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A Malaria é a principal doenca parasitaria do mundo, infectando 300-500 milhdes de
pessoas e levando ao 6bito cerca de 1 milhdo de individuos anualmente. As infeccdes
malaricas geralmente nao apresentam complicagcbes, no entanto, infec¢gdes por Plasmodium
falciparum podem se desenvolver em formas graves da doenca, como a malaria cerebral.

A malaria cerebral é considerada uma sindrome multifatorial, envolvendo a citoadesao
de eritrocitos infectados por P. falciparum (EIPf) através de diferentes receptores como CD36,
ICAM-1, VCAM, P-selectina e E-selectina, sendo o ICAM-1 apontado como o principal
receptor. Varias evidéncias sugerem ainda que o desbalanco da resposta imune do
hospedeiro, a ativagdo endotelial e alteragbes na cascata de coagulagao desempenham papel
importante na patogénese da MC. Além disso, outros fatores como a presencga de heme livre e
NOS também tem sido apontados como essenciais para o desenvolvimento da MC

A oxigenacao hiperbarica (HBO) tem sido tem sido amplamente utilizada no tratamento
de infecgdes causadas por bactérias e fungos patogénicos, na prevencdo de numerosas
desordens neurolégicas incluindo isquemia cerebral. Estudos demonstram que a exposicao a
HBO é capaz de reduzir o processo inflamatério e a expressao de ICAM-1, além de promover
melhoras no fluxo sanguineo, aumentando assim o fornecimento de oxigénio.

A exposi¢ao ao oxigénio hiperbarico demonstrou-se benéfico no tratamento da malaria
cerebral murina, sendo capaz de reduzir a expresséo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-
o e IFN—y , além de promover reducao na migracéo de linfécitos T e impedindo a quebra da
barreira hemato-encefalica e consequentemente a redugdo dos sintomas e o aumento na
sobrevivéncia. "A exposi¢do HBO foi capaz ainda de reduzir a expressdo de ICAM-1 no cérebro
de camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA), e em células endoteliais de
pulmdo humano (HLEC) e de cérebro de macacos Saimiri (SBEC). Além disso, o oxigénio

hiperbérico promoveu o aumento da expressdo de e-NOS e n-NOS no cérebro dos
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camundongos infectados com PbA e a reducdo de heme total e oxLDL no plasma desses
animais promovendo uma redugao no estresse oxidativo.

Dessa maneira, os dados aqui apresentados abrem novas perspectivas no tratamento
da malaria cerebral, podendo a HBO ser utilizado como terapia principal ou como adjuvante de
no tratamento antimalarico ou, até mesmo, associada a drogas neuroprotetoras e anti-

inflamatérias ja utilizadas no tratamento contra MC.
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ABSTRACT



Malaria still is a major parasitic disease in the world, infecting 300-500 million people and
leading to death about 1 million people annually. Usually malaria infections do not lead to
complications, however some infections, mainly, by Plasmodium falciparum can evolve into
severe forms of disease such as cerebral malaria (CM). CM is considered a multifactorial
syndrome involving cytoadhesion of P. falciparum-infected erythrocytes (PfEl) to different host
receptors such as CD36, VCAM, P-selectin and E-selectin and ICAM-1, which is considered the
main receptor involved in MC.

A large body of evidences suggests that the imbalance of the host immune response,
endothelial activation and changes in the coagulation cascade play an important role in the
pathogenesis of CM. Moreover, of free heme, and NOS has also been identified as essential for
the development of CM. The hyperbaric oxygenation (HBO) has been widely used as a
microbicide and to prevent numerous neurological disorders, including cerebral ischemia.
Studies demonstrate that exposure to HBO is able to reduce the expression of ICAM-1, and to
improve blood flow circulation, therefore increasing the oxygen supply.

Administration of hyperbaric oxygen proved to be beneficial in the treatment of murine
cerebral malaria, being able to reduce the expression of TNF-a and IFN-y, and to promote a
reduction in migration of T lymphocytes, preventing breakdown of the blood-brain barrier and,
consequently, the reduction of clinical signs and increased survival. In addition, HBO was able to
reduce the expression of ICAM-1 in the brain of PbA infected mice, and in the surface of
pulmonary and cerebral endothelial cell lines (HLEC and SBEC respectively). Exposure to
hyperbaric oxygen was also able to increased expression of eNOS and nNOS in the brains of
PbA-infected mice and to promote the reduction of free heme and oxLDL in the plasma of these

animals by promoting a reduction in oxidative stress.
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Thus; these data presented here open new perspectives in the treatment of cerebral
malaria. HBO could be used as primary treatment or as an adjuvant therapy to antimalarial
treatment or, even though, associate to neuroprotective drugs and anti-inflammatory already

used in treatment for MC.
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INTRODUCEO



Aspectos Gerais

Malaria é a principal doenga parasitaria do mundo, atingindo 109 paises na regido
subtropical e tropical (Figura 1). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude cerca de 3,3
bilhdes de pessoas vivem em area de risco e aproximadamente 300 milhdes de casos sao
diagnosticados todos os anos. Estima-se que 1 milhdo de pessoas morram anualmente, sendo
90% destas mortes apenas no continente Africano, principalmente na regido subsaariana
(http://rbm.who.int/keyfacts.html). As mulheres gravidas e criangcas abaixo de 5 anos sdo as
mais vulneraveis, representando aproximadamente 85% das mortes causadas por infecgédo
malarica (http://rbom.who.int’/keyfacts.html). Além disso, muitas criangas que sobrevivem a
infeccdo desenvolvem sequelas neuroldgicas irreversiveis, tais como paralisia parcial ou total,
perda de fung¢des cognitivas como memodria, atencéo e dificuldades para falar, podendo, em

casos extremos, permanecer em estado vegetativo (Holding et al., 1999).
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o L
| AREA DE BAIXO RISCO DE TRANSMISSAO o o
o [__] AREA LIVRE DE MALARIA Acptacks o WHG 20100 All ighes reserwed

Figura 1: Distribuicdo global da malaria 2009. (Adaptado de: http://who.int)




O Brasil representa 36% dos casos de malaria reportados nas Américas, sendo a regido
da Amazénia legal a principal responsavel pelo numero de casos (Figura 2). Em 2010, foram
diagnosticados cerca de 300 mil casos de malaria, sendo que aproximadamente 97% destes se
concentraram em seis estados da regido amazdnica: Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia
e Roraima (http://portal.saude.gov.br). A maior parte dos casos de infec¢gdes malaricas
diagnosticados no Brasil sdo por Plasmodium vivax (85%). No entanto, nos ultimos anos, tem-
se notado o crescimento do percentual de casos de malaria por Plasmodium falciparum, fator
preocupante, visto que esta espécie € a principal responsavel pelos casos de malaria grave e

pelos 6bitos (http://portal.saude.gov.br).

Atlantic Ocean

Pacific Ocean

ifdNedata [0 [0 [0 -}lﬂﬂl

Figura. 2: Malaria no Brasil. Casos notificados em 1000. (WHO, 2009)



Existem quatro espécies de Plasmodium capazes de infectar o homem, P. falciparum, P.
vivax, P. malariae e P. ovale. Entretanto, o P. falciparum é a espécie mais relevante, do ponto
de vista da taxa de mortalidade, uma vez que sua infec¢do esta associada as formas graves de
infeccbes malaricas, tais como: malaria cerebral (MC) e malaria gestacional (MG), decorrentes
da citoadesado de eritrocitos infectados (El) na microvasculatura cerebral ou no trofoblasto
placentario, respectivamente (Costa et al., 2006). No entanto, recentemente demonstrou-se que
o Plasmodium knowlesi, espécie inicialmente considerada capaz de infectar exclusivamente
primatas, também é capaz de causar infecgdes naturais no homem (Singh et al., 2004).

Fatores ecologicos como a presencga natural do vetor e fatores climaticos, possibilitam a
manutencdo do ciclo da malaria, sendo que mudancas dos padrdes de temperatura,
precipitagdo e umidade podem interferir na abundéncia e desenvolvimento do mosquito.
Entretanto, podemos considerar que a propagacao da malaria € mais que um problema
ecologico, € também um problema social, devido a deterioragdo das condi¢gdes socioecondmica
nas areas rurais € migracao desordenada nas areas endémicas. A malaria é responsavel por
importantes perdas econémicas, ocasionando uma redugédo do produto interno bruto (PIB) em
até 1,3% em paises com elevados niveis de transmisséo. A longo prazo, essas perdas anuais
agregadas resultam em substanciais diferencas de PIB entre paises com e sem a malaria,
principalmente na Africa. (www.who.int- Global Malaria Action Plan, 2010).

A intensidade da transmissdo depende de fatores relacionados ao parasita, o vetor, o
hospedeiro humano e ao meio ambiente. Acredita-se que fatores como pré-disposigdo genética,
idade, estado nutricional, nimero de picadas por mosquitos contaminados e o estado
imunolégico dos infectados estejam relacionados ao desenvolvimento das complicagdes da
maléria (MC e MG) (Newton et al., 1998). Em areas de transmisséo elevada ou moderada, a
imunidade é desenvolvida ao longo de anos de exposicdo. Mesmo nao havendo o

desenvolvimento de uma protecdo completa, a imunidade adquirida pelos adultos reduz o risco
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de infeccao grave por malaria, por esta razdo, a maioria das mortes provocadas por infeccdes
malaricas na Africa ocorrem em criangas. J& nas areas de baixa transmisséo, devido & baixa
imunidade adquirida, todas as faixas etarias estao em risco.

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs094/en/index.html).

Aspectos biologicos

O ciclo de vida €& essencialmente o mesmo em todas as espécies do género
Plasmodium, apresentando uma fase sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado, o
mosquito do género Anopheles e uma fase assexuada (esquizogonia) com a multiplicacao no
hospedeiro vertebrado. Esta ultima é composta de um ciclo pré-eritrocitico (assintomatico), que
ocorre nas células hepaticas, e o ciclo eritrocitico, que se desenvolve nos glébulos vermelhos,
sendo o responsavel pelos sintomas, inclusive da malaria grave (sintomatico).

Em individuos ndo imunes com infeccao por P. falciparum o periodo assintomatico,
desde a picada do mosquito até a invasao dos hepatécitos é em geral cerca de 7-8 dias. No
entanto, este periodo depende da carga parasitaria injetada, do grau de imunidade e nutricional
do individuo. Os sinais clinicos da malaria ocorrem devido a ruptura dos esquizontes e
destruicdo dos eritrocitos. A maioria dos pacientes apresenta febre, dor de cabecga, calafrios e
sudorese. No entanto, outros sintomas como tonturas, dores abdominais, nauseas, diarréia e
vomitos também podem estar presentes (Trampuz et al., 2003).

Os insetos responsaveis pela transmissdo natural da malaria pertencem a Ordem
Diptera, sendo todos da familia Culicidae e do género Anopheles. Cerca de 20 diferentes
espécies de Anopheles sdo consideradas importantes em todo o mundo, no que se refere a
malaria (www.who.int). No Brasil as espécies mais importantes s&o: Anopheles
(Nyssorhynchus) darlingi, Anopheles (Nys.) albitarsis lato senso, Anopheles (Nys.) aquasalis,

Anopheles (Kertezsia) cruzii, Anopheles (Ker.) bellator. O Anopheles darlingi é
8



reconhecidamente a principal espécie transmissora da malaria no Brasil, devido a sua ampla
dispersdo e ao habito antropofilico, sendo o responsavel por centenas de milhares de casos de
malaria anualmente, principalmente na regiao amazonica

(http://www.sucen.sp.gov.br/atuac/malari.html).

O ciclo do parasita (Figura 3) inicia-se no homem através da picada da fémea do
mosquito do género Anopheles infectada, que inocula, juntamente com sua saliva, esporozoitos
que penetram ativamente na derme e em vasos sanguineos (Amino et al., 2006). Estas formas
migram para o figado e invadem os hepatocitos, onde comegam a se multiplicar
assexuadamente (fase pré-eritrocitica). Novas formas do parasita livre denominadas
merozoitos, sao liberadas, inicialmente em vesiculas (merossomos), que acabam alcangando a
corrente sanguinea (Thiberge et al., 2007, Sturm et al., 2006). Nesta etapa do ciclo (fase
eritrocitica) os merozoitos aderem e penetram ativamente nos eritrécitos, onde se desenvolvem
como formas conhecidas como anéis ou trofozoitos jovens. Estas formas amadurecem e se
reproduzem por esquizogonia, liberando entdo novos merozoitos na corrente sanguinea.

Alguns trofozoitas maduros diferenciam-se em gametocitos femininos e masculinos, que
sdo encontrados principalmente no sangue periférico. Durante o repasto sanguineo, o mosquito
ingere os gametdcitos, que migram até o intestino, aonde vao se diferenciar em gametdcitos
femininos e masculinos. A fusdo destes gametdcitos resulta no zigoto, o qual passa por
transformacgdes originando o oocineto. Esta forma penetra na parede das células intestinais,
onde se encista na camada epitelial do intestino, passando entdo a ser chamado de oocisto. O
oocisto se divide assexuadamente em inumeros esporozoitos, até que a célula hospedeira se
rompa e os libere no meio extracelular. Estas formas migram até a glandula salivar, fazendo
com que os parasitas sejam eliminados durante o repasto sanguineo dando a continuidade ao

ciclo.
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Figura 3: Ciclo da malaria adaptado de Greenwood, 2008

A problematica

Durante décadas, a malaria vem sendo alvo de intensas campanhas com o objetivo de
erradicar a transmissao do parasita por meio de inseticidas e da quimioterapia. As estratégias
de controle empregadas principalmente durante a década de 50 reduziram a distribuicéo global
da doengca, mas nado foram plenamente eficazes devido a diversos fatores, como o
aparecimento de resisténcia as drogas convencionalmente utilizadas (Wernsdorfer & Payne,
1991), a inexisténcia de uma vacina eficaz, assim como o aparecimento de resisténcia nos

mosquitos vetores aos inseticidas empregados atualmente.
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A alta prevaléncia da doenca, a constante presséo ocasionada pelo uso inadequado das
drogas e a rapida reproducao do parasita contribuem para o desenvolvimento da resisténcia
(Daily, 2006), que é uma das principais razbes para a morbidade e mortalidade. Além disso, a
emergéncia da resisténcia, principalmente de P. falciparum, tem contribuido para a
ressurgéncia global da malaria nas ultimas trés décadas (Marsh, 1998). A reducéao drastica da
eficacia de drogas como cloroquina, primaquina e pirimetamina contra infecgées malaricas, tém
sido reportada em varias areas ha algumas décadas, contribuindo para o agravamento dos
sinais clinicos (Le Bras & Durand, 2003). Tendo em vista esse novo cenario, a Organizagéo
Mundial de Saude, tem sugerido nos ultimos anos uma terapia com o uso combinado de varios
antimalaricos, como a associacao de artesunato-mefloquina e artesunato-
sulfadoxina/pirimetamina, a fim de conseguir uma dupla protecéo e tentar reduzir o surgimento
de cepas resistentes.

Desta maneira, o desenvolvimento de vacinas anti-malaricas pode ser uma esperancga
no combate a malaria. Apesar da constante atividade de pesquisa, e do desenvolvimento de
uma vacina ja testada em humanos de diferentes areas endémicas na Africa (Menéndez et al,
2011; Agnandji et al., 2011), ainda nao existe uma vacina capaz de proteger de maneira
totalmente eficaz e duradoura contra a infeccao pelo Plasmodium spp.. Entretanto, analises
experimentais sugerem que a indugao de uma imunidade protetora contra malaria possa ser um
objetivo alcangavel, visto que imunizagdes com formas esporozoitas irradiadas foram capazes
de induzir protecao parcial e total em camundongos (Nussenzweig et al., 1967), em primatas
ndo-humanos (Collins et al, 1972) e em humanos (Rieckmann et al, 1979). Além disso,
individuos infectados continuamente pelo parasita desenvolvem gradualmente uma imunidade
natural, porém de curta duracdo e cepa-especifica (Baird et al., 1991), assim como a
transferéncia passiva do soro de pacientes “imunes” induz protegdo em criangas infectadas

(Sabchaeron et al., 1991).
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Entretanto o desenvolvimento de vacina experimental esbarra em algumas dificuldades:
(i) a grande quantidade de estagios e formas que o parasita apresenta durante seu ciclo de vida
dentro de seu hospedeiro vertebrado, e consequentemente, os diferentes antigenos que séo
apresentados (Kwiatkowski & Marsh, 1997), (ii) o polimorfismo detectado em inumeros
antigenos do parasita (Winter et al., 2004), fator que dificulta a busca por vacinas e (iii) na

dificuldade de obtengdo de grandes quantidades de parasita.

Citoaderéncia e Malaria cerebral humana

A maioria dos casos de malaria apresenta um quadro de febre relativamente simples
que é geralmente controlado através de tratamento com drogas antimalaricas. No entanto uma
minoria dos casos, cerca de 1%, progride para complicagbes (Mackintosh et al., 2004).

A malaria grave é um processo multifatorial envolvendo o sequestro de eritrécitos
infectados (El) por P. falciparum nos endotélios vasculares e a producdo de citocinas
inflamatérias como TNF-a e IFN-y. Acredita-se que este fendmeno ocorra através da adeséo
direta dos eritrocitos infectados (El) por formas maduras P. falciparum que se ligam a
receptores expressos na superficie das células endoteliais Dentre esses mecanismos
destacam-se: o sequestro parasitario, que pode ocorrer através da adesdo do eritrocito
infectado diretamente no endotélio através dos Knobs (locais onde os EIPf se ligam as células
do hospedeiro), que sdo formados por proteinas codificadas pelo parasita, exportadas para
superficie do eritrocito infectado (Ho & White, 1999), tais como a PfEMP-1 (do Inglés,
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1). Este fendmeno de sequestro pode
ocorrer ainda entre os eritrécitos infectados (autoaglutinagdo) ou através da adesido dos
eritrécitos infectados com os eritrocitos sadios (rosetas) (Handunetti et al., 1992; Ho & White,
1999). Além disso, recentemente tem-se sugerido que as plaquetas possam atuar através da

expressdo de CD36, como uma ponte de ligagéo, entre os El e o endotélio (revisto por Costa et
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al., 2006; Wassmer et al., 2003; Combes et al., 2006). A formagédo de rosetas entre Els e
hemacias sadias também é colaboradora da patogénese da malaria grave. Sugere-se que a
adesédo aos receptores endoteliais impega a destruicdo de El no bago e, consequentemente, a
inducdo de uma resposta imune, implicando o processo de sequestracao ou citoaderéncia na
sobrevivéncia parasitaria (Figura 4) (David et al., 1983).

Apesar de na malaria humana a citoadesao ser descrita como caracteristica unica de P.
falciparum, recentemente foi demonstrada a capacidade de citoaderéncia de P. vivax ex-vivo,

(Carvalho et al., 2010).
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Dentre as complicacdes da malaria destacam-se os casos de anemia profunda, acidose
metabdlica, malaria gestacional e os de malaria cerebral (Mackintosh et al., 2004). A malaria
cerebral esta associada ao P. falciparum e € caracterizada por: convulsbes, perda da
consciéncia, ataxia (incapacidade de coordenar os movimentos dos musculos voluntarios)
paralisia, elevagdo da pressao craniana decorrente de inchaco cerebral, disfungdo da barreira
hemato-encefalica e coma (Newton et al.,, 2000). Este quadro grave pode gerar inUmeras
consequéncias graves e irreversiveis. Em criancas e adultos sobreviventes a MC pode-se notar
sequelas neuroldgicas irreversiveis, problemas de perda das fungdes cognitivas (fala e
dificuldades no reconhecimento de pessoas), problemas comportamentais, paralisia parcial dos
membros e cegueira. Desta maneira, a malaria cerebral tem sido considerada a principal
responsavel pelas mais sérias complicagbes nas infec¢cdes malaricas e pelo maior numero de
mortes.

Inimeros estudos sugerem que a MC pode ser atribuida a uma combinagcédo de danos
locais ao tecido cerebral, decorrentes do bloqueio do fluxo sanguineo e consequentemente uma
reducdo no suprimento de oxigénio, o que levaria a um quadro de hipoxia e isquemia; assim
como danos cerebrais mais gerais desencadeados pelo desbalan¢co da resposta imune do
hospedeiro, principalmente devido ao aumento da expressdo de citocinas pré-inflamatorias
(Hunt et al., 2006). No entanto, os fendbmenos responsaveis pelos aspectos patoldégicos da MC
ainda s&o pouco compreendidos.

Diversas observacgdes apontam o processo de sequestro parasitario em microcapilares
cerebrais como responsavel pelos aspectos patolégicos na MC. De fato, analises quantitativas
foram capazes de correlacionar o sequestro de eritrocitos infectados (El) e a ocorréncia de MC
em humanos (MacPherson et al., 1985; Pongponratn et al., 1991; Turner, 1997). Tais estudos
demonstraram que pacientes com malaria cerebral exibiam um nivel de sequestro no cérebro

significativamente maior do que nos demais 6rgéos, fato que ndo ocorria com os pacientes que
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nao desenvolveram MC (MacPherson et al., 1985; Pongponratn et al., 1991; Turner, 1997).
Além disso, é possivel notar, em cortes histolégicos de pacientes que sucumbiram de malaria
cerebral, a presenca de leucocitos nos microcapilares (Medana and Turner, 2006).

Estudos in vitro identificaram inUmeros receptores expressos na superficie de células
endoteliais que sao potenciais receptores de El, tais como ICAM-1, VCAM-1, CD36, E-selectina,
P-selectina, HA e CSA (Lou et al., 2001; Mackintosh et al., 2004). Apesar do CD-36 ser o
receptor majoritario na sequestragcdo de EIPf dos o6rgaos periféricos durante a infeccéo
malarica, acredita-se que ele ndo esteja envolvido na adesdo de EIPf no endotélio cerebral,
visto que os niveis de CD36 nos tecidos cerebrais ndo estdo aumentados (Turner et al.,, 1994;
Newbold et al, 1997). De fato, muitos estudos tem mostrado o ICAM-1 como principal
responsavel pela sequestracéo de EIPf no cérebro (Newbold et al., 1997; Chakravorty & Craig,
2005), ja que durante a infecgcdo malarica este receptor esta super expressado (Turner et al.,
1994; Newbold et al., 1997). Além disso, estudos revelaram que EIPf é capaz de se ligar ao
ICAM-1 sob condi¢des de fluxo (Ockenhouse et al., 1991; Adams, 2000).

Ensaios quantitativos mostraram que células T estdo sequestradas no cérebro durante
infeccbes malaricas, especialmente células TCD8+. Acredita-se ainda que a liberacdo das
citocinas nas fases iniciais da infeccdo pode promover a ativagdo de TCD8+ e a migragao
dessas para o cérebro (Renia et al., 2006). Este acumulo de células T ocorre simultaneamente
ao aparecimento dos sintomas neuroldgicos da malaria cerebral, o que sugere fortemente a
participagdo dessas células na patogénese da MC (Belnoue et al., 2002).

Apesar da sequestragdo de El parecer ser necessaria, este pode néo ser o unico
fendbmeno responsavel pela malaria cerebral, uma vez que este fendmeno nao tenha sido
observado em todos os pacientes que sucumbiram a malaria ocasionada pelo P. falciparum

(Van der Heyde et al., 2006). Desta maneira, outros fatores relacionados ao processo

15



patolégico da MC s&o propostos, como o desbalango na expressao de citocinas, alteragcdes no
metabolismo cerebral e disfungcdo da homeostase.

Acredita-se que citocinas proé-inflamatérias, tais como o TNF-a, IL-6, IL-1B e LT
desempenhem um papel fundamental na patogenia da MC, possivelmente aumentando a
expresséao de receptores endoteliais como ICAM-1, responsavel pela adesao tanto de El quanto
de leucécitos (Grau & De Kossodo, 1994; Beremdt et al., 1989; Miller et al., 1989). De fato,
estudos demonstraram um aumento de expressdo de TNF-a e IFN-y no plasma de pacientes
com malaria grave (Peyron et al., 1994; De Kossodo & Grau, 1993), assim como uma redugéo
nos niveis TGF-f e um aumento significativo de TNF-a no liquido cérebro-espinhal de criancas
com MC (Esamai et al., 2003).

Analises realizadas em pacientes indianos foram capazes de associar um determinado
“cluster’ de citocinas com o tipo da gravidade da malaria: malaria cerebral (MC); malaria branda
(MB) ou malaria grave (MG), sendo que esta representa outras formas graves da doenga exceto
MC. Pacientes com MC apresentaram elevados niveis de TGF-B, TNF-a, IL-10 e IL-1pB;
enquanto pacientes com MB e MG expressavam respectivamente IL-12, IL-5 e IL-6 e IFN-y e IL-
12 (Prakash et al., 2006). Entretanto, em infec¢des nédo letais com P. vivax grandes quantidades
de citocinas proé-inflamatérias sao detectadas, porém ndo se observa o desenvolvimento de
malaria cerebral, sugerindo que o desbalango nas citocinas pode ser necessario, mas néo
suficiente para promover o aparecimento de sintomas relacionados a malaria cerebral (Van der
Heyde et al., 2006).

Alguns autores, em trabalhos recentes, mostraram que pacientes com malaria cerebral
apresentam uma disfungdo da homeostase, estando as plaquetas relacionadas a esse
equilibrio. Pacientes com MC exibem sangramentos prolongados e hemorragias cerebrais que

confirmam problemas relacionados a coagulagéo e consequentemente na homeostase (Van der
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Heyde et al., 2006). Além disso, o nUmero de plaquetas aderidas no cérebro de criangas que
morreram de MC é significativamente maior do que a quantidade encontrada no cérebro de
criangas, com malaria, que morreram de anemia profunda ou outras causas, implicando numa
possivel contribuicdo das plaquetas na patogénese da malaria cerebral (Grau et al., 2003).
Plaguetas podem ainda agir como células imunologicas efetoras, agindo como ponte entre a
homeostase e a inflamagéo, provocando danos as células endoteliais, hemorragias e lesdes
cerebrais (Schofield & Grau, 2005; Lou et al., 2001).

Estudos em animais deficientes para a Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e de
administracdo de indutores de NO demonstraram que esta molécula ndo possui efeito na
destruicdo de El, ndo afetando o curso da parasitemia em animais infectados (Sobolewski,
2005). No entanto, recentemente foi verificado que uma baixa biodisponibilidade de NO
contribui para a indugdo da MC, e que esta € causada majoritariamente pela ligagdo do NO pela
heme livre, proveniente das hemacias infectadas destruidas (Gramaglia et al., 2006). Foi
constatado ainda que a administragdo de doadores de NO ¢é capaz de proteger
significativamente animais contra a malaria cerebral experimental (MCE) (Gramaglia et al.,
2006), e que, ao se restaurar os niveis de NO, ocorria uma diminuigdo do processo inflamatorio,
induzindo a protecbdes endoteliais, impedindo a destruicdo da barreira hemato-encefalica e,
consequentemente, o extravasamento vascular, resultando desta maneira no re-
estabelecimento da protegéo contra MCE (Gramaglia et al., 2006).

De fato, outros autores demonstraram que o NO via eNOS (oxido nitrico sintase
endotelial) tem efeito endotelial reparador e anti-inflamatério (Sobolewski, 2005), e baixos niveis
de nitrito e arginina estdo associados ao desenvolvimento de malaria cerebral em criangas
(Anstey et al., 1996; Lopansri et al., 2003). Foi observado ainda, que a administragdo exégena
de NO diminui a expressdo de moléculas de adesdo de células endoteliais, diminuindo a

citoaderéncia parasitaria in vitro (Serirom et al., 2003).
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No entanto, estudos em humanos tém-se mostrado contraditérios. Analises dos niveis
de NO em populag¢des da Papua Nova Guing, indicaram uma correlagédo entre NO e malaria
cerebral (Al Yaman et al., 1996), enquanto em popula¢des da Tanzénia houve uma correlagéo
inversa entre NO e malaria cerebral (Anstey et al., 1996).

Durante a infecgdo malarica, inumeros eritrocitos sdo rompidos, dessa maneira uma
quantidade significativa de hemoglobina (Hb) HbFe*? é liberada na corrente sanguinea. Esta
reage com espécies reativas de oxigénio (ROS) formando uma molécula instavel a
metahemoglobina (HbFe*®) que rapidamente se transforma em heme livre (Wagener et al.,
2003). Cerca de 80% da hemoglobina é degradada pelo Plasmodium, sendo que durante este
processo ocorre a formacdo de heme livre e de espécies reativas de oxigénio (Francis et al.
1997), os quais sdo toxicos para os esquizontes eritrociticos, no entanto o parasita transforma
estas formas em cristais inertes denominados hemozoina ou pigmento malarico (Kumar, 2005).

