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RESUMO

Muxel SM. Papel das células T convencinais e nao-convencionais do durante a
infeccdo pelo Plasmodium chabaudi AS. [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2011.

As células T CD4" do bago sdo importantes na protecdo frente & malaria através de
mecanismos mediados pelas citocinas do perfil Thl e também pelo auxilio na
producdo de anticorpos. No decorrer desse trabalho, nds investigamos o papel das
células T CD4" convencionais (restritas por moléculas de classe 1l do MHC) e n&o-
convencionais (restritas por moléculas CD1d, TL, Qa-1 ou H2-M3), das células CD8"
e células B durante a infeccao pelos estagios eritrociticos de Plasmodium chabaudi
AS. Para tanto, na primeira parte (I) do nosso estudo, nés caracterizamos as células
T NK1.1* e NK1.1" do bago no inicio da resposta imune ao P. chabaudi; e na
segunda parte (II), nés examinamos em detalhe o comportamento das células T
CD4" convencionais e ndo-convencionais, células CD8" e células B do bago durante
a fase aguda da infecgéo pelo P. chabaudi, em comparacdo com a fase crénica. Na
Parte 1, n6s observamos que o aumento no nimero de células CD4"NK1.1*"TCRaB",
CD8'NK1.1'TCRaB" e CD4'NK1.1 TCRoB" por baco nos camundongos C57BL/6
correlaciona com o primeiro pico de parasitemia. Além disso, observamos um
aumento maior para as células T NK1.1" comparadas com as células T NK1.1
sendo parcialmente dependente da presenca da molécula CD1d. No entanto, no dia
7 de infeccdo, as células CD4'NK1.1* ndo sdo células NKT invariantes. Neste
periodo, praticamente todas as células T NK1.1" e por volta de 30% das células T
NK1.1° apresentam o fenotipo de células experimentadas/ativadas
(CD44™cD69"CcD122"), com expressdo de niveis altos de Fas e PD-L1 que
correlaciona com a baixa capacidade proliferativa. As células CD4'NK1.1" e
CD4'NK1.1 produzem IFN-y nos dias 4 e 5 de infec¢do, mas as células CD4"NK1.1"
sdo a principal fonte dessa citocina durante a fase aguda da infeccdo pelo P.
chabaudi. Na Parte Il, n6s mostramos que camundongos com auséncia das
moléculas de classe Il do MHC, que possuem somente células T CD4" nio-
convencionais, desenvolvem o primeiro pico de parasitemia significantemente maior
e picos recrudescentes proeminentes quando comparados com os camundongos
C57BL/6. NOs também verificamos que as células T CD4" convencionais sdo a
principal subpopulacéo de células T ativadas na resposta imune frente a infeccéo,
que se desenvolve em duas fases consecutivas concomitantemente com as
parasitemias aguda e cronica. Na fase aguda da infec¢do, a resposta das células T
CD4" convencionais € intensa e de curta duracéo, fornecendo rapidamente grandes
quantidades de citocinas proinflamatérias e auxiliando na produgédo de anticorpos
policlonais pelas células B da zona marginal e foliculares. A producédo de TNF-a e
IFN-y depende principalmente das células T CD4" convencionais, que secretam IFN-
y com cinética semelhante as células T CD4" n&do-convencionais. A fase aguda da
resposta imune termina apés uma semana de infec¢cdo, com a eliminacdo de uma
grande quantidade de células T CD4" e desenvolvimento da imunidade adquirida.
Nossos resultados juntos indicam que as células T CD4" convencionais possuem um
papel central no inicio da resposta ao P. chabaudi, respondendo em paralelo com as
células T CD4" ndo-convencionais como uma ponte entre a imunidade inata e



adquirida. Ainda, as células T NK1.1" e NK1.1 do bago respondem a infec¢édo aguda
pelo P. chabaudi com cinéticas diferentes em termos de ativacdo, proliferacdo e
producéo de IFN-y.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium chabaud. Células T CD4". Células T NK1.1".
Células B. Interferon-gama (IFN-y). Fator de necrose tumoral (tumour necrosis
factor-alpha - TNF-a). Anticorpos.



ABSTRACT

Muxel SM. Role of conventional and non-conventional Tcell in the spleen during
Plasmodium chabaudi AS infection. [Ph. D. thesis (Immunology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2011.

Spleen CD4" T cells have an important role for protection against malaria through
mechanisms mediated by Thl cytokines and also by the help for antibody production.
In the present work, we investigated the role of conventional (class Il MHC-restricted)
and non-conventional (CD1d, TL, Qa-1 or H2-M3-restricted) CD4" T cells, CD8" cells
and B cells during during the infection by blood-stage Plasmodium chabaudi AS. For
this, in the first part (1) of our study we characterized spleen NK1.1" and NK1.1" T
cells in the early immune response to P. chabaudi; and in the second part (Il), we
examined in detail the behaviour of conventional and non-conventional CD4" T cells,
CD8" and B cells from the spleen during the acute phase of P. chabaudi infection, in
comparison with the chronic phase. In the Part |, we observed that the increase in
CD4'NK1.1'TCRaB", CD8'NK1.1'TCRaB" and CD4*'NK1.1 TCRaB" cell numbers per
spleen in C57BL/6 mice correlates with the first parasitemia peak. Moreover, we
observed a higher increase for NK1.1* T cells compared to NK1.1" T cells, being
partially dependent on the presence of CD1d molecules. However, on day 7 of
infection, CD4"NK1.1" cells are not predominantly invariant NKT cells. At that time,
nearly all NK1.1° T cells and around of 30% of NK1.1° T cells show an
experienced/activated (CD44"'CD69"'CD122™) cell phenotype, with high expression
of Fas and PD-L1 correlating with their low proliferative capacity. CD4"NK1.1" and
CD4'NK1.1" cells produce IFN-y on days 4 and 5 of infection, but CD4"NK1.1™ cells
are the major source of this cytokine during the acute P. chabaudi infection. In the
Part 1, we show that mice lacking class Il MHC molecules, which only contain non-
conventional CD4" T cells, develop significantly higher first parasitemia peak and
prominent recrudescent peaks compared to C57BL/6 mice. We also find that
conventional CD4" T cells are the main activated T cells subpopulation in the immune
response to infection, which develops in two consecutive phases concomitantly with
acute and chronic parasitemias. In the acute phase, the conventional CD4" T cell
response is intense and short-lasting, rapidly providing large amounts of
proinflammatory cytokines and helping follicular and marginal zone B cells to secrete
polyclonal immunoglobulin. Both TNF-a and IFN-y production mostly depends of the
conventional CD4" T cells, which secrete IFN-y with kinetics similar to non-
conventional CD4" T cells. The early phase of the response finishes after a week of
infection, with the elimination of a large proportion of CD4" T cells giving rise to the
development of acquired immunity. Taken together, these results indicated the
central role of conventional CD4" T cells during P. chabaudi malaria, acting in parallel
with non-conventional CD4" T cells as a link between innate and acquired immunity.
In addition, the spleen NK1.1" and NK1.1" T cells respond to acute P. chabaudi
infection with different kynetics in terms of activation, proliferation and IFN-y-
production.

Keywords: Malaria. Plasmodium chabaud., CD4" T cells. NK1.1" T cells. B cells.
Interferon-gamma (IFN-y). Tumour necrosis factor-alpha (TNF-a). Antibodies
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1.1 A Malaria

A malaria € uma antiga causa de doenca humana, com casos de morte
causada pela febre que ocorrem em ciclos e esplenomegalia sendo reportados em
escrituras chinesas e egipcias em meados dos anos 2700 A.C.. A malaria chegou a
Roma por volta de 200 A.C. e disseminou pela Europa continental no século Xl e
alcancou a Inglaterra no século XIV. Provavelmente, os exploradores e
colonizadores europeus trouxeram o Plasmodium vivax e Plasmodium malariae para
as Américas, enquanto a chegada dos escravos trazidos da Africa trouxe o
Plasmodium falciparum. No século XIX, a malaria foi considerada uma doenca de
grandeza mundial (1, 2).

A malaria afeta mais de 300-600 milhdes de pessoas no mundo, entre
1,5 a 3 milhdes de pessoas morrem anualmente, sendo que a maior parte das
mortes acomete as crian¢as infectadas. A malaria é uma doenca endémica que
ocorre em mais de 90 paises onde habitam 2,5 bilhdes de pessoas, representando
40% da populacdo mundial. Aproximadamente 90% das mortes causadas pela

malaria occorrem na Africa (Figura 1) (1, 3-8).
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Figura 1. Endemicidade do P. falciparum no mundo em 2007.
Fonte: Adaptado de (9).

A malaria é causada pelo protozoario do género Plasmodium (filo
Sporozoa, subfilo Apicomplexa) que é transmitido pelo repasto sangiineo da fémea
do mosquito do género Anopheles infectada. No homem, a malaria é causada por
cinco espeécies: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, Plasmodium ovale e
Plasmodium knowlesi, sendo que a infeccdo pelo P. vivax e P. falciparum é

responsavel por 95% dos casos (3, 10, 11). Entre as espécies de Plasmodium que
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infectam camundongos temos Plasmodium chabaudi, Plasmodium yoelii,
Plasmodium berghei e Plasmodium vinckei (12, 13).

No Brasil, as espécies que causam a malaria sdo P. vivax, P.
falciparum e, menos freqientemente, P. malariae. Aproximadamente, 99,5% dos
casos de malaria do Brasil ocorrem na Amazb6nia Legal, que é composta pelos
estados do Acre, Amapé, Amazonas, Rondbnia, Roraima, Mato Grosso, Tocantis,
Maranhdo e Pard. Em 2008 foram registrados cerca de 380.000 casos de malaria

causados pelo P. vivax e 50.000 casos causados pelo P. falciparum (Figura 2) (14).
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Figura 2: Endemicidade da malaria no Brasil em 2008.
Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS (14)

1.2 O Parasita e a Imunidade a Malaria no Homem

O ciclo vital do Plasmodium compreende duas fases: a assexuada no
hospedeiro vertebrado (homens, primatas, roedores, aves, entre outros) e a sexuada
no mosquito (Figura 3). A infecgdo inicia-se com a inoculacdo dos esporozoitas na
pele pela picada do mosquito infectado, 0s esporozoitas atingem a corrente
sanguinea e podem alcancar os hepatécitos entre 30-60 minutos, iniciando a fase
pré-eritrocitica do ciclo (no figado) (15, 16).

Dentro dos hepatécitos os parasitas proliferam por volta de 5-10 dias,
para infecgcdes com P. falciparum, originando os merozoitas (16, 17). Os merozoitas

produzidos no figado rompem os hepatoécitos alcangam a corrente sanguinea e sao
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capazes de infectar os eritrécitos, iniciando a fase eritrocitica do ciclo. Dentro dos
eritrocitos, os merozoitas passam por trés diferentes estagios: anel, trofozoita e
esquizonte, gerando novos merozoitas, que sdo liberados apds ruptura dessas
células (16). Os merozoitas promovem o rompimento dos eritrécitos e,
subsequentemente, invadem novos eritrgcitos, iniciando outro ciclo de esquizogonia.
O tempo de duracdo de cada ciclo na infeccdo pelo P. falciparum é de 48 horas,
podendo desenvolver mais de 20 ciclos de esquizogonia em individuos nao-imunes
(1, 18). ApOs varios ciclos de esquizogonia, alguns merozoitas diferenciam-se em
gametadcitos, o estagio sexual do parasita, que € infectivo para os mosquitos (19). No
intestino do mosquito, onde a temperatura € mais baixa, os gametas femininos e
masculinos emergem das hemaceas infectadas, o que € seguido pela fertilizacédo
gerando zigotos. Estes se desenvolvem em oocistos dando inicio a esporogonia.
Quando o oocisto se rompe ha liberacdo de esporozoitas que se deslocam até a
glandula salivar, onde se hospedam e de onde séo liberados durante o repasto

sanguineo, reiniciando o ciclo.

Qocisto

Figura 3: Ciclo de vida do P. falciparum.
Fonte: Adaptado de (20).

Individuos ndo-imunes a infeccdo pelo P. falciparum apresentam um
periodo de incubacdo entre a inoculacdo dos esporozoitas e a deteccdo da

parasitemia e de sintomas que varia entre 5 a 14 dias. O periodo de incubac¢éo pode
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variar conforme o nivel de imunidade adquirida pelas exposi¢cdes prévias,
tratamentos profilaticos, tratamentos incompletos e estado imunoldgico do individuo
(como a idade ou tratamentos com imunossupressores) (18). A imunidade a malaria,
com presenca de parasitas no sangue em niveis baixos e auséncia de
sintomatologia, pode levar mais de 5 anos para se estabelecer em individuos de
regibes endémicas (10, 21). Ao mesmo tempo, individuos que se deslocam da area
endémica (22, 23) e retornam a mesma regido (24, 25) podem perder a imunidade a
malaria.

A ruptura dos eritrécitos e a liberagdo dos merozoitas estdo
relacionadas com o aparecimento dos sintomas em individuos nao-imunes.
Inicialmente, os sintomas séo inespecificos, com individuos apresentando febre,
calafrios, taquicardia e cefaléia, ou apresentando sinais como hipoglicemia, acidose,
trombocitopenia, hiperbilirrubinemia, altos nives de aminotransferase hepatica,
esplenomegalia, entre outros. Nos individuos nao tratados essas manifestacfes da
doenca podem progredir para malaria cerebral, anemia severa, colapso circulatorio,
convulsdes, edema pulmonar, faléncia renal aguda e morte (5, 26-29).

Alguns sintomas da maléria severa sdo semelhantes ao da sepse (30),
além das evidéncias de uma resposta imune vigorosa e desordenada. Neste sentido,
o TNF auxilia na protecdo ao parasita (31), mas concentra¢des altas no soro de
individuos estdo também associadas ao aumento da severidade da malaria e morte
(32). Alguns estudos associam a severidade da maldria a uma resposta com
grandes quantidades de citocinas proinflamatorias, incluindo TNF (do inglés Tumor
necrosis factor), IL (do inglés Interleukin)-1B, IL-6, IL-12, IL-8 e IFN (do inglés
Interferon)-y (33), assim como as quimiocinas CCL3 (MIP — do inglés Macrophage
Inflammatory Protein)-la e CCL4 (MIP-1B) (34). Estudos indicam que algumas
citocinas podem estar associadas com diferentes manifestacdes clinicas (35). A
anemia presente na malaria severa estaria associada com respostas com niveis
baixos de IL-10 (36), ja a disfuncédo respiratéria estaria associada com niveis
anormalmente altos de IL-10 (37).

A resposta imune frente a infeccéo pelo P. falciparum tem inicio com a
resposta aos esporozoitas mediada principalmente pelos linfécitos T CD8" efetores
produtores de IFN-y, que atuam nos parasitas que estéo infectando os hepatdcitos,
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e também pelos anticorpos que reconhecem os esporozoitas (38-41). Citocinas,
como IFN-y e IL-12, e outros fatores incluindo o éxido nitrico (NO — do inglés Nitric
Oxide) também sdo descritos como importantes na protecao contra o estagio pré-
eritrocitico da malaria (39, 41-46).

Individuos que desenvolveram protecdo contra a infeccdo pelo P.
falciparum apresentam mecanismos efetores mediados por IL-12 e IFN-y, mas n&o
por IL-4 e IL-10, intensa ativacdo e proliferacdo de linfocitos T CD4" e CD8" e
inducdo de concentragbes altas de NO sintetase em atividade nas células
mononucleares do sangue periférico (47). As células NK (do inglés Natural Killer)
sao capazes de produzir IFN-y em reposta a infecgéo pelo P. falciparum de maneira
dependente do contato com as DCs (do inglés Dendritic Cells) mieléides e de sinais
mediados por citocinas, IFN-y, IL-2 e IL-18, oriundas destas células (48-50).

A resposta humoral € de suma importancia para o controle da fase
eritrocitica do ciclo uma vez que as moléculas de classe | e 1l do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC — do inglés Major Histocompatibily Complex)
estdo ausentes na superficie dos eritrocitos infectados. Assim, na fase eritrocitica da
infeccdo, os mecanismos efetores humorais do sistema imune atuam especialmente
guando os merozoitas sao liberados durante o rompimento dos eritrcitos, ou ainda,
através do reconhecimento de antigenos variaveis codificados pelo parasita e que
passam a ser expressos na superficie dos eritrécitos (51-53).

1.3 A Resposta Imune no Bac¢o durante a Infeccao pelo P.

chabaudi

O modelo de infeccdo murina pelo P. chabaudi utilizando
camundongos C57BL/6 apresenta niveis altos de parasitemia (40-60% dos
eritrocitos infectados) na fase aguda da doenca. A infeccdo com parasitas da cepa
AS é frequentemente de extensdo limitada, apresentando uma fase cronica com
niveis baixos de parasitemia que se inicia ao redor de 2 semanas e permanece por
2 a 3 meses. Os camundongos séo capazes de estabelecer uma resposta imune
eficiente apds apenas uma ou duas infec¢des (54-57). Ja, a infeccdo com parasitas

da cepa AJ € comparativamente mais letal, observando-se uma parasitemia
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acentuada que em muitos casos leva o animal a morte (58). Ainda assim, mesmo
nesse caso, dependendo do in6culo do parasita, da linhagem e idade do
camundongo, a parasitemia aguda pode ser controlada permitindo o
desenvolvimento de imunidade.

Durante a infeccéo pelo P. chabaudi, o controle da fase aguda, ou seja,
do primeiro pico de parasitemia, ocorre apés uma intensa producdo de moléculas
efetoras do tipo 1, como IFN-y e IgG2a, devido a intensa ativacédo de células T e B
(59-62). Esta fase estad associada com a esplenomegalia, hipergamaglobulinemia,
producdo de autoanticorpos e imunossupressao, que sao caracteristicas comuns da
malaria humana e murina (60, 63-70).

Muitos trabalhos evidenciam a importancia dos mecanismos da
imunidade inata para a protecdo contra o P. chabaudi. A auséncia das células NK
promove um aumento no primeiro pico de parasitemia na fase aguda da infecgéo e
um pico recrudescente de parasitemia mais elevado durante a fase cronica (71, 72).
A citoxicidade induzida pelas células NK e a producdo de IFN-y sdo induzidas na
infeccéo pelo P. chabaudi (71), sendo que a producgéo de IFN-y é essencial para o
desenvolvimento de uma imunidade protetora (71, 72). Além disso, a resposta das
células NK é dependente de IL-12 (73) e o contato entre as DCs e as células NK
contribui para a inducéo eficiente da ativacdo das células Th (T auxiliar - do ingles
helper T) 1 e, consequentemente, da imunidade ao P. chabaudi de maneira
dependente de IFN-y (74). A populacao de linfécitos Tyd expande durante a infecgao
pelo P. chabaudi, mas estas células ndo sdo essenciais para a resolucdo da
infeccdo, ainda que a sua auséncia promova 0 prolongamento da parasitemia na
fase cronica (75).

Os receptores do tipo Toll (TLR - do inglés Toll-Like Receptors)
potenciam a producédo de citocinas pro-inflamatérias na fase aguda da infec¢éo pelo
P. chabaudi, de maneira dependente da molécula adaptadora MyD88 (do inglés
Myeloid Differentiation Primary-response Gene 88) (76), sendo que as DCs de
camundongos deficientes em MyD88 produzem menor quantidade de IL-1, IL-6 e IL-
12 e promovem menor inducdo da producdo de IFN-y pelas células T CD4*. No
entanto, a ativacdo celular atraves de TLRs e MyD88 pode contribuir, mas nédo é
essencial para a imunidade protetora ao P. chabaudi (76). Por outro lado, a
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imunizagdo utilizando CpG com motivos n&o-metilados como adjuvante pode
aumentar a imunidade induzida pela vacinacdo contra o P. chabaudi, através da
estimulacao via sinais mediados pelos TLRs (77).

Os linfécitos T CD4™ aB (78) tém sido implicados no controle inicial da
parasitemia, através de mecanismos efetores mediados por uma resposta pro-
inflamatéria do tipo Thl, com producdo de IL-12, IFN-y e TNF (78-83),
absolutamente cruciais para a ativacdo de células efetoras como macréfagos, que
atuam mediando a eliminacdo dos parasitas, contribuindo diretamente para o
controle da parasitemia (84). Este padrdo de resposta mudaria para um perfil Th2
(85) com producédo de IL-5 e IL-4 apGs a eliminagcdo dos parasitas (86) (85, 87-89),
mas a resposta do tipo Th1l € importante para auxiliar a resposta humoral (90).

