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RESUMO

BORGES DA SILVA, H. Mecanismos efetores da resposta imune a malaria
experimental. 2014. (137 f). [Tese (Doutorado em Imunologia)] - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao Paulo, Sao Paulo, 2014

Estima-se que a malaria seja responsavel por um milhdo de mortes anuais, atingindo
principalmente criangas. O sistema imune exerce uma contribuigdo fundamental na
protecdo contra a infeccdo pelo plasmaddio, o agente causador da malaria. Entre os
mecanismos envolvidos no controle dos parasitas do sangue destacam-se agueles
mediados por anticorpos. Entretanto, outros mecanismos do sistema imune também
parecem exercer papéis fundamentais, e a0 mesmo tempo foram pouco estudados.
Por exemplo, acredita-se que boa parte da eliminacdo dos eritrocitos infectados da
circulacdo durante a fase aguda da infeccdo sanguinea é feita através da fagocitose
por células especializadas. Porém, uma descricdo mais detalhada da importancia
relativa de cada tipo de fagdcito durante esse processo ndo existe ainda. Outro
importante aspecto da imunidade contra a malaria reside na geracao de populacdes
de células T CD4" de memoria. Ja é bem estabelecido que a presenca de células T
CD4" de memoria efetora em individuos infectados ou em modelos de malaria
experimental é fundamental para a manutengdo da imunidade clinica e contra novas
infeccbes, e que tal imunidade desaparece quando individuos infectados saem da
area endémica ou eliminam a parasitemia residual pelo uso de antimaléricos.
Entretanto, os mecanismos pelos quais tal imunidade € mantida no primeiro caso, e
perdida no segundo caso, ainda sdo desconhecidos — embora ja se saiba que
populacdes de células T CD4" de memodria central sdo encontradas em individuos
susceptiveis a novas infeccdes. O presente trabalho, desta forma, teve como
objetivo descrever alguns dos mecanismos efetores importantes na resposta imune
a malaria experimental. O projeto subdivide-se em duas partes: a) verificar a relacéo
entre o priming por IFN-y — que j& é descrito como crucial para a imunidade durante
a primeira fase da infeccdo sanguinea — e a imunidade ao parasita durante a fase
cronica da infeccdo sanguinea pelo Plasmodium; e b) descrever separadamente o
papel de células dendriticas e macréfagos do bsco na fagocitose de eritrcitos
infectados durante a infeccdo em modelo experimental, e o subsequente papel
destas células na resposta imune durante esse periodo. Os resultados obtidos neste
projeto deverdo contribuir para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
imunidade contra a malaria.

Palavras-chave: Plasmodium. Malaria. Imunidade. Fagocitose. Camundongo.
Linfocitos.



ABSTRACT

BORGES DA SILVA, H. Effector mechanisms of the immune responses to
experimental malaria. 2014. (137 p). [Thesis (PhD em Immunology)] - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014

It is estimated that malaria is responsible for nearly one million of deaths per year,
affecting especially children. The immune system is considered crucial for the
protection against Plasmodium infection. Among the mechanisms involved in the
control of blood-stage parasites, the ones mediated by antibodies are widely
recognized. However, other mechanisms of immune system can also exert
fundamental roles, being less studied. For example, it is believed that most of the
elimination of Plasmodium-infected red blood cells during acute blood-stage infection
occurs through phagocytosis by specialized cells. However, a more detailed
description of the relative importance of each phagocytic cell during this infection is
still missing. Another important aspect of the immunity to malaria resides in the
generation of memory CD4" T cells. It is already established that the presence of
Plasmodium-specific effector memory CD4" T cells in infected individuals or in
experimental malaria models is crucial for the maintenance of clinical and protective
immunity, which vanishes when those individuals leave the endemic areas or
eliminate the residual parasitemia by the use of antimalarials. The mechanisms by
which this protective immunity is maintained in the first case and lost in the second,
however, are still unknown — although it is already known that Plasmodium-specific
central memory CD4" T cells are found in those susceptible individuals. Considering
these aspects, this work had the objective of describing some of the effector
mechanisms important in the immune response to blood-stage experimental malaria.
This work was subdivided in two main branches: a) to verify the relation between the
IFN-y-induced priming (which is already described as crucial for the immunity against
the parasite during the acute phase of infection) and the protective immunity to the
parasite during the chronic phase of blood-stage infection; and b) to describe
separately the role of dendritic cells and splenic macrophages as phagocytic cells
during acute Plasmodium chabaudi infection, and the subsequent role of these cells
in the immune responses during this period. The results obtained in this project may
contribute for the comprehension of the mechanisms involved in the immunity against
malaria.

Keywords: Plasmodium. Malaria. Immunity. Phagocytosis. Mouse. Lymphocytes.
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1.1 Caracteristicas da infeccéo pelo Plasmodium

A malaria, doenca causada pelos parasitas do género Plasmodium (Filo
Apicomplexa), € uma das principais doencas infecciosas do mundo em
desenvolvimento (Figura 1) e é responsavel pela morte de mais de 500 mil pessoas
anualmente, principalmente criancas presentes na Africa Subsaariana (1). O ciclo de
vida do parasita (Figura 2) pode ser dividido em duas fases principais; a fase
sexuada, que ocorre no hospedeiro artropode (mosquitos do género Anopheles), e a
fase assexuada (que ocorre no hospedeiro vertebrado e se inicia apds a picada do
mosquito e a subsequente inoculacdo de esporozoitos). Os esporozoitos movem-se
ativamente dentro da derme, até eventualmente alcancarem um capilar sanguineo;
apos entrar na corrente sanguinea, chegam até o figado, onde invadem hepatocitos
e posteriormente multiplicam-se, dando origem a milhares de merozoitos (2). Os
merozoitos formados eventualmente passam a corrente sanguinea, dentro de
merossomos — estruturas onde uma grande quantidade de merozoitos esta
envolvida por parte da membrana do hepatécito invadido; a liberagcdo dos
merozoitos em merossomos permite aos parasitas escaparem da acao de fagocitos
residentes, tais como as células de Kupfer (3). Uma vez na corrente sanguinea, os
merozoitos invadem ativamente eritrOcitos presentes na circulacdo, e se
desenvolvem sequencialmente em anel, trofozoito e esquizonte, dando origem a
novos merozoitos que rompem a membrana destas células, e invadem novos
eritrocitos; esta fase do ciclo, geralmente denominada fase eritrocitica, repete-se por
dias, sendo que os ciclos de rompimento e desenvolvimento acontecem em
intervalos de tempo definidos, que variam de acordo com a espécie do parasita. Por
exemplo, em infeccbes com P. falciparum tais ciclos ocorrem a cada 48 h (4).
Eventualmente, apds a invasdo de um novo eritrécito, os parasitas desenvolvem-se
em gametdcitos, que sdo as formas infectantes dos mosquitos. Desta forma, quando
um mosquito Anopheles n&o infectado pica um individuo infectado, tais gametoécitos

invadem o mosquito, dando inicio novamente a fase sexuada do ciclo de vida.
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Figura 1 - Distribuicdo da malaria no mundo.
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O mapa acima mostra a prevaléncia dos casos de infeccdo pelo Plasmodium no planeta.
Dados obtidos a partir do World Malaria Report, 2013. Endereco eletrénico:
http://www.worldmalariareport.org/.

Figura 2 — Ciclo de vida do Plasmodium em humanos.
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Nas Ultimas décadas, esforcos e investimentos tém sido realizados para o
desenvolvimento de estratégias vacinais contra a malaria; por exemplo, ha uma
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vacina em fase Ill de testes, baseada na proteina do circunsporozoito (5). Os
resultados decorrentes destes investimentos, no entanto, tém sido discretos. De fato,
h& um aumento nos casos de maléaria observados em areas endémicas e em areas
onde o controle ou erradicacdo haviam sido atingidos, em comparacdo com 0s
resultados obtidos na década de 60 — 4pice da campanha de dedetizacdo com DDT
nessas areas (1). De acordo com DOOLAN ET AL. (6), trés fatores contribuiram para
a incapacidade em controlar a infeccdo: a) o aparecimento de parasitas resistentes a
antimalaricos, como cloroquina, artemisina, etc.; b) problemas nas campanhas de
controle do vetor em paises em desenvolvimento e c) a falta de uma vacina
totalmente eficiente para a prevencdo da malaria. Outro fator potencialmente
importante € a falta de conhecimento sobre alguns aspectos da resposta imune ao
Plasmodium (7). Por exemplo, um melhor entendimento da geracdo e manutengéo

da imunidade adquirida em resposta a infeccdo certamente facilitaria o

desenvolvimento de vacinas com maior eficiéncia.

1.2 Caracteristicas daimunidade adquirida ao Plasmodium

Com relagdo a aquisicdo de imunidade adquirida pelo homem, apesar do grande
namero de trabalhos feitos com amostras de individuos infectados, ainda ha grandes
lacunas e, mais importante, resultados conflitantes entre os estudos realizados em
areas endémicas. Por exemplo, muitos trabalhos indicam que a aquisicdo de
imunidade contra a doenca s6 acontece ap6s um longo periodo de exposi¢cdo ao
parasita em areas endémicas, e que essa imunidade é cepa-especifica, ou seja, 0
individuo ainda é susceptivel a novas infeccbes com outras variantes do
Plasmodium (8,9). Em areas onde a transmissao da malaria € normalmente baixa ou
instavel, como em algumas partes da América do Sul e Asia, altos indices de
episodios clinicos sdo vistos em individuos de todas as idades durante epidemias,
como evidenciado em varios documentos historicos (10,11) e de estudos mais
recentes em populacdes de refugiados e em areas onde a maléria tem sido
introduzida ap6s mudancas no uso da terra (12,13). Além disso, em populacdes de
migrantes movendo-se de areas livres de malaria para areas endémicas, altissimos
niveis de malaria clinica foram inicialmente vistos em individuos de todas as idades
(14). DOOLAN ET AL. (6) listaram trés tipos principais de imunidade adquirida

contra o parasita em humanos: (a) imunidade contra a doenca propriamente dita,
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conferindo protecé@o contra as manifestagdes clinicas da malaria, o que afeta o risco
de morbidade associado com uma quantidade determinada de carga parasitaria; (b)
imunidade antiparasita, que confere protecdo contra a parasitemia, desta forma
afetando a quantidade de carga parasitaria por si; e (c¢) imunidade contra novas
infeccdes, através da manutencdo de niveis baixos e geralmente assintométicos de
parasitemia.

Outros estudos associam o maior risco de desenvolver patologias como a malaria
cerebral, com a prevaléncia de hiperparasitemia (15); a0 mesmo tempo, alguns
estudos correlacionam a presenca de hiperparasitemia em areas endémicas com a
intensidade de transmissédo (16). Outros estudos ainda ligam o desenvolvimento da
imunidade contra a doenca com a idade do individuo, de maneira independente do
tempo de exposicdo a infeccao; tais estudos, realizados com adultos que migraram
para areas endémicas, mostram que a aquisicdo de imunidade ocorre apds poucos
episddios de infeccdo (17), ao contrario do que foi mostrado nos estudos
anteriormente citados. STRUIK E RILEY (18) sugeriram, nesse sentido, que a
imunidade contra altos niveis de carga parasitaria parece ser estabelecida mais
rapidamente em adultos do que em criangas, sugerindo que as mudancas na
resposta imune relacionadas com a idade séo independentes de exposicao prévia a
infeccdo; de fato, segundo estes autores, é dificil separar os efeitos imunoldgicos da
idade dos efeitos da duracdo da exposicdo, porque estes dois efeitos estdo
intimamente relacionados em populacées endémicas.

LANGHORNE ET AL. (19) observaram que a imunidade contra a maléria grave é
estabelecida completamente ao mesmo tempo em que os niveis de doenca nao
grave mantém-se constantes, e a carga parasitaria na populacdo ainda esti
aumentando, 0 que sugere gue possa haver mecanismos distintos por tras destas
diferentes expressbes da imunidade protetora ao parasita. Desta forma, em
infeccbes em humanos, a imunidade adquirida contra a malaria desenvolve-se
lentamente e de forma incompleta, enquanto a imunidade protetora em relagdo a
mortalidade decorrente da infeccdo € adquirida mais rapidamente, sendo
potencialmente importante apds um episodio isolado de infeccdo (20).
Complementando esta nogdo, TODRYK ET AL. (21) mostraram, através de um
estudo onde as respostas imunes celulares foram investigadas em individuos

recebendo desafios com esporozoitos de P. falciparum através de picadas de



27

mosquitos, que embora a resposta efetora de producéo de citocinas em resposta ao
parasita tenha se mostrado estavel, a resposta de células de memoria mostrou-se
de baixa magnitude e instavel ao longo do tempo, indicando que, neste caso, células
T de memdria e efetoras sejam diferencialmente reguladas. Além disso, STRUIK e
RILEY (18) observaram que a aquisicdo da imunidade contra a doencga severa e
fatal é relativamente rapida e mantida por longos periodos de tempo, mesmo na
auséncia de estimulos da imunidade por re-infecgcdes. Em contraste, a imunidade
contra altos niveis de carga parasitaria e contra os sintomas de malaria ndo grave
leva um tempo muito maior para se desenvolver.

Outro aspecto muito pouco explorado € a queda na imunidade protetora contra o
parasita em determinadas situacdes. Mulheres gravidas, principalmente
primigravidas, assim como adultos removidos das areas de transmissédo, ou tratados
com antimaléricos de modo a eliminar totalmente a parasitemia, perdem a imunidade
protetora ao parasita, e tornam-se suscetiveis a novas infec¢cdes pelo Plasmodium
(22). Segundo STRUIK E RILEY (18), enquanto humanos desenvolvem respostas de
memoria muito eficientes contra muitos outros patégenos, os parasitas da maléaria
podem ter desenvolvido mecanismos especificos de evasédo da resposta imune que
tém como alvo as respostas de memoria da imunidade adquirida. Ainda néo € claro
se esta diminuicdo da resposta imune normal ocorre na indugdo ou na manutencao
da meméria, uma importante questdo ainda nio resolvida. E importante ressaltar
gue tal fendmeno pode ser observado tanto para as formas sanguineas do parasita,
como mostrado acima, quanto para as formas hepaticas do Plasmodium — onde a
persisténcia do parasita € necessaria para a manutencdo da imunidade protetora
(23).

Ha uma grande dificuldade em se estudar os aspectos da resposta imune adquirida
ao Plasmodium em humanos; de fato, estimar a duragdo da memoria em populacdes
de areas endémicas da maléaria é dificultado pela constante re-exposi¢éo do sistema
imune ao parasita (18). Desta forma, estudos realizados com estes individuos tém
levado a resultados e conclusdes conflitantes, onde, por um lado, a necessidade de
antigeno persistente para a manutengdo de altos niveis de mecanismos da
imunidade efetora parece explicar o fendbmeno da premunition (resisténcia a doenca
clinica acompanhada por uma presenca de infeccdo patente), a qual foi
originalmente descrita referindo-se a malaria humana (24). Por outro lado, estudos
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em areas de transmissdo baixa ou instavel, como a Africa do Sul ou a Tailandia,
concluiram que as infec¢des ocorridas durante os primeiros anos de vida contribuem
para a protecdo em um longo periodo depois (25,26), o que indica a persisténcia da
memoria imunoldgica na auséncia de re-infeccéo.

A memoria imunoldgica a infecgdes baseia-se em células T (CD4" ou CD8") e B de
mem©ria, assim como em células produtoras de anticorpos (plasmaocitos), todas com
afinidade superior ao antigeno especifico em relacdo as células T e B presentes
anteriormente as infec¢des (27,28). Com relacdo as células B, as células secretoras
de anticorpo antimalaricas e suas precursoras (células B de memdria) parecem ser
de longa vida, persistindo na auséncia de antigeno e encontrando-se presentes em
uma relativa alta frequéncia. Tais células podem ser detectadas, apds re-
estimulacdo antigénica in vitro, até ao menos oito anos apés a ultima exposicédo a
malaria, como visto em estudos no Madagascar (29). A manutencao de altos niveis
de anticorpos circulantes parece depender da persisténcia do antigeno; apés a re-
infeccdo, no entanto, a concentracdo de anticorpos é rapidamente aumentada, e a
maturacdo de afinidade é observada (18). Neste sentido, € interessante notar que o
tratamento eficiente da malaria (e, consequentemente, a eliminacdo dos antigenos
persistentes) parece levar a um rapido declinio na concentracdo de anticorpos
(30,31). Considerando todos esses dados, parece que a persisténcia do antigeno ou
a frequente re-infeccdo € importante para a manutencdo de altos niveis de
anticorpos circulantes, mas que as células B de memodria podem persistir na
auséncia de antigeno.

Funcionalmente, as respostas de células T CD4" de memdria podem ser divididas
em efetoras (ou de memdria efetora), e de memdria (ou de meméoria central) (32); no
caso da malaria humana, a carga antigénica parece controlar o balanco entre as
células de memodria efetora e as de memoria central (33). De maneira importante, a
presenca de células T CD4" de memodria efetora pluripotentes e parasita-especificas
no sangue periférico correlacionou com a presenca de imunidade protetora (34,35),
0 que indica que a presenca de células T de memaria efetora pode ser considerada
um robusto indicador de imunidade protetora contra o parasita (9). Ao mesmo
tempo, a longevidade e a necessidade de antigeno para as células B e T de
memoéria sdo semelhantes ao descrito para outras células de memoria antigeno-

especificas. Células de memoria central persistem por longos periodos de tempo na
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auséncia de antigeno, mas os antigenos sdo essenciais para a manutencao de altos
niveis de células efetoras e de memoaria efetora (36,37). Neste sentido, a indugéo de
ativacdo destas células em resposta ao Plasmodium pode constituir-se em uma
importante estratégia; isto poderia ser alcancado pelo aumento no basal de ativacéao
do sistema imune por certos fatores e moléculas.

Em conjunto com os resultados observados com malaria humana, modelos murinos
de infeccéo pelo Plasmodium tém sido utilizados. O P. chabaudi, por exemplo, € um
modelo particularmente apropriado para se estudar a resposta imune contra a fase
sanguinea da maléria, em especial as respostas imunes observadas durante a fase
cronica desta infeccdo em cepas de camundongos resistentes (38). De modo
importante, embora alguns estudos utilizando este parasita tenham estabelecido que
as células T CD4" de memoéria desempenham um papel crucial no desenvolvimento
da imunidade protetora ao parasita, muitas questbes permanecem nao muito bem
esclarecidas, em especial como a memodria imunolégica a esta infeccdo é
sustentada (39).

1.3 Ainteracdo entre aimunidade inata e adquirida

Como descrito acima, é possivel que um aumento no estado de ativacédo do sistema
imune dos hospedeiros (murinos ou humanos) poderia se constituir em uma
estratégia eficiente para a melhora na imunidade protetora contra a malaria. Para
isto, um conhecimento preciso sobre as moléculas consideradas chave para as
respostas imunes contra o parasita se faz necessario. Neste sentido, uma molécula
importante é o IFN-y. O IFN-y é a unica molécula de IFN do tipo Il, e é a citocina Th1
prototipica, sendo uma potente indutora da imunidade celular pela promocéo da
diferenciacdo Thl das células T CD4", induzindo a troca de isotipo de anticorpos IgG
citofilicos, e ativando fagécitos (40,41). O IFN-y desempenha varios papéis na
malaria, funcionando igualmente como um indutor e efetor das respostas imunes
inatas e adquiridas durante as fases sanguineas e hepaticas do parasita, sendo
possivel afirmar que o IFN-y € o determinante central de todas as respostas imunes
envolvidas na protecao contra a malaria (40).

Em estudos de resisténcia a fase hepatica do P. falciparum em individuos
imunizados com esporozoitos na presenca de cloroquina (um antimalarico que néo

afeta a fase hepatica do parasita), a protecao estéril contra o desafio subsequente



30

com esporozoitos foi atingida em todos os voluntarios. De modo interessante,
respostas celulares robustas foram detectadas em todos os voluntérios imunizados,
consistindo em células T CD4" de memoria efetora produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-
2 (34). Desta forma, respostas de IFN-y suficientemente fortes contra antigenos pré-
eritrociticos estao associados com a protecéo contra episédios de malaria clinica.

O IFN-y também é considerado fundamental no controle das formas sanguineas do
Plasmodium, como demonstrado em humanos e em modelos murinos. Estudos em
humanos tém consistentemente mostrado que as respostas de IFN-y induzidas
pelos eritrocitos infectados associam-se com riscos reduzidos de febre e episddios
de maléria clinica (42,43,44). Com relacdo aos modelos murinos, talvez a evidéncia
mais clara para isto seja mostrada por estudos com infeccbes em camundongos
deficientes para o IFN-y (45,46,47) e para o receptor de IFN-y (48); tais
camundongos falham em controlar a fase aguda da parasitemia sanguinea, e
sucumbem rapidamente em decorréncia da hiperparasitemia observada. Uma falha
semelhante no controle da parasitemia é observada em animais imunocompetentes,
nos quais o IFN-y foi neutralizado durante a infeccao (49,50,51).

Andlises mais detalhadas tém demonstrado que as respostas de IFN-y a antigenos
individuais do Plasmodium sdo de curta duracao, isto €, declinam alguns anos apos
a exposicdo (29,52), ou sdo instaveis (53,54,55). Entretanto, mesmo antes da
caracterizacdo do IFN-y, WYLER E OPPENHEIM (56) demonstraram que as
respostas proliferativas e celulares a um extrato total cru de antigenos do parasita
poderiam ser detectadas em doadores até 15 anos apdés uma unica infeccéo
malarica. Mais recentemente, TODRYK ET AL. (21) encontraram respostas efetoras
de IFN-y intactas apés trés meses de infeccdo em voluntérios previamente ndo
imunes; outros dados sugerem que tais respostas de IFN-y contra eritrécitos
infectados permanecem praticamente inalteradas apds pelo menos 14 meses de
infeccéo (40). Desta forma, embora as respostas a antigenos individuais ou epitopos
do Plasmodium podem ser instaveis — possivelmente representando flutuacdes in
vivo dos niimeros totais de clones individuais de células T CD4" — a resposta de IFN-
y a eritrécitos infectados parece ser de longa duracdo. A curta duracdo das
respostas de producdo de IFN-y a antigenos individuais pode ser contornada
parcialmente pela inducdo de respostas mais amplas, isto é, por vacinas baseadas

em parasitas totais. Tais imunizacoes expdem o sistema imune do hospedeiro a um
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painel completo de antigenos do Plasmodium, o que pode induzir uma producado de
IFN-y contra multiplas fases do ciclo de vida do parasita (39). Além disso, parasitas
totais contém um adjuvante intrinseco, aumentando ainda mais as respostas de IFN-
y no geral (57). De fato, vacinas baseadas em parasitas totais induzem respostas de
IFN-y robustas em humanos (34,58,59) e apresentam-se geralmente mais eficientes
do que vacinas baseadas em subunidades (60,61,62,63).

Adultos residentes em areas endémicas produzem marcadamente menos respostas
de IFN-y contra eritrocitos infectados do que residentes em areas de baixa
endemicidade, ou até mesmo em relagcdo a doadores ndo expostos ao parasita
(64,65); além disso, os niveis plasmaticos de IFN-y durante episddios de malaria
clinica séo relativamente menores em pacientes semi-imunes do que em pacientes
imunes (66,67). A inibicdo de respostas pré inflamatérias tem sido proposta como
uma adaptacao benéfica do hospedeiro para evitar a imunopatologia resultante de
infeccbes crbnicas ou repetidas pelo Plasmodium (68). Outra hipétese propde que a
supressdo das respostas pré inflamatérias pode ser importante para o
prolongamento da sobrevivéncia dos parasitas no hospedeiro. De fato, a supressao
da proliferacdo (69,70) e da producao de IFN-y (71,72) durante episédios de malaria
clinica sdo observacdes comuns, embora nao universais (73). Evidéncias de que a
parasitemia crénica também suprime as respostas de IFN-y foram observadas em
estudos longitudinais (53) e em estudos de quimioprofilaxia de longa duracéo (74).
Desta forma, a inibicdo das respostas celulares no geral, e do IFN-y em particular,
parece ser de importancia central para a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro,
atingida através de mdultiplos mecanismos; ao mesmo tempo, uma ativacao
excessiva e/ou constante de tais respostas imunes poderia contribuir para quadros
de imunopatologia.

Dadas as evidéncias para um efeito protetor do IFN-y contra a parasitemia,
desenvolver uma vacina contra a malaria que induza a producéo desta citocina pode
ser desejavel. No entanto, a eficiéncia e, até certo ponto, a seguranca desta
estratégia deverd depender de um entendimento mais preciso da relacdo complexa
entre o IFN-y e 0s processos inflamatorios que ocorrem nas infeccbes agudas e
cronicas da malaria, inclusive pela utilizacdo de modelos murinos de infecgéo.