Com a destruigao de eritrécitos durante a fase sanguinea da infecgéo, ocorre 0 acumulo
de heme livre toxico na circulagédo, sendo que este pode agir como catalizador da oxidacdo da
LDL, gerando produtos tdoxicos ao endotélio, tais como citocinas pro-inflamatérias e espécies
reativas de oxigénio ROS que podem causar alteragbes na permeabilidade do endotélio (Balla
et al, 1991, Wagener et al, 2003). Estas modificagbes na membrana promovem alta
citotoxidade nas células endoteliais (Balla et al,. 1993 e Jeney ef al,. 2002), gerando um
processo pro-tromboético que pode resultar na oclusdo dos vasos e de isquemia tecidual (revisto
por Ferreira et al., 2008). Além disso, a heme livre pode agir ainda como quimioatrativo de
células polimorfonucleares, como os leucécitos, e consequentemente promover a adesao
dessas células no endotélio (Porto et al., 2007 e Graca-Souza et al., 2002). Analises in vitro
com células endoteliais, demonstraram que a heme pode aumentar a expressdo moléculas de
adesdo como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, provavelmente através da geracdo de espécies

reativas de oxigénio ROS mediados pela heme e sua subsequente ativagdo da transcrigdo dos
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fatores NF-kB e AP-1, e da via de sinalizagdo SP-1 (revisto por Sanjay et al., 2005). Inumeros
estudos apontam a heme livre como sendo a responsavel por diversos efeitos toxicos nos rins,
promovendo vasodilatagdo renal, aumentando o volume de urina e a excrecdo de sais
(Rodriguez et al., 2003). O acumulo de heme também ¢ citotdxico para células cardiacas,
promovendo perda da integridade celular e afetando a liberagdo de enzimas citosélicas (Bhoite-
Solomon et al., 1993). Por fim, a heme livre promove danos no sistema nervoso central,
promovendo principalmente necroses, sendo este efeito observado majoritariamente apés

hemorragias cerebrais (Goldstein et al., 2003).

Malaria cerebral murina

Apesar de relativo avango no entendimento de aspectos imunopatolégicos da MC,
consideragdes éticas com estudos em humanos tém limitado a investigacdo da patogénese e
de terapias contra MC. Muitos estudos sdo baseados em analises histopatolégicas post-
mortem, o que impossibilita o entendimento da sequéncia de fatores que levaram ao
desenvolvimento do agravamento dos sintomas da malaria, levando a um quadro de malaria
cerebral (De Souza et al., 2010). Nos ultimos anos a pesquisa utilizando técnicas nao invasivas
como ressonancia magnética e topografia computacional, no estudo de pacientes com malaria
cerebral vem auxiliando significativamente os avancos no seu entendimento da MC (Penet et
al., 2005 e 2007). No entanto a utilizacdo destes equipamentos fica comprometida nas areas
endémicas, visto a deficiéncia na disponibilidade destes equipamentos e de profissionais
capacitados nessas regides (De Souza et al., 2010).

Tendo em vista esses complicadores, o estudo em modelo experimental murino,
utilizando linhagens susceptiveis de camundongos como C57BL/6 e CBA torna-se uma das
alternativas no estudo da patogénese da malaria cerebral. A infeccdo dessas linhagens com

Plasmodium berghei ANKA (PbA) induz o desenvolvimento da malaria cerebral murina,
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acompanhada de sinais clinicos como ataxia, angustia respiratéria e coma (De Souza & Riley,
2002). O modelo experimental no estudo de malaria cerebral mais utilizado &, sem duvida, o
realizado com a linhagem de camundongo C57BL/6 infectado com PbA, visto ser este 0 modelo
experimental que apresenta maior similaridade com os aspectos imunolégicos e mecanicos da
MC humana (Hunt & Grau, 2003).

Na malaria cerebral murina (MCM) a infeccdo de camundongos C57BL/6 com formas
sanguineas de PbA acarreta em uma sindrome neurologica caracterizada por paralisia dos
membros, desvio da cabecga, convulsdes e coma; ocorrendo entre os dias 5-10 apds a infecgédo
e causando a morte de 60-100% dos animais inoculados. Os animais que nao apresentam
sintomas de MC até o dia 10-12 pos-infecgdo sucumbem posteriormente de hiper-parasitemia
associada a profunda anemia (revisto por Engwerda et al., 2005).

Semelhangas comportamentais e imunolégicas, alteragdes clinicas como a quebra da
barreira hemato-encefalica, destruicdo neuronal, hemorragia cerebral e aumento das
concentracbes de lactato sdo caracteristicas comuns entre a MC em humanos e no modelo
experimental (Hunt & Grau, 2003). Embora este modelo n&o reproduza todas as caracteristicas
clinicas observadas na MC humana, diversos estudos foram capazes de mostrar o acumulo de
El de PbA e leucécitos nos capilares cerebrais (Neill & Hunt, 1992; Jennings et al., 1997; Hearn
et al., 2000), de inflamagéo perivascular (Engwerda et al., 2002) e de elevados niveis de
expressdo de TNF-o, LT (Linfotoxina) e IFN-y (Hunt & Grau, 2003), assim como indicam a
participacdo de células T CD8 aff no cérebro de camundongos com MC, que possivelmente,
estariam envolvidas na destruicdo da barreira hemato-encefélica (Belnoue et al., 2002; e revisto
por Renia, 2006). Além disso, estudos recentes mostraram que em modelo experimental murino

ocorre o acumulo de plaquetas no sistema vascular cerebral (Wassmer et al., 2003; Von Zur
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Muhlen et al., 2008), as quais parecem estar envolvidas diretamente no dano das células
endoteliais durante o curso da infecgdo (Wassmer et al., 2006).

Como ocorre em humanos, na malaria cerebral experimental também podemos notar o
aumento na expressdo de ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina no endotélio vascular cerebral
(revisto por Schofield & Grau, 2005). O ICAM-1 tem sido apontado como principal receptor de El
de Plasmodium falciparum no cérebro de pacientes infectados (Chakravorty & Craig, 2005),
sendo também responsavel pela adeséo de leucocitos. Além disso, a baixa biodisponibilidade
de NO contribui para o desenvolvimento da MC tanto em humanos quanto em modelo
experimental, sendo que este quadro de MC pode ser revertido, em ambos os casos, através da
administracdo de L-arginina ou de um doador de NO (Gramaglia et al., 2006; Yeo et al., 2007).

Estudos com camundongos C57BL/6 demonstraram que ocorre um aumento na heme
livre em animais infectados. No entanto animais infectados expostos ao CO apresentaram
redugéo de heme livre no sangue, visto que o CO se liga a hemoglobina, inibindo a oxidacao da
mesma e impedindo a geragcdo de heme livre (Pamplona et al., 2007). Além disso,
camundongos BALB/c, camundongo nao susceptivel a MCE, infectadas com P. berghei ANKA e
camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei NK65, linhagem de Plasmodium incapaz de
produzir MCE, n&o tiveram os niveis de heme livre aumentados (Pamplona et al., 2007).

Tendo em vista todos estes aspectos, a utilizagdo de um bom modelo experimental de
MC faz-se necessario na busca de novas terapias que atuem na area de prevencéo, tratamento

e reducao de complicagbes ocasionadas pelo desenvolvimento da malaria cerebral.
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Oxigenacao hiperbarica (HBO)

A terapia de oxigenacao hiperbarica € definida pela Undersea and Hyperbaric Medical
Society (UHMS) como um tratamento no qual o paciente intermitentemente respira 100% de
oxigénio pressurizado. A camara de tratamento deve ser pressurizada com pressao maior que a
de 1 atmosfera absoluta (ATA), ou seja, pressdo maior que encontrada ao nivel do mar.

A descoberta da terapia com oxigénio hiperbarico teve sua primeira documentagdo em
1662, com a construcao da primeira camara hiperbarica. A partir disso, a HBO foi testada em
inumeras condicdes. No entanto, ap6s um longo periodo de falta de credibilidade, HBO retorna
a ser utilizada a partir da segunda metade do século XX (Garcia-Covarrubias & Sanchez-
Rodriguez, 2000). S6 a partir dos anos 60 a camara passou a ser amplamente utilizada para
potencializar os efeitos da radioterapia, no tratamento de infeccbes anaerdbicas, em casos de
envenenamento por monéxido de carbono (revisto por Gill & Bell, 2004), como adjuvante em
cirurgias e como potencializador dos efeitos de antibiéticos (Park et al., 1992).

A pressdo de 1 ATM (condicdo normobarica) as hemacias, através da hemoglobina, sdo
responsaveis pela maior parte do transporte de oxigénio no sangue, no entanto uma porgao
menor de oxigénio é transportada dissolvida pelo plasma. Em condi¢bes normobaricas, durante
a respiragao, a tensdo de oxigénio arterial € de aproximadamente 100 mmHg e a tensédo de
oxigénio nos tecidos é de 55 mmHg, com distribuicdo de 3 ml/L de oxigénio. No entanto, ao
analisar a pressao de oxigénio arterial durante o tratamento com HBO (100%, 3 ATA), verificou-
se 0 aumento da pressao de oxigénio arterial de até 2000 mmHg e da presséo de oxigénio nos
tecidos de até 500 mmHg, o que permite uma distribuicdo de 60 ml/L de oxigénio, que seria
suficiente para abastecer os tecidos mesmo na auséncia do carreamento de oxigénio pela
hemoglobina (Leach et al., 1998). Neste sentido, a HBO eleva os niveis sistémicos e locais do

oxigénio necessario para a produgédo de ATP, para a sintese de proteinas, para a sintese da
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matrix de colageno que é necessaria para a angiogénese e para a producdo de espécies
reativas, das quais o oxigénio é o substrato.

O uso da terapia hiperbarica com oxigénio é aprovada para tratamentos em humano
para inumeros casos como, queimaduras, gangrena, infeccdes nos 0ssos, abscessos
intracraniais, anemia, intoxicagdo por monoéxido de carbono, complicagbes ocasionadas por
radiagdo, infecgbes de pele, transplante de pele e embolismo (Al-Waili et al., 2005). No Brasil, o
uso da HBO tem seguido as determinacdes da Sociedade Americana de Medicina Hiperbarica.

O uso do oxigénio medicinal pressurizado tém se expandido para outras areas da
medicina como lesdes ocasionadas por radiagéo, isquemias e osteomielites (Gill & Bell, 2004),
assim como vem sendo utilizado promissoramente em pesquisas com modelos animais
envolvendo acidentes cerebrovasculares, meningite, lesbes de medula, modelos de isquemia,
modelos de re-perfusao e em choque séptico (Gill & Bell, 2004).

A oxigenacdo hiperbarica (pO, > 760 mmHg) tem sido amplamente utilizada no
tratamento de infecgbes causadas por bactérias e fungos patogénicos (Gudewicz et al., 1987;
Park et al., 1992), visto que promove uma ac¢do antibidtica direta em casos de infecgdes
necrosantes de tecido causadas por bactérias e a reducéo na adesao de leucécitos induzindo
uma acéo citotoxica reduzida e consequentemente uma menor destruicdo do tecido (revisto por
Gill & Bell, 2004). Além disso, o tratamento com oxigénio hiperbarico também vem sendo
utilizado, desde a década de 60, como adjuvante em cirurgias e no aumento da atividade de
antibidticos (Park et al., 1992). Estudos demonstram ainda que as taxas de sobrevivéncia e
recuperagdo no pos-operatorio sdo mais elevadas com o uso da HBO (revisto por Clark &
Moon, 1999). Estudos recentes demonstram ainda que o oxigénio hiperbarico possui atividade
contra protozoarios patogénicos, sendo capaz de inibir a proliferacdo de Leishmania

amazonensis, pela diminuicdo da suscetibilidade de macrofagos infectados (Arrais-Silva et al.,
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2005), e de reduzir o tamanho da lesdo de animais infectados e expostos a HBO diariamente
durante 20 dias (Arrais-Silva et al., 2006).

A HBO também tem sido utilizada em casos de danos neuronais, mostrando-se capaz
de reduzir edemas cerebrais (Niklas et al., 2004) e a pressao intracraniana (Rogatsky et al.,
2005). Inumeras analises sugerem que o efeito protetor da HBO contra a isquemia cerebral
pode estar relacionado com a melhor eficiéncia no fornecimento de oxigénio e a diminuigédo do
processo inflamatério, através da inibicdo da ativagdo dos leucécitos, consequentemente na
reducdo do edema e da hemorragia (revisto por Zhang et al., 2005). A terapia com HBO pode
ainda trazer melhoras aos danos cerebrais, reduzindo as chances de isquemia e hipdxia (revisto
por Al-Waili et al., 2005), além de retardar os danos a barreira hemato-encefalica (BHE) (revisto
por Zhang et al., 2005; Veltkamp et al., 2005). Sukoff & Ragatz (1982) demonstram também que
a terapia com oxigénio hiperbarico pode proporcionar a diminuicdo da pressé&o intracraniana,
através da diminuicdo do fluxo sanguineo, proporcionando o aumento da oxigenacéo. Outros
estudos apontam para o aumento do metabolismo cerebral e a diminuicdo dos niveis de lactato
no fluido cérebro espinhal apés tratamento com HBO, indicando que esta terapia pode
aumentar o metabolismo aerébico em pacientes com danos cerebrais (Rockswold et al., 2001).

Em modelo experimental de rato, a exposicdo a HBO mostrou-se eficiente no tratamento
de isquemia intestinal, ja que reduziu o sequestro de neutréfilos e leucocitos, além de diminuir a
expressao de TNF-a reduzindo assim os danos causados no pulméo (Yang et al., 2001). A
exposi¢do ao oxigénio hiperbarico também foi capaz de reduzir a expressdo de TNF-a e IL-10,
por monécitos e macréfagos em sangue de ratos ou de humanos, mesmo quando cultivados na
presenca de LPS (Lahat et al., 1995; Benson ef al., 2003). Outros estudos demonstraram ainda
que a exposicdo ao oxigénio hiperbarico promove diminui¢do significativa nos niveis de TNF-a

e de oOxido nitrico (nitrito e nitrato) no lavado do bronco alveolar e no plasma de ratos
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estimulados com LPS e expostos a HBO em comparagcado aos animais estimulados com LPS
nao expostos a HBO ou expostos apenas a 100% de oxigénio n&do pressurizado (Chu et al,,
2007). Além disso, a exposigdo ao oxigénio hiperbarico foi capaz de reduzir a expressao de
iNOS em tecidos pulmonares de ratos estimulados com LPS (Perng et al., 2004), e promover a
atenuacao da super expressao de iINOS por macrofagos peritoniais de camundongos (Ueno,
1999; Kurata et al., 1995).

Acredita-se que o efeito da oxigenacao hiperbarica no fluxo sanguineo seja dividido em
duas fases; num primeiro momento observa-se uma vaso constricdo nas artérias e veias
cerebrais, no entanto apo6s repetidas se¢bes de exposicdo a HBO pode-se notar o aumento do
didmetro das artérias (Demchenko et al., 2000 e 2002). Esta diferenca observada sugere uma
acao do oxigénio hiperbarico na modulagéo do endotélio, principalmente na expressdo de NO
(Saglam et al., 2008). Atochin et al. (2003) demonstraram, através de experimentos com
animais e-NOS e n-NOS nocautes que o 6xido nitrico derivado da e-NOS é responsavel pela
vaso constricao inicial dos vasos cerebrais, sendo que a vasodilatagdo posterior deve-se ao
balango entre a expressao de n-NOS e e-NOS.

Células endoteliais expostas a HBO também apresentaram aumento significativo na
expressdo de eNOS que pode estar relacionado a significativa diminuicdo do receptor de
leucocitos e ICAM-1 (Buras et al., 2000). No cérebro o aumento de NO é atribuido
principalmente a nNOS (Salter et al., 1996).

O mesmo pode ser observado em estudos com animais tratados com HBO antes e
depois da isquemia, que além da diminuicdo da ICAM-1 também apresentaram diminuigdo na
atividade da mieloperoxidase, um marcador de sequestro de neutrdéfilo (Buras et al,, 2000;
Milkovi-lolic et al, 2003) e um aumento na expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (Lee et al., 2006; Sheikh et al., 2000), fator angiogénico relacionado ao reparo

tecidual. Estudos utilizando oxigénio hiperbarico em ratos com hemorragia cerebral,
25



demonstraram um efeito protetor no fluxo sanguineo cerebral dos animais expostos a HBO, e
consequentemente um efeito protetor contra danos neurolégicos. Tais mudancas estéo
associadas a inibicdo da expressdo de HIF-1a (Fator de indugdo de hipoxia-1a), fator de
transcricdo nuclear somente expresso em baixas tensdes de oxigénio (2%) e, também a
diminuicdo da expressao do fator pro-apoptético BNIP-3 (Li et al., 2005; Ostrowski et al, 2005).

Sabe-se ainda que a exposi¢do ao oxigénio hiperbarico induz também uma tolerancia ao
estresse oxidativo em linfocitos isolados de humanos, promove a reducdo nos danos oxidativos
do DNA em células V79 (células de hamster chinés) e em culturas primarias de neurénios de
medula espinhal (Routhfuss et al., 2001; Routhfuss & Spelh, 2002; Li, et al. 2007).

Por fim, a utilizacdo da HBO no tratamento de animais infectados com Plasmodium
berghei (linhagem incapaz de provocar MC) foi relatada anteriormente (Rencricca et al., 1981).
Neste trabalho é notada uma redugcdo da parasitemia dos animais infectados, nos dias
subsequentes a exposi¢cdo ao oxigénio hiperbarico. Entretanto, os efeitos da HBO n&o foram

avaliados durante todo o desenvolvimento da parasitemia. Além disso, os demais sintomas

clinicos e o mecanismo de ag&o do oxigénio hiperbarico ndo foram investigados.
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Na dissertacdo de mestrado por mim apresentada comprovamos que animais
infectados por PbA e diariamente submetidos a HBO (100% O,, 3 ATA, 1H) a partir do dia 0
da infecg@o apresentaram 50% de protecéao significativa em relagdo ao grupo néo exposto a
HBO. Protegcdo significativa também foi observada quando os animais infectados foram
submetidos a HBO (100% O,, 3 ATA, 2H) no quarto dia pos-infeccdo, quando os

camundongos ja apresentam parasitemia patente e sinais dos sintomas de malaria cerebral.

Baseados nesses resultados neuroprotetores da terapia de HBO contra MCM obtidos

anteriormente por nosso grupo, novos experimentos foram conduzidos com o intuito de:

1. Verificar a atividade da camara hiperbarica no sistema imune murino, através da
quantificagdo de citocinas pro-e antiinflamatérias, tais como: IFN-y, TNF-a, IL-10, IL1p3,
e IL-6 do gene controle B-actina no macerado cerebral dos animais expostos ou n&o a
HBO através de real-time PCR;

2. Analisar a agdo da oxigenacgéo hiperbarica na citoadeséao de linfécitos T CD8+ e TCD4+
alfa-beta ou gama-delta sequiestrados no cérebro dos animais através de citometria de
fluxo;

3. Avaliar a participagdo da HBO na ades&o de leucocitos através da microscopia intravital;

4. Determinar a participagdo do NO no modelo protetor da HBO nos camundongos
infectados com PbA, analisando a expressao de proteinas (e-NOS, i-NOS e n-NOS) no
cérebro dos animais infectados expostos, ou néo, a HBO;

5. Avaliar a expressédo de ICAM-1 no cérebro dos animais infectados expostos, ou nao, a
HBO através de real-time PCR;

6. Analisar o estresse oxidativo a partir da quantificacédo de heme total e da LDL oxidada

através de kits especificos;
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7. Determinar a capacidade da HBO em reduzir os niveis de expressao ICAM-1, em
células endoteliais do pulmdo humano (HLEC) e do cérebro de macacos Saimiri (SBEC),
através de citometria de fluxo;

8. Avaliar a citoaderéncia em condi¢des estaticas de parasitas P. falciparum selecionados
para ICAM-1 (Pf'“*) em células HLEC e SBEC expostas, ou nao, & HBO;

9. Verificar e quantificar a capacidade de eritrécitos infectados por Plasmodium falciparum
selecionados para ICAM (Pf) de suportar pressdes de fluxo em sistema mimetizador da
pressao sanguinea apods adesdo em HLEC e SBEC previamente expostas, ou nao, a
HBO;

10. Avaliar a capacidade do oxigénio hiperbarico em inibir o crescimento parasitario in vitro.
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MATERIAIS E METODOS
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ENSAIOS IN VIVO

CAMUNDONGOS E PARASITAS DE ORIGEM MURINA

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 de 7 a 10 semanas de
vida provenientes do CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em condigbes SPF
(Specific Pathogen Free) e todos os procedimentos foram analisados de acordo com o Comité
de Etica em Experimentacéo Animal desta instituicido (CEEA/UNICAMP) (protocolo n° 1366-1 e
2200-1). Os animais foram infectados intraperitonealmente (i.p.) com 10° eritrécitos infectados
(El) com Plasmodium berghei ANKA (PbA), linhagem capaz de induzir maléria cerebral. Como
controle da indugcdo da malaria cerebral por este clone parasitario, foi utilizado EI de
Plasmodium berghei NK65 (Pb-NK65), cepa incapaz de induzir malaria cerebral. As formas
sanguineas dos dois parasitas 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. A parasitemia foi
determinada diariamente por meio de esfregacos de sangue obtidos da cauda dos animais a
partir do quarto dia pés-infecgdo até a morte do animal ou até fase cronica da doencga. Os
esfregagcos foram fixados e corados com auxilio do kit Panoético Rapido (Laborclin®) e a

porcentagem de parasitemia foi determinada como sendo o numero de El em 1.000 eritrocitos.
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TRATAMENTO EM CONDICOES HIPERBARICAS

Este tratamento seguiu o protocolo descrito previamente (Blanco et al, 2008).
Camundongos C57BL/6 foram divididos em dois grupos de 8-10 animais. Um grupo controle,
ndo exposto a HBO, e um grupo exposto a 100% de oxigénio medicinal (White Martins), a
pressédo de 3,0 atmosferas absolutas (ATA), em cémara hiperbarica animal (Research
Chamber, model HB 1300B, Sechrist Inc. Anaheim, CA, USA), sendo a exposi¢cdo a HBO
realizada em secOes diarias de 1 hora, entre os dias 0 e 7 pods-infecgdo. A camara foi

pressurizada e despressurizada pela razdo de 0.5 ATA / min..

RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

a) Remocgao do cérebro para extragao de RNA

Animais infectados previamente com 10° El de Plasmodium berghei ANKA foram
submetidos a perfuséo, ou ndo, com PBS 1X entre os dias 6-8 pds-infeccdo, periodo do inicio
das manifestagdes clinicas da malaria cerebral. Os camundongos foram anestesiados com
200uL, por via intraperitonial, de solugdo de ketamina (12,5%) e xilazina (7,5%) diluidas em
PBS (80%). Em seguida, os animais foram sacrificados através de deslocamento cervical para
remogao do cérebro. Em seguida macerou-se o cérebro em nitrogénio liquido e o pé resultante

da maceracao foi adicionado em 1 ml de Trizo/l® Reagent (Invitogen) para extragdo de RNA.

b) Extragcao de RNA

A extracao de RNA foi realizada com Trizol® Reagent, conforme protocolo descrito pelo
fabricante. Para cada 50ug de tecido foram adicionados 1ml de Trizol®. Apdés homogeneizacao
do tecido no Trizol®, a amostra foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos.

Adicionaram-se 200ul de cloroférmio e em seguida a amostra foi novamente homogeneizada
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por agitamento durante15 segundos, sendo deixada a temperatura ambiente por cerca de 15
minutos, quando entédo se evidenciava visualmente a formacao de duas fases distintas.

Apbs a incubagdo a amostra foi centrifugada por 15 min a 14000 x g (4°C) e a fase
aquosa (que contém o RNA) foi transferida para um tubo limpo, adicionando-se em seguida
500ul de isopropanol e 1ul de glicogénio ou LPA. Novamente a amostra foi centrifugada por 10
min a 14000 x g (4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 ml
de alcool etilico 75%. Apds agitacdo, o material foi novamente centrifugado, o etanol foi
descartado e o RNA precipitado foi ressuspenso em 20ul de agua RNAse-free e guardado em
biofreezer (-80°C) para posterior produgéo de cDNA.

A extracao de RNA foi quantificada através de espectrofotdbmetro (Nanodrop - Thermo) e

a integridade do mesmo foi observada por meio de gel de agarose.

c) Sintese de cDNA e real-time PCR

Analise da expressao de citocinas

A partir do RNA extraido iniciou-se a sintese de cDNA através do Kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit™ (Applied Biosystems), utilizando-se aproximadamente 2ug do
RNA total extraido conforme o protocolo do fabricante. As reacdes de PCR foram realizadas
com auxilio da plataforma ABI Prism 7500 (Applied Biosystems), com o protocolo de ciclagem
sendo: um ciclo de 50°C por 2 minutos, um ciclo de 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95° C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto. As reagdes foram realizadas com volume de 25uL na
presenca do TagMan PCR Master Mix™ (Applied Biosystems) e de diferentes oligos (B-actina,
IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) e sondas. Todos os oligos utilizados foram fabricados pela
Applied Biosystems e os numeros de referéncia dos master mix correspondentes estéo listados:

RN00667869_m1  (B-actina), MmO00443258 m1  (IFN-y), Mm00443285 m1 (TNF-o),
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MmO00434228 m1 (IL-1B), MmMO00446190_m1 (IL-6) e Mm00439616_m1 (IL-10). A express&o
dos niveis de citocinas nos animais infectados com PbA estdo representados como o numero

de copias relativas utilizando-se o método (2“') (Overbergh et al., 2003).

Analise da expressao de ICAM-1

A partir do RNA extraido iniciou-se a sintese de cDNA através do Kit RNA Mini Kit-
Qiagen utilizando-se aproximadamente 1ug do RNA total extraido conforme o protocolo do
fabricante. As reagbes foram realizadas com volume de 25uL sendo que o gene alvo foi
quantificado utilizando-se Gene Expression Assays (Mn00516023-m1) om TagMan PCR Master
Mix™ (Applied Biosystems). A expressao dos niveis de RNA foram calculadas utilizando a ABI
Prism 7500 (Applied Biosystems), e normalizada com base na expressao do gene hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase (HPRT). A diferenga na expressao dos genes foi calculada

utilizando o método (2*%") (Overbergh et al., 2003).

CITOMETRIA DE FLUXO PARA ANALISE DA POPULACAO DE LINFOCITOS ADERIDOS

NO CEREBRO
a) Extragao de leucécitos sequestrados do cérebro (LSC)

Camundongos infectados com PbA expostos ou ndo a HBO foram anestesiados com
solucdo de ketamina (12,5%) e xilazina (7,5%) diluidas em PBS (80%) e em seguida
perfundidos intracardiamente com PBS para a remoc¢do dos leucdcitos circulantes. Ap6s a
perfusédo o cérebro foi coletado e macerado com auxilio do Cell Strainer® (BD) em meio RPMI
completo. O material macerado foi lavado com 5 ml de meio completo e repassado novamente
em Cell Strainer®. A solugéo celular foi entdo submetida a centrifugagdo durante 5 minutos a

1.500 x g. Apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi eliminado e o pellet ressuspendido em 10
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ml de solucao digestéo e deixado sob agitagéo intensa durante 30 min. a temperatura ambiente.
A solucao foi filtrada em gaze e em seguida adicionou-se 10 ml de meio RPMI completo, sendo
a solucdo novamente centrifugada durante 30 segundos a 500 rpm. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante foi depositado sobre um gradiente de 30% de Percoll® (GE) iso-osmatico e
centrifugado durante 10 minutos a 3.000 x g e sem freio, a fim de evitar a desestruturacao do
gradiente. O sobrenadante obtido foi descartado e o pellet ressuspendido em meio completo
acrescido de solugdo ACK (para retirada de hemacias), seguido de incubagdo durante 30
segundos a temperatura ambiente. Apds a incubagcdo com ACK, foram adicionados 14 ml de
tampéo FACS e a suspenséo foi centrifugada por 5 minutos a 1.500 x g. O sobrenadante foi

novamente removido e o pellet ressuspendido em tampao de lavagem FACS.

b) Marcacao e analise de citometria de fluxo dos LSC

A solucao celular foi ressuspendida em tampéo de lavagem FACS e transferidas para
tubos de citometria. Em seguida foram centrifugados (1.250 rpm por 10 minutos a 4°C) e o
sobrenadante descartado. O pellet de células foi entdo ressuspendido em 500 pL de tampao de
lavagem. Apds esse procedimento, 100 uL da suspensdo de células foram distribuidos em
tubos de citometria, e marcados com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos
especificos: FITC/anti-CD4 (clone H129-19), FITC/anti-CD8 (clone 53-6.7), PE/anti-TCR yd&
(clone GL3) e APC/anti TCR aff (clone H57-597). Ap6s 15 minutos de incubacdo a 4°C no
escuro, foram adicionados 500 uL de tampéao de lavagem, centrifugando-se por 10 minutos a
1.250 rpm a 4°C. Apos descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas por meio de
agitacao e adicionando-se 500 uL de tamp&o de lavagem, seguido de nova centrifugagédo (10
minutos a 1.250 x g a 4°C). Ap6s novo descarte do sobrenadante, as células foram

ressuspendidas, sendo adicionados 200 uL de formaldeido 2%. Ap6s a fixacdo as células foram
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adquiridas em citdbmetro de fluxo (FACSCanto/Becton & Dickson). Para cada amostra um
minimo de 10.000 eventos foram adquiridos. A analise dos resultados foi executada em

programa especifico Diva™

c) Tampoes e solugdes utilizadas
Meio completo:
- RPMI-1640 medium (Sigma cat n°R4130) com 10% de soro fetal bovino.

