10-10 11-10-10 09%-11%-11% 1418 

PF3D7_1428300 Proliferation-associated protein 2g4, putative 4-5-6 4-5-6 11%-14%-15% 377 

PF3D7_0727400 Proteasome subunit alpha type 3-5-4 3-5-4 12%-23%-21% 256 

PF3D7_1353900 Proteasome subunit alpha type 3-4-2 3-4-2 13%-19%-09% 241 

PF3D7_1474800 Proteasome subunit alpha type-1, putative 2-5-3 2-5-3 11%-28%-18% 254 

PF3D7_0827900 Protein disulfide-isomerase 4-18-8 4-18-8 08%-33%-17% 483 

PF3D7_0627500 Protein DJ-1 3-5-3 3-5-3 13%-26%-17% 189 

PF3D7_1138500 Protein phosphatase PPM2 6-4-9 6-4-9 07%-05%-12% 924 

PF3D7_0213100 Protein SIS1 6-8-7 5-8-7 17%-25%-24% 328 

PF3D7_1410600 Protein-synthesizing GTPase 5-5-4 5-5-4 14%-17%-13% 465 

PF3D7_0621200 Pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit Pdx1 3-4-3 3-4-3 09%-18%-09% 301 

PF3D7_0626800 Pyruvate kinase 7-10-9 7-10-9 14%-24%-23% 511 

PF3D7_1320600 Ras-related protein Rab-11A 2-9-5 1-8-4 10%-46%-25% 216 

PF3D7_0807300 Ras-related protein Rab-18 2-4-4 2-4-4 11%-18%-23% 201 

PF3D7_0512600 Ras-related protein Rab-1B 2-7-4 2-7-4 09%-40%-24% 200 

PF3D7_1144900 Ras-related protein Rab-6 2-6-7 2-6-6 12%-31%-35% 207 

PF3D7_1252100 Rhoptry neck protein 3 3-30-26 3-30-26 01%-15%-12% 2215 

PF3D7_1410400 Rhoptry-associated protein 1 6-33-22 6-33-22 09%-40%-25% 782 

PF3D7_0501600 Rhoptry-associated protein 2 2-11-9 2-11-9 05%-30%-27% 398 
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PF3D7_1437200 Ribonucleoside-diphosphate reductase 5-4-4 5-4-4 06%-06%-06% 847 

PF3D7_0415900 Ribosomal protein L15 4-5-4 4-5-4 22%-25%-22% 205 

PF3D7_0524400 Ribosome-interacting GTPase 1, putative 3-2-4 3-2-4 10%-06%-12% 365 

PF3D7_0935900 Ring-exported protein 1 5-14-25 4-14-22 14%-20%-46% 713 

PF3D7_0936300 Ring-exported protein 3 2-3-2 2-3-2 09%-13%-11% 326 

PF3D7_0102200 Ring-infected erythrocyte surface antigen 5-11-17 3-7-12 05%-12%-15% 1085 

PF3D7_1149200 Ring-infected erythrocyte surface antigen 6-9-13 4-5-8 06%-07%-11% 1090 

PF3D7_1468700 RNA helicase 7-9-7 7-9-7 18%-24%-19% 398 

PF3D7_0916700 RNA-binding protein musashi, putative 4-5-5 4-5-5 10%-14%-13% 388 

PF3D7_1110400 RNA-binding protein, putative 8-7-3 8-7-3 05%-04%-02% 1483 

PF3D7_0823200 RNA-binding protein, putative 2-4-2 2-4-2 10%-24%-10% 286 

PF3D7_1362200 RuvB-like helicase 5-3-3 5-3-3 11%-07%-06% 483 

PF3D7_0922200 S-adenosylmethionine synthase 11-12-10 11-12-10 29%-32%-26% 402 

PF3D7_0912500 SAP domain-containing protein, putative 3-3-8 3-3-8 08%-16%-27% 288 

PF3D7_1235600 Serine hydroxymethyltransferase 2-5-3 2-5-3 04%-13%-06% 442 

PF3D7_1022400 Serine/arginine-rich splicing factor 4 3-3-2 3-3-2 05%-06%-03% 538 

PF3D7_0207600 Serine-repeat antigen protein 5 15-23-20 15-22-18 16%-25%-21% 997 

PF3D7_1006800 Single-strand telomeric DNA-binding protein GBP2 3-4-4 3-4-4 07%-12%-12% 246 

PF3D7_0702400 Small exported membrane protein 1 6-5-8 6-5-8 45%-33%-45% 123 

PF3D7_0416800 Small GTP-binding protein sar1 5-11-9 5-11-9 34%-58%-45% 192 

PF3D7_1324700 SNARE protein, putative 4-3-5 4-3-5 16%-14%-24% 221 

PF3D7_1451800 Sortilin 2-7-2 2-7-2 03%-09%-02% 895 

PF3D7_1132200 T-complex protein 1 subunit alpha 5-5-3 5-5-3 10%-11%-06% 544 

PF3D7_1357800 T-complex protein 1 subunit delta 5-3-3 5-3-3 11%-07%-07% 529 

PF3D7_0320300 T-complex protein 1 subunit epsilon 6-3-4 6-3-4 11%-05%-08% 535 

PF3D7_0308200 T-complex protein 1 subunit eta 4-4-2 4-4-2 08%-09%-05% 539 

PF3D7_1229500 T-complex protein 1 subunit gamma 10-7-8 10-7-8 16%-11%-13% 542 

PF3D7_0214000 T-complex protein 1 subunit theta 6-3-2 6-3-2 11%-08%-06% 542 

PF3D7_0608700 T-complex protein 1 subunit zeta 3-5-4 3-5-4 07%-11%-09% 543 

PF3D7_1438900 Thioredoxin peroxidase 1 2-5-5 2-5-5 08%-38%-31% 195 

PF3D7_1126000 Threonine--tRNA ligase 4-4-4 4-4-4 04%-04%-04% 1013 
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PF3D7_1123400 
Translation elongation factor EF-1, subunit alpha, 
putative 

4-4-2 4-4-2 07%-08%-04% 555 

PF3D7_0607000 Translation initiation factor IF-2, putative 5-5-2 5-5-2 05%-07%-03% 977 

PF3D7_1243600 Translation initiation factor SUI1, putative 2-2-2 2-2-2 17%-17%-17% 115 

PF3D7_0627700 Transportin 3-6-3 3-6-3 03%-06%-03% 1147 

PF3D7_1442300 tRNA import protein tRIP 3-3-3 3-3-3 06%-07%-07% 402 

PF3D7_1136300 Tudor staphylococcal nuclease 13-5-5 13-5-5 11%-06%-04% 1098 

PF3D7_1135400 Uncharacterized protein 3-8-11 3-8-11 14%-30%-46% 245 

PF3D7_0821400 Uncharacterized protein 3-4-3 3-4-3 18%-30%-18% 124 

PF3D7_0702500 Uncharacterized protein 4-7-9 4-7-9 15%-34%-39% 253 

PF3D7_1366900 Uncharacterized protein MAL13P1.336 4-4-4 4-4-4 06%-08%-05% 685 

PF3D7_1120000 Uncharacterized protein PF3D7_1120000 16-4-10 11-3-5 29%-14%-22% 1070 

PF3D7_0406100 Vacuolar proton pump subunit B 4-5-5 4-5-5 12%-16%-14% 494 

PF3D7_0617200 Viral a-type inclusion protein 9-6-3 9-6-3 19%-15%-07% 446 

PF3D7_1311900 V-type proton ATPase catalytic subunit A 3-6-4 3-6-4 05%-11%-08% 611 

PF3D7_1341900 V-type proton ATPase subunit D, putative 3-3-3 3-3-3 12%-13%-13% 247 

PF3D7_1323200 V-type proton ATPase subunit G, putative 2-4-2 2-4-2 18%-34%-18% 123 
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Anexo 5. Proteínas do P. falciparum na fração citoplasmática 

Proteína Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

PF3D7_1246200 Actin-1 2-7-3 1-6-2 07%-16%-10% 376 

PF3D7_1029600 Adenosine deaminase 2-3-3 2-3-3 07%-10%-09% 367 

PF3D7_1357000 Elongation factor 1-alpha 15-15-12 15-15-12 39%-39%-33% 443 

PF3D7_1451100 Elongation factor 2 5-8-6 5-8-6 07%-10%-09% 832 

PF3D7_1015900 Enolase 7-7-5 7-7-5 23%-21%-18% 446 

PF3D7_1444800 Fructose-bisphosphate aldolase 11-12-11 11-12-11 33%-37%-34% 369 

PF3D7_1462800 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 9-10-8 9-10-8 23%-25%-26% 337 

PF3D7_1016300 Glycophorin-binding protein 130 7-7-7 1-1-1 30%-43%-42% 824 

PF3D7_1117700 GTP-binding nuclear protein 4-6-5 4-6-5 23%-34%-27% 214 

PF3D7_0818900 Heat shock protein 70 8-10-8 6-8-7 14%-18%-16% 677 

PF3D7_0831700 Heat shock protein 70 6-4-5 4-2-4 13%-07%-09% 679 

PF3D7_0708400 Heat shock protein 90 8-14-10 8-14-10 13%-19%-14% 745 

PF3D7_1012400 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 3-4-4 3-4-4 18%-22%-22% 231 

PF3D7_0511800 Inositol-3-phosphate synthase 1 3-5-2 3-5-2 06%-09%-03% 604 

PF3D7_0524000 Karyopherin beta 2-4-2 2-4-2 03%-05%-03% 1123 

PF3D7_1324900 L-lactate dehydrogenase 7-9-8 7-9-8 22%-26%-22% 316 

PF3D7_0608800 Ornithine aminotransferase 6-6-7 6-6-7 14%-11%-14% 414 

PF3D7_1343000 Phosphoethanolamine N-methyltransferase 5-9-7 5-9-7 24%-44%-29% 266 

PF3D7_0922500 Phosphoglycerate kinase 11-16-12 11-16-12 31%-41%-37% 416 

PF3D7_0932200 Profilin 2-2-3 2-2-3 18%-13%-18% 171 

PF3D7_0627500 Protein DJ-1 2-2-3 2-2-3 12%-12%-13% 189 

PF3D7_0626800 Pyruvate kinase 3-5-4 3-5-4 07%-14%-11% 511 

PF3D7_0826700 Receptor for activated c kinase 2-4-4 2-4-4 09%-23%-15% 323 

PF3D7_0922200 S-adenosylmethionine synthase 3-7-6 3-7-6 11%-20%-18% 402 

PF3D7_0207600 Serine-repeat antigen protein 5 3-3-4 2-3-3 03%-03%-04% 997 

PF3D7_1008700 Tubulin beta chain 2-3-2 2-3-2 05%-07%-05% 445 
 

  