O (glicofosfatidilinositol (GPI) do P. falciparum tem sido reconhecido ha bastante

tempo como um potente indutor de respostas de TNF-a em macréfagos (75), e o
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reconhecimento destes componentes de membrana do Plasmodium (76), assim
como de outros parasitas, incluindo o Trypanosoma (77) e o Leishmania (78), &
mediado pelo TLR2 e, em menor grau, pelo TLR4. O TLR9 foi posteriormente
mostrado como reconhecendo a hemozoina do P. falciparum (79), um produto
cristalino do metabolismo da hemoglobina pelos parasitas da malaria, embora tenha
sido sugerido que, na verdade, os acidos nucléicos presentes na hemozoina formam
o verdadeiro ligante para este receptor (80).

Em um estudo importante, MCCALL ET AL. (81) mostraram que o P. falciparum
torna as respostas pro-inflamatorias induzidas por agonistas de TLRs mais robustas
tanto in vitro quanto in vivo. Este processo pareceu envolver mais do que uma
simples sinergia entre vias de sinalizagdo, uma vez que o efeito acelerador do P.
falciparum requer até 48 horas para se desenvolver ao maximo. Os autores
observaram que tal efeito, denominado priming, pareceu ser uma caracteristica
Gnica do P. falciparum entre outros patdgenos infecciosos para humanos. Estes
resultados complementaram uma andlise de microarray de individuos
voluntariamente infectados e pacientes naturalmente infectados com maléaria, os
guais sugeriram um aumento na expressao de marcadores de inflamagéo durante a
infeccdo precoce pela maléria (82). Embora houvesse falta de dados funcionais e
limitados pela incerteza a respeito da fonte celular da inflamacédo, o estudo
demonstrou claramente um aumento no RNA mensageiro de PBMCs codificando
para varios componentes das vias de sinalizacdo inflamatorias, incluindo TLRs,
MyD88, NF-kB e IFN-y, durante a infeccao pré-sintomética.

Os resultados de MCCALL ET AL. (81) também sugeriram que a infec¢cdo maléarica
pudesse apresentar uma influéncia bifasica no sistema imune inato, inicialmente
induzindo o priming, mas depois induzindo a supressao. Esta hipétese é confirmada
até certo ponto pelos estudos com modelos murinos, nos quais as respostas de
células dendriticas a estimulacdo de TLRs foram demonstradas serem anti-
inflamatodrias apenas apos a fase aguda da infeccéo pela maléaria (83), e de acordo
com os resultados de microarray, no qual as vias de sinalizacdo anti-inflamatorias
mediadas por IL-10 estavam com expressdo aumentada apenas em pacientes com
malaria clinica, mas n&o em voluntarios pré-sintomaticos (82).

Com relacdo aos mecanismos moleculares e celulares pelos quais o P. falciparum

induz o priming, € interessante notar que, no modelo de infeccdo com
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Propionibacterium, por exemplo, a producédo de IFN-y e IL-12 mediada por TLR9 é
requerida para o priming (84). Neste sentido, FRANKLIN ET AL. (85) mostraram que
o TLR9 e o MyD88 sdo essenciais para iniciar as respostas de IFN-y e IL-12 e
favorecer a hipersensibilidade a agonistas dos TLRs do hospedeiro, resultando em
uma producdo excessiva de citocinas pro inflamatorias e sintomas parecidos com a
sepse na maléria aguda. Este trabalho mostrou, resumidamente, que a infeccdo
aguda com o P. falciparum em humanos resultou em uma ativacdo aumentada das
células do sistema imune inato em resposta a agonistas de TLRs. Este fenémeno foi
observado também em camundongos infectados com o P. chabaudi AS, em uma
maneira dependente de TLR9, IFN-y e IL-12. O mecanismo pelo qual a infec¢cao
malarica acelera as respostas do sistema imune inato do hospedeiro foi mostrado
ser dependente da ativacdo de TLR9 durante a infeccdo pelo Plasmodium, o que
induz inicialmente a producgéo de IFN-y e IL-12, os quais, por sua vez, aumentam a
expressdo de TLRs e mantém as vias de sinalizacdo associadas aos TLRs em
estado de alerta e responsividade. Isto parece, de fato, aumentar os efeitos
deletérios de um desafio com endotoxina. Tal efeito pode ocorrer de modo draméatico
em humanos, durante co-infecces com malaria e bactérias Gram-negativas, como
por exemplo, Salmonella (85). Como o IFN-y ndo é produzido em abundéancia pelos
fagdcitos, e é expresso em linfécitos murinos (86), o mecanismo parece envolver
uma comunicacdo entre os bracos inato e adquirido do sistema imune. Embora
muito seja conhecido sobre como o sistema imune inato afeta as respostas imunes
adquiridas, o papel das células da imunidade adquirida nas células do sistema
imune inato é basicamente inexplorado. Nés, desta forma, nos questionamos se
baixas quantidades de IFN-y produzidas por células T CD4" efetoras (TES) ou de
memoria efetora (TEMs) em resposta a parasitemia crénica em individuos infectados
poderia acelerar o sistema imune inato e, juntamente com anticorpos parasita-

especificos, mediar a imunidade cepa-independente ao Plasmodium.

1.4 Mecanismos efetores da resposta imune ao Plasmodium - Células
fagociticas do baco

A fagocitose de eritrocitos infectados ou de merozoitos se inicia precocemente apos
a infeccdo, e auxilia no controle da parasitemia e inducdo das respostas imunes

observadas na fase aguda da infeccdo (87,88). A fagocitose acontece
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principalmente nas regides da polpa vermelha (RP) e da zona marginal (MZ) do
baco (87,88), onde uma rede complexa de células fagociticas é formada por
populacdes heterogéneas de macréfagos e células dendriticas (DCs — 89,90). Com
0 objetivo de caracterizar o papel de fagocitos esplénicos na malaria, um estudo
identificou uma populacdo de mondcitos migratérios como células importantes na
remocado de eritrocitos infectados pelo P. chabaudi (91). Entretanto, estudos
anteriores mostraram baixas porcentagens de fagocitose por células esplénicas
através de ensaios ex vivo (91,92). Estas observacdes ndo sao totalmente
compativeis com a nocéo de que o baco é de fundamental importancia no controle
da parasitemia.

Como explicado anteriormente, a natureza da resposta imune a patdgenos é
criticamente dependente da interacdo entre a imunidade inata e adquirida (93). As
DCs sao fundamentais para esta interacao (94). Em humanos, as DCs mielbides sédo
Lin® HLA-DR", e expressam CD1lc e CD1c, também conhecido como BDCA1
(95,96,97). Este subtipo € encontrado em praticamente todos os tecidos, e migram
preferencialmente pelo sistema linfatico para o linfonodo drenante. Uma parte desta
populacdo, no entanto, migra pela corrente sanguinea até o baco, onde é
encontrada em abundancia na zona marginal e na zona perifolicular, ou seja, em
regides onde o sangue entra pela circulacdo aberta do baco. De modo importante,
as DCs mieloides sdo a fonte principal de IL-12, citocina fundamental para a
resposta Th1l (98). As DCs murinas classicas sdo CD11c* CD8a", CD11c" CD11b"
CD4" ou CD11c’ CD11b" CD4". DCs mieldides CD11c" CD8a" encontram-se em
areas de células T no baco, e secretam IL-12 ap6s a maturacdo; enquanto isso, DCs
CD11c’ CD11b* CD4" e CD11c* CD11b" CD4 s&o encontradas principalmente na
zona marginal e polpa vermelha, e ndo produzem IL-12.

DCs esplénicas séo eficientes células apresentadoras de antigeno (APCs) durante
as robustas respostas de células T e B na fase aguda da infeccdo pelo P. chabaudi
(99,100,101,102,103). Dentro da primeira semana apos a infec¢ao pelo P. chabaudi,
DCs esplénicas aumentam a expressdo de moléculas do MHC e co-estimuladoras,
secretam citocinas pro inflamatérias e estimulam a proliferacdo de células T e
producdo de IFN-y (104,105,106,107). De todo modo, ainda néo é claro se as DCs
sdo unicamente cruciais na sua capacidade de iniciar as respostas de células T

CD4" a fase sanguinea do parasita no baco, de modo analogo ao ja observado
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durante a infeccdo pelo P. berghei (108). Além disso, muitos detalhes no que diz
respeito a dindmica das DCs esplénicas durante a infeccdo pela malaria
permanecem desconhecidos, dificultando nosso entendimento acerca do papel
destas células nas respostas imunes protetoras. Apds a captura de antigenos, DCs
imaturas perdem a capacidade de fagocitar novos patdgenos e migram para zonas
ricas em células T, onde iniciam as respostas imunes adquiridas (109). Desta forma,
€ esperado que as DCs deixassem a polpa vermelha logo apds fagocitarem
eritrocitos infectados ou merozoitos, e ndo contribuiriam mais para a eliminacéo dos
parasitas da circulacdo. Ainda assim, estas s&o apenas suposicoes.

As andlises de comportamento celular pelo uso de microscopia confocal intravital
(CIVM) tém sido utilizadas constantemente para resolver questbes referentes a
mecanismos do sistema imune durante resposta a antigenos ou patdgenos. Por
exemplo, varios artigos descreveram a funcdo de células T reguladoras em 6rgaos
linfoides secundéarios (110,111,112), ou de respostas imunes anti-bacterianas
(90,113,114,115). Digno de nota, nos ultimos artigos mencionados, a fagocitose de
Listeria ou Mycobacterium foi descrita pela técnica de CIVM. Além disso, as
interacbes entre Leishmania e o sistema imune do hospedeiro também foram
estudadas por CIVM (116). No caso da malaria experimental, 0 comportamento de
esporozoitos na pele, no linfonodo drenante e no figado foram estudados
recentemente (117,118,119,120,121); nosso grupo de pesquisa estudou o
comportamento de células T reguladoras e DCs na pele de camundongos logo apos
a infeccao pela picada de mosquitos infectados (122). Entretanto, pouco foi feito por
estas técnicas na fase sanguinea da malaria experimental. De fato, apenas um
trabalho (123) descreveu, para o modelo de infeccdo em P. yoelii, uma alteracdo na
arquitetura do bago e aumento na presenca de parasitas dentro deste Orgéo.
Estudos mais detalhados da atividade fagocitica dentro do baco durante a fase

sanguinea da infec¢do, no entanto, ainda néo foram feitos.



2 OBJETIVOS
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Este projeto, resumidamente, tem como objetivo estudar alguns dos mecanismos
efetores pelos quais o P. chabaudi é eliminado da circulacdo, durante as fases
aguda e crbnica da infeccdo sanguinea. De modo especifico, avaliei durante esse

projeto:

1 — Se o priming por IFN-y desempenha um papel na manutengdo da imunidade
protetora durante a fase cronica da infeccdo pelo P. chabaudi, incluindo a
manutencdo e/ou geracdo de células T CD4" de memoria efetora ou efetoras
(TEMS/TEs).

2 — O papel das DCs esplénicas durante a fase aguda da infeccao pelo P. chabaudi,
especialmente a importancia das DCs da regido da polpa vermelha/zona marginal na
eliminacdo dos parasitas da circulagdo por fagocitose. Para isto, foi utilizada, em

comparacao com técnicas ex vivo, a técnica de CIVM.

3 — O papel dos macréfagos da polpa vermelha durante a fase aguda da infeccéo
pelo P. chabaudi, tanto na eliminacdo dos parasitas por fagocitose, quanto nos
possiveis papéis destas células nas respostas imunes adquiridas dependentes de
células T e B observadas durante essa infeccao.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 ARTIGO 1 — O priming induzido por IFN-y mantém a imunidade cepa-
independente de longa duracdo contra a fase sanguinea da infec¢cdo pelo
Plasmodium chabaudi

3.1.1 Camundongos e parasitas

Camundongos fémeas C57BL/6, nocautes para RAG (RAGKO, com background
genético C57BL/6), e nocautes para MyD88 (MyD88KO, com background genético
C57BL/6), todos originalmente obtidos dos laboratérios Jackson, foram mantidos sob
condicdes especificas livres de patdgenos no Biotério de Camundongos Isogénicos
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. O P. chabaudi
(cepas AS — PcAS, e AJ — PcAJ) foi mantido como descrito em Podoba e Stevenson
(124). Considerando-se que o ciclo de esquizogonia destes parasitas depende do
ritmo circadiano do hospedeiro (125), os camundongos foram mantidos sob um ciclo
claro/escuro invertido por ao menos 15 dias antes da infeccdo, para que fosse
possivel a realizacdo dos experimentos com as fases maduras do parasita durante o
dia.

3.1.2 Infec¢Bes e andlises clinicas

Nas infecgdes priméarias, os camundongos foram inoculados intraperitonealmente
(i.p.) com 1 x 10° eritrécitos infectados. Os camundongos foram desafiados com uma
infeccdo intravenosa (i.v.) de 1 x 10°® eritrécitos infectados nos dias 60 e 200 p6s-
infeccdo (p.i.) e monitorados diariamente para a determinacdo de curvas de
sobrevivéncia. Para avaliar a parasitemia subpatente, 100 pl de sangue de
camundongos com 60, 200 ou 260 dias p.i. foram transferidos i.v. para
camundongos RAGKO. As parasitemias foram quantificadas por examinagdo em
microscopio de esfregacos sanguineos corados com Giemsa. O peso corporal, a
temperatura, e a concentracdo de hemoglobina no sangue (através de kits para
deteccdo de hemoglobina; Doles, Brasil) também foram avaliados nos camundongos

infectados.

3.1.3 Comissdo de Etica

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com o regulamento do
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Conselho Nacional de Saude e do Colégio Brasileiro em Experimentagdo Animal, no
que diz respeito aos codigos de ética para experimentacdo e manutencdo de
camundongos. Os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, com
nameros de protocolo 0019/2005 e 0036/2007.

3.1.4 Purificacéo de eritrécitos infectados com formas maduras do Pc

Eritrocitos infectados com formas maduras do P. chabaudi foram obtidos de
camundongos com 40 a 60% de parasitemia, em um periodo do dia com predominio
de trofozoitos maduros e esquizontes. Para a purificacdo das formas maduras do
parasita, 500 pul de sangue heparinizado foi ressuspendido em 1 ml de PBS,
pipetado sobre 5 ml de Percoll 74% (GE Healthcare, EUA), e centrifugados (2500 x
g, com aceleracdo e desaceleracdo de 5 e 0, respectivamente) por 30 min a
temperatura ambiente. As camadas formadas acima do Percoll 74% foram coletadas
e lavadas trés vezes com meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado por calor, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 50 uM de 2-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina e 1 mM de
piruvato de sédio). Todos os suplementos foram adquiridos da Life Technologies
(EUA). Essa técnica de purificagdo gerou uma pureza de formas maduras do

parasita maior que 95%.

3.1.5 Ensaio de reinvasao de eritrécitos in vivo

Os camundongos foram infectados i.v. com 5 x 108 eritrdcitos infectados com formas
maduras do parasita. Amostras de sangue foram coletadas em intervalos de 1 h e
marcadas com o corante SYTO16 (Molecular Probes, Life Technologies), de acordo
com o descrito previamente em (126). As parasitemias foram determinadas atravées
de citometria de fluxo, utilizando-se de um aparelho FACSCalibur (BD Biosciences,
EUA), e posterior analise dos resultados atraves do software FlowJo (TreeStar,
EUA). As primeiras analises foram feitas 30 min apés a infec¢éo (to), quando todos
0s parasitas eram trofozoitos maduros ou esquizontes. O indice de reinvaséao foi
considerado como a razdo entre as porcentagens de parasitemia nos diferentes

tempos medidos, em comparagao com os valores de parasitemia em tp.
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3.1.6 ELISA para deteccao de anticorpos parasita-especificos

Os niveis séricos de IgGl e 1IgG2a especificos ao PcAS foram quantificados por
ELISA, semelhante ao descrito em (127). Resumidamente, placas de ELISA de 96
pocos (Costar, EUA) foram sensibilizadas com um extrato total de PcAS (10 ug/ml)
overnight a 4 °C. As placas foram saturadas com 3% de BSA (albumina bovina
sérica; Sigma-Aldrich, EUA) por 6 h. ApG6s a lavagem das placas, 100 pl das
amostras de soros dos camundongos experimentais (diluidas a partir de 1/50 até
1/12800) foram adicionadas aos pocos, e as placas foram incubadas por 2 h a
temperatura ambiente. A deteccéo foi realizada pela adicdo de anticorpos de cabra
anti-lgG1 ou anti-lgG2a de camundongo, conjugados a enzima peroxidase (Southern
Biotechnology Associates, EUA) por 1 h; apés a lavagem das placas, 100 pl de
Tetrametilbenzidina (Life Technologies) foi adicionado em cada poc¢o, e 15 min
depois os valores de absorbancia foram quantificados por densidade o6ptica (DO)
utilizando-se um espectrofotdmetro Spectra Max 190 (Molecular Devices, EUA), com
um filtro de comprimento de onda de 650 nm. Os niveis de anticorpos em cada
amostra de soro foram calculados como o inverso do titulo end-point, o qual foi
definido como a maior diluicdo que igualou o valor de DO obtido nos controles

negativos (po¢os com amostras de soro de camundongos RAGKO).

3.1.7 Andlise fenotipica das células do baco

Suspensofes de células do baco dos camundongos experimentais foram incubadas
em tampao de lise (40 mM de NH4CI e 4,2 mM de Tris [pH 7,4]) por 5 min a 4 °C,
para completa eliminacdo dos eritrécitos. Os esplendcitos (1 x 10° células por poco)
foram marcadas utilizando-se as combinacdes apropriadas de anticorpos
monoclonais (mAbs) conjugados com FITC, PE, PE-Cy7, PerCP ou alo-ficocianina
(APC). Células T CD4" foram incubadas com mAbs especificos ao CD4 (clones
H129.19 ou GK1.5), CD27 (clone LG.3A10), CD44 (clone IM7), L-selectina (CD62L;
clone MEL-14), e CD127 (IL-7Ra, clone SB/199). DCs, macrofagos, mondcitos e
neutroéfilos foram incubados com mAbs especificos ao CD11b (clone M1/70), CD11c
(clone HL3), I-AP (MHC de classe II, clone AF6), F4/80 (clone BM8), Ly6C (clone AL-
21) e Ly6G (clone 1A8). Todos os mAbs foram adquiridos da BD Pharmingen (EUA),

com excecdo do mAb F4/80, que foi adquirido da eBioscience (EUA). As células
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foram entdo analisadas por citometria de fluxo, em um aparelho FACSCanto (BD

Biosciences), com posterior analise dos resultados obtidos no software FlowJo.

3.1.8 Ensaios de proliferacdo com CFSE

A resposta proliferativa de células T CD4" ao estimulo com eritrocitos infectados foi
mensurada de acordo com o descrito em (127). Resumidamente, 3 x 10’
esplendcitos (diluidos em PBS com 0,1% de BSA) foram incubados com CFSE (Life
Technologies) em uma concentracéo final de 5 uM por 20 min a 37 °C. As células (1
x 10° células por poco) foram entdo incubadas em placas de 96 pocos (Costar), com
3 x 10° eritrécitos infectados, 10 pg/ml da fracdo de 19 kDa da proteina MSP-1 de
PcAS (MSP-1:9 recombinante, produzida em nosso laborat6rio) ou meio completo
sem estimulo, por 72 h a 37 °C em uma atmosfera com 5% de CO,. Apls a
incubacéo, as células foram incubadas com mAbs especificos ao CD4 e analisados
por citometria de fluxo (FACSCanto), com posterior analise dos resultados obtidos

no software FlowJo.

3.1.9 Deteccéao de IFN-y

Esplendcitos (1 x 10° por poco) foram incubados em placas de 96 pocos (Costar),
com 3 x 10° eritrécitos infectados, 10 pg/ml de MSP-15, 1 pg/ml de LPS
(proveniente da cepa 0111:B4 de Escherichia coli; Sigma-Aldrich), 10 pg/ml de CpG
oligodeoxinucleotideo (ODN) 1826 (Coley Pharmaceutical Group, EUA), ou meio
completo sem estimulo, por 72 h & 37 °C em uma atmosfera com 5% de CO,. O IFN-
y foi quantificado nos sobrenadantes das culturas celulares, através da utilizacdo do

kit OptEIA IFN-y, de acordo com as instrugdes do fabricante (BD Biosciences).

3.1.10 Tratamento in vivo com anti-IFN-y

Quatro doses (0,5 mg/camundongo) de mAbs neutralizantes especificos ao IFN-y
(clone H22; eBioscience), ou anticorpo ndo-especifico IgG de hamster da Arménia
como controle isotipico (eBioscience) foram injetados i.v. em camundongos C57BL/6
a cada 2 dias, comecando no dia 52 apos a infec¢cdo primaria. Essa estratégia de

deplecao foi baseada em um estudo prévio (128).
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3.1.11 Purificac&o de DCs

Esplendcitos (1 x 10°%) foram incubadas com microesferas recobertas com anti-
CD11c e anti-Pan DC (Miltenyi Biotec, EUA), diluidos em PBS com 0,5% de BSA e 2
mM de EDTA (Life Technologies), por 30 min & 4 °C. As células foram entéo
separadas utilizando-se colunas magnéticas LS (Midi MACS, Miltenyi Biotec). A
fracdo positiva da separacdo apresentou uma pureza superior a 90% de células

CD11c*I-A”* (DCs), o que foi confirmado por citometria de fluxo.

3.1.12 PCR Quantitativo em tempo real

O RNA foi extraido das DCs (5 x 10° por amostra) utilizando-se TRIzol (Life
Technologies) (129), e quantificado com um aparelho NanoDrop (Eppendorf,
Alemanha). O cDNA foi preparado com um kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Life Technologies). As reagdes de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) foram realizadas em um aparelho ABI 7500 (Life Technologies), utilizando-
se o kit SyBR Green (Life Technologies). A expressao dos genes stat3, irf7, ifnar,
tir2, tir4, tlr9, md2, cd36, illb e beta-actin foi analisada utilizando-se o algoritmo 2
AACT (CT sendo equivalente ao ciclo de amplificacdo basal ou threshold cycle). Os
primers utilizados (stat3: 5 -GACCCGCCAACAAATTAAGA-3" [forward] e 5'-
TCGTGGTAAACTGGACACCA-3 [reverse]; irf7, 5-CCAGTTGATCCGCATAAGGT-
3" [forward] e 5-GAGCCCAGCATTTTCTCTTG-3" [reverse]; ifnar, 5-
GCCCTGCTGAATAAGACCAG-3" [forward] e 5-GTGGGAAGCACACATGACAC-3
[reverse]; tir2, 5-TGCTTTCCTGCTGGAGATTT-3’ [forward] e 5-
TGTAACGCAACAGCTTCAGG-3" [reverse]; tird, 5-GCTTTCACCTCTGCCTTCAC-
3" [forward] e 5 -GAAACTGCCATGTTTGAGCA-3" [reverse]; tIr9, 5-
TTCCTGCCGCTGACTAATCT-3" [forward] e 5-TGAGGACACACGGGTATGAA-3’
[reverse]; md2, 5"-CTCCATAGAGTTGCCGAAGC-3’ [forward] e 5-
GCGGTGAATGATGGTGAAAT-3’ [reverse]; cd36, 5-
TCGGATCTGAAATCGACCTT-3" [forward] e 5-CACAGGCTTTCCTTCTTTGC-3
[reverse]; iI1b, 5-CAGGCAGGCAGTATCACTCA-3 [forward] e 5-
TAATGGGAACGTCACACACC-3 [reverse]; e beta-actin, 5-
CCTGAACCCTAAGGCCAAC-3" [forward] e 5 -GCCTGGATGGCTACGTACA-3’

[reverse]) foram desenhados utilizando-se o software Primer3 (DOI:
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http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e adquiridos da Life Technologies.

3.1.13 Priming induzido por IFN-y in vivo

Quatro doses (15 ng/kg; 10000 U/ camundongo) de IFN-y recombinante (rIFN-y; IFN-
y de camundongo expresso em E. coli; PeproTech, EUA) foram injetados i.v. em
camundongos C57BL/6 a cada 2 dias, a partir do dia 192 apés a infec¢do primaria
com PcAS. Essa dose de rIFN-y foi estabelecida de acordo com um estudo anterior
(130).

3.1.14 Anédlises estatisticas

Diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram analisadas com o
software Prism 5 (GraphPad Inc., EUA), utilizando-se testes de analise de variancia
(ANOVA) com um teste de comparacdo mdultipla de Tukey, ou teste t de Student,
onde era apropriado. A existéncia de uma distribuicdo normal foi confirmada
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p era menor do que 0,05 (p<0,05).