- Gentamicina (40mg/L).

Solugéo digestao:
- 40mg colagenase D (Roche -catn®11 088 785103)- 50mg em 250 ml de Hepes.
- 150mg CaCL, (2H,0).
- DNAse 1000U (Roche cat n°12445800)- 1,25mg em 250 ml Hepes.
- 200 mL de tamp&o HEPES (0,6g Hepes/100 ml PBS 1x).
Ou utilizar os produtos Sigma:
- colagenase 0,25¢g (Sigma cat n° C0773); DNAse 1000U (Sigma cat n°D4527), para 500 mL de

tampao HEPES.

Percoll:

-O Percoll 100% € composto por 9 ml de Percoll (GE cat n° 17-0891-02) e 1 ml de PBS
10X, depois filtrado em filtro de 0,22um.

-O Percol 30% & composto por 3 ml de Percoll 100% do filtrado de 7 ml de meio

completo (homogeneizar bem a suspenséo).
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Tampao FACS:
- 900 ml H,O Millig.
-100 ml PBS 10x.
- 10 ml de soro fetal bovino decomplementado.

- 0,1g de azida sddica (NaNs).

Solugdo ACK:
- 8,299 NH,CL.
- 1g KHCO;
-37,2mg de Na, EDTA.

- gsp 1 litro de Agua, pH=7,2 -7,4 (acertar o pH com HCL 1N) —filtrar em filtro 0,22um

MICROSCOPIA INTRAVITAL

Camundongos C57BL/6 infectados com 10° El PbA foram submetidos & microscopia
intravital no 5° dia pos-infeccdo como previamente descrito por Vilela et al. (2009) e Lacerda-
Queiroz et al. (2010). Os animais foram previamente anestesiados com Ketamina (100 mg/Kg) e
Xylazina (16 mg/Kg) e mantidos a 37° C com auxilio de placa aquecida acoplada ao
microscopio. Em seguida deu-se inicio a craniotomia na regido parietal utilizando-se uma mini-
broca (Beltec, Brasil), onde foram removidas a dura-mater e a aracndide, possibilitando a
visualizacdo dos vasos sanguineos da pia-mater. Para analise do fluxo sanguineo nos vasos
cerebrais foi utilizado um microscopio (Zeiss Axio ImagerA2), com objetiva de 10X, com camera
acoplada para gravacao das imagens. Apds a localizagdo dos vasos a serem estudados,
inoculou-se intravenosamente 50 pl do corante rodamina 6G (Sigma, St. Louis MO) na
concentragdo de 1 mg/ml. A rodamina é um corante fluorescente que se acumula nas

mitocondrias e possibilita a visualizagdo dos leucécitos sob velocidade de fluxo (Baatz et al.,
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1995). As imagens adquiridas foram analisadas através do programa Imaged software, e as
células marcadas com rodamina aderidas, ou nao, foram contabilizadas. Considerou-se como
aderidos aqueles leucocitos que permaneceram por 30 segundos ou mais estacionados no
endotélio. A contagem dos leucocitos aderidos foi expressa como células aderidas ao endotélio
em 100um de comprimento do vaso. A velocidade (pixel/ms) das células coradas com rodamina
6G foi determinada através da analise dos filmes gravados de cada condigédo (ndo infectado,
infectado com P.berghei NK65, infectado com P.berghei ANKA e infectado com P.berghei
ANKA exposto a HBO) pelo programa Imaged software Plug-in in 3-4. Apds o procedimento os
animais foram sacrificados por meio de injecdo de alta dosagem de anestésico (ketamina e

xylazina).

ANALISE DA EXPRESSAOQ DE INOS, ENOS E NNOS POR WESTERN BLOT

a) Western blot

Para a extracdo de proteinas totais dos cérebros armazenados, estes foram
homogeneizados em tampéao de extragdo. As amostras foram subsequentemente centrifugadas
a 12.000g a 4°C por 15 min., sendo retirado o sobrenadante que contém o extrato das proteinas
totais do tecido. A concentragédo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford (Bradford, 1976). Ao equivalente a 100ug de proteinas totais de cada amostra foi
adicionado um volume igual de tampao de amostra Laemmli (Laemmli, 1970). Em seguida, as
amostras foram mantidas por 5 minutos em banho-maria a 95°C, e entdo submetidas a
eletroforese, com SDS, em gel de 8% de poliacrilamida. As proteinas contidas no gel foram
eletrotransferidas por 90 minutos a 120 V para uma membrana de nitrocelulose (BioRad)
(Towbin et al., 1979). Os sitios de liga¢des inespecificas da membrana foram bloqueados com
20 ml de solucao de 5% leite desnatado em pd, 50mM PB PH 7.4, 150mM NacCl, 0,01% Tween

20 (PBS-tween+leite) por 1 hora. A membrana foi subsequentemente incubada com anticorpo
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anti-eNOS (Santa Cruz, Biotechnology Inc, USA), anti-iNOS (Santa Cruz, Biotechnology Inc,
USA), ou anti-nNOS (Santa Cruz, Biotechnology Inc, USA), diluido 1:1.000 em 10 ml de tampé&o
PBS-tween contendo 3% BSA, por 12h a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo lavada por
5 minutos com solugdo PBS-tween e incubada com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Zymax — Zymed Laboratories) diluida 1:10.000 em 10 ml de PBS-tween + 3% de
leite desnatado em po, por 1h a temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi lavada 3
vezes por 5 minutos com PBS-tween, sendo as bandas imunorreativas detectadas por
autoradiografia em um filme Kodak GBX2 utilizando-se do kit de quimioluminescéncia
SuperSignal West Pico (Pierce). A densidade 6ptica das bandas imunorreativas foi determinada
por densitometria optica digital (Scion Image Software), sendo os valores obtidos expressos em

relacao as densidades Opticas das bandas de a-Tubulina empregada como controle interno.

b) Tampoes e solugbes utilizados

Tampao de extragao de proteina
-0,5 ml de EDTA pH 7,4 (0,01 M)
-1 ml de Trizma base (Tris-HCI) pH 7,4 (0,1mM)
-0,045¢g de Pirofosfato de sddio (10 mM)
-0,042g de Fluoreto de Sédio (100 mM)
-0,0189g de Ortovonadato de sédio (10mM)
-100 pL de Triton (1%)

- Coquetel inibidor de protease 1% (Sigma)

41



Tampao de transferéncia

-6,05g de Trisma base

-8,82g de Glicina

-0,4g de Dodecil sulfato de sodio (SDS)

-400 ml de Metanol

-g.s.p. 2.000 ml de Agua Milli-Q
Dissolver o trisma base, a glicina e o SDS em aproximadamente 1.200 ml de agua Milli-Q, sob
agitacao constante. Em seguida acrescentar o metanol e completar o volume para 2 litros com

agua Milli-Q.

Tampao de revelagao

-12,11g de Trisma base

-5,84g de Cloreto de sodio (NaCl)

-1,016g de Cloreto de magnésio (MgCl,)

-g.s.p. 1000 ml Agua Milli-Q
Dissolver todos os reagentes em aproximadamente 950 ml de agua destilada, acertar o pH para
9,5 e completar o volume para 1.000 ml em baldo volumétrico. Estocar em geladeira a 4°C. No
momento do uso adicionar 0,016% de NBT (Nitroblue Tetrazélico) e 0,008% de BCIP (5-Bromo-

4-Cloro-3-Indol-fosfatase).

Solugédo Fixadora do gel
-50% de Metanol
-10% de Acido acético

-40% Agua destilada
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Solugao corante do gel
-0,2% de Coomassie Brilhante Blue R 250
-45% de Metanol
-10% de Acido acético

-9% de Agua destilada

Solugdo descorante do gel
-45% de Metanol
-10% de Acido acético

-45% de Agua destilada

Tampao Trisma Salino (TBS)
-12,11g de Trisma base
-9g de Cloreto de sodio
-g.s.p. 1.000 ml de Agua destilada

Ajustar o pH 7,6 e armazena em geladeira a 4°C.

Tampao de bloqueio
-5% de Leite desnatado

-95% de Tampao trisma (TBS)

Tampao de lavagem
-0,1% de Tween 20

-99,9% de Tampéao trisma (TBS)
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DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

HEME TOTAL

Camundongos C57BL/6 de 7-10 semanas foram infectados com 10° El de PbA e expostos,
ou nao, a HBO (100% O,, 3ATA, 1hora) e tiveram o sangue coletado no sexto dia pés-infec¢ao
para determinacdo da quantidade total de heme no plasma. Utilizou-se ensaio colorimétrico
através do kit QuantiChromheme assay kit (Bioassay Systems), conforme protocolo descrito

pelo fabricante e previamente descrito (Andrade et al., 2010).

DETERMINACAO DA LDL OXIDADA

Quantificagdao da oxLDL no soro

Os animais foram anestesiados com solugdo contendo Ketamina (12,5%) e Xilazina
(7,5%) diluidas em PBS (80%) e tiveram o sangue total coletado da veia cava utilizando-se do
EDTA como anticoagulante na propor¢éo de 10% do volume total de sangue. Para obteng&o do
plasma, o sangue coletado foi centrifugado a 1.000 g, a 4°C, por 15 min., em seguida
adicionou-se ao plasma Benzamidina (2 [1mol/l), Gentamicina (0.5%), Chloramphenicol
(0.25%), Phenyl-methyl-sulfonylfluoride (0.5 [1mol/l) e Aprotinina (0.1 unit/ml).

A quantificagdo da LDL oxidada no soro de camundongos infectados PbA expostos, ou
ndo, a HBO e controles ndo infectados, foi realizada pelo Kit oxLDL B2GP (Cayman, USA)
conforme indicado pelo fabricante e com algumas modificagées.

Amostras de plasma e do padréo foram diluidos em tampé&o carbonato / bicarbonato, pH
9,6 e em seguida incubadas a 4°C overnight, em uma placa de polivinilde 96 po¢os (Corning)
previamente sensibilizada com anticorpo monoclonal anti complexo-b2GP. Em seguida a placa
foi lavada (4X) com PBS 1X e bloqueada com 3% de gelatina em temperatura ambiente por 2h,
afim de reduzir a ligagdo de proteinas nao-especificas durante o ensaio. Apdés o bloqueio a

placa foi lavada novamente com PBS 1X (4X) e em seguida adicionou-se aos pogos anticorpo
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monoclonal anti-LDL oxidado. Para detectar a presenca de anticorpo ligado foi adicionado
peroxidase conjugada com anticorpo de cabra contra IgG de camundongo (KPL-Kirkegaard &
Perry Laboratories, Maryland, USA) diluido em PBS 1X. Apés a lavagem, 50 [l de substrato
enzimatico TMB ELISA (3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina) (Invitrogen Corporation, Camarillo, CA -
EUA) foi adicionado por pogo. A reacgéao foi interrompida pela adigédo de 50 yL 0,1M de H,SO,
Os resultados foram calculados através da utilizagdo da curva padrdo e expressos em

microgramas de oxLDL
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ENSAIOS IN VITRO

CULTIVO DE CELULAS ENDOTELIAIS

Nos ensaios de citoadesdo foram utilizadas células endoteliais do pulm&o humano
(HLEC) e do cérebro de macacos Saimiri (SBEC). Ambas as linhagens celulares foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Jurg Gysin (Université de La Méditerranée, Marseille,
Franca). As células foram cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com 30 pg/ml fator de
crescimento de células endoteliais (ECGS, Sigma) e 10% de soro fetal bovino e foram mantidas

em incubadora com pressao constante de 5% de CO, e 37°C.

a) Tampoes e solugdes utilizadas
Meio de cultura:

-DMEM-F12 (Nutricell)

-ECGS (Sigma, E0760) 30 pg/ml.

-10% Soro Fetal Bovino

Meio de congelamento:
-DMEN-F12,
-40% de SFB

-8% de DMSO (Sigma, R4540).
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CITOMETRIA DE FLUXO PARA DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE MOLECULAS DE

ADESAO

Células HLEC ou SBEC, tratadas ou ndo com LPS (1ug/ml) e submetidas ao tratamento
em camara hiperbarica (3 ATA, 2horas), foram coletadas (aproximadamente 1x10° células) por
meio da lavagem de placas de 6 pocos com o auxilio de cell scraper com tampao de lavagem. A
suspensao de células foi transferida para tubos de citometria, centrifugada (1.250 rpm por 10
minutos a 4°C) e o sobrenadante descartado, o pellet de células foi entdo ressuspendido em
500uL de tampao de lavagem. Apéds esse procedimento, 100uL da suspenséo de células foram
distribuidos em tubos de citometria e foram adicionados os anticorpos para marcagédo de
superficie: anti-CD54 (ICAM-1; PE), anti-CD62E (E-Selectina; FITC) e anti-CD36 (FITC), assim
como os anticorpos utilizados como controle de isotipo (todos os anticorpos BD Bioscience).
Apds 15 minutos de incubagédo a 4°C no escuro, foram adicionados 500uL de tampéao de
lavagem, centrifugando-se por 10 minutos a 1.250 rpm a 4°C. O sobrenadante foi desprezado,
as células ressuspendidas (vortex), adicionando-se 500uL de tampao de lavagem, seguido de
nova centrifugacao (10 minutos a 1.250 rpm a 4°C). Ap6s o descarte do sobrenadante, as
células foram ressuspendidas, sendo adicionados 200uL de formaldeido 2%. Apos a fixagéo as
células foram adquirida em citémetro de fluxo (FACSDiva/Becton & Dickson). Para cada
amostra um minimo de 100.000 eventos foram adquiridos. A analise dos resultados foi
executada em programa especifico (FSC Express v.3.00.0320 — De Novo Software), sendo
analisada a porcentagem de células positivas, assim como a Média de Intensidade de

Fluorescéncia (“Mean Fluorescence Intensity” - MFI) de cada marcador.
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a) Tampoes e solucgodes utilizados
Tampao de lavagem
-PBS-BSA (0,1%)

-NaN3; (0,2mM)

ULTIVO DE FORMAS SANGUINEAS DE Plasmodium falciparum

Nos ensaios parasitarios in vitro foi utilizado o isolados de Plasmodium falciparum FCR3
(Africa-Gambia). Eritrocitos infectados pelo P. falciparum (EIPf) foram cultivados em sangue O+
de acordo com Trager & Jensen (1976), em sistema de Candle Jar. Eritrécitos infectados (El)
foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma) com 10% de plasma humano e sangue humano
O+ hematécrito 5%. A parasitemia foi monitorada diariamente por meio de esfregacos e a
parasitemia maxima mantida em 4% de formas maduras (trofozoitas e esquizontes) e 8% de

formas jovens (anel) como descrito por Lopes et al. (2009).

a) Tampoes e solugdes utilizadas
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/l de hipoxantina (Sigma — H9636-1G)
-antibiético gentamicina 40mg/ml (Schering-Plough).
O pH é ajustado para 7,2 com bicarbonato de sédio (Sigma, S5761) e o meio é filtrado em

membrana de 0,22um no fluxo laminar. Adiciona-se entdo 10% de plasma humano
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(Hemocamp-Hemocentro/Unicamp). O plasma é previamente inativado em banho-maria a 52°C

por 1 hora.

Concentrado de hemacias:
O concentrado de hemacias (Hemocamp-Hemocentro/Unicamp) foi lavado com meio
RPMI e estocado adicionando-se 2 volumes do meio RPMI contendo 10% de plasma

(Hemocamp-Hemocentro/Unicamp).

Meio de congelamento (Glycerolyte):
-45% de glicerina (Synth — G1-005),
-KCI 5mM (J. T. Backer 3040-01)

-31 g/l de sodio lactato liquido (Sigma — L4263).

Solugdes para descongelamento:

-NaCl 12% pH 6,0

-NaCl a 1,6% pH 5,5.
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ENRIQUECIMENTO DE ESTAGIOS TROFOZOITAS DA CULTURA DE P. falciparum

O enriquecimento das formas maduras (< 24 horas, trofozoitas e esquizontes) 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. O gradiente foi deixado em um tubo na
posicao vertical, a 37°C durante 1 hora. Ap6s este periodo, a fase superior, contendo as formas
maduras, foi removida e lavada com meio RPMI sem plasma e utilizada nos ensaios de

citoades3o.

SELECAO DE FORMAS SANGUINEAS DE P. falciparum MONOFENOTIPICAS - PANNING

Esta técnica foi baseada no protocolo de Scherf et al. (1998) e tem como objetivo a
selegdo de parasita monofenotipicos. Células endoteliais CHO capazes de expressar apenas
um receptor (ICAM) foram crescidas até a confluéncia em garrafas de 75 cm®. Eritrcitos
infectados foram enriquecidos por passagem no Voluven™, ressuspendidos em meio RPMI pH
6,8 (meio de adesao) e transferidos para a garrafa contendo as células. Apds incubagao por 1h
a 37°C, o excesso de parasitas ndo aderidos foi removido por meio de lavagens em meio RPMI
pH 6,8. Em seguida, foi adicionado meio RPMI pH 7,2 para liberar apenas El capazes de se
ligarem a ICAM. Apés incubagao de 30 min, 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 selecdo de parasitas com o fenétipo desejado.
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Figura 5: Esquema selegdo de EIPf monofenotipicos (Panning)

ENSAIOS DE CITOADESAO COM ERITROCITOS INFECTADOS COM P. FALCIPARUM EM

CELULAS ENDOTELIAIS
a) Em condigoes estaticas:

Esses ensaios foram realizados de acordo com protocolo descrito por Costa et al. (2003)
e Pouvelle et al. (2003). Cerca de 5X10* células HLEC ou SBEC foram cultivadas em laminas
para cultivo celular de 8 pogos (Culture Slides, Becton & Dickinson) com cerca de 0,69 cm?
cada, por 2 dias até atingirem total confluéncia. Em seguida foram ou nao estimuladas com
Tug/ml LPS durante 4 horas sendo posteriormente expostas ou ndo a HBO (Research
Chamber, model HB 1300B, Sechrist (2horas, 3ATA, 100%0,)).

Os parasitas foram enriquecidos e em seguida ressuspendidos em meio RPMI pH 6,8.
Apo6s a exposicdo das células @ HBO a suspensao (1 x 10° ) de El foi adicionada a cada pogo e
deixada a 37°C durante 1 hora. Apos este periodo, os eritrécitos ndo aderidos foram removidos

por meio de extensivas lavagens em meio RPMI. As Iaminas foram fixadas com e coradas com

o kit Panotico Rapido (Laborclin) para posterior contagem do nimero de EI/mm2
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b) Em condig¢des de fluxo:

Cerca de 5X10° células HLEC ou SBEC foram cultivadas em laminas para cultivo celular
de 1 pogos (Culture Slides, Becton & Dickinson) com cerca de 0,86 cm?® por 2 dias até
atingirem total confluéncia. Em seguida foram ou n&do estimuladas com 1ug/ml LPS durante 4
horas sendo posteriormente expostas ou ndo a HBO (Research Chamber, model HB 1300B,
Sechrist (2horas, 3ATA, 100%0,))

Com o intuito de verificar a capacidade adesiva de El em condi¢des similares aquelas do
fluxo sanguineo, e de verificar a forga de interacdo de El com a monocamada endotelial, apos a
exposicdo ou nao a HBO (1 hora, 3 ATA) ou estimulagédo com LPS. Uma suspenséo de El de P.
falciparum, FCR3'“*M foi introduzida no sistema de fluxo a uma pressao de 0,05 a 1,44 Pascal
(Pa). Ap6s a completada passagem da solugéo de El sobre a monocamada celular, o nimero
de parasitas capazes de permanecer ligadas ao endotélio foi determinado como a média *

desvio padrao de 20-30 campos, escolhidos aleatoriamente.

ENSAIOS DE INIBICAO DO DESENVOLVIMENTO PARASITARIO (EIP)

Para avaliar a capacidade do oxigénio hiperbarico em inibir o crescimento parasitario
utilizamos cultura ndo sincronica de parasitas P. falciparum FCR3'°*M. A parasitemia e
hematdcrito foram ajustados para 2% e 4% respectivamente. Foram utilizadas dois métodos
distintos. Os parasitas foram incubados em placas de 96 pog¢os em quadruplicata e expostos ou
ndo a HBO (2 horas, 3ATA, 100% O). Apds 48 horas foram feitos esfregacos de cada pocgo e
as laminas foram coradas com o kit Panético Rapido (Laborclin), sendo a porcentagem de

parasitemia determinada apds contagem em microscopio éptico.
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ANALISE ESTATISTICA

Andlises estatisticas de significancia foram realizadas por meio do teste Mann-Whitney,
ANOVA um critério ou Kruskal Wallis. As diferengas entre as taxas de letalidade foram
analisadas pelo teste de Log-Rank. Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio
do programa BioEstat versao 3.0. As diferencas foram consideradas significativas quando P<

0,05.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL (FIGURA 6)

s+ 10°EiPbA
27" 10° EIPbNK65

Vo
C57BL/6
4 (7-10W)

4

( HBO 100% O, 3ATA 1h/dia )

5

6

Dia 5 - Microscopia Intravital

Dias 6 e 7 - Real-time PCR

L

Blot
@) FACS

Dias 6 e 7 - Heme total

|

LDL oxidada

EiPFCR3 M
HLEC
SBEC
(HBO 100% O, 3ATA 2h)
Hora 0 12 24 36 48
| | 1 |

48h - FACS (HLEC / SBEC)

48h - MTT

48h - ADESAO ESTATICA

ADESAO FLUXO

54



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nos estudos realizados anteriormente demonstramos que a terapia com oxigenacao
hiperbarica foi capaz de promover um efeito protetor contra a malaria cerebral murina. Pudemos
observar ainda que animais infectados com PbA e tratados diariamente durante 1 hora com
HBO (100% O,, 3 ATA) do dia 0 ao dia 7 pés-inoculagéo, apresentaram significativa diminuigéo
no desenvolvimento de MC e, consequentemente, reducéo significativa na taxa de mortalidade
quando comparados ao grupo controle (ndo exposto) Além disso, pudemos observar uma
redugéo significativa (P<0,05) da parasitemia dos animais infectados pelo P. berghei ANKA
expostos a HBO nos dias 4 e 6 ap6s a infeccéo (Blanco et al., 2008). E importante ressaltar que
o protocolo de exposicdo ao oxigénio hiperbarico utilizado nédo teve efeitos deletérios em
hemacias sadias, sendo que animais ndo infectados mantiveram a quantidade de hemacias
inalteradas ap6s a exposicao continua a HBO. Estes animais também n&o tiveram sua
mortalidade alterada, indicando que o protocolo escolhido para tratamento ndo é téxico aos
camundongos (Blanco et al., 2008).

A partir desses resultados, novos experimentos foram realizados a fim de entender como
a terapia com oxigénio hiperbarico € capaz de alterar a patogénese da malaria cerebral,
reduzindo os sintomas e prolongando a vida dos animais infectados.

Diversos estudos indicam o aumento da expressao de citocinas pro-inflamatérias (IL-10,
TNF-o,IFN-y) e a participacdo de linfécitos T CD4+ e CD8+, principalmente, como fatores
essenciais para o desenvolvimento da patogénese da MC (Belnoue et al, 2004). Dessa
maneira, baseado na reducdo da adeséo de leucécitos promovido pela terapia hiperbarica e
pela sua acéo anti-inflamatoéria descrita em modelos de isquemia, analisamos a expressdo dos
niveis de diferentes citocinas no cérebro de animais infectados tratados ou nao com HBO. Para
isso, grupos compostos por 5 animais cada foram expostos ou ndo a HBO e tiveram seus

cérebros removidos, seguido da extragdo de RNA (Figura 7) e sintese de cDNA para ensaios de
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RT-PCR em tempo real com o intuito de quantificar os niveis de expressao de diferentes

citocinas.

1H 2H 3H 4H 5H 6H 7H 8H 10H 1IN 2N 3N 4N 1C 2C 3C 7C 8C 10C

Figura 7: Produtos da extracdao de RNA do cérebro doa animais infectados com PbA expostos ou ndo a HBO (100% O, 3
ATA,1 hora) observado em gel de agarose 1,5% contendo 2,2M de formaldeido em tampao MOPS1X, corados com brometo
de etidio. H= animais infectados e expostos a HBO (PbA HBO); N=animais nao infectados (naive); C= Animais infectados e

néo expostos a HBO (PbA)

Como podemos notar na figura 8 houve reducao significativa na expressdo de IFN-
v (P<0.05), TNF-a. (P<0.01) e IL-10 (P<0.05) no cérebro dos animais tratados com HBO em
relacdo aos nao tratados. A reducao de IL-10 observada pode estar relacionada a reducéo de
outras citocinas como TNF-a. e IFN-y. No entanto, ndo houve diferencas significativas (P<0,05)
na expressdo dos niveis de IL-1p e IL-6. Os controles negativos utilizados para amplificagédo
nao foram capazes de gerar produtos de amplificagéo e todos os cDNAs foram amplificados na
presenca de oligonucleotideo de B-actina (controle enddgeno positivo) indicando boa qualidade

dos cDNAs.
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Figura 8: HBO altera a expressdo dos genes das citocinas em animais infectados com PbA. Grupos de 6-7 animais
camundongos infectados com 10° El de P. berghei ANKA diariamente expostos, ou ndo & HBO durante 1 h a partir do dia 0 até o
dia 7 (100% O2, 3 ATA) tiveram seus cérebros coletados no dia 7 para analise dos niveis de expressdo de mRNA por real-time
PCR. Nota-se reducéo significativa na expressédo de TNF-a, IFN-y e IL-10, no entanto ndo houve diferenca significativa na
expressdo de IL-1B e IL-6 dos animais expostos em relagdo aos ndo expostos. Valores foram expressos como as médias das

copias especificas das citocinas em relagdo as copias especificas de B-actina (*) representam P< 0.05; PbA HBO vs PbA (Mann-

Whitney).

Diversos estudos demonstram que a patogénese da MC esta relacionada ao aumento
das citocinas pré-inflamatérias. Analises post-mortem de cérebros de criangas e adultas vitimas
de malaria cerebral revelaram uma alta express&o de marcadores imunolégicos como TNF-a e
IFN-y, IL-10 e IL-1B, os quais normalmente ndo sdo expressos, nos macréfagos cerebrais
(Medana & Turner, 2006; Hunt & Grau, 2003; Taylor et. al., 2004; Prakash et al., 2006). Além
disso, analises de plasma de pacientes com MC revelam altos niveis de citocinas
proinflamatérias como IFN-y, IL-13 e TNF-a (Peyron et al., 1994; De Kossodo & Grau, 1993), o
que possivelmente esta relacionado ao aumento da expressdo de ICAM-1, envolvido na ades&o
de El e leuctcitos no endotélio cerebral (Craig & Scherf, 2001; Grau & De Kossodo, 1994;

Beremdt et al., 1989; Miller et al., 1989). Por fim, estudos demonstraram que a neuroproteg¢éo
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em malaria cerebral experimental esta geralmente associada a redugéo dos niveis de citocinas
como TNF-a e IFN-B (Medana et al., 1997; De Kossodo & Grau 1993; Jennings et al., 1997).
Tendo em vista a importancia das citocinas pré-inflamatoria no desenvolvimento da patogénese
da MC, a redugdo dessas citocinas promovida pela exposicao a HBO torna-se um importante
ponto no combate as complicagbes das infec¢cdes malaricas.