177 
 

Anexo 6. Proteínas do P. falciparum na fração parasitaria 

Proteína Descrição Pep Totais Pep U Cobertura Comprimento 

PF3D7_1215300 10 kDa chaperonin 7-2-7 7-2-7 60%-24%-60% 103 
PF3D7_0818200 14-3-3 protein I 7-7-6 7-7-6 30%-31%-30% 262 
PF3D7_0802200 1-cys peroxiredoxin 3-3-3 3-3-3 16%-18%-18% 220 
PF3D7_1008400 26S protease regulatory subunit 4, putative 8-2-5 8-2-5 24%-07%-13% 448 
PF3D7_1130400 26S protease regulatory subunit 6A, putative 9-3-11 9-3-11 12%-08%-21% 439 
PF3D7_0413600 26S protease regulatory subunit 6B, putative 10-6-8 10-6-8 29%-17%-16% 392 
PF3D7_1248900 26S protease regulatory subunit 8, putative 4-3-4 4-3-4 11%-07%-11% 435 
PF3D7_0205900 26S proteasome regulatory subunit RPN1, putative 5-3-6 5-3-6 07%-05%-08% 966 
PF3D7_1368100 26S proteasome regulatory subunit RPN11, putative 9-3-6 9-3-6 28%-06%-16% 311 
PF3D7_1312600 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha 5-3-4 5-3-4 16%-10%-13% 429 
PF3D7_0719700 40S ribosomal protein S10, putative 6-5-6 6-5-6 37%-37%-37% 137 
PF3D7_0516200 40S ribosomal protein S11 9-6-9 9-6-9 57%-36%-57% 151 
PF3D7_0317600 40S ribosomal protein S11, putative 3-2-2 3-2-2 12%-11%-11% 161 
PF3D7_0307100 40S ribosomal protein S12 3-3-4 3-3-4 38%-38%-46% 141 
PF3D7_1358800 40S ribosomal protein S15 10-4-7 10-4-7 52%-26%-34% 151 
PF3D7_0316800 40S ribosomal protein S15A, putative 7-3-6 7-3-6 39%-25%-39% 130 
PF3D7_0813900 40S ribosomal protein S16, putative 8-8-9 8-8-9 51%-41%-53% 144 
PF3D7_1242700 40S ribosomal protein S17, putative 10-2-7 10-2-7 59%-14%-42% 137 
PF3D7_1126200 40S ribosomal protein S18, putative 6-4-8 6-4-8 29%-19%-31% 156 
PF3D7_0422400 40S ribosomal protein S19 8-6-8 8-6-8 41%-39%-38% 170 
PF3D7_1144000 40S ribosomal protein S21 4-2-3 4-2-3 59%-24%-33% 82 
PF3D7_1421200 40S ribosomal protein S25 8-5-7 8-5-7 50%-38%-50% 105 
PF3D7_0217800 40S ribosomal protein S26 2-2-2 2-2-2 20%-20%-20% 107 
PF3D7_1465900 40S ribosomal protein S3 7-4-9 7-4-9 37%-25%-40% 221 
PF3D7_0322900 40S ribosomal protein S3a 10-7-5 10-7-5 35%-27%-21% 262 
PF3D7_1105400 40S ribosomal protein S4 7-4-5 7-4-5 27%-18%-19% 261 
PF3D7_1447000 40S ribosomal protein S5 7-4-7 7-4-7 23%-15%-20% 272 
PF3D7_1342000 40S ribosomal protein S6 13-4-7 13-4-7 27%-17%-16% 306 
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PF3D7_1302800 40S ribosomal protein S7 4-3-5 4-3-5 15%-14%-20% 194 
PF3D7_1408600 40S ribosomal protein S8 6-3-4 6-3-4 26%-19%-18% 218 
PF3D7_0520000 40S ribosomal protein S9, putative 6-2-4 6-2-4 30%-09%-19% 189 
PF3D7_1026800 40S ribosomal protein SA 8-5-9 8-5-9 33%-29%-40% 263 
PF3D7_1232100 60 kDa chaperonin 9-6-7 9-6-7 13%-10%-10% 718 
PF3D7_1130200 60S acidic ribosomal protein P0 9-8-9 9-8-9 35%-31%-35% 316 
PF3D7_1103100 60S acidic ribosomal protein P1, putative 3-2-2 3-2-2 52%-43%-43% 118 
PF3D7_0309600 60S acidic ribosomal protein P2 6-3-6 6-3-6 62%-23%-62% 112 
PF3D7_1441200 60S ribosomal protein L1, putative 4-2-3 4-2-3 16%-12%-13% 217 
PF3D7_0517000 60S ribosomal protein L12, putative 4-3-4 4-3-4 28%-22%-28% 165 
PF3D7_1004000 60S ribosomal protein L13, putative 4-2-2 4-2-2 21%-09%-11% 202 
PF3D7_1341200 60S ribosomal protein L18a 5-4-6 5-4-6 22%-15%-27% 184 
PF3D7_1426000 60S ribosomal protein L21 4-2-4 4-2-4 12%-06%-12% 161 
PF3D7_1460700 60S ribosomal protein L27 7-3-4 7-3-4 43%-22%-23% 146 
PF3D7_0618300 60S ribosomal protein L27a, putative 7-5-4 7-5-4 39%-32%-28% 148 
PF3D7_1142500 60S ribosomal protein L28 4-2-3 4-2-3 31%-16%-24% 127 
PF3D7_1027800 60S ribosomal protein L3 9-4-6 9-4-6 17%-11%-13% 386 
PF3D7_1142600 60S ribosomal protein L35ae, putative 4-2-4 4-2-4 20%-06%-16% 140 
PF3D7_1109900 60S ribosomal protein L36 6-5-6 6-5-6 38%-37%-38% 112 
PF3D7_0507100 60S ribosomal protein L4 12-3-9 12-3-9 29%-12%-25% 411 
PF3D7_1424100 60S ribosomal protein L5, putative 8-4-4 8-4-4 23%-13%-14% 294 
PF3D7_1323100 60S ribosomal protein L6, putative 5-3-5 5-3-5 28%-23%-31% 190 
PF3D7_1338200 60S ribosomal protein L6, putative 6-4-4 6-4-4 31%-28%-11% 221 
PF3D7_0404900 6-cysteine protein P41 2-2-3 2-2-3 07%-06%-10% 378 
PF3D7_1454700 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 4-3-4 4-3-4 10%-08%-10% 468 
PF3D7_0918000 Acid phosphatase 4-2-3 4-2-3 14%-09%-09% 396 
PF3D7_1427900 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 12-7-13 12-7-13 34%-26%-34% 281 
PF3D7_1246200 Actin-1 12-11-13 10-10-12 33%-28%-30% 376 
PF3D7_1412500 Actin-2 5-3-6 3-2-5 27%-16%-27% 376 
PF3D7_0308500 Activator of Hsp90 ATPase, putative 2-2-3 2-2-3 21%-13%-21% 140 
PF3D7_1001200 Acyl-CoA binding protein, isoform 2, ACBP2 5-3-4 5-3-4 53%-42%-53% 90 
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PF3D7_1029600 Adenosine deaminase 5-7-5 5-7-5 17%-24%-17% 367 
PF3D7_0520900 Adenosylhomocysteinase 8-9-7 8-9-7 16%-23%-16% 479 
PF3D7_1008900 Adenylate kinase 1 9-6-9 9-6-9 29%-26%-30% 242 
PF3D7_1020900 ADP-ribosylation factor 1 2-2-3 2-2-3 19%-19%-24% 181 
PF3D7_1454400 Aminopeptidase P 20-12-17 20-12-17 29%-19%-27% 777 
PF3D7_1149000 Antigen 332, DBL-like protein 59-9-43 57-8-40 12%-02%-10% 6093 
PF3D7_0211800 Asparagine--tRNA ligase 6-5-6 6-5-6 14%-12%-13% 610 
PF3D7_1235700 ATP synthase subunit beta 8-3-5 8-3-5 24%-08%-13% 535 
PF3D7_0626700 ATPase 2-2-3 2-2-3 05%-07%-08% 372 
PF3D7_0810600 ATP-dependent RNA helicase DBP1, putative 5-2-5 4-2-4 07%-03%-07% 941 
PF3D7_1445900 ATP-dependent RNA helicase DDX5, putative 11-2-6 11-2-6 24%-04%-11% 527 
PF3D7_0209800 ATP-dependent RNA helicase UAP56 6-5-3 6-5-3 13%-13%-09% 457 
PF3D7_0417200 Bifunctional dihydrofolate reductase-thymidylate synthase 4-2-2 4-2-2 09%-04%-06% 608 
PF3D7_1445700 Btz domain-containing protein 8-4-13 8-4-13 25%-16%-33% 351 
PF3D7_1238100 Calcyclin-binding protein 5-3-5 5-3-5 25%-17%-25% 228 
PF3D7_1434200 Calmodulin 8-4-6 8-4-6 53%-41%-53% 149 
PF3D7_1223100 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit 7-7-6 7-7-6 14%-16%-10% 441 
PF3D7_1136500 Casein kinase I 6-3-5 6-3-5 17%-10%-13% 324 
PF3D7_0306800 CCT-beta 9-8-9 9-8-9 21%-18%-22% 533 
PF3D7_0619400 Cell division cycle protein 48 homologue, putative 18-10-12 18-10-12 22%-14%-17% 828 
PF3D7_0107000 Centrin-1 4-2-3 4-2-3 23%-15%-15% 168 
PF3D7_1446600 Centrin-2 3-2-5 3-2-5 27%-17%-37% 168 
PF3D7_0816600 Chaperone protein ClpB1 11-4-2 11-4-2 11%-04%-02% 1070 
PF3D7_1140200 CHZ domain-containing protein 11-5-12 11-5-12 26%-12%-30% 447 
PF3D7_1236100 Clustered-asparagine-rich protein 7-4-8 7-4-8 24%-12%-26% 445 
PF3D7_1359400 CUGBP Elav-like family member 1 3-4-3 3-4-3 08%-10%-07% 509 
PF3D7_1409800 CUGBP Elav-like family member 2, putative 5-4-4 5-4-4 14%-11%-11% 514 
PF3D7_1115400 Cysteine proteinase falcipain 3 2-2-3 2-2-3 04%-04%-05% 492 
PF3D7_0302500 Cytoadherence linked asexual protein 3.1 16-6-13 2-1-2 11%-05%-09% 1417 
PF3D7_1404100 Cytochrome c, putative 8-3-10 8-3-10 49%-19%-50% 115 
PF3D7_1116700 Dipeptidyl aminopeptidase 1 9-7-8 9-7-8 15%-13%-11% 700 
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PF3D7_0527000 DNA replication licensing factor MCM3 4-2-5 4-2-5 04%-02%-05% 962 
PF3D7_0814200 DNA/RNA-binding protein Alba 1 9-4-6 9-4-6 25%-12%-21% 248 
PF3D7_1006200 DNA/RNA-binding protein Alba 3 5-3-8 5-3-8 40%-38%-69% 107 
PF3D7_1347500 DNA/RNA-binding protein Alba 4 9-10-8 9-10-8 32%-32%-26% 372 
PF3D7_1216900 DNA-binding chaperone, putative 5-2-4 5-2-4 05%-03%-04% 939 
PF3D7_1364800 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III  2-2-2 2-2-2 10%-12%-10% 205 
PF3D7_1473200 DnaJ protein, putative 9-3-10 9-3-10 20%-07%-21% 454 
PF3D7_0629200 DnaJ protein, putative 8-7-5 8-7-5 22%-22%-17% 380 
PF3D7_1035700 Duffy binding-like merozoite surface protein 6-7-13 6-7-13 09%-10%-18% 697 
PF3D7_1033200 Early transcribed membrane protein 10.2 14-9-15 14-9-15 39%-35%-40% 355 
PF3D7_0532100 Early transcribed membrane protein 5 6-3-6 6-3-6 24%-23%-24% 181 
PF3D7_0108500 ELM2 domain-containing protein 3-3-4 3-3-4 18%-18%-18% 179 
PF3D7_1357000 Elongation factor 1-alpha 30-22-29 30-22-29 57%-50%-59% 443 
PF3D7_0913200 Elongation factor 1-beta 11-7-12 11-7-12 44%-31%-45% 276 
PF3D7_0319600 Elongation factor 1-delta, putative 2-2-3 2-2-3 06%-19%-20% 156 
PF3D7_1338300 Elongation factor 1-gamma, putative 3-6-4 3-6-4 08%-13%-11% 411 
PF3D7_1451100 Elongation factor 2 19-15-15 19-15-15 20%-17%-19% 832 
PF3D7_0730900 EMP1-trafficking protein 25-8-23 12-1-11 32%-17%-29% 2110 
PF3D7_1344200 Endoplasmic reticulum chaperone GRP170 25-22-28 25-22-28 24%-27%-28% 932 
PF3D7_1108600 Endoplasmic reticulum-resident calcium binding protein 26-19-33 26-19-33 64%-48%-71% 343 
PF3D7_1222300 Endoplasmin, putative 23-17-21 23-17-21 30%-27%-31% 821 
PF3D7_1015900 Enolase 14-14-13 14-14-13 35%-32%-30% 446 
PF3D7_1036900 Erythrocyte membrane protein pfemp3 26-5-23 26-5-23 18%-05%-19% 1681 
PF3D7_0703500 Erythrocyte membrane-associated antigen 15-4-15 15-4-15 08%-02%-08% 2299 
PF3D7_1124600 Ethanolamine kinase 9-4-9 9-4-9 22%-10%-21% 423 
PF3D7_0422700 Eukaryotic initiation factor 4A-III, putative 3-2-2 3-2-2 09%-07%-07% 390 
PF3D7_1010600 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit beta 2-2-3 2-2-3 09%-09%-14% 222 
PF3D7_0517700 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B 7-2-4 7-2-4 10%-03%-06% 716 
PF3D7_1206200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C 5-2-3 5-2-3 05%-02%-04% 984 
PF3D7_0815600 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G 8-7-11 8-7-11 37%-28%-40% 268 
PF3D7_0716800 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I 8-5-9 8-5-9 37%-20%-39% 327 
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PF3D7_1143400 Eukaryotic translation initiation factor 4C 3-2-3 3-2-3 21%-17%-21% 155 
PF3D7_1204300 Eukaryotic translation initiation factor 5A 2-2-3 2-2-3 14%-14%-34% 161 
PF3D7_0501000 Exported protein 3-3-3 3-3-3 14%-08%-14% 260 
PF3D7_0730800 Exported protein 6-3-6 6-3-6 27%-12%-27% 293 
PF3D7_1121600 Exported protein 1 7-6-6 7-6-6 70%-58%-49% 162 
PF3D7_1471100 Exported protein 2 5-4-4 5-4-4 16%-17%-13% 287 
PF3D7_1441400 FACT complex subunit SSRP1 9-2-5 9-2-5 20%-03%-10% 506 
PF3D7_1360800 Falcilysin 16-7-11 16-7-11 14%-07%-11% 1193 
PF3D7_1444800 Fructose-bisphosphate aldolase 18-16-19 18-16-19 41%-37%-41% 369 
PF3D7_1302100 Gamete antigen 27/25 10-4-11 10-4-11 57%-26%-58% 217 
PF3D7_1436000 Glucose-6-phosphate isomerase 11-4-15 11-4-15 17%-07%-23% 579 
PF3D7_1416500 Glutamate dehydrogenase 8-2-14 7-2-14 20%-06%-31% 470 
PF3D7_1349200 Glutamate--tRNA ligase 4-3-3 4-3-3 06%-05%-04% 863 
PF3D7_1212000 Glutathione peroxidase 3-2-4 3-2-4 13%-08%-18% 205 
PF3D7_1419300 Glutathione S-transferase 5-3-5 5-3-5 29%-17%-36% 211 
PF3D7_1462800 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 16-15-17 16-15-17 38%-33%-33% 337 
PF3D7_1216200 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] 2-2-2 2-2-2 06%-05%-06% 367 
PF3D7_1016300 Glycophorin-binding protein 130 33-20-33 9-7-11 73%-72%-77% 824 
PF3D7_1124700 GrpE protein homolog 10-2-10 10-2-10 31%-11%-34% 301 
PF3D7_1117700 GTP-binding nuclear protein 13-11-13 13-11-13 59%-54%-59% 214 
PF3D7_1033400 Haloacid dehalogenase-like hydrolase 4-4-6 4-4-6 21%-24%-24% 288 
PF3D7_1226300 Haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative 5-4-8 5-4-8 18%-19%-24% 295 
PF3D7_1116800 Heat shock protein 101 15-8-8 15-8-8 20%-08%-09% 906 
PF3D7_0708800 Heat shock protein 110 13-6-14 13-6-14 17%-06%-21% 873 
PF3D7_1015600 Heat shock protein 60 13-10-14 13-10-14 30%-23%-30% 580 
PF3D7_0818900 Heat shock protein 70 28-25-27 23-20-22 40%-36%-39% 677 
PF3D7_0831700 Heat shock protein 70 20-16-18 15-11-13 30%-26%-28% 679 
PF3D7_1134000 Heat shock protein 70 36-24-29 36-24-29 51%-42%-47% 663 
PF3D7_0917900 Heat shock protein 70 37-30-36 37-30-36 50%-48%-50% 652 
PF3D7_0708400 Heat shock protein 90 30-28-27 30-28-27 36%-37%-36% 745 
PF3D7_1118200 Heat shock protein 90, putative 7-3-5 7-3-5 10%-04%-06% 930 
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PF3D7_1211400 Heat shock protein DNAJ homologue Pfj4 8-3-8 8-3-8 34%-16%-38% 244 
PF3D7_1220900 Heterochromatin protein 1 8-3-9 8-3-9 32%-12%-35% 266 
PF3D7_0817900 High mobility group protein B2 2-2-2 2-2-2 28%-28%-28% 99 
PF3D7_0929400 High molecular weight rhoptry protein 2 26-8-25 26-8-25 21%-08%-22% 1378 
PF3D7_0905400 High molecular weight rhoptry protein 3 11-9-11 11-9-11 17%-13%-16% 897 
PF3D7_0617800 Histone H2A 4-4-4 3-3-3 35%-35%-35% 132 
PF3D7_0320900 Histone H2A 10-6-10 9-5-9 59%-49%-41% 158 
PF3D7_0714000 Histone H2B 6-2-6 5-2-5 34%-15%-34% 123 
PF3D7_1105100 Histone H2B 6-4-7 5-4-6 38%-26%-44% 117 
PF3D7_0617900 Histone H3 5-6-9 2-1-3 26%-25%-26% 136 
PF3D7_0610400 Histone H3 7-9-10 4-4-4 34%-34%-35% 136 
PF3D7_1105000 Histone H4 9-5-9 9-5-9 59%-49%-59% 103 
PF3D7_0527500 Hsc70-interacting protein 7-3-7 7-3-7 09%-06%-09% 458 
PF3D7_1437900 HSP40, subfamily A 10-7-8 10-7-8 19%-17%-16% 424 
PF3D7_1434300 Hsp70-Hsp90 organising protein 11-6-10 11-6-10 21%-10%-17% 564 
PF3D7_1453700 HSP90 co-chaperone p23 7-3-8 7-3-8 24%-17%-24% 275 
PF3D7_1012400 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 8-7-5 8-7-5 36%-26%-22% 231 
PF3D7_0812400 Importin subunit alpha 6-5-5 6-5-5 13%-12%-09% 545 
