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RESUMO

O sequestro de eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum (Pf-Els) na
microvasculatura de varios 6érgaos envolve uma seqiiéncia de eventos que acredita-
se contribuir para a patogénese da malaria grave. Apesar do tratamento com drogas
antimalaricas serem eficazes, mortalidade significativa ainda é vista nos casos graves da
doenca, particularmente no prazo de 24 horas da admiss&o hospitalar. Acredita-se que o
uso de terapias anti-adesivas nesse periodo poderia minimizar as complicagdes causadas
pelo P. falciparum. Nesse sentido, polissacarideos sulfatados, como a heparina e a
condroitina-sulfato-A (CSA), tém mostrado capacidade em inibir a citoaderéncia de Pf-Els
a receptores endoteliais. A heparina foi usada no passado no tratamento da malaria
grave, mas deixou de ser recomendada, devido a ocorréncia de sérios efeitos colaterais,
como hemorragias. Além disso, esses compostos sdo derivados de mamiferos, o que
aumenta o risco de contaminacdo por agentes patogénicos. De fato, embora muitos
compostos tenham sido testados, nenhum demonstrou evidéncia inequivoca de melhora
nos testes clinicos para prevencado e tratamento da malaria grave. O condroitim sulfato
fucosilado (FucCS) é um polissacarideo altamente sulfatado extraido do pepino-do-mar
Ludwigothurea grisea, composto por uma base estrutural de condroitim sulfato de
mamifero, e substituido na posigdo 3 dos residuos de acido 3-D-glucurbénico com cadeias
de fucose sulfatadas. Nesse estudo, mostramos que o FucCS apresenta baixa toxicidade,
e é um potente inibidor da citoaderéncia parasitaria em células endoteliais de pulmao
humano (HLEC) e da reinvasao de eritrocitos por merozoitos de P. falciparum. Em ambos
0s casos, a inibicdo ocorre de maneira dose dependente, e o composto mostrou ser
eficiente na inibicdo de diferentes fendtipos parasitarios. A remocdo das cadeias de

fucose sulfatadas do FucCS praticamente aboliu o efeito inibitério, sugerindo um papel
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central desempenhado por essas cadeias na ocorréncia do processo inibitério. O
composto também mostrou ser capaz de reverter a citoades&o parasitaria em sistema que
mimetiza o fluxo sangliineo. Além disso, o tratamento com o FucCS (1 mg/kg/animal/dia)
demonstrou retardar a morte de camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA
(PbA), modelo experimental de maléaria cerebral. Assim, sugerimos o FucCS como um
candidato promissor a terapia adjuvante no tratamento da malaria grave e na prevencao

ao agravamento da doenca.
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ABSTRACT

Sequestration of Plasmodium falciparum-infected erythrocytes (Pf-Els) in the
microvasculature of several organs involves a sequence of events that contributes to the
pathogenesis of severe malaria. Despite treatment with effective antimalarial drugs,
significant mortality is still observed in severe cases of disease, particularly within 24
hours of hospital admission. It is believed that the use of anti-adhesive therapies in this
period could reduce complications caused by P. falciparum. Accordingly, sulfated
polysaccharides such as heparin and chondroitin sufate A (CSA) have shown ability to
inhibit the cytoadherence of Pf-Els to endothelial receptors. Although heparin was used in
the past as treatment for severe malaria, its use was discontinued due to the occurrence of
serious side effects such as bleeding. Moreover, given that these compounds are obtained
from mammals, potential risk of contamination has to be considered. In fact, although
many compounds have been tested, none demonstrated unequivocal evidence of
improvement in clinical trials for prevention and treatment of severe malaria. The
fucosylated chondroitin  sulfate (FucCS) is a highly sulfated polysaccharide
extracted from sea cucumber Ludwigothurea grisea, composed of a chondroitin sulfate
backbone substituted at the 3-position of the B-D-glucuronic acid residues with sulfated
fucose branches. In this study, we show that FucCS presents low toxicity and is a potent
inhibitor of parasite cytoadherence in human lung endothelial cells (HLEC) and reinvasion
of erythrocytes by P. falciparum merozoites. In both cases, inhibition occurs in a
concentration-dependent manner, and the compound showed to be effective in
inhibiting different parasite phenotypes. Removal of the sulfated fucose branches on the
FucCS practically abolished the inhibitory effect, suggesting a central role played by these

branches in the occurrence of the inhibitory process. The compound also showed ability to
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reverse parasite cytoadhesion under flow conditions. Furthermore, treatment with FucCS
at 1 mg/kg/animal/day improved survival of C57BL/6 mice infected with Plasmodium
berghei ANKA (PbA), an experimental model for cerebral malaria. Thus, we suggest
FucCS as a promising candidate for adjunct therapy in the treatment of severe malaria and

in prevention of severe malaria outcomes.
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Aspectos Gerais

A malaria € a doenga parasitaria mais importante do mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), metade da populagdo mundial — 3.3 bilhdes de
pessoas vivendo em 109 paises- encontra-se em areas de risco de infeccdo malarica
(Figura 1), especialmente populagbes pobres das regides tropicais e subtropicais
(http://www.rollbackmalaria.org/ keyfacts.html). Estima-se 300-500 milhées de casos de
malaria todos os anos, principalmente na regido africana (85% dos casos), e mais de 1
milhdo de mortes (http://www.who.int/water_sanitation_health/diseases/malaria/en/),
sobretudo de criangas menores de cinco anos, mulheres gravidas e adultos ndo-imunes

(Casares et al., 2010).

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2009

\
\\ j I Countries or areas where malaria transmission occurs 0
| 3 [ Countries or areas with limited risk of malaria transmission o % ?S
\
3
RNt Ai A\ This map is intended as a visual aid only and not as a definitive source of information about malaria endemicity. Source: ©WHO 2010. Al rights reserved

Figura 1: Distribuicao global da malaria, 2009. Fonte: Word Health Organization
(WHO), 2010. (http://gamapserver.who.Int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Malaria_ITH
RiskMap.JPG)



No Brasil ocorrem em média 500 mil casos de malaria por ano (SVS- 2008), o que
significa mais da metade de todos os casos das Américas (WHO- World Malaria Report,
2009). Em 2009, foram registrados aproximadamente 306 mil casos, principalmente nos
estados do Amazonas, Rondbénia e Para (http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos
/pdf/tab_casos_conf_ malaria_seg_mes_not_bra_gr_ e_ufs_09.pdf). A transmissdo da
doenca concentra-se na regido da Amazénia legal (99,8% dos casos) (SVS- 2008), sendo
a maioria das infecgbes causadas pelo Plasmodium vivax (cerca de 85%) e

aproximadamente 15% pelo P. falciparum (WHO- World Malaria Report, 2009) (Figura 2).

Atlantic Ocean

Nm:l.’!’ra |:|Il |:Il.'!--] -l—l:*.'l- -':-]I.'Il'l

Figura 2: Incidéncia da malaria no Brasil (niUmero de casos reportados em 1000).
Fonte: WHO- World Malaria Report, 2009: (http://www.who.int/malaria/publications/

country-profiles/ profile_bra_en.pdf)

A malaria humana € causada por quatro espécies do protozoario do género
Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e

Plasmodium ovale. Porém, nos ultimos anos, foram relatadas infecgbes naturais em
4



humanos causadas pelo Plasmodium knowlesi, considerado anteriormente um parasita
exclusivo de macacos (Singh et al., 2004). Dentre essas espécies, o P. falciparum é o
mais virulento, e é responsavel pela maioria das mortes causadas pela doenca (revisto
por Greenwood et al., 2008), uma vez que sua infecgao esta associada as formas graves
da malaria, tais como: malaria cerebral (MC) e malaria gestacional (MG) (Costa et al.,
2006).

As espécies de Plasmodium apresentam um ciclo de vida complexo (Figura 3)
com uma fase sexuada ocorrendo no hospedeiro invertebrado (vetor) e uma fase
assexuada ocorrendo no hospedeiro vertebrado. Esta ultima é constituida de um ciclo pré-
eritrocitico, assintomatico, que ocorre nas células hepaticas, e um ciclo eritrocitico, que se
desenvolve nos eritrocitos e é responsavel pelos sintomas da doenga. Os sintomas mais
caracteristicos sao febre, dor de cabeca, calafrios e sudorese, mas tonturas, dores
abdominais, nauseas, diarréia e vdmitos também podem estar presentes (Trampuz et al.,
2003).

O ciclo de vida se inicia com a picada do mosquito fémea do género Anopheles
sp., que inocula formas esporozoitas no hospedeiro vertebrado. Essas formas méveis do
parasita circulam rapidamente no sangue antes de invadir os hepatécitos, onde se
desenvolvem em esquizontes contendo milhares de merozoitos. Estudos recentes tém
mostrado, que a maioria dos esporozoitos sado retidos na pele por minutos ou horas antes
de atingir o fluxo sanguineo e invadir os hepatocitos (Amino et al., 2007), e alguns deles
migram ativa ou passivamente para os linfonodos regionais (Amino et al., 2006). Depois
de 6 a 15 dias, os merozoitos sdo entdo liberados do figado, inicialmente em vesiculas
(merossomos) e posteriormente atingem a corrente sanguinea (Thiberge et al., 2007),

onde rapidamente invadem os eritrécitos e iniciam o ciclo eritrocitico. Nas infecgbes



causadas por P. vivax e P. ovale, as formas hepaticas podem permanecer latentes na
forma de hipnozoitas no figado formando esquizontes semanas ou meses mais tarde.

Com o inicio do ciclo eritrocitico, os merozoitos se multiplicam e amadurecem
dentro dos eritrécitos num periodo de 36 a 72 horas passando pelos estagios de anel e
trofozoito, até formar esquizontes maduros pelo processo de esquizogonia. Os eritrécitos
infectados sofrem entdo ruptura, liberando merozoitos na corrente sanguinea que
rapidamente invadem novos eritrocitos, repetindo o ciclo assexuado.

Alguns merozoitos diferenciam-se em formas sexuais masculinas e femininas
(gametécitos), que sdo ingeridas pelo mosquito durante o repasto sanguineo. A fusdo dos
gametas forma o zigoto, que se desenvolve em um oocineto. Este penetra na parede do
intestino do inseto, formando um oocisto entre o epitélio intestinal e a lamina basal. Entao,
muitos esporozoitos sdo formados assexuadamente dentro do oocisto, e sdo liberados ao
amadurecer. Esses esporozoitos migram para a glandula salivar do mosquito, onde
podem ser transmitidos para o hospedeiro intermediario durante o repasto sanguineo

dando continuidade ao ciclo.



Sporozoites é
released
during skin

Mosquito
midgut
infection

9 B

gamete ) K Schizont
0 3o 00d

LT :
blood stage G
replication

Blood
stream

Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium sp. Fonte: Kappe et al., 2010.

Problematica

Seis décadas atras, a esperanca de erradicacdo da maléaria estava aumentada
devido ao descobrimento e implementagdo da cloroquina no tratamento antimalarico. O
uso desta droga altamente eficaz, de acéo rapida e barata, juntamente com o potente
inseticida DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), rapidamente demonstrou sucesso em reduzir
substancialmente a incidéncia da malaria em muitas areas do mundo, e particularmente
na regido subtropical (Eastman & Fidock, 2009). Contudo, muitas dificuldades para o
controle da doenga foram surgindo, como a falta de financiamentos, a emergéncia e

disseminacao da resisténcia a cloroquina pelo Plasmodium e a resisténcia do mosquito



Anopheles ao DDT (Eastman & Fidock, 2009). Dessa maneira, tem sido observado a
ressurgéncia global da malaria, inclusive em areas onde a doenga havia sido eliminada
(revisto por Greenwood et al., 2008).

Recentemente, o desenvolvimento da resisténcia parasitaria a certos antimalaricos
tem representado a maior barreira para o controle bem sucedido da doenca nas areas
endémicas (revisto por Kokwaro, 2009). Resisténcia a quase todos os antimaléaricos
comumente utilizados, principalmente a cloroquina e a sulfadoxina-pirimetamina (SP),
mas também a amodiaquina, a mefloquina e ao quinino, tem sido observada para P.
falciparum (WHO, 2006) em grande parte da Africa e sudeste da Asia (Vestergaard et al.,
2007; Wongsrichanalai et al., 2002). Atualmente, a OMS recomenda que o diagnéstico
seja realizado antes do inicio do tratamento para prevenir a resisténcia, sendo indicado o
uso de terapias combinadas a base de artemisininas (ACT) em infec¢cbdes por P.
falciparum (WHO- World Malaria Report, 2009). Dessa maneira, apesar de a OMS
recomendar o uso de artemisininas, a resisténcia a esse antimalarico tem sido induzida in
vitro, e em modelos murinos, e vem sendo observada em ensaios clinicos na fronteira do
Camboja com a Tailandia (Noedl et al., 2008; Dondorp et al., 2009). Sendo assim, a luta
pelo controle da malaria € ainda um desafio e, por isso, o desenvolvimento de novas
drogas e de vacinas eficientes contra a doencga é extremamente necessario.

Nesse sentido, o processo de invasao de eritrocitos por merozoitos tem sido alvo
de vacinas e de moléculas que podem ser usadas terapeuticamente. De fato, a invasao é
essencial para a sobrevivéncia parasitaria no hospedeiro humano, e envolve multiplas
interagcbes receptor-ligante numa série coordenada de eventos que leva a entrada do
parasita no eritrécito (Boyle et al., 2010).

Por fim, no caso de pacientes com malaria grave, a OMS recomenda o tratamento

com antimalaricos, como o quinino e artemisininas combinados com outros antimalaricos



para prevenir a resisténcia (WHO- World Malaria Report, 2009). Todavia, estas drogas
necessitam de até 24 horas para eliminar o parasita, e 85% das mortes de pacientes
hospitalizados com malaria ocorrem no periodo de 24 horas imediatamente apds a
internagédo (Marsh et al., 1995). Sendo assim, novos tratamentos para malaria grave sao
necessarios, uma vez que, 15% a 20% dos pacientes nesse estado, hospitalizados e
tratados com antimalaricos apropriados, vém a 6bito (Woodrow et al., 2004, WHO, 2000).
Nesse sentido, o uso de terapias adjuvantes nesse periodo poderia reduzir o risco de
morte e de seqielas neurocognitivas, particularmente em pacientes com malaria cerebral
(Mishra & Newton, 2009).