A migracdo de células TCD8 para o cérebro tem sido apontada como um fator
importante no desenvolvimento da patogénese da malaria cerebral experimental, contribuindo
para o aparecimento dos sintomas e quebra da barreira hemato-encefélica, levando a morte
associada a MC (Belnoue et al., 2002; Nitcheu et al., 2003; Pino et al., 2005; Renia et al., 2006).
Por esta razéo avaliamos os efeitos da HBO na adesé&o de linfécitos TCD4 e TCD8 no cérebro
dos animais infectados. Sendo assim, animais C57BL/6 infectados com PbA tiveram o cérebro
coletado no sétimo dia poés-infeccdo e os leucécitos aderidos foram extraidos. Analises
quantitativas foram realizadas através de citometria de fluxo e demonstraram que os animais
infectados e expostos a HBO tiveram reducgéo de linfécitos T CD4 de 1,6 vezes 3 (1,9 vs 1,2%)
e ap (7,0 vs 4,2%) (Figura 9) e uma reducao mais expressiva de 2,5 vezes de TCD8 v5 (7,1 vs
2,82%) e af (43,1 vs 17,7%) em relacdo a animais ndo-expostos (Figura 9). Tais resultados
indicam um efeito neuroprotetor da HBO relacionado a redugéo do sequestro de leucécito T
CD4+ e CD8+ no cérebro de animais infectados. Estes achados corroboram com outros
achados que indicam que o tratamento com oxigénio pressurizado € capaz de reduzir a
expressao de citocinas como TNF—a e IFN-y e presenca de linfocitos T, assim como é capaz de
reduzir a migracao de células imunocompetentes e promover a melhora nos transplantes de
tecido através da regulacéo das fung¢des do sistema linféide (Lahat et al., 1995; Gadd et al.,

1990; Granowitz et al., 2002; Al-Waili et al., 2005).
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Desta maneira, pudemos observar a acao antiinflamatéria promovida pela terapia com
oxigénio hiperbarico, através da redugcéo na expressao de IFN-y (P<0.05), TNF-a (P<0.01) e IL-
10 no cérebro dos animais expostos a HBO em relagéo aos nédo expostos. Demonstramos ainda
gue os animais infectados e expostos a HBO tiveram reducao de linfécitos TCD4 e TCD8 em
relacdo a animais nao-expostos, sugerindo um efeito neuroprotetor da HBO relacionado a
reducao da sequestracéo de leucdcitos no cérebro de animais infectados.

O bloqueio do fluxo sanguineo cerebral, a vasoconstricao e a oclusdo vascular devido a
adesédo de leucocitos sao fendmenos comuns na patogénese da malaria cerebral (Dondorp et
al., 2003; Van der Heyde et al., 2006; Francischetti et al., 2008), por esse motivo utilizamos a
técnica de microscopia intravital em tempo real, a qual tem sido uma importante ferramenta
para o entendimento de fendmenos 6rgéo-especifico como no caso da malaria cerebral murina.
Através desta técnica podemos avaliar em tecido transliucido ou naqueles nao translucidos
como o cérebro, com auxilio da epifluorescéncia, eventos de rolamento e adesao (Ley, 2001).
Desta maneira, grupos de 5 camundongos C57BL/6 nao infectados, infectados com P.berghei
NK65 ou com P berghei ANKA expostos ou ndo a HBO (100% O,, 3 ATA), tiveram seus
leucécitos marcados com o fluorocromo rodamina 6G no dia 5 pés-infeccdo e observados
através da microscopia intravital. Dessa maneira pudemos verificar a interacdo leucocito-
endotélio na microvasculatura da pia-mater.

Conforme mostrado nas Figuras 10A-B, houve uma reducéo significativa da ades&o de
leucécitos no endotélio cerebral de animais infectados com P. berghei ANKA e expostos a
oxigenacgao hiperbarica em comparac¢ao aos animais infectados com PbA e n&o expostos. Nao
houve diferenca significativa notada entre os animais infectados com PbA e expostos a HBO e
aqueles infectados com Pb NK65, que foram utilizados como controle ja que esta linhagem néo
€ capaz de induzir malaria cerebral. Além disso, é possivel notar através das filmagens que os

animais infectados com PbA e expostos a HBO demonstram velocidade do fluxo sanguineo
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maior que aqueles infectados e ndo expostos a HBO.

Para andlise da velocidade das células coradas com rodamina 6G um grupo de imagens
de trés frames seguidos foi sobreposto, sendo que a cor vermelha indica o primeiro frame, o
verde o segundo e o azul o terceiro. Basicamente dois tipos de populag¢des foram observadas,
as células com alta velocidade, indicadas com o triangulo branco, e as células de baixa
velocidade (células que se arrastam no endotélio) indicadas com o triangulo cinza. Podemos
notar na Figura 11 que os animais infectados e ndo expostos a HBO exibem um maior numero
de células aderidas (quadrados amarelos) ao endotélio, assim como a presenca de células de
baixa velocidade, as quais ndo sdo vistas nos demais grupos (PbAHBO, NK65 e Né&o-
infectado). Na Figura 11 a velocidade das células marcadas é expressa em pixel por
milisegundos, sendo que os pontos vermelhos indicam a média da velocidade das células de
cada grupo.

A diferenca na velocidade, assim como o comportamento destas células pode ser
observada na Figura 11 e visualizada/ acessada nas filmagens em tempo real nos seguintes

links http://www?2.ib.unicamp.br/branco/parasit/Costa_FTM/videos_yara/PbA.mov (Grupo de

animais infectados com P.berghei ANKA),

http://www?2.ib.unicamp.br/branco/parasit/Costa_FTM/videos_yara/PbA%20HBO.mov  (Grupo

de animais infectados com P.berghei  ANKA e expostos a HBO)

(http://www?2.ib.unicamp.br/branco/parasit/Costa_ FTM/videos_yara/NK65.mov ~ (Grupo de

animais infectados com P.berghei NK65) e

http://www?2.ib.unicamp.br/branco/parasit/Costa_FTM/videos_yara/Non-infected.mov (Grupo de

animais nao-infectados).
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Figura 9 Redugio da adesio de linfocitos TC4 e TCD8 no cérebro de animais infectados com PbA e expostos 4 HBO. Camundongos C57BL/6 foram infectados 10° El
de P. berghei ANKA diariamente expostos, ou ndo, a HBO durante 1 h a partir do dia 0 até o dia 7 (100% O2, 3 ATA), Os animais foram perfundidos, seus cérebros foram
removidos para extracdo dos leucécitos aderidos. Analises de citometria de fluxo indicam uma redugéo na porcentagem de leucécitos TCD4 off e yd e TC8 aff e yd aderidos

no endotélio cerebral. (a) yd e CD4 (B) ap e CD4 (C) yd e CD8 (D) o e CD8
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Figura 10: HBO reduz a adesdo de leucécitos no endotélio cerebral de camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Os
ensaios de microscopia intravital foram realizados no dia 5 p6s-infec¢cdo, com grupos (n=5) n&o-infectados, animais infectados com
Plasmodium berghei NK65 (NK65) ou infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) expostos ou ndo a HBO (100% O, 3 ATA,
Thora/dia). (A) Fotomicrografia representativa de cada grupo. (B) Adesé&o de leucdcitos: os resultados séo expressos como a média
de leucécitos aderido por 100 um de pelo menos 4 vasos (30-70um de didametro) £ SEM. (*) representam P< 0.05; PbA HBO vs PbA

(Kruskal-Wallis).
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Figura 11: HBO aumenta o fluxo sanguineo no endotélio cerebral de camundongos C57BL/6 infectados com PbA. Os
ensaios de microscopia intravital foram realizados no dia 5 p6s-infecgéo, com grupos (n=5) n&o-infectados, animais infectados com
Plasmodium berghei NK65 (NK65) ou infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) expostos ou ndo a HBO (100% O,, 3 ATA,
1hora/dia). (A, B) Velocidade da microcirculagéo das células marcadas com rodamina 6G. (A )Jindicam células com alta velocidade,
(A ) representam as células com baixa velocidade que se arrastam pelo endotélio e os pontos vermelhos indicam a média de

velocidade das células marcadas.
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Diversos estudos indicam o processo de citoadesdo de eritrécitos infectados (El) na
microvasculatura cerebral como responsavel pelos aspectos patologicos da MC. Sabe-se que
esta adesdo ocorre devido a capacidades dos El de se ligarem a diferentes receptores
expressos na superficie das células endoteliais como CD36, CD62 e ICAM-1, sendo este ultimo
o principal receptor envolvido na patogénese da malaria cerebral (MacPherson et al., 1985;
Pongponratn et al., 1991; Turner, 1997; Lou et al., 2001; Mackintosh et al., 2004). Estudos,
recentes, demonstraram ainda uma associacdo entre o aumento da expressédo de ICAM-1 e o
desenvolvimento da MC (Ochola et al., 2011). Além disso, eritrocitos infectados com formas
maduras de P. vivax (EIPv) coletadas de varios pacientes foram capazes de aderir a ICAM-1
em condi¢des de fluxo (Carvalho et al., 2010), sugerindo uma associacéo entre severidade da
doenca e o crescimento de complicacbes em infecgbes malaricas causadas por Plasmodium
vivax reportadas recentemente (Costa et al., 2011)

A partir desses achados da literatura e dos nossos resultados obtidos anteriormente de
que a exposicdo a HBO reduz significativamente a expressdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e que
reduz a adesao de leucécitos no cérebro, analisamos se estes resultados poderiam estar
relacionados com a modulacao da expresséo de ICAM-1 no endotélio cerebral de camundongos
infectados e em cultura de células endoteliais cerebrais (SBEC) ou células endoteliais
pulmonares (HLEC).

Para isso, grupos de 5 a 7 camundongos infectados com PbA expostos ou ndo a HBO
(100% Oy, 3 ATA, 1hora), nao infectados ou infectados com PbNK65 (cepa incapaz de produzir
malaria cerebral), tiveram seus cérebros coletados e macerados no 6-7 dias pés —infec¢éao, para
posterior extragdo de RNA e sintese de cDNA para ensaios de RT-PCR em tempo real.
Concomitantemente, foram realizados ensaios de analise da expressdo de ICAM-1 em células

endoteliais cerebrais (SBEC) e pulmonares (HLEC) submetidas ou ndo ao tratamento em
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camara hiperbarica (100% O,, 3 ATA, 2horas), e tratadas ou n&o com LPS (1ug/ml), afim de
simular ambiente proé-inflamatorio.

Podemos notar na Figura 12 que houve uma reducao significativa nos niveis de ICAM-1
quando comparamos os animais infectados e expostos a HBO aos animais infectados e néo
expostos a HBO. Podemos notar ainda que no grupo de animais infectados com PDbA e
expostos a HBO os niveis de expressdo de ICAM-1 assemelham-se aqueles obtidos nos
animais infectados com PbNKG65; consequentemente nota-se uma diferenga significativa nos
niveis de expressao de ICAM-1 entre os animais infectados com PbA e infectados com PbNk65
0 que demonstra o papel do ICAM-1 na patogénese da malaria cerebral.

Na Figura 13, observamos que a exposicdo a HBO foi capaz de reduzir
significativamente (P<0,05) a expressdo de ICAM-1 em células HLEC (Figura 13A), e em
células SBEC (Figura 13B), E possivel ainda notar que o estimulo com LPS acarretou um
aumento nos niveis de ICAM-1 em ambos os tipos celulares. Nas células SBEC a redugéo dos
niveis de ICAM-1, molécula relacionada a citoadeséo leucocitaria foi significativa ap6és o
estimulo com LPS (Figura 13A), enquanto que nas células HLEC podemos notar esta reducéo
tanto nas células estimuladas com LPS quanto nas nao estimuladas. (Figura. 13B).

Tais resultados corroboram com os encontrados de que a exposicao a HBO induz
redugdo nos niveis de ICAM-1 em células endoteliais da carétida bovina e do corddo umbilical
humano (Buras et al.,, 2000), e de reduzir os niveis de ICAM-1 soluvel no sangue total de
humanos estimulados com LPS e expostos a HBO (Fildissis et al., 2004). Desta maneira
podemos sugerir que a reducao dos leucocitos aderidos no endotélio cerebral de camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e expostos HBO encontrado em nosso estudo esteja

relacionado a esta reducado na expressao de ICAM-1.
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Figura 12. HBO reduz a expressdo de ICAM-1 no cérebro de camundongos C56BL/6 infectados com PbA. Grupos de 5-7
animais camundongos infectados com 10° El de P. berghei ANKA diariamente expostos, ou ndo & HBO durante 1 h a partir do dia 0
até o dia 7 (100% O2, 3 ATA) tiveram seus cérebros coletados no dia 7 para analise dos niveis de expressdo de mRNA ICAM-1 por
real-time PCR. Como controle foram utilizados animais nao-infectados e animais infectados com P. berghei NK65 (com parasitemia
aproximada dos animais infectados com PbA). Valores foram expressos como as médias das copias especificas do ICAM-1 em
relacdo as copias especificas de HPRT; média de cada grupo + o desvio padrdo. (*) representam P< 0.05; PbA HBO vs PbA (Mann-

Whitney)
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Figura 13: HBO reduz a expressao de ICAM (CD54) em células SBEC (A) e HLEC (B) estimuladas ou ndo com 1ug/ml de LPS
e expostas a HBO (100% O, 1 hora, 3 ATA). Células HLEC ou SBEC estimuladas ou ndo com LPS foram expostas a HBO (100%
O,, 2horas, 3 ATA) e em seguida analisadas através de citometria de fluxo para expressao de ICAM (CD54). Os resultados sdo

expressos como a média de cada grupo + o desvio padréo. (*) representam P< 0.05; HBO vs ndo-exposto (Mann-Whitney)
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Tendo como base a reducdo da expressao de ICAM-1 observado tanto no macerado
cerebral total de camundongos infectados com PbA como em células endoteliais humanas
(HLEC e SBEC) expostas a HBO, e de que o ICAM-1 esta relacionado a adesdo de EIPf
(MacPherson et al., 1985; Pongponratn et al., 1991; Turner, 1997; Lou et al., 2001; Mackintosh
et al., 2004), ensaios de citoadeséo parasitaria foram realizados a fim de verificar se esta
reducdo na expressao de ICAM-1 promovida pela exposicdo a HBO poderia estar relacionada
também a uma reducao na adesao de eritrocitos infectados, assim como notado com relagéo a
adesao de leucocitos.

Conforme podemos observar na Figura 14 A-B e Figuras 15 e 16, apds a exposi¢céo das
células HLEC e SBEC a HBO e posterior ensaio de adesdo de EIPf-FCR3'“*™ houve uma
reducdo significativa da adeséo tanto em células SBEC quanto em células HLEC, estimuladas
previamente, ou ndo, com LPS.

3°AM em células

Tendo demonstrado uma significativa redugdo na adesao EIPf-FCR
endoteliais HLEC e SBEC, e com o intuito de avaliar se esta redugcédo poderia também ser
constatada em condi¢des similares ao fluxo sanguineo humano, realizamos ensaios de adeséo
em condigdes de fluxo. Nestes ensaios medimos a capacidade de EIPf-FCR3'“* de se manter
ligado ao endotélio, previamente estimulado ou ndo com LPS, apds aumento sucessivo do
Shear stress. Podemos notar na Figura 17, que em condigdes de fluxo houve um descolamento
de parasita mais significativo nas células que foram previamente expostas a HBO. Se
observarmos a quantidade total de EIPf-FCR3'“*™ aderidos no inicio (Shear Stress 0,0) e no fim
(Shear Stress 1,44), observamos uma diferenga significativa na adesao total entre as células
expostas a HBO e as nado expostas (como exemplo 14.67 vs. 10.14 e 6.95 vs. 4.23 - para

células HLEC sem estimulo de LPS). Essa diferenca observada no descolamento pode ser

explicada pela menor adesao inicial observada nas células expostas a HBO em relagéo as nao-
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expostas. Tais resultados sugerem que a HBO é capaz de reduzir a adesdo de eritrocitos

infectados via reducao da expressao de ICAM no endotélio.
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Figura 14: HBO inibe a ades&o de eritrcitos infectados P. falciparum (EIPf FCR3'°*") em células endoteliais SBEC e HLEC.
Células SBEC (A)ou HLEC (B)foram estimuladas ou ndo com 1 pg/mL de LPS durante 4 horas e expostas ou ndo a HBO (100% O,,
1hora, 3 ATA). Apos a exposicao foi realizada a adesdo com 5X10%/pogo EIPf- FCR3'““™ Os resultados sdo expressos como a

média do nimero de EIPf aderidos por mm?+ o desvio padrdo. (*) representa P<0,005; HBO vs. ndo-exposto; (Mann-Whitney).
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Figura 15: Fotomicrografias representativas de P. falciparum (EIPf- FCR
SBEC crescidas em laminas para cultivo celular, estimuladas ou ndo com 1ug/ml LPS por 4 horas. E expostas (A) ou ndo a HBO (B)

(100% O, 1hora, 3 ATA). Adeszo de 5X10%/pogo EIPf FCR3'“*™. Células coradas com o Kit Panético rapido (Aumento 40X)
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Figura 16: Fotomicrografias representativas de P. falciparum (EIPf FCR3'“*) aderidas em células endoteliais HLEC. Células HLEC
crescidas em laminas para cultivo celular e, estimuladas ou ndo com 1pg/ml LPS por 4 horas. Expostas (A) ou ndo a HBO (B)

(100% O, 1hora, 3 ATA). Adesdo de 5X10*/pogo EIPf- FCR3'**™. Células coradas com o Kit Panético rapido (Aumento 40X)
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Figura17: HBO nio interfere forga de adesio de EIPf-FCR3'“*™ em condigdes de fluxo. Células SBEC (A)ou HLEC (B) crescidas em uma Unica lamina (8,6 cm2)foram
estimuladas ou ndo com 1 ug/mL de LPS durante 4 horas e expostas ou ndo a HBO (100% O, 1hora, 3 ATA). Em seguida 5X10° EIPf FCR3'“*" Foram deixados para

aderir sobre a monocamada por 1 hora, 37C. Ap6s a adesao a lamina foi adaptada a um sistema de camara de fluxo, e submetido a uma sequéncia de pressdes 0,09, 0,36

ICAM

e 1,44 Pascal (Pa), para 10, 5 e 2,5 min, respectivamente. No final de cada fluxo o nimero de EIPf-FCR3 aderidos foram contados em 30 campos escolhidos

aleatoriamente e as porcentagens em relagdo ao numero de adesdes iniciais, ou a média do numero total dos EIPf-FCR3%* foram determinados. Resultados s3o

expressos em percentuais médios de ades&o ou o numero total de adesé&o de EIPf-FCR3'*.



Recentemente foi verificado que uma baixa biodisponibilidade de NO contribui para a
indugédo da MC, induzindo uma vasoconstric¢gdo e reduzindo ao fluxo sanguineo (Conran et. al,
2009 e Cabrales et al. 2010). Sabe-se ainda que administragdo de doadores de NO é capaz de
proteger significativamente animais contra a malaria cerebral experimental (Gramaglia et al,,
2006). De fato, estudos demonstram ainda que o NO via e-NOS (6xido nitrico sintase endotelial)
tem efeito reparador endotelial e antiinflamatério (Barsotti et al., 2001), baixos niveis de nitrito e
hipoarginemia estéo associados ao desenvolvimento de malaria cerebral em criancas (Anstey et
al., 1996; Lopansri et al., 2003; Gramaglia et al., 2006). No entanto, Cabrales et al. (2011)
demonstraram que a administracdo de NO exdgeno, ndo previne completamente a disfungéo da
microcirculagdo, mas que atua na prevengdo da vasoconstriccdo de animais infectados com
PbA.

Com o objetivo de analisar a capacidade da oxigenagao hiperbarica (HBO) em aumentar
a expressao de e-NOS, i-NOS e n-NOS, os cérebros de camundongos infectados com PbA e
expostos, ou ndo, a HBO foram coletados no dia 7 pés-infecgédo, periodo no qual os animais
infectados apresentam claramente os sinais clinicos associados a malaria cerebral murina, ao
passo que os expostos a HBO permanecem sem sintomas (Blanco et al., 2008).

Como é mostrado na Figura 18 A-D, a analise dos resultados do immunoblotting e a
quantificagdo de suas bandas reativas demonstra um aumento significativo (P<0,05) na
expressdo de n-NOS (Figura 18 A-B) e e-NOS (Figura 18 C-D) no cérebro dos animais
infectados e expostos a HBO, em comparacao aos animais infectados e ndo expostos ou néo-
infectados. Nao foi observada uma significativa diferengca nos niveis de i-NOS entre os
diferentes grupos de animais (Figura 18 E-F), fato observado em outros estudos com células
endoteliais (Buras et al., 2000)

O aumento especifico de e-NOS acarretado pela exposi¢cdo a HBO foi demonstrado em

células endoteliais aédrticas bovinas por Buras ef al, 2000; sendo que este aumento foi
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relacionada principalmente a redugdo na expressdo de ICAM-1, além disso, o aumento na
expressao de NO no cérebro de camundongos foi apontado como responsavel pela melhora no
fluxo sangliineo cerebral desses animais (Hagioka et al., 2005). Dessa maneira podemos inferir
que em nosso modelo a redug¢do na adesdo de leucocitos e a melhoria no fluxo sanguineo
observada na microscopia intravital também esteja relacionada a reducédo de ICAM-1 e
consequentemente de NO. Além disso, sabe-se também que a e-NOS tem efeito reparador
endotelial e antiinflamatorio, e que a n-NOS é e principal isoforma produzida em resposta a
hiperdxia (Sobolewski, 2005; Thom et al., 2002; Hagioka et al., 2005; Chavko et al., 2001; Buras
et al., 2000), fato que também explica a protecédo promovida pela exposicdo a HBO durante a
infeccdo malarica por PbA, ja que é possivel notar nos animais infectados e expostos uma

reducdo nos sintomas e na quebra da barreira hemato-encefalica.
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Figura 18: HBO aumenta a expressdo de e-NOS e n-NOS em animais infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA).
Grupos de 6-7 animais camundongos infectados com 10° El de P. berghei ANKA e diariamente expostos, ou no, a HBO durante 1
h a partir do dia 0 até o dia 7 (100% O2, 3 ATA) tiveram seus cérebros coletados no dia 7 para analise dos niveis de expressado de
e-NOS (A) e n-NOS (B) i-NOS (C) por Western blot. Figura representativa do blot € mostrada para n-NOS (B) e-NOS (D) e i-NOS
(F). Os valores obtidos s&o expressos como média das densidades opticas das bandas em relagéo a a-tubulina empregada como

controle interno (*) = P<0,05; exposto a HBO vs. ndo exposto.
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O estresse oxidativo esta quase sempre relacionado a processos inflamatérios
observados no cérebro (Aronowski & Zhao, 2011). Varios estudos relacionam a presenca da
heme livre com o aparecimento do estresse oxidativo durante o desenvolvimento da
patogénese da malaria cerebral, sendo utilizado como marcador de dessa doenca (Kumar &
Bandyopadhyay, 2005),

Dessa maneira, estudos envolvendo a heme total e a LDL oxidada (oxLDL) fizeram-se
necessarios. Como € mostrado na Figura 19A a exposicao dos animais infectados com PbA a
HBO reduz a heme total significativamente nos dias 5 e 6 p6s infecgdo. Além disso, para nos
certificarmos que a HBO (100% O,, 3.0 ATA, 1 hora/dia) ndo promove o estresse oxidativo,
animais nao infectados foram expostos a HBO durante 7 dias consecutivos e os niveis de heme
total foram analisados em relagéo aos animais nao infectados e ndo expostos. Como podemos
notar na Figura 19B ndo houve diferengas significativas entre os animais n&o infectados
expostos ou ndo a HBO. Nossos resultados demonstram que a HBO ndo promove o aumento
da heme total em animais nao-infectados, mesmo apés 7 dias consecutivos de exposicao.

A HBO atua protegendo as células endoteliais dos efeitos citotoxicos promovido pela
acdo da heme livre, visto que foi capaz de reduzir os niveis de heme total no plasma dos
animais infectados, reduzindo desta maneira também a probabilidade de eventos de isquemia
tecidual e oclusdo de vasos, visto que a heme livre gera um processo pro-trombotico (revisto
por Ferreira et al., 2008). A heme livre pode agir ainda como quimioatrativo de células
polimorfonucleares, como os leucécitos, e aumentar a expressao de moléculas de adesdo como
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (revisto Ferreira et al., 2008 e por Sanjay et al, 2005). Desta
maneira, a reducdo de heme livre promovida pela HBO pode consequentemente ser
responsavel pela redugédo da adesdo tanto de leucocito quanto de eritrécitos infectados

observadas neste estudo.

78



Foi demonstrado ainda que a liberagdo de heme livre contribui para um aumento do
estresse oxidativo em camundongos infectados PbA, em malaria causada por P. falciparum,
sendo também relatado recentemente em complicagdes devido a P. vivax (Seixas et al., 2009;
Pamplona et al., 2007; Andrade et al., 2010).

Lipoproteinas sdo o componente lipidico majoritario encontrado no plasma e por este
motivo tornam-se alvo do estresse oxidativo. Por esta razdo, a oxLDL tem sido amplamente
utilizada como marcador de estresse oxidativo (Oliveira et al, 2006). Desta maneira analisamos
os soros dos animais infectados com PbA expostos ou ndo a HBO e NKG65, afim de detectar a

presenca de anticorpos anti oxLDL.

Podemos notar na Figura 19C que camundongos infectados com PbA e expostos a HBO
tiveram os niveis de oxLDL reduzidos significativamente quando comparados aos animais
infectados e nao expostos, sendo que os valores encontrados nos animais infectados e
expostos a HBO sao semelhantes aos encontrados nos animais nao infectados. Este resultado
ja era esperado, visto que a HBO reduz os niveis de heme, um dos responsaveis pela oxidagéo
da LDL. Na realidade, estudos que quantificam os niveis de LDL e HDL no plasma de individuos
infectados com P. falciparum, indicam um decréscimo dos niveis de LDL e HDL nas infec¢des
malaricas (Nilsson et al. 1990; Mohanty et al. 1992), fato observado provavelmente pelo
aumento da oxidagdo da LDL e que corrobora com os resultados de nosso estudo. Alguns
autores indicam ainda que a oxLDL pode aumentar a expressdo de moléculas de adesao,
principalmente de CD36, promovendo a citoaderéncia e possivelmente, no caso de infecgbes
malaricas, determinando complicagbes na malaria grave (Nathawut et al, 2004). Desta maneira
a reducédo da LDL oxidada pela exposicao a HBO pode impedir o aumento das moléculas de

adesao, promovendo a reducéo da adeséo e consequentemente uma melhora dos sintomas.
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Figura 19. HBO previne o estresse oxidativo em camundongos infectados PBA, reduzindo os niveis totais de heme e ox-
LDL Produtos do estresse oxidativo foram avaliados durante a manifestagdo de sinais clinicos ECM nos dias 4 6 pi em
camundongos infectados com P. berghei NK65 (NK65) ou PbA expostos a HBO (PbA-HBO), ou n&o (PbA). Quantificacdo de heme
total e de oxLDL foram determinadas no plasma de camundongos infectados (A) ou em animais néo infectados (B) exposto, ou ndo,
a HBO (C) Quantificagao de oxLDL através de ELISA utilizando IgM anti oxLDL. Os resultados representam a média de 6-8 animais

por grupo + SD. * P <0,05 e ** P <0,01, PBA vs PbA-HBO ou néo-infectado vs nédo-infectado-HBO
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Por fim, com intuito de verificar se a exposicdo a HBO agia diretamente na proliferagao
parasitaria, EIPf-FCR3 mantidos em cultura (2% parasitemia, 4% hematocrito) foram expostos
ou ndo a HBO (100% O, 2 horas, 3 ATA) e mantidos por 48 horas. Apds as 48 horas ensaios
foi realizada a contagem da parasitemia através de esfregagos sanguineos (Figura 19).
Avaliamos que a exposicdo a HBO nao tem efeito citotoxico, visto que n&do foram notadas
diferengas significativas na quantidade de hemacias infectadas, entre os parasitas expostos ou
ndo a HBO. Além disso, também ndo pudemos notar diferencas significativas na quantidade de
hemacias sadias, quando comparamos os parasitas EIPf- FCR3 expostos ou ndo a HBO,
indicando que o tratamento com a HBO nao causa hemolise. Tais resultados corroboram com
0s nossos achados anteriores de que a HBO nao altera o desenvolvimento parasitario e
consequentemente n&o altera sua infectividade (Blanco et al,, 2008) e que possivelmente a

acdo da HBO esteja relacionada a modulag&o do sistema imune do hospedeiro.
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Figura 19: HBO nio altera a reinvasio parasitaria. (A) EIPf- FCR3'** mantidos em cultura (2% parasitemia, 4% hematocrito)
foram expostos ou ndo a HBO (100% O, 2horas, 3 ATA). EIPf- FCR3'“*™ mantidos em cultura (2% parasitemia, 4% hematocrito)

foram expostos ou ndo a HBO (100% O,, 2horas, 3 ATA) e ap6s 48 horas tiveram a parasitemia avaliada por meio de esfregago

sanguineo. N&o houve diferencga significativa
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1)

2)

3)

5)

7)

8)

Dessa maneira, podemos inferir que o tratamento com oxigénio hiperbarico é capaz de:
Reduzir a expresséao de citocinas pro--inflamatérias como TNF—a e IFN— e de IL-10 na
MCM

Reduzir a presenca de linfécitos CD4+ e CD8+ no cérebro dos animais infectados com
P.berghei ANKA.