Durante a fase cronica da malaria, as células T CD4" e os anticorpos
também sdo necessarios para promover a eliminagdo completa dos parasitas, o que
foi mostrado através de infeccdes de animais desprovidos de linfocitos T CD4" e B
que foram incapazes de eliminar o parasita, apresentando infeccdo crénica com
parasitemias recrudescentes (91, 92). Nosso grupo mostrou ainda que as células T
CD4" de memoria, além de auxiliar a producdo de anticorpos especificos, atuam na
protecdo contra a reinfeccdo pelo P. chabaudi através de mecanismos, pelo menos
em parte, independente da resposta humoral (86).

Alguns estudos reportam que o baco € o maior local de ativacéo e
diferenciacdo dos linfocitos B em células plasmaticas durante a infec¢éo pelo P.
chabaudi (61, 93, 94). Durante a fase aguda da infeccdo ocorre a expansao das
células B (CD19%) (93, 95) e das células B produtoras de anticorpos
(CD19"Syndecan-1") (93, 95) do baco e o nimero destas células permanecem
significamente altos na fase cronica da infeccdo, além do aumento do nimero de
células B do centro germinativo que se mantém mesmo apos o primeiro més de
infeccdo (93).

Os anticorpos de fase aguda também contribuem para limitar a
infec¢@o, com predominéncia de imunoglobulina (Ig)M e IgG2a (59, 60), ainda que a
maioria deles possua especificidade ndo relacionada ao parasita (60, 61, 96-99). E
mesmo nessa fase, a producao de IgM seja parcialmente independente das células

T, a mudanca de classe para IgG2a € T-dependente e requer a coestimulacéo via
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interacdo entre as moléculas B7-CD28 (60, 100). Estudos confirmam a importancia
dos anticorpos também na protecdo em modelos murinos, pois soros obtidos de
camundongos que sobreviveram a infeccdo pelo P. chabaudi podem transferir
protecdo a recipientes nao imunes (54). Cavinato et al. (2001) demonstraram ainda
que os anticorpos do tipo IgG2a, produzidos apos a ativagcdo decorrente da infeccao,
apresentam maior atividade protetora, mediando, de forma eficiente, a eliminacéo
dos parasitas tanto através de mecanismos dependentes quanto independentes do
reconhecimento da por¢ao Fc (do inglés Fragment crystallizable) (101).

Com o curso da doenca, ao final da fase aguda da infec¢cdo, a maioria
dos linfécitos ativados policlonalmente é eliminada por apoptose (97, 102, 103) e
uma resposta especifica mediada por linfécitos T e B passa a ser estabelecida (54,
78, 101, 104, 105). Embora haja uma escassez de informacGes a respeito das
consequéncias da ativacdo policlonal dos linfocitos para o desenvolvimento da
imunidade adquirida ao P. chabaudi, um estudo mostrou que o grau de exposi¢cao ao
parasita determina a qualidade da resposta imune (106).

Na fase aguda da infec¢cdo pelo P. chabaudi, a IL-2 é produzida pelas
células T CD4" ativadas, mas ndo pelas células Trg (107). A neutralizagdo da IL-2 in
vivo ndo promove alteracdo no numero de células T CD4" na fase aguda da
infeccdo. As citocinas IL-2, IL-7 e IL-15 promovem uma maior proliferacdo in vitro
das células T CD4" da fase aguda da infeccdo (107). Na infeccdo pelo P. chabaudi
adami, a expansdo e a ativacdo das ceélulas T.g representam uma resposta
reguladora que diminui a resposta imune inata e adquirida que estdo associadas

com a infeccao letal (108).

1.4 O Papel das Células T e B Nao-convencionais na

Imunidade ao P. chabaudi

As populagbes de células T ndo-convencionais, compostas por células T
restritas por CD1d (NKT — do inglés Natural Killer T cells), células T yd (podem ser
restritas pelas moléculas T10/T22, MICA/MICB) e células T restritas por outros

elementos, como as moléculas de classe Ib do MHC, Qa-1 (correspondente ao
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HLA-E dos humanos — do inglés Human Leukocyte Antigen-E) e H2-M3 (do inglés
Histocompatibility 2, M region locus 3), ndo parecem ser essenciais para o controle
da parasitemia durante a infeccdo pelo P. chabaudi, mas contribuem para a
resposta imune ao parasita. Assim, o trabalho de Cigel et al. (2003) mostra que as
células T ndo-convencionais ndo sdo capazes de controlar a parasitemia na fase
aguda e crbnica de infeccdo pelo P. chabaudi adami 556KA (cepa néo-letal). Ao
contrario, esses autores evidenciaram niveis altos de parasitemia em camundongos
deficientes na apresentacdo dos antigenos protéicos via moléculas de classe Il do
MHC, pela auséncia das cadeias 3 ou invariante, comparados aos camundongos
WT (109).

Apesar do grande namero de trabalhos utilizando o modelo de infec¢éo
pelo P. chabaudi, ainda nao foi esclarecido qual o papel das células NKT do bago na
geracdo de uma resposta imune contra a infeccdo. Portanto, é essencial descrever
alguns trabalhos que estudaram o papel das células NKT no baco, e também no
figado, de camundongos infectados por outras espécies de Plasmodium, P. berghei
e P. yoelii, para nos auxiliar na compreensao do papel destas células.

Quanto ao fendtipo, muitos dos linfécitos T restritos por CD1d co-
expressam CD161 (antigeno NK1.1), uma molécula de superficie usualmente
observada em células NK, tendo sido por isso denominados linfécitos NKT. No
entanto, os linfocitos T CD3*NK1.1" sdo bastante heterogéneos e muitos deles s&o
restritos por outros elementos, tais como as moléculas de classe | e I, Qa-1 e H2-
M3 do MHC (110, 111). Vale ressaltar ainda que, ap0s a ativacéo, a expressao de
NK1.1 pode ser aumentada em linfécitos T convencionais (112, 113) e diminuida em
linfécitos T restritos por CD1d (114, 115). As proteinas CD1 assemelham-se
estruturalmente as moléculas de classe | do MHC, no entanto, enquanto as ultimas
associam-se a peptideos, as moléculas CD1 ligam-se a lipidios. Uma parcela
relevante dos linfocitos T restritos por CD1d possui a cadeia a do receptor de células
T (TCR — do inglés T Cell Receptor) invariante. Em camundongos, 0 segmento
génico Va14 esta rearranjado na configuracao da linhagem germinativa com Ja18, e
este Va14Ja18 TCRa esta pareado predominantemente com cadeias de TCRp que
utilizam os segmentos génicos VB8, VB7 e VB2 (116-118). Tanto no homem como

em camundongos, a maioria dos linfocitos T restritos por CD1d que possuem 0O
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TCRa invariante reconhecem a-GalactosilCeramida (o-GalCer — do inglés o-
GalactosylCeramide) (119).

O trabalho de Schofield et al. (1999) foi o primeiro estudo que mostra o
envolvimento das células NKT na imunidade protetora frente a malaria, onde os
dados nos levam a acreditar que a producdo de anticorpos contra antigenos
ancorados na superficie através de glicosilfosfatidilinositol (GPI — do inglés
glycosylphosphatidylinositol) podem ser gerados de maneira dependente da
apresentacdo via CD1d, uma vez que camundongos deficientes em CD1d
apresentavam respostas reduzidas de anticorpos frente a proteina circumsporozoita
(CSP - do inglés circunsporozoite protein) do P. berghei (120). Em 2003, o grupo de
Schofield mostrou que camundongos deficientes em CD1d (CD1d”) apresentavam
respostas reduzidas de anticorpos IgG frente a proteina da superficie do merozoita 1
(MSP-1 — do inglés Merozoite Surface protein-1) ancoradas através de GPI quando
comparados aos camundongos selvagens (WT — do inglés Wild Type), em tempos
precoces da infeccdo pelo P. berghei (121). Além do mais, camundongos deficientes
em moléculas de classe Il do MHC infectados por P. berghei também foram capazes
de gerar IgG anti-MSP-1 (121), sugerindo que a resposta de producado de anticorpos
contra proteinas ancoradas por GPIl ocorreria de maneira dependente e
independente de moléculas de classe Il do MHC.

No entanto, estes resultados nao foram confirmados em outros
estudos, nos quais camundongos CD1d”" imunizados com esporozoitas irradiados
de P. berghei foram capazes de produzir anticorpos anti-CSP de P. berghei, ao
mesmo tempo que camundongos deficientes em moléculas de classe 1l do MHC n&o
produziram niveis detectaveis de IgG anti-CSP (122). Além disso, camundongos
deficientes em CD1d foram capazes de montar uma resposta protetora eficiente
frente ao estagio pré-eritrocitico do P. berghei (123).

Schofield et al. (1999), no modelo de infecgdo com esporozoitas de P.
berghei, mostraram que as células CD4" NKT (CD4'NK1.1%), purificadas do bago de
camundongos deficientes de moléculas de classe Il do MHC e de camundongos WT
infectados, produzem IL-4 e proliferam em resposta a estimulagdo in vitro com a

proteina CS ancorada por GPI purificadas do estagio eritrocitico de P. falciparum, de
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maneira independente de moléculas de classe Il do MHC e restrita pelas moléculas
CD1d (120).

No inicio da fase aguda da infeccdo com eritrécitos parasitados pelo P.
berghei ANKA, os esplendcitos de camundongos BALB/c WT e BALB/c CD1d”
produzem niveis altos de IFN-y apds 3 dias em cultura, estes niveis caem para 0s
camundongos WT no primeiro pico de parasitemia (dia 7 de infeccdo), mas sao
mantidos nos camundongos CD1d”. Neste periodo, a producdo de IL-4 aumenta
nos camundongos WT, mas ndo nos camundongos CD1d™", estes dados levaram os
autores a sugerirem que as células NKT restritas por CD1d auxiliam no
desenvolvimento de uma resposta imune Th2 (124). Estes autores também
evidenciaram o envolvimento das células NKT restritas por CD1d na esplenomegalia
decorrente da infeccdo pelo P. berghei ANKA (124). Outro trabalho do grupo,
utilizando camundongos C57BL/6 deficientes para a cadeia do TCR invariante Va14
(Ja2817), que ndo possuem as células NKT Va14®, evidenciou um atraso na
apresentacdo da doenca promovida pelo P. berghei ANKA, em relacdo aos
camundongos C57BL/6 WT (121). Mas, neste modelo de infeccdo, os niveis de
parasitemia néo foram afetados pela auséncia de CD1d ou Ja281.

Na fase aguda da infeccdo com esporozoitas de P. yoelii (cepa néo
letal — 265BY), ha um aumento no nimero de células CD4" NKT (CD3'NK1.1%) do
baco, de maneira independente das moléculas CD1d, estas células expressam
niveis altos de TCRB e CD4 em sua superficie, fendtipo que nao é caracteristico de
células NKT, além de apresentarem aumento na expressdo de NK1.1 durante o
primeiro pico de parasitemia, no entanto, somente 5% das células NKT sdo capazes
de reconhecer o tetramero CD1d-aGalCer (125). Neste periodo, as células CD4"NKT
do baco sdo capazes de produzir IFN-y e TNF-a, uma caracteristica que as
diferenciam das células CD4'NKT do figado, que sdo capazes de produzir IFN-y,
TNF-a e IL-4 (125). As células NKT (TCRB*NK1.1%) produtoras de IFN-y do bago
alcancam frequéncia maxima no dia 5 de infecgdo e caem a niveis semelhantes aos
das células T CD4" nos dias 6 e 7 de infeccéo e, neste periodo da infeccédo (dias 5-
7), 0 nimero de células NKT IFN-y* é duas vezes maior em relagdo ao nimero nos
camundongos ndo-infectados (126). Além disso, os modelos de infeccdo pelo P.

yoelii com cepas nao-letais mostram que as células NKT do figado expandem e séo
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capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias e auxiliar no perfil da resposta imune
gerada durante a infecgéo.

Na fase aguda da infec¢cdo com esporozoitas de P. yoelii (cepa néo letal
265BY) (127), ocorre a expansao das células CD4'CD8 (DN — Duplo Negativo) NKT
(DN TCRap*NK1.1%) do figado, com o fenétipo CD69™, CD62L"°", CD44"" e
CD122" e ao contrério, ocorre uma reducdo do nimero de células CD4*NKT
(CD4'TCRaB'NK1.1") (127). As células TCRoB*NK1.1* que expressam niveis
intermediarios de CD3 e utilizam as cadeias VB2 e VB7 sao selecionadas
preferencialmente neste periodo da infeccdo, em detrimento das células que utilizam
as cadeias VB8 (127). A populacdo de células CD3™ NK1.1" do figado possui a
capacidade de inibir in vitro o desenvolvimento do parasita em hepatdcitos, de
maneira parcialmente dependente de IFN-y.

Soulard et al. (2007) mostraram que no figado o nimero de células
CD4" NKT restritas por CD1d e DN NKT restritas ou ndo por CD1d aumenta na fase
aguda da infeccéo pelo P. yoelii (cepa nao letal — 265BY), estas células apresentam
fendtipo de células ativadas/meméria (CD69'CD44""CD62L") antes da infeccdo e
aumentam a expressdo de CD69 durante a infeccdo (125). Neste periodo, a maior
parte das células CD4" NKT do figado liga-se ao tetrAmero CD1d-a-GalCer (~69%) e
75% sao VB8* ou VR7". As células DN NKT do figado sdo capazes de produzir IFN-y
e TNF-a, mas apenas 26% delas reconhecem o tetramero (125).

No inicio da fase crénica da infeccdo com esporozoitas de P. yoeli
17XNL (cepa néo letal) ocorre expansdo das células CD8'NK1.1" e DN NK1.1" do
figado, periodo em que o nimero de células CD4"NK1.1" diminui (128). A maior
parte da populacdo de células CD3" que expande no figado durante o estagio
eritrocitico da infeccdo pelo P. yoelii possui o fenétipo CD3™NK1.1, enquanto as
células NKT (CD3"“NK1.1+) apresentam um pequeno aumento em seu numero no
figado de camundongos WT infectados (128). Em outro trabalho do mesmo grupo,
mostra que ocorre a expansdo das células CD3™ DN NK1.1" na fase cronica da
infeccdo pelo P. yoelii 17XNL no figado de camundongos CD1d”, apesar das
células CD3™NK1.1" representarem uma pequena parte da populacdo de células
CD3™, mas ndo ocorre a expansdo das células CD3™CD4'NK1.1" e CD3™

CD8'NK1.1%, sugerindo que a auséncia das células NKT promoveria o
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prolongamento da parasitemia nos camundongos CD1d” (129). Ainda neste
trabalho, sugeriram que as células TCRaB*NK1.1" estdo associadas a protecdo ao
P. yoelii 17XNL, apesar da maior importancia das células TCRaB'NK1.1 e da
proeminente expansdo da populacdo de células TCR™NK1.1" no figado dos
camundongos CD1d” (129). A transferéncia da populacdo de células TCRaf™ do
figado de camundongos WT, previamente infectados e que ja haviam se recuperado
da infeccdo pelo P. yoelii, € capaz de conferir protecdo ao P. yoelii, mas este
resultado ndo esclarece o papel das células NKT na malaria, uma vez que esta
populacdo de células é composta por células TCRap™NK1.1* e TCRap™NK1.1"
(128).

O trabalho de Tsuiji et al. (1994) foi o primeiro a relatar a participacéo
das células T yd na resposta imune contra a infeccdo no modelo murino de malaria,
estudando a resposta destas células no figado de camundongos infectados por
esporozoitas de P. yoelii (130). O trabalho de van der Heyde et al. (1995) descreveu
a resposta das células Tyd no bago de camundongos infectados pelo P. chabaudi
adami 556ka (cepa nao-letal), em que a populacéao de células Tyd do baco expande
durante a infeccdo (131) e expressa marcadores de ativacdo CD25, CD44, CD71 e
B220 (132). Neste modelo, a eliminacdo das células Tyd em camundongos WT
(C57BL/6) ndo altera a expanséo das células CD4" e CD8" do baco apos 16 dias de
infeccdo, mas ndo ha o controle da parasitemia (131). As células Tyd precisam das
células T CD4" para auxiliar no controle da parasitemia (131). No entanto, a ativacdo
das células Tyd ocorre de maneira independente das células B e dos anticorpos,
pois ha a expansdo dessa populacdo no baco na fase aguda e crbnica da infeccéo
nos camundongos deficientes do segmento génico Jy (JuD) (ndo possuem Igs e séao
deficientes em células B) (131), além disso, as células Tyd possuem RNAm para as
citocinas IFN-y, TNF, linfotoxina e IL-10 na fase cronica da infecgéo (133).

Na infeccéo pelo P. chabaudi AS, a populagao de células Tyd expande
e produz IFN-y, em detrimento da producéo de IL-4, mas ainda assim, estas células
ndo sdo capazes de controlar a parasitemia, pois 0s niveis de parasitemia
observados nos camundongos deficientes nas células Tyd e nos camundongos WT

tratados com anticorpos anti-TCRyd comparados aos camundongos WT sao
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semelhantes. Durante a infeccdo em camundongos com células B deficientes (u-
MT) (mutacd@o no exon da cadeia p da porcdo transmembrana da IgM) o nimero de
células Tyd produtoras de IFN-y € maior que nos camundongos WT infectados, mas
guando os camundongos pU-MT nao apresentam células Tyd ocorre um aumento nos
niveis de parasitemia na fase cronica da infeccdo em relagdo aos camundongos p-
MT (134). Através de mecanismos mediados pelo IFN-y, as células T y® poderiam
regular as respostas das células Thl e Th2 e o isétipo dos anticorpos produzidos
durante a resposta ao Plasmodium. O IFN-y poderia regular o desenvolvimento das
células Thl e Th2 através da inibicdo da producdo da citocina IL-4 ou aumento da
producéo de IL-12, que favoreceria a resposta do tipo Thl e promoveria 0 aumento
na producéo de IFN-y (135, 136).

A populacao de células T yd do baco aumenta em 3 vezes na fase
cronica da infeccdo pelo P. chabaudi adami 556KA (cepa ndao-letal) em
camundongos deficientes das moléculas de classe Il do MHC, sendo que o aumento
do numero de células T yd do bago ocorre de maneira semelhante ao observado
nos camundongos WT infectados (137). Neste trabalho, as células T nao-
convencionais ndo foram capazes de auxiliar as células B a reconhecerem o0s
antigenos do parasita e produzirem os anticorpos IgM e IgG em resposta a infeccdo

As células B estao inclusas entre as populacfes celulares do baco que
respondem ao parasita. Estas células sdo ativadas, proliferam e produzem
anticorpos durante o inicio da infeccdo pelo P. chabaudi (61). A interacdo das
células B com células T CD4" convencionais contribui para a geracéo de células B
de memdéria apds infeccdo com P. chabaudi (138). No entanto, existe pouca
informacdo na literatura sobre o papel dos linfécitos T convencionais e n&o-
convencionais nas modificacdes das diferentes subpopulacdes de células B no baco,
como as células B da zona marginal (ZM) e as células B foliculares (FO), durante a
malaria.

As células B ZM residem na porcdo externa da polpa branca do baco
entre a zona marginal e a polpa vermelha e estas células expressam altos niveis de
CD21 (CD21""), IgM (IgM"™") e CD1d (CD1d"9") e baixos niveis de CD23 (CD23"")
e IgD (IgD™") e respondem prontamente aos patdégenos carregados pelo sangue
(139-141). A populacdo de células B ZM é ativada (95) e expande durante os 6
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primeiros dias da infeccéo pelo P. chabaudi (93, 95). No dia 7 de infeccdo ha uma
reducdo no numero destas células (93, 95), que correlaciona com a diferenciacéo
das células B em células plasmaticas (95). Sabe-se que as células B ZM tém a
capacidade de gerar células plasmaticas secretoras de anticorpos de maneira mais
rapida que as células B FO. Esta resposta pode ocorrer de maneira T-independente
para varios antigenos carregados pelo sangue (142, 143). ApGs este periodo da
infeccdo pelo P. chabaudi, as células B ZM recuperam seu numero no bago,
podendo alcancar niveis significativos na fase crénica da doenca (93, 95).

Uma vez que as células B ZM expressam niveis altos de CD21
(receptor de complemento - CR2), a sua ativacdo na fase inicial da malaria poderia
facilitar o transporte dos imunocomplexos da circulagdo para os foliculos linfoides,
onde estas moléculas podem ser capturadas pelas células dendriticas foliculares
(FDCs, no inglés Follicular Dendritic Cell) e assim os antigenos seriam apresentados
para as células B FO (144, 145). As moléculas de CD21 expressas nas células B
também interagem com as moléculas CD23 de outras células B e FDCs (146, 147),
interligando uma resposta rapida das células B ZM a uma resposta mais tardia que
auxiliaria o inicio da resposta das células B dependente de células T convencionais.