Alguns compostos vém sendo testados como adjuvantes no tratamento da malaria
grave, como corticosterdides de acdo anti-inflamatéria, desferrioxamina (quelante de
ferro), glicosaminaglicanos (heparina, curdlan sulfato), levamisole, e peptideos
recombinantes, que interferem na citoaderéncia, entre outros (revisto por Mishra &
Newton, 2009; e revisto por Rowe et al., 2009). No entanto, nenhum desses compostos
mostrou evidéncia inequivoca de melhora dos pacientes nos testes clinicos e
conseqientemente, nenhum deles péde ser recomendado como parte da estratégia de
tratamento até o presente momento (Mishra & Newton, 2009).

Tendo em vista a elucidagdo dos mecanismos moleculares da citoaderéncia,
acredita-se que terapias anti-adesivas possam agir como terapéutica alternativa e/ou
complementar para a malaria grave (Yipp et al., 2003). Assim, o0 uso de terapias anti-
adesivas poderia ndo apenas reverter o sequestro parasitario, mas também prevenir o
agravamento da doenca, minimizando as complicagbes causadas pelo P. falciparum
(Land et al.,1995). Interessante, estudo recente mostrou, que Pf-Els sdo capazes de
manter a capacidade citoadesiva in vitro por pelo menos 24 horas ap6s a morte dos

parasitas por antimalaricos (Hughes et al., 2010). Acredita-se que essa habilidade poderia



contribuir para patologia da doenca (Hughes et al., 2010), o que reforga ainda mais a

possibilidade de uso de agentes anti-adesivos.

Citoaderéncia Parasitaria e Malaria Grave

Dentre as espécies de Plasmodium que infectam o homem, sabe-se que o P.
falciparum é o mais virulento. Desse modo, acredita-se que sua patogenicidade seja
resultado do seu potencial em gerar elevada carga parasitaria e da capacidade em aderir
ao endotélio capilar e pds-capilar, processo conhecido como citoaderéncia (Luse & Miller,
1971; MacPherson et al., 1985). A citoaderéncia refere-se a um grupo de mecanismos no
qual os eritrocitos infectados por formas maduras de P. falciparum se ligam a receptores
expressos na superficie de diferentes células do hospedeiro. Dentre esses mecanismos
destacam-se: o seqliestro parasitario, que corresponde a retirada das formas maduras do
parasita da circulagdo periférica para a microvasculatura, onde aderem as células
endoteliais; a formacao de rosetas, que é a adeséo de eritrocitos infectados a outros néo
infectados; e a autoaglutinagcédo, que corresponde a adesdo entre eritrocitos infectados,
podendo esta ser mediada por plaquetas (Handunetti et al., 1992; Ho & White, 1999).
Plaquetas também podem aumentar a citoaderéncia agindo como pontes entre células
endoteliais e eritrocitos infectados por P. falciparum (Pf-Els) (Schofield & Grau, 2005)

(Figura 4).
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Figura 4: Adesao de eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum (PF-Els) a

Apesar de na malaria humana a citoadeséo ser descrita como caracteristica Unica
de P. falciparum, recentemente foi demonstrada a capacidade de citoaderéncia de P.
vivax in vitro, (Carvalho et al., 2010), mas a relagdo com os aspectos patogénicos da
doenca permanecem por ser elucidados. Desse modo, uma importante diferenga entre o
P. falciparum e os outros plasmédios humanos é a maneira como esse parasita modifica a

membrana do eritrécito infectado. Em infec¢des por P. falciparum é possivel observar o



aparecimento de protrusbes elétron-densas, knobs, na superficie dos eritrocitos
infectados por formas maduras do parasita (trofozoitos e esquizontes) (revisto por Miller et
al., 2002). Os knobs ja foram descritos como sendo os locais onde os Pf-Els se ligam as
células do hospedeiro (revisto por Sharma, 1991). Eles sdo formados por proteinas
codificadas pelo parasita, que s&o exportadas para superficie do eritrécito infectado (Ho &
White, 1999), tais como a PfEMP-1 (do Inglés, Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein-1). Essa proteina altamente variavel é codificada pela familia dos
genes var (Baruch, et al.,1995; Su et al.,1995). Existem aproximadamente 60 genes var
por genoma do parasita, que codificam 60 variantes diferentes de PfEMP-1 (Kyes et al.,
2007). Contudo, apenas uma variante antigénica é expressa na superficie dos Pf-Els de
cada vez. Dessa maneira, a variacdo na expressado dos genes var permite ao parasita
modificar as propriedades funcionais e antigénicas dos eritrocitos infectados, permitindo
assim a evasdo do sistema imune e a alteracado de suas capacidades citoadesivas (Kyes
et al., 2007; revisto por Rowe et al., 2009). De fato, a PfEMP-1 parece ser o principal
ligante dos Pf-Els mediando uma série de interagbes adesivas a diversos receptores
endoteliais, incluindo CD36 (Cluster of Differentiation 36; Ockenhouse et al., 1989), ICAM-
1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1; Berendt et al, 1989), CSA (Chondroitin
Sulfate A; Robert et al.,, 1995; Rogerson et al., 1995), CR1 (complement receptor 1,
Rowe et al., 1997), e HS (heparan-sulfate; Chen et al., 1998). Muitas dessas moléculas do
hospedeiro, que podem agir como receptores de adesdo para Pf-Els, tém sido
identificadas in vitro utilizando células endoteliais, no entanto o papel de cada uma delas
na patogénese da maléaria permanece incerto (Beeson & Brown, 2002).

Acredita-se que o processo de citoadesdo nos microcapilares seja benéfico para o
parasita, pois impede a destruicdo de Pf-Els no bago que reconhece sua perda de

deformabilidade. Além disso, o sequestro pode evitar a inducdo de uma resposta imune
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(David et al., 1983), e garantir um ambiente mais favoravel a maturacao parasitaria (Ho &
White, 1999). Nesse sentido, a adesédo de Pf-Els as células endoteliais pode ocorer na
microvasculatura de varios 6rgaos e tecidos, como coragao, pulm&o, cérebro, rins, figado,
tecido adiposo e placenta (revisto por Rowe et al., 2009; Baruch, 1999). Como resultado,
observa-se a obstrugdo microvascular (Dondorp et al., 2008; Dondorp et al., 2004),
disturbios metabdlicos, como a acidose (Planche & Krishna, 2006) e liberacdo de
mediadores inflamatérios (Schofield, 2007; Van der Heyde et al., 2006), que podem se
combinar causando manifestagdes clinicas graves e a morte do hospedeiro humano
(revisto por Rowe et al., 2009). Sendo assim, acredita-se que os fendmenos patologicos
associados a malaria grave sejam decorrentes do processo de citoadesdo parasitéaria.
Entre as formas graves da doencga estdo a malaria gestacional (MG), a malaria cerebral
(MC), a sindrome do desconforto respiratorio agudo e a anemia profunda.

A malaria gestacional (MG) ocorre em mulheres gravidas vivendo em &reas
holoendémicas da doencga. Entre os adultos expostos a maléaria, mulheres gravidas séo
particularmente suscetiveis a infeccdo, apesar da imunidade substancial antes da
gravidez. Assim, tem sido observado, que o risco em desenvolver complicagbes clinicas
graves é maior na primeira gravidez (Brabin, 1983; McGregor, 1984), uma vez que apo6s
algumas gestagbes muitas mulheres adquirem imunidade que pode protegé-las nas
gestacbes subsequentes (Beeson et al., 1999; Fried et al., 1998). A maior complicagéo da
MG é a anemia materna, que por sua vez aumenta a mortalidade da gestante, e reduz o
peso da crianga ao nascer. Essas complicagdes ocorrem devido a uma combinacao do
retardo do crescimento intra-uterino e do parto prematuro levando a uma alta mortalidade
infantil (Brabin, 1983; McGregor, 1984; Granja et al., 1998). Um aspecto central na
patogénese da MG é o acumulo de Pf-Els no espaco interviloso da placenta (revisto por

Rogerson et al., 2007), em muitos casos associado com infiltrados de mondcitos e
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macrofagos (Ordi et al., 2001) e alta expressao de citocinas pré-inflamatérias (Ordi et al.,
1998; Rogerson et al., 2003). Esse seqliestro parasitario € observado na superficie do
sinciciotrofoblasto placentario, com Pf-Els aderidas tipicamente a CSA (Beeson et al.,
1999; Fried & Duffy, 1996; Gysin et al., 1999), um glicosaminoglicano presente na matriz
extracelular. E mais recentemente, o acido hialurénico (HA) também tem sido indicado
como um possivel receptor envolvido no processo de seqillestracédo placentaria (Beeson
et al., 2000; Beeson et al., 2001).

Ja a malaria cerebral (MC) é responsavel pelas mais sérias complicacdes e pelo
maior numero de mortes das infec¢des por P. falciparum (Mackintosh et al., 2004), sendo
caracterizada por convulsdes, elevada hipertensdo cranial, decorrente de inchacgo
cerebral, disfungdo da barreira hemato-encefalica e um estado comatoso, podendo levar
ao o6bito (Newton et al., 2000). No entanto, os fendmenos responsaveis pelos aspectos
patolégicos da MC ainda sdo pouco compreendidos, levando a discussado de diferentes
hipéteses que expliquem sua patogénese. Nesse sentido, a hipoétese mecanica sugere,
que o sequestro de Pf-Els no endotélio cerebral possa causar obstrucdo do fluxo
sanguineo. Esta, por sua vez, leva a diminuigcdo da perfuséo tecidual e da remocgao de
residuos (acido latico) (Van der Heyde et al., 2006). Além disso, acredita-se que o ICAM
seja um importante receptor de citoadeséo parasitaria nesse local (Turner et al.,1994). De
fato, muitos estudos indicam que o processo de seqlestracdo parasitaria nos
microcapilares cerebrais € importante na patogénese da MC (MacPherson et al., 1985;
Pongponrant et al., 1991; Turner, 1997), mas apesar de necessario, €sse pProcesso
parece nao ser suficiente para induzi-la (revisto por Combes et al., 2006). Outra teoria, a
imunoldgica, considera que a lesédo cerebral pode ser explicada pela ativagdo excessiva
das células do sistema imune, levando a liberagédo de citocinas proé-inflamatérias, que em

um dado momento, saem do controle (Clark & Rocket, 1994; Grau & de Kossodo, 1994).
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Nesse contexto, acredita-se que citocinas pro-inflamatérias, tais como o TNF-g,
desempenhem um papel fundamental na patogenia da MC, possivelmente aumentando a
expressao de receptores endoteliais como ICAM-1 (Grau & De Kossodo, 1994; Beremdt
et al., 1989; Miller et al., 1989; Blanco et af., 2009). Essas teorias n&o s&o mutuamente
" exclusivas. De fato, parece que a combinagdo da obstrugdo mecanica, imunopatologia e
outros mecanismos como a disfungéo da homeostase e complicagbes metabdlicas (Van
der Heyde et al, 2006) é fundamental no desencadeamento da sindrome neurologica

(revisto por Combes ef al., 2008).

Polissacarideos Sulfatados

Polissacarideos sulfatados s&o macromoléculas com carga negativa, que ocorrem
em uma grande variedade de organismos, como algas e invertebrados marinhos até
mamiferos. Essas moléculas s&o conhecidas por apresentarem um amplo espectro de
propriedades bioldgicas e tém mostrado participar de importantes processos fisiologicos €
patoldgicos (Biermann et al., 2004, Caterson et af., 1990).

O envolvimento de compostos sulfatados na malaria tem sido evidenciado em
diferentes estagios do ciclo de F. fafcfparam. Assim, a invasé@o de esporozoitos, por
exemplo, é mediada pela ligagdo da proteina circunsporozoita ao heparam sulfato (HS)
presente nos hepatocitos (Frevert ef al.,, 1993). Além disso, a invaséo de hepatdcitos por
esporozoitos pode ser inibida pelo fucoidan, heparina e dextran sulfato (Pancake ef af,
1992).

Polissacarideos sulfatados tém demonstrado, também, ter papel na formagéo de
rosetas (Chen et al, 1998) e no seqliestro parasitario (Andrews et al., 2005). Isso &
particularmente evidente na malaria gestacional (Andrews et al., 2005), uma vez que,

estudos tém mostrado o envolvimento do glicosaminogligano CSA como receptor de
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citoaderéncia de P. falciparum (Robert et al., 1995; Rogerson & Brown, 1997) mediando o
sequestro de Pf-Els na placenta humana (Fried & Duffy,1996). No mais, esses estudos
revelaram que a citoadeséo in vitro e in vivo de Pf-Els pode ser inibida na presenca de
CSA soluvel (Robert et al., 1995, Pouvelle et al., 1997).

Diferentes estudos evidenciaram que rosetas podem ser rompidas por
glicoconjugados sulfatados como a heparina, o fucoidan e o dextran sulfato (Carlson et
al.,1992; Rogerson et al.,1994; Rowe et al., 1994). Esses compostos também foram
capazes de inibir a reinvasdo de eritrocitos pelos merozoitos de P. falciparum e bloquear
a citoadesdo de Pf-Els a varios receptores endoteliais (Rowe et al., 1994, Xiao et al., 1996,
Vogt, et al., 2006).

Apesar dessas descobertas, o uso destas drogas é evitado, tendo em vista os
fortes efeitos anticoagulantes e/ou alta toxicidade apresentada por elas (Rowe et al.,
1994; Vogt et al, 2006; Kyriacou et al., 2007). Interessante, a heparina foi o Unico
glicoconjugado sulfatado usado no passado no tratamento da malaria grave humana
(Munir et al., 1980 ; Rampengan, 1991), porém, seu uso foi desencorajado devido a
ocorréncia de sérios efeitos colaterais, como hemorragia intracranial (WHO, 1986)

Existe agora maior interesse em terapias preparadas de fontes ndo derivadas de
mamiferos, evitando assim o risco de contaminagdo com agentes patogénicos. Dessa
maneira, novos polissacarideos com potenciais propriedades clinicas proporcionam uma
alternativa atrativa para drogas como a heparina (Mouréo et al., 1998) e a CSA, que séo

de origem bovina ou porcina.

Condrotim Sulfato Fucosilado

Durante os ultimos anos, varios polissacarideos sulfatados de tecidos conectivos

de diferentes invertebrados tém sido estudados. O principal objetivo desses estudos é
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comparar esses polissacarideos com glicosaminoglicanos bem conhecidos, que ocorrem
em tecidos de vertebrados e relacionar suas estruturas com propriedades fisico-quimicas
e biologicas (Vieira et al., 1991). Em estudo de Vieira & Mourao (1988), polissacarideos
sulfatados foram isolados da parede de pepino-do-mar, dentre eles o condroitim sulfato
fucosilado (FucCs).