Reduzir a adesao de leucocitos na microvasculatura cerebral.

Promover o aumento da expressdo de eNOS e nNOS, responsaveis pela modulagéo e
por uma acado anti-inflamatéria no endotélio e nos neurbnios, em camundongos
infectados com PbA

Reduzir a expressao de ICAM-1 no macerado cerebral de animais infectados com PbA,
Reduzir a heme total e a LDLoxidada no plasma de animais infectados com PbA
Reduzir a expresséo de ICAM-1 em células endoteliais do pulmdo humano (HLEC) e do
cérebro de macacos Saimiri (SBEC)

Reduzir a adeséo de eritrocitos infectados (EIPf) em células endoteliais do pulméao
humano (HLEC) e do cérebro de macacos Saimiri (SBEC) em condi¢des estaticas.,
porém néo interfe na forca de interacéo dos Eis com o endotélio.

A HBO nao interfere no desenvolvimento parasitario.

Dessa maneira os dados aqui apresentados abrem novas perspectivas no tratamento da

malaria cerebral, podendo a HBO ser utilizada como terapia principal ou como adjuvante de

drogas neuroprotetoras e anti-inflamatorias ja utilizadas no tratamento contra MC.
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Abstract

Background: Cerebral malaria (CM) is a syndrome characterized by neurological signs, seizures and coma. Despite the fact
that CM presents similarities with cerebral stroke, few studies have focused on new supportive therapies for the disease.
Hyperbaric oxygen (HBO) therapy has been successfully used in patients with numerous brain disorders such as stroke,
migraine and atherosclerosis.

Methodology/Principal Findings: C57BL/6 mice infected with Plasmodium berghei ANKA (PbA) were exposed to daily doses
of HBO (100% O,, 3.0 ATA, 1-2 h per day) in conditions well-tolerated by humans and animals, before or after parasite
establishment. Cumulative survival analyses demonstrated that HBO therapy protected 50% of PbA-infected mice and
delayed CM-specific neurological signs when administrated after patent parasitemia. Pressurized oxygen therapy reduced
peripheral parasitemia, expression of TNF-o, IFN-y and IL-10 mRNA levels and percentage of y& and aff CD4" and CD8" T
lymphocytes sequestered in mice brains, thus resulting in a reduction of blood-brain barrier (BBB) dysfunction and
hypothermia.

Conclusions/Significance: The data presented here is the first indication that HBO treatment could be used as supportive
therapy, perhaps in association with neuroprotective drugs, to prevent CM clinical outcomes, including death.
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Although the CM pathogenic process is controversial and still
not fully understood, evidence suggests that the host’s immune
system plays a major role in expressing certain cytokines, e.g.
TNF-o and IFN-y, and activating immunocompetent cells [10—-
15]. In fact, recent immunological analyses have shown that,
unlike individuals with mild and severe non-cerebral malaria, CM
patients present elevated levels of a specific cluster of cytokines,
which include TGF-B, TNF-a, IL-1f and IL-10 [16].

Hyperbaric oxygen therapy (HBO; pOy = 760 mmHg) has been

Introduction

Cerebral malaria (CM) causes 1-2 million deaths annually;
mainly in sub-Saharan African children aged 2-6. It is estimated
that 250,000 children that do not succumb to CM will develop
neurocognitive impairments per year [1] and most CM patients
die before the beneficial effects of drug treatment are observed [2];
thus indicating the need to explore new supportive therapies.

CM is a multi-factorial syndrome characterized by neurological

signs, seizures and coma, which can, in turn, lead to death. This
syndrome can be associated with a loss of cerebrospinal fluid
spaces and ischemia [3], alterations in cercbral blood flow velocity
[4], a decrease in cerebral oxygen consumption in CM comatose
patients [5] and an increase in the lactate levels of the
cerebrospinal fluid [6] which decreases after patients recover
consciousness [7]. Recent imaging and postmortem analyses have
revealed the presence of Durck granulomas, blood-brain barrier
(BBB) dysfunction and diffuse cerebral edema with multiple
petechial hemorrhages and ischemic changes in the brain of adults

with CM [8,9].

@ PLoS ONE | www.plosone.org

successfully used against bacterial and fungal infections and as an
adjunct therapy in surgeries [17-19]. In addition, reports have
recently shown that HBO therapy transiently suppresses the
inflammatory process of ischemic wounding and trauma [20,21].
Indeed, immunological analyses have revealed that HBO therapy
significantly decreases the levels of TNF-o and IL-1 secreted by
monocytes and macrophage collected from rats or from human
peripheral blood after stimulation with LPS [22,23]. In an
experimental model for ischemia, HBO reduces immunocompe-
tent cell sequestration and the synthesis of TNF-o [24]; probably
by decreasing ICAM-1 expression levels [25]. Moreover, HBO
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reduces the expression of the cyclooxygenase-2 (COX-2) mRNA,
an enzyme involved in inflammation, and the hypoxia-inducible
factor-loe (HIF-1lol), a transcriptional factor associated with low
oxygen concentrations [26,27]. HBO therapy has been used in
patients with numerous brain disorders such as stroke, migraine
and atherosclerosis, due to its capacity to decrease cerebral edema
and brain infarction while maintaining BBB integrity, reducing
neuronal death and improving blood flow in damaged areas of the
brain [28]. Nevertheless, depending on the protocol used for
treatment, HBO therapy has potential side effects associated to ear
and sinus barotraumas, myopia and convulsion [29].

In an early study, HBO was observed to alter the parasitemia
levels of mice infected with a non-cerebral line of Plasmodium berghei
[30]. However, the HBO effect on the entire curve of parasitemia,
on the clinical symptoms and on the mechanisms of the illness
were not further investigated. Morcover, although the pathological
process involved in CM displays some features in common with
brain stroke, the effect of HBO on CM, to our knowledge, has
never been assessed. Here we show that in conditions also suitable
for human use, HBO therapy prevents CM clinical symptoms in
C57BL/6 mice infected with P. berghet ANKA, a model widely
used for experimental cerebral malaria (ECM) [31].

Methods

Mice and parasites

C57BL/6 mice (7-10 weeks old) were purchased from the
University of Sao Paulo (Sdo Paulo, SP, Brazil) and maintained in
our specific pathogen-free animal facility. All experiments and
procedures were approved by the UNICAMP Committee for
Ethics in Animal Research (Protocol No. 857-1).

Two different strains of P. bergher were used: the cloned line of 2.
berghet ANKA (PbA) and P. berghet NK-65 (PbNK-65), respectively
an ECM- and non-ECM-causing strain; kindly provided by Dr.
Laurent Rénia (Singapore Immunology Network, Agency for
Science, Technology and Research, Biopolis, Singapore) and Dr.
Nobuko Yoshida (Federal University of Sdo Paulo, Sao Paulo, SP,
Brazil), respectively. The blood stage forms of both parasites were
stored in liquid nitrogen after i vivo passages in C57BL/6 mice
according to the protocol described elsewhere [31]. Mice were
infected intraperitoneally (ip.) with 10° infected red blood cells
(iRBC) and parasitemia and the neurological signs for CM were
monitored daily.

Hyperbaric oxygen treatment

Groups of 8-10 PbA-infected mice were exposed daily to 100%
oxygen at a pressure of 3.0 atmospheres (ATA) for 1 h per day in a
hyperbaric animal research chamber (Research Chamber, model
HB 1300B, Sechrist, USA) from day 0 to 10 post-infection (11-day
exposure), or for 2 h from day 47 post-infection (4-day exposure).
The chamber was pressurized and decompressed at a rate of 0.5
ATA/min as described elsewhere [32]. For the 11-day exposure
protocol, mice were previously exposed to HBO for 1 h before
PbA infection, whereas for the 4-day exposure protocol, PbA-
infected mice were randomly selected and placed in the hyperbaric
chamber. To determine the effect of 100% oxygen (hyperoxia),
regardless of pressurization, PbA-infected mice were submitted to
the 11l-day exposure protocol, but at 1.0 ATA (normobaric)
instead of 3.0 ATA. Infected mice in the control group (non-
exposed) were left in an airy room. The temperature inside the
hyperbaric chamber was 21°C, the same as in the room, and was
measured with the aid of a high-pressure resistant thermometer
(model TB-0261, Instrucamp, Brazil). For the direct HBO effect
assays, normal red blood cells (nRBC) or iRBC were collected
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from a naive mouse or a PbA-infected animal on day 6 post-
infection (12% parasitemia), and then diluted in an RPMI 1640
medium (Sigma, USA) supplemented with 10% of fetal bovine
serum (Hyclone, USA). One mL of nRBC or iRBC (107/mL) were
plated in five replicates on a 24 well-plate and exposed to HBO
(100% Oy, 3.0 ATA) in a hyperbaric chamber for up to 6 hours.

Parasitemia, temperature and red blood cell density
assessment

The percentage of parasitemia was determined by counting the
number of iRBC in at least 1,000 erythrocytes in Giemsa-stained
blood smears. The mice’s corporal temperature and the density of
red blood cells (DRBC/mL x 10 were evaluated daily, starting on
day —1 post-infection (p.i.), by rectal introduction of a precision
digital thermometer (model TE-300, Instrucamp, Brazil), and with
the aid of a Neubauer chamber, respectively. In the  vitro assays,
DRBC were counted from 0 hour. The percentage of RBC
density relative to day —1 p.i. or to 0 hour was calculated with the
following formula: [(DRBC per mLx10° of a determined day p.i.
or hour/DRBC per mLx10° on day —1 p.i. or at 0 h)x100].

Measuring cytokine gene expression in the brain

The expression of several cytokine genes was evaluated by real-
time quantitative reserve transcription-PCR (RT-qPCR) in the
brain of PbA-infected animals removed on day 7 p.i.. Mice brains
were frozen with crushed liquid nitrogen placed in the Trizol™
reagent (Invitrogen, USA) according to the protocol described by
the manufacturer. Shortly, after the addition of 1 mL of Trizol ™
(Invitrogen, USA) in 40 mg of the brain powder, 0.2 mL of
chloroform was added and the lysate was vigorously mixed. The
sample was centrifuged at 12,000 x g for 15 min and the aqueous
phase was transferred to a new tube. The RNA was precipitated
by adding 0.5 mL of isopropanol followed by a centrifugation at
12,000x g, then washed with 1 mL of 75% ethanol and
resuspended in RNAse free water. RNA was then treated with
Deoxyribonuclease I (Fermentas, Canada) in order to degrade
contaminating genomic DNA. The cDNA was synthesized using
approximately 2 (g of the total RNA with the aid of the High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
USA) according to the protocol provided by the manufacturer.
The polymerase chain reaction was performed with an ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, USA) and the reactions were carried
out in 25 uL. volume and in the presence of the TagMan PCR
Master Mix™ (Applied Biosystems, USA) and different sets of
oligonucleotides and probes for the amplification of the B-actin,
IFN-y, TNF-o, IL-1f, IL-6 and IL-10 genes. These corresponded
(respectively) to the following reference numbers (Applied
Biosystems,  USA):  Rn00667869_ml, Mm00443258_ml,
Mm00443285_m1, Mm00434228_m1l, Mm00446190_ml and
Mm00439616_m1. Expression levels of cytokine genes in PbA-
infected animals were represented as a relative copy numbers by
using the delta threshold cycle method (27AC‘) [33].

Purification of brain-sequestered T cells (BST)

Adherent leukocytes were isolated from mice brains as described
elsewhere [14]. Briefly, on day 7 p.i., PbA-infected mice were
perfused intracardially with PBS to remove both circulating and
non-adherent RBC and leukocytes. Brains were collected and
crushed in an RPMI-1640 medium (Sigma, USA) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Hyclone, USA) and gentamycin.
The cellular suspension was collected and centrifuged at 15,000 x
g for 5 min. The pellet was resuspended with 10 mL of an HEPES
buffer (Sigma, USA) and supplemented with collagenase (Roche,
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Figure 1. HBO’s effect on the survival and the parasite
development in P. berghei-infected mice. (A) Groups of 10 mice
infected i.p. with 10° iRBC were exposed or not to HBO (100% O,, 3.0
ATA) for 1 h from day O to 10. Pressurized oxygen significantly
protected mice against CM neurological symptoms (P<<0.0005).
Neurological signs of CM appeared on days 5-10 with death occurring
approximately 24 h after onset (shaded area). Parasitemia levels were
assessed daily in mice infected with (B) P. berghei ANKA (PbA; cerebral
line) or (C) P. berghei NK-65 (PbNK-65; non-cerebral line) regardless of
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exposure to HBO. HBO significantly (P<<0.05) reduced the parasite
burden on days 4-6 and 4-13 p.i,, respectively in PbA- and PbNK-65-
infected mice when compared to non-exposed animals.
doi:10.1371/journal.pone.0003126.9g001

USA) and DNase I (Roche, Germany). The mixture was stirred at
room temperature for 30 min. The tissue extract was passed
through sterile gauze and centrifuged at 5,000x g for 30 s to
remove debris. The supernatant was deposited on a 30%
Percoll™ (GE Healthcare, Sweden) gradient and centrifuged at
3,000 g for 10 min. The pellet was collected and residual RBC
were removed by an ACK lysis buffer. BST were resuspended in
PBS containing 5% FBS and counted.

Immunolabeling and flow cytometry analysis of BST

Cells were stained with appropriate dilutions of the following
fluorochrome-labeled monoclonal antibodies (mAbs): FITC/anti-
CD4 (clone H129-19), FITC/anti-CD8 (clone 53-6.7), PE/anti-
TCR v (clone GL3) and APC/anti TCR af} (clone H57-597) and
then washed with PBS, fixed and analyzed by flow cytometry in a
FACSCanto™ device (Becton Dickinson, USA). All these
reagents were purchased from Pharmingen/Becton-Dickinson
(USA). Analyses were performed after recording 10,000 events
for each sample using Diva™ software. BST were identified by
their size (forward light scatter) and granulosity (side light scatter)
as previously described [34].

Evaluating Blood-brain barrier dysfunction

Blood-brain barrier (BBB) integrity was assessed in PbA-infected
mice on day 7 p.i. by i.v. injection of Evans Blue (1% in saline) in
the retro-orbital plexus as previously described [35]. One hour
after injection, mice brains were extracted and photographed
using a digital camera (Nikon, USA). Brain staining was quantified
by measuring the brightness intensity using the red channel in a
delimited circular area of 12,294 pixels® with the aid of the
Image]™ software (http://rsh.info.nih.gov/ij). The brightness
intensity of mice brain was inversely proportional to the levels of
Evans Blue staining.

Statistical analysis

The statistical significance between control and experimental
groups were determined with the Log-Rank test for the cumulative
survival experiments. The Mann-Whitney U test was used to
compare parasitemia levels, the drop in relative temperature, the
relative RBC' density, BBB integrity and parasite and cytokine
gene expression among brains collected from both naive animals
and infected mice. Calculations were performed using BioEstat ™
version 3.0 (CNPq, Brazil) and Prism ™ version 3.02 (Graphpad,
USA) software. Values were considered significant when P<0.05.

Results

HBO effects on ECM associated mortality and on parasite
development

To evaluate the neuroprotective effect of pressurized oxygen,
two groups of 10 mice each were infected with PbA. One of these
groups was submitted daily to HBO conditions (100% O, 3.0
ATA, 1 hour) during 11 consecutive days. As shown on Figure 1A,
100% of PbA-infected mice not exposed to HBO exhibited CM-
specific neurological signs within 5 to 8 days after infection and
died of fatal cerebral malaria in the following 24 hours; most
(80%) died on day 7 p.i.. All animals from this group were dead by
day 9 p... In contrast to the non-exposed animals, 50% of the
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mice from the HBO group did not develop CM symptoms and
survived. In the HBO group, CM neurological signs began to
appear later and the mortality rate increased slowly throughout
days 7-10, representing 10, 20, 10 and 10%, respectively, on days
7-10. Of note, 1 animal (10%) died on day 14 and 4 (40%) on day
19 post-infection. Cumulative survival statistical analyses clearly
demonstrated that HBO therapy had a significant (P<<0.0005)
neuroprotective effect against ECM. As expected, in the mice that
did not develop CM, parasite burden progressed and mice died as
a result of hyperparasitemia (Figure 1B).

As previously reported, HBO therapy inhibits the development
of Leishmania amazonensis and of a non-cerebral line of P. berghe
[30,32,36]. To further explore the effects of HBO, we monitored
the parasitemia levels of infected mice exposed daily, or not, to
HBO (11-day exposure protocol) for up to 19 days. We observed
that HBO significantly (£<<0.05) reduced the parasite burden of
PbA-infected mice on days 4, 5 and 6 p.i., when compared to non-
exposed animals (Figure 1B). However, since 100% of non-
exposed PbA-infected mice died, we decided to evaluate whether
the reduction on parasitemia levels in HBO exposed animals could
be sustained over longer periods. Mice infected with P. bergher NK-
65, a non-cerebral strain that displays similar parasitemia levels,
were submitted to pressurized oxygen sessions as in the 11-day
exposure protocol (Figure 1C). As observed in PbA-infected
animals submitted to pressurized oxygen, a significant (P<<0.05)
decrease in PbNK-65 development was observed on day 4-13 p.i..
Nevertheless, no correlation was found between mice that
presented a reduction of parasitemia levels with protection or
attenuation of the neurological symptoms (Table S1).

Because we observed that HBO had a significant effect on the
parasite burden in the infections of PbA and PbNK-65, we
addressed the question as to whether pressurized oxygen therapy
could damage normal red blood cells (nRBC) or inhibit parasite
development directly. For this purpose, normal RBC (nRBC)
collected from a naive mouse were exposed to pressurized oxygen
(100% Og, 3 ATA) during 4 or 6 hours. The relative percentage of
nRBC density was not significantly altered (P>0.05) after direct
exposure to HBO for up to 6 hours (data not shown),
demonstrating that HBO therapy was not toxic to healthy
erythrocytes in these conditions. Next, to evaluate HBO’s effect
directly on parasite development, infected RBC (IRBC) from a
PbA-infected mouse were collected and exposed to HBO (100%
Oy, 3 ATA). Figure 2A shows a significant reduction (P<0.05) on
parasite development after 4 and 6 hours in comparison to 0 hour,
regardless of exposure to pressurized oxygen. However, when we
compared the reduction on parasitemia levels of iRBC left in room
air or exposed to HBO, we noticed a significant (P=0.01) and
more pronounced reduction of the non-exposed iIRBC than of the
infected cells directly exposed to HBO up to 6 hours. Inhibition of
parasite development was also observed after 4 hours of exposure;
however, no statistical difference was found (P>0.05). Then, to
assess whether these iRBC were still able to induce CM
neurological signs, we collected 10° iRBC exposed directly to
HBO or left outside the hyperbaric chamber for 6 hours and
injected them in susceptible mice. As shown on Figure 2B, mice
infected with iRBC directly exposed to HBO or with the cells left
outside the chamber did not present significant differences
(P>0.05) when the survival curves were compared. Taken
together, these data suggest that 6 hours of HBO exposure do
not directly affect PbA-infected erythrocytes nor alter their ability
to induce CM clinical symptoms.

Next, to investigate whether pressurized oxygen could have an
effect when parasitemia was already patent (4%), we randomly
selected half of the PbA-infected mice on day 4 p.i. and exposed
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them to daily HBO sessions (100% Oy, 3.0 ATA, 2 hours per day)
until day 7 (Figure 3A). As expected, non-treated mice started to
display CM clinical features early on day 5 and 6 and began dying
within 20-24 hours on days 5 (10%) and 6 (10%), though the
majority (80%) died on day 7 p.i.. All mice were dead by day 7.
Notably, hyperbaric oxygen significantly delayed (£<0.01) CM
specific mortality by up to two days, when compared to non-
exposed animals, and reduced the rate of mortality on day 7 from
80% to 40% (Figure 3A). Moreover, two HBO-exposed mice
(20%) only exhibited CM neurological signs on days 8 and 9,
dying within 24 hours on days 9 and 10. This shows that HBO is
capable of interfering significantly with the manifestation of the
CM clinical symptoms, including death, even when administrated
after parasite establishment. As observed in the 11-day exposure
protocol, the administration of pressurized oxygen starting on day
4 pi. (4-day-exposure) in PbA-infected mice reduced the
parasitemia levels (P<<0.01) significantly on days 4-6 (data not
shown).

To confirm that only pressurized oxygen had neuroprotective
effects, PbA-infected mice were submitted to the 11-day exposure
protocol, but using 1.0 ATA as the atmospheric air pressure
(Figure 3B). In this assay, no significant difference (P>0.05) was
observed after cumulative survival analyses between infected
animals exposed to HBO-1.0 ATA and the control mice. Of note,
most of the non-exposed mice began to present CM symptoms and
died earlier than the HBO-1.0 ATA treated animals. Although a
minimal beneficial effect was observed after the administration of
100% oxygen (hyperoxia) under normobaric conditions, this was
not enough to protect or even delay CM neurological symptoms,
thus demonstrating that HBO’s neuroprotective effect does not
rely solely on the administration of 100% oxygen.

The effect of HBO on cytokine expression levels and
adherent T cells in the brain

Based on the anti-inflammatory features of the HBO treatment
reported in ischemic models [21,26] and since the up-regulation of
pro-inflammatory cytokines (IFN-y, TNF-o and IL-1B) [10-12]
and the participation of GCD4" and CD8" T lymphocytes [14,37] is
essential for CM pathology to occur, we examined the mRNA
levels of different cytokines in the brain of PbA-infected mice
scarified on day 7 p... According to Figure 4, after RT-qPCR
analysis the mRINA levels of IFN-y (£<<0.05), TNF-a (P<<0.01) and
IL-10 (P<<0.05) significantly decreased in the brain of mice
submitted to the 11-day exposure HBO protocol in comparison to
non-exposed animals. No significant difference (P>0.05) was
noted in the mRNA levels of IL-1 and IL-6. RT-negative controls
did not generate a detectable amplification product. All cDNA
samples resulted in a product when the B-actin set of oligonucle-
otides and specific probe were present. Regardless of exposure to
HBO, animals that presented an increase in the expression of IFN-
v mRNA also presented elevated levels of TNF-o and IL-10.

Next, we asked whether the neuroprotective effect of the
pressurized oxygen therapy could be associated to the percentage
of yd and aff T lymphocytes sequestered in mice brains collected
on day 7 p.i. (Figure 5). As compared with brains of non-exposed
animals, HBO treatment reduced about 1.6 fold the percentage of
both ¥8 (1.9 vs. 1.2%) and o (7.0 vs. 4.2%) CD4" T cells between
the pools of mice of these two groups (Figure 5A-B). However, a
more pronounced decline, about 2.5 fold, was observed on the
percentage of both v3 (7.1 vs. 2.8%) and af3 (43.1 vs. 17.7%) CD8"
T lymphocytes in the mice exposed to HBO in contrast to the non-
exposed animals (Figure 5C-D). Taken together, our data
demonstrate that HBO’s neuroprotective effect is related to the
reduction of the T cells sequestered in mice brains; and
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Figure 2. The direct effect of HBO therapy on RBC infected, or not, by PbA. 10° iRBC/mL of PbA in a 24-well-plate were directly exposed or
not to HBO (100% O,, 3 ATA). (A) Parasitemia levels were evaluated four or six hours after direct iRBC exposure to pressurized oxygen conditions. The
parasite burden decreased significantly (P<<0.05) after 4 or 6 hours in comparison to 0 hour. The reduction of parasitemia levels were more
pronounced in infected cells left in normal room air than iRBC submitted directly to HBO after 4 (P>0.05) or 6 hour-exposure (P=0.01). Results are
expressed as the mean of quadruplicates +standard deviation. (B) Mice (n =8 each group) were infected with 10° iRBC of PbA collected after either six
hours of direct exposure or no exposure to HBO. No statistical difference was noted when survival curves were compared (P>0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0003126.9002

corroborate with existing literature, in which T lymphocytes, HBO effects on severe ECM symptoms

mainly o CD8" T cells, are implicated in CM pathology [14,37] Severe hypothermia and dysfunction of the BBB are common
No immunolabeling was detected on T lymphocytes in the features in ECM [35]. To investigate whether HBO therapy could
absence of mAbs (data not shown). improve poor ECM outcomes, we measured the corporal
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Figure 3. Evaluation of HBO’s neuroprotective effect after parasite establishment and the role of pressure in mice survival. (A)
Twenty mice were injected i.p. with 10° iRBC; on day 4 p.i. (parasitemia of 4%) 10 animals, randomly selected, were daily exposed to HBO therapy
(100% O, 3.0 ATA) for 2 hours from days 4-7 after parasite inoculation. The survival curves of both groups demonstrated that HBO significantly
delayed mice mortality (P<<0.01). (B) Groups of 10 PbA-infected mice were exposed daily or not exposed to HBO (100% O,, 1 hour per day) at 1.0 ATA
until all the animals died. Survival curves of the one hundred percent normobaric oxygen exposed mice and animals exposed to normal air did not
differ significantly (P>0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0003126.g003
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exposed mice. Values are expressed as the mean of specific cytokine
genes copies relative to B-actin copies of six-seven mice*standard
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doi:10.1371/journal.pone.0003126.g004

temperature of PbA-infected mice daily regardless of exposure to
pressurized oxygen in the same conditions as the 11-day exposure
protocol. Unlike in the case of non-exposed mice, HBO therapy
significantly prevented (P<<0.001) hypothermia in mice from day 6

Hyperbaric Oxygen in ECM

p-i., when severe neurological signs were evident in most of the
animals (data not shown). Then, by injecting Evans Blue solution,
we analyzed and quantified the BBB integrity in HBO exposed
and non-exposed animals and in naive animals early on day 7 p.i..
One hour after Evans Blue injection, mice brains were collected
and photographed. As seen in Figure 6A, brains collected from
non-exposed mice were darker than those of HBO treated animals
due to a high incorporation of Evans Blue in the brain tissue as a
consequence of BBB destruction [26]. As expected, we did not
observe any staining in naive mice brains. To quantify the Evans
Blue staining and, in turn the BBB integrity, we measured the light
intensity in naive animals and infected mice brains submitted or
not to pressurized oxygen. According to Figure 6B, HBO therapy
significantly reduced (P<<0.005) the brain staining in treated mice.
Moreover, when we compared the Evans Blue staining in naive
and PbA-infected animals that received HBO treatment, no
significant difference was observed (P>0.03). As expected, a
statistical difference in light intensity levels was observed between
naive mice and non-exposed infected animals (P<0.005). Collec-
tively, these data clearly demonstrate that HBO prevents
temperature drops and BBB dysfunction.

Discussion

In the present study, we show that HBO therapy (100% O, 3.0
ATA) is capable of partially protecting PbA-infected mice against CM
and delaying CM-specific neurological signs (Figures 1 and 3). These
observations demonstrate for the first time that pressurized oxygen
therapy under hyperbaric conditions well-tolerated in humans and
animals can prevent CM clinical outcomes, including death.