A molécula CD21 auxilia na ativacdo e proliferacdo de células B
através de sinais transmitidos pelo complexo CD21-CD19 (148), na endocitose de
antigenos ligados ao complexo complemento-imunocomplexo que serdo
processados e apresentados para células T durante a formacdo e recrutamento
destas células para o centro germinativo e selecdo das células B especificas aos
antigenos durante uma resposta a antigenos dependente de células T e resisténcia
a apoptose (149). Camundongos deficientes para molécula CD21 apresentam niveis
menores de anticorpos das subclasses IgG2a e IgG2b, sugerindo a influéncia desta
molécula para a producéao de IgG.

A populacédo de células B FO é ativada (95) e expande alcangando um
pico maximo entre os dias 4 a 5 de infeccdo pelo P. chabaudi (93, 95, 150) e de
maneira diferente das células B ZM, as células B FO ndo reduzem seu nimero com
o curso da infeccao (93, 150). As células B FO, que expressam altos niveis de CD23
(CD23"") e baixos niveis de CD21 (CD21""), residem principalmente nos foliculos

dos oOrgaos linféides secundarios e também recirculam. Estas celulas sé&o
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conhecidas por participar de respostas imunes a antigenos protéicos de maneira
dependente de células T. Entretanto, as células B FO também ocupam um nicho
secundario, recirculando até a medula éssea onde se posicionam em um agregado
organizado ao redor dos sinusoides e também podem responder de maneira T-

independente aos patdgenos carregados pelo sangue (151, 152).



2 OBJETIVOS
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Objetivo geral: Avaliar o papel das células T CD4" convencionais (restritas pelo MHC
de classe Il) e ndo-convencionais (restritas pela molécula CD1d, Qa-1 e H2-M3), das
células CD8" e células B na geracdo da resposta imune durante a fase aguda e

cronica da infeccao pelo Plasmodium chabaudi AS.

Objetivos Especificos

|. Caracterizar as células T NK1.1" e NK1.1" do baco durante a fase aguda

dainfeccdo pelo estégio eritrocitico do P. chabaudi AS;

Il.  Examinar detalhadamente o papel das células T CD4" convencionais
(restritas pelo MHC de classe Il) e ndo-convencionais (restritas por
outras moléculas do MHC tais como CD1d, Qa-1 e H2-M3), das células
CD8" e das células B do bago durante a fase aguda e crénica da infecgdo

pelo estagio eritrocitico do P. chabaudi AS.



3 MATERIAIS E

METODOS
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3.1 Camundongos, Parasita e Infec¢ao

Camundongos C57BL/6 (WT — do inglés Wild Type) (originalmente da
“The Jackson Laboratory”), camundongos knockouts para o gene que codifica as
moléculas CD1d (CD1d”) (153) e de classe Il do MHC (I-A"") (ABBN12) (154),
fornecidos pelo Biotério do Departamento de Imunologia da USP, com 6 a 8
semanas de idade e mantidos em condicdo “specific pathogen-free”. Os
camundongos CD1d” (155) e I-A®" (154) foram utilizados apds nove cruzamentos
com camundongos background C57BL/6. P. chabaudi AS foi mantido como descrito
previamente (78). Os camundongos foram inoculados via intraperitoneal (i.p.) com
10° eritrécitos parasitados (EP) por P. chabaudi AS. Os camundongos aos dias 30
de infeccdo foram desafiados com 10® EP. As parasitemias foram monitoradas

através de esfregacos sanguineos corados por Giemsa.

3.2 Obtencgdo e Cultura de Esplendcitos

Os esplendcitos foram obtidos de camundongos controles e infectados,
sendo os bagos macerados em 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) com 3% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco). A suspensao de células foi decantada e recuperada em 3
mL de células que foram lavadas por centrifugacdo (5 minutos, 300 g). A seguir, 0
sobrenadante foi descartado, os eritrécitos lisados com tampédo de hemolise (tampéo
de lise NH4Cl) e as células lavadas novamente e ressuspendidas em meio RPMI
1640 com 3% de SFB. Os numeros de células por baco foram contados em camara
de Neubauer (Sigma-Aldrich), a partir dos quais realizamos os experimentos.

Os esplendcitos foram mantidos em cultura em meio RPMI 1640
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 ug/mL), 2-
mercaptoetanol (50 uM), L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM) e 3-10% de
SFB inativado (obtidos da Gibco), em estufa a 37 °C e 5% de CO..
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3.3 Analise Fenotipica das Células por Citometria de Fluxo

Esplenécitos dos camundongos WT, CD1d™ e I-A”" foram lavados com tamp&o de
marcacdo (PBS 1X (tampéo fosfato, 1% SBF, 0,05% Azida) e incubados com os
anticorpos monoclonais (mAb) anti-CD4 (H129.19), CD8 (53-6.7), CD45R-B220
(RA3-6B2), CD161/NK1.1 (PK 136), TCRB (H57-597)(cadeia B do TCR), CD45R—-
B220 (RA3-6B2), CD69 (H1.2F3)(antigeno de ativacdo precoce), CD62L (LECAM-
1)(L-selectina), CD45RB (16A ), CD44 (Ly24), CD122 (TM-B1) (cadeia B do receptor
de IL-2), ,Fas/CD95 (Jo2), FasL/CD95L (MFL3), PD-1/CD279 (J43), PD-L1/CD274
(B7-H1/MIH1), TCRVB7 (TR310), TCRVB8 (F23.1), CD21 (7G6), CD23 (B3B4) e
CD1d (1B1), conjugados ao isotiocianato fluoresceina (FITC, fluorescein-
isothiocyanate), ficoeritrina (PE, phycoerythrin), PE-Cy5 (Cy, cychrome), proteina
peridina-clorofil  (PerCP, peridin-clorophyll-protein) ou aloficocianina (APC,
allophycocyanin) obtidos da PharMingen (San Diego, CA) e com o tetramero CD1d-
a-GalCer conjugado a fluoresceina PE (La Jolla Institute for Allergy and Immunology,
NIH). Logo apés a incubacdo, os esplendcitos foram lavados duas vezes e
ressuspendidos em 400 yL de tampao de marcagao e analisados por citometria de

fluxo usando FACSCalibur-Becton Dickinson e software CellQuest (BD Biosciences).

3.4 Ensaio de Proliferacao com CFSE

Esplendcitos (3x107 células) foram incubados com Carboxifluoresceina Diacetato
Succinimidil Ester (CFSE — do inglés Carboxifluorescein Diacetate Succinimidil
Este)) 1 mM (Molecular Probes), como previamente descrito (156), diluido em
tampao PBS 1X com 0,1% de BSA, a 37 °C por 30 minutos. Apés a lavagem, os
esplendcitos CFSE* (1x10° células) foram colocados em cultura em microplacas de
96 pocos (Costar) na presenca ou auséncia de EP (3 x 10° ou de anticorpos anti-
CD3 aderidos a placa (5 ug/mL), a 37 °C e 5% CO, por 72 horas. Para a proliferacéo
com bloqueio da ligacéo as moléculas de classe Il do MHC foi utilizado mAb anti-I-A®
(AF6-120.1) e 1IgG2a como controle isotipico (G155-178), com concentracdo de 2,5
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Mg/mL. Apo6s as 72 horas, foi realizada a marcagdo extracelular com os anticorpos
anti-CD4 (H129.19), CD8 (53-6.7) e CD161/NK1.1 (PK 136) (PharMingen). As

amostras foram analisadas em FACS Calibur-Becton Dickinson.

3.5 Deteccao Intracelular de Citocinas

Esplendcitos (10° células/poco) foram colocados em cultura na presenca ou
auséncia de anticorpos anti-CD3 (5 pg/mL) e anti-CD28 (5 pg/mL) aderidos a placa,
overnight em meio contendo Stop Golgi (PharMingen) e mantidos por 12 horas a 37
°C e 5% de CO,. Apos a estimulacao, foi realizada a marcacéo extracelular com os
anticorpos anti-CD4 (H129.19), CD8 (53-6.7) e CD161/NK1.1(PK 136) (PharMingen).
A seguir, os esplendcitos foram fixados com tampéo Cytofix/Cytoperm (PharMingen)
e permeabilizados com PermWash (PharMingen). Os esplendcitos foram marcados
internamente com os mAbs anti-IFN-y (XMG1.2) e TNF-a (MP6-XT22), marcados
com fluorocromos (PharMingen). As amostras foram analisadas em FACSCalibur-

Becton Dickinson.

3.6 Ensaio de CBA para Analise de Citocinas em

Sobrenadantes

IFN-y, TNF-qa, IL-2, IL-4 e IL-5 foram quantificados simultaneamente através do Kit
“Cytometric Bead Array” (CBA; PharMingen) nos sobrenadantes obtidos das culturas
do ensaio de proliferacdo. Esta técnica usa a citometria de fluxo para medir analitos
sollveis através de imunoensaio baseado em particulas e foi realizado de acordo
com as instrucbes do fabricante. O limite minimo de deteccdo para todas as

citocinas neste ensaio € de 20 pg/mL.
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3.7 Purificacao da Subpopulac¢oes Celulares

Células CD4" do baco de camundongos CD1d” n&o-infectados foram purificadas
através de selecdo magnética positiva utilizando MACS microBeads, conforme
instrucdo do fabricante. Em resumo, 2x10® esplendcitos foram incubados com mAb
anti-CD4 PE (H129.19) em tampéo PBS 1X 0,5% BSA 2 mM &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA — do inglés Ethylenediamine Tetraacetic Acid) (Invitrogen Life
Technologies), por 30 minutos a 4 °C, lavadas, e incubadas com MicroBeads anti-
PE, por 15 minutos a 4 °C, e ap0s lavagem, as células foram selecionadas através
do sistema de colunas MACS, coluna LS (Midi MACs, Miltenyi Biotec). A pureza da
fracdo positiva foi verificada por citometria de fluxo e alcancou entre 85 e 90% de
células CD4".

Para obter células do baco desprovidas de células dendriticas (DCs), esplendcitos
de camundongos WT, no dia 4 de infeccdo e néo-infectados, foram purificados
através de selecdo magnética negativa utilizando MACS microBeads, conforme
instrucdo do fabricante. Em resumo, 2x10® esplendcitos foram incubados com
microbeads anti-Pan DCS em tampao PBS 1X 0,5% BSA 2mM EDTA, por 30
minutos a 4 °C, lavadas, e ap0s lavagem, as células foram selecionadas através do
sistema de colunas MACS, coluna LS (Midi MACs, Miltenyi Biotec). A pureza da
fracdo negativa foi avaliada por citometria de fluxo e apresentou <0,05% de DCs
(CD11c*I-A"").

3.8 Transferéncia Adoptiva de Células CD4+* Convencionais

Camundongos WT e [-A®" foram injetados i.p. com células CD4"CFSE" (4x10°)
obtidas de camundongos CD1d™. Estes camundongos foram inoculados i.p com 10°
EP por P. chabaudi AS, no mesmo dia da transferéncia das células. Camundongos
ndo infectados foram utilizados como controles. As células CD4" restritas por
moléculas IA® que proliferaram in vivo (CD4"CFSE'") foram determinadas utilizando-
se uma janela de células CD4". As amostras foram analisadas em FACScalibur-

Becton Dickinson.
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3.9 Preparacao do Extrato de P. chabaudi AS

Camundongos apresentando entre 40% e 50% de seus eritrocitos parasitados foram
sangrados pela via intracardiaca na presenca de anticoagulante. As células
sanguineas foram sedimentadas através de gradiente de Percoll (Pharmacia) a fim
de remover os leucdécitos. Um volume de 1,0 mL de sangue foi colocado sobre 3 ml
de Percoll 60%. Apos a centrifugacdo (30 minutos, temperatura ambiente, 3000
rpm), os eritrécitos presentes no sedimento foram lavados por duas vezes com PBS
e entdo, lisados com saponina (concentracéo final 0,05%), por 7 minutos a 37 °C.
Apés duas lavagens consecutivas com PBS, os parasitas livres foram
ressuspendidos em PBS e colocados sobre duas camadas de Percoll com diluicbes
decrescentes (40% e 20%) e submetidos a 30 minutos de centrifugacédo (3000 rpm).
Os parasitas coletados entre as duas camadas foram reunidos, sonicados e a
concentragdo final de proteinas determinada pelo método de Lowry. Este extrato
total foi utilizado para a sensibilizacdo de todas as placas usadas na deteccdo de

anticorpos especificos contra o parasita, pelo método de ELISA.

3.10 ELISA para Deteccao de IgG Parasita-especifico

Anticorpos anti-P. chabaudi foram quantificados por ELISA (do inglés Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), como descrito previamente em detalhes (101). Em resumo,
microplacas de 96 pocos (Costar) foram incubadas overnight (4 °C) com extrato total
de P. chabaudi (8 pg/mL). As placas foram bloqueadas com PBS 1X 1% BSA por 1h.
Apos a lavagem, foram adicionados 100 pyL das amostras de soro (diluidas 1/20 a
1/280) e as placas foram mantidas a temperatura ambiente por 90 minutos. Um soro
positivo (soro hiperimune) foi incluido nas placas, diluido da mesma maneira que as
amostras. O ensaio foi desenvolvido adicionando anticorpos de cabra anti-lgM,
IgG2a e IgG1l de camundongo conjugados a peroxidase (Southern Biotechnology
Associates) por 1 hora. Apdés a lavagem, 100 uL de 3,3’,5,5’-TetraMetilBenzidina
(TMB) (Zymed) foram adicionados em cada poc¢o. A reagdo enzimatica ocorreu por

15 minutos e foi bloqueada com acido hidroclorico (1N). Os valores das
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absorbancias foram quantificados em espectrofotdmetro Spectra Max 190 (Molecular
Devices) com o comprimento de onda 650nm.

3.11 ELISPOT para Células Secretoras de Ig

O ensaio de ELISPOT (ELISA SPOT assay) foi realizado como descrito previamente
(61). Foram utilzadas microplacas de 96 pocos (Costar), com o anticorpo de ovelha
anti-lg total (10 ug/mL) adsorvido overnight (4 °C). As placas foram bloqueadas com
gelatina 1% (Merck) diluida em PBS 1X, por 120 minutos. As células do baco em
diluicdes seriadas (10° até 5 x 10? células/poco) foram cultivadas em meio RPMI
1640 com 1% SFB, por 6 horas, 37 °C em 5% CO,. Os “spots” foram revelados
adicionando os anticorpos de ovelha anti-lgM, 1gG2a ou IgG1l biotinilados e,
posteriormente, adicionando a estreptoavidina conjugada a fosfatase alcalina (todos
0s anticorpos e conjugados sdo Southern Biotechnology Associates). Foi utilizado
como substrato 5-Bromo-Cloro-3-Indolil Fosfato (BCIP — do inglés 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolyl phosphate) (Sigma-Aldrich) diluido em tampéo 2-amino-2-metil-1-propanol
(AMP) (Merck). E, a partir das diluicbes (nimero de células plagueadas vs “spots”) e
o total do niumero de esplendcitos plaqueados, o numero de células secretoras de Ig

por baco foi calculado.

3.12 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Mann-Whitney U test e “Tukey’s
multiple comparison tests”, através do software GraphPadPRISM 4. As diferencas

entre os grupos analisados foram considerados significantes quando p<0,05 (5%).



4 RESULTADOS
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PARTE I

4.1 A Populacao de Células T TCRaff* NK1.1+ Expande no Baco
durante a Fase Aguda da Infec¢ao pelo P. chabaudi

Para analisar a resposta das células T na resposta imune frente ao P.
chabaudi caracterizamos as células T que expressam a molécula NK1.1 no baco de
camundongos WT e CD1d™, controles (dia 0) e infectados (dias 4 e 7) com P.
chabaudi. Realizamos a marcacé@o externa destas células com os anticorpos anti-
CD4, CD8, TCRB e NK1.1 e analisamos a intensidade de fluorescéncia destes
marcadores.

No dia 7 de infeccdo, a populacdo de células TCRaB*NK1.1* nos
camundongos WT é composta por 63% de células CD4", 33% de células CD8" e
4% de células CD4CD8. O numero de células TCRoB'CD4'NK1.1" e
TCRaB"CD8'NK1.1" por bago aumenta no dia 7 de infec¢do, em relagéo ao controle,
nos camundongos WT e CD1d” (Figura 4). No entanto, os camundongos CD1d”
apresentam valores 2 a 3 vezes inferiores aos dos camundongos WT nos dias 4 e 7
de infeccdo. No dia 7 de infecgdo, o numero de células TCRoB'DN NK1.1" é
semelhante ao dos controles nos camundongos WT, mas apresentam valores
inferiores nos camundongos CD1d™”

Nos camundongos WT, o nimero de células TCRaB'CD4'NK1.1" e
CD8'NK1.1" aumenta nos dias 4 e 7 de infeccéo, em relacdo aos controles. Valores
inferiores aos observados nos camundongos WT s&do encontrados nos
camundongos CD1d™ no dia 4 de infecgéo. No dia 7 de infeccdo, nos camundongos
CD1d”, o nimero de células TCRaB'CD4'NK1.1" aumenta, alcancando valores
semelhantes ao dos camundongos WT (Figura 4).

A andlise comparativa das células T que expressam NK1.1" em
camundongos WT e CD1d™ sugere um papel importante das moléculas CD1d na
expansdo das populagdes de células TCRaB"'CD4'NK1.1" e TCRaB*CD8"NK1.1"
durante a fase aguda da infeccéo pelo P. chabaudi.
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Figura 4: Subpopulagbes de células T NK1.1'TCRaB” e NK1.1TCRaB" no baco de
camundongos WT e CDi1d” infectados pelo P. chabaudi. Nimero de células
CD4'TCRaB*, CD8'TCRap" e CD4'CD8TCRaB" (DN - duplo negativas) por baco que
expressam a molécula NK1.1 em camundongos WT e CD1d” nos dias 0, 4 e 7 de
infeccdo. As barras representam as médias + desvio padrao (n = 8).*, p<0,05,
camundongos infectados comparados aos camundongos nao-infectados. **, p < 0,05,
camundongos cbid” comparados aos camundongos WT. Camundongos né&o-
infectados foram usados como controles (dia 0). Os dados sdo representativos de 4
experimentos realizados separadamente.

4.2 As Células TCRaf*NK1.1* do Bag¢o de Camundongos

Infectados pelo P. chabaudi Nao Sao Predominantemente
Células iNKT

Para verificar se a populagdo de células T NK1.1" geradas durante a
fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi € composta por células NKT invariantes
(INKT), analisamos as células T do bago que reconhecem o tetramero CD1d-a-

GalCer e que expressam as cadeias TCR V37 e V38 em camundongos WT e CD1d"
" controles e no dia 7 de infeccao.
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Figura 5. Reconhecimento do tetrdmero CD1d-a-GalCer e expresséo das cadeias TCR VB7 e
VB8 pelas células T NK1.1" e NK1.1 do bago de camundongos WT infectados pelo P.
chabaudi. (A) Os dot plots mostram as células CD4"TCRaB*, CD8'TCRap" e CD4'CD8’
TCRaB™ (DN) que reconhecem o tetramero CD1d-a-GalCer e expressam a molécula
NK1.1 nos dias 0 e 7 de infeccdo. Os numeros nos dot plots representam as médias +
desvio padrdo (n = 4-6) das porcentagens destas subpopulagdes. *, p<0,05, camundongos
infectados comparados aos camundongos nao-infectados. (B) Os dot plots mostram as
células CD4'NK1.1'TCRaB" e CD4'NK1.1 TCRaBp" que usam as cadeias TCR VB7 e VB8
nos dias 0 e 7 de infeccdo. Os nimeros nos dot plots representam as médias + desvio
padrdo (n = 6-8) das porcentagens de células positivas. *, p<0,05, camundongos
infectados comparados aos camundongos ndo-infectados. **, p<0,05, células NK1.1"
comparadas com as células NK1.1". (C) Os histogramas mostram a expressédo de TCRf
nas células CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1" dos mesmos grupos de camundongos. Os
nameros nos histogramas representam as médias + desvio padrdo (n = 6-8) da média da
intensidade da fluorescéncia (MFI) na janela das células CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1". *,
p<0,05, células de camundongos infectados comparadas as células dos camundongos
ndo-infectados; **, p<0.05, células NK1.1" comparadas com as células NK1.1.
Camundongos nao-infectados foram usados como controles (dia 0). Os dados sé&o
representativos de 3-4 experimentos realizados separadamente.