PF3D7_1003600 Inner membrane complex protein 1c, putative 5-4-7 5-4-7 13%-13%-25% 281 
PF3D7_0525800 Inner membrane complex protein 1g, putative 2-2-3 2-2-3 06%-06%-09% 300 
PF3D7_0920800 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 7-7-4 7-7-4 16%-15%-09% 510 
PF3D7_0511800 Inositol-3-phosphate synthase 1 15-8-17 15-8-17 27%-16%-30% 604 
PF3D7_0524000 Karyopherin beta 20-12-16 20-12-16 21%-15%-19% 1123 
PF3D7_1468100 Kelch domain-containing protein, putative 8-2-9 8-2-9 04%-01%-04% 2558 
PF3D7_1343700 Kelch protein K13 4-2-4 4-2-4 07%-04%-07% 726 
PF3D7_0202000 Knob-associated histidine-rich protein 5-3-6 5-3-6 08%-06%-11% 654 
PF3D7_1324900 L-lactate dehydrogenase 14-10-10 14-10-10 38%-33%-22% 316 
PF3D7_1446200 M17 leucyl aminopeptidase 7-7-6 7-7-6 15%-15%-13% 605 
PF3D7_0932300 M18 aspartyl aminopeptidase 4-2-3 4-2-3 08%-05%-07% 570 
PF3D7_1311800 M1-family alanyl aminopeptidase 24-23-22 24-23-22 23%-27%-21% - 
PF3D7_1229400 Macrophage migration inhibitory factor 4-2-4 4-2-4 32%-14%-32% 116 
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PF3D7_1115800 Mago-bind domain-containing protein 7-2-7 7-2-7 22%-04%-22% 304 
PF3D7_0500800 Mature parasite-infected erythrocyte surface antigen 58-16-60 50-14-52 38%-15%-40% 1434 
PF3D7_0930300 Merozoite surface protein 1 47-53-57 47-53-57 30%-31%-34% 1720 
PF3D7_0206800 Merozoite surface protein 2 7-2-7 7-2-7 35%-19%-35% 272 
PF3D7_1035400 Merozoite surface protein 3 5-3-9 5-3-9 20%-13%-28% 354 
PF3D7_1035500 Merozoite surface protein 6 7-5-13 7-5-13 19%-21%-28% 371 
PF3D7_1335100 Merozoite surface protein 7 14-8-25 14-8-25 36%-20%-46% 351 
PF3D7_1228600 Merozoite surface protein 9 12-9-18 12-9-18 16%-14%-25% 743 
PF3D7_0523000 Multidrug resistance protein 1 7-3-3 7-3-3 05%-02%-02% 1419 
PF3D7_1128200 Multiprotein-bridging factor 1, putative 9-2-12 9-2-12 51%-17%-63% 136 
PF3D7_1246400 Myosin A tail domain interacting protein 2-2-2 2-2-2 11%-11%-06% 204 
PF3D7_0621800 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 4-2-4 4-2-4 30%-21%-30% 184 
PF3D7_1426100 Nascent polypeptide-associated complex subunit beta 3-3-4 3-3-4 25%-25%-30% 171 
PF3D7_0813300 NPL domain-containing protein 14-5-14 14-5-14 31%-19%-31% 315 
PF3D7_1423700 NTF2 domain-containing protein 14-3-16 14-3-16 11%-03%-13% 1558 
PF3D7_1412300 Nuclear transport factor 2 4-3-4 4-3-4 33%-26%-38% 125 
PF3D7_1366500 Nucleoside diphosphate kinase 5-5-5 5-5-5 32%-32%-32% 149 
PF3D7_1203700 Nucleosome assembly protein 10-6-9 10-6-9 25%-19%-23% 347 
PF3D7_0919000 Nucleosome assembly protein 8-6-10 8-6-10 35%-23%-40% 269 
PF3D7_0706500 NUFIP1 domain-containing protein 13-2-15 13-2-15 09%-02%-10% 1706 
PF3D7_0722400 Obg-like ATPase 1 9-2-7 9-2-7 27%-07%-23% 393 
PF3D7_0608800 Ornithine aminotransferase 11-12-11 11-12-11 21%-21%-27% 414 
PF3D7_0501200 Parasite-infected erythrocyte surface protein 5-3-4 5-3-4 24%-08%-22% 408 
PF3D7_1129100 Parasitophorous vacuolar protein 1 5-4-8 5-4-8 12%-11%-20% 452 
PF3D7_0925900 Parasitophorous vacuolar protein 5, putative 5-4-5 5-4-5 18%-18%-18% 217 
PF3D7_1115600 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 10-8-12 10-8-12 40%-43%-40% 195 
PF3D7_0322000 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 3-3-3 3-3-3 16%-22%-16% 171 
PF3D7_1247400 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP35 5-5-5 5-5-5 21%-17%-18% 304 
PF3D7_1027300 Peroxiredoxin 7-4-8 7-4-8 19%-13%-19% 393 
PF3D7_1343000 Phosphoethanolamine N-methyltransferase 15-15-14 15-15-14 53%-53%-48% 266 
PF3D7_0922500 Phosphoglycerate kinase 24-27-26 24-27-26 57%-59%-54% 416 
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PF3D7_1120100 Phosphoglycerate mutase 18-9-19 18-9-19 62%-44%-64% 250 
PF3D7_1325100 Phosphoribosylpyrophosphate synthetase 9-6-6 9-6-6 26%-18%-16% 437 
PF3D7_0624000 Phosphotransferase 5-3-6 5-3-6 13%-09%-14% 493 
PF3D7_1407900 Plasmepsin I 9-8-7 9-8-7 24%-21%-20% 452 
PF3D7_1408000 Plasmepsin II 6-5-6 6-5-6 19%-13%-19% 453 
PF3D7_1408100 Plasmepsin III 15-10-14 15-10-14 38%-25%-34% 451 
PF3D7_1407800 Plasmepsin IV 8-6-9 8-6-9 16%-18%-20% 449 
PF3D7_1224300 Polyadenylate-binding protein 19-18-23 19-18-23 22%-25%-26% 875 
PF3D7_0923900 Polyadenylate-binding protein 2, putative 4-5-3 4-5-3 22%-30%-16% 202 
PF3D7_1011800 PRE-binding protein 25-7-20 25-7-20 20%-08%-17% 1139 
PF3D7_1416900 Prefoldin subunit 2, putative 8-3-6 8-3-6 56%-21%-50% 147 
PF3D7_1201000 PRESAN domain-containing protein 8-6-7 8-6-7 17%-12%-14% 653 
PF3D7_0801000 PRESAN domain-containing protein 17-4-15 16-4-14 22%-06%-21% 1219 
PF3D7_0402000 PRESAN domain-containing protein 4-3-5 4-3-5 12%-12%-12% 428 
PF3D7_0731300 PRESAN domain-containing protein 6-2-6 6-2-6 20%-05%-20% 317 
PF3D7_0424600 PRESAN domain-containing protein 4-5-5 4-5-5 17%-19%-19% 309 
PF3D7_0936800 PRESAN domain-containing protein 5-2-8 5-2-8 12%-06%-19% 383 
PF3D7_1404900 PRESAN domain-containing protein 2-2-3 2-2-3 07%-07%-12% 297 
PF3D7_0401800 PRESAN domain-containing protein 10-3-8 10-3-8 21%-07%-14% 560 
PF3D7_0532300 PRESAN domain-containing protein 3-4-3 3-4-3 09%-08%-06% 509 
PF3D7_0915400 Probable ATP-dependent 6-phosphofructokinase 20-5-20 20-5-20 21%-06%-21% 1418 
PF3D7_0512000 Probable prefoldin subunit 6 6-3-8 6-3-8 47%-26%-54% 119 
PF3D7_0932200 Profilin 3-5-3 3-5-3 23%-27%-23% 171 
PF3D7_1361900 Proliferating cell nuclear antigen 1 8-6-9 8-6-9 42%-31%-43% 274 
PF3D7_1428300 Proliferation-associated protein 2g4, putative 8-11-7 8-11-7 21%-28%-21% 377 
PF3D7_0907700 Proteasome activator 28 subunit beta, putative 4-2-2 4-2-2 13%-09%-07% 279 
PF3D7_0727400 Proteasome subunit alpha type 6-5-6 6-5-6 26%-26%-29% 256 
PF3D7_1353900 Proteasome subunit alpha type 3-5-4 3-5-4 12%-22%-19% 241 
PF3D7_1353800 Proteasome subunit alpha type 7-2-8 7-2-8 27%-10%-29% 246 
PF3D7_1474800 Proteasome subunit alpha type-1, putative 6-5-4 6-5-4 22%-28%-22% 254 
PF3D7_0608500 Proteasome subunit alpha type-2, putative 5-3-6 5-3-6 23%-13%-29% 235 
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PF3D7_0807500 Proteasome subunit alpha type-6, putative 5-5-6 5-5-6 20%-25%-25% 260 
PF3D7_1470900 Proteasome subunit beta 5-4-4 5-4-4 16%-21%-22% 195 
PF3D7_1328100 Proteasome subunit beta 2-2-4 2-2-4 07%-08%-14% 270 
PF3D7_0518300 Proteasome subunit beta 2-3-2 2-3-2 10%-10%-10% 240 
PF3D7_0803800 Proteasome subunit beta 4-3-2 4-3-2 18%-15%-11% 265 
PF3D7_1134100 Protein disulfide isomerase 3-5-4 3-5-4 09%-14%-11% 423 
PF3D7_0827900 Protein disulfide-isomerase 23-19-21 23-19-21 42%-41%-33% 483 
PF3D7_0627500 Protein DJ-1 5-5-5 5-5-5 35%-35%-26% 189 
PF3D7_0213100 Protein SIS1 10-3-6 10-3-6 28%-09%-21% 328 
PF3D7_1410600 Protein-synthesizing GTPase 9-5-6 9-5-6 27%-14%-19% 465 
PF3D7_0513300 Purine nucleoside phosphorylase 4-3-7 4-3-7 22%-17%-40% 245 
PF3D7_0621200 Pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit Pdx1 5-5-5 5-5-5 18%-17%-18% 301 
PF3D7_1357900 Pyrroline-5-carboxylate reductase, putative 4-4-3 4-4-3 15%-15%-07% 262 
PF3D7_0626800 Pyruvate kinase 9-8-8 9-8-8 26%-21%-21% 511 
PF3D7_1242800 Rab GDP dissociation inhibitor 7-2-7 7-2-7 21%-05%-19% 459 
PF3D7_0419600 Ran-specific GTPase-activating protein 1, putative 11-5-9 11-5-9 30%-17%-26% 280 
PF3D7_1320600 Ras-related protein Rab-11A 10-2-6 9-2-6 49%-11%-32% 216 
PF3D7_1144900 Ras-related protein Rab-6 6-3-4 6-3-4 31%-16%-20% 207 
PF3D7_0826700 Receptor for activated c kinase 7-8-7 7-8-7 34%-35%-35% 323 
PF3D7_1116000 Rhoptry neck protein 4 4-2-5 4-2-5 04%-02%-09% 1201 
PF3D7_0721400 Rhoptry protein, putative 2-2-3 2-2-3 14%-12%-19% 214 
PF3D7_0722200 Rhoptry-associated leucine zipper-like protein 1 11-2-11 11-2-11 15%-04%-17% 749 
PF3D7_0707300 Rhoptry-associated membrane antigen 9-3-12 9-3-12 09%-04%-12% 861 
PF3D7_1410400 Rhoptry-associated protein 1 15-4-13 15-4-13 21%-10%-23% 782 
PF3D7_0501600 Rhoptry-associated protein 2 4-6-6 4-6-6 11%-17%-17% 398 
PF3D7_0501500 Rhoptry-associated protein 3 5-3-2 5-3-2 14%-07%-05% 400 
PF3D7_1437200 Ribonucleoside-diphosphate reductase 5-2-7 5-2-7 07%-03%-09% 847 
PF3D7_1405600 Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain 3-2-2 3-2-2 11%-08%-07% 349 
PF3D7_0935900 Ring-exported protein 1 19-4-21 17-3-18 43%-13%-50% 713 
PF3D7_0936300 Ring-exported protein 3 2-2-3 2-2-3 11%-09%-13% 326 
PF3D7_1468700 RNA helicase 11-8-10 11-8-10 37%-28%-33% 398 
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PF3D7_0916700 RNA-binding protein musashi, putative 7-2-5 7-2-5 23%-07%-13% 388 
PF3D7_0823200 RNA-binding protein, putative 7-6-6 7-6-6 32%-32%-28% 286 
PF3D7_0605100 RNA-binding protein, putative 6-2-2 6-2-2 08%-03%-03% 755 
PF3D7_1004400 RNA-binding protein, putative 8-2-7 8-2-7 12%-02%-10% 880 
PF3D7_1110400 RNA-binding protein, putative 14-4-13 14-4-13 10%-03%-10% 1483 
PF3D7_1360900 RNA-binding protein, putative 3-2-3 3-2-3 14%-07%-11% 389 
PF3D7_1362200 RuvB-like helicase 2-3-2 2-3-2 04%-09%-04% 483 
PF3D7_0922200 S-adenosylmethionine synthase 14-11-14 14-11-14 37%-31%-37% 402 
PF3D7_1035200 S-antigen protein 11-6-12 9-1-9 74%-64%-74% 585 
PF3D7_1235600 Serine hydroxymethyltransferase 11-5-10 11-5-10 24%-12%-21% 442 
PF3D7_0207900 Serine repeat antigen 2 2-2-3 1-1-1 03%-02%-04% 1105 
PF3D7_0207700 Serine repeat antigen 4 7-4-8 6-3-6 11%-06%-11% 962 
PF3D7_0517300 Serine/arginine-rich splicing factor 1 5-4-5 5-4-5 21%-17%-21% 298 
PF3D7_0503300 Serine/arginine-rich splicing factor 12 5-3-5 5-3-5 21%-09%-17% 308 
PF3D7_1022400 Serine/arginine-rich splicing factor 4 5-4-6 5-4-6 09%-08%-11% 538 
PF3D7_1403900 Serine/threonine protein phosphatase CPPED1 3-2-2 3-2-2 12%-04%-08% 298 
PF3D7_0207600 Serine-repeat antigen protein 5 21-19-21 20-17-20 23%-22%-22% 997 
PF3D7_1006800 Single-strand telomeric DNA-binding protein GBP2 6-3-5 6-3-5 19%-11%-18% 246 
PF3D7_0702400 Small exported membrane protein 1 7-3-7 7-3-7 41%-44%-33% 123 
PF3D7_0416800 Small GTP-binding protein sar1 7-5-7 7-5-7 49%-34%-40% 192 
PF3D7_0505800 Small ubiquitin-related modifier 3-3-3 3-3-3 21%-37%-21% 100 
PF3D7_1420700 Surface protein P113 10-3-12 10-3-12 10%-03%-12% 969 
PF3D7_1132200 T-complex protein 1 subunit alpha 6-4-3 6-4-3 12%-09%-06% 544 
PF3D7_1357800 T-complex protein 1 subunit delta 4-3-2 4-3-2 11%-09%-05% 529 
PF3D7_0320300 T-complex protein 1 subunit epsilon 3-3-6 3-3-6 06%-10%-11% 535 
PF3D7_0308200 T-complex protein 1 subunit eta 3-4-4 3-4-4 07%-08%-10% 539 
PF3D7_1229500 T-complex protein 1 subunit gamma 6-3-5 6-3-5 13%-06%-11% 542 
PF3D7_0214000 T-complex protein 1 subunit theta 4-2-2 4-2-2 09%-04%-06% 542 
PF3D7_0608700 T-complex protein 1 subunit zeta 3-3-3 3-3-3 09%-09%-07% 543 
PF3D7_1205600 Tetratricopeptide repeat protein, putative 6-4-8 6-4-8 23%-17%-30% 333 
PF3D7_1457200 Thioredoxin 1 2-2-3 2-2-3 28%-28%-38% 104 
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PF3D7_1438900 Thioredoxin peroxidase 1 5-7-7 5-7-7 38%-42%-50% 195 
PF3D7_1104400 Thioredoxin-like mero protein 5-6-7 5-6-7 15%-17%-19% 424 
PF3D7_1126000 Threonine--tRNA ligase 6-3-6 6-3-6 07%-03%-07% 1013 
PF3D7_0610800 Transketolase 14-3-10 14-3-10 21%-05%-18% 672 
PF3D7_1123400 Translation elongation factor EF-1, subunit alpha, putative 3-2-2 3-2-2 07%-04%-04% 555 
PF3D7_1243600 Translation initiation factor SUI1, putative 3-2-3 3-2-3 18%-17%-18% 115 
PF3D7_0511000 Translationally-controlled tumor protein homolog 3-2-3 3-2-3 12%-12%-12% 171 
PF3D7_0202400 Translation-enhancing factor 10-2-11 8-1-10 14%-05%-13% 1192 
PF3D7_1436300 Translocon component PTEX150 15-4-16 15-4-16 17%-07%-20% 993 
PF3D7_1105800 Transmembrane protein 3-2-3 3-2-3 12%-09%-11% 266 
PF3D7_1439900 Triosephosphate isomerase 9-10-13 9-10-13 23%-34%-46% 248 
PF3D7_0903700 Tubulin alpha chain 9-7-9 1-1-1 19%-19%-20% 453 
PF3D7_1008700 Tubulin beta chain 9-4-8 9-4-8 17%-08%-17% 445 
PF3D7_1136300 Tudor staphylococcal nuclease 4-3-3 4-3-3 03%-03%-03% 1098 
PF3D7_1113400 Ubiquitin domain-containing protein DSK2, putative 2-2-3 2-2-3 08%-05%-10% 388 
PF3D7_0527100 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N, putative 3-3-3 3-3-3 31%-31%-32% 152 
PF3D7_0702500 Uncharacterized protein 10-3-11 10-3-11 53%-19%-53% 253 
PF3D7_0821400 Uncharacterized protein 4-2-4 4-2-4 29%-10%-30% 124 
PF3D7_0914400 Uncharacterized protein 7-2-8 7-2-8 30%-09%-37% 249 
PF3D7_1135400 Uncharacterized protein 7-2-6 7-2-6 32%-07%-28% 245 
PF3D7_1366900 Uncharacterized protein MAL13P1.336 12-3-18 12-3-18 18%-09%-24% 685 
PF3D7_1120000 Uncharacterized protein PF3D7_1120000 17-10-19 11-5-12 27%-25%-34% 1070 
PF3D7_1011700 UV excision repair protein RAD23 5-2-5 5-2-5 19%-05%-14% 389 
PF3D7_0406100 Vacuolar proton pump subunit B 8-4-8 8-4-8 20%-13%-22% 494 
PF3D7_1439800 Vesicle-associated membrane protein, putative 2-2-2 2-2-2 09%-12%-13% 241 
PF3D7_0617200 Viral a-type inclusion protein 14-5-12 14-5-12 29%-13%-20% 446 
PF3D7_1432100 Voltage-dependent anion-selective channel protein 7-2-8 7-2-8 23%-09%-24% 289 
PF3D7_1311900 V-type proton ATPase catalytic subunit A 10-6-8 10-6-8 18%-10%-15% 611 
PF3D7_1323200 V-type proton ATPase subunit G, putative 6-3-7 6-3-7 44%-28%-47% 123 
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Anexo 7. Proteínas do P. falciparum exclusivas da fração membranar 