3.2 ARTIGO 2 — Analise por microscopia intravital revela um papel fundamental
para as DCs esplénicas na ativacdo de células T CD4" e na eliminac&o
direta da parasitemia durante a fase aguda da maléaria experimental

3.2.1 Camundongos, parasitas e infec¢cdes

Camundongos fémeas C57BL/6 (B6), B6.CD11c-DTR (108), B6.CFP (131) e
B6.CD11c-YFP (132) de 6 a 8 semanas de idade foram mantidos sob condi¢des
especificas livres de patogenos no Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC,
Oeiras, Portugal) ou no Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Os parasitas P.
chabaudi (Pc — cepa AS) e o mCherry-Pc foram mantidos de acordo com o descrito
anteriormente (124,133). Os parasitas GFP-Pc foram selecionados por tratamento
com pirimetamina (Sigma-Aldrich) (134). Os camundongos foram infectados i.p. com
1 x 10° eritrécitos infectados, ou i.v. com 1 x 108 eritrécitos infectados. Eritrécitos
infectados purificados foram utilizados onde foi especificado no texto. Em ambos os
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casos, os parasitas foram obtidos em um periodo do ciclo circadiano do hospedeiro
no qual formas maduras do parasita eram predominantes (>95 % de trofozoitos

maduros/ esquizontes).

3.2.2 Comissdo de Etica

Todos os procedimentos experimentais estavam de acordo com o regulamento do
Conselho Nacional de Saude e do Colégio Brasileiro em Experimentagdo Animal
(COBEA), e com o regulamento da Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA). Os protocolos foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP, com niimeros de protocolo 0036/2007
e 0174/2011, e pela FELASA com nuamero de protocolo AO10/2010.

3.2.3 Deplecéo de células CD11c* mediada por toxina diftérica (DTx)

Para depletar as células CD11c", camundongos B6.CD11c-DTR foram injetados i.p
com 2 ng/g/peso corporal de DTx (Sigma-Aldrich), ou com PBS como controle da

deplecéo.

3.2.4 Andlises de microscopia confocal intravital (CIVM)

Camundongos B6.CD11c-YFP infectados com eritrocitos infectados com mCherry-
Pc foram anestesiados profundamente com uma injecdo i.p. de 55 ng/g/peso
corporal de quetamina (Imalgene 1000, Merial, EUA) e de 0,85 ng/g/peso corporal
de xilazina (Rompun 2%, Bayer, Alemanha). Os bacos destes camundongos foram
entdo expostos por uma incisdo de aproximadamente um cm logo abaixo das
costelas. Os camundongos foram acondicionados e imobilizados sobre uma placa
de metal com uma laminula, sem o rompimento de qualquer vasculatura ou tecido
conectivo do baco. A aquisicdo das imagens in vivo foi realizada com um
microscopio Eclipse Ti (Nikon Instruments Inc., Japéo), equipado com um sistema
Andor Revolution® XD (Andor Technology, Reino Unido), uma unidade spinning disk
Yokogawa CSU-X1 (Andor Technology), uma lente objetiva 20 x PLAN APO VC
(Nikon Instruments Inc.) e um sistema de amplificacdo auxiliar de 1,5 x (Nikon

Instruments Inc.). Os dados foram processados com o software MicroManager 1.2
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(Programa de Licenca Publica, NIH, EUA). Em cada filme, se¢Bes Z de 28 um com
intervalos Z de 4 um foram adquiridas por 30 min. O software Imaris X64 7.0.0.
(Andor Technology) foi utilizado para a edicdo de imagens e para a determinagao
das porcentagens de células CD11c* mCherry®, assim como o volume e esfericidade
de células CD11c’. Em outros experimentos, camundongos B6.CD11c-YFP foram
transferidos adotivamente com 5 x 10° células T CD4" esplénicas de camundongos
B6.CFP (purificadas por separacdo em citometria de fluxo, utilizando-se um aparelho
FACSAria — BD Biosciences). Esses camundongos foram utilizados para
microscopia intravital 24 h apés a infeccdo, de maneira semelhante ao descrito
acima. O software Imaris foi utilizado para a edicdo de imagens e para a
determinacdo da velocidade e trajetéria das células CD11c’, assim como a

velocidade e intensidade de contato das células T CFP* CD4".

3.2.5 Marcacdo de eritrocitos infectados purifcados com Cell Tracer Violet
(CTV)

O sangue de camundongos B6 infectados foi diluido em 1 ml de PBS, pipetado
sobre 5 ml de Percoll 74% (GE Healthcare) e centrifugado (2500 x g, com
aceleracdo e desaceleracdo de 5 e 0, respectivamente) por 30 min a temperatura
ambiente. As camadas formadas acima do Percoll 74% foram coletadas e lavadas
com meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10 % de soro fetal bovino
inativados por calor, 100 U/ ml de penicilina, 100 pg/ ml de estreptomicina, 50 uM de
2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina e 1 mM de piruvato de sbédio; Life
Technologies). Os eritrdcitos infectados purificados (com mais de 95 % de pureza)
foram incubados com CTV, de acordo com as instrugbes do fabricante (Life
Technologies — CTV-Pc).

3.2.6 Andlises de citometria de fluxo

Camundongos B6 infectados com eritrocitos infectados com CTV-Pc ou com GFP-Pc
foram sacrificados e perfundidos com PBS para a remocao dos eritrocitos infectados
circulantes. Os bacos foram processados e 0s eritrocitos restantes foram lisados
com tampdao de lise. Os esplendcitos (1 x 10° células por poco) foram incubados com
mAbs especificos ao CD3, CD4, CD11c, CD69, CD11b, CD80, CD86, I-A°, B220,
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CD36, CD64 (FcyRI), DX5 e Ter119 (BD Biosciences). As células foram analisadas
por citometria de fluxo (FACSCanto), com posterior analise dos resultados obtidos
pelo software FlowJo.

3.2.7 Analises de proliferacédo de células T

Os bacos de camundongos B6.CD11c-DTR tratados com DTx ou PBS (e
anteriormente infectados com Pc) foram processados e marcados com CTV, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os esplendcitos (1 x 10° células por poco)
foram incubados com eritrécitos infectados (3 x 10°) ou com meio completo sem
estimulo, por 72 h a 37 °C em uma atmosfera com 5% de CO,. Apds as incubacdes,
as células foram incubadas com mAbs especificos ao CD3 e ao CD4, e a
proliferacao foi analisada por citometria de fluxo.

3.2.8 Deteccéao de IFN-y

Esplendcitos (1 x 10° células por poco) foram incubadas com eritrécitos infectados (3
x 10°%) ou com meio completo sem estimulo, por 72 h & 37 °C em uma atmosfera com
5% de CO,. O IFN-y foi quantificado nos sobrenadantes utilizando-se o kit OptEIA
IFN-y.

3.2.9 Anélises de imunofluorescéncia

Camundongos B6 infectados com GFP-Pc foram sacrificados e perfundidos com
PBS. Os bagos foram removidos e congelados em tampao OCT Tissue-Tek®
(Sakura Fineteck, Japéo). Cortes de 8 um foram obtidos com um criostato CM3050S
(Leica, EUA) e fixados com 1% de paraformaldeido (Alfa Aesar, EUA) por 30 min a
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com mAbs especificos ao
CD16/CD32 (Fc block; BD Biosciences) por 30 min, seguidos por uma incubagao em
uma camara escura umidificada na presencga de mAbs especificos ao CD11c, CD19,
CD3, CD4 (BD Biosciences) e MOMA-1 (Abcam, Reino Unido) por 2 h a temperatura
ambiente. Os cortes foram entdo incubados por 5 min com 0,5 pg/ml de DAPI
(Sigma-Aldrich), lavados com PBS e montados com Fluoromount-G (Southern

Biotechnologies). As imagens foram adquiridas em um microscopio de fluorescéncia
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DMRA2 (Leica), com o software de aquisicio MetaMorph (Molecular Devices). A
analise das imagens foi realizada com o software Photoshop CS4 (Adobe Inc., EUA).
As porcentagens de co-localizagio entre pixels CD11c’ e GFP", assim como entre
pixels CD11c* e CD4", e a distribuicdo de pixels GFP' nas imagens foram
calculadas utilizando-se o software FIJI Windows 64-bit (através da utilizacdo dos
plugins Colocalization threshold e Mixture Modeling Thresholding, respectivamente;

Programa de Licenca Publica, NIH).

3.2.10 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados com o software Prism 5 (GraphPad Inc.), utilizando-
se testes ANOVA com um teste de comparacdo mdultipla de Tukey, ou teste t de
Student, onde era apropriado. A existéncia de uma distribuicdo normal foi
confirmada utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor do que
0,05 (p<0,05).

3.3 ARTIGO 3 — Macro6fagos da polpa vermelha sédo importantes para a geragcao
de células T foliculares e para induzir respostas de células B T-
dependentes durante a malaria experimental

3.3.1 Camundongos, infec¢éo e parasitas

Camundongos fémeas C57BL/6 (B6) e B6.GFP (129) foram mantidos sob condi¢cdes
especificas livres de patdégeno no Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC)
ou no Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). O Pc (cepa AS), o mCherry-Pc e o GFP-Pc
foram mantidos como descrito anteriormente (133,134). Os camundongos foram
infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados ou i.v. com 1 x 10° eritrécitos
infectados. Eritrécitos infectados purificados foram utilizados quando especificado.
Em ambos os casos, os parasitas foram obtidos em um periodo do ciclo circadiano
do hospedeiro no qual as formas maduras do parasita eram predominantes (>95%

de trofozoitos maduros e esquizontes).

3.3.2 Comissdao de Etica
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Todos os procedimentos experimentais estavam de acordo com o regulamento do
Conselho Nacional de Saude e do Colégio Brasileiro em Experimentacdo Animal
(COBEA), e com o regulamento da Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA). Os protocolos foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP, com nimeros de protocolo 0036/2007
e 0174/2011, e pela FELASA com numero de protocolo AO10/2010.

3.3.3 Marcacado de eritrocitos infectados purifcados com Cell Tracer Violet
(CTV)

O sangue de camundongos B6 infectados foi diluido em 1 ml de PBS, pipetado
sobre 5 ml de Percoll 74% (GE Healthcare) e centrifugado (2500 x g, com
aceleracdo e desaceleracdo de 5 e 0, respectivamente) por 30 min a temperatura
ambiente. As camadas formadas acima do Percoll 74% foram coletadas e lavadas
com meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativados por calor, 100 U/ ml de penicilina, 100 pg/ ml de estreptomicina, 50 uM de
2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina e 1 mM de piruvato de sbédio; Life
Technologies). Os eritrécitos infectados purificados (com mais de 95% de pureza)
foram incubados com CTV, de acordo com as instrugbes do fabricante (Life
Technologies — CTV-Pc).

3.3.4 Anélises de citometria de fluxo

Camundongos B6 previamente infectados com o CTV-Pc ou com o mCherry-Pc
foram sacrificados e perfundidos com PBS para a remoc¢ao de eritrocitos infectados
circulantes. Os bacos destes animais foram processados, e 0s eritrocitos
remanescentes foram lisados com tampé&o de lise. Os esplendcitos (1 x 10° células
por poco) foram marcados com mAbs especificos ao CD3, CD4, CD8, CD19, F4/80,
MARCO, MOMA-1, CD80, CD86, I-A° (MHC de classe II), ICOSL, Fas (CD95), GL7,
PD-1, CXCR5, CXCR4, ICOS, CD11c e CD69. Todos os mAbs foram adquiridos da
BD Biosciences, exceto os especificos para MARCO e MOMA-1, que foram
adquiridos da Abcam. As células foram analisadas por citometria de fluxo

(FACSCanto), com posterior andlise dos resultados com o software FlowJo.
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3.3.5 Andlises de Microscopia Confocal Intravital (CIVM)

Camundongos B6 foram transferidos i.v. com 5 x 10° macréfagos F4/80* de
camundongos B6.GFP (purificados por separacao em citometria de fluxo, utilizando-
se um aparelho FACSAria); 24 horas ap0s a transferéncia, estes camundongos
foram infectados i.v. com mCherry-Pc. Apés 30 min de infeccdo, os camundongos
foram anestesiados com uma dose i.p. de 55 ng/g de peso corporal de cetamina
(Imalgene 1000, Merial) e de 0,85 ng/g de peso corporal de xilazina (Rompun 2%,
Bayer). Os bacos destes camundongos foram expostos por uma incisdo de 1 cm
logo abaixo das costelas. Os camundongos foram entdo acondicionados e
imobilizados sobre uma placa de metal com uma laminula, sem o rompimento de
qualquer vasculatura ou tecido conectivo do baco. A aquisicdo das imagens in vivo
foi realizada com um microscopio Eclipse Ti (Nikon Instruments Inc., Jap&ao),
equipado com um sistema Andor Revolution® XD (Andor Technology, Reino Unido),
uma unidade spinning disk Yokogawa CSU-X1 (Andor Technology), uma lente
objetiva 20 x PLAN APO VC (Nikon Instruments Inc.) e um sistema de amplificacédo
auxiliar de 1,5 x (Nikon Instruments Inc.). Os dados foram processados com o
software MicroManager 1.2 (Programa de Licenca Publica, NIH, EUA). Em cada
filme, secdes Z de 28 um com intervalos Z de 4 um foram adquiridas por 30 min. O
software Imaris X64 7.0.0. (Andor Technology) foi utilizado para a edicdo de

imagens.

3.3.6 Anélises de imunofluorescéncia

Camundongos B6 infectados com GFP-Pc foram sacrificados e perfundidos com
PBS. Os bagos foram removidos e congelados em tampdo OCT Tissue-Tek®
(Sakura Fineteck, Japéo). Cortes de 8 um foram obtidos com um criostato CM3050S
(Leica, EUA) e fixados com 1% de paraformaldeido (Alfa Aesar, EUA) por 30 min a
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com mAbs especificos ao
CD16/CD32 (Fc block; BD Biosciences) por 30 min, seguidos por uma incubagéo em
uma camara escura umidificada na presenca de mAbs especificos ao F4/80, CD3,
CD4 (BD Biosciences), MARCO e MOMA-1 (Abcam) por 2 h a temperatura
ambiente. Os cortes foram entdo incubados por 5 min com 0,5 pug/ml de DAPI

(Sigma-Aldrich), lavados com PBS e montados com Fluoromount-G (Southern
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Biotechnologies). As imagens foram adquiridas em um microscopio de fluorescéncia
DMRAZ2 (Leica), com o software de aquisicdo MetaMorph (Molecular Devices). A

andlise das imagens foi realizada com o software Photoshop CS4 (Adobe Inc., EUA).

3.3.7 Ensaios de deplecédo com lipossomos de clodronato

Para a deplecdo dos macrofagos, suspensdes de lipossomos de clodronato foram
preparadas de acordo com o descrito anteriormente (135,136). Os camundongos
foram injetados i.v. com 1 mg/kg ou 157 pg/kg das suspensdes de lipossomos de
clodronato 8 dias antes da infeccdo com o Pc. A deplecdo de macréfagos da RP ou
da MZ foi avaliada no dia 8 apds a deplecéo, através de andlise de citometria de
fluxo, com marcacdes com mAbs especificos ao MARCO, MOMA-1, F4/80, CD11b e
CD11c. Os lipossomos com clodronato (diclorometileno bisfosfato) ou com PBS

foram adquiridos no endereco clodronateliposomes.com.

3.3.8 Ensaios de proliferacao celular

Os bacos dos camundongos experimentais foram processados, e as células foram
marcadas com CTV de acordo com as instrucdes do fabricante. Os esplendcitos (1 x
10° células por pogo) foram mantidos em cultura por 72 h & 37 °C com 5% de CO,
na presenca de eritrécitos infectados com o Pc (3 x 10° por poco) ou com meio
completo sem estimulo. As células foram entdo marcadas com mAbs especificos ao
CD3, CD4, CD8 e CD19, e a proliferacdo foi avaliada por citometria de fluxo
(FACSCanto).

3.3.9 Producéo de citocinas

Esplendcitos (1 x 10° células por poco) foram mantidos em cultura por 72 h a 37 °C
com 5% de CO, na presenca de eritrécitos infectados com o Pc (3 x 10° por poco)
ou com meio completo sem estimulo. Os sobrenadantes foram coletados apds esse
periodo, e os niveis de IFN-y e IL-21 foram quantificados pela utilizacdo dos kits
OptEIA IFN-y e Ready-Set-Go IL-21, respectivamente, de acordo com as instrugdes

dos fabricantes (BD Biosciences e eBiosciences, respectivamente).
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3.3.10 Producéao de anticorpos IgG e IgM especificos ao Pc

Para detectar anticorpos especificos ao Pc nos soros de camundongos
experimentais, testes de ELISA foram realizados de acordo com o descrito em (127).
Resumidamente, placas de 96 pocos (Costar) foram incubadas a 4 °C overnight com
extratos totais de Pc, BCG ou T. cruzi (todos os extratos com concentracédo de 10
pg/ml). As placas foram saturadas com 3% de BSA por 6 h. Apos a lavagem das
placas, 100 pl de amostras de soros dos camundongos experimentais (em diluicao
seriada, com diluigéo inicial em 1/50) foram adicionadas, e as placas mantidas por 2
h a temperatura ambiente. A deteccéo foi realizada pela adicdo de anticorpos de
cabra anti-lgM, anti-lgG1l ou anti-lgG2a de camundongo, conjugados a enzima
peroxidase (Southern Biotechnology Associates, EUA) por 1 h; apés a lavagem das
placas, 100 pl de Tetrametilbenzidina (Life Technologies) foi adicionado em cada
poco, e 15 min depois os valores de absorbancia foram quantificados por densidade
optica (DO) utilizando-se um espectrofotometro Spectra Max 190 (Molecular
Devices, EUA), com um filtro de comprimento de onda de 650 nm. Os niveis de
anticorpos em cada amostra de soro foram calculados como o inverso do titulo end-
point, o qual foi definido como a maior diluicdo que igualou o valor de DO obtido nos

controles negativos (pocos com amostras de soro de camundongos RAGKO).

3.3.11 Ensaios de co-culturas in vitro

Células T CD4" de camundongos com 0 ou 3 dias de infeccdo dos grupos
experimentais tratados com lipossomos de clodronato ou com PBS (separadas
atraves de selecdo positiva com uso de colunas magnéticas LS — Miltenyi Biotech),
previamente marcadas com CTV, foram incubadas (5 x 10° células por poco) por 72
h ou 96 h com células dendriticas (DCs — 1 x 10 células por poco) ou com
macréfagos F4/80"" (1 x 10° células por poco), na presenca de eritrocitos
infectados pelo Pc (1,5 x 10° por poco) ou com meio completo sem estimulo. Apds o
periodo de incubacéo, as células foram marcadas com mAbs especificos ao CD3,
CD4, CD8, PD-1, CXCR4, CXCR5 e CD69, e analisadas através de citometria de
fluxo (FACSCanto). Os sobrenadantes foram retirados e as citocinas IFN-y e 1L-21

foram quantificadas por ELISA, de acordo com o descrito anteriormente.
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3.3.12 Analises estatisticas

Todos os resultados foram analisados por testes de analise de variancia (ANOVA),
com um teste de comparacdo multipla de Tukey. A existéncia de uma distribuicéo
normal foi confirmada utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor do
que 0,05 (p<0,05).



4 RESULTADOS
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4.1 ARTIGO 1 — O priming induzido por IFN-y mantém a imunidade cepa-
independente de longa duracdo contra a fase sanguinea da infec¢cédo pelo
Plasmodium chabaudi

4.1.1 A eliminagdo completa da parasitemia residual induz uma perda parcial
da imunidade protetora a parasitas heter6logos PcAJ

A infeccdo de camundongos C57BL/6 com PcAS induziu uma parasitemia aguda,
com subsequente controle (Figura 3A). Apos 30 dias de infeccdo, os parasitas ndo
foram mais detectados em esfregacos sanguineos, e a presenca de parasitemia
subpatente foi avaliada através de transferéncia sanguinea para camundongos
RAGKO. A presenca de parasitemia residual foi detectada no dia 60 p.i., porém ndo
nos dias 200 ou 260 p.i. (Figura 3B). Para avaliar se estes camundongos
mantiveram a imunidade protetora contra parasitas de cepas homodlogas ou
heter6logas a infeccdo primaria, os camundongos experimentais foram desafiados
i.v. com um indculo alto (1 x 108 eritrdcitos infectados) de PcAS ou da cepa letal
PcAJ (137). Enquanto camundongos no dia 60 p.i. eliminaram de maneira eficiente
ambos os desafios com 100 % de sobrevivéncia, camundongos no dia 200 p.i.
desenvolveram baixos, porém significativos, niveis de parasitemia nos primeiros 3
dias apds o desafio com PcAS, e ndo foram capazes de controlar a replicacdo do
PcAJ, resultando em uma mortalidade superior a 70 % (Figuras 3C-D e 3F-G). Para
avaliar se a imunidade adquirida de longa duracdo requer uma ativacdo de novo do
sistema imune, a capacidade destes camundongos em inibir um primeiro ciclo de
invasdo de eritrocitos quando desafiados i.v. com eritrécitos infectados com formas
maduras do parasita (5 x 108 eritrcitos infectados). Camundongos com 60 dias p.i.
inibiram de modo eficiente a re-infec¢do tanto pelo PCAS quanto pelo PcAJ (Figuras
3E e 3H). Em contraste, a eficiéncia de inibicdo de re-infeccdo pelo PcAJ foi
semelhante em camundongos com 200 dias p.i. e animais nao-infectados. Uma vez
gue os camundongos com 200 dias p.i. mantiveram a capacidade em inibir a re-
infecc@o de eritrocitos pelo PCAS, é possivel concluir que a eliminacdo completa da
parasitemia residual est4 associada com a perda de mecanismos efetores imunes
que sdo particularmente importantes para a prote¢cdo contra parasitas heterdlogos
PcAJ.



56

Figura 3 — Parasitemias e curvas de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 com
infeccdo primaria pelo PcAS, e com infeccéo secundaria nos dias 60 e 200 p.i. com

0 PcAS ou o PcAJ.
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(A) Curvas de parasitemia para camundongos C57BL/6 infectados i.p. com 1 x 10° PcAS. (B)
Parasitemias para camundongos RAGKO transferidos com 100 ul de sangue proveniente de
camundongos C57BL/6 com 60, 200 ou 260 dias p.i., monitorados nos dias 7 e 14 apd4s a
transferéncia sanguinea. ND — ndo detectado. (C) Curvas de parasitemia para camundongos
controles pareados por idade (AMCs), camundongos com 60 dias e com 200 dias p.i.,
desafiados i.v. com 1 x 10% PcAS. (D) Curvas de sobrevivéncia para os camundongos descritos
em C. (E) indice de re-infeccdo para camundongos AMCs, com 60 dias e com 200 dias p.i.,
desafiados i.v. com 5 x 10° PcAS (trofozoitos maduros e esquizontes). (F) Curvas de
parasitemia para camundongos AMCs, com 60 dias e com 200 dias p.i., desafiados i.v. com 1 x
10° PcAJ. (G) Curvas de sobrevivéncia para os camundongos descritos em F. (H) indice de re-
infeccdo para camundongos AMCs, com 60 dias e com 200 dias p.i., desafiados i.v. com 5 x 10°
PcAJ (trofozoitos maduros e esquizontes). (C-H) Diferencas significativas foram analisadas
entre os grupos indicados, com * sendo p<0,05. (A-H) Os dados mostram a média + desvio-
padrao (n = 4-6) de um experimento representativo de trés.