O FucCs €& um polissacarideo altamente sulfatado extraido do pepino-do-mar
Ludwigothurea grisea. Este composto apresenta uma base estrutural de condroitim sulfato
de mamifero: [4-B-D-GalA-1—3-B-D-GalNAc],, sendo formado por unidades alternadas de
acido B-D-glucurdnico e N-acetil-B-D-galactosamina, mas substituido na posicédo 3 dos
residuos de acido B-D-glucurdnico por cadeias de 2-4-dissulfato a-fucopiranose (Vieira &

Mouréo, 1988; Mourao et al., 1996) (Figura 5).
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Figura 5: Estrutura molecular do FucCS. Fonte: Pacheco et al., 2000.

Esse polissacarideo é componente da matriz extracelular, e tem semelhanca
fisioldgica com proteoglicanos presentes nos tecidos conectivos de vertebrados (Mourdo
& Pereira, 1999). Além disso, apresenta analogia em estrutura com glicosaminoglicanos
de mamiferos e fucanas sulfatadas de alga marrom (Mouréo et al., 2001).

Diversos estudos tém atribuido ao FucCS diferentes atividades bioloégicas, como
acdo anticoagulante (Mourdo et al., 1996), antitrombdética (Pacheco et al., 2000) e anti-

inflamatéria (Borsig et al., 2007). Dessa maneira, estudo de Mourao et al. (1996) mostrou
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que esse composto apresenta potente acdo anticoagulante devido principalmente a sua
capacidade em potencializar a inibicdo de trombina pelo cofator Il da heparina e pela
antitrombina. Além disso, atua também como uma droga antitrombética efetiva em modelo
experimental de trombose venosa e arterial, quando administrado por via intravenosa
(Pacheco et al., 2000) ou por via oral em ratos (Fonseca & Mourao , 2006).

Medidas da atividade anticoagulante desse polimero quimicamente modificado
(defucosilado e carboxi-reduzido) mostraram que a alta atividade anticoagulante do
polissacarideo de pepino-do-mar, pode estar relacionada principalmente com a presenca
das cadeias de fucose sulfatada ligadas ao condroitim sulfato (Mourdo et al., 1996). Isso
porque a remocao dessas cadeias reduz a capacidade anticoagulante e antitrombética do
composto, ao mesmo nivel do condroitim sulfato de mamifero. Em contraste, a atividade
se mantém apoés a carboxi-redugdo dos residuos de acido glucurdnico (Zancan et al.,
2004).

Além desses efeitos, Borsig et al. (2007), demonstrou que o FucCS é um potente
inibidor de interagdes mediadas por P- e L-selectina, sendo capaz de inibir ades&o de
células tumorais com maior poténcia do que a heparina, sem exibir efeito hemorragico
significativo e em doses inferiores ao requerido para causar efeito anticoagulante. Além
disso, foi mostrado que a presenca das cadeias de fucose sulfatadas é fundamental para
a atividade inibitéria do composto. Assim, o FucCS é capaz de bloquear metastase
tumoral e reduzir o processo inflamatério diminuindo o recrutamento de neutréfilos sem os
indesejaveis efeitos colaterais causados pela heparina (Borsig et al., 2007).

E importante salientar, que esse polissacarideo apresenta importantes
caracteristicas atrativas para sua utilizacdo em diferentes terapias. Uma vez que néo
necessita de modificagbes quimicas e fracionamentos apds sua purificagdo, ocorre em

altas concentracbes num invertebrado abundante (Glauser et al., 2008), é absorvido apo6s
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administracédo oral (Fonseca & Mourdo, 2006), apresenta menor efeito anticoagulante e
antitrombético do que a heparina (Mourédo et al, 1996 ; Mourdo et al., 2001) e seu
derivado carboxi-reduzido n&do causa hemorragia (Zancan et al., 2004). No mais, seu
efeito anti-inflamatoério ocorre em concentragdes inferiores as necessarias para ativar seu
efeito anticoagulante, sem exibir efeito hemorragico significativo (Borsig et al., 2007).
Outro aspecto importante para se levar em conta ao propor a utilizacdo de
produtos naturais como agentes terapéuticos derivados de mamiferos é o risco de
contaminagéo com patégenos, por exemplo, a contaminacao por prions causada pelo uso
de heparina bovina. Assim, ndo sendo o FucCS derivado de mamiferos evita-se o risco de

contaminacéo por agentes patogénicos (Borsig et al., 2007).
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Objetivo Geral

Tendo em vista a agao de diversos polissacarideos sulfatados na citoaderéncia e
na reinvasao parasitaria e a necessidade de novos tratamentos para malaria grave,
buscamos avaliar os efeitos in vitro do condroitim sulfato fucosilado (FucCS) no
desenvolvimento e no processo de adesdo parasitaria e avaliar in vivo seu papel na

Maléaria Cerebral Experimental (MCE).

Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade in vitro do FucCS em cultura de células de hepatoma
humano (HepG2) e em hemacias sadias.

e Avaliar a capacidade do FucCS nativo e quimicamente modificado em inibir a
adesao de Pf-Els a receptores endoteliais em condigc&o estatica.

e Avaliar a capacidade do FucCS em dessequestrar Pf-Els de receptores endoteliais
em sistema de fluxo.

e Avaliar o efeito do FucCS no desenvolvimento parasitario.

e Avaliar o efeito do FucCS na mortalidade e na parasitemia de animais infectados

com P. berghei ANKA (PbA).
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MATERIAIS E METODOS



26



Condroitim Sulfato Fucosilado (FucCS) nativo e quimicamente modificado

O FucCS nativo foi extraido do pepino-do-mar Ludwigothurea grisea, coletado
fresco da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. A extracdo por digestdo com papaina e
purificagédo foram realizadas como anteriormente descrito por Mouréo et al. (1996). Para a
obtencdo do FucCS defucosilado (DeFucCS) as cadeias de fucose foram removidas por
hidrolise acida branda. Nesse procedimento, o FucCS (50 mg) foi dissolvido em 1 ml de
H.SO,4 150 mM, mantido a 100°C por 30 min, e o pH da solugéo foi ajustado para 7.0 com
0,3 mL de NaOH (Mouréo et al., 1996). Ainda, para a obtencdo do FucCS carboxi-
reduzido (CRFucCS) , os grupos carboxil do acido hexurénico do polissacarideo foram
reduzidos por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida-NaBH,, como descrito

anteriormente por Taylor et al. (1976) (Figura 6).

®

R = 0SO, or OH

Figura 6. Estrutura molecular do FucCS nativo (A), FucCS defucosilado (B) e
carboxi-reduzido (C). Fonte: Adaptado de Glauser et al., 2008.
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Cultura de células

No ensaio de citotoxicidade in vitro foram utilizadas células de hepatoma humano
(HepG2), cultivadas em meio DME suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Nos outros ensaios in vitro foram utilizadas células endoteliais do pulm&o humano
(HLEC), cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com 30 pg/mL de fator de
crescimento de células endoteliais (ECGS) e 10% de SFB. Foram também usadas células
de ovario de hamster (CHO), cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB.

As células foram mantidas em incubadora com pressao constante de 5% de CO, a 37°C.

Solugobes utilizadas:

Meio de cultura- HepG2: DME (Nutricell), enriquecido com 10% de SFB (Nutricell).

®* Meio de cultura- HLEC: DMEM-F12 (Nutricell), enriquecido com ECGS (Sigma,
E0760) 30 pg/mL e 10% de SFB (Nutricell).

e Meio de cultura- CHO: RPMI 1640 (Sigma, R4130), enriquecido com 10% de SFB
(Nutricell).

e Meio de congelamento- HepG2: 90% SFB (Nutricell) e 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma, R4540)

¢ Meio de congelamento- HLEC: DMEN-F12, 40% de SFB (Nutricell) e 8% de DMSO
(Sigma, R4540)

e Meio de congelamento- CHO: RPMI 1640 (Sigma, R4130), 10% de SFB (Nutricell)

e 10% de DMSO (Sigma, R4540)
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Ensaio de citotoxicidade em células HepG2

A citotoxicidade do FucCS em células de hepatoma humano (HepGZ2) foi avaliada
através do ensaio de MTT (Mosmann, 1983). Em uma placa de 96 pocos foram incubadas
durante 48 horas 1x10* células/pogo juntamente com a solucdo de FucCS nas
concentracdes 10000, 1000, 100 ou 10 pg/ml. Em seguida, 5 mg/ml de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio; Sigma, M5655) foi acrescentado aos pogos e
incubou-se por mais 4 horas. A placa foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 ul de isopropanol (JK Baker).
Por fim, a leitura da absorbancia foi medida a 590nm (Asg) em um leitor de ELISA e a

inibicdo da proliferacao foi estimada de acordo com a seguinte formula:

I= (1-média Asgy do grupo experimental/média Asgy do grupo controle) x 100%.

Ensaio de citotoxicidade em hemacias sadias

A citotoxicidade do FucCS em hemacias sadias foi avaliada em uma placa de 96
pocos, na qual acrescentou-se 50 ul de FucCS por pogo em diferentes concentragbes
(10000, 1000 e 100 pg/mL) e 50 pl de eritrocitos humanos sorotipo O* sadios (hematdcrito
2%). Ao grupo controle acrescentou-se 50 pl de eritrécitos sadios e 50 pl de solugéo
salina. Ap6s 48 horas de incubagéo a quantidade de eritrocitos presentes foi avaliada por
contagem em camara de Neubauer e a toxicidade dos compostos foi estimada
comparando-se 0 numero de eritrocitos presentes no grupo tratado e no grupo controle

(n&o tratado).
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Cultura de formas sanguineas de P. falciparum

Nos nossos ensaios utilizamos parasitas P. falciparum FCR3, selecionados para
adesdo exclusiva (monofenotipicos) a CSA, ICAM ou CD36, sendo a selegéo feita por
panning. Os parasitas foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma, R4130) completo,
suplementado com 10% de plasma humano através do método de candle jar (Trager &
Jansen, 1976). O hematocrito final foi ajustado a 4% com eritrocitos sadios O* fornecidos
pelo Hemocentro da UNICAMP. A parasitemia foi monitorada diariamente por meio de

esfregacgos sanguineos.

Solucoes utilizadas:

e Meio de cultura: Meio RPMI 1640 (Sigma, R4130), contendo 1% L-Glutamina
(Sigma, G3126), 2 g/l de glicose Anidra P.A. (Lafan), 5 mg/I de hipoxantina (Sigma,

H9636-1G), antibi6tico gentamicina 40 mg/ml (Schering-Plough).

O pH foi ajustado para 7,2 com bicarbonato de sddio (Sigma, S5761) e o meio filtrado em
membrana de 0,22 uym no fluxo laminar. Adicionou-se entdo 10% de plasma humano
(Hemocamp-Hemocentro/Unicamp). O plasma foi previamente inativado em banho-maria

a 56°C por 40 minutos.

e Meio de congelamento (Glycerolyte): 45% de glicerina (Synth, G1-005), KCI 5mM
(J. T. Backer, 3040-01) e 31 g/l de sodio lactato liquido (Sigma, L4263).

e Solugdes para descongelamento: NaCl 12%, pH 6,0 e NaCl a 1,6%, pH 5,5.
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Sincronizag¢ao de P. falciparum

Para alguns ensaios in vitro, os parasitas foram sincronizados em Sorbitol como
descrito em Schlichtherle et al. (2000). Resumidamente, o pellet de eritrécitos infectados
com a parasitemia maior que 5%, sendo a maioria das formas no estagio de anel, foi
ressuspenso em uma solugcéo 5% de Sorbitol (J.T.Baker). Apds 5 minutos em temperatura
ambiente, o pellet foi lavado duas vezes em meio completo e a cultura foi retomada. A
sincronizagdo foi repetida pelo menos uma vez para assegurar a sincronizagdo do

parasita.

Enriquecimento de estagios trofozoitas da cultura de P. falciparum

O enriquecimento das formas maduras foi realizado utilizando-se 2.4 volumes de
Voluven™ (Frenesius) em relagcdo ao volume do pellet de hemacias, e 1.4 volumes de
meio RPMI 10% plasma. A solugéo foi deixada em um tubo na posigéo vertical, a 37°C
durante 1 hora. Apos este periodo, a fase superior do gradiente, contendo as formas

maduras, foi removida e lavada com meio RPMI sem plasma.

Panning

Esta técnica foi baseada no protocolo de Scherf et al. (1998) e tem como objetivo a
selecdo monofenotipica do parasita (Figura 7). Células CHO, capazes de expressar
apenas um receptor (ICAM ou CD36), ou células HLEC, que além de outros receptores é
capaz de expressar CSA, foram crescidas até a confluéncia em garrafas de 75 cm?.
Eritrécitos infectados com P. falciparum FCR3 foram enriquecidos por passagem no
Voluven™| ressuspendidos em meio RPMI pH 6,8 (meio de adeséo) e transferidos para a
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garrafa contendo as células. Apds incubacdo por 1 hora a 37°C, o excesso de parasitas
nao aderidos foi removido por meio de lavagens com meio RPMI pH 6,8. Em seguida, foi
adicionado meio RPMI pH 7,2 para liberar apenas Pf-Els ligantes a ICAM ou CD36 das
células CHO-ICAM e CHO-CD36 respectivamente; ou adicionado meio RPMI pH 6,8
contendo CSA soluvel na concentragdo de 1 mg/mL para dessequestrar apenas Pf-Els
ligantes a CSA das células HLEC. Ap6s incubacao de 30 minutos, os parasitas, ndo mais
aderidos, foram retirados da garrafa e colocados imediatamente em cultura. Este
processo foi repetido por 5 vezes para aumentar a eficiéncia da selecao de parasitas com

o fenétipo desejado.