PlasmoDB ID Gene Descrição Famílias de proteínas y domínios conservados 

    

Proteínas exportadas e a remodelação do eritrócito  

PF3D7_0201800 KAHSP40 knob associated heat shock protein 40 DnaJ domain;Chaperone DnaJ, C-terminal 

PF3D7_0201900 EMP3 erythrocyte membrane protein 3 N/A 

PF3D7_0102200 RESA 
ring-infected erythrocyte surface 
antigen 

DnaJ domain;Plasmodium RESA, N-terminal;DNAJ-
containing protein, X-domain 

PF3D7_1149200 RESA3 
ring-infected erythrocyte surface 
antigen 

DnaJ domain;Plasmodium RESA, N-terminal;DNAJ-
containing protein, X-domain 

PF3D7_1035300 GLURP glutamate-rich protein GLURP N/A 

PF3D7_0731100 PTP2 EMP1-trafficking protein Plasmodium RESA, N-terminal 

    

Proteínas envolvidas no tráfico vesicular e membranas 

PF3D7_0807300 RAB18 ras-related protein Rab-18 Small GTPase 

PF3D7_0512600 RAB1b ras-related protein Rab-1B Small GTPase 

PF3D7_1324700 YKT6.2 SNARE protein, putative Synaptobrevin 

PF3D7_1456800 VP1 
V-type H(+)-translocating 
pyrophosphatase, putative 

Pyrophosphate-energised proton pump 

PF3D7_1442300 tRIP tRNA import protein tRIP tRNA-binding domain 

    

Enzimas ligadas ao metabolismo lipídico 

PF3D7_0525100 ACS10 acyl-CoA synthetase AMP-dependent synthetase/ligase 

PF3D7_1238800 ACS11 acyl-CoA synthetase AMP-dependent synthetase/ligase 

    

Sinalização mediada por fosforilação 

PF3D7_0217500 CDPK1 calcium-dependent protein kinase 1 Protein kinase domain;EF-hand domain 

PF3D7_0934800 PKAc 
cAMP-dependent protein kinase 
catalytic subunit 

Protein kinase domain 

PF3D7_1138500 PPM2 
protein phosphatase PPM2, protein 
phosphatase 2C 

PPM-type phosphatase domain 
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Maquinaria de síntese e degradação proteica 

PF3D7_0728000 eIF2alpha 
eukaryotic translation initiation factor 2 
subunit alpha 

S1 domain;Translation initiation factor 2, alpha subunit 

PF3D7_1212700 EIF3A 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit A, putative 

Proteasome component (PCI) domain 

PF3D7_1007900 EIF3D 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit D, putative 

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D 

PF3D7_0528200 EIF3E 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit E, putative 

Proteasome component (PCI) domain 

PF3D7_1419700 EIF3H 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit H, putative 

N/A 

PF3D7_0612100 EIF3L 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit L, putative 

Translation initiation factor 3 complex subunit L 

PF3D7_0418200 EIF3M 
eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit M, putative 

Proteasome component (PCI) domain 

PF3D7_0315100 eIF4E 
eukaryotic translation initiation factor 
4E 

Translation Initiation factor eIF- 4e 

PF3D7_1145400 DYN1 dynamin-like protein 
Dynamin superfamily;Dynamin central domain;Dynamin 
GTPase effector 

PF3D7_1466300 RPN2 
26S proteasome regulatory subunit 
RPN2, putative 

Proteasome/cyclosome repeat;26S proteasome regulatory 
subunit RPN2, C-terminal 

PF3D7_1338100 RPN3 
26S proteasome regulatory subunit 
RPN3, putative 

Proteasome component (PCI) domain;26S proteasome 
regulatory subunit, C-terminal 

PF3D7_1129200 RPN7 
26S proteasome regulatory subunit 
RPN7, putative 

Proteasome component (PCI) domain;26S proteasome 
regulatory subunit Rpn7/COP9 signalosome complex subunit 
1 

PF3D7_1311500 RPT1 
26S protease regulatory subunit 7, 
putative 

ATPase, AAA-type, core;AAA ATPase, AAA+ lid domain 

    

Proteínas essenciais para a invasão e organelas apicais 

PF3D7_1133400 AMA1 apical membrane antigen 1 Apical membrane antigen 1 

PF3D7_0935800 CLAG9 cytoadherence linked asexual protein 9 Cytoadherence-linked asexual protein 

PF3D7_1252100 RON3 rhoptry neck protein 3 N/A 
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Componentes do motor actomiosínico e do citoesqueleto 

PF3D7_1342600 MYOA myosin A Myosin head, motor domain 

    

Outras    

PF3D7_1034900 MRScyt methionine--tRNA ligase Methionyl/Leucyl tRNA synthetase 

PF3D7_1107300 PAIP1 
polyadenylate-binding protein-
interacting protein 1, putative 

N/A 

PF3D7_0524400 RBG1 
ribosome-interacting GTPase 1, 
putative 

GTP binding domain;TGS;GTP binding protein, second 
domain 

PF3D7_0516900 RPL2 60S ribosomal protein L2 
Ribosomal Proteins L2, RNA binding domain;Ribosomal 
protein L2, C-terminal 

PF3D7_1323400 RPL23 60S ribosomal protein L23 
Ribosomal protein L25/L23;Ribosomal protein L23/L25, N-
terminal 

PF3D7_1130100 RPL38 60S ribosomal protein L38 Ribosomal protein L38e 

PF3D7_1451800 SORTLR sortilin Sortilin, C-terminal;Sortilin, N-terminal 

PF3D7_1003500 N/A 40S ribosomal protein S20e, putative Ribosomal protein S10 domain 

PF3D7_1461300 N/A 40S ribosomal protein S28e, putative Ribosomal protein S28e 

PF3D7_0721600 N/A 40S ribosomal protein S5, putative Ribosomal protein S7 domain 

PF3D7_1431700 N/A 60S ribosomal protein L14, putative Ribosomal protein L14e domain 

PF3D7_0415900 N/A 60S ribosomal protein L15, putative Ribosomal protein L15e 

PF3D7_1351400 N/A 60S ribosomal protein L17, putative Ribosomal protein L22/L17 

PF3D7_1309100 N/A 60S ribosomal protein L24, putative Ribosomal protein L24e-related 

PF3D7_0307200 N/A 60S ribosomal protein L7, putative 
Ribosomal protein L30, ferredoxin-like fold domain;Ribosomal 
protein L30, N-terminal 

PF3D7_1424400 N/A 60S ribosomal protein L7-3, putative Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 

PF3D7_1334200 N/A chaperone binding protein, putative Activator of Hsp90 ATPase, N-terminal 

PF3D7_0606700 N/A coatomer alpha subunit, putative 
WD40 repeat;Coatomer, WD associated region;Coatomer, 
alpha subunit, C-terminal 

PF3D7_1127600 N/A 
CRAL/TRIO domain-containing 
protein, putative 

CRAL-TRIO lipid binding domain 

PF3D7_0806500 N/A DnaJ protein, putative DnaJ domain;DNAJ-containing protein, X-domain 

PF3D7_0910100 N/A exportin-7, putative N/A 
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PF3D7_0706000 N/A importin-7, putative Importin-beta, N-terminal domain 

PF3D7_1457300 N/A MA3 domain-containing protein Initiation factor eIF-4 gamma, MA3 

PF3D7_0912500 N/A SAP domain-containing protein SAP domain 

PF3D7_0607000 N/A Translation initiation factor IF-2 
Transcription factor, GTP-binding domain;Translation initiation 
factor IF- 2, domain 3 

PF3D7_0627700 N/A Transportin Importin-beta, N-terminal domain 

PF3D7_1341900 N/A V-type proton ATPase subunit D ATPase, V1 complex, subunit D 
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Anexo 8. Identificação de proteínas de membrana em frações subcelulares de P. falciparum por comparação com 
banco de dados especializados 

Código PlasmoDB Gene Descrição NDT RA 

Fração Parasitaria, HT-PTEX     

PF3D7_1109900 RPL36 60S ribosomal protein L36 0  

     

Interseção das Frações M+P, HT-PTEX    

PF3D7_0730800 N/A Plasmodium exported protein, unknown function 0  

PF3D7_1201000 N/A Plasmodium exported protein (PHISTb), unknown function 0  

     

PF3D7_0925900 LCN Lipocalin 0  

PF3D7_1471100 EXP2 Exported protein 2 0  

     

Fração Parasitaria, HT-PTEX, In silico    

PF3D7_0730900 PTP4 EMP1-trafficking protein 1  

PF3D7_0936800 N/A Plasmodium exported protein (phistc), unknown function 1  

PF3D7_1407800 PM4 Plasmepsin IV 1  

     

Fração Membranar, HT-PTEX, In silico    

PF3D7_0201900 EMP3 Erythrocyte membrane protein 3 1  

PF3D7_0731100 PTP2 EMP1-trafficking protein 1  

PF3D7_1149200 RESA3 Ring-infected erythrocyte surface antigen 0 Sim 

     

Interseção das Frações M+P, HT-PTEX, In silico   

PF3D7_0202000 KAHRP Knob-associated histidine-rich protein 0  

PF3D7_0401800 PfD80 Plasmodium exported protein (phistb), unknown function 1  

PF3D7_0402000 N/A Plasmodium exported protein (phista), unknown function 1  

PF3D7_0424600 N/A Plasmodium exported protein (phistb) 0  

PF3D7_0500800 MESA Mature parasite-infected erythrocyte surface antigen 0 Sim 

PF3D7_0532300 N/A Plasmodium exported protein (phistb), unknown function 0 Sim 
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PF3D7_0936300 REX3 Ring-exported protein 3 1  

     

Interseção das Frações M+P, In silico    

PF3D7_0702400 SEMP1 Small exported membrane protein 1 1 Sim 

PF3D7_0703500 N/A Erythrocyte membrane-associated antigen 0  

PF3D7_0801000 N/A Plasmodium exported protein (phistc) 1 Sim 

PF3D7_0827900 PDI8 Protein disulfide-isomerase 1  

PF3D7_0905400 RhopH3 High molecular weight rhoptry protein 3 0 Sim 

PF3D7_0930300 MSP1 Merozoite surface protein 1 1 Sim 

PF3D7_1121600 EXP1 Exported protein 1 1  

PF3D7_1311800 M1AAP M1-family alanyl aminopeptidase 1 Sim 

PF3D7_1408100 PMIII Plasmepsin III 1  

     

Fração Membranar, In silico    

PF3D7_0201800 KAHsp40 Knob associated heat shock protein 40 1  

PF3D7_0528200 EIF3E Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E, putative 2  

PF3D7_0612100 EIF3L Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L, putative 2  

PF3D7_0935800 CLAG9 Cytoadherence linked asexual protein 9 2  

PF3D7_1127600 N/A CRAL/TRIO domain-containing protein, putative 0  

PF3D7_1133400 AMA1 Apical membrane antigen 1 1  

PF3D7_1202600 NEMF Nuclear export mediator factor NEMF, putative 0 Sim 

PF3D7_1219100 CHC Clathrin heavy chain, putative 0  

PF3D7_1342600 MyoA Myosin A 0  

PF3D7_1451800 SORTLR Sortilin 2  

PF3D7_1456800 VP1 V-type H(+)-translocating pyrophosphatase, putative 16  

PF3D7_1466300 RPN2 26S proteasome regulatory subunit RPN2, putative 0 Sim 

     

Florens et al., 2004     

PF3D7_1105800 N/A Conserved Plasmodium membrane protein, unknown 
function 

1  

PF3D7_1033200 ETRAMP10.2 Early transcribed membrane protein 5 2 Sim 
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PF3D7_0532100 ETRAMP5 Golgi protein 1 1 Sim 

PF3D7_0310400 PIESP1 Parasite-infected erythrocyte surface protein 0  

PF3D7_0501200 PIESP2 Parasitophorous vacuolar protein 2 3 Sim 

PF3D7_0501000 N/A Plasmodium exported protein, unknown function 1  

PF3D7_0702500 N/A Plasmodium exported protein, unknown function 1  

PF3D7_1252100 RON3 Rhoptry neck protein 3 3 Sim 

PF3D7_0935900 REX1 Ring-exported protein 1 1 Sim 

PF3D7_0104200 N/A Star-related lipid transfer protein 0  

PF3D7_1436300 PTEX150 Translocon component PTEX150 0 Sim 

NDT: Número de domínios transmembrana (PlasmoDB), RA: Resposta de anticorpos (Crompton et al., 2010) 
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Anexo 9. Distribuição de proteínas de P. falciparum em clusters com base na rede de interações 

Código PlasmoDB Descrição 

Cluster #1  
PF3D7_0307200 60S ribosomal protein L7, putative. 

PF3D7_0309600 60S acidic ribosomal protein P2; Plays an important role in the elongation step of protein synthesis. 

PF3D7_0316800 40S ribosomal protein S15A, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS8 family. 

PF3D7_0317600 40S ribosomal protein S11, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS17 family. 

PF3D7_0322900 40S ribosomal protein S3a; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS1 family. 

PF3D7_0415900 Ribosomal protein L15; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eL15 family. 

PF3D7_0422400 40S ribosomal protein S19. 

PF3D7_0507100 60S ribosomal protein L4. 

PF3D7_0516200 40S ribosomal protein S11; Belongs to the universal ribosomal protein uS11 family. 

PF3D7_0516900 60S ribosomal protein L2. 

PF3D7_0517000 60S ribosomal protein L12, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uL11 family. 

PF3D7_0520000 40S ribosomal protein S9, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS4 family. 

PF3D7_0618300 60S ribosomal protein L27a, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uL15 family. 

PF3D7_0719700 40S ribosomal protein S10, putative. 