4.1.2 A perda parcial na imunidade protetora aos parasitas heter6logos PcAJ
parece resultar de uma reducdo nas populacbes de células T CD4+
efetoras e de memoria efetora
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A inativacdo dos sistemas imunes inato e/ou adquirido pode ser importante para o
declinio da imunidade protetora aos parasitas heterdlogos PcAJ, ap6s a completa
eliminacao da parasitemia residual da infeccdo priméaria. A imunidade humoral n&o
parece estar envolvida na perda parcial da imunidade protetora, uma vez que 0s
titulos de anticorpos 1IgG1 e IgG2a parasita-especificos foram mantidos ou até
mesmo aumentados em camundongos com 200 dias p.i. quando comparados com
os titulos em camundongos com 60 dias p.i. (Figura 4A). Desta forma, diferentes
subtipos de células T CD4" dos bacos destes camundongos — baseados em um
estudo recente (138) que definiu células T CD4" efetoras (Tg), células T CD4" de
memoria efetora (Tew) e células T CD4" de memdria central (Tcy), como descrito na
Figura 5. Em camundongos com 60 dias p.i., hA um aumento significativo nos
nameros de células Tg e Tew por baco em comparagdo com 0s numeros destas
células em camundongos com 200 dias de infeccdo e controles com idades
semelhantes (AMCs); os numeros de células Tc¢y foram mantidos em quantidades
comparaveis entre camundongos com 60 dias p.i. e camundongos com 200 dias p.i.
(Figura 4B). De fato, no dia 60 p.i., a maior parte das células T CD4" de memoria
(Tm) apresentou um fendtipo de células Tgy, Nos quais a molécula CD62L estava
expressa em baixas quantidades. A reducdo nos numeros de células Te e Tem
observada apés a eliminacdo completa da parasitemia foi acompanhada por uma
perda na capacidade de células T CD4" em proliferar e produzir IFN-y em resposta
ao estimulo com eritrocitos infectados e em proliferar em resposta ao estimulo com
MSP-1,9 (Figuras 4C e 4D). A importancia do IFN-y na manutengédo da imunidade
protetora contra os parasitas heter6logos em camundongos com parasitemia
residual foi entdo investigada, através do tratamento de camundongos com 60 dias
p.i. com mAbs depletores anti-IFN-y. Foi possivel observar uma perda parcial na
capacidade de controlar o desafio com PcAJ em camundongos com 60 dias p.i.
depletados de IFN-y, em comparagdo com camundongos com 60 dias p.i. tratados
com controle isotipico (Figura 4E). Esse efeito foi acompanhado de uma reducao

mais acentuada na temperatura corporal (Figura 4F).
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Figura 4 — Anticorpos IgG parasita-especificos, subtipos de células T CD4",
respostas de células T CD4" a eritrdcitos infectados e ao MSP-1;9 em camundongos
C57BL/6 crbnicos e curados, e influéncia do IFN-y na parasitemia e temperatura

corporal durante a fase cronica da infecgéo.
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Camundongos C57BL/6 foram analisados nos dias 60 e 200 p.i., em comparagdo a
camundongos AMCs. (A) Titulos séricos de anticorpos IgGl e IgG2a parasita-especificos,
determinados por ELISA. (B) Nimeros de células T CD4" T¢y (CD3" CD4* CD44" IL-7Ra* CD62L"
CD27"), Tem (CD3* CD4" CD44" IL-7Ra’* CD62L"°) e Te (CD3* CD4" CD44™ IL-7Ra’ CD62L") por
baco, determinados por citometria de fluxo. (C) Porcentagens de proliferacdo de células T
CD4" (CFSE"), estimuladas por 72 h com eritrécitos infectados (1 células T para 3 eritrécitos
infectados) ou com MSP-1,4 (10 pg/ml), determinadas por citometria de fluxo. (D)
Concentracfes de IFN-y nos sobrenadantes das culturas celulares descritas em C,
determinadas por ELISA. ND — ndo detectado. (E) Curvas de parasitemia para camundongos
com 60 dias p.i., tratados previamente com mAbs anti-IFN-y ou com controles isotipicos, e
subsequentemente re-infectados i.v. com 1 x 10° eritrécitos infectados com PcAJ. (3]
Temperaturas corporais nos camundongos descritos em E. (A-D) Diferencas significativas
foram analisadas entre os camundongos com 60 e 200 dias p.i., com * sendo p<0,05. (E-F)
Diferencas significativas foram analisadas entre os camundongos tratados com anti-IFN-y e os
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camundongos tratados com controle isotipico, com * sendo p<0,05. (A-F) Os dados mostram a
média + desvio-padréo (n = 3-6) de um experimento representativo de trés.

Figura 5 — Estratégias de gating utilizadas para definer os subtipos de células T
CD4".
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Camundongos C57BL/6 foram analisados nos dias 7 e 60 p.i. com 1 x 10° eritrécitos infectados
pelo PcAS. Os leucécitos esplénicos foram selecionados pelo tamanho (FSC-A) e
granuI03|dade (SSC A). ApOs a remocdo dos doublets da andlise (FSC-H vs. FSC-W), as
células CD4" CD44" foram subdivididas de acordo com a expresséo de CD127 (IL-7Ra), CD62L
e CD27, em células CD4" Tg (CD127 CD62L"° — gate verde), células CD4" Ty (CD127 - gate
vermelho) células CD4" Tgy (CD127° CD62L"° — gate azul), e células CD4" Tem (CD127 CD62Lh'
CD27" - gate laranja). Graficos de citometria representativos de células CD4" CD44" de
camundongos com 7 e 60 dias p.i. foram utilizados para definir os subtipos de células Tg e Ty.

4.1.3 O priming induzido por IFN-y do sistema imune inato diminui apos a
eliminagdo da parasitemia residual

A resposta ineficiente de células T CD4" aos eritrocitos infectados pode n&o explicar
completamente a perda parcial na imunidade protetora ao desafio com parasitas
heterdlogos observado ap0s a eliminagdo da parasitemia residual. Tal hipétese vem
do fato que células T CD4" estimuladas pelos eritrécitos infectados levam alguns
dias para secretar IFN-y, mas camundongos cronicamente infectados e
camundongos curados diferem nas suas capacidades em prontamente inibir a re-
invasdo de novos eritrocitos (Figura 3H). Desta forma, ndés postulamos que a
eliminagcdo completa da parasitemia residual reduz o efeito do priming induzido pelo
IFN-y, um mecanismo pelo qual o sistema imune inato tem sua resposta aumentada

(41). Uma vez que os mecanismos moleculares do priming induzido pelo IFN-y
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envolvem a ativacao de TLRs e outros genes induzidos pelo IFN (139), a expressao
do mRNA dos genes tiIr2, tlr4, tIr9, md2, cd36, illb, stat3, irf7 e ifnar em DCs
esplénicas dos camundongos experimentais foram comparadas. Essa populacéo
celular esta presente principalmente na polpa vermelha do baco, onde estdo em
contato direto com eritrgcitos infectados, e também na polpa branca, contribuindo
dessa forma tanto para a eliminagédo dos parasitas quanto para a ativacao de células
T (101,140). Um aumento significativo, em comparacdo com DCs de camundongos
nao infectados, na expressao génica nas DCs foi observado em camundongos com
60 dias p.i., com excecdo do mRNA para ifnar, enquanto ndo ha aumento de
expressdo em nenhum dos genes nas DCs de camundongos com 200 dias p.i.
(Figura 6A). Uma vez que a alta expressao génica de TLRs durante a fase aguda da
infecgao pelo PcAS tem sido associada com uma produgdo aumentada de IFN-y em
resposta ao estimulo com agonistas de TLR (85), a resposta de esplendcitos a
agonistas de TLR4 e TLR9 (LPS e CpG, respectivamente) foi avaliada. De fato,
esplendcitos de camundongos com 60 dias p.i. produziram niveis aumentados de
IFN-y em resposta ao LPS e ao CpG, enquanto ndo houve resposta significativa
para os esplenécitos de camundongos com 200 dias de infeccdo, ou controles
(Figura 6B).

Figura 6 — Expressao de genes induzidos por IFN e a resposta de producao de IFN-
y a agonistas de TLR em camundongos C57BL/6 crénicos e curados.
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Camundongos C57BL/6 foram analisados nos dias 60 e 200 p.i. com 1 x 10° eritrécitos
infectados pelo PcAS, em comparagdo com camundongos AMCs. (A) Aumento da expressao
de mRNAs para stat3, ifnar, irf7, tir2, tir4, tir9, md2, cd36 e illb em relacdo & amostras-controle
(0d), determinado por qPCR em DCs esplénicas e analisados pelo método -AACT. (B)
Concentracfes de IFN-y em sobrenadantes de culturas de células esplénicas estimuladas com
LPS (10 pg/ml) ou com CpG ODN 1826 (10 pg/ml), por 72 h, determinadas por ELISA. (A-B)
Diferencas significativas foram analisadas entre camundongos com 60 e 200 dias p.i., com *
sendo p<0,05. Os dados mostram a média + desvio-padrdo (n=5-6) de um experimento
representativo de trés.
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4.1.4 A sinalizacdo mediada pelo MyD88 é fundamental para as respostas de
células T CD4" e para o priming induzido por IFN-y em DCs esplénicas de
camundongos cronicamente infectados

Nossos resultados anteriores correlacionam a persisténcia da imunidade protetora
cepa-independente ao P.chabaudi com a manutencéo de niveis elevados de células
Te e Tem, assim como com a hiper-responsividade ao TLR. Entdo, é possivel que a
sinalizacdo pelo TLR possa contribuir para a geracdo e/ou manutencéo de células
Te e Tew, € consequentemente para o aumento do priming induzido pelo IFN-y de
DCs esplénicas. Em concordancia com esta hipétese, camundongos nocautes para
a molécula adaptadora MyD88 apresentaram maiores porcentagens de parasitemia
cronica em comparacao com camundongos C57BL/6 (Figura 7A). Apesar do fato de
que numeros semelhantes de células Tg foram encontradas nos bacos de
camundongos C57BL/6 e MyD88KO com 60 dias p.i., ha um menor numero de
células Tem nos camundongos MyD88KO (Figura 7B). Além disso, as respostas de
células T CD4" aos parasitas sdo diminuidas em camundongos MyD88KO com 60
dias p.i., como demonstrado pela diminuida resposta proliferativa e de producéo de
IFN-y in vitro ao estimulo com eritrdcitos infectados ou com MSP-1,9 (Figuras 7C e
7D). A auséncia da molécula MyD88 também resultou em uma expressao reduzida
do mRNA dos genes induzidos por IFN stat3, irf7 e ifnar em DCs esplénicas (Figura
7E), indicando que o priming induzido pelo IFN-y também é dependente do MyD88.
Desta forma, a via de sinalizacédo parece ser fundamental para a manutencédo das
respostas de células T CD4", a qual pode induzir o priming por IFN-y e um controle

eficiente da parasitemia residual.
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Figura 7 — Curvas de parasitemia, subtipos de células T CD4", respostas de células
T CD4" a eritrocitos infectados e & MSP-1,9, € expressdo de genes induzidos pelo
IFN em camundongos C57BL/6 e MyD88KO infectados com PcAS.
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Camundongos C57BL/6 e MyD88KO infectados com 1 X 10° eritrécitos infectados foram
analisados em comparagdo com camundongos AMCs. (A) Curvas de parasitemia. (B) Nomeros
de células CD4" T¢y (CD3' CD4" CD44" IL-7Ra’ CD62L" CD27%), Tey (CD3* CD4' CD44" IL-7Ra’
CD62L") e Te (CD3" CD4" CD44" IL-7TRa” CD62L'"°) por baco no dia 60 p.i., determinados por
citometria de fluxo. (C) Porcentagens de proliferacdo de células T CD4" (CFSE'O) esplénicas de
camundongos com 60 dias p.i. estimuladas por 72 h com eritrécitos infectados (1 células T
para cada 3 eritrécitos infectados) ou MSP-1,4 (10 pg/ml), determinadas por citometria de fluxo.
(D) Concentragdes de IFN-y nos sobrenadantes de culturas celulares descritas em C,
determinadas por ELISA. ND — néo detectado. (E) Aumento da expressao de mRNAs para stat3,
irf7 e ifnar em relagdo a amostras-controle (0d), determinado por qPCR e analisado pelo
método —AACT. (A-E) Diferencas significativas foram analisadas entre camundongos C57BL/6
e MyD88KO, com * sendo p<0,05. Os dados mostram a média + desvio-padrédo (n=4-6) de um
experimento representativo de trés.

4.1.5 O priming in vivo com IFN-y recombinante restaura a imunidade protetora
aos parasitas heter6logos PcAJ em camundongos sem parasitemia
residual

Nossos resultados anteriores sugerem que a eliminacdo completa da parasitemia

residual induz uma reducdo no priming induzido por IFN-y do sistema imune inato e
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consequentemente a um controle deficiente da re-infeccdo, em especial a re-
infeccdo com o PcAJ. Para investigar se o priming in vivo com IFN-y pode restaurar
o0 estado de ativacdo do sistema imune observado na presenca da parasitemia
residual, camundongos C57BL/6 com 192 dias p.i. foram tratados a cada 2 dias com
4 doses sub-6timas (indutoras do priming) i.v. de IFN-y recombinante (Figura 8A), de
acordo com o estabelecido em (130). Confirmando que este tratamento induz o
priming do sistema imune inato, esplendécitos de camundongos com 200 dias p.i. e
tratados com IFN-y recombinante produziram quantidades significativamente
aumentadas de IFN-y em resposta ao LPS e ao CpG, em comparagdo com
camundongos com 200 dias p.i e nao-tratados (Figura 8B). Os camundongos
tratados com IFN-y recombinante apresentaram uma melhora na capacidade em
controlar uma re-infeccdo pelo PcAS (Figura 9A) e com o PcAJ (Figura 8C). Além
disso, em camundongos com 200 dias p.i. desafiados com o PcAJ, o tratamento
com IFN-y levou a 100 % de sobrevivéncia, e atenuou as manifesta¢cdes clinicas da
doenca, isto €, uma reducdo na temperatura corporal e na concentracdo de
hemoglobina no sangue (Figuras 8D e 8E). Outros parametros, como peso corporal
e dano hepatico, foram semelhantes aos observados em camundongos néo
infectados para ambos os grupos de camundongos desafiados, tratados ou nao
tratados (dados n&o mostrados). Camundongos controles tratados com IFN-y
recombinante apresentaram um aumento na producédo de IFN-y espontanea ou em
resposta ao estimulo com LPS (Figura 9B), mas estes camundongos ndo se
protegeram contra a infec¢cdo primaria pelo PcAS (Figura 9C). Estes resultados
indicam que o priming induzido por IFN-y restaura a imunidade protetora cepa-

independente em camundongos que estiveram previamente em contato com o Pc.
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Figura 8 — Capacidade de resposta ao TLR, curvas de parasitemia, curvas de
sobrevivéncia e manifestagbes clinicas da doenca em camundongos C57BL/6

curados, tratados ou ndo com IFN-y e re-infectados com parasitas heter6logos
PcAJ.
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Iniciando no dia 192 p.i., camundongos C57BL/6 foram tratados a cada 2 dias com 4 doses i.v.
(15 ng/kg; 10000 U por camundongo) de rIFN-y, e entdo re-infectados i.v. com 1 x 10°
eritrocitos infectados com PcAJ. Os camundongos tratados com IFN-y foram comparados com
camundongos néo tratados e com AMCs. (A) Desenho experimental. (B) Concentracdes de
IFN-y de sobrenadantes de cultura celular de camundongos nao re-infectados, estimulados
com LPS (10 pg/ml) ou CpG ODN 1826 (10 pg/ml) por 72 h, determinadas por ELISA. (C) Curvas
de parasitemia. (D) Curvas de sobrevivéncia. (E) Temperaturas corporais dos camundongos.
(F) Concentracbes de hemoglobina. Diferencas significativas foram analisadas entre
camundongos tratados ou nédo tratados com IFN-y, com * sendo p<0,05. Os dados mostram a
média + desvio-padréo (n = 4-6) de um experimento representativo de trés.
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Figura 9 — Curvas de parasitemia e respostas de células T CD4" em camundongos

C57BL/6 curados e AMCs, tratados com IFN-y e infectados com parasitas
homélogos PcAS.
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Iniciando no dia 192 p.i., camundongos C57BL/6 foram tratados a cada 2 dias com 4 doses i.v.
(15 ng/kg; 10000 U por camundongo) de rIFN-y. Camundongos AMCs nao infectados foram
tratados utilizando-se o mesmo protocolo. Os camundongos tratados com IFN-y foram
comparados com camundongos néo tratados. gA) Curvas de parasitemia para camundongos
com 200 dias p.i., re-infectados i.v. com 1 x 10" eritrdcitos infectados. (B) Producédo de IFN-y
estimulada por LPS em camundongos AMCs. (C) Curvas de parasitemia para AMCs re-
infectados i.p. com 1 X 10° eritrécitos infectados. (A-C) Diferencas significativas foram
analisadas entre camundongos tratados ou nao tratados com IFN-y, com * sendo p<0,05. Os
dados mostram a média + desvio-padrado (n = 4-6) de um experimento representativo de trés.

4.1.6 O priming in vivo com IFN-y recombinante restaura a resposta de células
T CD4" aos parasitas em camundongos sem parasitemia residual

A relevancia da via de sinalizagdo do TLR no desenvolvimento da imunidade
adquirida ao P. chabaudi é sugerida pelos nossos resultados mostrando um
aumento na parasitemia em camundongos MyD88KO cronicamente infectados, o
gue esta associado a baixos niameros de células Tgy € uma reduzida capacidade de
proliferacéo e producéo de IFN-y pelas células T CD4" em resposta ao estimulo com
eritrocitos infectados. Como nossos resultados anteriores também mostraram que o

tratamento de camundongos curados com doses baixas de IFN-y recombinante
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restauram tanto a hiper-responsividade ao TLR e a imunidade protetora cepa-
independente, nés decidimos investigar se este tratamento também aumenta as
respostas de células T CD4" nos camundongos com 200 dias p.i.. Nossos
resultados mostram uma diminuicdo na expresséo de CD62L em células T CD4" de
memoéria (Ty) em camundongos tratados com o IFN-y, indicando uma mudanca de
fendtipo destas células de Tcy para Tem (Figura 10A). Essa mudanca resultou de um
aumento nos numeros de células Tgy € uma concomitante diminuicdo nos numeros
de células T¢y em comparacdo com o observado em camundongos com 200 dias
p.i. e ndo tratados, enquanto os numeros de células Tg ndo foram modificados
(Figura 10B). O priming com IFN-y destes camundongos ndo estad associado com
mudancas na dinamica populacional de células fagociticas do bago; camundongos
com 200 dias p.i. tratados ou ndo com IFN-y apresentaram numeros semelhantes
por baco de DCs, macréfagos F4/80*, mondcitos inflamatérios Ly6C" e neutréfilos
(Figura 11). O priming in vivo com IFN-y re-estabeleceu a resposta de células T
CD4" ao estimulo com eritrdcitos infectados e com MSP-1i5 em termos de
proliferacéo (Figuras 10C e 10D) e de producéo de IFN-y (Figura 10E). O tratamento
de camundongos controles com IFN-y recombinante induziu um pequeno aumento
na capacidade espontanea de proliferacdo de células T CD4", mas ndo causou
nenhum efeito na proliferacdo de células T CD4" ou na producdo de IFN-y em
resposta ao estimulo com eritrécitos infectados (Figura 12). Desta forma, € possivel
concluir que o priming induzido pelo IFN-y restaura a capacidade de células T CD4"
de memoria em responder aos parasitas em camundongos que eliminaram

completamente a parasitemia residual.
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Figura 10 — Subtipos de células T CD4" e respostas de células T CD4" a eritrcitos
infectados e a MSP-1;9 em camundongos C57BL/6 curados e tratados com IFN-y.
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Iniciando no dia 192 p.i, camundongos C57BL/6 foram tratados a cada 2 dias com 4 doses i.v.
(15 ng/kg; 10000 U por camundongo) de rIFN-y. Os camundongos tratados com IFN-y foram
analisados no dia 200 p.i. em comparagdo com camundongos néo tratados e camundongos
AMCs. (A) Expressdo de CD62L em células CD4" Ty (CD3' CD4" CD44" IL-7Ra’), determinada
por citometria de fluxo. (B) NUmeros de células CD4" Ty (CD3* CD4" CD44" IL-7Ra* CD62L"
CD27"), Tem (CD3* CD4" CD44" IL-7Ra’* CD62L"°) e Te (CD3* CD4" CD44" IL-7Ra’ CD62L") por
baco. (C) Histogramas representativos de marcacio com CFSE de células T CD4" esplénicas
estimuladas por 72 h com eritrocitos infectados (1 célula T para 3 eritrocitos infectados),
obtidos por citometria de fluxo. (D) Porcentagens de proliferacdo de células T CD4" (CFSE'°)
estimuladas por 72 h com eritrécitos infectados (1 célula T para cada 3 eritrécitos infectados)
ou com MSP-1,9 (10 pg/ml), determinadas por citometria de fluxo. (E) Concentracfes de IFN-y
em sobrenadantes das culturas celulares descritas em C, determinadas por ELISA. (B, D, e E)
Diferencas significativas foram analisadas entre camundongos tratados com IFN-y ou néo
tratados, com * sendo p<0,05. Os dados mostram a média = desvio-padrdo (n = 5-6) de um
experimento representativo de trés.
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Figura 11 — Nameros de células fagociticas esplénicas em camundongos C57BL/6
curados e tratados com IFN-y.
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Iniciando no dia 192 p.i., camundongos C57BL/6 foram tratados a cada 2 dias com 4 doses i.v.
(15 ng/kg; 10000 U por camundongo) de rIFN-y. Os camundongos tratados com IFN-y foram
analisados no dia 200 p.i., em comparacdo com camundongos néo tratados e camundongos
AMCs. (A) Gréficos representativos mostrando DCs (CD1lc* I-A"), macréfagos da polpa
vermelha (RpM®s — CD11b* F4/80™), monécitos inflamatérios (CD11b* F4/80"° Ly6C" Ly6G) e
neutrofilos (CD11b" F4/80° LyGCh' Ly6G"). (B) Numeros por baco das quatro populacdes
fagociticas descritas. Diferencas significativas foram analisadas entre camundongos tratados
com IFN-y e camundongos nao tratados, com * sendo p<0,05. Os dados mostram a média *
desvio-padréo (n = 4-6) de um experimento representativo de trés.
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Figura 12 — Respostas de células T CD4" a eritrdcitos infectados em camundongos
AMCs tratados com IFN-y.
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Camundongos C57BL/6 AMCs foram tratados a cada 2 dias com 4 doses i.v. (15 ng/kg; 10000 U
por camundongo) de rIFN-y. Os camundongos tratados com IFN-y foram analisados em
comparacdo com camundongos ndo tratados. Como um controle positivo, camundongos
AMCs foram infectados i.p. com 1 x 10° PcAS, e analisados 4 dias depois (4d). (A) Histogramas
representativos da marcacdo com CFSE de células T CD4" esplénicas estimuladas por 72 h
com eritrécitos infectados (1 células T para 3 eritrécitos infectados), determinados por
citometria de fluxo. (B) Porcentagens de proliferacdo de células T CD4" (CFSE'°) estimuladas
por 72 h com eritrécitos infectados (1 célula T para 3 eritrécitos infectados), determinadas por
citometria de fluxo. (C) Concentracbes de IFN-y nos sobrenadantes das culturas celulares
descritas em B, determinadas por ELISA. (B-C) Diferencas significativas foram analisadas
entre camundongos tratados com IFN-y e nao tratados, com * sendo p<0,05. Os dados
mostram a média = desvio-padrao (n = 5-6) de um experimento representativo de trés.

4.2 ARTIGO 2 — Analise por microscopia intravital revela um papel fundamental
para as DCs esplénicas na ativacdo de células T CD4" e na eliminagao
direta da parasitemia durante a fase aguda da maléaria experimental

4.2.1 DCs séo necessarias para o controle da parasitemia e para a ativagao de
células T CD4" esplénicas durante a infeccdo sanguinea pelo Pc

Para avaliar se as DCs sdo importantes no controle precoce da infecgdo sanguinea
pelo Pc, camundongos B6.CD11c-DTR foram tratados com toxina diftérica (DTx)
para a eliminacéo de células CD11c" (Figura 13A). Camundongos tratados com DTx
e infectados pelo Pc apresentaram maiores niveis de parasitemia (Figura 13B), de

mortalidade (Figura 13C) e perda de peso corporal (Figura 13D) em comparacao
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com camundongos tratados com PBS. No dia 4 p.i., camundongos B6.CD11c-DTR
tratados com DTx apresentaram nimeros reduzidos por baco de células T CD4"
(Figura 13E). O tratamento com DTx também inibiu completamente a proliferacédo de
células T CD4" e de produgdo de IFN-y in vitro em resposta ao estimulo com
eritrocitos infectados (Figura 13F).

Figura 13 - Os efeitos da deplecdo de células CD11c" na infecgéo aguda pelo Pc.
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(A-F) Camundongos B6.CD11c-DTR foram tratados com DTx para depletar as células CD11c",
ou com PBS como controle. Os camundongos foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc 24 h ap6s o
tratamento. (A) Gréficos representativos obtidos por citometria de fluxo confirmam a eficiéncia
da deplecdo induzida pelo DTx nas células CD11c’. Os dados mostram as porcentagens de
células CD11c’ na populacdo de esplendcitos. (B) As curvas de parasitemia sdo mostradas
(médias + desvio-padrdo). (C) As curvas de sobrevivéncia sdao mostradas. (D) Variagdes no
peso corporal em relagdo ao dia O p.i. sdo mostradas (médias + desvio-padréo). (E) Os dados
mostram os nameros de células T (CD3" CD4") por baco nos dias 0 e 4 p.i. (médias * desvio-
padréo). (F) Os dados mostram as porcentagens de proliferacéo de células T CD4" (CFSE'°), e
as concentracdes de IFN-y nos sobrenadantes de culturas de esplendcitos estimuladas por 72
h com eritrécitos infectados (médias + desvio-padrao). Em B-D, as diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos indicados séo designadas por *. Em E e F, as diferencas significativas
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(p<0,05) entre todos os grupos sao designadas por *. Em A-F, um experimento representativo
de trés (n =5) é mostrado.