In an experimental rat model of brain trauma, recent studies
have shown that HBO has a neuroprotective effect against focal
cerebral ischemia, especially when initiated within the first 6 hours
[38]. HBO was thus found to reduce BBB damage, prevent
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Figure 5. Reduced brain-sequestered T lymphocytes in PbA-infected mice exposed to HBO treatment. Flow cytometric analyses were
done on y3 and o CD4" and CD8" T cells sequestered in mice brains (a pool of 4-5 mice per group) collected on day 7 after PbA infection between
the groups regardless of exposure to HBO conditions. Pressurized oxygen therapy reduced the percentage of all cellular subsets, but mainly o CD8*
T cells. Representative dot blots of (A) v and CD4, (B) o and CD4, (C) yd and CD8, (D) o8 and CD8 double staining.

doi:10.1371/journal.pone.0003126.9005
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PbA-infected mice. Four PbA-infected mice, representative of each
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1 hour per day), received i.v. injections of 1% Evans Blue solution early
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submission to hyperbaric conditions, was determined by brain staining
quantification with the aid of the Image)™ software (n=4 of each
group). HBO significantly reduced (P<<0.005) the staining in the brains
of infected-mice in comparison to non-treated animals. No statistical
difference (P>0.05) was noticed between naive and HBO-treated
infected mice and brains collected from non-treated infected mice
were significantly (P<0.005) darker than naive animals. Results are
expressed as the mean of brightness intensity of each delimited brain
area of six mice*standard deviation.
doi:10.1371/journal.pone.0003126.9006

apoptosis and maintain lipid oxidation levels stable [39-42].
HBO’s neuroprotection was also observed in neonatal rats after
the induction of the ischemic process [43]. Rabbits exposed to
pressurized oxygen for 90 min during 3 consecutive days
presented a significant reduction in the edema area of the brain
and cerebral necrosis [44]. In addition, the preservation of BBB,
the reduction in HIF-lo levels, and decreased apoptosis and
neuronal damage were observed in a rat model for subarachnoid
hemorrhage after exposure to HBO [45]. In humans, exposure of
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thirty-seven brain-injured patients to sixty minutes of HBO
treatment every 24 hours increased the cerebral metabolic oxygen
rate and reduced cerebrospinal lactate levels [46]. In another
study, 10 out of 22 patients with cerebral infarction presented an
amelioration of their motor function, while 7 of these patients
experienced improved revascularization after pressurized oxygen
sessions [47].

When comparing exposed animals with non-exposed animals,
we noticed a significant reduction on the parasitemia levels of
PbA-infected mice exposed to HBO (11-day exposure protocol)
during infection (46 p..; Figure 1B). PbNK-65-infected mice
exposed to HBO in the same conditions also presented a
significant reduction of their parasite burden on day 4-13 p.i.
(Figure 1C). These findings are in line with a recent study in which
daily sessions of 100% pressurized oxygen at 2.5 ATA significantly
reduced the size of Leishmania amazonensis induced lesions and the
parasite development in infected mice [36]. Nevertheless, as in
ECM parasites in the brain are necessary, but not sufficient, to
neurological symptoms appearing [15], the lack of correlation
between survival and the reduction of parasitemia levels, measured
daily until the death of PbA-infected animals exposed to HBO,
might be related to the fact that parasitemia levels probably do not
determine the parasite load in the brain. Indeed, methods aimed at
inducing protection against ECM often do not reduce parasitemia
levels [48].

Also, direct exposure to HBO for up to 6 hours observed in our
in wvitro analyses was not harmful to normal or PbA-infected
erythrocytes (data not shown and Figure 2), differing from
previous studies where direct exposure of L. amazonensis promas-
tigotes to HBO for up to 6 hours significantly decreased parasite
viability [32]. However, as it is assumed that HBO increases the
levels of reactive oxygen intermediates (ROI) [49], we believe that
the disparity of these two protozoan parasites in terms of HBO
susceptibility might be linked to differential killing mediated by
reactive oxygen intermediates (ROI). In fact, it has been shown
that Leishmania parasite killing is sensitive to ROI, whereas PbA-
infected erythrocytes are resistant to killing by ROI, even at
supraphysiological doses, and ROI are not essential for controlling
Plasmodium sp. parasitemia [50-52].

We have also shown that the neuroprotective effects of daily
hyperbaric sessions rely on the combination of hyperoxia and
pressure at 3.0 ATA (Figure 1A), as ECM-specific mortality of
PbA-infected mice submitted to 100% oxygen pressurized at 1.0
ATA did not differ significantly from the non-exposed animals
(Figure 3B). In an experimental model for cerebral ischemia, HBO
neuroprotection was not achieved in animals submitted to pure
oxygen at only 1.0 ATA [39,40], and human stimulated
monocyte-macrophages cultured in hyperoxia did not present
changes in their cytokine expression levels [23]. More importantly,
in a study of 12 CM comatose patients who breathed 95% oxygen,
no improvement in the consciousness levels were observed in any
of the individuals [7].

Brain macrophages from adults and children who died of CM
had higher levels of immunological markers that are normally not
upregulated [9], such as IFN-y, IL-1B, IL-10 and TNF-o
[10,11,16] neuroprotection in ECM is often associated with the
reduction of IFN-y, and TNF-a levels [53-55]. IL-10 is higher in
severe malaria patients from different regions despite the fact that
CM individuals presented lower levels of IL-10 in comparison to
the non-cerebral malaria group [16,56] Furthermore, CD8" af T
cells migrating to the brain have been implicated in cytotoxicity
and BBB disruption, thus contributing to ECM mortality [14,15].
Here, we showed that HBO therapy reduced IFN-y, TNF-a and
IL-10 mRNA expression levels in the brain and the percentage of
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brain-sequestered CD4" and CD8" y8 and aff T lymphocytes
(Figures 4-5). Moreover, the reduction in the IL-10 levels in PbA-
infected mice exposed to HBO might be associated with the
decrease in expression of IFN-y and TNF-o.. These data are in line
with the fact that pressurized oxygen is able to inhibit synthesis of
cytokines, such as TNF-o and IFN-y, T lymphocyte proliferation,
decrease the migration of immunocompetent cells and improve
tissue transplantation by down-regulating lymphoid system
functions [19,22,23,28,57,58].

Finally, when we assessed the HBO effects on cerebral
outcomes, we noticed a significant reduction in hypothermia (data
not shown) and in the BBB breakdown (Figure 6) in mice exposed
to pressurized oxygen. This corroborates previous findings where
HBO (100% O, 2.8-3.0 ATA) prevented BBB permeability and
functionality in animals submitted to a brain injury [31,36]. Based
on these observations, it is plausible to assume that HBO prevents
BBB breakdown and then avoids vascular leakage by down-
regulating the inflammatory immune response in ECM, but
mainly, by reducing the percentage of brain-sequestered CD8" T
lymphocytes [10]. Therefore, we cannot rule out that other
mechanisms are also involved in HBO neuroprotective effects in
ECM, as HBO also inhibits ICAM-1 expression and neuronal
apoptosis and upregulates the expression of vascular endothelial
growth factor (VEGYF), which is involved in angiogenesis in human
endothelial cells [22,23,25,28,59]. Also, HBO led to an increase in
the brain levels of nitric oxide (NO) [60], a molecule that
contributes to protection against ECM [61].

In summary, we have presented evidence of the beneficial
effects induced by HBO therapy against ECM. We also
demonstrated that the administration of pressurized oxygen down-
regulates IFN-y, TNF-o and IL-10 cytokine expression and the
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Violacein is a violet pigment extracted from the gram-negative bacterium Chromobacterium violaceum. It
presents bactericidal, tumoricidal, trypanocidal, and antileishmanial activities. We show that micromolar
concentrations efficiently killed chloroquine-sensitive and -resistant Plasmodium falciparum strains in vitro;
inhibited parasitemia in vivo, even after parasite establishment; and protected Plasmodium chabaudi chabaudi-

infected mice from a lethal challenge.

Violacein is a violet pigment isolated from Chromobacterium
violaceum, a gram-negative betaproteobacterium found in the
Amazon River in Brazil. It has been reported to kill bacteria
(4) and induces apoptosis in various types of cancer cells (1, 5,
7,8, 10, 11). Moderate activity against Trypanosoma cruzi and
Leishmania amazonensis promastigotes has also been observed
(3,9). Due to the widespread presence of drug resistance in the
malaria parasite, resulting in dramatically decreased efficacy of
available antimalarial drugs (15), and the fact that immuno-
protection achieved by the most successful malaria vaccine is
only partial and short-lived (14), we evaluated the in vitro and
in vivo effects of violacein on human and murine blood stage
forms of Plasmodium parasites.

Isolation and purification of violacein, 3-[1,2-dihydro-5-(5-hy-
droxy-1H-indol-3-yl)-2-ox0-3H-pyrrol-3-ilydeno]-1,3-dihydro-2H-
indol-2-one (Fig. 1), from C. violaceum (CCT3496) were per-
formed as previously described (12). Toxicity was measured as
the concentration-dependent lysis of normal erythrocytes (NE)
by counting red blood cells per milliliter with the aid of a
Neubauer chamber. After 48 h of exposure to various concen-
trations of violacein, the percent red blood cell density
(RBCD) relative to that of the control (without violacein) was
monitored and calculated according to the formula (RBCD
per milliliter in the presence of violacein/RBCD per milliliter
without violacein) X 100. As shown in Fig. 2A, a slight reduc-
tion in the RBCD percentage at violacein concentrations of
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>8.0 wM was observed. Significant (Mann-Whitney U test, P <
0.05) toxicity to NE occurred at a concentration of 14.0 uM.

Next, we performed dose-response assays to obtain the 50%
inhibitory concentrations (ICs,s) of violacein against erythro-
cytes infected with chloroquine-sensitive or -resistant strains of
P. falciparum (3D7 [16] or S20 [2], respectively) at 1% para-
sitemia and a 2% final hematocrit. We used [°H]hypoxanthine
(Amersham Biosciences, Amersham, United Kingdom) incor-
poration to assess parasite growth according to a protocol
described elsewhere (13). Violacein was tested in triplicate at
least three times with different batches and cells, and parasite
growth was compared to that in nontreated infected erythro-
cytes (IE), which represented 100% parasite growth. Percent
parasite growth inhibition was calculated according to the for-
mula [1 — (cpm of treated IE — cpm of NE/cpm of nontreated
IE — cpm of NE)] X 100. After a 48-h incubation, violacein
inhibited parasite development even at the lowest tested con-
centration of 0.06 uM and completely abrogated parasite via-
bility at concentrations of >1.0 uM (Fig. 2B).

The ICs, of violacein against P. falciparum strain 3D7 was
calculated as 0.85 = 0.11 pwM. We then tested whether the
effect of violacein was directed against young (rings, 0 to 24 h)
or mature (trophozoites and schizonts, 24 to 48 h) blood forms
by using synchronized parasites (= 6 h) obtained by repeated
5% sorbitol treatment as previously described (6). After a 24-h
incubation, inhibition of the different parasite stages by viola-
cein was measured. As shown in Fig. 2C, there was no statis-
tically significant difference (Mann-Whitney U test, P > 0.05)
between the inhibitory values of violacein in either parasite
stage. We then asked if susceptibility or resistance to chloro-
quine also predicts parasite sensitivity to violacein. As shown in
Fig. 2D, the violacein ICys for strains 3D7 and S20 did not
differ significantly (0.85 = 0.11 and 0.63 £ 0.13 uM, respec-
tively; Mann-Whitney U test, P > 0.05).
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FIG. 1. Chemical structure of violacein.

We then investigated whether violacein antimalarial activity
could be sustained in a mouse model, where other character-
istics such as bioavailability and pharmacokinetics have to be
taken in account. For the in vivo assays, C57BL/6 mice (7 to 10
mice per group, aged 7 to 10 weeks, and with a body weight of
20 = 3 g) were infected with a nonlethal (AS) or a lethal (AJ)
strain of Plasmodium chabaudi chabaudi by intraperitoneal
(i.p.) injection with 10° IE. Parasitemia levels were determined
daily by counting the IE among at least 1,000 erythrocytes in
Giemsa-stained blood smears. As shown in Fig. 3A, daily ad-

=
&

120 lllll

100 = J_ —I—

80 A

60 4

RBC density (% relative to control)

20

05 1.0 0 40 6.0 &0 10.0 120 140
violacein (M)

O

100 -
. Young ]
90 =3 hsture

80 - [
70
80
50
i

30 9

Parasite growth inhibition (%)

S T i

035 0.50 10 20 40 8.0
violacein (pM)

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

ministration of violacein i.p. for 11 consecutive days (0 to 10
days postinfection [p.i.]) reduced the parasitemia of P.
chabaudi chabaudi AS-infected mice. Thirty-nine percent in-
hibition was observed on day 7 p.. (parasitemia peak), in
comparison to nontreated mice (control; Table 1), even at a
low dose of 0.75 mg/kg/day. Moreover, the two highest doses of
violacein (3.75 and 7.5 mg/kg/day) almost completely abolished
parasitemia on day 7 p.i., corresponding, respectively, to 82
and 87% inhibition of parasite development (Table 1). In ad-
dition, violacein doses of 0.75 to 7.5 mg/kg/day were able to
inhibit the peak parasitemia in a dose-dependent manner (Ta-
ble 1).

Since violacein did not completely abrogate parasitemia
early in infection and drug pressure was removed by day 10 p.i.,
we monitored the parasitemia levels of P. chabaudi chabaudi
AS-infected mice treated with the highest dose of violacein
daily until day 22 p.i. Notably, on day 16 p.i., which represents
the sixth day after the end of violacein treatment, parasite
development was still significantly (Mann-Whitney U test, P <
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FIG. 2. Evaluation of violacein antimalarial activity against P. falciparum. (A) Noninfected erythrocytes (RBC) were cultivated for 48 h at 37°C
in the presence of different concentrations of violacein. The RBCD was determined as a percentage of that the control (without drug). Inhibition
of the growth of P. falciparum 3D7 IE cultivated for 48 h at 37°C with different concentrations of violacein (B) and of young or mature stages of
this parasite (C) is also shown. (D) Effect of violacein against a chloroquine-resistant strain (S20) of P. falciparum in IE. Results are expressed as

the mean of triplicate measurements = the standard deviation.
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FIG. 3. Effect of violacein on mouse-derived Plasmodium parasites. Groups of 7 to 10 C57BL/6 mice were infected i.p. with 10° P. chabaudi
chabaudi AS IE and then left untreated or treated with different doses of violacein administered i.p. for 11 consecutive days (days 0 to 10 p.i.),
starting on day 0 at 1 h p.i. Parasitemia levels were determined daily until day 12 p.i. (A) or up to day 22 p.i. (B) after treatment with the highest
dose (7.5 mg/kg/day). (C) Analysis of violacein antimalarial activity after parasite establishment and treatment for 6 consecutive days (days 5 to
10 p.i.) with the highest dose of violacein in P. chabaudi chabaudi AS-infected mice. Results are expressed as the mean of a group of mice * the
standard deviation. (D) Analysis of the survival of groups of 10 C57BL/6 mice infected with P. chabaudi chabaudi AJ (lethal strain) by i.p. injection
of 10° IE and then treated i.p. with violacein at 7.5 mg/kg/day for 11 consecutive days (days 0 to 10 p.i.). The drug administration period is indicated
by shading in each graph.

0.05) inhibited (up to 59%; Fig. 3B). To verify whether viola-
cein had an effect on parasite growth after the establishment of
infection, P. chabaudi chabaudi AS-infected mice received vio-
lacein from day 5 (16% parasitemia) to day 10 p.i. This can

reflect the time point when malaria therapy is given to patients.
As shown in Fig. 3C, violacein administration during patent
parasitemia was able to reduce parasite growth significantly
(Mann-Whitney U test, P < 0.01), by up to 50.1%, in compar-

TABLE 1. Inhibition of parasitemia in P. chabaudi chabaudi AS-infected mice under violacein treatment

Violacein dose Mean % inhibition® = SD (P value)

(mg/kg/day)

Day 5 Day 6 Day 7 Day 8
7.5 56.48 = 12.84 (<0.005) 75.40 = 5.17 (<0.005) 86.90 = 3.53 (<0.005) 84.67 = 5.43 (<0.05)
3.75 33.23 £ 14.72 (NS)b 64.89 = 8.00 (<0.005) 82.12 = 4.33 (<0.005) 75.73 = 13.93 (<0.05)
0.75 3.58 + 33.80 (NS) 20.42 = 36.30 (NS) 39.25 = 14.15 (<0.05) 48.85 + 15.08 (NS)
0.075 NI¢ (ND)" NI (ND) NI (ND) 12.04 = 6.11 (NS)

“ The data shown are percentages of the parasitemia of nontreated mice, which was defined as 100%. Values for groups of 7 to 10 mice are shown.
b NS, not statistically significant.

¢ NI, no inhibition.

4 ND, not determined.
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ison to nontreated animals on the seventh day of infection.
Next, to determine the protective effect of violacein, mice were
infected with the lethal AJ strain of P. chabaudi chabaudi and
their survival rate was evaluated. As shown in Fig. 3D, 100% of
the nontreated mice died by day 10 p.i., with 50% of the deaths
occurring early on day 7 p.i. In contrast, animals treated with
violacein at 7.5 mg/kg/day did not succumb to infection until
days 9 (10%) and 14 (10%) p.i., reaching 80% survival on day
16; clearly demonstrating the significant (log rank test, P <
0.0001) protective effect of violacein.

This study demonstrates for the first time the antimalarial
activity of violacein by showing inhibition of the growth of
human- and mouse-derived Plasmodium parasites. Also, viola-
cein was effective against young and mature forms of the hu-
man parasite and its activity extended to chloroquine-sensitive
and -resistant strains of P. falciparum. Our data call for new
formulations based on violacein nanoparticles to improve
solubility, bioavailability, and activity and to decrease drug
toxicity.
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On the Cytoadhesion of Plasmodium vivax—Infected
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Background. Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax are responsible for most of the global burden of
malaria. Although the accentuated pathogenicity of P. falciparum occurs because of sequestration of the mature
erythrocytic forms in the microvasculature, this phenomenon has not yet been noted in P. vivax. The increasing
number of severe manifestations of P. vivax infections, similar to those observed for severe falciparum malaria,
suggests that key pathogenic mechanisms (eg, cytoadherence) might be shared by the 2 parasites.

Methods. Mature P. vivax-infected erythrocytes (Pv-iEs) were isolated from blood samples collected from 34
infected patients. Pv-iEs enriched on Percoll gradients were used in cytoadhesion assays with human lung endothelial
cells, Saimiri brain endothelial cells, and placental cryosections.

Results.  Pv-iEs were able to cytoadhere under static and flow conditions to cells expressing endothelial receptors
known to mediate the cytoadhesion of P. falciparum. Although Pv-iE cytoadhesion levels were 10-fold lower than
those observed for P. falciparum—infected erythrocytes, the strength of the interaction was similar. Cytoadhesion
of Pv-iEs was in part mediated by VIR proteins, encoded by P. vivax variant genes (vir), given that specific antisera

inhibited the Pv-iE—endothelial cell interaction.

Conclusions. These observations prompt a modification of the current paradigms of the pathogenesis of malaria
and clear the way to investigate the pathophysiology of P. vivax infections.

It has long been recognized that the directly attributable
morbidity and mortality differ for the 2 most prevalent
malarial parasite species, Plasmodium falciparum and
Plasmodium vivax. The higher multiplicative potential
of P. falciparum—infected erythrocytes (Pf-iEs) no doubt
contributes to their increased virulence. However, it is
the withdrawal of mature Pf-iEs (parasites older than
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24 h) from the peripheral circulation to that of the
internal organs—a phenomenon known as sequestra-
tion [1]—that is considered to be the key pathogenic
event. P. falciparum is characterized by almost total se-
questration, such that few if any mature Pf-iE forms
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are observed in peripheral blood samples during infection.
Given that mature P. vivax—infected erythrocytes (Pv-iEs) are
frequently observed in peripheral blood samples, it was con-
cluded that sequestration did not occur with this parasite. As
a consequence, the paradigm was formulated that sequestration
of Pf-iEs in specific organs is the principal initial cause of
pathology and that, when sequestration occurs in the brain or
placenta, the likelihood of cerebral malaria and pregnancy-as-
sociated malaria increases. Indeed, most forms of severe malaria
and nearly all mortality have been almost exclusively recorded
for falciparum cases.

P. vivax, the most prevalent malarial species outside sub-
Saharan Africa, imposes a substantial global public health bur-
den [2], with recent estimates of 130-435 million infected per-
sons per year among the 2.6 billion people at risk. Of equal
importance was the observation that many types of severe ma-
laria—long considered to be specific to P. falciparum—also
commonly occur in P. vivax—infected persons. For instance,
infection with P. vivax during pregnancy was found to be as-
sociated with a substantial reduction in birth weight [3]. Fur-
thermore, in some areas of endemicity progression of vivax
malaria to clinically severe forms, including cerebral malaria
and acute respiratory distress syndrome, was found to occur
as frequently as for falciparum infections, with similar levels of
fatality [4-7]. This raises the possibility that pathological pro-
cesses linked to cytoadhesion might also operate in P. vivax.

In P. falciparum infection, cytoadhesion of Pf-iEs to endo-
thelial cells is mediated by interactions between members of
the P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP-1)
family, polymorphic proteins encoded by the var multigene
family [8, 9], and defined host receptors on endothelial cells.
Of the 10 or so receptors identified to date [10, 11], 3 have
been extensively investigated: CD36, intercellular adhesion mol-
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ecule 1 (ICAM-1), and chondroitin sulfate A (CSA). The last
has been specifically associated with the binding of Pf-iEs to
the placenta [12].

We wished to establish whether P. vivax parasites are able to
cytoadhere under static or flow conditions to endothelial cells
and placental cryosections and whether the receptors for Pf-
iEs were also implicated. Furthermore, we assessed the involve-
ment of VIR proteins as a potential Pv-iE ligand.

METHODS

Ethical approval. Informed consent was sought and granted
from all patients attending the Tropical Medicine Foundation
of Amazonas (FMT-AM), Amazonas, in northern Brazil. The
procedures were approved by the Ethics Committee Board of
the FMT-AM (process 2758/2008-FMT-AM; approval no. 1943).

Parasite isolation and enrichment. Once microscopic di-
agnosis of uncomplicated vivax or falciparum malaria was made
and before the treatment was initiated, 5-10 mL of blood were
collected into citrate-coated Vacutainer tubes (BD). Parasitemia
levels rarely exceeded 5000 parasites/uL of blood. The blood
was immediately processed to obtain enriched Pv-iEs. On av-
erage, a total of ~1 X 10® Pv-iEs could be obtained, allowing
only a limited number of cytoadhesion assays to be conducted.
Patients who had received antimalarial treatment 3—4 weeks
before the test were excluded. Immediately after collection, the
red blood cells containing trophozoites and schizonts were sep-
arated from the younger forms on a 45% Percoll (Amersham)
gradient, as described elsewhere [13] with minor modifications.
Briefly, after plasma separation by centrifugation, blood pellets
were washed 3 times and then resuspended in RPMI 1640
medium (Sigma) to a final hematocrit of 10%. Five milliliters
of this suspension was overlaid on a 5-mL 45% Percoll solution

Figure 1. Percoll gradient enrichment of Plasmodium vivax maturing forms. A, Giemsa staining of the mature trophozoites and young schizonts
obtained after Percoll gradient enrichment, yielding cell suspensions with 85%-97% P vivax—infected erythrocytes. B, Parasite species and maturity
confirmed by immunofluorescence assay using anti-PvMSP-1,, conformational monoclonal antibodies (3F8 and K23) diluted at 1:50. Normal mouse
serum samples were used as negative controls. DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride; FITC, fluorescein isothiocyanate.
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Figure 2. Adhesion of Plasmodium vivax—infected erythrocytes (Pv-iEs) to lung and brain endothelial cells or placental cryosections. Shown are
representative photomicrographs of (/eft) and cytoadhesion assays for (right) Pv-iEs binding to human lung endothelial cells (HLECs) (A), Saimiri brain
endothelial cells (SBECs) (B), and placental cryosections (C) stained with Giemsa stain and visualized using a Nikon microscope at X100 magnification.
Arrows indicate Pv-iEs bound to host cells. Representative results for Pv-iEs obtained from different patients and used for cytoadhesion assays
conducted on untreated cells, on Pv-iEs pretreated with trypsin, or in the presence of soluble chondroitin sulfate A (CSA) or anti-CD36 antibody are
shown. In all cases, parasites (5 X 10*) were left for 1 h at 37°C in 8-well culture slides (0.69 cm’/well) and then extensively washed, and adhered
Pv-iEs were counted. Data are the mean number of bound Pv-iEs per square millimeter, normalized to an input of 1 X 10° Pv-iEs/mm? error bars
indicate standard deviations. *.05> P> .01 and **0.01 > P>.001 (Kruskal-Wallis test).

(2.25 mL of Percoll, 0.5 mL of RPMI 1640 [X10], and 2.25
mL of distilled water) in a 15-mL tube. After centrifugation,
floating mature iEs were collected and resuspended in RPMI
1640. Ex vivo, Pf-iEs were enriched in Percoll gradient at 60%,
as described elsewhere [14]. Giemsa-stained thick smears (be-
fore enrichment) and thin smears (after enrichment) were ex-
amined to determine the Plasmodium species and the per-
centage of mature stages, respectively. A sensitive nested poly-
merase chain reaction (PCR) assay was applied to the samples
to confirm the diagnosis [15].

P. vivax slide preparation and immunofluorescence assays.
Immunofluorescence assays (IFAs) were performed in 8-well
slides containing mature stages of P. vivax. Immediately after
enrichment on Percoll, Pv-iEs were washed and resuspended
in 10% fetal calf serum (FCS) (Nutricell) and then deposited
on IFA slides (50 uL/well), fixed in acetone for 10 min, air-
dried, and stored at —20°C until use. Ten micrograms per
milliliter of each monoclonal antibody (3F8 or K23) against P.
vivax merozoite surface protein 1 (PvMSP1) [16] was diluted
in phosphate-buffered saline (PBS) and applied to slides for 30
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Table 1.

Cytoadhesion Assays for Plasmodium vivax-Infected Erythrocytes (Pv-iEs) and Plasmodium falciparum-Infected Erythrocytes (Pf-iEs) Collected from 24 Patients

HLECs

SBECs

% of inhibition®

% of inhibition®

Placental cryosections

Parasite, patient  Adhesion® Trypsinized sCSA Anti-CD36 CaseABC  Adhesion®  Trypsinized sCSA Anti-CD36 Adhesion® sCSA, % of inhibition®
Pv-iEs
008 58.2 + 9.8 19 + 10
015 324 + 11.04 52 + 11*%
016 52.4 + 85 70 + 7%
019 36.1 + 106 59 + 10 ** 25 + 21
021 30.6 + 3.7 74 + 7** 63 + 10** 20 + 12
022 283 = 45 29 + 21** 52 + 8** 2 + 27
023 578 =55 85 + 6** 81 + 7** 38 + 20
024 339 + 37 76 + 7** 65 + 8** 20 = 11
030 16.6 + 3.4 46 + 10*** 128 + 2.8 42 + 18*
031 26.1 + 45 47 +£ 15***
034 56.7 =+ 7.4 18 = 10* 495 + 7.9 28 + 9*
035 375 + 94 41 + 13** 239 + 8.0 31 + 30
036 223 + 54 23 + 19
063 204 + 44 30 = 12*
065 335 + 8.8 51 + 13***
066 96 = 32 15 + 40
076 19.7 £ 4.0 34 + 18%** 7 + 25
083 386 + 7.3 49 + 15** 4 + 21
086 30.1 + 6.5 40 + 16** 13 + 22
087 413 £ 52 16 + 23 3 + 15
Pf-iEs
002 130.1 + 23.7
003 636.7 + 119.2
005 7735 £ 179.5 87 + 7%
008 4544 + 454

NOTE. Data from P falciparum isolates confirmed that the host cells and placental cryosections used were able to sustain parasite cytoadhesion. Asterisks indicate statistical significance with respect
to adhesion values, as follows: *.05>P>.01; **.01>P>.001; and P<.001. HLECs, human lung endothelial cells; SBECs, Saimiri brain endothelial cells; SD, standard deviation.