Nos camundongos WT controles, a maioria das células
CD4'NK1.1'TCRaB" e CD4'CD8'NK1.1"TCRaB" ¢ positiva para o tetramero CD1d-a-
GalCer, enquanto as células CD8'NK1.1*"TCRaB" sdo negativas (Figura 5A). No dia
7 de infeccdo, foi observado um aumento nas porcentagens de células NK1.1" que
sdo negativas para o tetramero CD1d-a-GalCer para todas as subpopulacdes de
células T, ao mesmo tempo, as frequéncias de células tetramero® esta reduzida.
Para as subpopulacGes de células TCRaB'NK1.1,, apenas uma pequena fracdo
destas células é positiva para o tetrAmero CD1d-a-GalCer nos camundongos WT

controles e no dia 7 de infecgdo (Figura 5A).
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Nés observamos porcentagens altas de células VB8* e VB7" entre as
células CD4'NK1.1* comparadas com as células CD4'NK1.1" (Figura 5B). No
entanto, ocorreu um decréscimo nas frequéncias de células VB8" entre as células
CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1" apds a infecgdo, contudo, ndo houve alteragdo nas
frequéncias das células VB7".

Para avaliar a possibilidade de que a ativacdo das células INKT
promoveria a diminuicdo da expressdo de seus TCR invariantes, n0s comparamos a
expressdo das cadeias TCRPB nas células CD4'NK1.1" e CD4"NK1.1". Verificamos
que, no dia 7 de infecgdo, a expressdo do TCRp nas células CD4'NK1.1" é maior
quando comparada a das células CD4"NK1.1" (Figura 5C). E também, no dia 7 de
infeccdo, a média da intensidade da fluorescéncia (MFI) da expressado das cadeias
TCRB nas células CD4"NK1.1" é duas vezes maior comparada com a das células
dos camundongos controles. Nossos resultados sugerem que a maioria das céluas
TCRaoB*NK1.1" geradas durante a fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi ndo é

composta por células iNKT.

4.3 A Maioria das Células T NK1.1* e Parte das Células T
NK1.1- do Baco de Camundongos WT Infectados pelo P.
chabaudi possuem o Fenotipo de Células
Experimentadas/Ativadas

Para caracterizar as células T NK1.1" e T NK1.1" de camundongos WT
controles e no dia 7 de infec¢do pelo P. chabaudi, as células CD4" e CD8" foram
avaliadas quanto a expressao de marcadores de superficie altamente expressos em
células experimentadas (CD44) ou ativadas (CD69 e CD122).

Nossos resultados mostram que as células T NK1.1" dos camundongos
WT controles e infectados possuem fenétipos similares, caracterizados pela
expressao de niveis altos de CD44 e CD69 nas células CD4"NK1.1" e CD8'NK1.1" e
de CD122 nas células NK1.1°CD8" (Figura 6). Por outro lado, por volta de 30% das
células CD4'NK1.1" e CD8'NK1.1" apresentam altos niveis de CD44 e CD69,

contudo a molécula CD122 é expressa principalmente nas células CD8*NK1.1".
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Nossos dados sugerem que a maioria das células T NK1.1" e uma
parte das células T NK1.1° do baco possuem o fenétipo de células
experimentadas/ativadas durante a fase aguda da infec¢ao pelo P. chabaudi.
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Figura 6: Expressdo de CD44, CD69, CD122 e NK1.1 nas células T CD4" e CD8" do bago de
camundongos WT infectados pelo P. chabaudi. Os camundongos foram analisados nos
dias 0 e 7 de infeccdo. Camundongos né&o-infectados foram usados como controles (dia
0). Os numeros nos dot plots representam as médias + desvio padrdo (n = 6-8) das
porcentagens destas subpopulacdes na janela das células CD4" e CD8". * p<0,05,
camundongos infectados comparados aos camundongos ndo-infectados. Os dados sao
representativos de 3-4 experimentos realizados separadamente.

4.4 As Células T NK1.1* do Baco de Camundongos WT
Infectados pelo P. chabaudi Apresentam Baixa Capacidade
Proliferativa Comparadas as Células T NK1.1-

Para avaliar a proliferacdo das células CD4" e CD8" que expressam o
marcador NK1.1 no baco de camundongos WT controles e nos dias 4 e 7 de
infecc@o pelo P. chabaudi, os esplendcitos foram incubados com CFSE e mantidos
em cultura por 72 horas na auséncia (proliferacdo espontdnea) ou presenca de

anticorpos anti-CD3 aderidos a placa (proliferacdo estimulada). Apds a estimulacao,
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foi realizada a marcagéo extracelular destas células com os anticorpos anti-CD4,
CD8 e NK1.1.

Ao avaliar as porcentagens das células CD4*CFSE"", observamos
uma consistente proliferacdo espontanea das células CD4"NK1.1™ obtidas no dia 4
de infeccdo comparadas as células CD4"NK1.1" e aos respectivos controles, apds
72 horas em cultura (Figura 7). A estimulacdo in vitro com anticorpos anti-CD3
aderidos a placa resultou no aumento nos valores da proliferacdo das células
CD4'NK1.1" e CD4"'NK1.1* nos camundongos controles e no dia 4 de infeccéo. As
células CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1" obtidas no dia 7 de infeccdo ndo proliferam
espontaneamente, e também ndo recuperam sua capacidade de proliferar quando
estimuladas in vitro com anticorpos anti-CD3 aderidos a placa (Figura 7).
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Figura 7: Proliferagdo das células T NK1.1" e NK1.1 do bago de camundongos WT infectados
pelo P. chabaudi. Os histogramas mostram a proliferacdo in vitro das células do baco
marcadas com CFSE nos dias 0, 4 e 7 de infec¢do. As células foram mantidas em cultura
por 72 horas sem estimulo (proliferagdo espontanea) ou estimuladas com anticorpos anti-
CD3 aderidos a placa (proliferagdo estimulada). Os nUmeros nos histogramas
representam as médias + desvio padrdo (n = 8) das frequéncias das células que
proliferaram (CFSE") com janela nas células CD4'NK1.1*, CD4"NK1.1, CD8'NK1.1" e
CD8'NK1.1. Camundongos nao-infectados foram usados como controles (dia 0). *,
p<0,05, células de camundongos infectados comparadas as células de camundongos nao-
infectados; **, p<0,05, células NK1.1" comparadas com as células NK1.1". Os dados s&o
representativos de 3 experimentos realizados separadamente.
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Ao avaliar as porcentagens das células CD8'CFSE" também
observamos uma consistente proliferacdo espontanea das células CD8'NK1.1
obtidas no dia 4 de infeccéo, apos 72h em cultura, e uma proliferacdo espontanea
menor das células CD8'NK1.1" (Figura 7). A estimulagdo das células CD8'NK1.1 e
CD8'NK1.1" in vitro com anticorpos anti-CD3 promoveu o aumento nos valores da
proliferacdo nos camundongos WT controles e no dia 4 de infeccdo. As células
CD8'NK1.1" obtidas no dia 7 de infeccdo mantiveram sua capacidade proliferativa
espontanea mas quando estimuladas in vitro com anticorpos anti-CD3 observa-se
uma reducéo destes valores (Figura 7).

A comparacéo da resposta proliferativa das células T NK1.1" e NK1.1°
mostra que em camundongos controles a maioria das células T NK1.1" apresenta
apenas um ciclo de divisdo celular espontanea nas condi¢des utilizadas para a
cultura, enquanto as células NK1.1" ndo apresentam divisdo celular espontanea.
Para as células do dia 4 de infec¢do, por volta de 30% das células T NK1.1
apresentaram a capacidade de realizar ciclos adicionais de proliferacdo espontanea,
enquanto a maioria das células NK1.1" n&o apresentaram ou tiveram apenas uma
divisdo celular. No dia 7 de infeccdo, a proliferacdo espontanea mostra-se
semelhante aos controles, com excec¢édo das células CD8'NK1.1" que exibem dois
picos distintos apresentando entre 0-1 ou 1-2 ciclos de divisdo. Quando estimulamos
com anticorpos anti-CD3, uma intensa resposta proliferativa é observada no dia 0 e
esta progressivamente decai ap6s uma semana de infeccdo, sendo que as células T
NK1.1" sempre apresentam baixos niveis de proliferagdo comparadas com as
células T NK1.1" (Figura 7).

Nossos dados mostram que as células T NK1.1* do baco geradas
durante a fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi possuem baixa capacidade
proliferativa comparadas com as células T NK1.1. E também indicam que a
proliferacdo das células T € cuidadosamente regulada apdés uma semana de
infeccdo quando a populacdo de células T CD4" e CD8" possuem uma resposta

reduzida a estimulacéo via TCR.
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4.5 As Células T NK1.1+* de Camundongos WT Infectados pelo
P. chabaudi Expressam Niveis Altos das Moléculas Fas, Fas-L,
PD-1 e PD-L1 Comparadas com as Células T NK1.1-

A sinalizacdo pelas moléculas Fas/Fas-L (CD95-CD95L) e
Programmed Death-1 (PD-1)/ Programmed Death Ligand -1 (PD-L1) podem diminuir
a proliferacdo das células T através da morte celular induzida pela ativacdo (AICD -
do inglés - activation-induced cell death) ou pela desfosforilacdo do TCR associada a
sinalizacao pelas quinases, respectivamente (157, 158).

Para avaliar o possivel papel destas vias de sinalizagdo envolvidas na
regulacdo da proliferacdo das células T durante a fase aguda da infec¢do pelo P.
chabaudi, determinamos a expressao das moléculas Fas, Fas-L, PD-1 e PD-L1 nas
células T NK1.1" e NK1.1" do baco dos camundongos WT controles e no dia 7 de
infeccao.

NOs verificamos niveis mais elevados destas moléculas nas células
CD4'NK1.1" e CD8'NK1.1" comparadas aos subtipos de células T NK1.1" nos
camundongos controles, com excecéo da expressio de Fas nas células CD4"NK1.1"
(Figura 8). Apos a infeccdo, observamos um aumento na expressao de Fas e PD-L1
nas células CD4'NK1.1" e CD8'NK1.1", no entanto, ndo observamos diferenca na
expressdo de Fas-L e PD-1. As células T NK1.1" dos camundongos WT do dia 7 de
infeccdo apresentam niveis mais altos destas moléculas, com excessdo das
moléculas PD-L1 nas células CD8".

De maneira geral, nossos dados mostram que as moléculas Fas, Fas-
L, PD-1 e PD-L1 sdo mais expressas nas subpopulacdes de células T NK1.1* do
baco. Além disso, as moléculas Fas e PD-L1 sao expressas em niveis altos na

maioria das células T no dia 7 de infeccéao.
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Figura 8: Expressdo de Fas, FasL, PD-1 e PD-L1 em células T NK1.1" e NK1.1" do bago de
camundongos WT infectados pelo P. chabaudi. Os histogramas mostram as células T
do baco nos dias 0 e 7 de infeccdo. Os nimeros nos histogramas representam as médias
+ desvio padréo (n = 4-6) das médias da intensidade de fluorescéncia na janela das
células CD4'NK1.1", CD4'NK1.1, CD8'NK1.1" e CD8'NK1.1. Camundongos n&o-
infectados foram usados como controles (dia 0). *, p<0,05, células de camundongos
infectados comparadas as células camundongos nao-infectados. **, p<0,05, células

NK1.1" comparadas com as células NK1.1. Os dados sdo representativos de 3
experimentos realizados separadamente.

4.6 As Células T NK1.1* e NK1.1- nos Camundongos WT
Infectados pelo P. chabaudi Produzem IFN-y com Cinéticas
Diferentes

Para caracterizar o fenétipo das células T NK1.1" e NK1.1" geradas
durante a fase aguda da infeccao pelo P. chabaudi, avaliamos a producéo de IFN-y
nos camundongos WT controles e nos dias 3, 4 e 5 de infec¢céo e a producgéo de

perforina nos dias O (controle) e 7 de infecgéo, através da marcacdo externa destas
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células com os mAbs anti-CD4, CD8 e NK1.1 e a marcagéo intracelular com mAbs
anti-IFN-y e perforina.

A andlise comparativa da cinética da producédo de IFN-y espontanea e
estimulada pelos anticorpos anti-CD3, nas células CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1,
mostra um aumento significante no dia 3 de infecgdo para as células CD4"NK1.1"
gue foram estimuladas comparadas aos controles (Figura 9A). No dia 4 de infeccéo,
a producdo espontanea de IFN-y aumentou de maneira significante nas células
CD4"NK1.1%, considerando que a estimulagdo com anticorpos anti-CD3 promoveu a
producdo IFN-y em uma porcdo das células CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1.
Notavelmente, neste periodo da infecgdo, a porcentagens de células IFN-y* sdo
sempre mais altas para as células CD4'NK1.1" comparadas com as células
CD4'NK1.1". No dia 5 de infeccéo, as porcentagens de células IFN-y* diminuem para
as células CD4'NK1.1" e aumentam para as células CD4'NK1.1" (Figura 9A).

Quando consideramos o numero de células CD4" por baco, nos
observamos um aumento em 10 vezes na populacdo de células CD4"NK1.1*IFN-y"
(producéo esponténea) no dia 4 de infecgdo comparadas com as células do controle,
namero que é mantido em niveis similares no dia 5 de infeccdo (Figura 9B).
Contudo, a populacio de células CD4"NK1.1IFN-y" aumenta em 10 e 25 vezes nos
dias 4 e 5 de infeccao, respectivamente (Figura 9B). Devido a cinética diferente de
producdo de IFN-y, por volta de 30% das células CD4'IFN-y* expressam NK1.1 no

dia 4 de infeccéo, quando esta proporc¢ao caiu para quase 15% no dia 5 de infeccao.

Para a marcacao intracelular de perforina, a porcentagem de células
positivas foi significantemente mais alta no dia 7 de infec¢cdo, com valores 2 vezes
maiores para as células CD8'NK1.1" comparadas com as células CD8'NK1.1,
representando 38% das células CD8'perforina” (Figura 9C). Nossos resultados
indicaram uma cinética diferente na producdo de IFN-y pelas células T NK1.1" e
NK1.1" do baco durante a fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi. Estas

subpopulacdes de células T também diferem na producao de perforina.
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Figura 9: Producdo de IFN-y e perforina pelas células T do baco de camundongos WT

infectados pelo P. chabaudi. (A) Os dot plots mostram as células CD4'NK1.1" e
CD4'NK1.1 marcadas para IFN-y intracelular em camundongos WT nos dias 0, 3, 4 e 5
de infeccdo. Os nimeros nos dot plots representam as médias + desvio padréo (n = 4-5)
das porcentagens de células IFN-y. *, p<0,05, camundongos infectados comparados aos
camundongos ndo-infectados. (B) Os numeros de células CD4'NK1.1°IFN-y* e
CD4'NK1.1IFN-y" por bago. As barras representam as médias + desvio padrdo (n = 4-5)
do nimero de células IFN-y" por bago. * p<0,05, camundongos infectados comparados
aos camundongos nao-infectados. (C) Os dot plots mostram as células CD8'NK1.1" e
CD8'NK1.1 marcadas para perforina intracelular no dia 7 de infecgdo. Os nimeros nos
dot plots representam as médias + desvio padrdo (n = 4-5) da porcentagem de células
perforina’. * p<0,05, células de camundongos infectados comparadas as células
camundongos nao-infectados. Em A-C, as células foram mantidas em cultura por 10 h
sem estimulo (producdo espontanea) ou estimuladas com anticorpos anti-CD3 aderidos
a placa (producdo estimulada). Camundongos ndo-infectados foram usados como
controles. Os dados sao representativos de 3-4 experimentos realizados separadamente.
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PARTE II:

4.7 As Células T Restritas por I-AP sdo Necessarias para o
Controle da Parasitemia durante a Fase Aguda e Cronica da
Infeccao pelo P. chabaudi

Para avaliar o papel das células T restritas por CD1d e I-A° no controle
da infeccéo pelo P. chabaudi AS, foram realizadas analises das parasitemias atraves
do monitoramento de esfregacos sanguineos de camundongos WT, CD1d™ e I-Ab”
infectados com 10° EP (Figura 10).

Os camundongos WT infectados por P. chabaudi apresentaram dois
picos de parasitemia, o primeiro pico alcancou valores proximos de 55% de
parasitemia no dia 7 de infeccéo e houve a formacao do segundo pico, com valores
préximos de 3% de parasitemia nos dias 17 e 18, caindo novamente para valores
inferiores a 1% no dia 20, que se mantiveram (Figura 10).

Os camundongos CD1d” infectados por P. chabaudi também
apresentaram dois picos, alcangcando valores inferiores a 40% de parasitemia no dia
6, com inicio precoce do segundo pico (entre os dias 13 e 15) quando comparado
aos camundongos WT, apresentando parasitemias com valores variando entre 5-
12%, os quais diminuiram e se mantiveram em niveis baixos até o dia 30 (Figura
10). Apesar dessas diferencas, os camundongos destes dois grupos controlaram
eficientemente a parasitemia e sobreviveram a infeccdo. Entretanto, os
camundongos I-A°" apresentaram um aumento significativo no primeiro pico de
parasitemia no dia 7 de infeccdo, além de desenvolver picos recrudescentes de
parasitemia, com valores muito altos quando comparados aos camundongos WT.
Consequentemente, os camundongos I-A”" mostraram-se ineficientes no controle da
infecgéo pelo P. chabaudi e apresentaram 50% de morte no periodo de 30 dias.

Com base nesses resultados, concluimos que o controle da
parasitemia durante a fase aguda e cronica da infeccdo pelo P. chabaudi é
dependente das células T restritas por I-A°, e que a contribuicdo das células T

restritas por CD1d € menos importante e restrita ao segundo pico de parasitemia.
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Figura 10: Curva de parasitemia dos camundongos WT, CD1d™ e I-A"" infectados pelo P.

chabaudi. Os camundongos foram infectados com 1 x 10° EP. As curvas correspondem
as médias + desvio padrdo (n = 5-10). *, p < 0,05, camundongos CD1d” ou I-A*"
comparados aos camundongos WT. Os dados sdo representativos de 3 experimentos
realizados separadamente.

4.8 A Maioria das Células T CD4+ Ativadas durante a Fase

Aguda da Infeccao pelo P. chabaudi é Restrita pelas Moléculas
de Classe Il do MHC

Como nossos dados sugerem um papel protetor das células T restritas
por I-AP na fase precoce da infeccdo pelo P. chabaudi, a seguir avaliamos a cinética
da resposta das células T CD4* do baco de camundongos WT, CD1d” e I-A®"
controles (dia 0) e nos dias 4 e 7 de infec¢do. A grande maioria das células T CD4"
geradas nos camundongos CD1d” é restrita pelas moléculas I-A° (células T CD4"
convencionais), enquanto os camundongos I-A®" t&m em sua maioria células T
CD4" restritas pelas moléculas CD1d, entre outras moléculas do MHC, como Qa-1 e
H2-M3 (células T CD4" ndo-convencionais).

O numero de linfocitos T CD4" no bago de camundongos WT aumenta
em 1,5 vezes no dia 4 e aumenta em 2 vezes no dia 7 de infeccdo. Ja a auséncia
das moléculas CD1d promoveu um ndmero total de células T CD4" menor em
camundongos infectados e ndo infectados (Figura 11A). A populagdo de células
CD4" geradas na auséncia de I-AP também expandiu no dia 7 de infeccéo, ainda que

atingindo valores notavelmente mais baixos quando comparados aos encontrados
nos camundongos WT.
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Figura 11: Ativacdo das células CD4" do baco de camundongos WT, CD1d” e I-A®”infectados

pelo P. chabaudi. (A) Numero de células CD4" por baco nos dias 0, 4 e 7 de infeccéo.
As barras representam as médias = desvio padrdo (n 6-9). (B) Os histogramas
mostram a expressdo de CD69 na janela das células CD4" nos dias 0 e 7 de infeccéo.
Os numeros nos histogramas representam as médias = desvio padrdo (n = 4-6) dos
valores das médias da intensidade de fluorescéncia (MFI). (C) Os dot plots mostram as
células CD4" que reconhecem o tetramero CD1d-a-GalCer e expressam CD69 nos dias
0 e 7 de infeccdo. Os numeros nos dot plots representam as médias + desvio padrdo (n
= 4-6) das porcentagens de cada subpopulacdo. (D) Numero das células CD1d-a-
GalCer'CD4" e CD1d-a-GalCerCD4" por baco nos dias 0 e 7 de infeccdo. As barras
representam as médias + desvio padrdo (n = 6). Camundongos ndo-infectados foram
usados como controles (dia 0). Em A-D, * p < 0,05, camundongos infectados
comparados com os camundongos nao-infectados; **, p < 0,05, camundongos cD1d” ou
-A>" comparados aos camundongos WT. Os dados sao representativos de 3-4
experimentos realizados separadamente.

Para avaliar se as moléculas CD1d e I-A® sd0 necessarias para as

etapas iniciais de ativacdo das células CD4", a expressido de CD69 foi analisada no

baco de camundongos WT, CD1d" e I-A*" infectados pelo P. chabaudi. As médias

de intensidade de fluorescéncia sédo significantemente mais altas para as células

CD4" de t

controles

odos os grupos de camundongos infectados analisados comparados aos

(Figura 11B). As células CD4" geradas nos camundongos I-A®"
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apresentam niveis 2 vezes maiores de expressdo de CD69 comparados aos de
camundongos WT controles, uma caracteristica conhecida das células NKT, estes
niveis de expressdo aumentam ainda mas com a infeccao (Figura 11B).