Erltrocltos infectados CSA solivel
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Figura 7. Esquema da selecéo de Pf-Els monofenotipicos (Panning)

Ensaios de inibigcao da citoaderéncia de Pf-Els em células endoteliais HLEC

Em condicdes estaticas:

Cerca de 5X10* células endoteliais do pulméo humano (HLEC) foram cultivadas
por 48 horas, até atingirem confluéncia total, em laminas para cultivo de células de oito

pocos com 0,69 cm? cada (Culture Slides, Becton & Dickinson). Parasitas P. falciparum
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selecionados por panning para adesdo a CSA, ICAM, ou CD36 (FCR3%* FCR3“"*® ou
FCR3'“*"y enriquecidos por passagem no Voluven™ foram utilizados, sendo os Pf-Els
ressuspendidos em meio RPMI pH 6,8. A suspensdo de Pf-Els foi entdo adicionada a
cada poco (5x10* El/poco) na presenca de diferentes concentragées de FucCS ou
Heparina (Calbiochem; 1000, 100, 10 e 1 pg/mL); 100 ug/mL de CSA (Sigma), 5 yg/mL de
IgG1 anti-CD36 (Santa Cruz, FA6-152), ou meio RPMI (controle), e deixada aderir a 37°C
durante 1 hora. A suspensdo de FCR3°** também foi adicionada a células previamente
tratadas com 100 pl de condroitinase-ABC (Sigma), 0.5 U/mL por 2 hora de incubagéo.
Para analisar o efeito do FucCS apés sofrer modificagdes quimicas, a suspensao de P.
falciparum FCR3°®*, FCR3°"*® ou FCR3'°*™ foi adicionada a cada poco (5x10* Pf-
Els/pogo) na presenga de FucCS (100 pg/mL), FucCS defucosilado (DeFucCS, 100
pg/mL), FucCS carboxi-reduzido (CRFucCS, 100 ug/mL), ou meio RPMI (controle) e
deixada aderir a 37°C durante 1 hora. Apo6s este periodo, Pf-Els ndo aderidos foram
removidos por meio de extensivas lavagens com meio RPMI pH 6.8. Em seguida, as
laminas foram coradas com o kit Pandtico Rapido (Laborclin) e contados com o auxilio do
microscopio, e a adesdo foi expressa como a média + desvio padrdo do numero de
eritrécitos por mm? observados em quatro pocos. (Costa et al, 2003; Pouvelle et al.,

2003).

Em condicdes de fluxo:

Cerca de 5X10° células HLEC foram cultivadas por 48 horas, até atingirem
confluéncia total, em laminas para cultivo de células de um pogo com cerca de 8,6 cm?
cada (Culture Slides, Becton & Dickinson). Com o intuito de verificar a capacidade do
FucCS em dessequestrar Pf-Els em condi¢gbes similares aquelas do fluxo sanglineo,

realizamos ensaios de fluxo como descrito por Costa et al. (2003) e Pouvelle et al. (2003).
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O ensaio de adesdo foi realizado como na condicdo estatica, porém, o volume
determinado pelo pogo Unico da lamina permitia a incubagdo de 3 mL de meio com 5x10°
Pf-Els, proporcionalmente a nova area de superficie. Apos 1 hora de incubacdo a 37°C,
as laminas foram adaptadas em uma camara (Sistema Immunetics, E.U.A.) que permitia
um fluxo de meio de adesdo (RPMI pH 6,8) como controle, ou um fluxo com FucCS (100
pg/mL), com presséo controlada, correspondendo a um shear stress de 0,09 e 0,36
Pascal (Pa), por 10 e 5 minutos, respectivamente. Em seguida, os Pf-Els que
restaram aderidos foram contados, filmados e fotografados em 25 campos aleatoriamente

selecionados com a ajuda de uma camera digital 5.0 megapixels (Motic, Moticam 2500).

Ensaios de inibicao do desenvolvimento parasitario

Ensaio de 48 horas:

Para avaliar a capacidade do FucCS em inibir o crescimento parasitario utilizamos
cultura ndo sincrénica de parasitas P. falciparum FCR3. A parasitemia e hematécrito
foram ajustados para 4%. Os parasitas foram incubados em placas de 96 pogcos com
diferentes concentragdes de FucCS, CSA ou Heparina (1000, 100, 10 e 1 yg/mL); FucCS
defucosilado ou carboxi-reduzido (100 ug/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C por 48
horas (tempo necessario para ocorrer todo o ciclo eritrocitico). Em seguida, foram feitos
esfregacos de cada pogo e as laminas foram coradas com o kit Pandtico Rapido
(Laborclin), sendo a porcentagem de parasitemia determinada apds contagem em

microscopio optico.

Ensaio de 24 horas: anel 2 trofozoito

Para saber em que fase do ciclo eritrocitico o FucCS estava atuando, utilizamos

cultura sincrénica de parasitas P. falciparum FCR3 no estagio de anel jovem. A cultura foi
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sincronizada utilizando sorbitol. O ensaio foi realizando como descrito acima, sendo as Pf-
Els incubadas com os diferentes polissacarideos sulfatados por 24-30 horas, tempo

necessario para o parasita passar do estagio de anel para o de trofozoito maduro.

Ensaio de 24 horas: trofozoito = anel (ensaio de inibicdo da reinvasdo de merozoitos)

Os ensaios foram realizados como descrito por Vogt et al. (2006). Foram utilizadas
culturas de parasitas P. falciparum FCR3%** FCR3'“*M ou FCR3'“*™ enriquecidos em
estagio de trofozoito maduro por passagem no Voluven™. A parasitemia e hematocrito
foram ajustados para 4%. Os parasitas foram incubados em placas de 96 pogos com
diferentes concentragdes de FucCS, CSA ou Heparina (1000, 100, 10 e 1 ug/mL); FucCS
defucosilado ou carboxi-reduzido (100 pyg/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C por 24-30
horas. Em seguida, foram feitos esfregacos de cada pogo e as laminas foram coradas
com o kit Pandtico Rapido (Laborclin), sendo a porcentagem de parasitemia determinada

apoés contagem em microscépio éptico.

Ensaios in vivo

Para os ensaios in vivo utilizamos camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6
(7 a 10 semanas), provenientes do Centro de Bioterismo-UNICAMP (CEMIB), que foram
mantidos em condigbes Germ Free em nossa rack ventilada da Alesco™. Todos os
experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
(protocolo n°1807-1).

A fim de avaliar o efeito do FucCS na mortalidade e na parasitemia de modelo
experimental de malaria cerebral, grupos de 8-10 animais foram infectados
intraperitonealmente (i.p.) com 10° eritrécitos infectados com Plasmodium berghei ANKA

(PbA), linhagem capaz de induzir malaria cerebral. As formas sanguineas do parasita
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foram coletadas de animais doadores (C57BL/6) previamente infectados com 100 uL de
pellet de hemacias infectadas mantidas em criotubo a -80°C; de acordo com o protocolo
descrito por Engwerda et al. (2005). Os sinais neurolégicos de malaria cerebral (CM)
foram monitorados diariamente, sendo que a incidéncia de CM foi calculada através da
porcentagem de camundongos que desenvolveram esses sinais. Os animais foram
tratados com 1 mg/kg de FucCS intravenoso (i.v.) pela cauda, diariamente (dias 3-6 pés-
infecgéo), e o controle com solugéo salina, sendo a parasitemia determinada diariamente
por meio de esfregacos de sangue obtidos da cauda dos animais a partir do 4° dia pos-
infeccdo até a morte do animal ou até fase cronica da doenga. Os esfregagos foram
fixados e corados com auxilio do kit Panético Rapido (Laborclin™) e a porcentagem de
parasitemia foi determinada como sendo o numero de eritrécitos infectados em 1000

eritrocitos.

Analise estatistica

A significancia estatistica da ades&o parasitaria nas diferentes condi¢des, dos
ensaios de inibicdo do desenvolvimento parasitario e dos testes de citotoxicidade foi
determinada através de testes ndo paramétricos U Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Ja
para analise da significAncia dos ensaios de determinacéo da expressdo de moléculas de
adesio foi aplicado o Teste t student. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelo teste de
Log-Rank. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
BioEstat versdo 5.0 (CNPq, Brasil). As diferencas foram consideradas significativas

quando P< 0,05.
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A fim de determinar as doses de FucCS a serem utilizadas nos ensaios in vitro, a
citotoxicidade de diferentes concentragbes do composto foi avaliada. Para isso, foi
realizado ensaio de MTT utilizando-se células HepG2 (Figura 8A) e ensaio com eritrocitos
sadios, para observar a capacidade do composto em causar hemolise destas células
(Figura 8B). Como pode ser visto na Figura 8A, apenas a maior dose de FucCS (10000
pg/mL) apresentou atividade citotdxica significativa (P<0,05) em HepG2 inibindo 88,71%
do crescimento celular. Nas outras doses (1000, 100 e 10 ug/mL), essa atividade
citotéxica ndo foi evidenciada. Além disso, ndo foi observada diminuicdo significativa
(P>0,05) na quantidade de eritrécitos sadios em relagdo ao controle, quando submetidos
a incubacao com diferentes concentragcdes de FucCS (10000, 1000 e 100 pg/mL),
demonstrando que o composto ndo foi toéxico para essas células (Figura 8B). Sendo

assim, a maior dose utilizada nos ensaios foi de 1000 ug/mL.
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Figura 8. Avaliacao da citotoxicidade do FucCS em células HepG2 (A) e em hemacias sadias (B).
(A) Células HepG2 foram incubadas durante 48 horas (1x10* células/poco) juntamente com as
solucdes de FucCS nas concentracdes 10000, 1000, 100 ou 10 pg/ml. A inibicAdo do crescimento
celular foi avaliada por ensaio de MTT e determinado em relacdo ao controle. (B) Hemacias sadias
(hematécrito 2%) foram incubadas por 48 horas com solu¢des de FucCS nas concentracdes 10000,
1000 ou 100 pg/ml. A porcentagem (%) de hemacias sadias foi avaliada em relacéo ao confrole por
contagem em caémara de Neubauer. Os resultados estdo expressos como a média de friplicatas +
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Drogas antimalaricas sdo a base do tratamento das infec¢des por P. falciparum.
Contudo, estas drogas necessitam de 12-18 horas para destruir o parasita (Newton &
Krishna, 1998) o que pode ser tarde para salvar a vida de muitos pacientes. Isso é
particularmente verdade para pacientes em coma e para aqueles que desenvolvem as
formas graves da doenca antes dos agentes antimalaricos tornarem-se eficazes (Yipp et
al., 2003). Sabe-se que o processo de citoadesio de eritrocitos infectados no endotélio
vascular de varios 6rgaos, particularmente no cérebro e na placenta, é primordial na
patogénese da maléaria grave (revisto por Mackintosh et al., 2004). Sendo assim, uma
possivel terapia que poderia parar a cadeia de eventos patofisiolégicos da doenca é o
bloqueio e a reversido do seqliestro parasitario. Com base no descrito acima, e sabendo-
se que diversos polissacarideos sulfatados agem inibindo a adesdo de Pf-Els a células
endoteliais (Xiao et al., 1996, Vogt et al., 2006), analisamos o efeito do FucCS na inibicao
da adesao de Pf-Els a células endoteliais HLEC (Figura 9). A importancia dessas células
no estudo da citoaderéncia parasitaria ja foi anteriormente descrita, e esta principalmente
relacionada a expressdo de importantes receptores de adesido de Pf-Els como, CD36,
ICAM e CSA na superficie dessas células (Robert et al.,1995; Muanza et al., 1996).

Desse modo, para realizagdo dos ensaios de inibicdo da citoadesao parasitaria
cepas de P. faciparum FCR3, monofenotipicos (paneadas) para adesdo a CSA
(FCR3%%%), CD36 (FCR3°°*) ou ICAM-1 (FCR3'“*M) foram deixados aderir a
monocamada de células HLEC durante 1 hora a 37°C, na auséncia, ou na presenca de
anti-CD36, CSA soluvel e diferentes concentra¢des de FucCS ou heparina, ou em células
tratadas previamente com condroitinase ABC. O anti-CD36, a CSA solivel, e a
condroitinase ABC foram utilizados como controle da selecdo monofenotipica dos
parasitas (Figura 9). Ja que o anti-CD36 inibe a adesdo de parasitas selecionados para

aderir ao receptor CD36, a CSA soluvel inibe completamente a adesdo de parasitas
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selecionados para aderir a CSA (Andrews et al., 2005), e a condroitinase ABC ¢ capaz de
clivar CSA, condroitin-6-sulfato e dermatan-sulfato (Yamagata et al., 1968).

Conforme mostrado na Figura 9, o FucCS demonstrou possuir um potente efeito
inibitério na adesdo de parasitas P. falciparum monofenotipicos a células HLEC, quando
comparados ao controle, atingindo na maior dose (1000 ug/mL) uma inibicdo de 100%
(Figura 9A), 64,63% (Figura 9B) e 71,18% (Figura 9C), respectivamente para parasitas
FCR3%** FCR3'“*™ e FCR3°"*, Essa inibicdo ocorre de maneira dose dependente e, de
maneira geral, demonstrou ser bastante abrangente, ja que parasitas com diferentes
fendtipos exibiram efeitos inibitérios semelhantes (Figura 9B e C). Contudo, o FucCS
mostrou ser significativamente (P<0,05) mais eficiente na inibicdo da citoaderéncia de

parasitas FCR3°%*

em todas as doses (Figura 9A), quando comparado aos outros
fendtipos parasitarios (Figura 9B e C), atingindo aproximadamente 100% de inibicdo nas
trés maiores doses (10, 100, 1000 ug/mL) (Figura 9A). Em geral, efeito semelhante ao do
FucCS foi observado para a heparina, que foi utilizada como controle positivo, por ter sua
acdo na citoaderéncia parasitaria descrita anteriormente. De fato, foi demonstrado que a
heparina € capaz de inibir e reverter a citoaderéncia e a formagédo de rosetas in vitro
(Rowe et al., 1995; Chen et al., 1998; Carlson & Wahlgren, 1992; Carlson et al., 1993;
Barragan et al., 1999; Vogt et al., 2003). Além disso, Vogt et al. (2003) mostrou que a
heparina é capaz de inibir a ades&do de uma cepa de P. falciparum FCR3 a células HLEC.
Nesse contexto, assim como o FucCS, a heparina também demonstrou ser mais eficaz na

inibicho da adesdo de parasitas FCR3%%*

, poréem o FucCS demonstrou ser
significativamente (P<0,05) mais eficiente nas doses mais baixas, atingindo
respectivamente uma inibicdo de 49,4% e 95,7% para as doses de 1 e 10 pg/mL, e a

heparina, 0,07% (1 pyg/mL) e 56% (10 pyg/mL) (Figura 9A e Figura 10). Em relacdo aos

parasitas FCR3'“*™ e FCR3°"*® o FucCS também foi bastante eficiente, possibilitando
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uma inibicdo maxima de 64,63% (Figura 9B) e 71,18% (Figura 9C) respectivamente,
sendo a ac&o da heparina bastante similar em ambos os casos. No mais, a heparina ja foi
utilizada no passado no tratamento da maléaria grave com algum sucesso, mas devido a
sérios sangramentos e morte de algumas criangas tratadas com o composto, seu uso néo

€ mais recomendado (WHO, 1986).
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Figura 9. Inibicao da adesao de Pf-Els em células HLEC. Parasitas FCR3%5# (A), FCR3/cAM (B),
ou FCR3CP# (C) (5 x 104poco) foram deixados aderir a monocamada de células HLEC durante 1
hora a 37°C, na auséncia, ou ha presenca de anti-CD36 (5 pg/mL), CSA (100 pg/mL), diferentes
concentracdes de FucCS, ou heparina, ou em células tratadas previamente com condroitinase ABC
(0,5 U/mL). Apos este periodo, os eritrécitos nao aderidos foram removidos por meio de extensivas
lavagens e os Pf-Els aderidos foram contados. Resultados s&o expressos como porcentagem em
relacdo ao controle negativo e como a média de 4 pocos * desvio padréo. (*) P< 0,05 (FucCS vs.
Heparina).
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Figura 10. Fotomicrografias representativas de Pf-Els aderidas em células HLEC. Laminas
para cultivo celular, com células coradas com o kit Pandtico Répido (aumento 40X) mostrando
eritrocitos infectados com P. falciparum FCR3%%* aderidos em células HLEC na presenca de meio
de adeséo (controle) (A), 10 pg/mL de heparina (B), ou 10 pg/mL de FucCS (C). As setas indicam
Pf-Els aderidos em células HLEC.