PF3D7_0721600 40S ribosomal protein S5, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS7 family. 

PF3D7_0813900 40S ribosomal protein S16, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS9 family. 

PF3D7_1003500 40S ribosomal protein S20e, putative. 

PF3D7_1004000 60S ribosomal protein L13, putative. 

PF3D7_1026800 40S ribosomal protein SA; Required for the assembly and/or stability of the 40S ribosomal subunit.  

PF3D7_1027800 60S ribosomal protein L3; Belongs to the universal ribosomal protein uL3 family. 

PF3D7_1105400 40S ribosomal protein S4; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS4 family. 

PF3D7_1126200 40S ribosomal protein S18, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uS13 family. 

PF3D7_1130100 60S ribosomal protein L38; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eL38 family. 

PF3D7_1130200 60S acidic ribosomal protein P0; Ribosomal protein P0 is the functional equivalent of E.coli protein L10. 

PF3D7_1142500 60S ribosomal protein L28. 

PF3D7_1142600 60S ribosomal protein L35ae, putative. 

PF3D7_1144000 40S ribosomal protein S21; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS21 family. 

PF3D7_1242700 40S ribosomal protein S17, putative. 

PF3D7_1302800 40S ribosomal protein S7; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS7 family. 

PF3D7_1309100 60S ribosomal protein L24, putative. 
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PF3D7_1323100 60S ribosomal protein L6, putative. 

PF3D7_1323400 60S ribosomal protein L23; Belongs to the universal ribosomal protein uL23 family. 

PF3D7_1338200 60S ribosomal protein L6, putative. 

PF3D7_1341200 60S ribosomal protein L18a; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eL20 family. 

PF3D7_1342000 40S ribosomal protein S6. 

PF3D7_1351400 60S ribosomal protein L17, putative; Belongs to the universal ribosomal protein uL22 family. 

PF3D7_1358800 40S ribosomal protein S15; Belongs to the universal ribosomal protein uS15 family. 

PF3D7_1408600 40S ribosomal protein S8; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS8 family. 

PF3D7_1421200 40S ribosomal protein S25; Belongs to the eukaryotic ribosomal protein eS25 family. 

PF3D7_1424100 60S ribosomal protein L5, putative. 

PF3D7_1424400 60S ribosomal protein L7-3, putative. 

PF3D7_1426000 60S ribosomal protein L21. 

PF3D7_1428300 Proliferation-associated protein 2g4, putative. 

PF3D7_1431700 60S ribosomal protein L14, putative. 

PF3D7_1441200 60S ribosomal protein L1, putative. 

PF3D7_1447000 40S ribosomal protein S5; Belongs to the universal ribosomal protein uS5 family. 

PF3D7_1451100 Elongation factor 2. 

PF3D7_1460700 60S ribosomal protein L27. 

PF3D7_1461300 40S ribosomal protein S28e, putative. 

PF3D7_1465900 40S ribosomal protein S3. 

  
Cluster #2  
PF3D7_0418200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M.   

PF3D7_0517700 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B. 

PF3D7_0528200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E. 

PF3D7_0612100 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L. 

PF3D7_0716800 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I. 

PF3D7_0728000 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit alpha. 

PF3D7_0815600 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G.  

PF3D7_1007900 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D. 

PF3D7_1206200 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C. 

PF3D7_1212700 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A. 

PF3D7_1243600 Translation initiation factor SUI1, putative. 

PF3D7_1410600 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit gamma, putative. 
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PF3D7_1419700 Uncharacterized protein. 

  
Cluster #3  
PF3D7_0205900 26S proteasome regulatory subunit RPN1, putative. 

PF3D7_0413600 26S protease regulatory subunit 6B, putative; Belongs to the AAA ATPase family. 

PF3D7_0727400 Proteasome subunit alpha type. 

PF3D7_1008400 26S protease regulatory subunit 4, putative; Belongs to the AAA ATPase family. 

PF3D7_1129200 26S proteasome regulatory subunit RPN7, putative. 

PF3D7_1130400 26S protease regulatory subunit 6A, putative; Belongs to the AAA ATPase family. 

PF3D7_1311500 26S protease regulatory subunit 7, putative; Belongs to the AAA ATPase family. 

PF3D7_1338100 26S proteasome regulatory subunit RPN3, putative. 

PF3D7_1353900 Proteasome subunit alpha type. 

PF3D7_1368100 26S proteasome regulatory subunit RPN11, putative. 

PF3D7_1466300 26S proteasome regulatory subunit RPN2, putative; Belongs to the proteasome subunit S1 family. 

PF3D7_1474800 Proteasome endopeptidase complex; Belongs to the peptidase T1A family. 

  
Cluster #4  
PF3D7_0214000 T-complex protein 1 subunit theta. 

PF3D7_0306800 T-complex protein 1 subunit beta. 

PF3D7_0308200 T-complex protein 1 subunit eta; Molecular chaperone 

PF3D7_0320300 T-complex protein 1 subunit epsilon. 

PF3D7_0608700 T-complex protein 1 subunit zeta. 

PF3D7_1132200 T-complex protein 1 subunit alpha. 

PF3D7_1229500 T-complex protein 1 subunit gamma. 

PF3D7_1357800 T-complex protein 1 subunit delta. 

PF3D7_1434300 STI1-like protein. 

  
Cluster #5  
PF3D7_0406100 Vacuolar proton pump subunit B 

PF3D7_1311900 V-type proton ATPase catalytic subunit A 

PF3D7_1323200 V-type proton ATPase subunit G, putative. 

PF3D7_1341900 V-type proton ATPase subunit D, putative. 
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Cluster #6  
PF3D7_0905400 High molecular weight rhoptry protein 3. 

PF3D7_0929400 High molecular weight rhoptry protein 2. 

  
Cluster #7  
PF3D7_0818900 Heat shock protein 70; Belongs to the heat shock protein 70 family. 

PF3D7_0831700 Heat shock protein 70; Belongs to the heat shock protein 70 family. 

  
Cluster #8  
PF3D7_0320900 Histone H2A; Belongs to the histone H2A family. 

PF3D7_1105000 Histone H4; Core component of nucleosome.  

  
Cluster #9  
PF3D7_0934800 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit; Belongs to the protein kinase superfamily. 

PF3D7_1223100 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit. 

  
Cluster #10  
PF3D7_1117700 GTP-binding nuclear protein; GTP-binding protein involved in nucleocytoplasmic transport.  

PF3D7_1357000 Elongation factor 1-alpha 

  
Cluster #11  
PF3D7_0102200 Ring-infected erythrocyte surface antigen. 

PF3D7_1149200 Ring-infected erythrocyte surface antigen. 

  
Cluster #12  
PF3D7_1246200 Actin-1 

PF3D7_1342600 Myosin-A; Myosins are actin-based motor molecules with ATPase activity.  

  
Cluster #13  
PF3D7_0708400 Heat shock protein 90. 

PF3D7_1453700 HSP90 co-chaperone p23. 
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Anexo 10. Enriquecimento funcional de proteínas de P. falciparum com base em ontologias biológicas e vias 
metabólicas 

Fonte Nome do termo ID do termo (GO) Valor-p ajustado 

GO:MF Molecular function GO:0003674 6,067×10-4 

GO:MF structural constituent of ribosome GO:0003735 6,131×10-4 

GO:MF structural molecule activity GO:0005198 1,270×10-3 

GO:MF protein folding chaperone GO:0044183 3,864×10-3 

GO:MF ATP-dependent protein folding chaperone GO:0140662 3,880×10-3 

GO:BP protein metabolic process GO:0019538 3,293×10-6 

GO:BP translation GO:0006412 5,305×10-3 

GO:CC cytosol GO:0005829 1,040×10-8 

GO:CC cytoplasm GO:0005737 1,680×10-8 

GO:CC intracellular anatomical structure GO:0005622 3,941×10-4 

GO:CC ribosomal subunit GO:0044391 1,789×10-3 

GO:CC ribosome GO:0005840 2,176×10-3 

GO:CC cytosolic ribosome GO:0022626 3,291×10-3 

GO:CC protein-containing complex GO:0032991 5,947×10-3 

GO:CC cellular_component GO:0005575 1,001×10-2 

GO:CC ribonucleoprotein complex GO:1990904 2,057×10-2 

GO:CC intracellular membraneless organelle GO:0043232 2,404×10-2 

GO:CC cellular anatomical structure GO:0110165 3,326×10-2 

GO:CC membraneless organelle GO:0043228 3,826×10-2 

KEGG Ribosome KEGG:03010 2,484×10-4 

REAC 
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal 
subunit 

REAC:R-PFA-72706 6,675×10-5 

REAC Eukaryotic Translation Initiation REAC:R-PFA-72613 6,675×10-5 

REAC Cap-dependent Translation Initiation REAC:R-PFA-72737 6,675×10-5 

REAC 
L13a-mediated translational silencing of 
Ceruloplasmin expression 

REAC:R-PFA-156827 1,291×10-4 

REAC Formation of a pool of free 40S subunits REAC:R-PFA-72689 2,484×10-4 

REAC Ribosomal scanning and start codon recognition REAC:R-PFA-72702 6,579×10-4 
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REAC Metabolism of proteins REAC:R-PFA-392499 9,063×10-4 

REAC Eukaryotic Translation Elongation REAC:R-PFA-156842 1,318×10-3 

REAC Translation initiation complex formation REAC:R-PFA-72649 1,423×10-3 

REAC 
Activation of the mRNA upon binding of the cap-
binding complex and eIFs, and subsequent binding 
to 43S 

REAC:R-PFA-72662 1,423×10-3 

REAC 
Formation of the ternary complex, and subsequently, 
the 43S complex 

REAC:R-PFA-72695 1,423×10-3 

REAC Peptide chain elongation REAC:R-PFA-156902 1,634×10-2 

REAC Selenoamino acid metabolism REAC:R-PFA-2408522 2,030×10-2 

REAC rRNA processing REAC:R-PFA-72312 3,708×10-2 

REAC 
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus 
and cytosol 

REAC:R-PFA-6791226 3,708×10-2 

REAC 
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of 
the Exon Junction Complex (EJC) 

REAC:R-PFA-975956 3,708×10-2 

REAC Selenocysteine synthesis REAC:R-PFA-2408557 3,708×10-2 

REAC rRNA processing in the nucleus and cytosol REAC:R-PFA-8868773 3,708×10-2 
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Abstract

Peroxidases are essential enzymes that catalyze redox reactions, with wide-ranging biologi-
cal implications. Among these, an enhanced ascorbate peroxidase (APEX) has emerged as
a valuable tool for studying intricate intracellular events with spatiotemporal precision,
particularly in protein–protein, protein–RNA, and protein–DNA interaction networks in
living cells. This review discusses APEX’s structural and functional attributes, its evolu-
tion through genetic engineering, and its transformative applications in high-resolution
mapping used for proteomic and transcriptomic studies. Furthermore, it highlights re-
cent advancements in substrate innovation and addresses current challenges and future
directions in leveraging APEX for cutting-edge biological research.

Keywords: protein–protein interactions; proximity labeling; molecular networks; protein
interactomes; engineered ascorbate peroxidase; mass spectrometry

1. Introduction
Protein–ligand interactions, which form the basis of diverse biomolecular networks,

are central to deciphering the complex mechanisms that regulate cellular functions. The
biological activity of proteins is intrinsically linked to their ability to interact with other
molecules, including an antibody with an antigen [1], a protein receptor with a ligand [2],
a transport protein with a ligand [3], an enzyme with a substrate [4], and cytoskeleton
meshwork proteins with mechanical properties [5]. The ligands could be inorganic or or-
ganic compounds, including vitamins [6], hormones [7], nucleic acids [8], carbohydrates [9],
lipids [10], and proteins [11]. These interactions regulate critical pathways, such as sig-
nal transduction, gene expression, metabolic processes, cell differentiation, and cellular
adaptation to environmental changes, making them essential targets for scientific and
therapeutic exploration.

Despite their importance, studying these complex interactions in living cells poses
significant challenges due to the dynamic, transient, and spatially restricted nature of
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biomolecular interactions. Therefore, advanced tools are required to enable the precision,
versatility, and high-resolution capabilities necessary to map protein–ligand interactions
effectively. Among these tools, L-ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) is a Class I
cytosolic heme peroxidase that remains catalytically active under reducing conditions.
Naturally expressed in plants, chlorophytes, red algae, and certain protists, APX plays a
central role in detoxifying excess hydrogen peroxide. This enzyme catalyzes the reduction
of hydrogen peroxide to water using ascorbate as an electron donor. This enzymatic activity
is crucial for maintaining redox homeostasis and limiting oxidative damage, thereby
underscoring its essential role in hydrogen peroxide regulation within plant cells [12,13].

Enhanced variants of APX (APEX) have further improved the labeling specificity,
efficiency, and cellular targeting, enabling the detailed mapping of biomolecular inter-
actions across subcellular compartments [14,15]. The utility of APEX extends beyond
proteomics, offering significant advantages in mapping specific cell compartments and
studying protein interactomes, cellular structures, and subcellular processes in living cells.
These advancements underscore APEX’s versatility and potential to drive deeper insights
into molecular mechanisms. This review provides a comprehensive analysis of APEX
technology, detailing its structural and functional attributes, engineering advancements,
and applications in proteomic and transcriptomic studies. Additionally, we explore the
latest innovations in APEX-based labeling strategies, addressing current limitations and
potential future directions.

2. Peroxidase
Peroxidases are a diverse class of enzymes involved in redox reactions, which mediate

the electron transfer between substrates. Their primary role involves the reduction of
hydrogen peroxide, an electron acceptor, through the oxidation of various organic and
inorganic substrates. These enzymes are ubiquitous across all five kingdoms of life, playing
essential roles in processes such as cellular signaling, the defense against oxidative stress,
and the metabolism of reactive oxygen species [16]. Peroxidases are generally classified into
two main groups: heme-containing peroxidases and non-heme-containing peroxidases [17].

Heme-containing peroxidases are characterized by the presence of a heme b group,
an organometallic compound that serves as a prosthetic group in these enzymes. The
heme group is a coordination complex containing an iron (III) ion bound to protoporphyrin
IX, which facilitates electron transfer during substrate oxidation and supports efficient
redox activity. A key structural feature of these enzymes is the conserved histidine residue
that acts as the proximal ligand to the iron atom, along with conserved arginine and
histidine residues functioning as distal ligands [18,19]. This arrangement is essential for
both catalytic efficiency and substrate specificity.

Non-animal heme-containing peroxidases are categorized into three distinct classes,
each with specialized functions. Class I, the most divergent, primarily neutralizes excess
hydrogen peroxide [20]. Class II consists of fungal manganese and lignin peroxidases,
which play a key role in lignin degradation [21]. Class III, the largest group, includes
plant secretory peroxidases involved in the oxidation of lignin, auxin, and secondary
metabolites [22].

The functional versatility of peroxidases is exemplified by horseradish peroxidase
(HRP), one of the most extensively studied members of this enzyme family, which is a gly-
coprotein incorporating a heme group and two calcium ions, both critical for its structural
stability and catalytic activity [23,24]. In molecular biology, HRP is invaluable for signal de-
tection and amplification, catalyzing the oxidation of chromogenic and chemiluminescent
substrates to generate measurable signals in assays such as the ELISA, Western blotting,
and immunohistochemistry [25,26].
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The catalytic adaptability of HRP extends to the oxidation of a broad spectrum of
phenolic substrates, making it a valuable tool for protein labeling and conjugation strate-
gies [27]. This versatility arises from its flexible active site architecture, which accommo-
dates structurally diverse compounds. This broad substrate specificity has driven research
aimed at improving HRP’s stability and activity under non-native conditions, including
the engineering of HRP variants to enhance its substrate specificity, thermal stability, and
resistance to inactivation. These efforts aim to optimize HRP for applications in synthetic
biology, diagnostics, and industrial processes.