Realizamos experimentos para caracterizar as células T CD4" restritas
por CD1d ou I-A°, que reconhecem o tetramero CD1d-a-GalCer durante o inicio da
infeccdo pelo P. chabaudi. Verificamos que as células CD4" que reconhecem o
tetramero CD1d-a-GalCer nos camundongos WT representam 3,5% e esta
porcentagem ndo é modificada no dia 7 de infec¢do, p<0,05 (Figura 11C). Como
esperado, as células CD4" restritas pelo tetramero CD1d-a-GalCer estdo ausentes
nos camundongos CD1d” controles e infectados. Nos camundongos I-A®" a
frequéncia das células CD4" restritas pelo tetramero CD1d-a-GalCer representa
31,5%, confirmando a nocdo de que a maioria das células geradas nestes
camundongos é restrita por CD1d, porém essa frequéncia ndo é alterada durante a
infeccdo (Figura 11C). Quando avaliamos o nimero total de células CD4" por bacgo
no dia 7 de infeccdo, observamos um aumento em duas vezes na populacdo de
células CD1d-a-GalCer" e CD1d-a-GalCer nos camundongos WT e I-A°" mas
observamos um aumento absoluto dez vezes maior no nimero de células CD1d-a-
GalCer". (Figura 11D).

Nossos dados indicam que as células T CD4" ndo-convencionais e
convencionais respondem prontamente a infeccdo pelo P. chabaudi, mas a maioria
das células T CD4" ativadas durante a fase aguda da infeccdo é restrita pelas

moléculas de classe Il do MHC.

49 As Células T CD4* Restritas por I-AbP Proliferam
Vigorosamente durante a Fase Aguda da Infeccao pelo P.
chabaudi

Como nossos resultados mostram que as populacdes de células T
CD4" né&o-convencionais e convencionais do bago aumentam com cinéticas
semelhantes durante a fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi, realizamos
experimentos para avaliar a resposta proliferativa in vitro. Assim, as células T CD4"

do baco de camundongos WT, CD1d” e I-A"" controles e infectados com P.
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chabaudi foram marcadas com CFSE e mantidas em cultura na presenca ou
auséncia de EP por 72 horas.

Ao avaliar as porcentagens das células CD4*CFSE"", observamos
uma consistente proliferacdo espontanea das células CD4" obtidas no dia 4 de
infeccdo dos camundongos WT e CD1d™, que alcancaram respectivamente 8,0% e
15% das células apds 72 horas em cultura (Figura 12A). A estimulagéo in vitro com
EP resultou no aumento da resposta proliferativa das células dos camundongos WT
e CD1d™, alcancando 35%, que foi significante quando comparado & proliferacdo
espontanea. Uma fracdo das células CD4" dos camundongos I-A®" no dia 4 de
infeccdo também prolifera apés o estimulo in vitro com EP. Ainda assim, a
proliferacéo espontanea e estimulada é menor que nos camundongos WT e CD1d”,
e ndo difere dos controles néo infectados. As células T CD4" obtidas no dia 7 de
infeccdo dos camundongos WT e CD1d” apresentam uma proliferacdo espontanea
e estimulada in vitro com EP semelhante a das células dos camundongos néo-
infectados (controles) destes mesmos grupos (Figura 12A). Estes resultados
mostram que as células CD4" convencionais obtidas durante os primeiros dias da
infeccdo sao capazes de proliferar vigorosamente em resposta aos eritrécitos
infectados, enquanto as células CD4" n&o-convencionais proliferam em menor grau
nao diferindo dos controles nédo infectados.

Para investigar se a intensa resposta proliferativa das células T CD4"
do baco do dia 4 de infeccdo de camundongos WT e CD1d” requer a interagdo com
as DCs e com as moléculas de classe Il do MHC (I-A°), os esplendcitos totais
(controles) e desprovidos de DCs (DCS-depletadas) ou esplendcitos totais e tratados
ou ndo com mAb anti-I-A® foram marcados com CFSE e mantidos em cultura na
presenca ou auséncia de EP por 72 horas (Figura 12B). NO0s observamos uma
gueda acentuada na proliferacdo espontanea e estimulada por EP in vitro das
células CD4" desprovidas de DCs ou tratadas com mAb anti-I-A° comparadas a
proliferacdo na presenca de esplendcitos totais (controles). Estes resultados
mostram que a resposta proliferativa espontanea e estimulada in vitro das células
CD4" durante o inicio da infeccdo dependente da interacdo com as DCs e com as
moléculas de classe 1l do MHC.



64

B DC-depletada o --AP mAb - Controle Isotipifo
T 30 4| £ 3 *
A células cDat %-' 25 * %’ 25
WT cp1d* 1-aAb W W 20 # %
"TH10%03 THo5%03 THos¥03 o g .
®Os0x214 O8.0£1.84 O7.0%0.58 +, £
i 60 a 10 a 10
Dia0 | | | o 5 (3] 5
2 0 0
o ] ] EFP - + -+ EP - + -+ -+ -+
g oE - HoEE Dia 0 Dia 4 Dia 0 Dia 4 Dia O Dia 4
§.0X0.4% 15.015.0% 05X 0. 1%
801 ]35.0£6 k.8 [135.0410 044 110,021,544 ClControle M DC-depletada OcControle M mAb-tratada
Diad *° c células cpa*cFse*
1 ] ] Dia © Dia 4 Dia 7
20 1
o 30 4
"1ET0%07 TW15%08 Tm10%07 1-ab+- ‘io 0.3+01 0201 Il | os5t0a |
®i9.0%2.64 [110.0£2.74 [8.0£2.0# w ! !
Dia7 20 _
o—— — — ol | E

E » 100
Sl | | 30
= 100 107 102 103 02 100 107 02 0% 192 100 107 02 103 10 50
w WT 2.0%05 10.0+ 15,5 | 15.0%5.55,5 |
CFSE w 1 1
BEspontanea 20
OEstimulada(EP) 0 ;

100 01 102 103 104 100 101 102 103 04 100 101 102 103 1o
CFSE

Eventns

Figura 12: Resposta proliferativa das células CD4" do bago de camundongos WT, cbid” e I-A”
"infectados pelo P. chabaudi. (A) Os histogramas mostram a proliferacdo esponténea e
estimulada por EP in vitro na janela das células CD4" nos dias 0, 4 e 7 de infeccdo. Os
nameros nos histogramas representam as médias + desvio padrdao (n = 6-8) das
porcentagens das células que prohferaram (CFSE'°W) (B) Efeito da eliminacéo das DCs e
do tratamento com mAb anti-I-A° na proliferac&o in vitro na janela das células CD4" de
camundongos WT nos dias 0 e 4 de infec¢do. As barras representam as médias + desvio
padrdo (n = 6) das porcentagens das células que proliferaram (CFSE'°W) © Prollferagao
in vivo das células CD4" marcadas com CFSE obtldas do baco de camundongos CD1d" e
transferidas adotivamente em camundongos I- A’" e WT nos dias 0, 4 e 7 de infec¢do. Os
nameros nos hlstogramas representam as médias + desvio padrédo (n = 6) das células que
proliferaram (CFSE ). Camundongos n&o-infectados foram usados como controles (dia
0). Em A-C, *, p < 0,05, camundongos infectados comparados com camundongos nao-
infectados. Em A e C, * p < 0,05 camundongos cD1d” ou I-A®" comparados aos
camundongos WT. Em A, #, p < 0,05, proliferacdo espontdnea comparada com a
proliferagé@o estimulada com EP. Em B, ##, p < 0,05, cultura de células DCs-depletadas ou
mAb-tratadas comparadas com a cultura de células controle. Os dados séao
representativos de 3-4 experimentos realizados separadamente.

Para ampliar esta analise para o0 modelo in vivo avaliamos como as
células CD4" convencionais proliferam durante a fase aguda da infeccdo pelo P.
chabaudi, células CD4" do baco de camundongos CD1d” (que sdo em sua maioria
restritas pelo I-A°) foram transferidas adotivamente para camundongos WT e I-A*" e
a proliferacdo das células CD4" convencionais (CD4'CD1d) marcadas com CFSE
(CD4"CFSE") foi analisada nos dias 4 e 7 de infeccdo pelo P. chabaudi. Verificamos
que as células CD4" convencionais proliferam in vivo nos camundongos WT
infectados, alcangando valores de 10% e 15% das células CD4" transferidas apds 4

e 7 dias de infecgdo, respectivamente (Figura 12C). No entanto, as células CD4"
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convencionais n&do proliferam nos camundongos I-A"" nos dias 4 e 7 apds a
infeccdo. As células CD4" transferidas para os camundongos controles nao
proliferaram.

Nossos resultados mostram que as células CD4" convencionais ndo
proliferam in vivo na auséncia das interacdes mediadas por moléculas de classe I

do MHC durante a fase aguda da infec¢éo pelo P. chabaudi.

4.10 As Células T CD4+ Restritas por I-Ab sao a Maior Fonte de
Producao de IFN-y no Ba¢o durante A Fase Aguda da Infec¢ao
pelo P. chabaudi

Para determinar o grau de colaboracdo das células T CD4" né&o-
convencionais e convencionais na producdo de citocinas proinflamatérias no baco
de camundongos WT, CD1d™ e I-A"" controles e infectados com P. chabaudi nos
dias 0, 4 e 7, realizamos a marcacgao externa destas células com os mAbs anti-CD4
e a marcacéao intracelular de com mAbs IFN-y e TNF-a. Além disso, analisamos
estas citocinas no sobrenadante das culturas de esplendcitos totais apés 72 horas.

Para o ensaio de producéo ex vivo de IFN-y intracelular, observamos
que a maxima producédo de IFN-y ocorre no dia 7 de infecgdo em todos os grupos de
animais, tanto para a producdo espontanea quanto para a producdo estimulada
pelos anticorpos anti-CD3.

No dia 7 de infeccdo, a porcentagem de células CD4" produtoras de
IFN-y é 3 vezes maior nos camundongos WT e CD1d” comparada com os
camundongos I-A*" (Figura 13A). Considerando o niimero total de células por baco
no dia 7 de infeccdo, a quantidade de células CD4" que produzem IFN-y
espontaneamente sdo 30 a 15 vezes maiores nos camundongos WT e CcD1d,
respectivamente, comparadas com as células dos camundongos I-A®" mice (Figura
13B). No dia 4 de infeccdo dos camundongos I-A®" ndo se observou aumento na
porcentagem de células CD4" produtoras de IFN-y (produgdo espontanea)
comparada com as células dos camundongos |-A*" n&o-infectados (controles).

Nossos dados indicam que as células T CD4" n&o-convencionais contribuem para a
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producdo de IFN-y durante o inicio da infeccao pelo P. chabaudi, mas as células T
CD4" convencionais sdo as maiores produtoras desta citocina.

Levando em consideragcado a proliferacdo espontanea e promovida por
EP in vitro avaliamos quais as citocinas estariam sendo produzidas, assim 0s
sobrenadantes das culturas utilizadas para avaliar a proliferacdo foram testados

guanto a presenca das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-2.
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Figura 13: Producédo de IFN-y e TNF-a pelas células do baco de camundongos WT, cbid™ e I-
A"" infectados pelo P. chabaudi. (A) Os dot plots mostram a marcacao intracelular de
IFN-y na janela das células CD4" nos dias 0, 4 e 7 de infec¢do. Os nimeros nos dot plots
representam as médias + desvio padréo (n = 4-6) das porcentagens das células IFN-y".
(B) O nimero de células CD4'IFN-y" por baco nos dias 0 e 7 de infec¢do. As barras
representam as médias * desvio padrdo (n = 4-6). (C) Producédo de IFN-y e TNF-a
espontanea e estimulada por EP nos sobrenadantes das células do bago cultivadas por
72 horas nos dias 0, 4 e 7 de infeccdo. As barras representam as médias + desvio
padréo (n = 6-8). Camundongos nao-infectados foram usados como controles (dia 0). Em
A-C, *, p < 0,05, camundongos infectados comparados aos camundongos néo-
infectados; **, p < 0,05, camundongos cD1d” ou I-A*" comparados aos camundongos
WT. Em C, #, p < 0,05, producdo espontanea comparadas com a producdo estimulada
com EP; &, p < 0.05, células dos camundongos no dia 4 de infeccdo comparados as
células dos camundongos no dia 7 de infeccdo. Os dados sdo representativos de 3
experimentos realizados separadamente.

Os camundongos WT e CD1d” apresentam niveis altos de producéo
de IFN-y e TNF-a espontanea e estimulada por EP no dia 4 de infec¢do, que decai

logo apds (Figura 13C). Em contraste, o pico de producdo de TNF-a na cultura das
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células do baco dos camundongos I-A""" ocorre no dia 7 de infeccdo. No entanto,
nos camundongos I-A°", a producdo de IFN-y foi detectada somente quando as
células do dia 4 de infeccéo foram estimuladas por EP, ainda assim, os niveis séo 2
vezes menores comparadas com as células dos camundongos WT e CD1d” do
mesmo dia de infec¢ao.

A producéo de IFN-y detectada nos sobrenadantes das células do dia 4
de infeccdo nos camundongos I-A"" pode ser oriunda principalmente das células
CD8", por ser uma importante fonte desta citocina como observado na producdo
intracelular, mostrada logo a seguir. As citocinas IL-2, IL-4 e IL-5 também foram
guantificadas nos mesmos sobrenadantes, mas seus valores estavam abaixo do
nivel de deteccdo do método utilizado. Em resumo, na fase aguda da infeccdo pelo
P. chabaudi, a producédo de IFN-y e TNF-a pelas células do baco é intensa, ocorre
em um curto periodo de tempo e depende das células T CD4" convencionais. As
células T CD4" convencionais sdo a maior fonte IFN-y e possuem uma cinética de
producdo desta citocina semelhante a producio de IFN-y pelas células T CD4" néo-

convencionais.

4.11 As Células T CD4+* Convencionais sio Necessarias para a
Ativacao de Células B da Zona Marginal e Foliculares durante
a Fase Aguda da Infeccao pelo P. chabaudi

Para avaliar se as células T CD4" ndo-convencionais e convencionais sdo
necessarias para as etapas iniciais de ativacdo das células B ZM
(CD21M""CD23""B220") e FO (CD21°"CD23""B220"), a expressdo de CD21,
CD23, CD69 e CD1d foi analisada nas células B do baco de camundongos WT,
CD1d” e I-A*" infectados pelo P. chabaudi.

Nossos dados mostram que a populacdo de células B (B220") expande
menos nos camundongos CD1d™ e I-A®" (Figura 14A). No dia 4 de infeccdo, ha um
aumento em 2 vezes no numero de células B nos camundongos WT, aumento que
ndo foi observado nos camundongos CD1d” e I-A®". No dia 7 de infeccdo, o
crescimento no nimero de linfécitos B é evidenciado nos camundongos CD1d” e I-

A" mas esses valores ainda sdo levemente inferiores quando comparados aos dos
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camundongos WT. Nossos resultados mostram que as células T CD4" nao-

convencionais contribuem, mas ndo essencialmente, para a expansdo das

populacées de linfécitos B durante a fase aguda da infeccao pelo P. chabaudi. Estes

dados também indicam que uma fracdo de linfocitos B € capaz de proliferar sem a

cooperacao das células T CD4" convencionais, ainda que com menor eficiéncia
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Figura 14: Ativacdo das células B do baco de camundongos WT, CD1d” e I-A"" infectados pelo

P. chabaudi. (A) Namero de células B220" por baco nos dias 0, 4 e 7 de infeccdo. As
barras representam as médias + desvio padrao (n = 6-9). (B) Os histogramas mostram a
expressdo de CD69 na janela de células B220" nos dias 0 e 7 de infecgdo. Os nimeros
nos histogramas representam as médias * desvio padrao (n = 4-6) dos valores das médias
da intensidade de fluorescéncia (MFI). (C) Os dot plots mostram as células B ZM
(CD21""CD23°"B220") e células B FO (CD21°"CD23"9"B220") nos dias 0 e 7 de
infeccdo. Os nimeros nos dot plots representam as médias + desvio padrdo (n = 4-7) das
porcentagens de células destas subpopulacdes. (D) Os histogramas mostram a expressao
de CD1d e CD69 na janela de células B ZM e FO nos dias 0 e 7 de infeccdo. Os numeros
nos histogramas representam as médias + desvio padrao (n = 4-7) nos valores da MFI.
Camundongos nao-infectados foram usados como controles (dia 0). Em A-D, *, p < 0,05,
camundongos infectados comEarados aos camundongos ndo-infectados; **, p < 0,05,
camundongos cbid” ou I-A™" comparados aos camundongos WT. Os dados séo
representativos de 3-4 experimentos realizados separadamente.

Esta idéia corrobora a analise da expressdo de CD69 nas células B do

dia 7 de infecgdo dos camundongos I-A*”", que mostra um baixo, mas significativo

aumento nos valores das médias da intensidade da fluorescéncia (MFI) da
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expressdo de CD69 comparadas com a das células B do dia 7 de infec¢cdo nos
camundongos WT e CD1d” (Figura 14B).

Avaliamos a expresséo de CD69, CD21, CD23 e CD1d das células B ZM
e FO do baco em resposta a infeccdo pelo P. chabaudi nos camundongos WT,
CD1d” e I-A"". No dia 7 de infeccdo, ocorreu uma diminuicdo na expressdo de
CD21 nas células B ZM nos camundongos WT e CD1d” que resultou em um
significante decréscimo no namero destas células por baco, fendmeno que nao foi
observado nos camundongos I-A®" (Figura 14C). O mesmo ocorreu para as células
B FO, com diminuicdo da expressdo de CD23 e decréscimo do numero destas
células por baco (Figura 14C).

Nos camundongos WT, uma grande fracdo das células B FO e MZ
expressa altos niveis de CD69 no dia 7 de infec¢cdo, mas a expressdo de CD69
aumenta com menor intensidade nos camundongos I-A®" (Figura 14D). Verificamos
que as células B expressam altos niveis de CD1d, sendo mais altos nos
camundongos I-A®" comparados aos dos camundongos WT (Figura 11D), e que no
dia 7 de infeccdo a expressdo de CD1d é reduzida nos camundongos WT mas néo
nos camundongos I-A°". Ao avaliarmos as células B ZM, revelamos niveis
superiores de expressdo de CD1d nos camundongos I-A°”, e, também, que ocorre
um decréscimo na expressao de CD1d no dia 7 de infeccao nos camundongos WT e
I-AP". Ja as células B FO apresentaram niveis inferiores de expressdo de CD1d
guando comparadas as células B ZM e ndo apresentaram decréscimo nos niveis de
expressdo de CD1d durante a infeccdo para os camundongos WT e I-A®" (Figura
14D).

Concluimos que as células T CD4" n&o-convencionais e convencionais
contribuem para a expansdo da populacdo de células B do baco durante a fase
aguda da infeccdo pelo P. chabaudi, mas as células T CD4" convencionais s&o
essenciais para a ativagcdo completa e modificagdes fenotipicas das células B FO e
MZ.
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4.12 A Producao de Ig Policlonal e Especifica ao Parasita
durante a Fase Aguda e Cronica da Infeccdo pelo P. chabaudi
Depende das Células T CD4+* Restritas por I-Ab

Para analisar a participacdo das células T CD4" ndo-convencionais e
convencionais na producdo de anticorpos policlonais e especificos ao parasita
durante a infeccao pelo P. chabaudi, realizamos o ensaio de ELISPOT para avaliar o
namero de células produtoras de IgM, 1gG2a e IgG1 no bago e o ensaio de ELISA
para avaliar os anticorpos séricos IgM, 1gG2a e 1gG1 em camundongos WT, CD1d™”
e I-A*”. Nés observamos que no dia 7 de infeccdo, o nimero de células produtoras
de IgM, 1gG2a e IgGl por bago aumenta de maneira semelhante entre os
camundongos WT e CD1d”, no entanto, nos camundongos I-A®" observamos um
pequeno aumento no numero de células produtoras de IgM (Figura 15A). Neste
mesmo periodo, o0 nivel sérico de anticorpos especificos ao parasita ndo foi
estatisticamente diferente comparados ao dos camundongos nao-infectados (dados

nao mostrados).
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Figura 15: Producdo de anticorpos policlonais e especificos ao parasita em resposta a
infeccdo de camundongos WT, CD1d™ e I-A”" pelo P. chabaudi. (A) Nimero de
células produtoras de IgM-, IgG1- e IgG2a por bacgo nos dias 0 e 7 de infec¢do. Cada
ponto corresponde a um camundongo. As linhas horizontais representam as médias
dos nameros de células produtoras de anticorpos por bago (n = 6-8). (B) Camundongos
no dia 30 de infec¢o foram reinfectados com 1 x 10° EP e niveis séricos de anticorpos
IgG2a e IgG1 especificos ao parasita foram medidos apés 15 dias do desafio. Cada
ponto corresponde a um camundongo. As linhas horizontais representam as médias
dos valores das D.O. na diluicdo de 1/50 (n = 5-10). Camundongos néo-infectados
foram usados como controles (dia 0). Em A, *, p < 0,05, camundongos infectados
comparados aos camundongos ndo-infectados; Em A and B, **, p < 0,05,
camundongos CcD1d” ou I-A™" comparados aos camundongos WT. Em B, §, p < 0,05,
valores antes do desafio comparados aos valores apés o desafio. Dado representado
no painel B é diferente estatisticamente daquele n&o-infectado, com exce¢do dos
valores da D.O. para IgG1 antes do desafio (dia 0). Os dados sao representativos de 3-
4 experimentos realizados separadamente.
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Ja no soro de camundongos WT e CD1d” no dia 30 de infeccéo
verificamos um aumento semelhante no nivel sérico de anticorpos IgG2a especificos
ao parasita (Figura 15B). Quando estes grupos de camundongos foram reinfectados
com 1 x 10% EP, a producdo de anticorpos IgG2a e IgGlespecificos ao parasita é
mais alta nos camundongos que ndo possuem as células T CD4" restritas pelo CD1d
(n&o-convencionais).