Dois compostos quimicamente modificados derivados do FucCS também foram
estudados com o objetivo de investigar se modificagbes no composto nativo poderiam

alterar sua acao inibitéria: o FucCS defucosilado (DeFucCS), que foi obtido da retirada da
44



maioria das cadeias de fucose sulfatadas presentes no composto, e o FucCS carboxi-
reduzido (CRFucCS), resultado da redugao do grupo carboxila do acido glucorénico. Um
diagrama da estrutura do FucCS e seus derivados é mostrado na Figura 6. Analisamos
entdo, o efeito do FucCS quimicamente modificado na inibicdo da adesédo de Pf-Els em
células endoteliais HLEC. Para isso, utilizamos parasitas P. falciparum FCR3°®"
FCR3'°*M ¢ FCR3°P* que foram deixados aderir a monocamada de células HLEC na
presenga ou auséncia de 100 pug/mL de DeFucCS, CRFucCS, ou FucCS nativo. Como
pode ser visto na Figura 11, o CRFucCS e o DeFucCS apresentaram porcentagem de
inibicdo da citoadeséao parasitaria significativamente menor (P<0,05) que o FucCS nativo
para todos os fenétipos parasitarios. No entanto, o CRFucCS foi mais eficiente do que o
DeFucCS no processo inibitério, atingindo uma inibicdo ainda elevada de 49,1% (Figura
11A), 41,6% (Figura 11B) e 42,1% (Figura 11C) respectivamente para os parasitas
FCR3%®" FCR3'“*™ e FCR3°"*. Ja o DeFucCS apresentou uma inibigdo de apenas
16,9% (Figura 11A), 11,7% (Figura 11B) e 19,7% (Figura 11C) respectivamente para os
parasitas FCR3°**, FCR3'“*" e FCR3°"*°,

Diante do exposto, fica claro que a presencga das cadeias de fucose sulfatadas do
composto nativo € fundamental para a ocorréncia do processo inibitério. De fato, ja foi
demonstrado que a retirada das cadeias de fucose sulfatadas praticamente abole a
capacidade anticoagulante e antitromboética do composto. No entanto, a atividade é
mantida no FucCS carboxi-reduzido (Zancan et al., 2004). Além disso, a presenca dessas
cadeias € fundamental para manutencdo da atividade inibitéria do composto nas
interagcbes mediadas por P- e L-selectina (Borsig et al., 2007). Sendo assim, essas
cadeias parecem ter papel chave na manutencéo das atividades biolégicas do FucCS.

Apesar da importancia das cadeias de fucose sulfatadas, o mecanismo envolvido

na inibicdo da citoadesdo de P. falciparum pelo FucCS ndo é conhecido. Tem sido
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descrito na literatura, que glicoconjugados com mais cargas negativas (dextran sulfato,
heparina) sdo mais eficientes em inibir a citoadesdo. Além disso, € sugerido que esses
compostos hajam possivelmente aumentando a forgca repulsiva entre células ou
interferindo nas interagbes receptor-ligante (Xiao et al., 1996). De fato, o FucCS é um
composto altamente sulfatado, negativamente carregado, e seu efeito inibitério pode ser
observado para Pf-Els selecionados para aderir em diferentes receptores endoteliais.
Assim, & possivel, que esse efeito seja resultado de interagbes eletrostaticas em vez de
uma consequéncia direta na estrutura dos receptores de citoaderéncia. No entanto, mais

estudos para entender os mecanismos envolvidos se fazem necessarios.
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Figura 11. Efeito do FucCS quimicamente modificado na citoadesao de Pf-Els em células

HLEC. Parasitas FCR3%%* (A), FCR3/“*" (B), ou FCR3tP3 (C) (5 x 10%poco) foram deixados
aderir a monocamada de células HLEC durante 1 hora a 37°C, na auséncia, ou ha presenca de
FucCS (100 pg/mL), FucCS defucosilado (DeFucCS) (100 pg/mL) ou FucCS carboxi-reduzido
(CRFucCS) (100 pg/mL). Apos este periodo, os eritrocitos ndo aderidos foram removidos por

meio de extensivas lavagens e os Pf-Els aderidos foram contados. Resultados sdo expressos
como porcentagem em relacdo ao controle negativo e como a média de 4 pocos + desvio
padréo. (*) P< 0,05 (FucCS vs CRFucCS e FucCS vs DeFucCS).

Com base no conhecimento atual, qualquer intervencdo terapéutica capaz de
reverter a adesdo de Pf-Els tem o potencial de atenuar a obstrugdo microvascular e

poderia ser testada como um complemento aos medicamentos antimalaricos utilizados
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em pacientes com malaria grave (Rowe et al., 2009). Assim, observada a capacidade do
FucCS em inibir a citoades&o parasitaria em condi¢des estaticas, buscamos verificar se a
mesma adesdo seria ou nao mantida em sistema que mimetiza o fluxo sanguineo, ao qual
o parasita é submetido no hospedeiro. Para isso, parasitas FCR3“** ou FCR3'“*™ foram
colocados para aderir em monocamada de células HLEC por 1 hora e foram
posteriormente submetidos ao sistema de fluxo, sob diferentes condi¢cdes de pressao e na
presenga, ou ndo, de 100 ug/mL de FucCS. Um shear stress em torno de 0.08 Pascal ja &
considerado fisiolégico, e pode ser observado nas vénulas pos-capilares (Kroll et al.,
1996). Desse modo, é possivel observar na Figura 12A, que o FucCS foi capaz de
dessequestrar significativamente (P<0,05) e de maneira bastante acentuada os parasitas
FCR3“* aderidos a monocamada de células endoteliais em relacdo ao controle,
mantendo uma adesao de apenas 10,6% e de 4,1%, respectivamente, nos shear stress
de 0.09 e 0.36 Pa partindo de uma adeséo inicial de 100% no shear stress de 0.00 Pa. Ja
o controle (meio RPMI pH 6.8) manteve uma adeséo de 94,6% e 93,2% respectivamente
nos shear stress de 0.09 e 0.36 Pa. Avaliando a capacidade do FucCS em dessequestar

parasitas FCR3'“"

observamos que a redugdo da porcentagem de Pf-Els aderidos foi
mais discreta do que a descrita acima (Figura 12B). Nesse caso, o FucCS foi capaz de
dessequestrar significativamente (P<0,05) os parasitas no shear stress de 0.36 Pa com
53,3% deles permanecendo aderidos em relagao a 78,8% do controle.

Esses resultados sdo bastante promissores, pois acredita-se que terapias que séo
capazes de reverter esse processo seriam mais eficazes no tratamento de pacientes
graves (Rowe et al.,, 2009). Importante, o FucCS foi capaz de bloquear e reverter a
citoadesdo parasitaria, o que o torna um forte candidato a atuar como terapia anti-

adesiva. Nesse sentido, diante dos dados apresentados, fica evidente que a ag&o do

FucCS no fendtipo parasitario de adesdo a CSA foi mais eficaz que para os outros
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fendtipos testados, tanto na inibicdo da citoadesao estatica quanto na dessequestragcao
em sistema de fluxo. Estudos ja mostraram que a maior prevaléncia desse fenétipo de
adesdo a CSA entre os Pf-Els seqliestrados na placenta sugere que esses parasitas
sejam os principais responsaveis pela a ocorréncia da malaria gestacional (Rogerson et
al., 1995; Chaiyaroj et al., 1996; Beeson et al., 1999; Rogerson et al., 1999). De fato, o
uso da CSA soluvel como terapia adjuvante na malaria gestacional ja foi considerado,
pois ja foi descrita a capacidade desse composto em inibir e reverter a sequiestragéo de
Pf-EIs®** in vivo e in vitro (Pouvelle et al., 1997). Assim, o exposto abre perspectiva para
o uso do FucCS no tratamento e prevengédo dessa forma grave da doencga. No entanto,
sua acao demonstra ser mais abrangente e abre possibilidade também, do uso desse
composto no tratamento das outras formas graves da malaria, como a malaria cerebral, ja
que este demonstrou inibir ainda em grande proporgéo a citoadesédo dos outros fenétipos
parasitarios e reverter a ades&o de parasitas FCR3'“AM.

Interessante, estudo recente mostrou in vitro, que parasitas n&o viaveis,
independentemente do tratamento, retém a capacidade de adesio por pelo menos 24
horas, como resultado da degradagéo lenta da PfEMP-1 na superficie dos Pf-Els (Hughes
et al., 2010). Acredita-se que essa habilidade poderia contribuir para patologia da doencga
apo6s o tratamento com antimalaricos e poderia em parte, explicar a alta taxa de
mortalidade nas primeiras 24 horas apos a internacao. Nesse sentido, sugere-se que esse
fenbmeno poderia ser alvo de terapias adjuvantes capazes de prevenir ou
preferencialmente reverter a citoadesdo (Hughes et al., 2010). Assim, o exposto reforca
ainda mais a possibilidade de uso do FucCS como terapia adjuvante para malaria grave,

tendo em vista sua habilidade em prevenir e reverter a citoadeséo parasitaria.
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Figura 12. Efeito do FucCS na desequestra¢cdao de Pf-Els em células HLEC em sistema de
fluxo. Parasitas FCR3%%* (A) ou FCR3'“*™ (B) (5 x 10%) foram colocados para aderir em células

HLEC por 1 hora a 37°C (shear stress 0.00). As laminas foram entdo acopladas na camara do

sistema de fluxo por onde passou meio de citoadesdo (RPMI pH 6,8) (Controle), ou FucCS (100

Hg/mL) com presséo controlada (shear stress de 0.09 e 0.36 Pascal). Pf-Els que restaram aderidos

foram contados em 25 campos selecionados aleatoriamente e os resultados foram expressos como

uma porcentagem em relacdo a adeséo na presséo zero (shear stress 0.00). (*) P< 0,05 (FucCS vs

Controle).

50




Figura 13. Fotomicrografias representativas de Pf-Els aderidas em células HLEC em sistema

de fluxo. Laminas para cultivo celular, com Pf-Els aderidos em células HLEC (aumento 20X), que
foram acopladas na camara do sistema de fluxo por onde passou meio de citoadesao (RPMI pH 6,8)

(Controle) (A), ou FucCS (100 pg/mL) (B) com presséao controlada (shear stress de 0.09 Pa).

Estudos tém mostrado, que a heparina e outros polissacarideos sulfatados, como
o0 pentosan polissulfato, dextran sulfato, curdlan sulfato, e fucoidan, podem inibir o
crescimento de estagios sangtiineos de P. falciparum in vitro (Butcher et al., 1988; Xiao et
al., 1996; Clark et al., 1997; Evans et al., 1998; Havlik et al., 1994). Sendo assim,
investigamos a agdo do FucCS na inibicdo do desenvolvimento parasitario. Para isso,
formas sanguineas de P. falciparum FCR3 foram incubadas com concentragbes
crescentes de FucCS, Heparina ou CSA; DeFucCS ou CRFucCS, ou meio RPMI
(controle), por aproximadamente 48 horas, tempo necessario para o parasita passar por
todo o ciclo eritrocitico. Como mostrado na Figura 14, o FucCS e a heparina exibiram um
efeito inibitério bastante acentuado, com inibigdo do desenvolvimento parasitario proximo
a 100% nas duas maiores doses (100 e 1000 ug/mL). Ja a CSA mostrou nao ser eficiente

em inibir esse processo, exceto na maior dose (1000 ug/mL), na qual atingiu uma inibicao
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de 89,3%. Analisando o efeito do FucCS modificado, observamos que apesar do
CRFucCS apresentar uma inibicdo significativamente menor (P<0,05) que o FucCS
nativo (100 pug/mL), essa diferenga nao foi muita expressiva. Na realidade, 0 CRFucCS foi
bastante eficiente em inibir o desenvolvimento parasitario, atingindo uma inibigdo de
72.4%. Em contraste, o DeFucCS apresentou efeito inibitorio bastante reduzido com
inibicao de apenas 9,1%, evidenciando a necessidade da presenga das cadeias de fucose

sulfatadas para ocorréncia do processo inibitério.
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Figura 14. Efeito de diferentes polissacarideos sulfatados na inibicao do desenvolvimento
parasitario. Parasitas P. falciparum FCR3, com parasitemia e hematocrito de 4%, foram
incubados com concentracdes crescentes de FucCS, Heparina ou CSA, FucCS defucosilado
(DeFucCS) {100 pg/mL) ou FucCS carboxi-reduzido (CRFuUcCS) {100 pg/mL}), ou meio RPMI
(controfe), a 37°C por 48 horas. A porcentagem de parasitemia foi determinada como sendo o
hamero de Pf-Els em 1000 eritrécitos e os resultados séo expressos como porcentagem em
relacéio ao controle. Os resuitados estéo expressos como a média de triplicatas + desvio padréo.
(*) P< 0,05 (FucCS vs. DeFucCS e FucCS vs. CRFucCS8).