4.2.2 DCs esplénicas sdo capazes de fagocitar eritrocitos infectados em
camundongos recém-infectados pelo Pc

Para verificar se as DCs esplénicas sao capazes de fagocitar eritrécitos infectados
em camundongos recém-infectados, as interagdes entre células CD11c" e eritrdcitos
infectados pelo mCherry-Pc foram estudadas na regido da polpa vermelha (RP)
subcapsular de camundongos B6.CD11c-YFP através da utilizacdo da técnica de
CIVM (90). Os camundongos foram infectados i.v. com eritrocitos infectados por
formas maduras do parasita, as quais apresentam modificacbes na membrana que
facilitam o reconhecimento destes parasitas por DCs (125). Em camundongos néo
infectados, as células CD11c’ apresentaram-se sésseis, com extensdo ativa de
protrusdes e dendritos (Video 1). Aos quinze minutos p.i., 0s eritrocitos infectados
pelo mCherry-Pc encontraram-se presentes na regido subcapsular do baco (Figura
14A, Video 2). Animagbes em 3D de CIVM mostraram restos de eritrocitos
infectados pelo mCherry-Pc dentro de células CD11c" (definidos por co-localizacbes
em amarelo entre os sinais de mCherry e YFP, visualizados em 3D; Figura 14B,
Video 3). Neste periodo, 13% das células CD11c" continham fragmentos de
mCherry-Pc em seu interior (Figura 14C). Também foi possivel observar varios
eritrécitos infectados pelo mCherry-Pc retidos por células CD11c", porém sem sinais
visiveis de internalizacdo (Figura 14B, Video 4). Desta forma, uma proporcéo
substancial de DCs da regido subcapsular do bagco foram capazes de reter e/ou
internalizar eritrocitos infectados momentos apods a infeccao pelo Pc. Estas células
nao se apresentaram ativadas, como indicado pelo pequeno volume celular médio
(Figura 14D) e pela baixa expressdo de CD80 e CD86 (Figuras 15A e 15B); tais
parametros, assim como a esfericidade celular média (Figura 14D), se mostraram
semelhantes aos observados em DCs de camundongos nao infectados (dados nao
mostrados).

A atividade fagocitica das DCs esplénicas de camundongos recém-infectados foi
também analisada ex vivo por citometria de fluxo ou imunofluorescéncia.
Aproximadamente 2% das células CD11c” esplénicas internalizaram eritrcitos
infectados pelo CTV-Pc (4 x 10* células CTV* CD11c* por baco), como mostrado por

citometria de fluxo (Figuras 14E e 14F). Resultados comparaveis foram obtidos com
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eritrocitos infectados pelo GFP-Pc (Tabela 1). A atividade fagocitica ndo estava
restrita a apenas um subtipo de DC, uma vez que células CD11c* co-expressando
CD11b, CD8 ou B220 apresentaram-se CTV® (Figura 16A). Considerando-se o
nimero de células por bago, as células CD11c* CD11b* foram responsaveis pela
maior parte do controle do parasita imputado as células CD11c* em camundongos
recém-infectados (Figura 16B). A andlise por imunofluorescéncia mostrou
aproximadamente 5% de co-localizacdo entre pixels CD11c” e GFP" nos bacos de
camundongos recém-infectados (Figuras 14G e 14H). A maior parte dos eritrocitos
infectados pelo GFP-Pc foi encontrada dentro da polpa vermelha (RP) e da zona

marginal (MZ) do bago (Figura 14l).

Figura 14 — Fagocitose in vivo e ex vivo de eritrocitos infectados, por DCs
subcapsulares da RP rapidamente ap0s a infecgéo pelo Pc.
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(A-D) Os camundongos B6.CD11c-YFP foram infectados i.v. com 1 x 10° eritrécitos infectados
pelo mCherry-Pc. Os bacos foram analisados por CIVM 15 min depois. (A) Fotos em série
tiradas apo6s 15 min p.i. (0 min) mostram a regido subcapsular da RP. As fotos em destaque
acima mostram a amplificacdo de uma regido com algumas células co-expressando o YFP
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(verde) e o mCherry (vermelho). Nas imagens a direita, uma regido mostrando o contato entre
células CD11c" e eritrécitos infectados por mCherry-Pc é amplificada. (B) Animacées em 3D de
CIVM mostra células CD11c” contendo restos de eritrécitos infectados pelo mCherry-Pc
(pontos amarelos de co-localizacdo entre o mCherry e o YFP, em 3D). (C) Porcentagens de
células CD11c” mCherry® na populacéo de células CD11c” sdo mostradas (médias + desvio-
padréo). (D) O volume e esfericidade média das células CD11c’ sdo mostradas. As linhas
horlzonta|s representam os valores médios. (E-I) Camundongos B6 foram infectados i.v. com 1
x 10° eritrécitos infectados com fases maduras dos parasitas CTV-Pc (citometria de fluxo) ou
GFP-Pc (imunofluorescéncia). Os bacos dos camundongos foram analisados ap6s 15 min. (E)
Graficos representativos obtidos por citometria de fluxo mostram a marcacdo com CTV em
células CD11c” de camundongos B6 ndo infectados (-) e camundongos B6 recentemente
infectados (15 min p.i.). As células CD11c* foram analisadas na populacdo CD3 CD19 DX5
Terl119, excluindo células T, células B, células NK e eritrécitos. Os dados mostram as
porcentagens de células CD11c’ CTV' na populacédo de células CD11c". (F) Os niumeros de
células CD11c" totais e células CD11c* CTV' por bago foram calculados dos dados obtidos em
E (médias £ desvio-padréo). (G) Uma imunofluorescéncia representativa (com aumento de 10x)
mostra o baco de um camundongo B6 infectado. A marcacdo de macriéfagos metalofilicos
MOMA-1" e de células B CD19" determina as regiGes da RP/MZ e a polpa branca (WP). A
imagem abaixo, em destaque, detalha uma célula CD11lc’® GFP' na regido da RP. (H)
Porcentagens de co-localizacao entre pixels CD11c e GFP nas imagens de imunofluorescéncia
sdo mnostradas (médias + desvio-padrédo). (I) Porcentagens de distribuicdo de pixels GFP nas
regides da RP/MZ e da WP dos bacos sdo mostradas (médias + desvio-padrdo). Em A, B e G,
as barras de escala correspondem a 50 um. Em C e D, os dados foram calculados utilizando o
software Imaris. Em H e |, os dados foram calculados utilizando o software FIJI. Em |, as
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos indicados sdo designados por *. Em A-D, um
experimento representativo de quatro (n = 2) é mostrado. Em E-l, um experimento
representativo de trés (n = 4) é mostrado.

Figura 15 — Expressao de marcadores de ativagdo em DCs esplénicas durante a
infeccéo aguda pelo Pc.
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Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc. Os bacos foram analisados nos dias 0,
5 ou 8 p.i.. (A) Histogramas representauvos obtidos por citometria de fluxo mostram a
expressdo de MHC de classe Il (I- A) CD80 e CD86 em células CD1lc’. Os respectivos
controles de fluorescence minus one (FMO) para cada marcador sdo representados pelos
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histogramas preenchidos. (B) Os valores de intensidade de mediana de fluorescéncia (MFI)
foram calculados a partir dos dados obtidos em A (médias * desvio-padréo). (C) Histogramas
representativos obtidos por citometria de fluxo mostram a expressdo de CD36 (esquerda) e
FcyRI (direita) em células CD11¢” nos dias 0 ou 5 p.i.. Os controles FMO correspondentes para
cada marcador séo representados por histogramas preenchidos. (D) Os valores de intensidade
de mediana de fluorescéncia (MFI) foram calculados a partir dos dados obtidos em C (médias *
desvio-padrédo). Em B e D, as diferencas significativas foram analisadas entre os diferentes
dias p.i., para cada marcador de ativacdo; * indica p<0,05. Em A-D, os dados mostram um
experimento representativo de trés (n = 5).

Figura 16 — Fagocitose de eritrécitos infectados, por diferentes subtipos de DCs
durante a infec¢éo aguda pelo Pc.
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Os bacos foram analisados 15 min apés a inje¢do i.v. com 1 x 10° eritrécitos infectados com
formas maduras do CTV-Pc (histogramas com linhas negras) ou com PBS (histogramas
preenchidos), em camundongos B6 com 0, 5 ou 8 dias p.i. com 1 x 10° Pc. (A) Histogramas
representativos obtidos por citometria de fluxo mostram a marcacdo de CTV nos subtipos de
DCs esplénicas (CD11b", CD8", B220" ou CD4"). (B) Numeros de células CD11c" totais ou
CD11c” CTV' foram calculados a partir dos dados obtidos em A. Em B, as diferencas
significativas foram analisadas entre os subtipos de DCs nos diferentes dias p.i.; * indica
p<0,05. Em A-B, os dados mostram um experimento representativo de trés (n = 5).

4.2.3 DCs esplénicas interagem com células T CD4" em zonas ricas em células
T CD4" e também na polpa vermelha durante os primeiros dias apds a
infeccéo pelo Pc

O préximo objetivo foi avaliar a dinamica das DCs esplénicas durante os primeiros
dias apos a infeccdo pelo Pc. As 12 h p.i.,, as células CD11c" da regido subcapsular
do baco apresentaram maior velocidade celular média e maior distribuicdo (Figura
17A). O movimento aumentado das células CD11c" correlacionou com uma maior
migracdo destas células em direcdo a zonas ricas em células T CD4". Isto foi
evidenciado por imunofluorescéncias mostrando, as 2 h e as 24 h p.i., a presenga de



75

areas de co-localizacdo entre os sinais de CD11c e de CD4 em amarelo (Figura
17B), e pela maior porcentagem de co-localizacdo entre pixels CD11c’ e CD4"
(Figura 17C). N6s também transferimos adotivamente células T CD4" CFP" para
camundongos B6.CD11c-YFP para avaliar a interacdo entre as DCs da regiao
subcapsular do bago com as células T CD4" durante o inicio da infec¢éo pelo Pc
através de CIVM. Em camundongos ndo infectados, a maior parte das células CD4"
CFP" fez contatos apenas transientes com as células CD11c" na regi&o subcapsular
(Video 5, Figura 17D); as células CD4" CFP* se movimentaram de maneira ativa
dentro do bago (Figura 17E). ApOs 24 h p.i.,, as células CD4" CFP* mantiveram
contatos mais estaveis com as células CD11c’ da regido subcapsular (Video 6,
Figura 17D), como indicado pela diminuicdo na velocidade média das células CD4"
CFP*, assim como um aumento no coeficiente de parada destas células (Figura
17E).
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Figura 17 — Andlise das interacdes entre DCs esplénicas e células T CD4" apds a
infeccédo pelo Pc.
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(A) Camundongos B6.CD11c-YFP foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados pelo
mCherry-Pc. Os bacos foram analisados por CIVM apdés 2 e 12 h e em controles néo
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infectados. A velocidade média das células CD11c” e o deslocamento médio sdo mostrados.
(B-C) Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados pelo mCherry-
Pc. Os bagos foram analisados 2 ou 24 h p.i.,, e em controles ndo infectados. (B) Imagens de
imunofluorescéncias representativas (com aumento de 10 x) mostram as células CD11c" e
células CD4" em laminas marcadas com DAPI. As barras de escala correspondem a 50 um. (C)
Porcentagens de co-localizagdo entre pixels CD11c e CD4 nas imagens de imunofluorescéncia
sdo mostradas (médias +* desvio-padrao). (D-E) Camundongos B6.CD11c-YFP foram
transferidos adotivamente com 5 x 10° células T CD4" CFP* e infectados i.p. com 1 x 10°
eritrocitos infectados pelo mCherry-Pc. Os bacos foram analisados por CIVM ap6s 24 h, e em
controles nao infectados. (D) Fotos representativas mostram a regido da RP subcapsular com
os trajetos percorridos pelas células CD4" CFP". (E) Valores de velocidade média e coeficiente
de parada de células CD4" CFP* sdo mostrados. Em B e D, as barras de escala correspondem a
100 um. Em A e E, os dados foram calculados utilizando o software Imaris. Em C, os dados
foram calculados utilizando o software FIJI. Em A, C e E, as diferencas significativas (p<0,05)
entre os grupos indicados s&o designadas por *. Em A, D e E, um experimento representativo
de trés (n =2) é mostrado. Em B e C, um experimento representativo de trés (n = 4) € mostrado.

4.2.4 DCs esplénicas em camundongos durante a pré-crise apresentam
capacidade fagocitica intensa

Para investigar se as DCs esplénicas tém um papel direto na eliminacdo da
parasitemia durante a pré-crise, as interacbes entre as DCs esplénicas e o0s
eritrocitos infectados ap6s 5 dias p.i. foram analisadas in vivo e ex vivo. Essa
hipétese foi sugerida pelos nossos resultados anteriores, mostrando um controle
ineficiente da parasitemia em camundongos B6.CD11c-DTR tratados com DTx nos
dias 4 e 5 p.i. (Figura 13B), quando as células T e B proliferam mas ainda nao
produzem guantidades substanciais de IFN-y ou anticorpos ex vivo (102,141). Além
disso, no dia 5 p.i., as DCs esplénicas apresentaram uma expressao aumentada do
receptor fagocitico FcyRI (Figuras 15C e 15D). De modo interessante, foi possivel
visualizar um grande numero de eritrécitos infectados pelo mCherry-Pc dentro da
regido subcapsular do baco, e as células CD11c* apresentaram-se mais méveis em
comparagao com o observado em camundongos néo infectados, e mostrando uma
intensa capacidade fagocitica (Figura 18A, Video 7). A presenca de uma intensa
vacuolizagdo nestas DCs foi também observada claramente. Foi possivel também
observar algumas células CD11c" (contendo restos de eritrocitos infectados de
internalizacdes prévias) em pleno processo de fagocitose de eritrocitos infectados
pelo mCherry-Pc (Figura 18A, Video 8). Animacbes em 3D confirmaram a
internalizacdo dos parasitas mCherry por células CD11c" (Figura 18B, Video 9). Este
fendmeno foi observado em 49% das células CD11c" (Figura 18C). Apds 5 dias p.i.,
as células CD11c" apresentaram-se ativadas, com maior volume celular médio,

menor esfericidade média, e maior expressdao de MHC de classe Il, CD80 e CD86
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em comparacdo com as DCs observadas em camundongos recém-infectados
(Figuras 18D, 15A, 15B e Tabela 1).

A analise por citometria de fluxo confirmou que as DCs esplénicas foram capazes de
fagocitar eritrgcitos infectados durante a pré-crise. Quando eritrécitos infectados pelo
CTV-Pc foram injetados i.v. em camundongos com 5 dias p.i., aproximadamente 4%
das DCs esplénicas apresentaram-se CTV" (1,4 x 10° células CD11c" CTV" por
baco) (Figuras 18E e 18F). A atividade fagocitica ndo estava restrita a um subtipo de
DC em particular, uma vez que uma propor¢cdo de todos os subtipos estudados
internalizaram eritrécitos infectados durante a pré-crise (Figura 16A). Entretanto, os
nimeros por baco de células CD11c* CD11b* CTV' e de células CD11c* CD8" CTV"
eram significativamente maiores em comparacdo com 0s numeros observados para
0s outros subtipos (Figura 16B). Além disso, quase 10% das células CD11c" de
camundongos com 5 dias p.i. pelo GFP-Pc eram GFP+ (3,9 x 10° células CD11c*
GFP™ por baco; Figuras 18G e 18H). A analise por imunofluorescéncia corroborou o
papel importante das DCs esplénicas da fagocitose de eritrécitos infectados
observada na pré-crise. A co-localizac&o entre pixels CD11c” e GFP* foi de 41% nos
bacos de camundongos com 5 dias p.i. (Figuras 181 e 18J). Comparativamente, foi
possivel observar um aumento substancial na ativacdo e na capacidade fagocitica in
Vivo e ex vivo nas DCs esplénicas durante a pré-crise (Tabela 1). Além disso, uma
frequéncia significativamente elevada de fagocitose de eritrocitos infectados pbde

ser detectada pela utilizacdo da CIVM em comparacao com a citometria de fluxo.
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Figura 18 — Analise da fagocitose de eritrocitos infectados in vivo e ex vivo por DCs
subcapsulares da RP durante a pré-crise.
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(A-D) Camundongos B6.CD11c-YFP foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados
pelo mCherry-Pc. Os bacos foram analisados por CIVM com 5 dias p.i., em um periodo do dia
onde os estagios maduros do parasita sdo predominantes. (A) Fotos em série mostram a
regidio da RP subcapsular e, nas imagens a direita, uma célula CD11c” (verde) em processo
ativo de fagocitose de um eritrécito infectado pelo mCherry-Pc (vermelho) em detalhe. (B)
Animacdes em 3D de CIVM mostra a presenca de restos de eritrécitos infectados pelo
mCherry-Pc (pontos amarelos de co-localizagcdo entre mCherry e YFP em 3D) dentro de células
CD11c". (C) Porcentagens de células CD11c” mCherry” na populacdo de células CD11c* s&o
mostradas (médias + desvio-padrao). (D) Os valores médios de volume e esfericidade média
das células CD11c’ sdo mostrados. As linhas horizontais representam as médias. (E-F)
Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados pelo Pc. Apds 5 dias
p.i., metade dos camundongos B6 foram re-infectados i.v. com 1 x 10? eritrécitos infectados
com formas maduras de CTV-Pc. Os bagos foram analisados por citometria de fluxo apés 15
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min. (E) Gréaficos representatios mostram a marcacdo com CTV em células CD1lc”® de
camundongos infectados com Pc que foram re-infectados [Pc (5d) + CTV-Pc] ou néo [Pc (5d)]
com eritrécitos infectados com o CTV-Pc. As células CD11c” foram analisadas na populagéo
CD3 CD19 DX5 Terl19. Os dados mostram as porcentagens de células CD11lc’ CTV' na
populagéo de células CD11c". (F) Nimeros de células CD11c" totais e células CD11c* CTV' por
baco foram calculados a partir dos dados obtidos em E (médias * desvio-padrao). (G-J)
Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados com Pc ou GFP-Pc.
Os bagos foram analisados ap6s 5 dias, em um periodo do dia onde formas maduras do
parasita eram predominantes. (G) Graficos representativos obtidos por citometria de fluxo
mostram a marcacdo com GFP em células CD11c” de camundongos que foram infectados com
o Pc [Pc (5d)] ou com o GFP-Pc [GFP-Pc (5d)]. As células CD11c" foram analisadas na
populacdo CD3 CD19 DX5 Terll9. Os dados mostram as porcentagens de células CD11c”
GFP" na populacéo de células CD11c". (H) Nimeros de células CD11c" totais e células CD11c”
GFP" por bago foram calculados a partir dos dados obtidos em G (médias + desvio-padrao). (I)
Uma imagem representativa de imunofluorescéncia (com aumento de 10x) representa os bacos
de camundongos infectados. A imagem em destaque abaixo detalha uma célula CD11c’ GFP".
(J) Porcentagens de co-localizacdo de pixels CDllc e GFP nas imagens de
imunofluorescéncias sdo mostradas (médias + desvio-padrdo). Em A e |, as barras de escala
correspondem a 50 um. Em B, as barras de escala correspondem a 30 pum. Em C e D, os dados
foram obtidos utilizando o software Imaris. Em J, os dados foram obtidos utilizando o software
FIJI. Em A-D, um experimento representativo de cinco (n = 2) é mostrado. Em E-J, um
experimento representativo de trés (n = 4) é mostrado.

4.2.5 A fagocitose do Pc pelas DCs esplénicas nao é observada durante a crise

Durante a fase de crise da infeccdo aguda pelo Pc, modificagbes profundas na
estrutura do baco s&o observadas, as quais resultam no fechamento da RP (142).
Considerando este aspecto, nés estendemos nosso estudo para esta fase da
infeccdo aguda. A analise por CIVM mostrou apenas alguns eritrécitos infectados
pelo mCherry-Pc sendo retidos por células CD11c’ da regido subcapsular em
camundongos com 8 dias p.i. (Figuras 19A e 19B, Video 10), e eventos de co-
localizag&o entre os sinais mCherry e YFP mostraram-se raros (Figura 19C). Neste
ponto da infeccdo, os volumes médios das células CD11c’ mostraram-se menores
em comparacdo aos volumes observados na pré-crise (Figura 19D, Tabela 1). A
esfericidade média mostrou-se semelhante em camundongos com 5 e 8 dias p.i., em
comparacdo com camundongos nao-infectados (Figura 19D, Tabela 1). A analise
por citometria de fluxo também mostrou uma baixa capacidade fagocitica pelas DCs
esplénicas, tanto quando os camundongos eram re-infectados i.v. com eritrécitos
infectados pelo CTV-Pc, assim como quando os camundongos eram infectados i.p.
com o GFP-Pc (Figuras 19E, 19F, 19G e 19H). Estes dados indicam que as DCs
esplénicas podem estar principalmente envolvidas na apresentacdo de antigenos
em detrimento da atividade fagocitica durante a crise, uma vez que as células

CD11c" expressaram altos niveis de MHC de classe Il e CD80 no dia 8 p.i. (Figuras
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15A e 15B).

Figura 19 — Andlise da fagocitose de eritrocitos infectados in vivo e ex vivo por DCs
esplénicas durante a crise.
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(A-D) Camundongos B6.CD11c-YFP foram infectados i.p. com 1 X 10° eritrécitos infectados
pelo mCherry-Pc. Os bagos foram analisados por CIVM com 8 dias p.i., em um periodo do dia
onde formas maduras do parasita eram predominantes. (A) Uma foto representativa mostra a
regido da RP subcapsular. (B) Animag¢bes 3D de CIVM mostram a presenca de poucos
eritrocitos infectados pelo mCherry-Pc (vermelho) ligados & células CD11lc’ (verde). (C)
Porcentagens de células CD11c® mCherry’ na populacédo de células CD11c’ sao mostradas
(médias * desvio-padréo). (D) Os valores para volume e esfericidade das células CD11c” s&o
mostrados. As linhas horizontais representam as médias. (E-F) Camundongos B6 foram
infectados i.p. com 1 x 10° Pc. Aos 8 dias p.i., metade dos camundongos B6 foram re-
infectados i.v. com 1 x 10° eritrécitos com formas maduras do CTV-Pc. Os bacos foram
analisados por citometria de fluxo apés 15 min. (E) Gréaficos representativos obtidos por
citometria de fluxo mostram a marcacdo com CTV em células CD11lc’ de camundongos
infectados pelo Pc que foram re-infectados [Pc (8d) + CTV-Pc] ou nao [Pc (8d)] com eritrocitos
infectados pelo CTV-Pc. As células CD11c” foram analisadas na populacdo CD3 CD19 DX5
Ter119. Os dados mostram as porcentagens de células CD11c* CTV' na populacédo CD11c". (F)
Os numeros de células CD11c” totais e células CD11c” CTV' por bago foram calculados a partir
dos dados obtidos em E (médias + desvio-padrdo). (G-H) Camundongos B6 foram infectados
i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados pelo Pc ou pelo GFP-Pc. Os bacos foram analisados aos
8 dias p.i., em um periodo do dia onde formas maduras do parasita eram predominantes. (G)
Graficos representativos obtidos por citometria de fluxo mostram a marcacdo de GFP em
células CD11c” de camundongos que foram infectados pelo Pc [Pc (8d)] ou pelo GFP-Pc [GFP-
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Pc (8d)]. As células CD11c" foram analisadas na populacdo CD3 CD19 DX5 Ter119". Os dados
mostram as porcentagens de células CD11lc® GFP' na populacdo CD11c*. (H) Nimeros de
células CD11c" totais e células CD11c” GFP" por baco foram calculados a partir dos dados
obtidos em G (médias + desvio-padrao). Em A e B, as barras de escala correspondem a 50 pm
e 30 um, respectivamente. Em C e D, os dados foram obtidos utilizando o software Imaris. Em
A-D, um experimento representativo de trés (n = 2) é mostrado. Em E-H, um experimento
representativo de trés (n = 5) é mostrado.

Tabela 1 — Analise comparativa das técnicas in vivo e ex vivo no estudo das DCs
esplénicas durante a infec¢céo aguda pelo Pc.