Nossos resultados indicam que as células T CD4" convencionais
possuem um papel central na producdo tanto de anticorpos policlonais como na
producdo de anticorpos especificos ao parasita induzidos pela infeccdo, sendo que

n&o foi observada a contribuicio das células T CD4" ndo-convencionais.

4.13 A Ativacdao Precoce das Células T CD4+* em Resposta a
Infeccao pelo P. chabaudi E Seguida pelo Desenvolvimento da
Imunidade Adquirida

Em nosso estudo, uma porcdo substancial das células T CD4"
convencionais do baco proliferam vigorosamente e produzem altos niveis de IFN-y e
auxiliam as células B da ZM e FO a produzirem |g policlonal. Esta fase precoce da
resposta é de curta duragdo e mostram cinéticas de producao de IFN-y pelas células
T CD4" convencionais similares as das células T CD4" ndo-convencionais.

Para avaliar as populacdes de T CD4" do baco nas diferentes fases da
infeccdo pelo P. chabaudi em camundongos WT, analisamos a proliferacdo
espontanea e estimulada por EP, producdo de IFN-y durante o primeiro més de
infeccdo. Mostramos na Figura 16A, que no dia 10 de infeccdo, os numeros de
células CD4" por bago séo reduzidos e alcangam um valor menor que a metade do
valor observado para as células nos camundongos WT controles. A normalizagédo
desta populacdo ocorre concomitantemente com a segunda onda de proliferacéo
das células CD4" no dia 15 de infecgéo e decresce logo apos.
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Figura 16: Proliferacdo espontanea e estimulada por EP das células CD4" e producéo de IFN-y
no baco de camundongos WT durante a fase inicial e tardia da infeccdo pelo P.
chabaudi. (A) Nimero de células CD4" por baco, proliferacdo espontanea das células
CD4" e producédo de IFN-y nos dias 0, 4, 7, 10, 15, 20 e 30 de infecgdo. As barras
representam as médias + desvio padrdo (n = 6-10). IFN-y intracelular e secretado foram
quantificados na janela das células CD4" e nos sobrenadantes das células do baco
cultivadas por 72 horas, respectivamente. (B) Proliferacdo das células CD4" e producéo
de IFN-y estimuladas por EP nos mesmos grupos de camundongos (n = 6-10). A
proliferacdo das células CD4" foi representada pelas porcentagens de células que
proliferaram (CFSE'°W). Secrecdo de IFN-y foi quantificada no sobrenadante das células
do baco cultivadas por 72 horas. Camundongos nao-infectados foram usados como
controles. Em A e B, * p < 0,05 camundongos infectados comparados aos
camundongos néo-infectados. Os dados sdo representativos de 3-4 experimentos
realizados separadamente.

A producédo espontanea de IFN-y pelas células totais e também pelas
células CD4" também declina no dia 10 de infec¢cdo, embora um pequeno aumento
seja observado no dia 20 de infeccdo concomitantemente com o segundo pico de
parasitemia. Quando estimuladas in vitro com EP, as células CD4" mostram uma
menor capacidade de proliferar (nos dias 7-10 de infeccéo) e de produzir IFN-y (nos
dias 7-20 de infeccao) (Figure 16B). No entanto, ap0s este periodo em que as
células CD4" ndo respondem, uma resposta intensa das células CD4" foi observada,
alcancando seu maximo no dia 30 de infeccéo.

Nossos dados sugerem que as células T CD4" respondem ao P.
chabaudi em duas fases diferentes. A primeira fase ocorre durante a parasitemia
aguda, onde rapidamente sao gerados altos niveis de células efetoras e que termina
abruptamente quando muitas células CD4" sdo eliminadas. A segunda fase inicia
apo0s a parasitemia aguda ser controlada e origina um grande numero de células T
CD4" com capacidade para prontamente proliferar e produzir IFN-y em resposta ao
EP.
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II - SUPLEMENTAR:

4.14 As Células T CD8+ sao Ativadas, Proliferam e Produzem
IFN-y Durante a Fase Aguda da Infeccao pelo P. chabaudi

O numero total de células CD8" aumenta em duas vezes no bago de
camundongos WT no dia 4 de infeccdo, sendo semelhante no dia 7 de infeccao,
quando comparado ao dos controles (Figura 14A). As células T CD8" néo
necessitam da molécula de I-A® para aumentar seu nimero no baco durante a
primeira semana da infecgdo. Mas, assim como para as células T CD4", a auséncia
da molécula CD1d prejudica a expanséo das células T CD8" no dia 7 de infecgéo. E
também, observamos o aumento de expressdo de CD69 nas células CDS8",
ocorrendo uma maior ativacdo das células CD8" nos camundongos I-Ab”
comparados aos WT (Figura 17B).

Ao avaliar a atividade proliferativa das células CD8'CFSE™", também
observamos uma consistente proliferacdo espontanea das células CD8" obtidas no
dia 4 de infeccdo dos camundongos WT (20%) e CD1d” (16%) apds 72 horas em
cultura, e uma proliferacdo espontdnea menor para as células CD8" dos
camundongos I-A""" (4%) (Figura 17C). A estimulacdo in vitro com EP das células
CD8" obtidas no dia 4 de infeccdo ndo promoveu 0 aumento na resposta
proliferativa, alcancando 20-25%, nos camundongos WT e CD1d”, mesmo assim,
estes valores foram maiores quando comparados a proliferacdo nos camundongos |-
A" As células CD8" obtidas no dia 7 de infeccdo ndo mantiveram sua capacidade
proliferativa mesmo quando estimuladas in vitro com EP. Estes resultados mostram
que as células CD8" também sio capazes de proliferar em resposta aos EP, mas
em menor grau comparadas com as células CD4" (Figura 17C).

No dia 7 de infecgdo, a porcentagem de células CD8IFN-y* (8%) nos
camundongos WT é significantemente maior que nos camundongos WT controles

(Figura 17D). As células CD8" sdo capazes de produzir IFN-y no dia 7 de infecgéo
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nos camundongos WT, CD1d™ e I-A*"" de maneira similar (Figura 17D). As células
CD8" podem auxiliar na producdo de IFN-y nos sobrenadantes das culturas
analisadas no dia 7 de infecgdo nos camundongos I-A"".

Estes resultados mostram que as células CD8" sido ativadas, sdo

capazes de proliferar e produzir IFN-y durante a fase aguda da infeccdo pelo P.

chabaudi.
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Figura 17: Ativacdo das células CD8" do baco de camundongos WT, CD1d” and I-A°"
infectados pelo P. chabaudi. (A) Namero de células CD8" por baco nos dias 0, 4 e 7 de
infeccdo. As barras representam as meédias + desvio padrao (n = 6-9). (B) Os
histogramas mostram a expresséo de CD69 na janela de células CD8" nos dias 0 e 7 de
infeccdo. Os ndimeros nos histogramas representam as médias + desvio padréo (n = 4-6)
dos valores das médias da intensidade de fluorescéncia(MFI). (C) Os histogramas
mostram a proliferagdo espontanea e estimulada por EP in vitro na janela de células
CD8" nos dias 0, 4 e 7 de infeccdo. Os nimeros nos histogramas representam as médias
+ desvio padréo (n = 6-8) das porcentagens das células que proliferaram (CFSE'°W). (D)
Os dot plots mostram a marcacéo intracelular de IFN-y na janela de células CD8" nos
dias 0, 4 e 7 de infeccdo.Os nimeros nos dot plots representam as médias + desvio
padrdo (n = 4-6) das porcentagens das células IFN-y*. *, p < 0,05, camundongos
infectados comparados com camundongos néo-infectados. **, p < 0,05, camundongos
CcD1d” ou I-A"" comparados aos camundongos WT. # p < 0,05, proliferacio
espontanea comparada com a proliferacdo estimulada com EP. Os dados séo
representativos de 3 experimentos realizados separadamente.
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Existem muitos detalhes da resposta imune a malaria que sdo importantes
para a compreensdo da imunidade protetora, imunopatologia e os requisitos para o
desenvolvimento de uma vacinacao eficiente. A imunidade protetora ao estagio
eritrocitico do Plasmodium em modelos murinos e no homem é dependente de
células T CD4", células B e anticorpos. O foco principal deste trabalho é verificar
como & o inicio da resposta das células T CD4" convencionais e ndo-convencionais,
em comparacdo com a resposta de memoéria. Desse modo, n0s caracterizamos as
células T NK1.1" e NK1.1" (Parte | - ANEXO A) e analisamos o papel das células T
CD4" convencionais e T CD4" n&o-convencionais e das células B durante a fase
aguda da resposta dos linfécitos ao P. chabaudi, focando no inicio da infec¢éo e
geracdo da resposta adquirida. Para tanto utilizamos camundongos CD1d”, onde
uma grande parte das células geradas séo restritas pelas moléculas do MHC de
classe Il, as moléculas I-A® (células T CD4" convencionais) e camundongos I-A”"
em que as células T CD4" geradas s&o em sua maioria restritas pelas moléculas
CD1d (células T CD4" ndo-convencionais).

Nosso trabalho sugere dois papéis importantes para as células T CD4"
convencionais durante o estagio eritrocitico do P. chabaudi: 1) Iniciam a resposta
imune e promovem a ativacdo de outras células, uma vez que as células T CD4"
convencionais sdo ativadas precocemente e logo esta ativagdo se torna intensa com
producdo de grandes quantidades de IFN-y e ativacdo das células B para a
producdo de anticorpos policlonais, mas ao mesmo tempo, temos a regulacdo da
resposta das células T CD4" convencionais de maneira muito eficiente; e, 2)
Também contribuem para o controle/eliminacdo do parasita através da geracédo de
células T CD4" convencionais de memoria capazes de promover uma resposta
efetora eficiente contra o parasita e auxiliar na producdo de anticorpos especificos,
como ilustrado na figura 15.
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Figura 18: Modelo para a resposta das células T CD4" do bago durante o estagio eritrocitico da
infeccdo pelo P. chabaudi. As células T CD4" do bago respondem a infecgéo pelo P.
chabaudi desenvolvendo duas fases consecutivas concomitantemente com as
parasitemias aguda e cronica. A fase precoce da resposta inicia com intensa proliferacéo
de parte das células T CD4" convencionais, de maneira dependente das DCs e das
moléculas de classe Il do MHC que resulta na duplicacdo desta populacdo apds uma
semana de infecgdo. A populagio de células T CD4" ndo-convencionais também duplica
durante este periodo, mas sua baixa taxa de proliferacdo indica que a maioria destas
células desenvolve poucos ciclos de divisdo celular, ou altenativamente, que elas migrem
de outros tecidos. Esta fase da resposta culmina com a alta producdo de citocinas
proinflamatérias (e também de secrecao de Ig policlonais), que em sua maioria depende
das células T CD4" convencionais. A eliminacdo de parte das T CD4", juntamente com o
periodo em que estas células tornam-se incapazes de responder a estimulos, da inicio ao
desenvolvimento da imunidade adquirida durante a fase tardia da resposta. Neste periodo,
parte das T CD4" sdo geradas com capacidade para proliferar e produzir IFN-y
prontamente quando estimuladas com EP (e também cooperam com as células B para a
producdo de anticorpos especificos de alta afinidade pelo parasita). De acordo com este
modelo, as células T CD4" convencionais sdo as principais protagonistas da resposta no
inicio da infecgdo, agindo em paralelo com as células T CD4" n&o-convencionais e
realizando a liga¢édo ente a imunidade inata e adquirida.

Evidenciamos o papel central das células T CD4" convencionais no
controle inicial e tardio da infeccdo pelo P. chabaudi através do fato de que em
camundongos que ndo possuem as moléculas de classe Il do MHC, que possuem
em sua maioria células T CD4" n&o-convencionais, desenvolvem um primeiro pico
de parasitemia significantemente mais alto e proeminentes picos recrudescentes
guando comparados aos camundongos WT, além de ndo serem capazes de eliminar

0 parasita, com uma sobrevida de 50% apds 30 dias de infecgéo.
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Resultados semelhantes ja haviam sido reportados para infec¢do pelo
P. chabaudi e P. yoelli, onde camundongos que representam dois modelos
diferentes de deficiéncia de moléculas de classe Il do MHC desenvolvem
hiperparasitemia (109, 159). Confirmando o papel secundario das células T CD4"
nao-convencionais nos camundongos resistentes a infeccdo pelo P. chabaudi, a
contribuicdo das células T CD4" ndo-convencionais € modesta e limitada ao
segundo pico de parasitemia. Colaborando com estes resultados, na infeccédo pelo
P. yoelii, a auséncia das células T CD4" restritas por CD1d promove um aumento na
parasitemia na fase cronica da infec¢ao (quarta semana), aumento nao visto na fase
aguda (129), contudo a aquisicao de imunidade protetora nao foi afetada (160).

O aumento em duas vezes da populacdo de células T CD4"
convencionais do baco ap6s uma semana de infeccdo pode resultar da intensa
proliferacdo destas células. Reproduzindo a respostas in vivo, uma grande parte das
células T CD4" convencionais no dia 4 de infecgdo completam muitos ciclos de
divisado celular quando estimuladas in vitro com EP. A estimulagdo desta resposta
requer a interacdo com as DCs e moléculas de classe Il do MHC. A populacédo de
células T CD4" ndo-convencionais também duplica durante a primeira semana de
infeccdo, mas representa apenas 10% das células T CD4" do bagco. Como a
populacdo de células T CD4" n&o-convencionais mostra niveis baixos de
proliferacdo espontanea e estimulada com EP, nds postulamos que a maioria das
células T CD4" ndo-convencionais desenvolve poucos ciclos de divisdo celular. A
migracao celular de outros tecidos juntamente com os baixos niveis de proliferacao
pode explicar o aumento da populagéo de células T CD4" ndo-convencionais.

Ao mesmo tempo, observamos que uma parte consideravel das células
T expressam a molécula NK1.1 durante a fase aguda da infeccdo de camundongos
WT pelo P. chabaudi, mas camundongos deficientes das moléculas CD1d
apresentam um aumento reduzido no nimero de células T NK1.1" do bago. A
maioria das células T CD4'NK1.1" e CD8'NK1.1" observadas no bago de
camundongos na fase aguda da infec¢cdo apresenta um fenotipo caracteristico de
células ativadas e experimentadas, expressa niveis altos de CD44, CD69 e CD122,
produz IFN-y e perforina e apresenta fenotipo semelhante ao das células iINKT em

camundongos nao-infectados. Nossos dados sugerem que parte da populagcédo das
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células T NK1.1" pode ser composta por células NKT restritas por CD1d, mas elas
nao sao ceélulas INKT jA que ndo reconhecem o tetramero CD1d-a-GalCer e
preferencialmente nao utilizam as moléculas de TCR VB8. De acordo com nossos
resultados, Soulard et al. mostraram que a populacdo de células iINKT do figado,
mas ndo do baco, expande na infeccao pelo P. yoelii (125).

No entanto, as células T CD4'NK1.1" apresentam niveis baixos de
proliferacéo celular, com poucos ciclos de divisdo celular, isto sugere que parte da
populagdo de células T CD4"NK1.1", que possui uma alta capacidade proliferativa,
expande e e passa a expressar NK1.1. Outra evidéncia que pode corroborar com
esta idéia é que a producdo de IL-2 também estaria envolvida no aumento das
moléculas NK1.1 expressas nas células T do baco de camundongos infectados pelo
P. chabaudi, uma vez que a estimulacg&o in vitro das células T CD8"'NK1.1 pela IL-2
€ capaz de aumentar a expressao de NK1.1 na superficie das células (161) e que as
células T CD8'NK1.1" induzidas pela IL-2 ndo s&o células iNKT (161). E também,
que a IL-2 é produzida durante a fase aguda da infeccao pelo P. chabaudi (107).
Como as células T CD8" restritas por CD1d foram descritas em humanos, mas nao
em camundongos (162), o que nos possibilita explicar o baixo numero das células
CD8'NK1.1* nos camundongos CD1d” como uma consequéncia da ativacdo das
células NKT, que induziria a diferenciacdo das células T CD8" convencionais em
células efetoras que expressam NK1.1. Por outro lado, a auséncia das células NKT
(camundongos CD1d”) promoveria uma menor expanséo do ndmero de células T
NK1.1" e, como consequéncia, determinaria uma menor producdo de IFN-y no inicio
da infeccdo pelo P. chabaudi, em decorréncia de uma menor estimulacdo destas
células ou das células T NK1.1".

A principal consequéncia da resposta das células T CD4" do baco na
fase aguda da infeccéo pelo P. chabaudi € a inducéo rapida de células efetoras que
sdo responsaveis pela secrecdo intensa, mas transiente de TNF-a e IFN-y. As
células T CD4" convencionais sdo requeridas para a producéo precoce de TNF-q,
enquanto as células T CD4" restritas por CD1d s&o dispensaveis para esta resposta.
De maneira interessante, as células T CD4" convencionais s&o a principal fonte de
IFN-y e produzem esta citocina com cinética similar a das células T CD4" nio-

convencionais. Estes resultados encontram um paralelo com dados obtidos no
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estagio pré-eritrocitico da infeccao pelo P. yoelli, onde as células NK, NKT, Tyde T
CD4" do bago secretam IFN-y simultaneamente, mas as células T CD4"
convencionais sao a principal fonte de producéo desta citocina (126). A secrecao de
grandes quantidades de citocinas proinflamatoérias durante a fase aguda da infeccao
pode ser crucial para o controle da parasitemia. Sabe-se que estas citocinas
melhoram a capacidade dos macrofagos e DCs para fagocitar e apresentar
antigenos para as células T (74, 163, 164). Ainda, a producao de IFN-y durante a
fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi “prima” o sistema imune e favorece uma
hiperresposta aos agonistas de TLRs, fenbmeno também obervado em pacientes
com maléria sintomética (163). Esta ativacao inicial do sistema imune induzida pelo
IFN-y pode promover uma resposta ao parasita que conhecidamente ativa a
resposta imune inata através de TLRs (76, 165, 166).

As cinéticas diferentes para a producdo de IFN-y entre as células T
CD4'NK1.1" e CD4'NK1.1, juntamente com a resposta precoce das células que
expressam NK1.1, corroboram a idéia que de estas células sdo subtipos distintos de
células T. O decréscimo rapido na fracdo de células CD4"NK1.1" produtoras de IFN-
y do dia 4 para o dia 5 de infeccdo indica que o papel protetor desta populacdo
celular esté restrita aos primeiros dias de infecgdo, considerando que a importancia
das células T CD4'NK1.1" aumenta com o tempo de infeccdo. De acordo com
nossos resultados, as células TCRB'NK1.1" de camundongos infectados pelo P.
yoelii possuem a capacidade de produzir TNF-a e IFN-y mas nédo IL-4 (125). De
maneira semelhante aos nossos resultados, as células T NK1.1" e NK1.1" estdo
associadas a resisténcia ao P. yoelii (125, 167, 168), onde a participacédo das células
T NK1.1" é intensa no dia 5 de infeccio e decresce logo apds (126). Assim, a
principal contribuicdo das células CD4'NK1.1" do baco na infeccdo pela maléria
murina esta relacionada com sua capacidade de perceber rapidamente a presenca
da infeccdo, que pode acelerar a ativacdo de outras células do sistema imune e
garantir a otimizagdo do controle do parasita. Corroborando nossa hip6tese, um
trabalho recente mostrou que a sinalizagdo entre as DCs e as células NK é de suma
importancia para a inducao eficiente das células T para o perfil Thl e resolucdo da
infeccéo pelo P. chabaudi (74).