Com base nesses resultados, resolvemos investigar se o FucCS estaria atuando
numa fase especifica do ciclo eritrocitico. Entdo, inicialmente, incubamos cultura

sincrénica de P. falciparum FCR3 no estagio de anel jovem com os compostos citados
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acima, por 24 horas, ou seja, até o parasita atingir o estagio de trofozoito maduro. Como é
possivel observar na Figura 15, nenhum dos compostos foi capaz de inibir
significativamente (P>0,05) o desenvolvimento parasitario, sugerindo que a acao estaria
ocorrendo na fase seguinte do ciclo eritrocitico. Resultado similar ja foi descrito na
literatura, mostrando que glicosaminoglicanos, como dextran sulfato, heparina, acido
hialurbnico e CSA nao possuem efeito significativo na inibicdo do crescimento parasitario

na fase de anel jovem a trofozoito maduro (Xiao et al., 1996).
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Figura 15. Efeito de diferentes polissacarideos sulfatados na inibicao do desenvolvimento
de formas jovens de P. falciparum. Parasitas P. falciparum FCR3 sicronizados no estagio de
anel, com parasitemia e hematocrito de 4%, foram incubados com concentracdes crescentes de
FucCS, Heparina ou CSA; FucCS defucosilado (DeFucCS) (100 pg/mL) ou FucCS carboxi-
reduzido (CRFucCS) (100 pg/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C por 24 horas. A porcentagem
de parasitemia foi determinada como sendo o numero de Pf-Els em 1000 eritrocitos e os
resultados s&o expressos como porcentagem em relacédo ao controle. Os resultados estéo

expressos como a media de triplicatas + desvio padréo.

Entdo, para confirmar a hipétese sugerida, realizamos ensaio similar ao descrito
acima, mas utilizando parasitas concentrados na forma de trofozoito maduro, incubados

por 24 horas com os compostos, para haver rompimento do esquizonte, liberacdo dos
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merozoitos e reinvasdo dos eritrocitos. Assim, avaliamos a capacidade do FucCS em
inibir a reinvasdo de merozoitos de parasitas P. falciparum FCR3%" FCR3'“*M ou
FCR3°P*¢ jn vitro, que foram incubados na forma madura por 24 horas com concentracdes
crescentes de FucCS, Heparina ou CSA; DeFucCS ou CRFucCS (100 ug/mL), ou meio
RPMI (controle). Como pode ser visto na Figura 16, os resultados foram bastante
similares ao observado no ensaio de inibicdo do desenvolvimento parasitario de 48 horas
(Figura 14), confirmando que a agdo dos compostos estava restrita a esta fase do ciclo.
Nos ensaios de reinvasdo, o FucCS e a heparina exibiram efeito dose dependente na
inibigdo da invasao de merozoitos de P. falciparum FCR3“®*, FCR3'“*" e FCR3°"*, Além
disso, o efeito desses compostos foi bastante similar e eficiente, atingindo 100% de
inibicdo nas doses mais elevadas (100, 1000 pg/mL) para todos os fendtipos testados
(Figura 16). De fato, o efeito da heparina e de outros polissacarideos sulfatados na
inibicdo da reinvasao ja foi demonstrado (Kulane et al., 1992; Xiao et al., 1996). Kulane et
al. (1992) mostrou que a invasao de eritrocitos pelos merozoitos de diferentes cepas de P.
falciparum € totalmente inibida quando utilizada altas concentracdo de heparina (=100
Mg/mL), confirmando nossos resultados. Em contraste, a CSA ndo demonstrou ter efeito
inibitério significativo (P>0,05) na reinvasao dos merozoitos, com excec¢ao da maior dose
(1000 pg/mL) em que a inibigdo chegou a 33% no ensaio com FCR3°* (Figura 16A),
61% no ensaio com FCR3'“*™ (Figura 16B), e 56% quando realizado com FCR3°P*¢
(Figura 16C), possivelmente devido ao excesso do composto no meio. Esses resultados
corroboram com os dados encontrados na literatura, os quais demonstram que a CSA nao
possui efeito inibitério significativo na reinvasdo principalmente nas doses mais baixas,
exibindo efeito mais expressivo (41% de inibicdo) apenas na maior dose (1000 pg/mL)

(Xiao et al., 1996; Vogt et al, 2006).
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Analisando o efeito do FucCS quimicamente modificado na reinvasdo, pudemos
observar que o CRFucCS apesar de inibir a reinvasdo de merozoitos de maneira
significativamente menor (P<0,05) que o FucCS, ainda mantém uma inibicdo elevada,
sendo esta 44% para o FCR3%** (Figura 16A), 66% para parasitas FCR3'°*" (Figura
16B), e 53% para parasitas FCR3°"* (Figura 16C). Em contraste, o DeFucCS, em todos
0s casos, nao foi capaz de inibir essa reinvasdo de maneira eficiente, exibindo valores de
inibicdo bastante reduzidos (8,9% de inibicdo para o FCR3“®*, 0,3% de inibigado para o
FCR3'“*™ e 2 4% de inibicdo para o FCR3“"*®) (Figura 16). Assim, embora o mecanismo
envolvido na inibicao da reinvasédo de merozoitos de P. falciparum pelo FucCS nao esteja
claro, esses resultados evidenciam mais uma vez, que assim como na inibicdo da
citoaderéncia parasitaria, a presenca das cadeias extra de fucose sulfatadas é essencial
para que o processo inibitério ocorra. Além disso, a agdo do FucCS parece ser bastante
abrangente, pois o efeito inibitério foi similar para os diferentes fenétipos testados. Assim,
mais estudos sdo necessarios para entendermos 0s mecanismos envolvidos,
determinando, por exemplo, se o FucCS bloqueia o processo de reinvasdo interagindo
com proteinas do eritrocito ou com moléculas presentes na superficie dos merozoitos.
Alguns estudos tém tentado explicar os mecanismos envolvidos na inibigcdo da reinvasao
por alguns polissacarideos sulfatados. Clark et al. (1997) mostrou que apenas os
polissacarideos densamente sulfatados (heparina, dextran sulfato e fucoidan) eram
efetivos em inibir a reinvaséo, e sugeriu que essa inibicdo nao fosse resultado apenas de
interagdes idbnicas ndo especificas, mas sim de uma conformagado particular de anions
presentes nos compostos. Ja Boyle et al. (2010) tém demonstrado que o nivel e o padrao
de sulfatacdo s&o cruciais para a atividade inibitéria da heparina e de compostos
similares. Além disso, identificou a MSP1-42, proteina do merozoito envolvida na invaséo,

como um provavel alvo das moléculas inibitorias (Boyle et al.,2010).
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Figura 16. Inibicao da reinvasao de merozoitos de P. falciparum por diferentes
polissacarideos sulfatados. Parasitas FCR35# (A), FCR3/cAM (B), ou FCR3¢D3 (C)no estagio
de trofozoito maduro, com parasitemia e hematécrito de 4%, foram incubados com
concentracdes crescentes de FucCS, Heparina ou CSA; FucCS defucosilado (DeFucCS) (100
Hg/mL) ou FucCS carboxi-reduzido (CRFucCS) (100 pg/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C
por 24-30 horas. A porcentagem de parasitemia foi determinada como sendo o numero de Pf-Els
em 1000 eritrocitos e os resultados séo expressos como porcentagem em relacéo ao controle.

Os resultados estdo expressos como a média de triplicatas + desvio padréo. (*) P< 0,05 (FucCS

Por fim, com base na acéo anti-adesiva e antimalarica observada, e nas atividades

anti-inflamatorias descritas para o FucCS, avaliamos se esse composto teria efeito na
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mortalidade e na parasitemia de modelo experimental de malaria cerebral (MCE). Para
isso, camundongos C57BL/6 foram infectados i.p. com 10° eritrécitos infectados com
Plasmodium berghei ANKA (PbA), linhagem capaz de induzir malaria cerebral. Os animais
infectados foram tratados com dose Unica de FucCS (1 mg/kg) i.v. pela cauda,
diariamente (dias 3-6 pds-infeccdo), ou com solucdo salina (controle). Os resultados
obtidos a partir da observagdo da mortalidade revelaram uma melhora significativa
(P<0,05) na sobrevivéncia dos animais tratados, evidenciando um retardo na morte destes
animais, quando comparados aos ndo tratados (Figura 17). No entanto, ndo foi
observada diferenga estatistica significativa (P>0,05) na parasitemia dos animais tratados
quando comparados com os animais controle (Figura 18). E dificil afirmar ao certo quais
mecanismos estariam atuando para melhora desses animais. Mas além das ac¢bes na
citoadesdo e na reinvasao parasitaria in vitro observadas nesse estudo, ja foi descrito que
0 FucCS é capaz de reduzir o processo inflamatério diminuindo o recrutamento de
neutréfilos (Borsig et al., 2007). Nesse sentido, na MCE observa-se um ambiente pro-
inflamatério com acumulo de leucdcitos e plaquetas nas vénulas e capilares do cérebro
(White et al., 2010). Desse modo, esses resultados abrem perspectiva para o
aprofundamento dos estudos in vivo, na tentativa de entender os mecanismos de agéo

envolvidos e de testar novos protocolos de tratamento.
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Figura 17. Efeito do FucCS na malaria cerebral experimental. Curva de sobrevivéncia de
camundongos C57BL/6 (n=8 para cada grupo) infectados com 108 eritrécitos infectados de P.
berghei ANKA (PbA) e tratados diariamente (dia 3-6 pds-infeccdo) com injecéo intravenosa (i.v.) de
1 mg/Kg de FucCS ou com solugéo salina (controle). (*) P< 0,05 (grupo FucCS vs controle). (Il )
Periodo de manifestacéo dos sintomas neurolégicos da MC.
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Figura 18. Efeito do FucCS na parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados com P.
berghei ANKA (PbA). Porcentagem de parasitemia de camundongos C57BL/6 (n=8 para cada
grupo) infectados com 10° eritrocitos infectados de PbA e tratados diariamente (dia 3-6 poés-

infeccdo) cominjecéointravenosa(i.v.) de 1 mg/Kg de FucCS ou com solucéo salina (controle).

Diante dos resultados obtidos, é importante ressaltar, que o potente efeito inibitério
do FucCS no processo de citoadesdo parasitaria e na reinvasdao de merozoitos de P.
falciparum, sua capacidade em reverter a citoaderéncia parasitaria, e sua agdo na malaria
cerebral murina estdo evidenciados em muitas vantagens exibidas pela FucCS em
relagdo a outros compostos que vém sendo testados. Dentre elas destaca-se o fato deste
composto ndo necessitar de fracionamento e/ou modificacbes quimicas apds sua
purificacéo (Glauser et al., 2008), nao ser derivado de mamiferos (Pacheco et al., 2000),
como a heparina e a CSA, evitando assim o risco de contaminagdo por agentes
patogénicos, ocorrer em altas concentragbes num invertebrado abundante (Glauser et al.,
2008), apresentar menor efeito anticoagulante e antitrombdtico do que a heparina
(Mourao et al.,, 1996 ; Mouré&o et al., 2001), e agir in vitro e in vivo em concentracdes

inferiores as necessarias para ativar seu efeito anticoagulante.
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Coletivamente, estes achados abrem perspectivas para o uso do FucCS como
terapia adjuvante no tratamento da malaria grave e na prevengdo ao agravamento da

doenca.
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CONCLUSOES
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O FucCS néo apresenta toxicidade aos eritrocitos sadios.

O composto apresenta baixa toxicidade as células HepG2.

O FucCS apresenta um potente efeito inibitério na citoadesdo de P. falciparum

monofenotipicos (FCR3°%*, FCR3'“*™ FCR3'“*) a células endoteliais HLEC.

O FucCS é capaz de dessequestrar P. falciparum FCR3°** e FCR3'“™ aderidos a

células endoteliais HLEC em sistema de fluxo.

O composto apresenta potente efeito inibitério na reinvasdo de P. falciparum

monofenotipicos.

A presenca das cadeias de fucose sulfatadas é fundamental para a ocorréncia do

processo inibitério.

O FucCS é capaz de retardar a morte dos animais tratados e infectados com PbA.
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“COMPOSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO CONDROITIN SULFATO
FUCOSILADO (FucCS) PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DO
DESENVOLVIMENTO DA MALARIA CEREBRAL E GESTACIONAL E SEU USO".

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao se refere ao uso do condroitin sulfato fucosilado (FucCS)
extraida do pepino do mar Ludwigothurea grisea, na inibicdo da citoaderéncia de
Plasmodium falciparum a receptores endoteliais, processo importante na patogénese
da malaria grave, e no bloqueio a atividade inflamatéria associada a doenga.

Nesse sentido, esse composto é indicado para uso na area da saude humana,
para elaboragdo de medicamentos com aplicagdo como terapia complementar e/ou
prevenindo as formas graves da malaria (malaria cerebral e gestacional)

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A maléria apresenta elevados indices de mortalidade e morbidade. Estima-se
que 200-300 milhdes de infecgdes ocorram por ano (de Souza e col., Parasitology
23:1-18 (2009)), sendo a maioria referente a infecgdes por Plasmodium falciparum, as
quais podem evoluir para as formas graves da doenca; tais como, malaria gestacional
(MG) e maléaria cerebral (MC). Anualmente ocorrem cerca 1.5 a 2,7 milhdes de mortes,
sendo que 80% delas na Africa subsaariana, acometendo principalmente criangas e
mulheres gravidas (Hay e col. Lancet. Infec. Dis 4:327-336. (2004)). Nos ultimos anos,
além do aparecimento de novas areas de transmissdo, o numero de casos de malana
e a mortalidade associada vém aumentando nos paises endémicos, devido a falta de
uma vacina eficiente e ao aumento da resisténcia de parasitas e dos mosquitos
vetores, respectivamente, as drogas e aos inseticidas convencionalmente utilizados
(Moorthy e col., Lancet. 363:150-156 (2004)).

Atualmente, pacientes com maldria cerebral sdo tratados com antimalaricos,
como o quinino e artemisininas combinados com outros antimalaricos para prevenir a
resisténcia. Apesar disso, esta condigdo esta associada a uma mortalidade de 15-
20%, e uma porgdo substancial de individuos com MC desenvolve sequelas
neurocognitivas (revisado por Mishra & Newton, Nat. Rev. Neurol 5(4):189-98 (2009))
Tendo em vista o fato de que as drogas antimalaricas frequentemente demoram pelo
menos 12-18h para matar os parasitas, a administragcao de terapias complementares
nesse intervalo de tempo deve reduzir o risco de mortalidade e de sequelas nos

93



10

15

20

25

2/12

pacientes (revisado por Mishra & Newton, Nat Rev. Neurol 5(4):189-98 (2009)).
Muitos agentes tém sido testados, mas nenhum demonstrou evidéncia inequivoca de
melhora nos testes clinicos. Consequentemente, nenhum deles podde ser
recomendado como parte da estratégia de tratamento até o presente. Pode-se citar
diversos desses agentes como corticosterbides de agdo antiinflamatéria,
desferrioxamina (quelante de ferro), glicosaminaglicanos (heparina, curdlan sulfato),
levamisole, peptideos recombinantes, que interferem na citoaderéncia, albumina, entre
outros (revisado por Mishra & Newton, Naf. Rev. Neurol 5(4):189-98 (2009)).