3. APX: A Robust Intracellular Peroxidase
A significant limitation of HRP is its inactivation within the mammalian cytosol,

primarily due to the reducing environment [12]. This environment disrupts the formation
of disulfide bonds and interferes with calcium-binding sites, both essential for HRP’s
structural stability and catalytic function. Moreover, the limited cytosolic availability of
calcium further exacerbates these challenges, severely compromising the HRP activity and
restricting its utility in intracellular studies, such as protein interaction analysis and cellular
process exploration [28].

To address these limitations, APX has emerged as a superior alternative. Unlike
HRP, APX is inherently adapted to intracellular conditions, maintaining stability and
catalytic efficiency in the absence of disulfide bonds or calcium ions [12]. This unique
characteristic allows APX to function effectively in environments where HRP is rendered
inactive, establishing it as an indispensable tool for investigating intracellular processes.

APX, a heme-containing Class I peroxidase, regulates intracellular hydrogen peroxide
levels by catalyzing the oxidation of L-ascorbate (ascorbic acid), which is predominantly
synthesized via the D-mannose/L-galactose pathway in plants [29]. This activity is essen-
tial for maintaining redox homeostasis, thereby enhancing cellular defense mechanisms
in plants, algae, and certain cyanobacteria [18,30,31]. Owing to its versatile chemistry,
ascorbate functions as a free radical scavenger and a reductant for iron and copper [32,33]

Beyond its role in redox regulation, APX also modulates oxidative stress-responsive
signaling pathways, enabling plants to adapt to a variety of environmental challenges.
In higher plants, APX isoenzymes are distributed across multiple cellular compartments,
differing in both their subcellular localization and amino acid sequences. They are found
in the stroma and thylakoid membranes of chloroplasts, as well as in the membranes of
glyoxysomes, peroxisomes, and the cytosol. These characteristics underscore the critical
role of APX in safeguarding cellular integrity, maintaining redox homeostasis across distinct
organelles, and facilitating adaptive responses under stress conditions [34–40].

The cytosolic form of APX typically exists as a dimer composed of identical subunits,
each with a molecular mass of approximately 28 kDa, which is approximately 40% smaller
than HRP [12]. While this dimeric configuration exhibits a high peroxidase activity, isoforms
localized to chloroplasts or mitochondria may assemble into different oligomeric states,
including homodimer and complexes [41–43]. Notably, APX demonstrates a catalytic
activity across a broad temperature range of 20–37 ◦C and at a pH of 7.0 [44,45]. This range
is significant as it closely aligns with the optimal temperature for many enzymes commonly
found in warm-blooded organisms.

Structurally, APX distinguishes itself from HRP by the absence of disulfide bonds,
signal peptides, and glycosylation, features commonly associated with the stability and
targeting of other peroxidases. Furthermore, APX’s independence from calcium ions for
catalytic activity enhances its adaptability to diverse physiological conditions, including
those characterized by calcium deficiency or reducing environments [46,47]. These features
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suggest an evolutionary advantage, enabling APX to maintain an efficient intracellular
trafficking and function in varied cellular contexts.

4. Catalytic Mechanism of APX
The successful expression of APX enabled a large-scale production, facilitating purifi-

cation and crystallographic studies that unveiled complex details of its three-dimensional
structure and catalytic mechanisms [18,47]. A defining feature of APX is its dual substrate-
binding capability: one site interacts with its physiological substrate, ascorbic acid, while
the other binds non-physiological aromatic compounds [48,49].

The primary site, near the γ-edge of the heme, binds L-ascorbate via specific inter-
actions with Arg172, Lys30, and the heme 6-propionate. A second spatially separate site
accommodates aromatic substrates, likely near the δ-meso carbon, as indicated by the
structural data with salicylhydroxamic acid. Notably, mutations at Arg172 or Lys30 impair
ascorbate oxidation but do not affect the activity toward aromatic compounds, confirming
that these sites are structurally independent and functionally specialized [50].

The active site of APX and its immediate environment are characterized by conserved
structural features typical of the peroxidase superfamily. In all structurally characterized
peroxidases, the proximal His163 and Asp208 adopt conserved positions, forming the
canonical Asp–His–Fe triad, in which the heme iron is coordinated by His163, whose
non-coordinating Nδ atom hydrogen bonds to a neighboring aspartate. This Asp–His–Fe
triad is a defining structural motif of the peroxidase superfamily and has traditionally been
considered indispensable for catalysis [18,49]. By contrast, a proximal Trp179 is unique
to cytochrome c peroxidase (CcP) and APX, whereas most other peroxidases possess
phenylalanine at this position. In APX, on the distal face, the iron ligand is flanked by a
hydrogen-bonding Trp41, alongside His42 and Arg38, which interact with the oxo group
via bridging water molecules and contribute to its stabilization during catalysis [49,51]
(Figure 1).

Figure 1. The active site of APX. The heme cofactor and the residues His163, Trp179, and Asp208
in the proximal region, along with His42, Trp41, and Arg38 in the distal region, are shown as atom-
colored sticks (iron, carbon, nitrogen, and oxygen colored in orange, gray, blue, and red, respectively).
Waters are represented in the light blue sphere, and ferryl oxygen occupies the distal pocket and
coordinates the heme iron. Hydrogen bonds are indicated by dotted lines. The heme periphery is
annotated to indicate the α-, β-, γ-, and δ-edges. Structural mapping is based on the Protein Data
Bank entry 1OAG (PDB_00001OAG).
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The catalytic mechanism of APX involves a conserved sequence of redox transitions
mediated through transient, high-valent iron–oxo intermediates that drive the stepwise
oxidation of electron-donating substrates. In the catalytic cycle, the first intermediate form
is Compound I, a highly oxidized species resulting from the two-electron, two-proton
transfer from hydrogen peroxide to the ferric Fe (III) heme ion [49,52,53]. Structurally,
unlike in other peroxidases where a tryptophan residue is oxidized to form a cationic
radical, the oxidation in APX occurs at the δ-edge of the heme macrocycle, resulting in
a ferryl heme Fe (IV)=O coupled to a porphyrin π-cation radical (Por•+), more precisely
described as Fe (IV)–L•. (Figure 2, Step 1). Compound I acts as the primary oxidant,
initiating electron transfer from the substrate to the enzyme’s active site [14,52–55].

Figure 2. An overview of the catalytic cycle of APX. Step 1: The resting ferric enzyme Fe (III) reacts
with hydrogen peroxide to generate Compound I, a high-valent iron–oxo intermediate consisting
of an Fe (IV) = O center and a porphyrin-centered radical Fe (IV) = O/Por•+. Step 2: A phenolic
substrate (e.g., guaiacol, biotin-tyramide) binds near the solvent-exposed δ-edge of the heme and
donates one electron and one proton to Compound I. This results in the formation of a phenoxyl
radical and Compound II Fe (IV) = O, which lacks the porphyrin radical. The substrate radical is then
released into the surrounding environment. Step 3: A second equivalent of the phenolic substrate
undergoes the same process, donating an electron and proton to reduce Compound II, generating a
second phenoxyl radical and regenerating the enzyme in its resting Fe (III) state, thereby completing
the catalytic cycle.

The one-electron reduction of Compound I by a substrate yields Compound II, which
retains the ferryl heme moiety Fe (IV)=O but lacks the porphyrin-centered radical (Figure 2,
Step 2). Compound II is reduced back to the resting state via a second electron transfer
from a substrate (Figure 2, Step 3) [52,54,56–58].

Compound III is another intermediate that can form in some peroxidases, particularly
under excess hydrogen peroxide, and is frequently associated with enzymatic inactivation,
“suicide inactivation”, as evidenced by kinetic studies; however, detailed structural or
mechanistic information in APX has not yet been reported [14].

Kinetic assays using guaiacol as a model substrate demonstrated its oxidation into
tetraguaiacol, enabling precise measurements of the initial velocity, catalytic turnover,
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and substrate affinity [14,50]. Nonetheless, two inhibitory mechanisms were identified: a
reversible inhibition at moderately high hydrogen peroxide levels and an irreversible inac-
tivation accumulating over prolonged catalytic cycles [12,14]. These findings underscore
limitations in long-term stability, despite the optimal activity under standard conditions.

Beyond their catalytic role, certain isoforms exhibit a dual substrate specificity, oxidiz-
ing both ascorbate and glutathione. This versatility enhances plants’ resilience to abiotic
stressors, such as heat and salinity, by broadening the antioxidant capacity [59].

5. Engineering APX
The identification of the first cDNA encoding APX by Mittler and Zilinskas marked

a decisive advance in the study of this enzyme family [60]. This breakthrough enabled
the cloning and expression of multiple APX genes, providing the basis for comprehensive
structural and functional analyses. Early heterologous expression studies of cytosolic
APX isoenzymes from peas and soybeans in E. coli provided their catalytic properties
and physiological roles in plants [47,61–63]. These initial studies laid the foundation for
subsequent biochemical characterizations, enabling systematic comparisons across isoforms
and species.

An unexpected discovery arose with the isolation of APX enzymes from bovine
eyes [64]. This finding revealed that APX functions are not confined to plants, significantly
broadening their research scope and suggesting a role in mammalian physiology, where it
may contribute to the oxidative stress regulation across diverse biological systems.

In 2012, Alice Ting’s group introduced a genetically engineered version of APX,
derived from Glycine max, as a reporter for electron microscopy (EM) applications [12]. This
innovative approach engineered APEX (E for engineered) to catalyze the oxidation of 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB) in the presence of hydrogen peroxide, initiating a polymerization
reaction that produces indamine or phenazine products that form an insoluble brown
precipitate. These products, upon forming complexes with osmium tetroxide, enable
high-resolution imaging with an exceptional contrast (Figure 3) [65–69].

In mammalian cells, the utility of APEX is demonstrated through its fusion to target
proteins, followed by a fixation with glutaraldehyde and incubation with diaminobenzidine
(DAB) and hydrogen peroxide, triggering the rapid polymerization of DAB, enabling a high-
resolution visualization while preserving native cellular structures. Unlike conventional
EM contrast methods, which often rely on light activation or antibody-based tagging
and can introduce significant structural artifacts, APEX operates under mild labeling
conditions. Its enzymatic specificity and the localized nature of DAB polymerization
minimize perturbations to the cellular architecture, maintaining structural integrity close
to the physiological state. Furthermore, the Ting group extended APEX’s versatility by
utilizing it for biotin-tyramide mediated protein proximity labeling in live cells [70].

The evolutionary trajectory of APEX variants—from the wild-type enzyme to the
engineered forms APEX, APEX2, and APEX3—exemplifies the power of structural and
functional optimization in enzyme engineering for biological applications. The cytosolic
form of wild-type APX assembles into a noncovalent homodimer stabilized by ionic inter-
actions, as seen in pea cytosolic APX structures [18]. While this dimerization is integral
to its physiological function, it significantly impairs the enzyme’s stability and utility in
proximity labeling experiments under cellular conditions.

These limitations were addressed through directed evolution and rational mutage-
nesis, leading to the development of APEX. Engineered via a yeast display evolution,
monomeric APEX retained the core α-helical fold while incorporating key mutations—
K14D and E112K, which reduced dimerization, and W41F, which restored the catalytic
activity (Figure 4, highlighted in gray) [12,71]. Further improvements were achieved with
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the introduction of the A134P mutation, enhancing the catalytic efficiency, thermal stability,
heme-binding affinity, and hydrogen peroxide tolerance in the optimized variant APEX2
(Figure 4, highlighted in purple) [14].

Figure 3. The enzyme-catalyzed DAB polymerization mechanism. The figure presents a hypothetical
mechanism for the polymerization of 3,3’-Diaminobenzidine catalyzed by the iron porphyrin enzyme,
leading to the formation of indamine or phenazine coupling products. These products contain
primary aromatic amino groups, enabling them to react with osmium tetroxide. Additionally, the
indamine polymer may undergo cyclization to form the phenazine polymer.

 

Figure 4. A representation of the APEX mutation strategy. The K14D and E112K mutations were
introduced into APEX to reduce dimerization, while the W41F mutation restored catalytic activity
(Gray). The APEX2 variant incorporates an additional A134P substitution (Purple), which confers an
enhanced catalytic efficiency. The APEX3 variant includes the L242A mutation (Yellow), resulting
in an improved nuclear localization relative to APEX2. The heme cofactor (Orange) is required for
redox activity. Structural mapping is based on the Protein Data Bank entry 5L86 (PDB_00005L86).
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Structural studies of APEX2 suggest that specific mutations optimize the heme mi-
croenvironment and enhance substrate accessibility, markedly improving the enzymatic
performance in complex cellular contexts. Critically, APEX2 functions as a monomer, which
is an essential feature for maintaining the proper folding and activity within the reducing
conditions of the cytosol, where dimeric variants often misfold or become inactive. Further-
more, the overexpression of dimeric APEX can lead to organelle aggregation, particularly in
mitochondria and the endoplasmic reticulum, thereby disrupting the cellular architecture.
The engineered monomeric configuration circumvents these issues, supporting a high
catalytic activity even at low expression levels while minimizing cytotoxicity [72,73].

Building upon these optimizations, the substitution of the canonical axial histidine
with a genetically encoded Nδ-methyl histidine (NMH) in APEX2 enhanced the resistance to
irreversible inactivation while preserving catalytic efficiency. Notably, despite the absence
of the conserved hydrogen-bonding interaction traditionally deemed essential for activity,
APEX2-NMH exhibited a five-fold higher total turnover number while maintaining a
comparable or slightly improved catalytic performance [74].

Nonetheless, early variants of APEX2 displayed a cytoplasmic localization bias, primarily
due to hydrophobic residues within the nuclear export signal (NES) regions. Although
substitutions within these regions reduced this bias, they also compromised labeling efficiency.

To overcome this trade-off, the APEX2-L242A mutant—designated APEX3—was
developed (Figure 4, highlighted in yellow) [75]. This variant successfully retained the
peroxide-dependent labeling activity while minimizing the cytoplasmic retention. APEX3
integrates the catalytic advantages of APEX2 while eliminating cytoplasm-biased local-
ization, positioning it as a powerful tool for applications requiring a spatially confined
proteomic analysis within the nucleus [75].

The choice of an APEX variant is guided by the experimental objectives and method-
ological requirements of each study. APEX2 was engineered to enhance the catalytic
performance, particularly by reducing the sensitivity to hydrogen peroxide. APEX3 was
subsequently optimized for whole-cell distribution, avoiding cytoplasm-biased localization
and extending its applicability to studies of the nuclear proteome. Therefore, the selection of
an appropriate APEX variant depends on the specific biological context and research ques-
tion, with APEX2 offering an improved catalytic efficiency and APEX3 enabling effective
nuclear targeting.

To further expand APEX versatility, split-APEX technology was introduced. This inno-
vation divided the enzyme into inactive N-terminal and C-terminal fragments that regained
peroxidase activity upon their recombination during molecular interactions, with a focus on
the specific and precise targeting of protein–protein interactions, RNA–protein interactions,
and organelle contact sites. Split-APEX has been applied to mammalian cell membranes,
noncoding RNA scaffolds, and mitochondria-associated endoplasmic reticulum contact
sites [76,77]. Additional advancements, such as the development of a cysteine-free mu-
tant, further stabilized APEX2-tagged proteins, optimizing their performance in diverse
experimental contexts [78].

6. High-Resolution Mapping with APEX
The versatility of APEX arises from its ability to generate free radicals through the

oxidation of diverse aromatic substrates, a process that can be chemically modulated to
enhance reactivity and specificity. Notably, APEX oxidizes substrates as varied as DAB for
electron microscopy (EM) contrasts, guaiacol for colorimetric assays, Amplex™ Red for
fluorometric detection, and a variety of biotins and other substrates (Table 1). Interestingly,
APEX catalyzes the oxidation of aromatic compounds—traditionally processed by Class
III peroxidases—at rates comparable to ascorbic acid oxidation [46,79,80]. The substrate
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promiscuity of APEX can be attributed to its wide binding pocket and high oxidation
potential of 1.16 V [52], which allows it to effectively catalyze the oxidation of a diverse
range of substrates. These features are fundamental for biochemical assays and cellular
labeling applications.