81

As células T CD4" convencionais também sdo necessarias durante a
fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi para auxiliar a ativacdo policlonal das
células B e, consequentemente, induzir a secrecdo rapida de niveis altos de IgM,
IgG2a e IgGl. Camundongos deficientes para as moléculas de classe Il do MHC
produzem baixos niveis de IgM durante a fase aguda da infeccdo, indicando que
parte desta resposta € independente das células T ou dependente das células T
CD4" nao-convencionais. Nesse sentido, algums anticorpos de especificidades
particulares, como os que reconhecem moléculas ancoradas a GPI, podem ser
produzidos através de interag@es restritas por CD1d, como foi descrito anteriormente
na infeccéo pelo P. berghei (121). No entanto, estes anticorpos parecem representar
uma pequena fracdo da resposta das Ig policlonais na fase aguda da infeccao pelo
P. chabaudi, uma vez que nossos dados mostram que essa resposta ndo € afetada
pela auséncia das moléculas CD1d.

O envolvimento das Ig policlonais na resisténcia dos camundongos a
infeccdo € sugerida pelo efeito protetor dos anticorpos de fase aguda no controle
inicial da parasitemia (98). Além disso, células B que produzem anticorpos que
reconhecem o parasita estdo incluidas entre as células ativadas policlonalmente
durante a fase aguda da infec¢cdo pelo P. chabaudi (61). A troca de isétipo para
IgG2a induzida pelo IFN-y (60), que de acordo com nossos dados também depende
das células T CD4" convencionais, também pode contribuir para a protecdo uma vez
gue o0s anticorpos deste isétipo ativam a cascata do sistema complemento e
interagem com alta afinidade com receptores Fcy. De fato, entre os is6tipos de IgG,
os anticorpos 1gG2a especificos ao parasita sdo os mais efetivos para o controle dos
parasitas durante o estagio eritrocitico (101). Assim, embora a ativacédo policlonal
das células B tenha sido considerada uma “estratégia” dos parasitas para desviar a
resposta imune para a ativacdo de linfocitos nado-especifica e imunossupressao
(169), este tipo de resposta também pode representar uma forma primitiva (ou inata)
de imunidade (170, 171).

Teoricamente, as células B na auséncia do auxilio das células T CD4"
convencionais podem responder de maneira independente das células T CD4"
convencionais ou dependente das células T ndo-convencionais, hipotese factivel

uma vez que as células B da ZM expressam altos niveis de CD1d em sua superficie
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(172) e sao ativadas durante a fase aguda da infeccédo pelo P. chabaudi (93, 150).
Sabe-se que as células B ZM e FO séo ativadas nesta fase da infeccdo doenca (93,
95), mas a contribuicéo relativa destas popula¢cdes para a secrecao de Ig policlonal
ainda néo esta clara. Em principio, as células B ZM poderiam contribuir para a
producgédo de Ig policlonal uma vez que elas estdo em contato direto com o sangue e
originam rapidamente células plasmaticas de vida-curta capazes de secretar
anticorpos codificados “germ-line”, que podem interagir com determinantes
antigénicos conservados no parasita, como descrito para bactérias e virus, e
também com determinantes antigénicos proprios gerados durante a fase aguda da
infeccdo como DNA danificado e lipidios oxidados (172). Células T CD4"
convencionais sdo necessarias para a ativacdo completa das células B ZM e FO,
ainda que exista algum aumento na expressdo de CD69 nas células B de
camundongos deficientes para as moléculas de classe Il do MHC.

A secrecdo de Ig policlonal é acompanhada pela diminuicdo na
expressdo de CD1d e CD21 nas células B ZM e de CD23 nas células B FO. Os
baixos niveis CD1d nas células B ZM podem resultar da quebra da maquinaria de
reciclagem da molécula CD1d, como descrito para as DCs de humanos expostas a
altos titulos do virus herpes simples (173). A diminuicdo da expressédo de CD21 e
CD23 ja havia sido descrita na maioria das células B slgG2a* de camundongos
C57BL/6 no dia 30 de infeccdo (95). CD21 é expresso em baixos niveis em varios
modelos de infeccdo crbnica, como a infeccdo pelo virus da imunodeficéncia
humana (HIV - Human Immunodeficiency Virus), sendo atribuida a continua
exposicdo das células B a particulas acopladas ao complemento (174). De fato, a
molécula CD21 possui um papel central ndo somente em prover a resposta de
anticorpos por auxiliar na captura de particulas acopladas ao complemento, mas
também por sinalizar a migracdo das células B ZM através das areas de células T e
dos centros germinativos no baco, onde ocorreria a clivagem do CD21 e deposi¢cao
dos antigenos na superficie das DCs e FDCs (172). O CD23 liga-se ao CD21 e
também & IgE, e através destas interagfes regula a sintese deste isétipo de
anticorpo (175). Contudo, o fato de todas estas modificagbes fenotipicas serem
coordenadas pelas células T CD4" convencionais € inesperado, desde que algumas

atividades das células B como a captacéo de particulas acopladas ao complemento
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e seu transporte até as DCs e FDCs sao considerados processos independentes das
células T.

Com o controle da fase aguda da parasitemia, 0 numero das células T
CD4" por baco declina rapidamente, alcancando valores que estio abaixo daqueles
encontrados nos camundongos néo-infectados. Este fenGémeno ocorre
primeiramente através da apoptose das células T CD4" (176, 177), mas outros
mecanismos de regulacdo também podem assegurar o final da fase aguda da
resposta uma vez que as ceélulas restantes permanecem refratarias quando
estimuladas com EP ou anticorpos anti-CD3, como visto para as células T CD4"
convencionais para os dias 7 e 10 de infeccdo e para as células T CD4"NK1.1" no
dia 7 de infeccdo. Os niveis altos de PDL-1 na populacdo de células T CD4"
convencionais no dia 7 de infeccéo possibilitariam a ativacdo da via PD-1/PDL-1 e,
consequentemente, a desfosforilagdo do complexo do TCR e dessa maneira
contribuiriam para a diminuicdo da resposta destas células (178).

A via de Fas-Fas-L esta envolvida na apoptose de linfocitos no baco
durante a infeccdo aguda pelo P. chabaudi, que poderia contribuir para a
homeostase do sistema imune (176, 177, 179, 180). Embora ocorra uma intensa
apoptose celular induzida pela alta parasitemia na fase aguda da infeccéo, esta néo
impede a geracdo de células B e T de memoéria (181-185). Por outro lado, a via do
PD-1/PD-L1 também poderia minimizar o dano ao hospedeiro mediado pela resposta
imune, suprimindo certas fungdes efetoras apos a sinalizacédo via TCR, sem interferir
na expansdo e sobrevivéncia das células T mediadas por citocinas (186). Dessa
maneira, nés podemos sugerir que a alta expressao de PD-L1 nas células T NK1.1"
e NK1.1" de camundongos WT no dia 7 de infeccdo seria um mecanismo molecular
potente que estaria envolvido na regulacdo da sinalizacdo das células T mediada
pelo TCR. Isto poderia proteger o camundongo de um efeito deletério da super
ativacado do sistema imune, permitindo o desenvolvimento das células T de memoria
através dos sinais de sobrevivéncia mediados pelas citocinas. A IL-2 produzida
durante o inicio da infeccdo pelo P. chabaudi pode ser responséavel pela inducao
dessas moléculas regulatorias (107), uma vez que a IL-2 participa tanto da AICD via
Fas/Fas-L (187) e quanto da regulacédo de resposta das células T mediada por PD-
1/PD-L1 (186).
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O final da fase aguda da resposta permite o desenvolvimento de uma
grande populacdo de células T CD4" especificas ao parasita, este processo ocorre
em paralelo a uma segunda onda de proliferacdo. Esta populacdo aumenta com o
passar do tempo até o dia 30 de infeccdo, mas ndés mostramos recentemente que
apos um més de infeccdo, quando os parasitas sdo completamente eliminados, esta
populacdo de células declina progressivamente e alcanca um nivel semelhante a
dos camundongos controles (86). Apesar da persisténcia de niveis baixos de
parasitas durante a fase tardia da resposta, somente detectamos a secrecao
espontanea de IFN-y pelas células T CD4" durante o segundo pico de parasitemia,
embora estas células sejam capazes de produzir grandes quantidades de IFN-y
guando estimuladas in vitro com EP.

Este trabalho gerou informacdes que colaboram para a compreenséo
de dados gerados por nosso grupo, além de abrir perspectivas para novos estudos
com intuito de desvendar os mecanismos moleculares envolvidos na resposta das
células T CD4" e B na fase aguda e cronica da infecgcdo pelo Plasmodium e geracéo

de uma resposta imune eficiente frente ao parasita, mas nao deletéria ao individuo.
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As células T CD4" convencionais sdo essenciais para o controle da
infeccdo pelo P. chabaudi, enquanto as células T CD4" n&o-convencionais
contribuem apenas para o controle do segundo pico de parasitemia.

Os linfocitos T CD4" convencionais sdo capazes de responder
rapidamente ao parasita, sendo ativados, proliferando e produzindo grandes
quantidades de IFN-y.

As células T CD4" ndo-convencionais sdo ativadas, produzem IFN-y e
contribuem para a expanséo das populagdes de células T CD4" e B induzidas na
infeccéo.

As células T CD4" convencionais sdo a principal fonte de IFN-y e
produzem esta citocina com cinética semelhante a das células T CD4" ndo-
convencionais.

Ainda que a maioria das células TCRaB” NK1.1" do baco geradas
durante a fase aguda da infeccado pelo P. chabaudi possa ser restrita por CD1d,
estas ndo sdo células iINKT, uma vez que ndo reconhecem o tetramero CD1d-a-
GalCer e nao utilizam preferencialmente a cadeia VB8 e VB7 em seu TCR.

Ainda que as células TCRaB"CD4"NK1.1 representem a maior parte
das células T CD4" do bago no inicio da infeccdo, a populacdo de células
TCRaB*CD4'NK1.1" também expande, apresenta o fenétipo de células efetoras e
pode auxiliar na regulacdo das células T, pois expressa quantidades elevadas das
moléculas Fas/FasL e PD-1/PD-L1.

Diferente das células T CD4" ndo-convencionais, as células T CD4"

convencionais no dia 4 de infec¢ao proliferam vigorosamente in vitro em resposta ao
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EP. Fato confirmado pela comparacéo entre as células T CD4'NK1.1" e CD4"NK1.1"
nos camundongos WT e entre as células T CD4" de camundondos I-A*" e CD1d™".

A resposta proliferativa in vitro e in vivo das células T CD4"
convencionais depende da interacdo com moléculas de classe Il do MHC.

As células B FO e ZM sédo capazes de produzir IgM policlonais
independente das interagdes com as células T CD4" convencionais, mas para a
diminuicdo da expressdo de CD21, CD23 e CD1d e producdo de IgG2a e IgG1l
policlonais e especificas ao parasita € necessario a interagéo com as células T CD4"
convencionais, mas ndo com as células T CD4" ndo-convencionais.

A resposta das células T CD4" convencionais durante o estagio
eritrocitico do P. chabaudi acontece em duas fases com diferentes propriedades: 1)
A resposta imune inicia com a ativacdo precoce das células T CD4" convencionais e
logo ocorre intensa proliferacdo destas células, com producdo de grandes
quantidades de IFN-y e ativacdo das células B para a producdo de anticorpos
policlonais, seguida pela regulacio da resposta das células T CD4" convencionais;
2) geracdo de células T CD4" convencionais de memdria capazes de promover uma
resposta efetora eficiente contra o parasita e auxiliar na produgcdo de anticorpos

especificos que contribuem para o controle/eliminacao do parasita.
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The NKL1 molecule participates in NK, NKT, and T-cell activation, contributing to IFN-y production and cyto-
toxicity. To characterize the early immune response to Plasmodium chabaudi AS, spleen NK1L1* and NK1.1- T cells
were compmed in acutely infected C57BL /6 mice. The first parasitemia peak in C57BL /6 mice correlated with
increase in CD4*NK1.1*TCR- aft, CDSNKLITCR-ap*, and CDA*NKLITCR-ap* cell numbers per spleen, where
a higher increment was observed for NKLT* T cells compared to NKL1- T cells. According to the ability to rec-
ognize the CD1d-e-GalCer tetramer, CD4INKL1* cells in 7-day infected mice were not predominantly invariant
NEKT cells. At that time, nearly all NK1.1* T cells and around 30% of NKL1- T cells showed an experienced/acti-
vated (CD44HCDeGHICT 229 cell phenoty pe, with high expression of Fas and PD-L1 correlating with their low
proliferative capacity. Moreover, whereas IFIN-y production by CD4*NKL1* cells peaked at day 4 pd., the IFN-y
response of CD4*NKLL- cells continued to increase at day 5 of infection. We also observed, at day 7 pd., 2-fold
higher percentages of perforin® cells in CDSNK1.1* cells compared to CD&NK1.1- cells. These results indicate
that spleen NK1.1* and NK1.1- T cells respond to acute P. chabaudi malaria with different kinetics in terms of acti-

vation, proliferation, and IFN-v production.

Introduction

THE ASEXUAL BLOOD-STAGE OF the Plasmodium spp. is respon-
sible for the pathology and morbidity caused by malaria,
an infectious disease that remains the most devastating ill-
ness afflicting tropical countries. There are an estimated 350
to 500 million clinical malaria cases every year resulting
in =1 million deaths, mostly children under 5 years of age
(WHO 2007). The immune response to malaria involves the
orchestration of a complex network of innate and adaptive
immnune cells that can result in both protection and disease.
This complexity is exemplitied by the fact that proinflamma-
tory cytokines required for parasite control are also involved
in malaria syndromes, such as cerebral malaria and anemia
(Schofield and Grau 2005; Clark and others 2006). However,
the immunological mechanisms responsible for these differ-
ent outcomes are not vet fully understood, and the relative
contribution of T-cell subpopulations remains unclear.

The acute phase of blood-stage Plasmodium chabaudi
malaria, a suitable model for the human disease caused by

FPlasmodivm falciparum (Cox and others 1987), is accompanied
by intense lymphocyte activation with strong proliferation of
splenic T and B cells and production of type 1 effector mol-
ecules, such as interferon—y (IFN-y), tumor necrosis fackor-o
(TMNF-w), and IzG2a (Falanga and others 1987: Langhorne and
others 1989; D'Imperio Lima and others 1996), The involve-
ment of this response in mice resistance is suggested by the
fact that IFN-y (Stevenson and others 1990) and acute-phase
antibodies (Mota and others 1998) have been implicated in
the initial control of parasitemia. Moreover, parasite-reactive
B cells are included among those cells polyclonally activated
during acute infection (Lima and others 1991). The swift-
ness and magnitude of lymphocyte responses to P chabaudf
infection indicate the participation of cells from the innate
imniTine system.

CD1el molecules comprise a family of Ctype lectin recep-
tors that includes NERPIC (also known as CDN61c), which is
recognized by NEKL1 antibodies in C57BL/6 and CE7BL/10
mouse strains (Huntington and others 2007). CD161 /NEL1
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molecule associates with the ITAM-containing FeeRly
adapter and its cross-linking with anti-NEKL1 mAb induces
ME-cell-mediated cytotoxicity and cytokine production
(Arase and others 199, 1997). NK11 molecule is expressed
by all NK cells of CE7EL/6 mice and in a heterogeneous sub-
set of T cells {including CD4-CD8-, CD4*, and CD&* T cells)
commonly referred to as NET cells, some of which recog-
nize CD1d antigens (Bendelac and others 1995; Godfrey and
others 2000). Thus, although MEKL1 expression is a feature of
CD1d-restricted NET cells, a proportion of NEL1* T cells are
restricted by MHC I and II molecules {Godfrey and others
2004). Moreover, after activation, NEK11 expression can be
suppressed in CD1d-restricted NET cells (Chen and others
1997) and induced in conventional T cells (Slifka and oth-
ers 2000). Among the CD1d-restricted NET cells, the invari-
ant NET (iNKT) cells can be specifically activated by CD1d
tetramers loaded with e-galactosylceramide (e-GalCer), a
specific but artificial ligand for these cells (Kawano and oth-
ers 1997 A considerable fraction of CDld-restricted MET
cells uses the invariant Vel4el® TCR-¢e chain, which is pref-
erentially associated with TCR-p chains coded by Va8, V7,
and VB2 gene segments (Godfrey and others 2004).

Because a considerable proportion of spleen T cells
expiess the NKL1 molecule during the acute phase of P chia-
baudi malaria, we set out to compare the relative contribution
of NKLl* and NK1L1- T cells to the intense T-cell esponse
against this parasite. CD1d-unrestricted NEL1D T cells have
been shown to play a protective role against liver stages of
Plasmodivm yeelii (Pied and others 2000). In addition, CD1d-
restricked NEL1 T cells contribute to the early imumune
response induced by Plasmodium berghed (Schmieg and oth-
ers 2003) and P yoelif (Mannoor and others 2001; Soulard
and others 2007). Thus, characterizing spleen NEKL1* and
NEL1- T cells during the eatly stages of P. chabaud! infec-
tion could help toward understanding the role of lympho-
cyte subpopulations in malaria, elucidating the cellular and
molecular pathways underlying the development of both
protective and pathogenic inumune responses.

Materials and Methods
Mice, parasites, and infection

Six- to B-week-old CE7BL /6 (originally from The Jackson
Laboratory) male mice were bred under specific pathogen-
free conditions at the Isogenic Mice Facility (Department
of Immunology,/University of S0 Paulo, Brazil). P. chabaudf
ASwas maintained as described elsewhere (Stevenson and
others 1990). Mice were inoculated intraperitoneally with
108 infected red blood cells (iRBC). Parasitemias were mon-
itored by microscopic examination of Giemsa-stained thin
tail blood smears.

Spleen cell suspension

Spleen cells were washed and maintained in cold RPMI
1640, supplemented with penicillin (100 UfmL), streptomy-
cin (100 pg/mL), Z-mercaptosthancl (50 pM), r-glutamine
2 mM), sodivum pyruvate (1 mM]), and 3% heat-inactivated
FCS. All supplements were purchased from Invitrogen Life
Technologies. The numbers of cells per spleen were counted

using a Meubauer chamber (Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO).
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Phenotypic analysis of spleen cells

Spleen cells (10F) were stained with APC-, PercP-, FITC-,
PE-, or CyChrome (Cyj-labeled mAbs to CD4 (H129.19), CD8
(53-6.7), CD1al /NELL (PK 136), TCR- chain (H57-597), CD44
(KM-201), CDw9 (H1.2E3), CD122 (IL-2R chain B, TM-p1), Fas/
CD45 (Jo2), Fas-L/CDY5L (MFL3), PD-1,/CD3279 (J43), PD-L1/
CD27 (BF-H1/MIHYL), TCR-VE7 (TR310), TCR-VB8 (F23.1)
from BD' Pharmingen (San Diego, CA) and with PE-labeled
CNd-o-GalCer tetramer (La Jolla Institute for Allergy and
Immunology, La Jolla, CA; NIH). Stained cells were ana-
Iyzed by flow cytometry using a FACSCalibur device with
CellCQuest software { BD Biosciences, San Jose, CA).

IFN-v and perforin intracellular detection

Concerning [FN-y and perforin intracellular detection,
spleen cells (10°) were cultured with GolgiStop, according to
the manufactirer’s instructions, in the presence of 5 pg/mL
plate-bound anti-CD32 mAb (145-2C11) or medium alone, for
10 h at 37°C in a 5% €O, atmosphere. After washing, cells
were surface-stained with FITC- and APC-labeled mAb to
CD4 and CD8. Cells were then fixed with Cytofix /Cytoperm
buffer and stained with APC- and PE-labeled mAb to IFN-y
(XMG-12) and perforin, diluted in Perm/Wash buffer, and
analyzed by flow cytometry. All reagents were purchased
from BD Pharmingen (San Diego, CA)

CFSE proliferation assay

T-cell proliferation was measured as described elsewhere
(Elias and others 2005). In brief, spleen cells (3 = 10F) were
incubated with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE;
Molecular Probes, Eugene, OR), at a final concentration of 5
b, diluted in PBS with 0,179 BSA, for 30 min at 37°C. Cells
(10%)were then cultured in 96-well plates (Costar, Cambridge,
MA) with & pg/mL plate-bound anti-CD3 mAb or medium
alone, for 72 h, at 37°C in a 5% CO, atmosphere. After incu-
bation, cells were stained with PE-, PercP-, and APC-labelad
mAb to NELL CD4, and CD8 from BD Pharmingen and
analyzed by flosw cytometry.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Mann—Whitney
Li-test. The IFIN-y kinetics was compared with Tukey's mul-
tiple comparison tests. GraphPad Prism 4 software was
used, where differences between groups were considered
significant when P < 0L05 (5%).