# Mean no. (+SD) of bound infected erythrocytes per square millimeter, normalized to an input of 1 X 10° infected erythrocytes/mm?.

b Percentage of inhibition (+ SD) of adhesion was calculated after enumeration of adherent infected erythrocytes either following trypsinization of infected erythrocytes or prior to the assay, or when
the assay was conducted in the presence of soluble CSA (sCSA), anti-CD36 monoclonal antibody, or in endothelial cells pretreated with chondroitinase ABC (CaseABC).
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Figure 3. Resistance of Plasmodium vivax-infected erythrocyte (Pv-iE)
cytoadhesion to flow conditions. Enriched Pv-iEs (5 X 10°) were allowed
to adhere to human lung endothelial cells (HLECs) during a 1-h incubation
at 37°C in single-well microslides (8.6 cm?) mounted in a flow chamber
system, and cytoadhesion medium (RPMI 1640 [pH 6.8]) was flowed
through at a wall shear stress of 0.09, 0.36, and 1.44 Pa for 10, 5, and
2.5 min, respectively; medium was not flowed through the control cham-
ber. The Pv-iEs that still bound at the end of the flow period were counted
in 20 randomly selected fields, and the percentage of binding compared
with that in the control chamber were calculated. Data are mean binding
percentages for 2 patient isolates (104 and 106) on HLECs previously
treated with lipopolysaccharide (LPS) (1.0 ug/mL) or left untreated; error
bars indicate standard deviations. *P< .05 for the comparison of adhesion
to nonstimulated vs LPS-stimulated HLECs (Mann-Whitney U test).

min at 37°C. After washing with PBS, slides were incubated
with 10 pg/mL fluorescein isothiocyanate—conjugated sheep
anti-mouse immunoglobulin G (Sigma) and 100 pg/mL 4',6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) (Molecular
Probes) for 30 min at 37°C and then washed several times.
Positive monoclonal antibody recognition was detected with
the aid of an immunofluorescence microscope (Nikon). For
IFAs conducted using VIR antisera, Pv-iEs were left in suspen-
sion (liquid phase). Briefly, parasites were fixed in 2% para-
formaldehyde and washed and diluted in FCS, and then mouse
VIR-A4 and VIR-E5 antisera were added at a final dilution of
1:20 and incubated for 60 min. After 2 washes with FCS, cells
were incubated with 100 pg/mL Alexa Fluor 488—conjugated
goat anti-mouse I1gG (Molecular Probes) and 500 pg/mL DAPI
for 30 min at 37°C and then washed twice with FCS. In both
assays, positive recognition by monoclonal antibody, VIR-A4,
VIR-E5, or MSP-1,, antisera was detected with the aid of an
immunofluorescence microscope.

Polyclonal VIR antisera were generated by injecting mice
with VIR-A4 or VIR-E5 glutathione S-transferase (GST) fusion
proteins belonging to the A or E vir subfamilies, respectively
[17, 18] and raised after 2 immunizations (21-day interval)
with each recombinant protein (5 ug/animal/dose) emulsified

in complete or incomplete Freund adjuvant. No Pv-iE—positive
labeling was visualized by means of GST antisera.

Selection of monophenotypic cultured P. falciparum para-
sites and cells. The P. falciparum lines FCR3 [19] and S20
[20] were cultured in candle jars. Briefly, Pf-iEs were cultivated
in fresh type O human erythrocytes (Blood Center, Univer-
sidade Estadual de Campinas) suspended at a final hematocrit
of 4% in complete medium (RPMI 1640 [pH 7.2]) (Sigma)
and supplemented with 10% homologous human plasma.

The following cell lines were used in this study: Saimiri brain
endothelial cells (SBECs) and human lung endothelial cells
(HLECs) (21, 22], adapted from cultured primary explants, and
CHO-ICAM, CHO-CD36 and CHO-K1 cells [23]. Selection of
FCR3 parasites to CSA (FCR3**) was performed by panning
(5 rounds) of mature-stage iEs on endothelial cells [21, 24] in
the presence of soluble CSA (100 pg/mL; Sigma).

Mature S20 trophozoites were selected on CHO-ICAM cells
(5 rounds) and then by a further 2 rounds on plastic plates
coated with recombinant ICAM-1 [25]. The selected S20'“*M
parasite line bound strongly to CHO-ICAM cells but poorly to
nontransfected CHO-K1 cells (data not shown).

Static cytoadhesion assays. We assessed the ability of Pv-
iEs or Pf-iEs obtained from infected patients to adhere to pla-
centa cryosections, HLECs, and SBECs by performing static
cytoadhesion assays as described elsewhere [19, 21, 26] with
minor modifications. Briefly, HLECs or SBECs were grown to
confluence on 8-well culture slides (0.69 cm?/well; BD), and
5 X 10" Percoll-enriched iEs were then added to each well in a
total volume of 200 uL of cytoadhesion medium (RPMI 1640
[pH 6.8]), either alone or in the presence of 100 pL of soluble
CSA (100 pg/mL) or anti-CD36 (5 pg/mL). Culture slides were
incubated for 1 h at 37°C and then extensively washed in cy-
toadhesion medium. To confirm that the ligands on the surface
of Pv-iEs were proteins, Pv-iEs were treated with trypsin (1
mg/mL) for 45 min at 37°C before incubation over endothelial
cells. For confirmation of CSA as a receptor, HLECs were pre-
viously incubated with chondroitinase ABC (CaseABC) (0.5 U/
mL; Sigma) for 2 h at 37°C. Involvement of VIR antigens in
the cytoadhesion of Pv-iEs to HLECs was evaluated in an assay
where inhibition of parasite binding was tested with antisera
(diluted at 1:5 or 1:10) to VIR-A4 or VIR-E5 GST-fused pro-
teins. Serum samples from mice immunized solely with GST
in complete or incomplete Freund adjuvant were used as spec-
ificity controls. For these assays, inhibition was determined as
a percentage of the negative control and was expressed as the
mean value for 3 wells + standard deviation.

Assays of adhesion to placental trophoblasts were performed
as described elsewhere [19, 26, 27] with minor modifications.
Placental biopsy samples from 3 human immunodeficiency vi-
rus—negative Brazilian women with malaria were collected im-
mediately after delivery, snap-frozen in liquid nitrogen/n-hex-
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Table 2. Cytoadhesion Assays for Plasmodium vivax-Infected Erythrocytes (Pv-iEs) Obtained from 7 Patients or Cultured
Plasmodium falciparum-Infected Erythrocytes (Pf-iEs) to Human Lung Endothelial Cells (HLECs) under Flow Conditions

Shear stress

Parasite, patient Adhesion® at 0.09 Pa 036 Pa 1.44 Pa
(LPS treatment) 0.00 Pa Adhesion® Binding,® % Adhesion® Binding,® % Adhesion® Binding,” %
Pv-iEs
090 (no) 67.4 + 144 342 + 8.6 50.8 30.4 + 9.6 45.2 ND
090 (yes) 55.6 + 9.6 48.0 + 17.8 86.3 427 + 164 76.9 ND
091 (yes) 53.0 = 6.1 39.0 = 7.7 73.6 38.5 + 10.1 72.6 ND
092 (no) 176 £ 9.6 13.4 + 8.2 76.1 10.8 £ 2.9 61.1 ND
093 (no) 479 + 12.0 299 + 8.2 62.4 ND ND
094 (no) 60.4 + 13.8 51.3 = 9.1 84.9 ND ND
104 (no) 30.4 + 9.1 26.3 + 5.3 86.5 16.1 £+ 5.3 52.9 92 + 77 30.3
104 (yes) 325 + 138 25.0 = 5.3 76.9 246 + 5.3 75.7 164 + 6.7 50.5
106 (no) 28.6 + 8.6 205 + 14.9 71.7 19.8 + 6.1 69.2 6.8 + 5.8 23.8
106 (yes) 29.1 + 8.2 27.9 = 10.6 96.2 236 = 7.2 81.1 164 + 6.7 56.4
Pf-iEs
S20'°AM (no) 39.8 + 158 19.2 + 13.0 47.9 12.0 + 5.8 30.0 96 + 82 24.3
FCR3%* (no) 370.9 = 50.9 333.1 = 25.0 89.8 2945 + 36.9 79.4 190.8 + 34.7 51.4

NOTE. P vivax or cultured P falciparum, selected on intercellular adhesion molecule 1 (S20'°*M) or chondroitin sulfate A (FCR3%%), were allowed
to adhere to HLECs either previously incubated with 1.0 ug/mL lipopolysaccharide (LPS) or not incubated with LPS, and then cytoadhesion medium
was flowed through at a wall shear stress of 0.09, 0.36, or 1.44 Pa for 10, 5, and 2.5 min, respectively. ND, not determined; SD, standard deviation.

® No. of remaining adherent parasites after application of a flow condition. Data are the mean no. (+SD) of infected erythrocytes per square

millimeter, normalized to an input of 1 X 10° infected erythrocytes/mm?.

b Percentage of parasites that remained cytoadherent after being subjected to wall shear stress.

ane (Merck), and then stored frozen in Tissue-Teck (Thermo)
before use. Serial placenta cryosections (5-7 um) were cut with
a cryostome and mounted on individual glass slides. Cryosec-
tions were washed and air-dried, and an area of ~1 ¢cm” was
delimited with a Dako Pen device. Assays of the adhesion of
Pv-iEs to placental cryosections were performed as for endo-
thelial cells. Three to 4 placenta cryosections were used for each
adhesion assay. After a 1-h incubation at 37°C and following
Giemsa staining, the number of infected erythrocytes that ad-
hered to the endothelial cell monolayer or to placenta cry-
osections was counted under the microscope.

Involvement of CD36 or ICAM-1 host receptors was verified
by allowing Pv-iEs to adhere under static conditions to CHO-
CD36 cells, CHO-ICAM cells, or CHO-745 cells, a cell line that
does not express either of these receptors [23]. In these ex-
periments, we performed adhesion assays without using human
serum in the medium because it has been shown that human
immunoglobulins present in normal serum can mediate bind-
ing of Pf-iEs to CHO-745 cells [28].

Flow-based cytoadhesion assays. To assess the resistance
of Pv-iEs to shear stress, we performed flow-based cytoadhesion
assays according to a modified version of a method that has
been described elsewhere [19, 26, 27]. Briefly, HLECs were
cultured to confluence in single-well culture microslides (8.6
cm’, corresponding to 12.5 times the area of each well in a 8-
well culture slide), to which 1.5 mL of 5 X 10° Pv-iEs enriched

on 45% Percoll gradient was added. After a 1-h incubation at
37 °C, microslides were mounted in a flow chamber system
(Immunetics), and cytoadhesion medium (RPMI 1640 [pH
6.8]) was flowed through at a wall shear stress of 0.09, 0.36,
or 1.44 Pa for 10, 5, and 2.5 min, respectively. After this, the
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Figure 4. Adhesion of Plasmodium vivax-infected erythrocytes (Pv-iEs)
to specific receptors. Pv-iEs (5 X 10* cells/well) were allowed to adhere
to CHO-intercellular adhesion molecule (ICAM), CHO-CD36, or control
CHO-745 cells. Data are the mean number of bound Pv-iEs per square
millimeter, normalized to an input of 1 X 10° Pv-iEs/mm? error bars in-
dicate standard deviations. *P<.001 for the comparison of adhesion to
CHO-ICAM cells vs CHO-CD36 or CHO-745 cells (Kruskal-Wallis test).
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Figure 5. Recognition and blocking of Plasmodium vivax-infected
erythrocyte (Pv-iE) cytoadhesion to human lung endothelial cells (HLECs)
by specific VIR antisera. A, Immunofluorescence of a Pv-iE labeled with
antisera against VIR-A4 (1:20) or VIR-E5 (1:20). Shown are results for
phase contrast, 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) stain-
ing, and mouse anti—VIR-E5 (tap) or anti-VIR-A4 (bottom) with Alexa Fluor
488—conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G. B, Results of in-
cubation of Pv-iEs (5 X 10" cells/well) for 1 h at 37°C alone or in the
presence of VIR-A4 or VIR-E5 antisera diluted at 1:5 (isolate 095) or 1:
10 (isolate 096). In both assays, serum samples from mice immunized
solely with glutathione S-transferase (GST) in Freund adjuvant were used
as a negative control. For these assays, inhibition was determined as
the percentage of negative control counts, expressed as mean values for
triplicate wells; error bars indicate standard deviations. *P< .05 for the
comparison of inhibition with GST antisera (Kruskal-Wallis test).

remaining bound Pv-iEs were counted in 20 randomly selected
fields through a digital camera attached to a microscope (Mo-
ticam 2500; Motic). Results were expressed as the mean number
of infected erythrocytes per square millimeter = standard de-
viation. In some experiments, microslides were stained with
Giemsa after a determined shear stress condition, to visualize
bound Pv-iEs. Alternatively, HLECs were incubated with li-
popolysaccharide (LPS) (1.0 pg/mL; Sigma) for 4 h at 37°C
and then washed before parasite cytoadhesion. Cultured P. fal-
ciparum panned isolates (FCR3“* and S20"“*™) were used as
controls. To ascertain whether P. vivax adhesion to HLECs oc-
curred under flow conditions, 1 X 10° enriched Pv-iEs diluted
in cytoadhesion medium were flowed at a wall shear stress of
0.09 or 0.36 Pa for 1 h and then filmed. For both the static
and flow-based assay, parasite adhesion was normalized to
1 X 10° infected erythrocytes/mm’, taking into account the area

and the number of infected erythrocytes used in each assay
(5 10* infected erythrocytes in 0.69 ¢cm® or 5 X 10° infected
erythrocytes in 8.6 cm?).

Flow cytometry. Levels of ICAM-1 expression on HLECs
were assessed by flow cytometry. Briefly, 1 X 10° cells either
treated with LPS (1.0 pg/mL) or left untreated were harvested,
incubated with anti-human CD54 (ICAM-1) (phycoerythrin;
BD Bioscience) for 30 min at 4°C, washed, and fixed in 2%
formaldehyde. Analysis was performed using a FACScanto flow
cytometer (BD), and the mean fluorescence intensity and the
percentage of positive cells were analyzed with the aid of FCS
Express software (version 3.00.0320; De Novo Software). For
each sample, a minimum of 100,000 events were acquired.

Statistical analysis. The statistical significance of adhesion
to different cells types at various conditions was determined
using the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis test.
Calculations were performed using BioEstat software (version
3.0; CNPq, Brazil) and Prism software (version 3.02; GraphPad
Software). Differences were considered significant at P<.05.

RESULTS

Our investigation of Pf-iE cytoadherence was substantially fa-
cilitated by the availability of in vitro—cultured P. falciparum,
an avenue not open for P. vivax. We conducted our experiments
with Pv-iEs using samples obtained directly from patients pre-
senting with uncomplicated P. vivax malaria in Manaus, Brazil.
The limitations imposed by reliance on clinical samples with
parasites of diverse genotypes and of varying suitability for
cytoadherence assays were compensated for by the collection
of a relatively large number of samples (1 = 34). As controls
for the cytoadhesion assays, P. falciparum—infected blood was
also obtained from 4 patients attending the same hospital. In
all cases, a sensitive PCR assay was used to exclude the presence
of mixed-species infections. As an inital step, cytoadherence
was assessed using HLECs, SBECs, and human placental cry-
osections. These cell lines and placental cryosections have been
characterized and validated for assays of P. falciparum cytoad-
hesion [19, 21, 22, 26, 27]. In P. falciparum infection, mature
forms of the parasite cytoadhere more strongly than do freshly
invaded forms. We hypothesized that this could be also the
case for P. vivax infection. Given the different densities of ma-
ture-stage and early-stage parasites, we subjected P. vivax par-
asites collected from the patients directly and without prior
short-term culturing to a Percoll gradient, enabling the recovery
of almost-pure trophozoite- and schizont-stage Pv-iEs (Figure
1). Of note, after enrichment the percentage of MSP-1 ,—ex-
pressing forms observed in IFA varied from 85% to 97%.
Pv-iEs were first tested for their ability to cytoadhere to
HLECs, SBECs, and placental cryosections under static con-
ditions. For some patients, aliquots of the same Pv-iE suspen-
sion were tested after digestion with trypsin or in the presence
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of soluble CSA, anti-CD36 monoclonal antibody in the cy-
toadhesion medium, or HLECs pretreated with CaseABC (Fig-
ure 2 and Table 1). All the Pv-iEs tested displayed some level
of cytoadherence to HLECs and/or SBECs or to placental cry-
osections. Pv-iE binding to areas not containing endothelial
cells was not observed. Pretreatment of Pv-iEs with trypsin
generally decreased adhesion to HLECs or SBECs by 19%—-85%
(mean, 54%), depending on the parasite isolate. Significant
inhibition of cytoadherence was also observed in the presence
of soluble CSA (range, 16%-81%; mean, 42%). By contrast,
when assays were conducted in the presence of anti-CD36, the
extent of inhibition of cytoadherence was not statistically sig-
nificant (Table 1), although only a few isolates could be tested.
Moreover, unlike the higher inhibition observed with soluble
CSA, HLECs pretreated with CaseABC did not significantly
abolish adhesion of the same Pv-iEs (Table 1). Cytoadhesion
assays were also conducted in parallel with similarly enriched
mature Pf-iEs derived from 4 patients. The levels of cytoad-
herence observed were ~10-fold higher than those recorded for
Pv-iEs (Table 1).

Having demonstrated that Pv-iEs could cytoadhere to en-
dothelial cells under static conditions, it was important to eval-
uate whether the observed cytoadherence was biologically rel-
evant and whether it could be maintained under the flow
conditions that parasites are subjected to in the bloodstream.
Shear stress in postcapillary venules is close to 0.08 Pa [29].
Thus, we enriched Pv-iEs from 7 individuals and conducted
flow-based cytoadhesion assays on HLECs at shear stress con-
ditions varying from 0.09 to 1.44 Pa. The parasites that re-
mained attached after being subjected to increasing flow rates
for defined periods were enumerated by microscopic exami-
nation after Giemsa staining (Figure 3 and Table 2). Given that
HLECs express CSA and ICAM-1 on their surface, we per-
formed parallel assays using P. falciparum FCR3 and the S20
iEs preselected on CSA (FCR3°**) and ICAM-1 (S20"*M). As
for Pf-iEs (FCR3“**), even at a relatively high shear stress (1.44
Pa) a substantial proportion (30%) of the cytoadherent Pv-iEs
could not be detached (Table 2). Furthermore, stimulation of
the HLECs with LPS significantly strengthened the cytoadher-
ence, because 56% of the cytoadherent Pv-iEs could not be
detached at 1.44 Pa (Figure 3). Of note, LPS treatment aug-
mented ICAM-1 expression levels by 3-fold (data not shown).
The strength of Pv-iE adhesion was similar to that observed
for P. falciparum FCR3“** to unstimulated HLECs (Table 2).
The behavior of the cytoadherent Pv-iEs to HLECs under flow
conditions was recorded in real time and can be seen in Videos
1 and 2, which are available in the online version of the Journal
and which show that cytoadherent Pv-iEs display the rolling
characteristics of cytoadherent P. falciparum parasites [30].
Video 1 shows the rolling and binding of a Pv-iE to an HLEC;
parasites were diluted in medium and flowed at a wall shear

stress of 0.09 Pa. Video 2 shows 2 Pv-iEs bound to HLECs
under a flow condition of 0.36 Pa.

We then tested whether CD36 or ICAM-1, both present on
the HLEC surface [21, 22], were implicated in the observed
Pv-iE cytoadherence. For this, CHO lines transfected with
CD36 or ICAM-1 were used. None of the Pv-iEs from the 3
samples tested showed binding to CD36 (Figure 4), because
the levels of cytoadherent Pv-iEs were not significantly different
from background (binding of Pv-iEs to untransfected CHO-
745 cells). By contrast, a 2.1-2.7-fold increase in cytoadhesion
to ICAM-1 over background was observed for Pv-iEs from 2
of the 3 samples tested (Figure 4). Low cytoadhesion of Pv-iEs
isolated from patient 098 may indicate variations in the binding
phenotypes of different isolates.

Finally, we investigated potential parasite ligands involved in
Pv-iE cytoadhesion. A multigene family orthologous to the P.
falciparum var genes does not occur in the genome of P. vivax
[31]. However, a superfamily of surface-expressed variant an-
tigens genes (vir) is present in P. vivax; it has ~350 members,
which can be subdivided into 10 subfamilies and unclustered
members [17, 31, 32]. Hence, we tested 2 specific polyclonal
antisera, VIR-A4 and VIR-E5, from the A and E subfamilies,
respectively [18]. Pv-iEs were specifically recognized by both
antisera in [FAs (Figure 5A) but not by the control GST antisera.
Significant inhibition of Pv-iE cytoadherence on HLECs was
observed when either VIR antisera was included in the assay
medium but not in the presence of the GST antisera (Figure
5B).

DISCUSSION

Our observations provide the first evidence, to our knowledge,
that mature Pv-iEs are capable of cytoadhering to endothelial
cells and placental cryosections. Two receptors used by P. fal-
ciparum for binding to endothelial cells, ICAM-1 and CSA,
were also implicated in the cytoadhesion of P. vivax parasites,
at least to some extent. However, CaseABC treatment suggested
that cytoadhesion to CSA, a highly negative charged molecule,
might be due to charge interaction. Indeed, it has been shown
that binding to CSA is highly dependent on ionic strength [33].
The fraction of Pv-iEs that cytoadhered was up to 10-fold lower
than that for Pf-iEs. Importantly, cytoadhesion of Pv-iEs, once
established, is as strong as that of CSA-selected Pf-iEs, as dem-
onstrated by the flow assays (Table 2). Because the parasites
we assayed were directly obtained from patients, our data sug-
gest that only a minor fraction of P. vivax would have the
capacity to cytoadhere in vivo. Partial retention of P. vivax from
the peripheral circulation would explain why the mature forms
of this parasite are generally found in peripheral blood. This
is consistent with the observation of partial and differential
accumulation of Pv-iEs in organs of P. vivax—infected squirrel
monkeys [34], as well as with observations of partial depletion
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of mature P. vivax in the peripheral blood of humans [35, 36].
Our observation of Pv-iE cytoadhesion to placental tissue from
sections of the placenta obtained after delivery (data not shown)
suggests that the phenomenon can occur in vivo. However, the
histopathological studies of postmortem tissues that would be
required to indicate whether this phenomenon extends to other
organs in infected individuals are limited.

For all isolates for which trypsin treatment was tested, the
only partially abrogated Pv-iE cytoadhesion suggests that tryp-
sin-resistant ligands commonly occur on the Pv-iE surface. It
would be important to establish whether other receptors are
implicated in Pv-iE cytoadhesion and explore the precise roles
played by ICAM-1 and CSA. Finally, detailed investigations of
the role played by VIR proteins as cytoadhesive ligands, for
which we present indirect evidence, are complicated because
(1) multiple members of the VIR protein family are expressed
on the infected red blood cell surface [17], unlike the clonally
expressed var genes of P. falciparum [37], and (2) the high
number of vir genes present in the genome (346 vir genes for
the Sal line of P. vivax [31], as opposed to 59 var genes for the
3D7 line of P. falciparum) [38]. Nevertheless, our data call for
further investigation of the role played by VIR proteins in Pv-
iE cytoadhesion.

Although infections with P. vivax are less life-threatening
than those with P. falciparum, morbidity in P. vivax infection
is associated with anemia and a pronounced cytokine-mediated
inflammatory response [4]. Differential accumulation of a pro-
portion of parasites to some organs, such as the lungs or pla-
centa, might be targeted by the inflammatory response to this
organ, leading to a more severe clinical presentation [4, 39,
40].

In conclusion, our observations add a new aspect to the
pathophysiology of a major (yet mostly neglected) human path-
ogen, which could lead to novel therapeutic approaches to
alleviate the increasingly recognized health burden globally im-
posed by this distinctly not-so-benign parasite.
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Abstract

Background: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is used as an animal model for human multiple sclerosis
(MS), which is an inflammatory demyelinating autoimmune disease of the central nervous system characterized by
activation of Th1 and/or Th17 cells. Human autoimmune diseases can be either exacerbated or suppressed by infectious
agents. Recent studies have shown that regulatory T cells play a crucial role in the escape mechanism of Plasmodium spp.
both in humans and in experimental models. These cells suppress the Th1 response against the parasite and prevent its
elimination. Regulatory T cells have been largely associated with protection or amelioration in several autoimmune diseases,
mainly by their capacity to suppress proinflammatory response.

Methodology/Principal Findings: In this study, we verified that CD4"CD25" regulatory T cells (T regs) generated during
malaria infection (6 days after EAE induction) interfere with the evolution of EAE. We observed a positive correlation
between the reduction of EAE clinical symptoms and an increase of parasitemia levels. Suppression of the disease was also
accompanied by a decrease in the expression of IL-17 and IFN-y and increases in the expression of IL-10 and TGF-B1 relative
to EAE control mice. The adoptive transfer of CD4*CD25" cells from P. chabaudi-infected mice reduced the clinical evolution
of EAE, confirming the role of these T regs.

Conclusions/Significance: These data corroborate previous findings showing that infections interfere with the prevalence
and evolution of autoimmune diseases by inducing regulatory T cells, which regulate EAE in an apparently non-specific
manner.
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Introduction

The determinants underlying the heterogeneity of multiple
sclerosis (MS) remain unclear. However, current evidence indicates
the involvement of a complex genetic trait that probably requires an
environmental factor, such as an infection, to be triggered [1].
Classical studies have demonstrated that experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), an experimental model of MS, can be
either exacerbated or suppressed by infectious agents [2-6]. EAE is
an inflammatory demyelinating autoimmune disease of the CNS
that is characterized by the activation of Thl and/or Th17 cells
[7,8]. Amplification of the response of these lymphocytes leads to
tissue injury, which can result in demyelination. Regulatory
mechanisms might be activated to down regulate exacerbated
inflammatory responses. Indeed, regulatory cells that are positive for
the expression of the transcription factor Foxp3 have a crucial
function in activating immune suppression and in the maintenance
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of immune homeostasis [9-11]. A deficiency in either the number or
function of Foxp3-positive T cells has been described in both the
MS and the EAE model [12-15]. The Foxp3™ IL-10-producing cells
are associated with the recovery phase of EAE, and i witro-
generated or purified natural regulatory T cells prevent the
induction of EAE by producing IL-10 [16].

On the other hand, some studies have shown that the activation
of T regs, either in experimental models of malaria or in humans
infected by the malaria parasite, suppresses the Thl response and
prevents elimination of the parasite. The enhancement of
CD4*CD25" regulatory T cells probably plays a crucial role in
this escape mechanism [17-22]. These natural regulatory cells
seem to be associated with a burst of TGF-B production and
decreases in antigen-specific responses and proinflammatory
cytokine production [23].

In the present study, we used experimental malaria infection
and the murine MS model to investigate how the regulatory
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mechanisms induced during Plasmodium infection interfere with the
clinical course and immune responses in the EAE model.

Materials and Methods

Animals

C57BL/6 mice (6-8 weeks old) were purchased from the
University of Campinas (Campinas, SP, Brazil) and maintained in
a specific pathogen-free animal facility. All experiments and
procedures were approved by the UNICAMP Committee for
Ethics in Animal Research (Protocol No. 857-1).

Induction of EAE

Briefly, mice were injected subcutaneously (s.c.) with 100 pg/
animal of pMOGs35.55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) or
PCIR 50195 (NPYCNVLTNLKN DYDKIRK) (Genemed Syn-
thesis, CA, USA) emulsified in complete Freund’s adjuvant
containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco,
Detroit, MI, USA). Each immunized animal receives a total of
100 pl of the emulsion in the both upper flanks and 200 ng/mouse
of Pertussis toxin intraperitoneal (i.p.) (List Biochemicals, Camp-
bell, CA, USA) on days 0 and 2 after immunization. Clinical
expression of the disease was graded on a clinical index scale of 0
to 5 as previously described [24].

Malaria infection

Mice were infected i.p. with 10°® infected red blood cells (RBC)
of the non-lethal line of P. chabaudi chabaudi AS or were injected
with saline only (negative control group), 6 days after EAE
induction (6 d.a.) or 25 days prior the EAE induction (post-
infection with P. chabaudi). The group injected with P. chabaudi 6
d.a.l. presented a peak of parasitemia in the same day of EAE
maximum clinical score.

The blood stage forms of both parasites were stored in liquid
nitrogen after i wviwo passages in C57BL/6 mice according to a
protocol described elsewhere [25]. The percentage of parasitemia
was determined daily by counting the number of iRBCs among at
least 1,000 erythrocytes in Giemsa-stained blood smears. The
corporal temperatures and relative body weights of the mice were
evaluated daily, starting on day 1 post-infection, by rectal
introduction of a precision digital thermometer (model TE-300,
Instrucamp, Brazil) and with a precision balance (Metter Toledo),
respectively.

Flow Cytometry

All analyses were performed using a flow cytometer (FACScanto
or FACSCalibur) (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). For Foxp3
labeling, permeabilization buffer (PBS 10% rat serum and 1%
Triton) was used. The antibodies were as follows: anti-CD4 FITC,
anti-CD4 PE, anti-CD25 PE (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)
and anti-Foxp3 APC (eBioscience, San Diego, CA, USA). The
data were analyzed using FACSDiva (BD Bioscience, San Jose,
CA, USA) or MDI 2.9 software.