Table 1. Overview of substrates targeted by APEX for biochemical applications.

Substrates Molecular
Formula

CAS Registry
Number References

Hydrogen Peroxide H2O2 7722-84-1 [62]
Ascorbic Acid C6H8O6 50-81-7 [62]

Guaiacol C7H8O2 90-05-1 [50,62,78]
Pyrogallol C6H6O3 87-66-1 [62]
P-Cresol C7H8O 106-44-5 [50,81]

o-Dianisidine C14H16N2O2 119-90-4 [82]
Salicylhydroxamic acid C7H7NO3 89-73-6 [50]
3,3’-Diaminobenzidine C12H14N4 91-95-2 [83]

Amplex™ Red C14H11NO4 119171-73-2 [12,84]
Biotin-tyramide / Biotin–phenol C18H25N3O3S 41994-02-9 [70]
Biotin-LC-LC-tyramide (BxxP) C30H47N5O5S 851113-28-5 [85]

Desthiobiotin-Phenol C18H27N3O3 2242902-55-0 [86]
Adamantane-Phenol C24H36N2O4 – [87]

Biotin-Aniline C18H26N4O2S 769933-15-5 [88]
Biotin-Naphthylamine C23H30N4O2S 2375201-60-6 [88,89]

Alkyne tyramide/Alkyne–phenol C13H15NO2 1694495-59-4 [90]

Concerning proteome applications, engineered APEX mediates the oxidation of the
most common substrate, biotin-tyramide (also known as biotin–phenol), in the presence
of hydrogen peroxide. This reaction generates biotin–phenoxyl radicals, which covalently
bind to electron-rich amino acids, including tyrosine, tryptophan, and cysteine [12,70].
These radicals exhibit a high reactivity, a short lifespan of <1 ms, and a limited tagging
radius, initially estimated at approximately 20 nm [70]; however, recent evidence indicates
a broader diffusion radius of 269 ± 41 nm [91]. Proteins labeled through this approach are
purified using streptavidin-conjugated resin and identified by a liquid chromatography
tandem mass spectrometry analysis (LC-MS/MS) [14,92]. This technique is advantageous
because it bypasses dependencies on protein–protein interactions or organelle integrity
post-labeling, enabling the precise mapping of protein interactomes (Figure 5).

This approach is particularly relevant in the context of proteoforms, as an alternative
translation initiation and other post-translational modifications can generate isoforms with
distinct subcellular localizations and functional properties [93]. Notably, the mislocalization
of specific proteoforms has been implicated in various pathologies. In Alzheimer’s disease,
extracellular deposits of amyloid-β and intraneuronal accumulations of tau proteoforms
are defining features, whereas the Lewy pathology of Parkinson’s disease is characterized
by intracellular inclusions of α-synuclein [94]. These findings underscore the critical need
to map the distribution of proteoforms within cellular compartments, unravel some of the
partner proteins, and thus infer different proteoform functionalities, a task that can only be
achieved using high-precision proximity-dependent labeling techniques such as APEX.

The APEX-based proximity labeling technology has been introduced into proteomics
in two main approaches: for organelle/structure proteome mapping [15,70,95–97] or for
identifying protein–protein interactions [98–102] (Figure 6). In the first approach, APEX is
fused to a targeting sequence that directs the enzyme to specific subcellular compartments.
Once localized, APEX catalyzes the biotinylation of nearby proteins, enabling the detailed
characterization of organelle proteomes. This method provides valuable insights into the
composition and biological functions of these compartments.
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Figure 5. Proximity-dependent labeling using engineered APEX. In the presence of hydrogen perox-
ide, APEX oxidizes two biotin-tyramide/biotin–phenols, generating highly reactive biotin–phenoxyl
radicals that covalently bind to nearby electron-rich amino acids, such as tyrosine, tryptophan, and
cysteine. With a limited diffusion of 269 ± 41 nm, biotinylation occurs in a confined region, improving
the spatial resolution and reducing nonspecific labeling.

In the second approach, APEX is fused to a protein of interest, where it remains active
whether fused at the N-terminus or C-terminus [71]. This fusion facilitates the labeling and
identification of interacting partners, supporting the construction of protein interaction
networks. By mapping these interactions, researchers can advance their understanding of
dynamic cellular processes and their underlying mechanisms.

Both approaches—episomal expression and genomic integration—can be employed
to introduce APEX into cells. In episomal expression, APEX is delivered via plasmids,
enabling a transient or stable expression without altering the genome [70]. In contrast,
genomic integration, achieved through gene editing techniques, ensures a stable and
long-term expression of APEX [102]. While episomal expression allows for flexible and
rapid protein production, genomic integration provides more consistent expression levels,
making it preferable for long-term studies. Once the APEX expression is established, its
labeling capabilities facilitate advanced proteomic analyses, including both bottom-up and
top-down approaches.

Following transfection and APEX expression, proteins within the cells undergo biotiny-
lation during the culture. These biotinylated proteins are then purified using streptavidin
affinity chromatography. To confirm the labeling efficiency and proper APEX localization, a
validation is performed through Western blotting and immunofluorescence microscopy. Fi-
nally, the biotinylated proteins are identified and analyzed by mass spectrometry, enabling a
comprehensive exploration of organelle proteomes and protein interaction networks [14,78].
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Figure 6. A schematic representation of the APEX technology workflow for organelle proteome
mapping and protein–protein interaction studies. The workflow for APEX-mediated proximity
labeling involves two primary approaches: (A) Targeting APEX to a specific organelle via a targeting
sequence (TS) or fusing it to a gene of interest (GOI) to express a protein of interest. In the presence
of hydrogen peroxide, APEX catalyzes the oxidation of biotin-tyramide into a short-lived biotin–
phenoxyl radical, which mainly biotinylates tyrosine residues on nearby proteins in a proximity-
dependent manner, reflecting the localization of the bait protein. (B) The biotinylated proteins are
then enriched and purified by an affinity capture with a streptavidin pulldown assay, digested
into peptides, and identified by LC-MS/MS to generate a comprehensive proximal proteome profile.
(C) Finally, the biotinylation process is validated in living cells using Western blotting and fluorescence
microscopy, followed by a specific data analysis to visualize and interpret results based on the
experimental design, ensuring the robust identification and validation of protein–protein interactions
within their native cellular context.

The versatility of APEX has enabled its broad application across diverse cellular and
organismal systems, allowing for the detailed spatial and functional characterization of pro-
teomes in various biological contexts. Enhanced APEX protocols have been instrumental in
profiling proteomes across diverse subcellular compartments and cellular structures, includ-
ing the mitochondria [15,70,103,104], primary cilia [105], endoplasmic reticulum [104,106],
stress granules [107], and cellular dynamics signaling complexes [108,109]. Other applica-
tions include mapping glycoconjugate-binding proteins [110,111], ER-plasma membrane
junctions [112], mitochondrial nucleoids [113], neuronal synapses [114], G-protein-coupled
receptors [108,109], nuclear and nucleolar proteins [115], DNA damage response dynam-
ics [115], histone modifications [116], and protein topology and localization in the mitochon-
drial matrix [86,117], endoplasmic reticulum [118], and extracellular vesicle exosome [72].
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In this context, APEX-based strategies have also proven to be effective for determining
the membrane protein orientation. CryoAPEX, which combines chemical fixation with
high-pressure freezing and APEX tagging, enables the precise localization of membrane pro-
teins while preserving the subcellular membrane architecture [106,119,120]. This method
is compatible with electron tomography, facilitating the reconstruction of high-resolution
three-dimensional maps of membrane proteins, such as the human FIC (filamentation
induced by cAMP) protein and the endoplasmic reticulum single-pass membrane pro-
tein HYPE.

The versatility of APEX has enabled its integration into a wide array of experimental
systems for subcellular proteomic profiling. Its robustness and ability to function in
living cells have supported applications across diverse model organisms and pathogens.
In human cells, APEX has been employed to map subcellular proteomes and investigate
protein–protein interactions under physiological conditions [118]. In Drosophila melanogaster
and Caenorhabditis elegans, it has facilitated the analysis of tissue-specific protein networks
during development [44,121,122]. In parasitic protozoa, such as Plasmodium falciparum,
APEX technology has advanced the characterization of specialized organelles—such as
rhoptries—while in Toxoplasma gondii, it has been used to investigate mechanisms that
inhibit necroptosis, a process crucial for long-term parasite persistence within tissue cysts
during a chronic infection. These insights contribute to a deeper understanding of host–
pathogen interactions. [102,123]. Similarly, in Trypanosoma brucei, this strategy has been
used to elucidate the flagellar proteome [97]. In prokaryotic systems, such as Mycobacterium
tuberculosis, APEX has enabled the identification of compartmentalized bacterial proteins
relevant to virulence [124]. Additionally, in the yeast Saccharomyces cerevisiae, it has proven
to be effective for studying organelle-specific proteomes and dynamic protein localization
during stress responses [96,125].

Beyond these established systems, APEX technology holds significant promise for ex-
panding proximity labeling into other models. In Danio rerio, a transparent vertebrate model
widely used in developmental biology, it could enable a high-resolution, cell-type-specific
proteomic profiling during organogenesis and neurodevelopment [126]. In intracellu-
lar bacterial pathogens, such as Listeria monocytogenes and Salmonella enterica [127,128],
APEX-based labeling may help reveal how these microbes modulate host cell proteomes,
shedding light on mechanisms of bacterial virulence and host manipulation. Collectively,
these diverse and emerging applications underscore the adaptability of this technology for
dissecting complex biological processes across multiple experimental contexts.

Biotinylation as Post-Translational Modification (PTM)

Concerning biotin-tyramide, the main substrate used for APEX-based proteomic
workflows, optimizing APEX labeling hinges on the accurate identification and thorough
characterization of biotinylation sites, as this directly influences the precision and efficiency
of downstream analyses. Tyrosine represents the predominant site of biotinylation, ac-
counting for 98.5% of modifications, while minimal labeling is detected at other residues,
such as tryptophan (0.5%) and cysteine (1%). In a mass spectrometry analysis, this bi-
otinylation event corresponds to a mass shift of +361.146012 Da (Figure 5) [117]. However,
the oxidation of the thioether group in biotin-tyramide probes can decrease the peptide
signal intensity and complicate the identification of low-abundance or inefficiently labeled
proteins. The oxidized peptide variant, with a delta mass of +377.146012 Da (Figure 7A),
may exhibit up to ~20% of the signal intensity of non-oxidized peptides in human cells [86].
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Figure 7. The structure of biotin derivatives. (A) The variation in the oxidized sulfoxide group
of biotin-tyramide, resulting in a mass shift of +377.146012 Da. (B) The m/z value of 227.0845
corresponds to dehydrobiotin, a product ion specific to biotin. (C) The m/z values of 497.221698
(immonium ion) and 480.19515 (immonium-related ion) represent characteristic ions associated with
biotinylated tyrosine.

Peptides harboring PTMs, such as biotinylation, produce characteristic fragment
ions upon collision-induced dissociation (CID), including dehydrobiotin at m/z 227.0845
(Figure 7B), identified in biotin-tyramide [129] and Sulfo-NHS-LC-Biotin conjugates [130].
Additionally, biotinylated peptides generate ions uniquely associated with biotinylated
tyrosine, such as the immonium ion at m/z 497.221698 and a related ion at m/z 480.19515
(Figure 7C). The presence of these ions collectively contributes to an 11–12% increase in the
peptide detection sensitivity [117,131].

To further enhance the utility of these findings, the data have been integrated into
proteomic analysis software, such as PatternLab V, which aids researchers in the biological
interpretation of APEX-based experiments [132,133]. Alternatively, fragmented ions can
be manually analyzed regardless of the software used [102]. Overall, these features of
biotin-tyramide as a PTM should be considered when using APEX technology, which
facilitate peptide identification, improve PTM site localization accuracy, and support the
optimization of analytical strategies [134]. Databases such as Unimod [135], a comprehen-
sive repository of protein modifications for mass spectrometry, provide experimentally
validated mass values based on elemental compositions. These data allow for the precise
determination of mass shifts arising from both natural and artificial modifications, thereby
facilitating a more accurate interpretation of mass spectrometry results.
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7. APEX Technology to Study DNA and RNA
Beyond its applications in proteomic labeling, APEX has emerged as a versatile tool for

targeting diverse biomolecules, including RNA and DNA. A pivotal development in this
field was the introduction of APEX-seq in 2019 by Fazal and colleagues (Figure 8A). This
technique leverages the reactivity of biotin-tyramide radicals with RNA guanosine residues
to enable subcellular transcriptome profiling. By employing APEX2, biotinylated RNAs
are isolated through a streptavidin-based purification, facilitating the capture of RNAs
proximal to specific proteins [136,137]. Subsequent innovations, such as the development
of biotin-tyramide derivatives including biotin-aniline and biotin-naphthylamine (Table 1),
have further enhanced the efficiency of RNA and DNA labeling, respectively [88]. These
advancements have significantly expanded APEX’s utility, enabling more precise and
detailed subcellular explorations.

Recent innovations in APEX substrates have further enhanced their capabilities. For
instance, alkyne–phenol has emerged as a novel substrate, demonstrating a 94% speci-
ficity and improved labeling efficiency in yeast mitochondria compared to traditional
biotin-tyramide [90]. Similarly, biotin-aniline has enabled the characterization of the mito-
chondrial matrix transcriptome and confirmed the presence of glycan-conjugated RNA on
cell surfaces [138]. These substrate advancements have refined the precision and versatility
of APEX, paving the way for more detailed investigations into molecular interactions and
cellular dynamics.

Extending the application of APEX to the study of DNA-associated proteomes, the
dCas9-APEX2 system has been adapted to map DNA-associated proteomes through re-
stricted spatial tagging, a method termed the chromatin-based enzymatic reporter for
specific tagging (C-BERST) (Figure 8B). In initial applications, telomeres and centromeres
were targeted, enabling the specific profiling of their subnuclear proteomes [139]. In paral-
lel, an alternative strategy known as genomic locus proteomics (GLoPro) was introduced
to investigate non-repetitive single loci [140]. This approach involved the design and
expression of five distinct sgRNAs tiling the same genomic region across separate HEK293T
cell lines. By integrating the resulting datasets, shared background signals were effectively
filtered out, thereby enhancing the locus specificity. To mitigate artifacts arising from the
constitutive expression of dCas9-APEX2, an inducible promoter system was employed to
finely regulate expression levels.

A novel APEX2-based proximity labeling strategy was developed to map protein inter-
actions with mitochondrial DNA G-quadruplexes in living cells, overcoming the limitations
of traditional approaches lacking subcellular specificity. This method enabled the identifi-
cation of several mtDNA G4-binding proteins, including DHX30, a previously uncharacter-
ized helicase shown to localize to both the cytoplasm and mitochondria. DHX30 resolves
mtDNA G4 structures, and its activity was found to reduce the glycolytic metabolism in
tumor cells—an effect reversed by the G4 stabilizer RHPS4 [141].

Building on these breakthroughs, APEX-RIP (RNA Immunoprecipitation) (Figure 8C)
integrates the proximity biotinylation by APEX with RNA Immunoprecipitation to directly
capture and identify RNAs within distinct subcellular compartments. This method employs
formaldehyde cross-linking to preserve RNA localization patterns, offering an exceptional
specificity and sensitivity. As a result, APEX-RIP overcomes the limitations of traditional
fractionation methods, providing a robust platform for studying RNA dynamics [142].