Results

P. chabaudi parasitemia peak correlates with high
numbers of NK1.1'TCR-ap" and NK1.TTTCR-af*
cells per spleen

To evaluate the kinetics of NEL1* and NEL1- T-cell
populations in P chabaudi malaria, C57BL/E mice were
infected with 10° iRBC. According to parasitemia curves,
CE7BL/6 mice developed a first peak at day 7 pi and
recrudescent second peak at day 17 pd. (Fig. 1A). The num-
bers of CDANELPTCR-ept, CDSNELFTCR-ap, and
CDENELITCR-wp cells per spleen progressively rose until
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day 7 p.i, with a higher increase for NKL1* T cells compared
to MEL1- T cells {Fig. 1B). The differences in CD4-CD8-
T-cell subpopulations were not statistically significant.
Among NEKLT T cells from P-day infected mice, CTM*, CDEY,
and CCM-CDE- cells represented 63%, 330, and 4%, respec-
tively. On the other hand, at day 7 p.i, 19% of CD4*, 13% of
CD#, and 75% of CD4-CD8- T cells expressed WK1.1 mol-
ecules. This analysis showed that CD4*NELPTCR-af* and
CDSNELFTCR-up* T-cell populations are largely increased
in the spleen during the acute P. chabaudi malaria, even
though CD4NELITCR-ap* cells still represent the major
T-cell population at the early infection.

Spleen NK1.T*TCR-ap* cells from P. chabaudi-
infected mice are not predominantly iNKT cells

To verify if iINKT cells were included among the NKL1
T-cell population generated during acute P. chabaudi malaria,
spleen cells recognizing CDld-ee-GalCer tetramer and
expressing TCR-VB7 and TCR-V B8 chains were analyzed in
noninfected mice (controls) and in 7-day infected CE7BL/G
mice. In control mice, the majority of COSNELFTCR-ap*
and CD4-CDE-NELPTCR-ap* cells were positive for CD1d-
a-GalCer totramer, while CDSMNELIFTCR-ap* cells were
negative (Fig. 24) At day 7 pi, a sharp increase in percent-
ages of NKL1* cells that were negative for CD1d-e-GalCer
tetramer was observed in all T-cell subpopulations, whereas
trequencies of CDld-e-GalCer tetramer* cells were consis-
tently reduced. For the NKLI-TCR-ap* cell subpopulation,
only a small fraction of cells was positive for CD1d-e-GalCer
tetramer in control and P-day infected mice. As expected,
higher percentages of VBS* and VBT cells were observed in

CD4NELL cells compared to CD4NELL- cells. However,
a decrease in VB8* cell frequencies within the CD4*NKL.1*
and COM4*MNEKL- cells occurred after infection, whereas VB7*
cell frequencies remained unchanged (Fig. 2B). To evaluate
the possibility that upon activation iNKT cells have down-
regulated the expression of their invariant TCR, we com-
pared the expression of TCR-p chain in CD4*NELL and
CD4*NELL- cells. The data presented in Figure 2C show that
TCR-p levels in CDEMNELL cells from 7-day infected mice
were even higher than those levels found in CD4*NEK1.1-
cells from both groups of mice. Moreover, the mean flucres-
cence intensity (MFI) of these CD4MNELT cells were 2-fold
increased compared to their counterparts in noninfected
mice. Taken together, these results suggested that the major-
ity of spleen NELTFTCR-op* cells generated in acutely I
chabaudi-infected mice were not iNKT cells.

The majority of NK1.1* T cells and a considerable
proportion of NK1.1- T cells from the spleen of

P. chabaudi-infected mice have an expernenced/
activated cell phenotype

To further characterize NELD and NKL1- T cells in
P. chabaudi-infected mice, CDM* and CDES* cells from nonin-
tected mice (controls) and 7-day infected C57BL/6 mice were
evaluated according to surface markers highly expressed
in experienced (CD44) or activated (CD89 and CD122) cells.
Our data showed that NELY T cells from both groups
of mice had similar phenotypes, which was character-
ized by high levels of CC44 and CD&9 in CD4NELL and
CDEMNELY cells and of CD122 mostly in CDSNELL cells
(Fig. 3). On the other hand, around 30% of CD4NELL- and
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FIG. 2. Recognition of CD1d-e-GalCer tetramer and expression of TCR-VET and TCR-VBS chains by spleen NEK1.1+ and
MNELL- T cells from P. chabaudi-infected CS57BL/6 mice. (A) Dot plots showing gated CD4TCR-oft, CDETCR-eep*, and
CIA-CDE-TCR-aep* (DN, double negative) cells that recognize e-GalCer tetramer and express NE1L1 molecule at day 7 .
with 10¢ infected red blood cells (iRBCs). Noninfected mice were used as controls. Mumbers in dot plots represent the means
* 5D (n = 4-6) of the percentages of each subpopulation. *P < 005, infected mouse cells compared with noninfected mouse
cells. (B) Dot plots showing gated CODHNELPTCR-ap* and CO4NEKLTTCR-ap* cells that use the TCR-VAT and TCR-VES
chains at day 7 p.i. with 10¢ iRBC. Noninfected mice were used as controls. Numbers in dot plots represent the means + SO
{n = 6-8) of the percentages of positive cells. *F < 0.05, infected mouse cells compared with noninfected mouse cells; **F =
0.05, NEL1* cells compared with NK1.1- cells. {C) Histograms showing TCR-B expression in CD4NKL1 and CD4MNELL-
cells from the same groups of mice. Numbers in histograms represent the means = 5D (n = 6-8) of mean fluorescence inten-
sity in gated CO*NELT and CD4*NEL1- cells. *P < 0.05, infected mouse cells compared with noninfected mouse cells; **P

< (.05, NKL1* cells compared with NE1.1- cells. Data are representative of 3 repeat experiments.

CD8+NEKLL- cells presented high levels of CD44 and CDe9,
whereas CDM22 was expressed mainly in CDENELL cells.
The great majority of CD4NELY and CD#NELL T cells
from 7-day infected mice also presented increased amounts
of CDM5RE, a molecule highly expressed in naive and ac-
tivated cells but down-regulated in memory cells (data not
shown). These results showed that the majority of spleen
MEL1* T cells and a substantial proportion of spleen NE1.1-
T cells had an experienced/activated cell phenctype during
acute P chabmudi infection.

Spleen NK1.1+ T cells from P. chabaudi-infected
mice show lower proliferative capacity compared
fo NK1.1-T cells

To evaluate the proliferative capacity of WKLl and
MNEL1-T cells from F. chabaudi-infected C57BL/6 mice, CFSE-
labeled spleen cells obtained at days 4 and 7 p.i. were kept
in culture for 72 h alone (spontaneous proliferation) or in the
presence of plate-bound anti-CD3 mAbs (stimulated prolit-
eration). NK1.1* T cells were then compared to NKL1-T cells,
for both CD4+ and CDE+ cell subsets. In uninfected animals,
it appears that almost all the NKL1-T cells have undergone
one round of spontanecus cell division under the culture
conditions used, while their NK1.1+ counterparts have not
{Fig. 4). For the cells taken 4 days after infection, ~30% of the
MNELL- T cells have gained the ability to proceed through

additional rounds of spontaneous proliferation, while most
of their NK1.1* counterparts appear to have undergone either
no or only one cell division. At day 7 p.i., the spontaneous
proliferation picture seems to resemble the controls, with
the exception that the CDE#NEKLL cells exhibit a distinct
double peak around the 0-1 or 1-2 divisions mark. When
stimulated with anti-CD3 mAbs, a strong proliferative
response occurred at day O, progressively decreasing after
infection, where WKL T cells always showed lower scores
compared to NEL1- T cells. It is noteworthy that, at day 7 pd.,
the percentages of cells proliferating in response to anti-CD3
maAbs were negligible for both NELY and NKL1- T cells.
These data showed that spleen NEK1L1+ T cells generated dus-
ing acute P chabandi malaria had lower proliferative capacity
compared to NKLT T cells. They also indicated that T-cell
proliferation was tightly regulated a week after intection
when the whole T-cell population had impaired response to
TCR stimulation.

Spleen NK1.1+ T cells from P. chabaudi-infected mice
express higher levels of Fas, Fas-L, PD-1, and PD-L1
molecules compared to NK1.1-T cells

Fas-Fas-L (CDO5—CDY5L) and PD-1-PD-L1 signaling has
been shown to abrogate T-cell proliferation through induc-
tion of activation-induced cell death (AICD) and dephosphor-
vlaHon of TCR-associated signaling kinases, respectively
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(Sharpe and Freeman 2002; Strasser and others 2009). To
evaluate the role of these signaling pathways in T-cell pro-
liferation during acute P. chabaudl malaria, the expression of
Fas, Fas-L, PD-1, and PD-L1 was compared in WKLl and
MNELL- T cells from noninfected mice (controls) and 7-day
infected C57BL/6 mice. Even before infection, higher lev-
els of all these molecules were detected in CD4*NELT and
CD8*NELD cells compared to the NKL1- T-cell subsets
(Fig. 5). Moreover, after infection, there was a consistent
increase in Fas and FD-L1 expression in CO4NEKLL- and
COE*NELL cells, whereas differences in Fas-L and PD-1
expression were not statistically significant. It is worth not-
ing that, in most cases, NKL1* T cells from 7-day infected
CE7BL/6 mice showed the highest levels of these molecules,
with the exception of PD-L1 molecules in CDE* cells. These
data showed that Fas, Fas-L, PD-l, and PD-L1 were pre-
dominantly expressed in spleen NEKL1 T-cell populations,
although Fas and PD-L1 were up-regulated in the majority
of T cells at day 7 of infection.

Spleen NK1.1* and NK1.1- T celis from PB. chabaudi-
infected mice produce IFN-v with different kinetics

To further characterize the phenotype of NKL1 and
MNELL- T cells generated during acute P chabaudi malaria,
IFM-y and perforin production was evaluated in infected
C57BL /6 mice. To compare the kinetics of spontaneous and
anti-CD3 mAb-stimulated [FN-y production by CD&NELT

and CD4NELL- cells, this analysis was performed at days
3, 4, and 5 of infection. A significant increase in [FN-y in-
tracellular staining was detected at day 3 pd., but was only
observed in CD4*NELT* cells that had been stimulated with
ant-CD3 maAb (Fig. 6A) At day 4 pi, spontaneous [FIN-y
production was significantly enhanced in CD4*NE11* cells,
whereas under anti-CD3 mAb stimulation a portion of both
CD4NELY and CD4*NELL- cells was positive. Notably,
at this time point, the percentages of [FN-y* cells were al-
ways higher for CDENELY cells compared to CO4*NELL-
cells. At day 5 pi., while IFN-y* cell percentages declined
within CDHNELD cells, an increase of these values was
observed within CD4MNEKLL- cells. When CD4* cell number
per spleen was considered, we found 10-fold increase in
CDANELPIFN-y* cell population at day 4 p.i. compared to
control, which was remained at similar levels at dav 5 p.i
(Fig. £B). In contrast, the CD4NELTFIFMN-y* cell population
increased 10- and 25-fold at days 4 and 5 p.d., respectively.
Because of this different kinetics, around 300 of CDEEN-—
cells expressed NK11 at day 4 p.i, while this proportion fell
to nearly 15% at day 5 of infection. For intracellular perforin
staining, the percentages of positive cells were significantly
higher at day 7 p.i, when 2-fold higher values were detected
inCDENELY cells compared to CD&MNEKLL- cells, represent-
ing 38% of CD8*perforin® cells (Fig. 6C). These results showed
a different kinetics of IFN-y production by spleen NEKL1 and
MELL- T cells during acute P chabaundi infection. These T-cell
subpopulations also ditfer in perforin production.
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FIG. 6. Production of [IFN-y and perforin by spleen T cells from P. chabaudi-infected C57BL/6 mice. (A) Dot plots show-
ing gated CDHNELL and CDHNKLL- cells stained for intracellular interferon—y (IFN-y) in WT mice at days 3, 4, and 5
pei with 106 infected red blood cells (iRBECs). Numbers in dot plots represent the means * SD (n = 4-5) of [FMN-y+ cell per-
centages. " <2 (W05, infected mouse cells compared with noninfected mouse cells. (B) Mumbers of CD4NELFIFN-* and
CDENELTTFIN=-y* cells per spleen in mice described in (A). *F = (.05, infected mice compared with noninfected mice. (C)
Dot plots showing gated CDEBNELL and CD&NEKLL- cells stained for intracellular pertorin at day 7 pui with 108 iRBC.
Mumbers in dot plots represent the means = 5D (n = 4-5) of perforin® cell percentages. *I" = 0L05, infected mouse cells com-
pared with noninfected mouse cells. In (A-C), cells were cultured for 10h alone ispontaneous production) or in the presence
of plate-bound anti-CD3 mAbs (stimulated production). Noninfected mice were used as controls. Data are representative of

3 repeat experiments.

Discussion

We have previously observed that a considerable propoi-
tion of spleen T cells express the WK1l molecule during the
acute phase of blood-stage F. chabaudi AS infection. To in-
vestigate the mole of these lymphocyte subpopulations, we
have compared spleen NELT and NEL1- T-cell responses at
the eaily infection. Our results have shown that these T-cell
subpopulations respond to parasites with different kinetics
in terms of activation, proliferation, and IFMN-y production.

In our study, most COANEL and CDS#NELPF T cells
observed in the spleen of acutely infected mice present the
characteristic phenotype of activated/experienced cells,
expressing high levels of CD44, CD69, and CD22 (mainly
for CDE* cells) A similar phenotype has also been described
in liver WKL T cells from P. yoeli-infected mice (Pied and
others 2000; Soulard and others 2007). Although in our study

CD4MNELT T cells can be restricted by CD1d, they are not
iMNKT cells since they do not recognize the CD1d-wGalCer
tetramer and do not preferentially use the TCR-VBE mole-
cule. The possibility that upon activation iNET cells have
down-regilated the expression of their invariant TCR, malk-
ing difficult their identification (Wilson and others 2003), is
unlikely taking into account the high levels of TCE mole-
cules expressed in spleen CDHNELL T cells from the acute
infection. In agreement with these findings, Soulard and
collaborators showed that the iINKT cell population from
the liver, but not the spleen, is expanded in P yoelii infection
(Soulard and others 2007). Yet, our data showing that NEK1.14
T cells in P. chabandi-infected mice and iNKT cells in nonin-
fected mice present similar phenotypes suggests that these
populations share common effector functions, despite hav-
ing different specificities. This is an interesting observation
since most studies on this subject address type I NKT cells
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ANET cells) and muchless is known about type II NET cells,
which express more diverse TCRs and therefore are difficult
to characterize (Godfrey and Berzins 2007).

Ancther interesting finding of cur study is that spleen
MNELI- T cells proliferate vigorously at day 4 p.i. but still
respond to further TCR signaling, while at day 7 p.i. both
T-cell subsets fail to proliferate even after strong TCR stim-
ulation. Although the molecular mechanism involved in
the early T-cell response to P. chabaudi is poorly understood,
these results indicate that spleen T cells undergo a well-
defined cell program that allows intense proliferation at the
first day of infection, which is followed by tight regulation
of this response at the peak of parasitemia. The expression
of regulatory molecules on T cells may be responsible for
limiting this proliferative response since they are increased
in acutely infected mice. Indeed, NKL1* T cells seem to be
highly regulated regardless if they are taken from nonin-
fected or infected mice. According to our data, these cells
show lower spontaneous and TCR-stimulated proliferation
compared to NKLL- T cells, which correlates with higher
surface levels of Fas, Fas-L, FD-1, and PD-L1 molecules. At
day 7 p.i, the increase in expression of Fas and PD-L1 by
MNELI-T cells is also associated with impaired proliferative
response. IL-2, a cytokine produced during the eatly infec-
tion (Zago and others, manuscript in preparation), could be
responsible for inducing these regulatory molecules since
it participates in both Fas-Fas-L-mediated AICD (Hoyer
and others 2008) and PD-1-FD-Ll-mediated unresponsive-
ness (Kinter and others 2008} IL-2 production could also be
imvolved in the increase of NKL1 molecules in spleen T cells
from P chabandi-infected mice since in witro stimulation of
CD8+ T cells by IL-2 is able to up-regulate WK1 expression
on the cell surface and these IL-2-induced CD8*NELLD T cells
are not iINKT cells (Assarsson and others 2000).

The Fas-Fas-L pathway is involved in the apoptosis
of spleen lymphocytes during acute P. chabandi infection,
which may contribute to homeostasis of the immune sys-
tem (Helmby and others 2000; Sanchez-Torres and others
2001; Xu and others 2002; Elias and others 2005). Although
we have shown that apoptosis induced by high acute-phase
parasiternias does not prevent the generation of memory T
and B cells (Freitas do Rosario and others 2008), it can cer-
tainly hinder the strength of specific immunity to the par-
asite (Xu and others 2002; Elliott and others 2005). On the
other hand, the FD-1-FD-L1 pathway may also minimize
immune-mediated damage to the host by suppressing cer-
tain effectors functions upon TCR engagement, without
interfering with cytokine-driven T-cell expansion/survival
i Kinter and others 2008), Because of this, we can envisage that
high expression of PD-L1 in both NEL1 and NK1L1-T cells
from 7-day infected mice is a potent molecular mechanism
to avoid further TCR-mediated T-cell signaling. This could
protect mice from the deleterious effects of over activation of
the immune system, allowing the development of memory T
cells through cyvtokine-driven survival signals. To the best of
our knowledge, the PD-1 and PD-L1 data presented here are
the first descriptions of changes in these molecules during
malaria, and experiments using blocking antibodies are cur-
rently in progress to determine their role in the regulation of
immune response to acute P chabaud! infection.

Spleen WKLY T cells induced during early P chabandi
infection present an experienced/activated phenotype,
expressing high levels of activation molecules (CDES and
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CD122) and producing IFN-y and perforin. Corroborating
our results, spleen NK1LIFTCR-p+ cells from F. yoeli-infected
mice are biased towaid the capacity to produce TNF-i and
[FM-y but not [L-4 (Soulard and others 2007) Most impor-
tantly, our results showing different kinetics of IFN-y pro-
duction between spleen COHNELT and CD4NEKLL- T cells,
with an earlier response of cells expressing NK11, support
the notion that these cells belong to distinct T-cell subsets.
Furthermore, the rapid decrease in the proportion of IFN-
vy-producing CD4*NELT T cells from day 4 to 5 pi. indicates
that the effector role of this population is restricted to the first
days of infection, whereas the importance of CDANKL1-T
cells increases with time. Similarly to these results, both
MNEKLD and NELL T cells have been associated with resis-
tanece to P yoelii parasites (Pied and others 2000; Mannoor
and others 2001: Soulard and others 2007}, where the involve-
ment of NK11+ T cells is larger at day 5 pi. and decreases
thereafter (Soulard and others 2008). Thus, the main contri-
bution of spleen CD4*NELL* cells in murine malaria appears
to be related to their capacity to rapidly sense the infection,
which may accelerate the activation of other cells from the
iminne systemm, guaranteeing an optimized parasite control.
Corroborating this notion, it has been recently shown that
the cross talk between dendritic cells and NK cells is of major
importance for induction of an efficient Th1 cell priming and
resolution of P. chalwudi intection (Ing and others 2009).

The involverment of perforin-producing CDS8NEILL
cells in protection against blood stages of P chabaudi seems
unlikely given the lack of MHC class [ molecules in erythro-
cytes. Even so, it has been shown that NET cells can mediate
P. berghei-induced liver injury by a mechanism that is inde-
pendent of CD1d- and MHC-restricted interactions (Adachi
and others 2004). On the other hand, perforin-mediated
CD8* T-cell cytotoxicity is known to participate in F. bergher
ANKA malaria pathogenesis since mice lacking this mol-
ecule are protected from development of cerebral malaria
{Mitcheu and others 2003). Likewise, CD8* T cells have been
implicated in the immune-mediated pathology of the spleen
as a result of P chabaudi infection, by determining the loss
of marginal metallophilic macrophages (Beattie and others
2006). The role of perforin-producing CDEMNELL cells in
these processes remains to be established.

We believe that this analysis will help to further estab-
lish the relative contribution of NK1.1+ and NEK1.1- T cells
in mediating the immune response during acute Plasmodium
infection. This knowledge can help to improve our under-
standing on the complex network of innate and adaptive
immune cells required for both parasite control and dewvel-
opiment of malaria syndromes. Characterizing the immuno-
logical mechanisms responsible for ditferent outcomes of
malaria can improve strategies aimed at eliciting protection
against disease.
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