Cell sorting

All sorting were performed using a cell sorter flow cytometer
FACSAria (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Cells were kept
on ice before and after sorting analysis. Cell purity was confirmed
immediately after sorting and cell viability was assured before the
transfer. Each animal was injected (i.v.) with 1x10° viable cells.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

mRNA was extracted using Trizol and reverse transcribed to
generate cDNA. Tagman analysis was performed using a Tagman
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ABI Prism 7500 Sequence Detector (PE Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). The primers GAPDH, IL-17A, I1L-10,
TGF-B;, IL-27 and Foxp3 were obtained from Applied Biosci-
ences (Mm00439619_m1 (IL-17A), Mm99999915_m1 (GAPDH),
Mm00475156_m]1 (Foxp3), Mm03024053 (TGFB1), Mm00461164
(IL-27), Mm00439616_m1 (IL-10)). The specific mRNAs were
normalized to the expression of a housekeeping gene (GAPDH).
The data were obtained using independent duplicate measure-
ments. The threshold cycle value of the individual measure-
ments did not exceed 0.5 amplification cycles.

Statistical Analysis

The statistical significance of the results was determined using a
non-parametric analysis of variance (Kruskal-Wallis test), the
Mann-Whitney test (U-test) or a non-parametric correlation
(Spearman’s rank). A p value less than 0.05 was considered
significant.

Results

Modulation of EAE and P. chabaudi infection

The inductions of EAE and P. chabaudi infection were designed
to coincide with the peak of the clinical symptoms of EAE. EAE
was more severe approximately 14 days after immunization with
PMOGs35.55, and the peak of parasitemia occurred 7 days after
infection (Fig. 1A). The presence of an autoimmune response
during EAE induction did not change the parasitemia levels
(Fig. 1B) or the corporal temperature of the animals during the
course of malaria infection (Fig. 1C). However, the clinical course
of EAE was significantly diminished until 28 days post-EAE
induction (Fig. 1D). The reduction in clinical signs correlated with
a loss of body weight. As shown in Figure 1E, animals with EAE
and infected with P. chabaudi 6 d.a.i presented a modest loss of
body weight relative to the group with EAE alone. Of note,
parasitemia and clinical symptoms of EAE were significantly
negatively correlated during the clinical course of the disease in the
group of mice infected with P. chabaudi 6 d.a.i (Fig. 1F).

Next, we measured cytokine expression by qRT-PCR to verify
whether the reduction in the clinical signs of EAE observed in
infected with P. chabaudi 6 d.a.i was related to differences in the
cytokine expression profile. As shown in Figure 2, a significant
reduction in IL-17A expression was noted in the regional lymph
nodes in the EAE-malaria group in comparison to the EAE group.
Moreover, corroborating the reduction in the pro-inflammatory
profile, we discovered higher expression of IL-10, TGF-B; and IL-
27 in both lymph nodes in the EAE-malaria mice relative to the
EAE-alone mice (Fig. 2).

Involvement of regulatory T cells

Corroborating with previous studies investigating experimental
malaria infection models [17], the percentages of CD4"CD25"
regulatory T cells increased in the spleen as the parasitemia
evolved, with a peak observed on day 4 after infection (6.4%)
(Fig. 3A). By contrast, naive mice presented CD4'CD25"
percentages (2.0%) were three fold lower than those detected in
malaria-infected mice. A significant difference in the percentage of
T regs was noted on day 4 post-infection in the spleen of EAE
mice when compared to EAE-malaria-infected animals (Fig. 3B).
Indeed, whereas only 6.0% of the cells harvested from EAE mice
were CD47CD25 Foxp3™ T cells, in the EAE animals harboring a
malaria infection, up to 14.1% of the CD4+ cells expressed
CD4"CD25"Foxp3*. Analyses of peripheral blood cells revealed a
minor increase in the percentage of T reg cells in the EAE-malaria
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(9.6%) relative to the EAE-only mice (8.4%). Nevertheless, these
values did not reach statistical significance (Fig. 3C).

CD4*CD25" regulatory T cell transfer

To verify the participation of CD4"CD25% cells in the
regulation of autoimmune responses during EAE, we transferred
purified CD4"CD25" T cells from P. chabaudi-infected mice four
days after infection into MOG35_55. immunized mice. No parasites
were detected in the CD4*CD25" cell preparation. Sorting
analyses revealed that CD4"CD25 (Fig. 4C) and CD4"CD25*
(Fig. 4D) T cells were highly pure (95% *2%) and expressed high
levels of Foxp3, as revealed by testing an aliquot of 10° sorted cells
(Fig. 4E). Thus, cach set (CD4"CD25~ or CD4"CD25") of T cells
were transferred intravenously into a different group of MOG35-
55 immunized mice 10 days after EAE induction. The transfer of
CD4*CD25" cells harvested and sorted from EAE-malaria mice
significantly diminished the evolution of clinical signs of EAE
(»<<0.01) as compared to animals that were immunized only, or
even to the group that received GD4*CD25™ cells (Fig. 4F). Of
note, the anti-inflammatory effect of the T regs was temporary,
because 10 days after the transfer, no significant difference in EAE
clinical scores were found between the two groups.

Longevity of the regulatory T cell effect

To determine whether the malaria-induced regulatory T cells
were able to sustain their anti-inflammatory effect and thereby

@ PLoS ONE | www.plosone.org

prevent mice from developing clinical signs of EAE, we induced
EAE 25 days after infection with P. chabaudi (Fig. 5A). At this time
point, almost no parasites were detected in the peripheral blood
(Fig. 1B). No significant differences in the evolution of the disease
were observed between the group with previous P. chabaudi
infection and the group that was immunized with MOG peptide
only (EAE) (Fig. 5B). Indeed, this observation is consistent with the
low percentage of CD4"CD25* T cells (2.2%) harvested from the
mice 35 days p.i. (Fig. 5C), which did not differ significantly from
the percentage observed in naive animals. These results indicate
that the mechanism that suppresses the autoimmune response in P.
chabaudi infection is transitory and does not generate a specific
memory.

Discussion

In the present study, we used P. chabaudi infection and EAE
induction to demonstrate that the immune response to Plasmodium
spp. modulates the autoimmune response.

One of the main challenges of multiple sclerosis is an
understanding its etiology. It is currently well accepted that the
disease results from a genetic predisposition combined with an
environmental factor such as an infection [26]. However, many
recent studies have demonstrated an immunoregulatory role of
infectious agents or their products during the evolution of EAE or
MS [4-6]. In all likelihood, both observations are compatible

March 2011 | Volume 6 | Issue 3 | 17849



Malaria-Induced Regulatory T Cells Modify EAE

A
cD4*CD25*
|
CD4*CD25"
LA R L LA AR ----r‘-r‘;rJ
¢ m::_ *.'-m ml 1$. (e | m‘r-;n =
C -8 D "y ¥
: : 95%
95.5% g E
“j & | cpa*cp2s*
_1 —_— . CD4*CD25" . 1
¥ T r— -—;—.q"i-?ﬂ—r o L‘i—lf ‘-'-“r!(’ TYTER-TrTeRT

= - ] L

Foxp3

CD4+CD25+

CD4+CD25-

Transfer

—8— CD4"CD25 Transfer
—6— CD4'CD25" Transfer

0 T T T T T T T 1
0246 81012141618202224262830

Days after Immunization

**+¥p<0.001

Figure 4. Transfer of CD4'CD25" regulatory T cells diminishes the clinical signs of EAE. (A) Lymphocytes are gated from whole spleen
cells from a pool of 3-4 mice infected with P. chabaudi. (B) Selection of CD4"CD25" and CD47CD25™ cells before sorting. (C) Purity of the sorted
CD47CD25™ and (D) CD4"CD25" cells. (E) qRT-PCR assessment of expression levels of Foxp3 in CD4"CD25" and CD47CD25™ cells after sorting. The
values represent the mean number of specific cytokine gene copies relative to GAPDH = SD. (F) Evolution of the clinical scores of EAE following the
transfer of CD4"CD25" (white circles) or CD4"CD25 ™ cells (black circles). The results represent the mean of three-five mice = SD.

doi:10.1371/journal.pone.0017849.9004

depending on the genetic predisposition of each individual, the
specific action of each infectious agent and the specific timing of
the infection.

Here, we conducted a study to understand the effects of malaria
infection on the evolution of MS in a murine experimental model.
When EAE induction coincided with the peak of infection in P.
chabaudi-infected mice, we observed a reduction in the clinical
signs of EAE, including weight loss. Of note, we discovered a
negative correlation between the clinical score for EAE and the
percentage of iRBCs. The protective effect of malaria infection on
EAE evolution was correlated with the high expression levels of
IL-10, IL-27 and TGF-B; and reduced levels of IL-17. Moreover,
an elevated percentage of T regs on day 4 p.i. with P. chabaud:
seemed to play a pivotal role in EAE amelioration. Interestingly,
the presence of a proinflammatory response evoked during EAE
evolution did not alter the evolution of parasitemia. The specific
proinflammatory response to MOGss 55 might not influence

@ PLoS ONE | www.plosone.org

reactivity to malarial antigens. The suppression of immune
responses by Plasmodium parasites might be explained, at least in
part, by the capacity of human or murine iRBCs to convert latent
TGF-B into its bioactive form [27]. The activation of TGF-B by
the parasite might induce the conversion of naive T cells into T
reg cells, or it might directly suppress the autoimmune response
[28-29].

In recent years, a growing body of evidence has demonstrated
the importance of T regs in the immunological response induced
during malaria infection in humans [19-22], and in several
experimental models [17,30]. The enhancement of T regs
apparently contributes to the immune evasion mechanism of
Plasmodium spp. and allows parasite development, although this
phenomenon may not hold true for all murine-derived Plasmodium
species [31]. In vitro co-cultures of PBMCs and P. falciparum-
infected red blood cells induce CD4*CD25"Foxp3*™ T cells [32],
and a positive correlation between the absolute number of
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circulating T regs and the parasite burden during acute P. vivax
infection has been recently observed [22].

Our data demonstrate a progressive increase in the percentage
of CD4"CD25" T cells during P. chabaudi infection, with a peak
observed on day 4 after infection. These CD4"CD25" T cells
express high amounts of Foxp3 in both P. chabaudi-infected mice
and in P. chabaudi-infected mice 6 d.a.i when compared with EAE-
alone mice. This finding may explain the observed suppressive
effect of malaria infection on the course of EAE. A large number
of reports have highlighted the role of regulatory T cells both in
the prevention of EAE induction [33-34] and in the resolution of
the disease [16,35], mainly via IL-10 and/or TGF-B induction in
these cells [36].

Because CD4"CD25 Foxp3* T regs are capable of inhibiting
proinflammatory responses by releasing IL-10 and TGF-, in our
model and in other autoimmune models [10], it is conceivable that
these CD4"CD25Foxp3" T regs might play a central role in
regulating the autoimmune response during Plasmodium infection.
To test this hypothesis, we transferred highly pure sorted
CD4*CD25" T cells from P. chabaudi-infected mice four days after
infection into MOGgss_55 immunized mice, avoiding the introduc-
tion of parasites into the system. The adoptive transfer of
CD47CD25" T cells, which express higher amounts of Foxp3,
but not of CD4"CD25 ™ cells, significantly diminished the clinical
signs of EAE for approximately 10 days, similar to the signs
observed with P. chabaudi-infected mice 6 d.a.i. These results
unequivocally demonstrated the central role of malaria-induced T
regs in the control of EAE development. However, when EAE was
induced in a group of mice with controlled parasitemia, no
amelioration of the clinical signs of EAE was observed, and the

@ PLoS ONE | www.plosone.org 6

percentage of CD4*CD25" cells was comparable to that in naive
animals. Our findings indicate that the process of T reg cell
enhancement is not long lasting and probably does not induce
immunological memory. Indeed, these T regs are rapidly inducible
and short-lived, as previously described [37]. Nonetheless,
malaria-induced T regs are able to suppress responses to non-
malarial antigens [38].

Despite these indications, we tried to establish some cross-
specificity between the MOG protein and P. chabaud: antigens.
Using the Sanger Plasmodium databank, we were able to
demonstrate significant homology between the MOG protein
(NP_034944) and the CIR protein (PC500044.00.0). Five
different regions presented some similarity when the two
proteins were aligned (Fig. SIA). One of these five regions
exactly matched the MOGgs;_55 peptide (Fig. S1B). However, no
cross-reactivity was observed when this peptide (CIRgo.195) was
used either to induce EAE in naive animals or to treat MOGgss.55
immunized animals (data not shown). However, we cannot
exclude the possibility of polyclonal expansion of lymphocytes
promoted by the malaria infection, which may enhance
MOGs5.55 specific T regs and thereby cause the phenomena
described herein, albeit in smaller numbers. Nevertheless, our
data provide strong evidence that once activated by the TCR or
during polyclonal expansion, T regs may exert their suppression
in a completely non-specific manner. Indeed, Thornton and
Shevach have proposed this non-specific suppressor mechanism
using an i vitro model system [39]. Moreover, the regulatory
functions of these T regs are probably due to their expression
and release of inhibitory cytokines such as TGF-f and IL-10 in
a standard suppressive manner.
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In the present study we describe for the first time the ability of
Plasmodium infection to interfere with the EAE autoimmune
response. Our findings indicate that the T reg cells generated
during P. chabaudi infection act in an apparently non-specific
manner to control the proinflammatory response, mainly via
increased expression of IL-10 and TGF-f,.

Supporting Information

Figure S1 (A) Amino acid sequence alignment of the MOG
(black) and CIR proteins (http://www.ebi.ac.uk: Accession num-
ber: needle-20100715-1546033194.output) (red). Green symbols
indicate identical amino acids; yellow symbols represent conserva-
tive changes and blue symbols represent semi-conservative changes.
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“COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO CONDROITIN SULFATO
FUCOSILADO (FucCS) PARA TRATAMENTO E PREVENGCAO DO
DESENVOLVIMENTO DA MALARIA CEREBRAL E GESTACIONAL E SEU USO".

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencao 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 maléria grave, e no blogueio a atividade inflamatoria associada a doenga.

Nesse sentido, esse composto € 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 INVENGCAO

A maldria apresenta elevados indices de mortalidade & 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 malaria cerebral (MC). Anualmente ocorrem cerca 1,5 a 2,7 milhGes 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 malaria
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 inseficidas convencionalmente utilizados
(Moorthy e col., Lancet. 363:150-156 (2004)).

Atualmente, pacientes com malaria cerebral sdo tratados com antimalaricos,
como o quinino e artemisininas combinados com outros antimalaricos para prevenir a
resisténcia. Apesar disso, esta condicdo estd associada a uma mortalidade de 15-
20%, e uma por¢dc 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 antimaléricas freglientemente demoram pelo
menos 12-18h para matar os parasitas, a administragao de terapias complementares
nesse intervalo de tempo deve reduzir o risco de mortalidade e de seqlelas nos
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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. Conseqluentemente, nenhum deles pode ser

recomendado como parte da estratégia de tratamento até o presente. Pode-se citar

diversos desses agentes como corticosterdides 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, Nat. Rev. Neurol. 5(4):189-98 (2009)).

O processo de citoadesao de eritrocitos infectados (El) no endotélio vascular
de varios 6rgdos 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
adesac ocorre devido a 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
seqlestracdoc parasitaria, mais também 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, que sao
macromoléculas conhecidas por apresentarem um amplo espectro de importantes
propriedades biolégicas, 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: 35361 (2004), Caterson e col. J. Cell Sci. 97:411-7
(1990)).

A partir dessa perspectiva, estudos mostraram que a heparina € capaz de inibir
a citoadesdo parasitaria e a reinvasdo de eritrocitos pelos merozoitos, alem de
contribuir para o rompimento de rosetas (Vogt e col., PLoS Pathog. 2(9):e100 (20086)).
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): S1-S90. (2000)). Assim, sabendo-se que a heparina foi
o 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 despolimerizagao da heparina, apresentam,
assim como esta, efeito na adesdo parasitaria, porém com menor atividade
anticoagulante (Vogt e col., PLoS Pathog. 2(8):100 (2008)). Alem disso, o uso de
heparina fracionada, com menor agdo anticoagulante do que a normal, apresenta
efeito na inibigdo 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 o
composto descrito na presente invengéo.

Ainda nesse contexto, outros glicoconjugados sulfatados tém demonstrado
inibir a invasdo de eritrocitos por merozoitos e interferir na adesao e na formacao de
rosetas (Butcher e col., Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 82(4):558-9 (1988); Rowe e
col., Exp. Parasitol. 79:506-516 (1994), Xiac 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 acdo anticoagulante efou alta toxicidade
(Rowe e col., Exp. Parasitol. 79:506-516 (1994); Vogt e col., PLoS Pathog. 2(9):e100
(2006); 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. 51.4:
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 fucosilado (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
posigao 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 e 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 |l da heparina,
atribuida principalmente as cadeia de fucose sulfatada ligadas a condroitin sulfato
(Mour&o e col., J Biol Chem 271: 23973-84 (1996); Mourao., PIBr 9603405-0 (1998)).
Este apresenta também, agdo antitrombdtica, 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 modificacdes quimicas, nao e
derivado de mamiferos, evitando o risco de contaminagao 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 &
capaz de inibir ades&o de células tumorais a P- e L-selectina com maior poténcia do
que a heparina, sem exibir efeito hemorragico significativo & em doses inferiores ao
requerido para causar efeito anticoagulante. Assim, o FucCS & capaz de bloquear
metastase tumoral e reduzir o processo inflamatério diminuindo o recrutamento de
neutréfilos sem os indesejaveis efeitos colaterais causados pela heparina (Borsig e
col., J. Biol. Chemst 282: 20- 14984—14991 (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
porgdes de pepino-do-mar e de diferentes espécies na inibicao da angiogénese e
vascularizagao (Collin., US 5985330 (1999)). e também na inibicdo do complemento,
que pode ser aplicado no estudo e tratamento de doengas inflamatérias (Collin., us
5989592 (1999)). Além disso, o 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 maléria 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 modificagdes quimicas e
fracionamentos ap6s sua purificagdo, ndo é derivado de mamiferos, evitando o risco
de contaminagao por agentes patogénicos, ocorre em altas concentragbes em um
invertebrado abundante, apresenta menor risco de causar hemorragias, € age em
concentracdes inferiores as necessarias para ativar seu efeito anticoagulante.

BREVE DESCRIGAO DA INVENGAO

A presente invengao 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 maldria (malaria cerebral e
gestacional), atuando na inibigao do processo de citoadesdo parasitaria em receptores
endoteliais e no processo inflamatérioc associado a doenga. Mais precisamente, a
presente invengdo estd baseada nas propriedades anti-adesivas descritas para
diversos glicoconjugados sulfatados, principalmente contra P. falciparum, e nas
propriedades antiinflamatérias do FucCS.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular do condroitin sulfato fucosilado (FucCS) de pepino-do-
mar. O composto é formado por unidades dissacaridicas repetitivas alternadas de
acido-8-D-glucurdnico e de N-acetil-3-D-galactosamina. Alguns residuos de acido-3-D-
glucurdnico apresentam cadeias de 2-4-dissulfato a-fucopiranose na posigao 3, ou sao
3-O-sulfatados (R1). A maioria das N-acetil-3-D-galactosamina s&o sulfatadas na

posicao 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 10° El de P. berghei
ANKA (PbA) e tratados diariamente (dia 3-6 pés-infeccao) com injegao 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 eritracitos infectados por P. falciparum monofenotipo
(PEI°®Y 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 (0,5U/mL), CSA (100pg/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 relagao ao controle negativo e como
a média de 4 pogos * desvio padrdo. (*) P<0,05 (ANOVA 1 critério: grupo FucCS vs.
Heparina).

Figura 4: Inibighdo da adesdo de eritrocitos infectados por P. falciparum
monofenotipico (PFEI*™) em células HLEC. PfEI“* (5 x 10%/poco) foram deixados
aderir a monocamada de células HLEC durante 1h a 37 °C, na auséncia, ou na
presenga de anti-CD36 (5ug/mL), condroitinase ABC, CSA (100ug/mL), ou diferentes
concentracdes de FucCS ou heparina. Apds este periodo, os eritrocitos nao aderidos
foram removidos por meio de extensivas lavagens e os El aderidos foram contados.
Resultados sdo expressos como porcentagem em relagao ao controle negativo e como

a média de 4 pocos + desvio padrao.

Figura 5: Inibigho 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
presenca de anti-CD36 (5ug/mL), condroitinase ABC, CSA (100ug/mL.), ou diferentes
concentragdes de FucCS ou heparina. Apés este periodo, os eritrocitos nao aderidos
foram removidos por meio de extensivas lavagens e os El aderidos foram contados.
Resultados sdo expressos como porcentagem em relagao ao controle negativo e como

a média de 4 pogos + desvio padrao.
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Figura 6: Inibicdo 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 (100pug/mL) ou decarboxilada
(100ug/mL), ou meio RPMI (controle), a 37°C por 24-30h. A porcentagem de
parasitemia foi determinada como sendo o nimero de El em 1.000 eritrécitos e os
resultados s3o expressos como porcentagem em relacdo ao controle. (*) P< 0,05
(ANOVA 1 critério : FucCS vs. deFucCS e FucCS vs. CRFucCS).

Figura 7: Inibigdo da reinvasdo de merozoitos de P. falciparum monofenotipico
(PEI"*™) por diferentes GAGs. PfEI"*" no estagio de trofozoito maduro, com
parasitemia e hematécrito de 4%, foram incubados com concentragdes crescentes de
FucCS, Heparina ou CSA; FucCS defucosilada (100ug/mL) ou decarboxilada
(100pug/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 INVENGAO

A presente invencao 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
(maldria cerebral e gestacional), atuando na inibicdo do processo de citoadesao
parasitaria em receptores endoteliais e no processo inflamatério associado a doenca.

Condroitin Sulfato Fucosilado (FucCS$) nativo e guimicamente modificado

O FucCS nativo foi extraido do pepino-do-mar Ludwigothurea grisea, coletado
fresco da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. A extragdo, preparagao, purificagdo e
caracterizagdo deste polissacarideo nativo, defucosilado e decarboxilado, séao
processos conhecidos do estado da técnica e foram realizados como anteriormente
descrito por Mourédo et al. (1996).
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O FucCS & 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-glucurbnico com cadeias de
fucose sulfatada, 3-O-sulfatado, ou um grupo OH. Essas cadeias de fucose sao
fundamentais para importantes efeitos bioldgicos do FucCS, como sua agdo
antitrombética e anticoagulante, e também seu efeito anti-inflamatério in vitro, sendo
assim um grande diferencial desse composto.

Células e Parasitas utilizados nos ensaios in vitro:

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

Nesses ensaios utilizamos parasitas P. falciparum FCR3, selecionados para
adesao exclusiva (monofenotipicos) & condroitin sulfato A (CSA), ICAM e CD38, sendo
a selecdo feita por panning. Os parasitas foram cultivados em meio RPMI completo
(RPMI — Sigma, USA), suplementado com 10% de plasma humano atraves do método
de candle jar (Trager & Jansen, 1976). O hematdcrito final foi ajustado a 4% com
eritrocitos sadios O° fornecidos pelo Hemocentro da UNICAMP. A parasitemia foi
monitorada diariamente por meio de esfregacos.

Enriguecimento de estagios trofozoitas da cultura de P. falciparum (in vitro).

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. Apds este periodo, a fase superior do gradiente, contendo as formas

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

Selecdo monofenotipica do parasita através de Panning
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A técnica de Panning foi baseada no protocolo de Pouvelle et al (1997) e
objetivou a selegdo monofenctipica do parasita. Células endoteliais CHO capazes de
expressar apenas um receptor (ICAM, CD36) 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 ades&o) e transferidos
para a garrafa contendo as células. Apds incubagéo por 1 h a 37°C; o excesso de
parasitas ndo aderidos foi removido por meio de lavagens com meic 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 concentragao de 1 mg/mL para liberar apenas Els
ligantes a CSA das células HLEC. Apés 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 selecao de parasitas

com o fendtipo desejado.

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

possiveis.

Exemplo 1. Agdo anti-adesiva do FucCS

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 doenca. Nesse sentido, células endoteliais do pulmao humano (HLEC)
foram cultivadas por 48 horas, até atingirem confluéncia total, em laminas para cultivo
de células de oito pogcos 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
suspensao de El foi entdo adicionada a cada pogo (5x10* El/pogo) na presencga 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 Pandtico Rapido
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(Laborclin) e contados com o auxilio do microscépio, e a adesao foi expressa como a
média + desvio padrdo do numero de eritrocitos 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 ades&do de parasitas P. falciparum monofenotipicos, quando
comparados ao controle (Figuras 3, 4 e 5), principalmente nas doses mais altas (1000,
100 pg/mL), onde a inibigdo 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 inibigao da citoaderéncia de parasitas
FCR3%* em todas as doses (Figura 3), quando comparado aos outros fenétipos 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 ug/mL)
(Figura 3).

Exemplo 2: Ensaio de inibicdo de reinvasao de merozoitos in vitro

Tendo em vista a acdo de glicosaminoglicanos sulfatos na inibicdo da
reinvasdo de merozoitos de P. falciparum (Rowe et al., 1994, Xiao et al, 1998, 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 hematocrito de 4%. Os parasitas foram incubados em
placas de 96 pogos com diferentes concentragdes de FucCS, CSA ou Heparina (1000,
100, 10 e 1 pg/mL); FucCS defucosilado ou decarboxilado (100pg/mL), ou meio RPMI
(controle), a 37°C por 24-30h. Em seguida, foram feitos esfregagos de cada pogo e as
|aminas foram coradas com o kit Panético Rapido (Laborclin), sendo a porcentagem de
parasitemia determinada apos contagem em microscopio optico. Como pode ser visto
nas Figuras 6 e 7, o FucCS e a heparina exibem efeito dose dependente na inibicao
da reinvasdo de merozoitos de P. falciparum FCR3%* e FCR3"“* além disso, o efeito
desses compostos é bastante similar e eficiente, atingindo 100% de inibigao 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 reinvasdo dos merozoitos, com
excegao da maior dose (1000 pg/mL) em que a inibicao chegou a 33% no ensaio com
FCR3°S* (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'“M (Figura 7) e 44% para o FCR3“** (Figura 6). Em contraste, 0
deFucCS, em ambos os casos, ndo & capaz de inibir essa reinvasdo de maneira
eficiente. exibindo valores de inibigao bem baixos (0,3% de inibigio para o FCR3“Me
8.9% de inibigio parao FCR3%*") (Figuras 6 e 7).

Assim. embora 0 mecanismo envolvido na inibigdo da reinvasao de merozoitos
de P. falciparum pelo FucCS nao esteja claro, esses resultados evidenciam que a
presenca da cadeia extra de fucose sulfatada e essencial para que © Processo
inibitério ocorra. De fato, o processo de inibigdo da citoades@o parasitaria e da
reinvasdo de merozoitos de P. falciparum parece ndo ser especifico do fendtipo
adesivo parasitario, pois o efeito inibitorio pode ser observado para Els paneados em
diferentes receptores endoteliais. E possivel, que esse efeito seja resultado de
interagbes eletrostaticas em vez de uma conseqiiéncia direta na estrutura dos

receptores de citoaderéncia.

Exemplo 3: Efeito protetor do FucCS na mortalidade in vivo

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 condigdes Germ Free em nossa rack ventilada da Alesco™.
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissao de Etica na Experimentacado
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° eritrocitos infectados (El) com
Plasmodium berghei ANKA (PbA), linhagem capaz de induzir malaria 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 3-8 pés-infec¢@o), e o controle
com solugdo salina, sendo a parasitemia determinada diariamente por meio de
esfregagos de sangue obtidos da cauda dos animais a partir do 4° dia pos-infecgao ate
a morte do animal ou até fase cronica da doenga. Os esfregagcos foram fixados e
corados, e a porcentagem de parasitemia foi determinada como sendo o numero de El
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em 1.000 eritrécitos. 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 aos nao
tratados (Figura 2).

Por fim, ndo foram observados efeitos citotéxicos 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, € importante ressaltar, que o potente efeito
inibitério do FucCS no processo de citoadesdo parasitdria e sua agao na malaria
cerebral murina estdo evidenciados no fato deste composto n&o necessitar de
fracionamento e/ou modificagdes quimicas apos sua purificagdo, nao ser derivado de
mamiferos, evitando o risco de contaminag@o por agentes patogénicos, ocorrer em
altas concentragbes num invertebrado abundante, apresentar menor risco de causar
hemorragias, agir em concentracdes 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 concretizacao 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 invencao 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. Composicdo medicamentosa para tratamento complementar e/ou na
prevencdo das formas graves da malaria caracterizado por compreender a seguinte

estrutura molecular:
coO" Y
Q §
NHCOCH,
n
o0
rl= 2 o or 080," or OH
oR®

2_¢0."
R 503

onde R1 pode ser uma cadeia de fucose sulfatada, 3-O-sulfatado, ou um grupo
15 OH e R2 corresponde a sulfatagdo na posi¢ao 6 da N-acetil-3-D-galactosamina.

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