In a complementary approach, Proximity-CLIP (Figure 8C) integrates APEX-mediated
biotinylation with UV-induced cross-linking in the presence of 4-thiouridine (4SU) to enable
the profiling of RNA-binding proteins and their associated RNAs. This technique maps reg-
ulatory interactions within critical cellular compartments, such as the nucleus, cytoplasm,
and cell junctions, offering a comprehensive view of RNA–protein interactions [143,144].
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Figure 8. A schematic representation of APEX2-based methodologies for the spatially resolved
identification of protein, DNA, and RNA interactomes. (A) APEX-seq enables spatial RNA map-
ping by targeting APEX2 to specific subcellular compartments, where biotin–phenol and hydrogen
peroxide induce the selective biotinylation of nearby RNAs. These are captured with streptavidin
beads, enriched via poly(A) selection, and analyzed by RNA sequencing. (B) C-BERST employs a
fusion construct comprising catalytically inactive Cas9 (dCas9) and APEX2. The complex is guided
to specific genomic loci (e.g., telomeres or centromeres) via single-guide RNAs. Upon the addition of
biotin–phenol and hydrogen peroxide, APEX2 catalyzes the generation of biotin–phenoxyl radicals
that covalently label proteins in the vicinity. The biotinylated proteins are subsequently enriched
via a streptavidin affinity purification and identified by mass spectrometry. (C) APEX-RIP and
Proximity-CLIP combine proximity biotinylation with RNA capture for transcriptome profiling. In
APEX-RIP, cells expressing compartment-targeted APEX2 are exposed to biotin–phenol and hydrogen
peroxide, followed by cross-linking with 0.1% formaldehyde to stabilize protein–RNA interactions.
Biotinylated complexes are purified by the streptavidin pulldown, and co-purified RNAs are analyzed
by qRT-PCR or RNA-seq. Proximity-CLIP further enhances the spatial and molecular resolution by
incorporating the 4-thiouridine labeling of nascent RNAs. After APEX2 labeling in the presence of
biotin–phenol and hydrogen peroxide, cells are subjected to UV irradiation (λ > 312 nm) to induce
covalent cross-linking between proteins and RNAs. Lysates are then processed for a streptavidin-
based enrichment, and associated RNAs are identified by RNA-seq, providing high-resolution maps
of localized ribonucleoprotein complexes.

Further expanding the scope of APEX applications, a study introduced two innovative
strategies, applying APEX proximity labeling using complementary approaches to target
human telomerase RNA (hTR). The first approach involved conjugating hTR to the bac-
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teriophage MS2 RNA stem–loop, which specifically binds to an MS2 coat protein-fused
APEX2 (MCP-APEX2). The second approach utilized a catalytically inactive Cas13-APEX2
fusion (dCas13-APEX2), programmed by a guide RNA (gRNA) to target unmodified hTR.
These methods enabled the tagging of endogenous proteins in the vicinity of specific RNAs
for a subsequent identification by mass spectrometry. When applied to hTR, this approach
successfully identified known interaction partners as well as unexpected hits, including an
enzyme responsible for RNA post-transcriptional modifications that influence telomerase
activity [145]. Building on this strategy, a subsequent study employed dCas13d-APEX2 to
map cell cycle-dependent interactors of the FAS1 mRNA, which encodes the β subunit of
fatty acid synthase in yeast. This analysis revealed that the glycolytic enzyme Tdh3p binds
to FAS1 mRNA and is essential for the periodic expression of the Fas1p protein, thereby
uncovering a direct link between metabolic regulation and the RNA-mediated control of
gene expression [146]. Altogether, these studies collectively demonstrate the versatility
of APEX in addressing diverse biological questions, from mapping RNA–protein inter-
actions to visualizing RNA dynamics in situ. These developments highlight APEX’s
potential for studying the spatial and functional dynamics of the transcriptome and
proteome in living cells.

Expanding methodological capabilities, the combination of APEX with the organic–
aqueous phase separation of cross-linked protein–RNA complexes (APEX-PS) enables the
selective enrichment of RNA-binding proteins from specific subcellular compartments.
This approach revealed novel proteins localized to the nucleus, nucleolus, and outer
mitochondrial membrane [147].

The advancements in APEX-based proximity labeling for studying protein–ligand
interactions are summarized in Figure 9, while Table 2 presents the diverse methodologies
enabled by APEX technology in proteomics and genomics.

Figure 9. The development of APEX technology in proteomics and biological applications. This
timeline highlights key milestones in the development of APEX technology, from its initial discovery
in 1991 to its evolution into advanced tools such as APEX2, APEX3, and split-APEX. Over the years,
APEX has been adapted for diverse applications, including electron microscopy (EM), proximity
labeling, and proteomics, across various model organisms such as C. elegans, D. melanogaster, P.
falciparum, and human cells. Innovations like APEX-Seq further demonstrate their versatility in
mapping RNA interactions and cellular structures with a high precision.



Proteomes 2025, 13, 26 17 of 27

Table 2. Applications of APEX proximity labeling in biological research.

Method/Strategy Biological Question Addressed Reference

O
rg

an
el

le
M

ap
pi

ng

Mitochondria-targeted APEX-catalyzed
proximity labeling

Comprehensive proteomic mapping of
mitochondrial compartments [70]

Mapping Intermembrane space-selective
APEX biotinylation

Profiling mitochondrial intermembrane
space proteome [103]

APEX2-directed evolution for enhanced
subcellular proteomics

Improved labeling efficiency for
organelle-resolved proteomic studies [14]

APEX2 proximity proteomics in Trypanosoma
brucei flagellum

Resolving proteome composition of
flagellum subdomains [97]

APEX-based proximity labeling in Plasmodium Identification of microneme proteins in
Plasmodium berghei ookinetes [148]

Pr
ot

ei
n-

Pr
ot

ei
n

In
te

ra
ct

io
ns

Multidimensional proximity labeling of GPCR
complexes with APEX2 Tracking transient signaling networks [108]

APEX2-mediated proximity labeling in
Plasmodium falciparum infected erythrocytes Identification of KAHRP interactors [102]

CRISPR/Cas9 genome editing and APEX2 Study of native protein–protein interactions in
live Drosophila ovary tissue [121]

Pr
ot

ei
n-

R
N

A
In

te
ra

ct
io

ns

APEX-RIP (RNA
Immunoprecipitation) approach

Mapping RNAs localized to specific proteins
or compartments [142]

Proximity-CLIP combines APEX biotinylation
with UV-induced cross-linking

Maps regulatory interactions within critical
cellular compartments

APEX-Seq (APEX-catalyzed RNA biotinylation
and sequencing)

Subcellular transcriptome profiling with
spatial resolution [136]

dCas13-APEX2 by a guide RNA to target
unmodified hTR Tagging of endogenous proteins [145]

dCas13d-APEX2 fusion targeting FAS1 mRNA Identification of mRNA-specific
interacting proteins [146]

Spatially resolved proteomics using
optimized APEX2

High-resolution mapping of
cellular microdomains [147]

Pr
ot

ei
n-

D
N

A
In

te
ra

ct
io

ns

APEX2 fusion targeting nuclear lamina and
DNA-associated proteins

Mapping nuclear DNA–protein
interaction landscapes [100]

dCas9-APEX2 adapted to
DNA-associated proteins

Specific profiling of subnuclear proteomes of
telomeres and centromeres [140]

Proximity labeling of mitochondrial DNA
G-quadruplex interactors

Identification of G4-binding proteins in
mitochondrial DNA [141]

8. Advantages and Challenges
The remarkable diversity of proteoforms contributes to the profound complexity of cel-

lular proteomes [149], supports intricate molecular interaction networks [150], and presents
significant analytical challenges [151]. In this context, APEX offers significant advantages
over conventional protein interaction methods, including yeast two-hybrid (Y2H) [152]
and co-immunoprecipitation (Co-IP) [153]. Unlike these conventional techniques, APEX
operates in situ, preserving interactions within their native cellular environment [154].
While Y2H relies on protein activity reconstitution in yeast, which may not reflect native
conditions and Co-IP is prone to protein complex dissociation during lysis, APEX over-
comes these limitations by enabling a real-time interaction detection in living cells [15].
This in situ capability significantly enhances the reliability of APEX for studying dynamic
cellular processes [14].

APEX also excels in spatial resolution by reducing the risk of diffusion beyond the
target labeling area. Notably, APEX is particularly advantageous in bacterial systems, as
it does not depend on cytoplasmic metabolites like ATP, which are absent in the bacterial
periplasm [155]. This feature enhances its applicability in diverse biological contexts.

For the application of the APEX system in the study of transient or weak protein–
protein interactions, combining APEX with chemical cross-linking agents, such as formalde-
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hyde, enables the stabilization of ephemeral interactions prior to biotinylation. This dual
strategy facilitates the capture of short-lived complexes that might otherwise dissociate
during the labeling process [156]. Alternatively, fusing APEX to compartment-specific
nanobodies restricts the biotinylation to targeted subcellular regions, thereby enhancing
the spatial precision of the labeling [157]. Moreover, a notable strength of APEX is its com-
patibility with correlative light–electron microscopy (CLEM) [158], allowing the integration
of molecular interaction data with the ultrastructural context. This integration provides
a more comprehensive understanding of cellular processes by bridging molecular and
structural biology.

Lastly, APEX’s compatibility with advanced imaging modalities, including electron
microscopy, underscores its utility in high-resolution studies [159]. The enzyme’s ability to
generate free radicals that covalently bind to proximal proteins ensures a high specificity
and spatial precision, which are critical for detailed proteomic mapping. These attributes
establish APEX as a cornerstone technology in cellular and molecular biology, driving
innovation and discovery in the field.

One of the greatest challenges in APEX technology is the elution of biotiny-
lated proteins/peptides. The interaction between biotin and streptavidin is extremely
strong (Kd ~10−15 M) [129,160], which complicates the enrichment of biotinylated pro-
teins/peptides [15]. Factors such as the use of excessive streptavidin-coated beads or
insufficient washing steps can lead to nonspecific binding, reducing the efficiency of cap-
turing true APEX-tagged proteins. To mitigate this, it is recommended to determine the
minimal bead amount through titration and apply stringent washing conditions to elimi-
nate non-biotinylated proteins [15]. A recent report suggests that using 80–100 µL of the
bead volume is sufficient to enrich up to 2 mg of protein input [161].

Moreover, even using stringent washes with low amounts of urea and detergents,
followed by an elution with the Laemmli buffer at high temperatures to recover biotiny-
lated proteins, does not seem sufficient to remove efficiently non-biotinylated interac-
tors [15,70,86,102,112], resulting in a significant background of non-biotinylated proteins
often remaining in the proteomic data. Consequently, many studies rely on quantita-
tive proteomic approaches to determine the sub-compartment proteomes [70,108,162,163]
or APEX-tagged protein [89,112,148,164], often based on a ratiometric analysis without
considering biotinylation sites.

Beyond APEX, other proximity labeling methods based on the biotin ligase from E.
coli have been developed, including BioID (and its enhanced version BioID2) [163,165,166],
DiQ-BioID (dimerization-induced quantitative BioID) [167], TurboID [89,163,168], AirID
(ancestral BirA for proximity-dependent biotin identification) [169], and split-AirID [170].
While these methods also provide biotinylation, they often suffer from slow enzymatic
kinetics, requiring long incubation periods with biotin (6–24 h for BioID and ~10 min for
TurboID) [165,166,168]. In contrast, APEX enables efficient protein labeling within one
minute of the hydrogen peroxide exposure, minimizing the background associated with
an extended incubation and allowing for the precise capture of highly dynamic protein
interactions [14]. This rapid reaction makes APEX the optimal choice for capturing rapid or
transient interactions with an unparalleled temporal resolution.

The ratiometric analysis, while useful for determining protein localization within
specific compartments or complexes, is limited in providing topological information about
transmembrane proteins [86,163]. Common approaches to enrich biotinylated proteins,
such as trypsin digestion followed by streptavidin-coated bead enrichment [86,160,171] or
on-bead digestion [86,108,162], have proven to be inefficient in some cases.

To address these limitations, researchers have developed alternative strategies to
enhance the recovery of biotinylated proteins identified by mass spectrometry. One ap-
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proach involves the use of anti-biotin antibodies to enrich biotinylated peptides after tryptic
digestion [117,160]. While this method is more efficient than traditional avidin–biotin
interactions, it is technically demanding and often yields low recovery rates [163]. Other
challenges include improving the accuracy of protein localization, particularly for proteins
with dual cellular locations (e.g., inner vs. outer mitochondrial membrane) [15,86,118]
and addressing issues related to the probe permeability and accessibility of residues in
macromolecular complexes [15,172].

Biotin-tyramide, the main probe used for APEX assays, has a limited membrane perme-
ability [15,89,90,96,172]. To overcome this, alternative probes such as desthiobiotin-phenol
(DBP) have been developed, offering an improved membrane permeability [86,163]. Addi-
tionally, the development of the Spot-ID method based on the use of DBP, which focuses on
the comprehensive identification of labeled sites, has shown promise in increasing the accu-
racy of the biotinylated site identification and reducing false positives [86,163]. Regarding
the elution of biotinylated peptides obtained through Spot-ID, organic MS-friendly solvents,
such as high-concentration formamide, appear to enhance the recovery efficiency [86,163].
Similarly, alkyne–phenol has been shown to be an equally effective and specific substrate
for APEX, yielding a higher number of biotinylated site hits identified by MS [89,90,172].
Although comparable in efficiency to the Spot-ID method, alkyne–phenol is significantly
more expensive.

Beyond probe optimization, recent advances in enzyme engineering have opened
new avenues for enhancing the catalytic performance and stability of peroxidases used in
proximity labeling. Gutierrez-Rus and colleagues [173] demonstrated that the integration
of a Nuclear Magnetic Resonance-based hotspot identification with computational protein
design platforms, such as FuncLib, can predict mutations that enhance the enzymatic
function and thermal stability, by analyzing chemical shift perturbations upon substrate- or
transition-state analog binding. Subsequently, FuncLib-guided mutagenesis enables the
optimization of both the catalytic efficiency and structural robustness while minimizing
deleterious trade-offs. Molecular dynamics simulations further assist by revealing non-
productive substrate conformations that can be eliminated through rational engineering.
This integrated strategy has already proven to be successful in improving the catalytic
performance of Kemp eliminase, achieving enzymes with triple the activity and enhanced
stability. Applying such an approach to APEX variants could refine substrate interactions
and optimize kinetic parameters, expanding their utility in diverse biological contexts.

Choosing the best approach for enriching biotinylated proteins/peptides depends on
the biological model, financial resources, and laboratory infrastructure. While APEX tech-
nology excels in capturing short-lived events and offers a variety of membrane-permeable
probes, each experimental model presents unique challenges. Therefore, a careful experi-
mental design is essential to avoid setbacks and ensure reliable results. APEX continues to
be a powerful tool for high-resolution cellular and molecular research, driving innovation
in the study of protein–protein interactions and cellular dynamics.

9. Conclusions
The APEX system has emerged as a powerful tool for elucidating protein interaction

networks within native cellular contexts. A key advantage of this technique is its ability
to label proteins in living cells while preserving molecular complexes and maintaining
cellular compartment integrity. Thus, APEX technology enables us to study the subcellular
localization of proteoforms and their different partners that they interact with in more
detail and consequently deduce different functions among the proteoforms.

APEX has become an essential method for studying protein–ligand interactions under
physiological conditions, preserving spatial associations while providing a high-resolution
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mapping of interaction networks. This unparalleled precision not only enhances our
understanding of molecular mechanisms and their cellular roles but also addresses key
limitations of traditional protein–protein interaction analyses. By facilitating spatiotem-
poral investigations with exceptional accuracy, APEX is revolutionizing proteomics and
molecular biology, unlocking new opportunities to explore dynamic biological systems and
complex mechanistic questions.
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