O processo de citoadesao de eritrocitos infectados (El) no endotélio vascular
de varios 6rgaos é alvo de diversos estudos, particularmente no cérebro e na placenta,
e apresenta importante papel na patogénese da malaria grave (revisado por
Mackintosh e col., Trends in Partasitology. 20: 597-603 (2004)). Sabe-se que esta
adesdo ocorre devido & capacidade dos El de se ligarem a diferentes receptores
expressos na superficie das células endoteliais como CD36, VCAM-1, CSA e ICAM-1,
sendo que os dois Ultimos parecem ser os principais receptores envolvidos na
patogénese da malaria gestacional e cerebral respectivamente, e se ligarem a outras
El e a hemacias sadias formando rosetas. (revisado por Mackintosh e col, Trends in
Partasitology. 20: 597-603 (2004)).

Diante da importancia da citoaderéncia na patogénese da malaria grave,
acredita-se que o0 uso de terapias anti-adesivas poderia ndao apenas reverter a
seqUestracdo parasitaria, mais tambem prevenir o agravamento da doenca,
minimizando as complicagdes causadas pelo P falciparum (Land e col . Parasitology
Today 11: 19-23 (1995)). Sendo assim, a busca por agentes anti-adesivos & continua,
e envolve em muitos casos, o uso de polissacarideos sulfatados, gue sao
macromoléculas conhecidas por apresentarem um amplo espectro de importantes
propriedades biologicas, e estdo espalhados na natureza, ocorrendo em uma grande
variedade de organismos, de algas e invertebrados marinhos até mamiferos
(Biermann e col. Evol. Dev. 6: 353-61 (2004), Caterson e col. J Cell Sci. 97 411-7
(1990)).

A partir dessa perspectiva, estudos mostraram que a heparina é capaz de inibir
a citoadesdo parasitaria e a reinvasdo de ertrocitos pelos merozoitos, além de
contribuir para o rompimento de rosetas (Vogt e col., PLoS Pathog. 2(9).e100 (2006)).
Nesse sentido, a heparina foi utilizada no passado no tratamento da malaria grave
com algum sucesso nos resultados (Smitskamp & Wolthuis, Br Med J
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27:1(5751):714-6 (1971)), porém seu uso foi desencorajado, tendo em vista a
ocorréncia de sérios efeitos colaterais, como forte hemorragia (WHO, Trans. R. Soc.
Trop. Med. Hyg. 94(Suppl. 1): $1-890. (2000)). Assim, sabendo-se que a heparina foi
o0 unico glicoconjugado sulfatado usado clinicamente na malaria grave (Munir e col.,
Paediatr. Indones. 20(1-2):47-50. (1980)), estudo recente mostrou que novos
glicosaminoglicanos (dGAGs) gerados da despolimerizagdo da heparina, apresentam,
assim como esta, efeito na adesdo parasitaria, porém com menor atividade
anticoagulante (Vogt e col., PLoS Pathog. 2(8):e100 (2008)). Além disso, © uso de
heparina fracionada, com menor agdo anticoagulante do que a normal, apresenta
efeito na inibigao da invasdo de merozoitos e na formagao de rosetas (Birgitta e col.,
US 5472953 (1995)) Apesar desses efeitos, esses compostos necessitam de
modificagdes quimica e/ou fracionamento, e sendo derivado de mamiferos, o risco de
contaminagdo por agentes patogénicos ainda &€ um problema, o que ndo ocorre com 0
composto descrito na presente invengao.

Ainda nesse contexto, outros glicoconjugados sulfatados tém demonstrado
inibir a invasao de eritrocitos por merozoitos e interferir na adesdo e na formagao de
rosetas (Butcher e col., Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. B82(4):558-9 (1988). Rowe e
col., Exp. Parasitol 79:506-516 (1994), Xiao e col., Infect Immun. 64(4):1373-8
(1996)). Dentre eles, pode-se citar o heparan sulfato, fucoidan e dextran sulfato, que
apesar desses efeitos, apresentam forte agdo anticoagulante e/ou alta toxicidade
(Rowe e col., Exp. Parasitol. 79:506-516 (1994); Vogt e col., PLoS Pathog. 2(9)e100
(2008); Kyriacou e col., Antimicrob. Agents chemothe. 51, 4: 1321-1326 (2007)). Outro
glicoconjugado, o curdlan sulfato, tem demonstrado efeitos semelhantes, porém com
menor efeito anticoagulante (Kyriacou e col., Antimicrob. Agents chemothe 514
1321-1326 (2007))

Assim, diante da acdo desses compostos e da necessidade de novos
tratamentos para malaria grave, abrem-se perspectivas para o aprofundamento do
estudo dos compostos citados, e para o estudo de outros compostos sulfatados com
potencial para atuar de maneira eficaz e segura como terapia complementar no
tratamento da malaria grave.

O Condroitin sulfato fucosiladoe (FucCs), um polissacarideo altamente sulfatado,
extraido de pepino do mar, Ludwigothurea grisea, apresenta uma base estrutural de
condroitin sulfato de mamifero: [4-B-D-GalA-1—3-B-D-GalNAc],, mas substituido na
posicio 3 dos residuos de acido B-D-glucurbnico com cadeias de 2-4-dissulfato a-
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fucopiranose (Vieira & Mourdo, J Biol Chem 263: 18176-83 (1988), Mourao & col., J
Biol Chem 271. 23973-84 (1996)). O FucCS apresenta analogia em estrutura com
glicosaminoglicanos de mamiferos, e tem demonstrado possuir diferentes atividades
biolégicas, como agdo anticoagulante, devido a sua habilidade de potencializar a
inibicdo da trombina e do fator Xa pela antitrombina e pelo cofator Il da hepanna,
atribuida principalmente as cadeia de fucose sulfatada ligadas a condroitin sulfato
(Mouréo e col., J Biol Chem 271: 23973-84 (1996), Mouréo., PIBr 9603405-0 (1998)).
Este apresenta também, agdo antitrombética, atuando como uma droga anti-
trombética efetiva em modelo experimental de trombose venosa e arterial quando
administrada por via intravenosa em ratos (Pacheco e col, Blood Coagul
Fibrinolysis. 11(6):563-73 (2006); Mourdo., PIBr 9603405-0 (1998)). Assim, esse
composto tem demonstrado possuir muitas vantagens em relagao aos anticoagulantes
conhecidos, como a heparina, pois ndo necessita de modificagbes quimicas, nao &
derivado de mamiferos, evitando o risco de contaminagdo por agentes patogénicos,
ocorre em altas concentragdes num invertebrado abundante (Glauser e col., Thromb
Haemost 100(3):420-8 (2008)), e apresenta menor risco de causar hemorragias
(Borsig e col., J. Biol. Chemst 282: 20- 14984-14991 (2007)).

Além desses efeitos, estudo com camundongos demonstrou que o FucCS é
capaz de inibir adesao de células tumorais a P- e L-selectina com maior poténcia do
que a heparina, sem exibir efeito hemorragico significativo e em doses inferiores ao
requerido para causar efeito anticoagulante. Assim, o FucCS & capaz de bloquear
metastase tumoral e reduzir o processo inflamatoério diminuindo o recrutamento de
neutréfilos sem os indesejaveis efeitos colaterais causados pela heparina (Borsig e
col., J. Biol Chemst 282: 20- 14984—-14981 (2007)).

Também, o uso de fragdes e extratos de pepino do mar vem sendo testados
para diferentes tratamentos. Dentre estes, pode-se citar o uso de fragdes de varias
porgbes de pepino-do-mar e de diferentes espécies na inibicdo da angiogénese e
vascularizagéo (Collin., US 5985330 (1999)), e também na inibicdo do complemento,
que pode ser aplicado no estudo e tratamento de doencas inflamatorias (Collin., US
5989592 (1999)). Além disso, 0 uso de extratos variados de pepino do mar e de cha-
verde com diferentes principios ativos tém sido testados no tratamento ou prevengao
de doengas cardiovasculares (Tilson e Collin., WO 053184 (2006)). Assim, esses
inventos apresentam aplicagdes diferenciadas da presente invencdo, que é indicada
para uso no tratamento e prevengdo da malaria grave e, diferente destas, utiliza um
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composto isolado da parede do pepino do mar e nao fragdes e extratos com diferentes
compostos ativos.

Dessa maneira, diante de todo estado da técnica a presente invengao traz
vantajosamente uma proposta de uso de um composto quimico denominado condritin
sulfato fucosilado no tratamento e prevengao da malaria grave, que diferente de outros
compostos que vém sendo testados, ndo necessita de modificagbes quimicas e
fracionamentos apods sua purificagdo, ndo & derivado de mamiferos, evitando o risco
de contaminagdo por agentes patogénicos, ocorre em altas concentragbes em um
invertebrado abundante, apresenta menor risco de causar hemorragias, € age em
concentragdes inferiores as necessarias para ativar seu efeito anticoagulante.

BREVE DESCRIGAO DA INVENGAQO

A presente invengéo se refere ao uso do composto quimico condroitin sulfato
fucosilado (FucCS) extraido do pepino do mar Ludwigothurea grisea, como principal
componente para elaboragdo de medicamentos com aplicagdo como terapia
complementar e/ou prevenindo as formas graves da malaria (malaria cerebral e
gestacional), atuando na inibigao do processo de citoadesdo parasitaria em receptores
endoteliais e no processo inflamatério associado a doenga. Mais precisamente, a
presente invencdo esta baseada nas propriedades anti-adesivas descritas para
diversos glicoconjugados sulfatados, principalmente contra P. falciparum, e nas
propriedades antiinflamatérias do FucCS.

BREVE DESCRIGAQ DAS FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular do condroitin sulfato fucosilado (FucCS) de pepino-do-
mar. O composto & formado por unidades dissacaridicas repetitivas alternadas de
acido-3-D-glucurénico e de N-acetil-3-D-galactosamina. Alguns residuos de acido-3-D-
glucurdnico apresentam cadeias de 2-4-dissulfato a-fucopiranose na posicao 3, ou sao
3-O-sulfatados (R1). A maioria das N-acetil-3-D-galactosamina sao sulfatadas na

posigao 6 (R2).
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Figura 2: Efeito do FucCS na malaria cerebral experimental: Curva de sobrevivéncia
de camundongos C57BL/6 (n=8 para cada grupo) infectados com 1 0°El de P. berghei
ANKA (PbA) e tratados diariamente (dia 3-6 pos-infecgdo) com injeg@o intravenosa
(i.v.) de 1 mg/Kg de FucCS ou com solugdo salina (controle). P< 0,050 (Log-rank test,
grupo FucCS vs controle).

Figura 3: Inibigdo da adesdo de eritrocitos infectados por P. falciparum monofenctipo
(PFEI®*") em células HLEC. PfEI*** (5 x 10%pogo) foram deixados aderir a
monocamada de células HLEC durante 1h a 37 °C, na auséncia, ou na presenca de
anti-CD38 (5ug/mL), condroitinase ABC (0,5U/mL), CSA (100ug/mL), ou diferentes
concentragdes de FucCS ou heparina. Apds este periodo, os eritrécitos ndo aderidos
foram removidos por meio de extensivas lavagens e os El aderidos foram contados.
Resultados sdo expressos como porcentagem em relacdo ao controle negativo e como
a média de 4 pogos + desvio padrdo. (*) P<0.05 (ANOVA 1 critério: grupo FucCS vs.

Heparina).

Figura 4: Inibicao da adesdo de eritrocitos infectados por P. falciparum
monofenotipico (PfEI“") em células HLEC. PfEI“™ (5 x 10%/pogo) foram deixados
aderir a monocamada de células HLEC durante 1h a 37 °C, na auséncia. ou na
presenga de anti-CD36 (5pg/mL), condroitinase ABC, CSA (100ug/mL). ou diferentes
concentracdes de FucCS ou heparina. Apos este periodo, os eritrocitos ndo aderidos
foram removidos por meio de extensivas lavagens e os El aderidos foram contados.
Resultados sdo expressos como porcentagem em relagdo ao controle negativo e como
a média de 4 pogos + desvio padrao.

Figura 5: Inibigdo da adesdo de eritrocitos infectados por P falciparum
monofenctipico (PfEI“®®) em células HLEC. PfEI"*, (5 x 10%pogo) foram deixados
aderir a monocamada de células HLEC durante 1h a 37 °C, na auséncia, ou na
presenca de anti-CD36 (5ug/mL), condroitinase ABC, CSA (100ug/mL), ou diferentes
concentragdes de FucCS ou heparina. Apos este periodo, os eritrécitos nao aderidos
foram removidos por meio de extensivas lavagens e os El aderidos foram contados.
Resultados sdo expressos como porcentagem em relagéo ao controle negativo @ como
a média de 4 pogos + desvio padrao.
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Figura 6: Inibigdo da reinvasdo de merozoitos de P falciparum monofenotipico
(PIEI“®Y) por diferentes GAGs. PfEI“** no estagio de trofozoito maduro, com
parasitemia e hematocrito de 4%, foram incubados com concentragdes crescentes de
FucCS. Heparina ou CSA; FucCS defucosilada (100ug/mL) ou decarboxilada
(100ug/mL), ou meic RPMI (controle), a 37°C por 24-30h. A porcentagem de
parasitemia foi determinada como sendo o numero de El em 1.000 eritrocitos & os
resultados sdo expressos como porcentagem em relagdo ao controle. (*) P< 0,05
(ANOVA 1 critério : FucCS vs. deFucCS e FucCS vs. CRFucCS)

Figura 7: Inibigdo da reinvas@o de merozoitos de P falciparum monofenotipico
(PFEI“*) por diferentes GAGs. PfEI"*™ no estagio de trofozoito maduro, com
parasitemia e hematécrito de 4%, foram incubados com concentragbes crescentes de
FucCS, Heparina ou CSA; FucCS defucosilada (100ug/mL) ou decarboxilada
(100pg/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C por 24-30h. A porcentagem de
parasitemia foi determinada como sendo o numero de El em 1.000 eritrocitos e os
resultados sdo expressos como porcentagem em relagdo ao controle (*) P< 0.05
(ANOVA 1 critério ;. FucCS vs. deFucCS e FucCS vs. CRFucCS).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengéo trata-se do uso do composto quimico condroitin sulfato
fucosilado (FucCS) extraido do pepino do mar Ludwigothurea grisea, como principal
componente para elaboragdo de medicamentos com aplicagdo na area da saude
humana, como terapia complementar e/ou prevenindo as formas graves da malaria
(malaria cerebral e gestacional), atuando na inibicdo do processo de citoadesao
parasitaria em receptores endoteliais e no processo inflamatério associado a doenca.

il F nativo & guimi e ificado
O FucCS nativo foi extraido do pepino-do-mar Ludwigothurea grisea, coletado
fresco da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. A extragdo, preparagao, purificacéo e
caracterizagdo deste polissacarideo nativo, defucosilado e decarboxilado, sao
processos conhecidos do estado da técnica e foram realizados como anteriormente
descrito por Mourao ef al. (1996).