PARAMETERS TECHNIQUE 15minp.i. | 5daysp.i. | 8daysp.i.
CD11c” cell volume (um?) (X 10%) CIVM 0.240.2 1.4+1.2%# 0.5+0.6
CD11c” cell sphericity (a.u.) CIVM 0.7#0.1 0.6+0.1* 0.6+0.1*
mCherry"CD11c" cells (%) CIVM 12.6+2.6 | 48.8£8.9*# | 1.7+15*
CTV'CD11c" cells (%) Flow cytometry 1.8+0.6 4.1+1.4%% 0.1+0.0
GFP*CD11c" cells (%) Flow cytometry 2.1£0.5 10.1+3.2%# 0.940.3
CD11c-GFP pixel colocalization (%) | Immunofluorescence 5.3t1.9 41.3+16.3*

Os dados comparam o0s varios parametros em camundongos recém-infectados, em
camundongos com 5 dias p.i. (pré-crise) e em camundongos com 8 dias p.i. (crise). Para as
andlises in vivo, dois experimentos principais foram realizados: camundongos B6.CD11c-YFP
foram infectados i.v. com 1 x 10° eritrécitos com formas maduras do mCherry-Pc, e os bacos
foram avaliados 15 min depois; ou os camundongos foram infectados i.p. com 1 x 10°
mCherry-Pc, e os bag¢os foram analisados aos 5 ou 8 dias p.i., em um periodo do dia onde
formas maduras do parasita eram predominantes. Para as andlises ex vivo, dois experimentos
principais foram realizados: camundongos B6 foram infectados com 1 X 10° eritrocitos
infectados com formas maduras do CTV-Pc (citometria de fluxo) ou GFP-Pc (citometria de
fluxo e imunofluorescéncia), e os bacos foram analisados apés 15 minutos; ou o0s
camundongos foram infectados i.p. com 1 x 10° eritrécitos infectados com GFP-Pc (citometria
de fluxo e imunofluorescéncia), e os bacos foram analisados com 5 ou 8 dias p.i., em um
periodo do dia onde formas maduras do parasita eram predominantes. Os dados foram
compilados das Figuras 14, 18 e 19. Diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos de
camundongos recém-infectados e camundongos com 5 ou 8 dias p.i. sdo indicadas por *.
Diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos com 5 dias p.i. e com 8 dias p.i. séo
indicadas por #. Os dados mostram um experimento representativo de quatro (n = 4-6).
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4.3 ARTIGO 3 — Macrofagos da polpa vermelha séo importantes para a geragao
de células T foliculares e para induzir respostas de células B T-
dependentes durante a malaria experimental

4.3.1 Células F4/80"" do baco de camundongos infectados sdo capazes de
fagocitar parasitas, expressam marcadores de ativacao e co-estimulacao
e aumentam a expresséo de ICOSL

Em primeiro lugar, nés avaliamos se diferentes macrofagos esplénicos sado capazes
de fagocitar eritrocitos infectados durante a fase aguda da infeccdo pelo Pc. Durante
a fase aguda da infeccdo, macréfagos F4/80™" da polpa vermelha (RP) mantiveram-
se com o mesmo tamanho populacional (Figura 20A), assim como macrofagos
MARCO" da zona marginal (MZ) e macréfagos MOMA-1* metalofilicos da MZ
(Figura 20A), indicando que estas trés populacdes sao residentes e nao incluem
células derivadas de precursores que poderiam aparecer durante a infeccao, de uma
maneira oposta ao observado para células F4/80°" (Figura 21). Através da
transferéncia adotiva de macréfagos F4/80"" de camundongos GFP para
camundongos B6, foi possivel observar a fagocitose imediatamente apos a infeccéo
com o mCherry-Pc por CIVM (Figura 20B, Video 11). Andlises por citometria de fluxo
da fagocitose de CTV-Pc, por sua vez, mostraram um aumento nas porcentagens de
macréfagos CTV' quando inoculados nos dias 0, 5 (pré-crise; 143) e 8 p.i. (crise,
guando a RP se fecha e os parasitas ndo sdo capazes de alcancar esta regiao de
forma eficiente; 142) (Figura 20C). As andlises ex vivo também mostraram que uma
porcentagem de macrofagos da MZ pode fagocitar o Pc nos dias 0 e 5 p.i., porém
com menores valores de células CTV' em comparacdo com os dos macréfagos da
RP (Figura 20C). Andlises de imunofluorescéncia também foram utilizadas como
uma ferramenta para se avaliar a fagocitose de eritrocitos infectados pelo Pc por
estes macrofagos. No baco de camundongos recém-infectados pelo GFP-Pc, foi
possivel observar uma co-localizac&o parcial entre pixels F4/80" e GFP™, e, de forma
semelhante, entre pixels MARCO" e GFP*, e MOMA-1" e GFP" (Figura 20D). Os
resultados indicaram, desta forma, que todos os trés tipos de macréfagos esplénicos
estudados pareceram ser capazes, durante a infeccdo aguda pelo Pc, de fagocitar
eritrocitos infectados.

A seguir, n0s avaliamos a expressdo de marcadores de ativacdo e co-estimulagédo

por macréfagos da RP durante a infeccéo pelo Pc. Estes macréfagos apresentaram
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expressdo de MHC de classe I, CD80 e CD86 (Figura 20E), embora em menor nivel
do que o observado para células dendriticas (DCs — Figura 22). De modo
interessante, as expressdes de todos estes marcadores encontraram-se diminuidas
no dia 5 apos a infeccao (Figura 20E). De maneira oposta, macréfagos da RP nédo
expressam ICOSL constitutivamente; no dia 5 ap6s a infeccdo ha um aumento na
expressao desta molécula co-estimulatoria (Figura 20E), o qual pode estar envolvido
com a interacdo com ICOS e a posterior geracdo de respostas de células B T-
dependentes (144).

Figura 20 — Analise das populacdes de macréfagos esplénicos durante a infeccéo
aguda pelo Pc.
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(A) Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e nos dias 0, 5 e 8 p.i., 0s nimeros
totais de macréfagos esplénicos F4/80"9", MARCO" e MOMA-1" foram guantificados através de
citometria de fluxo (médias = desvio-padrdo). (B) Camundongos B6 foram transferidos
adotivamente com 5 x 10° macréfagos F4/80°, e infectados i.p. com mCherry-Pc 24 h depois.
Os bacos foram analisados por CIVM apés 2 h (esquerda) e 2,5 h (direita). (C) Camundongos
B6 — com 0, 5 ou 8 dias p.i. com 1 x 10° Pc, foram infectados i.v. com 1 x 10° eritrécitos
infectados com formas maduras do CTV-Pc, e os bacos foram analisados 15 min depois. Os
dados mostram a porcentagem de macréfagos CTV', sendo que na esquerda sdo mostrados
graficos representativos obtidos por citometria de fluxo pelos diferentes tipos de macréfagos
esplénicos, e na direita s8o representadas as porcentagens de células CTV" para cada tipo de
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macréfago (médias + desvio-padréo). (D) Camundongos B6 foram infectados i.v. com 1 x 10°
GFP-Pc, e os bacos foram analisados por imunofluorescéncia apés 15 min. As imagens
mostram as interagcdes entre macrofagos esplénicos e o GFP-Pc. (E) Os vanres de intensidade
de mediana de fluorescéncia (MFI) para os marcadores MHC de classe Il (I- -A° ), CD80, CD86, ou
ICOSL foram analisados para as células F4/80 9" nos dias 0 e 5 p.i.com o Pc (medlas + desvio-
padrédo). Diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos de camundongos recém-infectados
e camundongos com 5 ou 8 dias p.i. sdo indicadas por *. Os dados mostram um experimento
representativo de trés (n = 5).

Figura 21 — NGmeros totais de DCs e células F4/80"" esplénicas durante a infecgéo
aguda pelo Pc.
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Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e nos dias 0, 5 e 8 p.i., 0S nameros
totais de DCs (CD11lc IAb+) e células F4/80"°" foram quantificados através de citometria de
fluxo (médias + desvio-padrédo). Os dados mostram um experimento representativo de trés
(n=5).

Figura 22 - Expressdo de marcadores de ativacdo e co-estimulacdo em DCs e
células F4/80"™" esplénicas durante a infeccdo aguda pelo Pc.
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Camundongos B6 foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e os vanres de intensidade de mediana
de fluorescéncia (MFI) para os marcadores MHC de classe Il (I-A ) CD80, CD86 e ICOSL foram
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analisados para as DCs (acima, CD11c” I-A'”) e para as células F4/80"°" (abaixo) nos dias 0 e 5

p.i. (médias * desvio-padrdo). Diferencas significativas (p<0,05) entre o0os grupos de
camundongos recém-infectados e camundongos com 5 dias p.i. sdo indicadas por *. Os dados
mostram um experimento representativo de trés (n=5).

4.3.2 Efeitos do tratamento in vivo com diferentes doses de lipossomos de
clodronato durante ainfeccéo pelo Pc

O proximo objetivo foi avaliar a importancia relativa de macrofagos durante a
infeccdo aguda pelo Pc. Para isto, nés utilizamos uma estratégia de deplecdo com
lipossomos de clodronato, onde a inje¢do i.v. de 1 mg destas moléculas induziu a
deplecdo de macrofagos da RP e da MZ, enquanto a injecdo de 157 pg induziu
exclusivamente a deplecdo de macréfagos da MZ (Figura 23). Nesses experimentos,
os camundongos foram infectados 8 dias ap6s a injecdo de lipossomas de
clodronato para assegurar a repopulacdo das DCs. A injecao de 157 g de
lipossomos de clodronato ndo induziu nenhum efeito na parasitemia (Figura 24A) ou
na sobrevivéncia (Figura 24B) durante a infeccdo aguda pelo Pc. Quando 1 mg de
lipossomos foram injetados, no entanto, os camundongos apresentaram um
aumento na parasitemia (Figura 24A) e uma diminuicdo na sobrevivéncia apds a
infeccdo pelo Pc (Figura 24B). Estes resultados indicam que os macrofagos séo, ao
menos parcialmente, importantes no controle da parasitemia e na manutencdo da
sobrevivéncia apos a infeccéo pelo Pc, o que ndo € observado para os macrofagos
da MZ.
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Figura 23 - Analise de deplecdo dos macrofagos esplénicos pela utilizacdo de
lipossomos de clodronato.
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Para eliminar diferencialmente macréfagos da RP e da MZ, camundongos B6 foram injetados
i.v.com 1 mg ou com 157 pg de lipossomos contendo clodronato. A dose de 1 mg eliminou
completamente tanto macréfagos F4/80"" da RP, quanto macréfagos MARCO" e MOMA-1" da
MZ. Enquanto isso, a dose de 157 ug foi suficiente apenas para a deplecdo de macréfagos da
MZ. Os dados mostram um experimento representativo de dois (n=8).

Figura 24 — Importancia in vivo de macréfagos durante a infec¢cao aguda pelo Pc.
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(A) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato,
foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e as parasitemias foram analisadas por esfregacos
corados com Giemsa, em comparacdo com camundongos B6 tratados apenas com PBS
(médias + desvio-padrao). (B) Curvas de sobrevivéncia referentes aos camundongos tratados e
infectados em A. Diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos de camundongos tratados
com PBS ou com lipossomos de clodronato sédo indicadas por *. Os dados mostram um
experimento representativo de dois (n = 8).
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4.3.3 Macréfagos esplénicos contribuem parcialmente para a ativagado precoce
de células T CD4"

Apos determinar os efeitos do tratamento in vivo com diferentes doses de
lipossomos de clodronato durante a infec¢do pelo Pc, ndés avaliamos a importancia
dos macréfagos da RP e da MZ para as respostas imunes observadas durante esta
infeccdo. Aos 5 dias p.i., 0s numeros totais de esplendcitos eram menores em
camundongos tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato, em
comparacao com aqueles observados em camundongos tratados com PBS (Figura
25A). Os nimeros de células T CD4" no dia 5 p.i. também se mostraram diminuidos
nos grupos tratados, embora a diminuicdo tenha sido mais acentuada nos grupos
tratados com 1 mg de clodronato (Figura 25B). Com relacéo a ativacao precoce das
células T CD4", ndo houve diferenca na expressdo de CD69 por estas células
(Figura 25C). Além disso, a resposta proliferativa ao estimulo com eritrocitos
infectados pelo Pc in vitro mostrou-se inalterada na auséncia de qualquer um dos
macrofagos estudados (Figura 25D) — embora a resposta proliferativa espontanea ex
vivo estava diminuida nos camundongos tratados com 1 mg de clodronato (Figura
25D). Em concordancia com os resultados de proliferacdo celular, a producédo de
IFN-y em resposta a eritrocitos infectados pelo Pc mostrou-se inalterada em ambos
0s grupos tratados (Figura 25E). Ao contrario, a producdo espontanea de IFN-y foi
parcialmente inibida nos camundongos tratados com 1 mg de clodronato (Figura
25E). Em conjunto, os resultados indicam que os macrofagos esplénicos ndo sao
fundamentais para a ativacdo precoce de células T CD4" durante a infecgéo pelo Pc,
embora a ativacdo espontanea ex vivo destas células parecesse depender

parcialmente da presenca de macrofagos da RP.
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Figura 25 — Importancia dos macrofagos da RP e da MZ para a ativagdo precoce de
células T CD4" durante a infecgdo aguda pelo Pc.
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(A) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato,
foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e os nimeros de células esplénicas foram observados
aos 5 dias p.i. (médias + desvio-padréo). (B) Os numeros de células T CD4" por bago também
foram observados aos 5 dias p.i. (médias + desvio-padrao). (C) Histogramas representativos da
expressdo de CD69 por células T CD4" (esquerda) e porcentagens de células T CD4" CD69"
(direita) nos camundongos experimentais aos 5 dias p.i. (médias * desvio-padrédo). (D) Acima,
histogramas representativos da marcacdo com CFSE de células T CD4" esplénicas dos
camundongos experimentais, estimuladas por 72 h com eritrécitos infectados (1 célula T para
3 eritrécitos infectados), determinados por citometria de fluxo. Abaixo, as porcentagens de
proliferacdo de células T CD4" (CFSE'OW) dos camundongos experimentais, tanto espontanea
guanto apos a estimulagdo por 72 h com eritrdcitos infectados (médias + desvio-padréo). (E)
Concentracfes de IFN-y nos sobrenadantes de culturas de esplenécitos mostradas em D,
quantificadas por ELISA (médias + desvio-padréo). Diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos de camundongos tratados com PBS ou com lipossomos de clodronato s&o indicadas
por *. Os dados mostram um experimento representativo de dois (n = 8).

4.3.4 Macrofagos da RP séo capazes de induzir o fendétipo e funcéo de células
Tfh em células T CD4"

Nossos resultados anteriores indicaram que o0s macrofagos sdo parcialmente
importantes para o controle da parasitemia durante a infecgéo pelo Pc. Além disso, a
capacidade de ativagdo espontanea ex vivo das células T CD4" pareceu ser
dependente de macréfagos da RP. De modo interessante, quando nds analisamos o
padrdo de expressdo génica das células T CD4" de camundongos com 5 dias p.i.,

enquanto marcadores de expressdo precoce (dados ndo mostrados) mantém-se
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expressos, a expressao de marcadores para o fenétipo de Tfhs foi fortemente inibida
nos camundongos tratados com 1 mg de lipossomos de clodronato (Figura 26A). Em
concordancia com estes resultados, a expressao proteica de ICOS por células T
CD4" durante a pré-crise (5 dias p.i.) foi parcialmente inibida quando os
camundongos foram tratados com 1 mg de clodronato (Figura 26B). A expresséo de
ICOS por células T CD8" foi completamente inibida em ambos os grupos tratados no
mesmo tempo apos a infeccdo (Figura 26C). De modo importante, a expressao
proteica de ICOS por células T CD4" apos 4 dias de infecgdo foi completamente
inibida nos camundongos tratados com 1 mg de clodronato (Figura 27). Além disso,
0 numero de células Tfth no dia 5 p.i. € menor com o tratamento com 1 mg de
clodronato, embora nos camundongos tratados com 157 pg tais nUmeros estejam
parcialmente diminuidos (Figura 26D). A producdo de IL-21 em resposta aos
eritrocitos infectados pelo Pc mostrou-se também diminuida nos camundongos
tratados com 1 mg (Figura 26E). Em conjunto, estes resultados indicam que os
macrofagos da RP sdo fundamentais para a geracdo completa da populacdo de
células Tfh observada durante a infeccdo aguda com o Pc. Para confirmar a
capacidade de macrofagos da RP em gerar células T CD4" com o fenétipo de
células Tfh, nés realizamos co-culturas in vitro com macréfagos da RP (F4/80"9" e
células T CD4" de camundongos n&o infectados ou com 3 dias apds a infecgdo —
sendo que as células T eram provenientes de camundongos tratados ou ndo com
lipossomos de clodronato. Os macréfagos da RP foram capazes de induzir a
expressdo concomitante de PD1 e CXCRS5, um fenétipo ligado a células Tfh (Figuras
26F e 26G), de uma maneira semelhante ao observado na presenca de DCs
(Figuras 26F e 26G), as quais sdo geralmente ligadas a geracédo de células Tfh in
vivo (145). Além disso, nestas co-culturas, a presenca de macrofagos da RP induziu
um aumento na producdo de IFN-y e IL-21 por estas células T CD4", de modo
semelhante ao observado na presenca de DCs (Figura 26H), indicando que, ao
menos parcialmente, estes macréfagos induziram o fenétipo de Tfh in vitro. E
importante notar, no entanto, que as células T de camundongos previamente
tratados com 1 mg de clodronato aumentaram apenas parcialmente a producao de
IFN-y e IL-21 na presenca de macrofagos da RP, indicando que a auséncia de
macrofagos da RP nos primeiros dias apos a infeccéo pelo Pc induzem as células T

CD4" a se tornarem insensiveis a estimulacées posteriores.
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Figura 26 — Importancia de macréfagos da RP e da MZ para o fenotipo de células
Tfhs durante a infeccdo aguda pelo Pc.

A B . C _ .
&~ * =< 60
2 60 85 B _x- W PBS @ =(P:IBL|Sp1 mg
s_ 26 SCILip 1 mg 3 ECILip 157
) X c EClLip 157 g S 40 P Mg
= £ 40 @ 0% [
cc c OO0 %
23 2 53 4 17}
2 Q
e g 582 g 2
& 0 == == = s i i EE 0 3
stat3  icos il6 1cOsS z o 0
T 5d PBS BT 5d ClLip 1 mg
D PBS ClLip 1 mg ClLip 157 pg g 2500 = mpas E mPBS
3.7%|] 2 6.1% X EClLipimg = ECILip 1 mg
| o ‘ qs200 ECILip 157 pg € mECILip 157 pg
S 2
=B =
» | 2 ] 100 3
_ E3 s0 =
TR zc 0
S £ 0 od 5d
Days after infection
G .
F g 50 mPBS
(-) +DC, 72h + RPMo, 72h + RPMo, 96h < 404 ECILip 1 mg
51% [ 16.7% [ 208% [ 426% 3 301 MClLip 157 pg
- (2} £
@ 201
38 J10
= o b =
©) +DC,72h +RPMo, 72h + RPMo, 96h
36.99 - H 41 L
i 6.9% g’ — — mPBS
- = 3 MECILip 1 mg
S a E _* _ [@ClLip 157 pg
o e =]
a o £ 2
3 'l
— E 11
| 432% 2 0 —_
~ ) +DC_72h  +RPMo, 72h
B : .
= 400+
3
S T 300
- £
™ (=]
e > = £ 2001
&
2 100
0

) +DC,72h  +RPMo, 72h

(A) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg de lipossomos de clodronato, foram
infectados i.p. com 1 x 10° Pc; a expressdo, em células T CD4" com 5 dias p.i., de mRNAs para
stat3, icos e il6 foi avaliada por gPCR, utilizando o0 método —AACT (médias * desvio-padréo).
(B) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato,
foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc, e a expressdo de ICOS nas células T CD4" foi analisada
por citometria de fluxo no dia 5 p.i.; na esquerda, histogramas representativos da expresséo
de ICOS nas células T CD4", enquanto na direita, os nimeros de células T CD4"ICOS" por bago
s&o mostrados (médias + desvio-padréo). (C) As porcentagens de células T CD8" ICOS" aos 5
dias p.i. sdo mostradas, determinadas por citometria de fluxo (médias + desvio-padrao). (D) Na
esquerda, gréaficos representativos, obtidos por citometria de fluxo, mostrando a expressao
concomitante de PD-1 e CXCR5 em células T CD4" dos grupos experimentais aos 5 dias p.i.; na
direita, os nameros totais de células T CD4" PD-1" CXCR5" (Tfhs) por baco sdo mostrados
(médias = desvio-padréo). (E) Concentragdes de IL-21 nos sobrenadantes de culturas celulares
de esplenécitos mostradas na Figura 25D, quantificadas por ELISA (médias + desvio-padréo).
(F) Co-culturas com células T CD4" de camundongos com 3 dias p.i. dos grupos experimentais
com DCs ou macréfagos F4/80"" de camundongos B6, na presenca de eritrécitos infectados,
foram realizadas e mantidas por 72 h ou 96 h. Graficos representativos, obtidos por citometria
de fluxo, mostrando a express&o concomitante de PD-1 e CXCR5 nas células T CD4" destas co-
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culturas sdo mostrados. (G) Porcentagens de células T CD4" PD-1" CXCR5" (Tfhs) nas co-
culturas mostradas em F foram obtidas através de citometria de fluxo (médias = desvio-
padréo). (H) ConcentragcBes de IFN-y (acima) e IL-21 (abaixo) nos sobrenadantes das co-
culturas mostradas em F, quantificadas por ELISA (médias + desvio-padrdo). Diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos de camundongos tratados com PBS ou com
lipossomos de clodronato sdo indicadas por *. Os dados mostram um experimento
representativo de dois (n = 8).

Figura 27 — Expresséao de ICOS em células T CD4" apds 4 dias de infecgéo pelo Pc.
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(A) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg de lipossomos de clodronato, foram
infectados i.p. com 1 x 10° Pc; a expressdo de ICOS nas células T CD4" aos 4 dias p.i. foi
avaliada por citometria de fluxo. Gréficos representativos mostram a expressédo de ICOS nas
células T CD4", obtidas por citometria de fluxo. (B) Gréaficos representativos mostram a
expressdo de ICOS em células T CD4" provenientes das co-culturas mostradas na Figura 26F.
Os dados mostram um experimento representativo de trés (n = 5).

T vy T T

4.3.5 Macréfagos da RP séo fundamentais para a geracdo de células B do
centro germinativo e para a producéo de anticorpos IgG especificos ao Pc

Os resultados anteriores indicaram que os macrofagos da RP sdo importantes para
a geracdo de células Tfh durante a infeccdo pelo Pc. As células Tfh séo
fundamentais para a interagdo com células B, e posterior geracdo da ativacdo de
células B T-dependente, troca de isotipo e geracdo de anticorpos especificos (146).
Desta forma, nés investigamos se a auséncia de macréfagos da RP poderia inibir a
ativacdo de células B. O numero total de células B mostrou-se significativamente
reduzido em ambos os grupos tratados com lipossomos de clodronato (Figura 28A).
A expressdo do marcador de ativacdo precoce CD69 manteve-se inalterado em
todos os grupos tratados (Figura 28B), porém a expressao de outros marcadores de
ativacao tais como Fas ou aumento na expresséo de MHC de classe Il mostraram-se
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diminuidas em ambos os grupos tratados (Figura 28C). Estes resultados indicaram
que a ativacdo precoce de células B dependeu principalmente de macréfagos da
MZ. A proliferacdo das células B em resposta ao estimulo com eritrocitos infectados
pelo Pc in vitro, no entanto, foi parcialmente inibida apenas no grupo tratado com 1
mg de lipossomos de clodronato (Figura 28D).

Depois, n6s observamos o fenotipo das células B no dia 30 apds a infeccdo. O
nimero de células B Fas® GL7" do centro germinativo (GC) foi diminuido apenas nos
camundongos tratados com 1 mg de lipossomos de clodronato (Figura 28E). Além
disso, o nimero de células B IgG2a* (Figura 28F) e de plasmdcitos IgG2a” (Figura
29) mostraram-se diminuidos no grupo tratado com 1 mg de lipossomos de
clodronato, embora houvesse uma diminuicdo parcial nestes numeros nos
camundongos tratados com 157 ug. E, de forma importante, a producéo e liberacao
de anticorpos IgG1 e IgG2a especificos ao Pc foi inibida apenas nos grupos tratados
com 1 mg de lipossomos de clodronato (Figura 28G), mostrando desta forma que a
presenca dos macréfagos da RP na infeccdo aguda pelo Pc é fundamental para as
respostas de células B observadas na infeccdo cronica pelo Pc, e ligadas

geralmente a acao das células Tfh.
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Figura 28 — Importancia dos macréfagos da RP e da MZ para a ativacao de células
B durante a infeccéo pelo Pc.
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(A) Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato,
foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc; o nimero de células B por baco foi quantificado através
de citometria de fluxo (médias + desvio-padréo). (B) Na esquerda, histogramas representativos
mostrando a expressdo de CD69 nas células B dos camundongos experimentais; na direita, as
porcentagens de células B CD69" por baco, aos 5 dias p.i. (médias + desvio-padréo). (C) Na
esquerda, histogramas representativos mostrando a expressao de Fas e de MHC de classe Il (I-
Ab) em células B dos grupos experimentais aos 5 dias p.i.; na direita, os valores de
intensidade de mediana de fluorescéncia (MFI) para estes dois marcadores, quantificados por
citometria de fluxo (médias + desvio-padréo). (D) Na esquerda, histogramas representativos da
marcacdo com CTV de células B esplénicas dos camundongos experimentais aos 5 dias p.i.,
estimuladas por 72 h com eritrécitos infectados (1 célula B para 3 eritrocitos infectados),
determinados por citometria de fluxo. Na direita, as porcentagens de proliferagao de células B
(CTV'°W) dos camundongos experimentais, tanto esponténea quanto apés a estimulacédo por 72
h com eritrécitos infectados (médias + desvio-padrao). (E) Na esquerda, gréafico representativo
da expressao concomitante de Fas e GL7 por células B, definindo a populacao de células B do
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GC. Na direita, os numeros de células B do GC por baco, aos 30 dias p.i., foram determinados
por citometria de fluxo (médias +* desvio-padrdo). (F) Na esquerda, histogramas
representativos da expressdo de lgG2a intracelular em células B CD19" em camundongos
experimentais aos 30 dias p.i; na direita, os nimeros de células B IgG2a” por baco aos 30 dias
p.i. foram determinados por citometria de fluxo (médias + desvio-padrdo). (G) Os titulos
séricos de anticorpos IgM, IgGl e IgG2a parasita-especificos foram determinados nos
camundongos experimentais aos 30 dias p.i. por ELISA. Diferencas significativas (p<0,05)
entre os grupos de camundongos tratados com PBS ou com lipossomos de clodronato s&o
indicadas por *. Os dados mostram um experimento representativo de dois (n = 8).

Figura 29 — Numeros de plasmocitos ilgG2a+ nos bacos dos camundongos
experimentais infectados com Pc.
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Camundongos B6, previamente tratados com 1 mg ou 157 pg de lipossomos de clodronato,
foram infectados i.p. com 1 x 10° Pc; os nimeros de plasmécitos (CD19'°W CD138") ilgG2a* aos
30 dias p.i. foram quantificados por citometria de fluxo (médias + desvio-padrédo). Diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos de camundongos tratados com PBS ou com
lipossomos de clodronato sao indicadas por *. Os dados mostram um experimento
representativo de dois (n = 8).
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Figura 30 - Modelo da interacdo entre a imunidade inata e adquirida durante a
maléria experimental cronica.

60d p.i.

FHwmediaded  sothvajors of

el FTETILNES & S0 5 ——
e _— i
B

+—
FHYy

>

TCM

200d p.i.

FRlmeslsgsd  sofhrsiors off
VLT JT8 SO0 58 5 —

:_\_f__ >

My

Em camundongos cronicamente infectados (60 dias p.i.), a exposi¢do continua aos parasitas
mantém a populacdo de células Tg e Tgy, as quais sdo capazes de produzir doses sub-6timas
de IFN-y, que induzem o priming por IFN-y do sistema imune, o qual por sua vez contribui para
a manutencdo das respostas de células Tg e Tgy aos parasitas. Quando os parasitas sdo
completamente eliminados (200d p.i.), esse ciclo positivo cessa, e como consequéncia, haAuma
diminuigdo nos numeros de células Tg e Tgy, € também uma queda no estado de ativagéo do
sistema imune. Essa queda torna os camundongos mais susceptiveis a novas infec¢des pelo
P. chabaudi.

As caracteristicas da imunidade naturalmente adquirida contra a malaria sdo tipicas
da imunidade aos parasitas em geral, no qual a infeccao é controlada e tolerada ao
invés de prevenida ou eliminada. A re-infeccdo assintomatica, niveis baixos de
parasitemia, e a presenca de gametocitos sdo observados em individuos
considerados imunes, 0s quais ndo estdo em risco de desenvolver morbidade
significativa ou doenca fatal (18,147). Em comum com as respostas observadas a
maioria das outras infec¢cdes, a manutencdo de respostas efetoras as fases
sanguineas do Plasmodium requer a persisténcia de baixos niveis de antigeno; esta,
de fato, € a base para a premunition. De fato, SERGENT E PARROT (24)
descreveram a premunition como um estado de constante alerta e operacdo dos
sistemas de defesa do corpo. Desta forma, seria possivel postular que uma vacina

atenuada que permitisse a persisténcia em baixos niveis do antigeno, ou uma vacina
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gue suprimisse, mas néo eliminasse completamente a parasitemia, poderia induzir
uma resposta imune eficiente de longa duragéo, capaz de prevenir altos niveis de
carga parasitaria e a malaria clinica, de modo semelhante ao observado na
imunidade naturalmente adquirida contra a malaria. No entanto, células de memoaria
em estado ndo-ativado podem sobreviver por longos periodos de tempo na auséncia
do antigeno e se tornarem re-ativadas apos a re-infecgdo, o que também é
observado em outras infeccbes. De maneira importante, alguns aspectos da
imunidade clinica, nomeadamente a imunidade a doenca grave e aos altos niveis de
parasitemia pode ser mantida por longos periodos de tempo, na auséncia de re-
infeccdo. Esta € uma observacdo importante, dado o potencial dano da re-introducao
da malaria em populacdes onde a transmissdo tem sido marcadamente reduzida por
controle de vetores ou vacinacao (18).

No Artigo 1, o modelo experimental de infeccdo pelo P. chabaudi foi utilizado para
determinar a razdo pela qual a imunidade protetora cepa-inespecifica contra a
malaria é perdida na auséncia de exposi¢cao continua aos parasitas. Os resultados
confirmam a nocdo de que o declinio das respostas de células Ty aos parasitas,
mas nao na producdo de anticorpos IgG especificos ao parasita, leva a falha na
manutencdo da imunidade protetora de longa duracdo contra a infeccado pelo Pc
(127). Além disso, o0s resultados mostraram que o0s mecanismos efetores
imunoldgicos que garantem a imunidade cepa-inespecifica ao Pc agem quase que
imediatamente apds a re-infeccao, inibindo o primeiro ciclo de invaséo de eritrdcitos,
de maneira anterior a ativacdo de novo de células T. Teoricamente, as células Ty
sdo capazes de ativar a resposta imune inata através do IFN-y, ou de modo
independente desta citocina, como foi recentemente descrito para a infecgcao por
influenza A (148). Nossos dados corroboram a idéia de que a persisténcia do
parasita mantem uma populagdo de células CD4" Tg/Tgy capazes de produzir baixos
niveis de IFN-y (138). Os resultados também mostram que a estimulagdo continua
do sistema imune inato pelo IFN-y, um processo evidenciado em camundongos
cronicamente infectados pela expressdo aumentada de genes induzidos pelo IFN
em DCs, e pelo aumento nas respostas a agonistas de TLR em esplendcitos,
permite o controle da re-infeccdo heterdloga, e impede o desenvolvimento de
manifesta¢cbes clinicas da doenca, e a consequente morte dos animais (Figura 30).
Estes resultados podem explicar o porqué da imunidade clinica e estéril contra a
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maléria serem possivelmente eventos excludentes.

O aumento na expresséo e funcdo de TLRs induzidos pelo IFN-y foi previamente
mostrado durante a infeccdo aguda pela malaria em humanos e camundongos, e foi
considerado um importante fator na expansao das respostas antimalaricas em um
periodo onde a imunidade inata exerce um papel fundamental (85). Este estudo
mostrou uma resposta robusta de IFN-y a agonistas de TLR por esplenécitos uma
semana apos a infec¢édo pelo PcAS, a qual diminui dentro de duas semanas; de fato,
os niveis de IFN-y produzidos na quarta semana p.i. SA0 comparaveis com 0s niveis
descritos em nosso estudo, com camundongos cronicamente infectados. Nossos
resultados recapitulam a nogdo de que a resposta de células T CD4" esplénicas ao
PcAS se desenvolve em duas fases, concomitantemente com as parasitemias aguda
e crbnica; desta forma, a fase inicial € intensa e de curta duracdo, rapidamente
induzindo altas quantidades de citocinas pro inflamatoérias, e a fase tardia é
caracterizada por pequenos picos de produgédo de IFN-y (102). A continuidade do
priming induzido por IFN-y do sistema imune inato durante a fase crbnica da
infeccdo parece ser essencial para o controle de parasitas de cepas heterélogas,
contra as quais a imunidade humoral ndo € ideal, devido, por exemplo, a
polimorfismos no gene da mspl (137,149). E importante notar que, em noOSso
estudo, o priming in vivo com baixas doses de IFN-y induziu a protecdo contra a re-
infeccdo pelo parasita apenas em camundongos previamente infectados, mas nao
em camundongos nao infectados, sugerindo que a cooperacdo com outros
mecanismos efetores da resposta imune, como anticorpos contra epitopos
conservados em antigenos do parasita (150), € necessaria para garantir a imunidade
cepa-inespecifica a infeccéo pelo Pc.

Os mecanismos efetores imunolégicos aumentados pelo priming induzido pelo IFN-y
sao muitos, como indicado pela diversidade de genes induzidos pelo IFN que estéao
com expressao aumentada apos, por exemplo, o tratamento de macréfagos com
baixas doses de IFN-y (41,139). Nossos resultados correlacionaram a expresséao de
MRNAs especificos para tlr2, tlr4, tir9, md2 e cd36 em DCs esplénicas de
camundongos cronicamente infectados, com a capacidade em controlar a re-
infeccdo por cepas heterdlogas do parasita, 0 que sugere um papel para estas
moléculas na manutencdo da imunidade cepa-inespecifica a malaria. Considerando

a existéncia, no Plasmodium, de varios ligantes para TLR, como o
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glicofosfatidilinositol (GPI), o qual é reconhecido pelo complexo TLR1/TLR2 com a
contribuicdo do TLR4 (76,151), e o DNA do parasita, o qual € reconhecido pelo
TLR9 (80), a capacidade de resposta ao TLR de longa duracdo em camundongos
cronicamente infectados, pode manter a capacidade de macréfagos, DCs e outras
células com expressdo de TLRs em reconhecer eritrocitos infectados e merozoitos.
De fato, tem sido mostrado que a ativacdo de DCs nao requer apenas contatos
diretos célula-a-célula e a internalizacdo de eritrgcitos infectados pelas DCs, mas
também envolve a sinalizacdo por TLR4, TLR9 e MyD88, através do NF-kB (140).
Além disso, o0 TLR3 e o TLR9 promovem a fagocitose de bactérias por macrofagos
murinos e humanos através da inducdo de um programa genético para fagocitose, o
qual pode também ser induzido por TLR4 e TLR5 (152,153). O receptor scavenger
do tipo B CD36, outra molécula cujo mRNA encontrou-se com expressdo aumentada
nas DCs esplénicas de camundongos cronicamente infectados, medeia a fagocitose
independente de opsonizacao de eritrécitos infectados por mondcitos e DCs (154). A
ligacdo de eritrécitos infectados a estas células parece ocorrer através do
reconhecimento de residuos de fosfatidilserina expostos na membrana de eritrocitos
infectados, ou na expressao nestas membranas da proteina do P. falciparum
PfEMP-1 (155).

Por outro lado, a alta expressdo de mRNA especifico para stat3 nas DCs esplénicas
de camundongos cronicamente infectados indica que o priming induzido por IFN-y
do sistema imune inato € um processo refinado, que € regulado durante a fase
cronica através de mecanismos de feedback negativo, como aqueles mediados por
IL-10, STAT3 e SOCS1 (139). Ha tempos tem se descrito que a exposi¢cdo a
agonistas de TLR leva a um desenvolvimento de tolerancia através de um bloqueio
de vias de sinalizagdo correspondentes (156,157,158). A tolerdncia quase
certamente ocorre em pacientes de areas holoendémicas de malaria que nao
exibem os sinais e sintomas da doenca, apesar da presenca de parasitas na
circulagao (159,160). De modo semelhante, a temperatura corporal e o peso voltam
ao normal apds o controle da parasitemia aguda em camundongos infectados pelo
PcAS (150). De acordo com o conceito de que vias de sinalizagdo estimulatérias e
regulatérias coexistem durante a infeccdo pelo PcAS, células T CD4" co-
expressando IFN-y e IL-10 exercem um papel importante tanto na prote¢cdo como no
controle das manifestac¢des clinicas da doenca (161).
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Outro aspecto importante do priming induzido pelo IFN-y observado em nosso
trabalho € o seu efeito em subtipos de células CD4" Ty em camundongos curados,
levando a uma mudanca no padréo, de células CD4" Tcy para células CD4" Tgy, €
restaurando a capacidade proliferativa e de producdo de IFN-y em resposta a
eritrocitos infectados e a agonistas de TLR. A importancia do reconhecimento de
antigenos cognatos para a manutencdo e sobrevivéncia de células CD4" Ty foi
recentemente discutida para a malaria (19), assim como para outras doencas
(162,163). O mecanismo exato pelo qual o IFN-y mantém as células CD4" Ty em um
estado de memaria efetora ainda ndo é bem compreendido. N&s hipotetizamos que
o0 re-estabelecimento das respostas de células CD4" Ty a eritrocitos infectados &, ao
menos em parte, um efeito indireto da inducdo do aumento, induzido por IFN-y, da
resposta ao TLR em DCs esplénicas. Essa possibilidade é apoiada pelos nossos
dados em camundongos MyD88KO, indicando que a sinaliza¢do pelo TLR também
contribui para a manutencdo de respostas de células CD4" Tgy durante a fase
cronica da infeccdo, o que, por sua vez, leva ao priming induzido pelo IFN-y e auxilia
no controle da parasitemia remanescente. Os niveis elevados de parasitemia crénica
em camundongos MyD88KO nao causaram morte dos camundongos em NOSSO
estudo, concordando com resultados anteriores (138,164).

A infeccdo com o Pc induz tanto respostas imunes inatas quanto adquiridas, as
quais levam a eliminacdo do parasita ao longo da infeccdo (165,166), e é
comumente aceito que alguns mecanismos, tais como a neutralizacdo mediada por
anticorpos (167,168) e a fagocitose (91,92) poderiam ser importantes para a
eliminagdo dos parasitas da circulagdo. Entretanto, um estudo detalhado da
fagocitose de eritrdcitos infectados durante a maléria experimental ainda ndo havia
sido realizado. No Artigo 2, nés avalamos, por técnicas in vivo e ex vivo, este
mecanismo durante a infeccdo aguda pelo Pc. Resumidamente, nos verificamos que
DCs e macrofagos da RP sdo capazes de fagocitar eritrocitos infectados durante
esta fase da infeccdo; além disso, nossos resultados indicam que estas células
contribuem diferencialmente para a formacdo das respostas imunes adquiridas que
se desenvolvem subsequentemente a atividade fagocitica.

Através da deplecéo e visualizacdo de DCs esplénicas in vivo e ex vivo durante a
infeccdo aguda pelo Pc, nés demonstramos claramente que estas células séo

participantes centrais na ativacdo precoce de células T CD4", assim como na
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eliminacdo do parasita. As técnicas in vivo demonstraram inequivocamente que DCs
da regido subcapsular da RP reconhecem e fagocitam eritrécitos infectados durante
0 primeiro encontro com o parasita, e também durante o periodo de pré-crise,
enquanto o fechamento do baco coincide com uma limitada capacidade de
fagocitose do Pc pelas DCs durante a crise. Nossas primeiras evidéncias sugerindo
que as DCs contribuem diretamente para a limitacdo da parasitemia pelo Pc foram
os resultados mostrando que a deplecdo de células CD11c" levou a um aumento na
parasitemia no inicio da infec¢cdo. Embora células NK ativadas e alguns macrofagos
também expressem niveis moderados de CD11c (169,170), a expressao abundante
de CD11c € um marcador bem conhecido para DCs, as quais sdo o principal alvo
para o tratamento com DTx em camundongos B6.CD11c-DTR (171). Uma vez que
células T levam um tempo maior para produzir IFN-y e induzir a secrec¢do de
anticorpos durante a infeccdo pelo Pc (102,141), o papel protetor das células
CD11c’ ndo pode ser completamente atribuido a necessidade de se ter DCs para
ativacdo das células T.

A técnica de CIVM nos permitiu visualizar a interacdo entre as DCs da regido
subcapsular da RP e os eritrécitos infectados em grande detalhe. Em camundongos
nao infectados, estas células apresentaram extensfes de protusfes e dendritos de
forma ativa, como previamente mostrado (90,172). Logo apés a infeccao pelo Pc,
nds observamos eritrécitos infectados no momento em que eram removidos da
circulacao por DCs, as quais ndo apresentaram um fendtipo ativado. Embora nos
ndo tenhamos visualizado a fagocitose de eritrocitos infectados em camundongos
recém-infectados diretamente, a deteccdo de restos do Pc dentro de DCs
subcapsulares da RP sugeriu que a fagocitose de eritrocitos infectados de fato
ocorreu. A apresentacdo de antigenos do parasita possivelmente ocorre
rapidamente apO0s a infeccdo pelo Pc, como observado na infeccdo por L.
monocytogenes (113). Durante o primeiro dia p.i., as DCs da regido subcapsular da
RP se movimentaram de forma rapida, e fizeram contatos estaveis com células T
CD4". As DCs também migraram rapidamente para areas ricas em células T, logo
apos a infecgéo pelo Pc, um processo que possivelmente envolve a sinalizagdo por
guimiocinas, como indicado por estudos em camundongos deficientes para CCR7
(172). A rapida interacdo entre DCs e células T CD4" parece ser importante para a

iniciacdo da resposta imune adquirida contra a infeccdo pelo Pc, uma vez que a
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proliferacdo de células T CD4" e a producdo de IFN-y foram completamente
ausentes em camundongos B6.CD11c-DTR tratados com DTx.

Durante a pré-crise, ndés observamos pela primeira vez a fagocitose de eritrocitos
infectados diretamente in vivo. Isto ocorreu em um grande numero de DCs
subcapsulares da RP, de modo que até metade desta populacdo apresentou restos
do Pc. O fato que estas DCs subcapsulares da RP apresentaram um fendtipo
ativado foi bastante interessante. Ainda que a maior parte das DCs subcapsulares
da RP podem ser células imaturas que recentemente migraram para o baco (173), é
esperado que a ativacdo das DCs leve a maturacdo e consequente bloqueio da
atividade fagocitica destas células, permitindo o re-estruturamento da maquinaria
celular para a apresentacdo de antigenos (109). Em acordo com nossos dados, um
estudo anterior determinou o pico da capacidade de fagocitose de eritrécitos
infectados por DCs in vitro como sendo 5 dias p.i., em paralelo com um aumento na
expressdo de MHC de classe Il e de moléculas co-estimulatérias (105). Em ambos
os estudos, a atividade fagocitica ndo foi restrita a um subtipo de DC em particular.
Nossos dados ex vivo implicam DCs CD11b* e CD8" na maior parte do controle do
parasita imputado a DCs esplénicas em camundongos recém-infectados, e em
camundongos durante a fase de pré-crise.

Durante a crise, a diminuicdo da funcao fagocitica das DCs esplénicas coincidiu com
o periodo de fechamento do baco, o qual foi evidenciado em nosso estudo por
imagens in vivo mostrando pouquissimos eritrocitos infectados na regido
subcapsular da RP aos 8 dias p.i., quando as parasitemias apresentavam-se ainda
maior do que o observado em 5 dias p.i.. A diminuicdo na fagocitose de eritrécitos
infectados também foi associada com a expressdao maxima, nas DCs, de MHC de
classe Il e de CD80, o que indica que a completa maturacdo das DCs foi apenas
atingida durante a crise. Esta ideia € corroborada por um estudo anterior que
mostrou uma diminuicdo da capacidade fagocitica de DCs esplénicas in vitro aos 8
dias p.i. (105). Desta forma, além do fechamento do bago e o subsequente bloqueio
da entrada de eritrocitos infectados na RP, as DCs esplénicas parecem perder a
capacidade em fagocitar parasitas, concomitantemente aumentando sua capacidade
em apresentar antigenos cognatos. Esta € uma observacao interessante porque,
durante a crise, a maior parte das células T e B que sdo ativadas durante a fase

aguda da infeccdo pelo Pc sofrem apoptose (174,175). Assim, é possivel que DCs
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maduras sejam necessarias para expandir e diferenciar as poucas células T
remanescentes, levando a geracdo de respostas de memaria a malaria (127,176).

A quantificacdo da fagocitose de eritrcitos infectados ex vivo por citometria de fluxo
nos mostrou porcentagens de DCs Pc’ substancialmente menores em comparagao
com dados obtidos in vivo por CIVM. Esta discrepancia pode resultar de diferencas
nos basais de deteccédo de fluorescéncia da CIVM e da citometria de fluxo; de
diferencas nas subpopulacbes de DCs observadas por estas técnicas (DCs
subcapsulares da RP ou DCs esplénicas totais, respectivamente); ou o tipo de
fluorocromo associado aos eritrocitos infectados (mCherry, GFP ou CTV). Outra
explicacdo plausivel para a baixa detec¢do da fagocitose de eritrcitos infectados
por citometria de fluxo pode ser a rapida degradacao de eritrocitos infectados, ou o
guenching de fluorocromos (91), de forma que restos do Pc possam ser identificados
dentro das DCs apenas pouco tempo apoOs a fagocitose. Baixas frequéncias de
fagocitose de eritrécitos infectados foram também detectadas por citometria de fluxo
em monocitos migratérios (91,92). A técnica de imunofluorescéncia confirmou que
as DCs esplénicas, particularmente aquelas presentes na RP e na MZ, exercem um
papel importante na eliminacdo dos eritrécitos infectados durante a infec¢do aguda
pelo Pc. Embora esta técnica nao discrimine de forma eficiente células, as
porcentagens de co-localizacdo de pixels CD11lc e GFP foram comparaveis aos
nimeros observados de DCs Pc” obtidos por CIVM.

No Artigo 3, n6s observamos que macrofagos da MZ, e principalmente macrofagos
da RP, fagocitaram eritrcitos infectados eficientemente durante a infeccdo aguda
pelo Pc. De modo importante, a auséncia de macréfagos da RP levou a um aumento
na parasitemia durante a fase aguda da infeccdo pelo Pc, indicando um papel
importante para estas células. De fato, estas células sdo comumente ligadas a
remocao de antigenos e patdégenos do sangue (177).

As diferentes taxas de repopulagcéo entre macrofagos esplénicos apds a deplecéo
com lipossomos de clodronato (113) nos permitiram estudar os papéis individuais de
macréfagos da RP e macréfagos da MZ na imunidade contra a infecgéo pelo Pc.
Macrofagos da RP pareceram ser pouco importantes para a ativacao de células T
CD4" durante o inicio da infeccdo. Esses macrofagos foram importantes para
respostas espontaneas de células T CD4" ex vivo, o que pode ser ligado a uma

ativacdo policlonal que ocorreu previamente in vivo (102). Os macrofagos da RP
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foram também fundamentais para a ativacao de células B e posterior funcéo in vivo.
A apresentacdo de antigenos por macréfagos para células B j& foi anteriormente
observada, principalmente com macrofagos da MZ (178); em linfonodos, uma
subpopulacdo de macréfagos presente no seio subcapsular parece também ser
importante para apresentar antigenos virais diretamente para células B, pela captura
através de receptores de superficie, no entanto sem posterior degradacao antigénica
(179). Porém, isto ndo exclui a possibilidade de que, em outros casos, macrofagos
residentes (por exemplo, da RP) fagocitem antigenos (por exemplo, eritrécitos
infectados), posteriormente processem e apresentem antigenos do parasita ligados
a membrana diretamente para células B; de fato, algumas proteinas de membrana
de macrofagos poderiam exercer um papel neste sentido, tais como receptores Fcy
ou DC-SIGN (180). Outro modo possivel pelo qual os macrofagos da RP
influenciariam a ativacdo de células B seria a producédo de citocinas tais como BAFF
(181).

No entanto, a explicacdo mais provavel pela qual os macrofagos da RP séo
importantes para a ativacdo e funcédo de células B durante a infec¢do pelo Pc é a
funcdo dos macrofagos da RP em ativar e induzir o fenétipo de células Tfh. Células
Tfh sé@o especializadas no auxilio a ativacao de células B. As células Tfth dependem
da expressdo do fator de transcricdo Bcl6. Como aspectos tipicos das células Tfh,
podemos listar a expressdo de CXCR5, PD-1, IL-21 e ICOS, entre outras moléculas,
e a auséncia de Blimp-1. As células Tfh sdo fundamentais para a formacao do GC, e
uma vez que o GC se forma, tais células passam a ser necessarias para a
manutencdo do GC, assim como na regulacao da diferenciacdo de células B do GC
em plasmacitos e células B de memdéria (182). O nosso trabalho mostrou que, na
auséncia de macrofagos da RP, mas ndo da MZ, a expressao de ICOS nas células T
CD4" durante a fase aguda da infeccdo apresentou-se diminuida; de modo
semelhante, a auséncia dos macrofagos da RP levou a uma menor quantidade de
células T CD4" PD-1" CXCR5", assim como na producéo de IL-21 em resposta ao
estimulo in vitro com eritrocitos infectados; todos estes marcadores s&o, como
descrito acima, tipicos de células Tfh. Além disso, macréfagos da RP foram capazes
de induzir o fendtipo de células Tth in vitro. A capacidade de macrofagos da RP em
induzir o fendtipo de células Tfh in vitro foi um pouco pior em comparacdo com a

capacidade de DCs em fazer o mesmo — as DCs tem sido consideradas células
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importantes em passos iniciais na geracao de células Tfh (182); porém, a inibicdo na
geracado das células Tfh observada in vivo na auséncia de macrofagos da RP indica
um papel fundamental desta populacdo, durante a infeccao pelo Pc, na geracao de
Tfhs, e na subsequente inducéo de respostas de células B.