99



10

15

20

25

30

8/12

O FucCS é um polissacarideo altamente sulfatado (Figura 1) e apresenta uma
base estrutural de condroitin sulfato de mamifero. [4-B-D-GalA-1—3-B-D-GalNAc],,
mas substituido na posi¢do 3 dos residuos de acido B-D-glucurénico com cadeias de
fucose sulfatada, 3-O-sulfatado, ou um grupo OH. Essas cadeias de fucose sao
fundamentais para importantes efeitos biolégicos de FucCS, como sua acdo
antitrombética e anticoagulante, e também seu efeito anti-inflamatério in vitro, sendo
assim um grande diferencial desse composto.

| Parasitas utili nsaios in

Nos ensaios in vitro foram utilizadas células endoteliais do puimao humano
(HLEC), cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com 30 upg/mL fator de
crescimento de células endoteliais (ECGS) e 10% de soro fetal bovino. Foram tambem
utilizadas células de ovario de hamster (CHO), cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em
incubadora com presséo constante de 5% de CO; e 37°C.

Nesses ensaios utilizamos parasitas P. falciparum FCR3, selecionados para
adesao exclusiva (monofenctipicos) a condroitin sulfato A (CSA), ICAM e CD36, sendo
a selecdo feita por panning. Os parasitas foram cultivados em meio RPMI completo
(RPMI - Sigma, USA), suplementado com 10% de plasma humano através do método
de candle jar (Trager & Jansen, 1976). O hematdcrito final foi ajustado a 4% com
eritrécitos sadios O fornecides pelo Hemocentro da UNICAMP. A parasitemia foi
monitorada diariamente por meio de esfregacos.

O enriquecimento das formas maduras foi realizado utilizando-se 2.4 volumes
de Voluven™ (Frenesius) em relagdo ao volume do pellet de hemacias, e 1.4 volumes
de meio RPMI 10% plasma. A solugéo foi deixada em um tubo na posigao vertical, a
37°C durante 1 h. Apés este periodo, a fase superior do gradiente, contendo as formas
maduras, foi removida e lavada com meio RPMI sem plasma.
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A técnica de Panning foi baseada no protocolo de Pouvelle ef al. (1997) e
objetivou a selegdo monofenctipica do parasita. Células endoteliais CHO capazes de
expressar apenas um receptor (ICAM, CD38) ou células HLEC, capazes de expressar
principalmente o receptor CSA, foram crescidas até a confluéncia em garrafas de 75
cm3. Eritrocitos infectados com P. falciparum FCR3 foram enriquecidos por passagem
no Voluven™ ressuspendidos em meio RPMI pH 6,8 (meio de adeséo) e transferidos
para a garrafa contendo as células. Apés incubagéo por 1 h a 37°C, o excesso de
parasitas ndo aderidos foi removido por meio de lavagens com meio RPMI pH 6.8 Em
seguida, foi adicionado meio RPMI pH 7.2 para liberar apenas Els ligantes a ICAM ou
CD36 das células CHO-ICAM e CHO-CD36 respectivamente;, ou adicionado meio
RPMI pH 6,8 contendo CSA livre na concentragdo de 1 mg/mL para liberar apenas Els
ligantes a CSA das células HLEC. Apds incubagdo de 30 minutos, os parasitas, nao
mais aderidos, foram retirados da garrafa e colocados imediatamente em cultura. Este
processo foi repetido por 5 vezes para aumentar a eficiéncia da selegao de parasitas
com o fenotipo desejado.

Os exemplos mostrados a seguir nao tém a intengdo de limitar o escopo da
invengdo, mas apenas de mostrar uma das formas de concretizagdo dentre varias

possiveis.

xe : b I IV F

Sabendo-se que nenhum dos compostos testados tem sido recomendado
como parte da estratégia de tratamento da maldria grave, a agdo anti-adesiva do
FucCS foi testada em relagdo a heparina, composto usado no passado para o
tratamento da doenga. Nesse sentido, células endoteliais do puimdo humano (HLEC)
foram cultivadas por 48 horas, até atingirem confluéncia total, em laminas para cultivo
de células de oito pogos com 0,69 cm’ cada (Culture Slides, Becton & Dickinson).
Parasitas P. falciparum FCR3%%*, FCR3°™ ou FCR3"“*™ enriquecidos por passagem
no Voluven™ foram utilizados, sendo os El ressuspendidos em meio RPMI pH 6,8 A
suspensdo de El foi entdo adicionada a cada pogo (5x10* El/pogo) na presenca de
diferentes concentragdes de FucCS ou Heparina (1000, 100, 10 e 1 pg/mL). CSA
(100pg/mL), anti-CD36 (5ug/mL), condroitinase ABC (0.5U/mL) ou meio RPMI
(controle), e deixada aderir a 37°C durante 1 hora. Apos este periodo, Els nao
aderidos foram removidos por meio de extensivas lavagens em meio RPMI pH 6.8 em
condigdes estaticas Em seguida, as laminas foram coradas com o kit Panotico Rapido
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(Laborclin) e contados com o auxilio do microscépio, e a adesao foi expressa como a
média + desvio padrio do nimero de eritrécitos por mm® observados em 4 pogos.
(Costa et al, 2003; Pouvelle et al., 2003).

Dessa maneira, o FucCS demonstrou, assim como a heparina, possuir um
potente efeito inibidor da adesdo de parasitas F. falciparum monofenotipicos, guando
comparados ao controle (Figuras 3, 4 e 5), principalmente nas doses mais altas (1000,
100 pg/mL), onde a inibicdo da adesdo chegou a atingir 100% (Figura 3). De maneira
geral, a inibigdo parece ser ndo especifica, e ocorre de maneira dose dependente.
Contudo. o FucCS mostrou ser mais eficiente na inibigdo da citoaderéncia de parasitas
FCR3°** em todas as doses (Figura 3), quando comparado aos outros fendtipos do
parasita (Figuras 4 e 5). A heparina também demonstrou ser mais eficaz para esse
fenétipo. porém o FucCS parece ser melhor nas doses mais baixas (10, 1 uyg/mL)
(Figura 3).

Tendo em vista a acdo de glicosaminoglicanos sulfatos na inibicdo da
reinvasao de merozoitos de P. falciparum (Rowe et al., 1994, Xiao et al, 1996, Vogt, et
al., 2006). avaliamos a capacidade do FucCS em inibir a reinvasao de merozoitos de
parasitas P. falciparum FCR3°** ou FCR3“". Para isso. foram utilizadas culturas de
parasitas P. falciparum FCR3%%* ou FCR3'“** concentradas no estagio de trofozoito
maduro com parasitemia e hematdcrito de 4%  Os parasitas foram incubados em
placas de 96 pogos com diferentes concentragoes de FucCS, CSA ou Heparina (1000,
100, 10 e 1 pg/mL); FucCS defucosilado ou decarboxilado (100pg/mL), ou meic RPMI
(controle), a 37°C por 24-30h. Em seguida, foram feitos esfregacos de cada pogo € as
|aminas foram coradas com o kit Pandtico Rapido (Laborclin), sendo a porcentagem de
parasitemia determinada apos contagem em microscopio optico. Como pode ser visto
nas Figuras 6 e 7, 0 FucCS e a heparina exibem efeito dose dependente na inibigao
da reinvasdo de merozoitos de P. falciparum FCR3%** e FCR3"“*", além disso. o efeito
desses compostos € bastante similar e eficiente, atingindo 100% de inibicao nas doses
mais elevadas (100, 1000 pg/mL) (Figuras 6 e 7). Em contraste, a CSA nao
demonstrou ter efeito inibitorio significativo (P>0,05) na reinvasao dos merozoitos, com
excecdo da maior dose (1000 ug/mL) em que a inibigao chegou a 33% no ensaio com
FCR3°** (Figura 6) e 61% quando realizado com FCR3"“*" (Figura 7), possivelmente

devido a0 excesso do composto no meio. E interessante observar que a CRFucCS
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apesar de inibir a reinvasdo de merozoitos de maneira significativamente menor
(P<0,05) que a FucCS, ainda mantém uma inibigdo elevada, sendo esta 66% para
parasitas FCR3“" (Figura 7) e 44% para o FCR3"*" (Figura 6). Em contraste, o
deFucCS, em ambos os casos, ndo & capaz de inibir essa reinvasdo de maneira
eficiente. exibindo valores de inibicdo bem baixos (0,3% de inibigdo para o FCR3“"e
8,9% de inibigdo para o FCR3%*") (Figuras 6 e 7).

Assim, embora 0 mecanismo envolvido na inibigio da reinvasdo de merozoitos
de P. falciparum pelo FucCS ndo esteja claro, esses resultados evidenciam que a
presenca da cadeia extra de fucose sulfatada e essencial para que 0 pProcesso
inibitério ocorra. De fato, o processc de inibicdo da citoadesdo parasitaria e da
reinvasdo de merozoitos de P. falciparum parece néo ser especifico do fendtipo
adesivo parasitario, pois o efeito inibitéric pode ser observado para Els paneados em
diferentes receptores endoteliais. E possivel, que esse efeito seja resultado de
interagbes eletrostaticas em vez de uma conseqéncia direta na estrutura dos
receptores de citoaderéncia.

. Efei otetor n li in vi

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem
C57BL/6 (7 a 10 semanas), provenientes do Centro de Bioterismo-UNICAMP (CEMIB),
que foram mantidos em condigbes Germ Free em nossa rack ventilada da Alesco™
Todos os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica na Experimentagdo
Animal da UNICAMP (protocolo n®1807-1).

A avaliagdo do efeito protetor do FucCS na mortalidade foi realizada no modelo
experimental de malaria cerebral, onde grupos de 8-10 animais (C57BL/6) foram
infectados intraperiotenealmente (i.p.) com 10° eritrécitos infectados (El) com
Plasmodium berghei ANKA (PbA), linhagem capaz de induzir malérna cerebral. Os
sinais neurolégicos de malaria cerebral (CM) foram monitorados diariamente, sendo
que a incidéncia de CM foi calculada através da porcentagem de camundongos que
desenvolveram esses sinais. Os animais infectados foram tratados com dose unica de
FucCS intravenoso (i.v) pela cauda, diariamente (dias 3-6 pés-infec¢ao), e o controle
com solugdo salina, sendo a parasitemia determinada diariamente por meic de
esfregacos de sangue obtidos da cauda dos animais a partir do 4° dia pos-infeccao ate
a morte do animal ou até fase cronica da doenga. Os esfregacos foram fixados e
corados, e a porcentagem de parasitemia foi determinada como sendo o numero de El
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em 1.000 eritrocitos. Os resultados obtidos a partir da observagdo da mortalidade
revelaram uma melhora significativa na sobrevivéncia dos animais tratados,
evidenciando um retardo na morte destes animais, quando comparados aocs nao
tratados (Figura 2).

Por fim, ndo foram observados efeitos citotoxicos em hemacias humanas
infectadas incubadas com FucCS e as doses de FucCS testadas in vivo e in vitro sao
bem inferiores as necessarias para ativar seu efeito anticoagulante, o que reduz o
risco de ocorréncia de efeitos colaterais como hemorragias causadas pela heparina.

Assim, diante do exposto acima, é importante ressaltar, que o potente efeito
inibitéric do FucCS no processo de citoadesdo parasitaria e sua agdo na malaria
cerebral murina estdo evidenciados no fato deste composto ndo necessitar de
fracionamento e/ou modificagdes quimicas apés sua purificagdo, ndo ser derivado de
mamiferos. evitando o risco de contaminagdo por agentes patogénicos, ocorrer em
altas concentragbes num invertebrado abundante, apresentar menor risco de causar
hemorragias, agir em concentragdes inferiores as necessarias para ativar seu efeito
anticoagulante e ainda, nao exibir efeitos citotoxicos em hemacias infectadas in vitro.

A invencdo aqui descrita ndo esta limitada a essa concretizagdo e, aqueles
com habilidade na técnica irdo perceber que, qualquer caracteristica particular nela
introduzida, deve ser entendida apenas como algo que foi descrito para facilitar a
compreensdo e ndo podem ser realizadas sem se afastar do conceito inventivo
descrito. As caracteristicas limitantes do objeto da presente invengdo estao
relacionadas as reivindicagdes que fazem parte do presente relatorio.
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REIVINDICAGOES

1. Uso do composto quimico condroitin sulfato fucosilado caracterizado por
ser o principal componente na elaboragdo de medicamentos com aplicagdo na terapia
5 complementar e/ou prevenindo as formas graves da malaria.

2. Composicao farmacéutica caraterizada por compreender condroitin sulfato
fucosilado e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

10 3, Composigdo medicamentosa para tratamento complementar e/ou na
prevengdo das formas graves da malaria caracterizado por compreender a seguinte
estrutura molecular:
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onde R1 pode ser uma cadeia de fucose sulfatada, 3-O-sulfatade, ou um grupo
15 OH e R2 corresponde a sulfatagdo na posigdo 6 da N-acetil-3-D-galactosamina.

4 Composigao farmacéutica caracterizado por compreender condroitin sulfato

fucosilado e ser utilizada na elaboragdo de medicamentos com aplicagdo na terapia
complementar e/ou prevenindo as formas graves da malaria.
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RESUMO

“COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO CONDROITIN SULFATO
FUCOSILADO (FucCS) PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DO
DESENVOLVIMENTO DA MALARIA CEREBRAL E GESTACIONAL E SEU USO."

A presente invencdo se refere ao uso do composto guimico condroitin sulfato
fucosilado (FucCS) extraido do pepino do mar Ludwigothurea grisea, como principal
componente para elaboragdo de medicamentos com aplicagago como terapia
complementar efou prevenindo as formas graves da malaria (malaria cerebral e
gestacional), atuando na inibigdo do processo de citoadesdo parasitaria em receptores
endoteliais & no processo inflamatério associado a doenca. Mais precisamente, a
presente invengdo esta baseada nas propriedades anti-adesivas descritas para
diversos glicoconjugados sulfatados. principaimente contra P. falciparum, e nas
propriedades antiinflamatérias do FucCS.
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