Os resultados obtidos nesta tese indicam que, durante a infeccdo pelo Pc,
elementos da imunidade inata, tais como DCs (mostrada no Artigo 2) ou macrofagos
da RP (mostrada no Artigo 3) parecem influenciar na ativacdo e diferenciacdo de
respostas imunes adquiridas, notadamente as respostas mediadas por células T
CD4". Ao mesmo tempo, elementos da imunidade adquirida, como as células Ty,
parecem exercer influéncia em células da imunidade inata, como foi mostrado no
Artigo 1, onde o IFN-y proveniente destas células T induz uma maior ativagdo nas
DCs esplénicas. E possivel, desta forma, que a comunicacdo entre a imunidade
inata e adquirida possa ser importante para a geracdo e manutencdo dos
mecanismos efetores necessarios para a eliminacdo do Plasmodium da circulacao.
Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de técnicas que permitem uma visualizacéo e
avaliacdo precisa da fagocitose de eritrocitos, tal como a técnica de CIVM
(observada nos Artigos 2 e 3), sera fundamental para que os efeitos da interacédo
entre a imunidade inata e a imunidade adquirida nos mecanismos efetores anti-

parasiticos sejam esclarecidos.



6 CONCLUSAO




108

Os resultados apresentados na tese nos permitem concluir:

- Que o priming por IFN-y do sistema imune de camundongos C57BL/6 é
necessario para a manutencdo do estado de vigilancia imunolégica do
hospedeiro, e consequentemente para a imunidade cepa-inespecifica contra a
infeccdo pelo Pc. Os resultados sugerem também que a perda de protecdo em
camundongos espontaneamente curados resulta da interrupcdo de um ciclo
positivo, no qual a continua exposicdo aos parasitas mantém a populacdo de
células CD4" Te/Tew que séo capazes de produzir doses baixas de IFN-y, e 0
priming do sistema imune induzido por esse IFN-y contribui para sustentar as

respostas de células CD4" Tg/Tey contra estes parasitas.

- Que a técnica de CIVM nos permitiu visualizar a fagocitose de eritrécitos
infectados pela rede de DCs da regido subcapsular da RP, assim como a
dindmica de movimentacdo e mudancas morfologicas destas DCs, e a
interagcdo entre DCs e células T CD4" nas diferentes fases da infec¢do aguda
pelo Pc. Durante varios dias apos a infeccéo pelo Pc, tais DCs mostraram-se
altamente eficientes no reconhecimento e fagocitose dos eritrocitos infectados.
O fendtipo de maturacdo completa das DCs foi atingido somente durante a
crise, quando a re-estruturacdo do baco talvez possa facilitar o

desenvolvimento da imunidade adquirida.

- Que os macréfagos da RP, durante a infeccdo aguda pelo Pc, sao
importantes para a eliminacdo dos parasitas da circulacdo, e também para a
geracdo de células Tfh, o que correlacionou com a importancia destes
macréfagos na ativacdo e funcdo de células B ao longo das fases aguda e
cronica da infecgéo pelo Pc.
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Anexo 1 — IFN-y-induced priming maintains long-term strain-

transcending immunity against blood-stage Plasmodium

chabaudi malaria

O Anexo 1 corresponde a um artigo publicado em 2013, no

periodico Journal of Immunology.

DOI: 10.4049/jimmunol.1300462
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IFN-y-Induced Priming Maintains Long-Term Strain-
Transcending Immunity against Blood-Stage Plasmodium
chabaudi Malaria

Henrique Borges da Silva,* Erika Machado de Salles,* Raquel Hoffmann Panatieri,"

Silvia Beatriz Boscardin,” Sérgio Marcelo Rodriguez-Malaga,* José Maria Alvarez,* and
Maria Regina D’Império Lima*

The mechanism by which protective immunity to Plasmodium is lost in the absence of continued exposure to this parasite has yet to
be fully elucidated. It has been recently shown that IFN-y produced during human and murine acute malaria primes the immune
response to TLR agonists. In this study, we investigated whether IFN-y—induced priming is important to maintain long-term
protective immunity against Plasmodium chabaudi AS malaria. On day 60 postinfection, C57BL/6 mice still had chronic para-
sitemia and efficiently controlled homologous and heterologous (AJ strain) challenge. The spleens of chronic mice showed
augmented numbers of effector/effector memory (Tgy) CD4" cells, which is associated with increased levels of IFN-y-induced
priming (i.e., high expression of IFN-inducible genes and TLR hyperresponsiveness). After parasite elimination, IFN-y—induced
priming was no longer detected and protective immunity to heterologous challenge was mostly lost with >70% mortality.
Spontaneously cured mice had high serum levels of parasite-specific IgG, but effector T/Tgy; cell numbers, parasite-driven CD4*
T cell proliferation, and IFN-y production were similar to noninfected controls. Remarkably, the priming of cured mice with low
doses of IFN-y rescued TLR hyperresponsiveness and the capacity to control heterologous challenge, increasing the Tgy; cell
population and restoring the CD4* T cell responses to parasites. Contribution of TLR signaling to the CD4™ T cell responses in
chronic mice was supported by data obtained in mice lacking the MyD88 adaptor. These results indicate that IFN-y—induced
priming is required to maintain protective immunity against P. chabaudi and aid in establishing the molecular basis of strain-

transcending immunity in human malaria.

alaria remains a major health issue, especially in the
M tropical and subtropical areas of the world. Despite

efforts to develop vaccines and antimalarials, the Plas-
modium species that cause malaria persist, with an increase in the
incidence of the disease in endemic regions, spreading to areas
where control or eradication had been achieved previously (1).
Parasite resistance to antimalarial drugs, inefficiency of vector con-
trol policies, and absence of successful vaccination explain the
failure to reduce the risks of infection. A complete understanding
of the mechanisms underlying the acquisition of protective im-
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munity is crucial to outline new strategies to eradicate malaria. For
children living in holoendemic areas, naturally acquired immunity
appears to be achieved after successive rounds of infection, pro-
tects against clinical manifestations of the disease in a strain-
specific way, and does not elicit sterile protection against the
parasite (2). In adults, acquired immunity can be achieved after
a few rounds of infection and elicits strain-transcending, but still
not sterile, clinical protection (3). In any case, protective immu-
nity is usually lost in the absence of continued exposure to the
parasites (4). This observation raises two important questions:
What are the effector mechanisms of the immune system that are
lost after removal of the residual parasitemia and why does this
loss occur?

Mouse models of Plasmodium infection are widely used to
investigate the protective immune response to malaria. Among
them, Plasmodium chabaudi infection is a feasible model to study
strain-specific and strain-transcending immunity because of the
variety of well-characterized parasite clones and the similarities to
the human disease caused by Plasmodium falciparum (5). Rein-
fection with homologous P. falciparum parasites in humans or P.
chabaudi in mice results in significant parasite control, whereas
limited protection to heterologous secondary infections has been
observed in both cases (3, 6-8). A polymorphism in the merozoite
surface protein-1 (MSP-1) gene mediates, to a large degree, strain-
specific immunity in blood-stage P. chabaudi malaria (9, 10). This
gene is also polymorphic among P. falciparum strains, possibly as
a result of host immune selection pressure (11). In addition, as
observed in P. falciparum infection (4), resistance to P. chabaudi
malaria is optimized by an existing infection (12), particularly for
strain-transcending immunity that is maintained by the low levels
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2 IFN-y—-INDUCED PRIMING MAINTAINS ACQUIRED IMMUNITY TO MALARIA

of subpatent parasitemia encountered in chronic mice (13). On the
basis of this finding, it has been suggested that sustained exposure to
malarial Ags is required not only for the generation of memory and
effector cells but also for their maintenance (14). In fact, the partial
loss of protective immunity to homologous challenge observed after
elimination of reminiscent parasitemia is related to a decline in the
CD4" memory T (Tyy) cell response to parasites (15).

Although much is known about how innate immune recognition
affects adaptive immune responses, the role of adaptive immune
cells in shaping the innate immune system is largely unexplored.
Dendritic cells (DCs) and macrophages are tightly regulated by
cytokines to rapidly respond to infections and also to avoid the
undesirable effects of excessive activation. The priming of DCs and
macrophages by low concentrations of IFN-vy is a potent mecha-
nism by which the innate immune system is optimized, allowing
an increased response to several extracellular stimuli, including
TLR agonists (16, 17). IFN-y—induced priming does not actually
activate cells but ensures rapid and strong responses to stimuli,
which in excess can eventually cause deleterious consequences. The
mechanisms underlying macrophage priming involves a complex
network of IFN-inducible genes, whose understanding is still lim-
ited (18). Recently, it has been shown that the innate immune
system is primed by IFN-vy during acute P. falciparum and P.
chabaudi infections and, in consequence, displays an enhanced
response to TLR agonists (19), establishing a crucial role for this
cytokine in immunity to malaria. However, the contribution of
IFN-vy-induced priming to the maintenance of acquired immunity
to Plasmodium is still unclear. We wondered whether low levels of
IFN-vy produced by effector T (Tg) cells and/or effector memory T
(Tgm) cells in response to chronic parasitemia in infected indi-
viduals could prime the innate immune system and, together with
parasite-specific Ab, ensure strain-transcending immunity. To in-
vestigate this possibility, we evaluated the correlation between the
spleen cell response to TLR agonists (LPS and CpG oligonucleo-
tides) and protection against homologous (AS strain) and heterol-
ogous (AJ strain) challenge in C57BL/6 mice infected with P.
chabaudi AS. Our data indicate that IFN-y—induced priming is
required to maintain long-term strain-transcending protective im-
munity to P. chabaudi malaria, a process that optimizes TLR sig-
naling and guarantees the generation/maintenance of Tg/gy cells.

Materials and Methods

Mice and parasites

Six- to 8-wk-old C57BL/6, RAG knockout (KO), and MyD88KO (with
a C57BL/6 background) female mice (originally from The Jackson Lab-
oratory) were bred under specific pathogen-free conditions at the Isogenic
Mice Facility of the Instituto de Ciéncias Biomédicas at the Universidade
de Sdo Paulo. P. chabaudi (PcAS and PcAl strains) was maintained as
described elsewhere (20). Because the schizogonic cycle of these parasites
depends on the host circadian rhythm (21), the mice were maintained
under an inverted light/dark cycle for at least 15 d before infection to
access the period adjacent to erythrocyte invasion.

Infections and clinical analysis

For the primary infections, the mice were inoculated i.p. with 1 X 10 infected
RBCs (iRBCs). The mice were challenged i.v. with 1 X 10% iRBCs on days
60 and 200 postinfection (p.i.) and monitored daily to determine survival
curves. To evaluate subpatent parasitemia, 100 nl blood from 60-, 200-, or
260-d infected mice were transferred i.v. into RAGKO mice. Parasitemias
were quantified by microscopic examination of Giemsa-stained blood smears.
Body weight, temperature, and hemoglobin concentration (Hemoglobin kit;
Doles) also were assessed in the infected mice.

Ethics statement

All procedures were in accordance with the national regulations of the
Conselho Nacional de Saide and Colégio Brasileiro em Experimentacdo
Animal, with respect to their ethical guidelines for mouse experimentation

and welfare. The protocols were approved by the Comissdo de Etica no
Uso de Animais of the Instituto de Ciéncias Biomédicas at the Univer-
sidade de Sao Paulo (S@o Paulo, Brazil), with permit numbers 0019/2005
and 0036/2007.

Purification of mature iRBCs

Mature iRBCs were obtained from mice with 40-60% parasitemia and
predominantly late trophozoites and schizonts. The pellets from 500 .l
heparinized blood were resuspended in 1 ml PBS, pipetted over 5 ml 74%
Percoll (GE Healthcare) and centrifuged (2500 X g, acceleration/break of
5/0) for 30 min at room temperature. The top cell layers were collected and
washed three times with complete RPMI 1640 medium (supplemented
with 10% heat-inactivated FCS, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml strepto-
mycin, 50 uM 2-ME, 2 mM L-glutamine, and 1 mM sodium pyruvate). All
supplements were purchased from Life Technologies. This purification
technique yielded >95% of the purity of mature iRBCs.

In vivo erythrocyte reinvasion assay

Mice were infected i.v. with 5 X 10® mature iRBCs. Blood samples were
collected at 1 h intervals and stained with SYTO16 (Molecular Probes,
Life Technologies) as described previously (22). Parasitemias were de-
termined by flow cytometry (FACSCalibur; BD Biosciences) with FlowJo
software (Tree Star) starting at 30 min p.i. (tp), when nearly all parasites
were late trophozoites or schizonts. The reinvasion index was calculated as
the ratio between the parasitemia percentages at the different time points
and the ty values.

Parasite-specific ELISA

PcAS-specific IgG1 and IgG2a serum levels were quantified by ELISA
as described elsewhere (15). Briefly, 96-well flat-bottom microtest plates
(Costar) were coated overnight (4°C) with a total PcAS extract (10 pg/ml).
Plates were saturated with 1% BSA for 1 h. After washing, 100 pl of the
mouse serum samples (diluted from 1/50 to 1/12,800) were added and left
for 2 h at room temperature. The assays were developed by adding a goat
anti-mouse IgG1 or IgG2a peroxidase—conjugated Abs (Southern Biotech-
nology Associates) for 1 h. After washing, 100 pl tetramethylbenzidine
(Invitrogen Life Technologies) was added to each well, and 15 min later, the
absorbance values were quantified using a Spectra Max 190 spectropho-
tometer (Molecular Devices) with a 650-nm wavelength filter. The Ab level
in each serum sample is expressed as the reciprocal of the end-point titer,
which we defined as the lowest dilution that equals the background OD.

Phenotypic analysis of spleen cells

Splenic cell suspensions were incubated in lysis buffer (40 mM NH,4ClI and
4.2 mM Tris [pH 7.4]) for 5 min (4°C) to eliminate RBCs. The splenocytes
(1 X 10°) were stained using the appropriate combinations of FITC-, PE-,
PE-Cy7-, PerCP-, or allophycocyanin-labeled mAbs. CD4" T cells were
stained with mAbs against CD4 (H129.19 or GK1.5), CD27 (LG.3A10),
CD44 (IM7), L-selectin (CD62L) (MEL-14), and CD127 (IL-7Ra, SB/
199). DCs, macrophages, monocytes, and neutrophils were stained with
mAbs against CD11b (M1/70), CD11c (HL3), I-A® (AF6), F4/80 (BMS),
Ly6C (AL-21), and Ly6G (1A8). All mAbs were purchased from BD
Pharmingen with the exception of F4/80 mAb, which was purchased from
eBioscience. The cells were analyzed by flow cytometry (FACSCanto; BD
Biosciences) with FlowJo software.

CFSE proliferation assay

The proliferative CD4" T cell response to iRBCs was measured as de-
scribed previously (15). Briefly, 3 X 107 cells/ml (resuspended in PBS
with 0.1% BSA) were incubated with CFSE (Molecular Probes) at a final
concentration of 5 uM for 20 min at 37°C. The cells (1 X 10%) were then
cultured in 96-well plates (Costar) with 3 X 10° iRBCs, 10 png/ml of the
recombinant 19-kDa fraction of MSP-1 from PcAS (MSP-1,9, produced in
our molecular biology facility) or medium alone for 72 h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. After incubation, the cells were stained with an allo-
phycocyanin-labeled mAb against CD4 and analyzed by flow cytometry
(FACSCanto) with FlowJo software.

IFN-vy detection

Splenocytes (10°) were cultured in 96-well plates (Costar) with 3 X 10°
iRBCs, 10 pg/ml MSP-1,9, 1 pwg/ml LPS (strain 0111:B4 from Escherichia
coli; Sigma-Aldrich), 10 pg/ml CpG oligodeoxynucleotide (ODN) 1826
(Coley Pharmaceutical Group), or medium alone for 72 h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. IFN-y was quantified in the cell supernatants using the
OptEIA IFN-y kit (BD Biosciences).
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Anti—IFN-vy treatment

Four doses (0.5 mg/mouse) of depleting mAbs against IFN-y (H22;
eBioscience) or Armenian hamster IgG isotype control (eBioscience) were
injected i.v. into C57BL/6 mice every 2 d starting 52 d p.i. This depletion
strategy was based on a previous study (23).

DC purification

Spleen cells (1 X 108) were incubated with anti-CD11c and anti-Pan DC
microbeads (Miltenyi Biotec) diluted in PBS with 0.5% BSA and 2 mM
EDTA (Invitrogen) for 30 min at 4°C. The cells were then sorted using
LS columns (Midi MACS; Miltenyi Biotec). The positive fraction showed
>90% CD11c*T-A" cells.

Quantitative PCR for IFN-inducible genes

RNA was extracted from DCs (5 X 106) with TRIzol (Invitrogen) (24) and
quantified with a NanoDrop device (Eppendorf). cDNA was prepared with
a High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems).
The quantitative PCR (qPCR) reactions were performed in an ABI 7500
Real-Time PCR device (Applied Biosystems) using the SyBR Green kit
from Applied Biosystems. The expression of the stat3, irf7, ifnar, tir2, tir4,
tir9, md2, ¢d36, illb, and B-actin genes was analyzed using the 2 —AA
threshold cycle algorithm. The primers used (stat3, 5'-GACCCGCCAA-
CAAATTAAGA-3' [forward] and 5'-TCGTGGTAAACTGGACACCA-3’
[reverse]; irf7, 5'-CCAGTTGATCCGCATAAGGT-3' [forward] and 5'-
GAGCCCAGCATTTTCTCTTG-3' [reverse]; ifnar, 5'-GCCCTGCTGA-
ATAAGACCAG-3’ [forward] and 5'-GTGGGAAGCACACATGACAC-3’
[reverse]; tlr2, 5'-TGCTTTCCTGCTGGAGATTT-3’ [forward] and 5'-
TGTAACGCAACAGCTTCAGG-3' [reverse]; tlr4, 5'-GCTTTCACCTC-
TGCCTTCAC-3' [forward] and 5'-GAAACTGCCATGTTTGAGCA-3’
[reverse]; tr9, 5'-TTCCTGCCGCTGACTAATCT-3' [forward] and 5'-T-
GAGGACACACGGGTATGAA-3' [reverse]; md2, 5'-CTCCATAGAGT-
TGCCGAAGC-3' [forward] and 5'-GCGGTGAATGATGGTGAAAT-3’
[reverse]; cd36, 5'-TCGGATCTGAAATCGACCTT-3' [forward] and 5'-
CACAGGCTTTCCTTCTTTGC-3' [reverse]; illb, 5'-CAGGCAGGCAG-
TATCACTCA-3’ [forward] and 5'-TAATGGGAACGTCACACACC-3’
[reverse]; and B-actin, 5'-CCTGAACCCTAAGGCCAAC-3' [forward] and
5'-GCCTGGATGGCTACGTACA-3’ [reverse]) were designed using the
Primer3 software (DOI: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) and purchased
from Invitrogen.

IFN-vy—induced priming

Four doses (15 ng/kg; 10,000 U/mouse) of rIFN-vy (mouse rIFN-y expressed
in E. coli; PeproTech) were injected i.v. into C57BL/6 mice every 2 d
starting 192 d p.i. This IFN-y priming dose was established in a previ-
ous study (25).

Statistical analysis

Statistical significance was analyzed with Prism 5 software (GraphPad)
using ANOVA and a Tukey’s multiple comparison test or Student ¢ test
where appropriate. The existence of a normal distribution was confirmed
using the Kolmogorov—Smirnov test. Differences were considered statis-
tically significant at p < 0.05.

Results
The clearance of residual parasitemia leads to partial loss in
protective immunity to heterologous PcAJ parasites

The infection of C57BL/6 mice with PcAS led to acute para-
sitemia and its subsequent control (Fig. 1A). After day 30 p.i.,
parasites were no longer detected in the blood smears, and sub-
patent parasitemia was assessed by blood transfer to RAGKO
mice. Low levels of chronic parasitemia remained up to day 60 p.i.,
but parasites were not detected in the bloodstream on days 200
and 260 p.i. (Fig. 1B). To evaluate whether these mice maintained
protective immunity to homologous and heterologous parasites,
they were challenged i.v. with a high inoculum (1 X 10% iRBCs)
of PcAS or the lethal PcAlJ strain (10). Although mice on day 60
p-i. (micegoq) efficiently eliminated both parasite challenges and
survived, mice on day 200 p.i. (mice,goq) developed low para-
sitemias over the first 3 d following PcAS reinfection and failed to
control the growth of PcAJ, resulting in >70% mortality (Fig. 1C,
1D and 1F, 1G). To evaluate whether long-term acquired immu-

nity requires de novo activation of the immune system, we also
analyzed the capacity of mice to inhibit the first round of eryth-
rocyte invasion when challenged i.v. with purified late trophozoites
and schizonts (5 X 10°® iRBCs). For both PcAS and PcAl, the
generation of new ring forms was blocked in micegyq (Fig. 1E, 1H).
In contrast, the efficiency of erythrocyte invasion by PcAJ was sim-
ilar in mice,ooq and naive controls. Because mice,qq still retained
the ability to inhibit erythrocyte invasion by PcAS, we concluded
that the clearance of chronic parasitemia is associated with the
loss of immunological effector mechanisms that are particularly
required for protection against heterologous PcAJ parasites.

The partial loss in protective immunity to heterologous PcAJ
parasites may result from a reduction in CD4™ Tg/Tgy, cell
populations

The inactivation of the innate and/or acquired immune systems
may account for the decline in protective immunity to heterologous
PcAlJ parasites following clearance of chronic parasitemia. Hu-
moral immunity does not appear to be involved in the partial loss
of protective immunity, because parasite-specific IgG1 and IgG2a
serum titers were maintained or even increased on day 200 p.i.
compared with day 60 p.i. (Fig. 2A). Therefore, we evaluated
subsets of CD4™ T cells from the spleens of these mice based on
a recent study that defined CD4* Tg cells, CD4* Tgy; cells, and
CD4* Tcy cells (26), as described in Supplemental Fig. 1. We
found a significant increase in the CD4" Tg,Tgy; cell numbers per
spleen in micegq, Whereas these subsets had similar numbers per
spleen in mice,ppq and the age-matched controls (AMCs); only
Tcwm cells were maintained at comparable numbers in micegoq and
micesgoq (Fig. 2B). Indeed, on day 60 p.i., most CD4™ Ty cells
had an effector memory phenotype in which CD62L was expressed
at low levels. The reduction of the CD4* Tg,Tgy cell populations
observed after parasite elimination was accompanied by a loss of
the ability of CD4" T cells to proliferate and produce IFN-y in
response to iRBCs and to proliferate in response to MSP-1,4 (Fig.
2C, 2D). The need for IFN-y to maintain the protection against
heterologous parasites in chronic mice was investigated by treating
micegyq With anti—-IFN-y mAbs. A partial loss of the ability to con-
trol PcAlJ challenge was observed in IFN-y—depleted miceyeq
when compared with miceqqo Who were treated with the isotype
control (Fig. 2E). This effect was accompanied by a reduction in
body temperature (Fig. 2F).

IFN-y-induced priming of the innate immune system subsides
after the elimination of residual parasitemia

The impaired CD4™ T cell response to iRBCs may not fully
explain the partial loss of protective immunity to heterologous
challenge observed after the elimination of chronic parasitemia.
This is suggested by the fact that iRBC-stimulated CD4" T cells
took a few days to secrete IFN-y, but chronic and cured mice
differed in their ability to promptly inhibit the invasion of new
erythrocytes (Fig. 1H). Therefore, we postulated that the clear-
ance of residual parasitemia reduces the extent of IFN-y—induced
priming, a potent mechanism by which the optimization of the
innate immune system is achieved (17). Because the molecular
pathways underlying IFN-y—induced priming involve the activa-
tion of TLRs and other IFN-inducible genes (18), we compared
the expression of tlr2, tird, tir9, md2, c¢d36, illb, stat3, irf7, and
ifnar mRNAs in splenic DCs. This population is located in the red
pulp of the spleen, where it is in direct contact with iRBCs, and
also in the white pulp, contributing to both parasite clearance and
T cell activation (27, 28). We observed a significant increase in the
expression of these mRNAs in DCs from micegpg, With the ex-
ception of ifnar mRNA, whereas there was no difference between
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significant differences were analyzed between the indicated groups (C—H).

mice,goq and the AMCs (Fig. 3A). Because the high expression
of TLR mRNAs during acute PcAS malaria has been associated
with augmented IFN-y production following stimulation with TLR
agonists (19), we then analyzed the spleen cell response to TLR4
and TLRY agonists (LPS and CpG, respectively). In fact, spleen
cells from micegyq produced increased levels of IFN-y in response
to LPS and CpG, whereas there was no significant response for
mice,poq and the AMCs (Fig. 3B).

MyD88-mediated signaling is required for CD4" T cell
responses and the IFN-y—induced priming of splenic DCs

in chronic mice

Our previous results correlate the persistence of strain-transcend-
ing immunity to blood-stage P. chabaudi malaria with the main-
tenance of increased CD4" Tg/Tgy populations and TLR hy-
perresponsiveness. Thus, it is reasonable to speculate that TLR
signaling contributes to generate and/or maintain CD4" Tg/Tgy
cells and consequently to increase the IFN-y—induced priming of
splenic DCs. In agreement with this hypothesis, mice lacking the
TLR signaling MyD88 adaptor had higher chronic parasitemia
than C57BL/6 mice (Fig. 4A). Despite the fact that similar num-
bers of CD4* Tg cells were found in the spleens of C57BL/6
and MyD88KO micegqq, there was a reduction in the CD4" Tgy
cell population in the latter group (Fig. 4B). Accordingly, the
CD4* T cell responses to parasites were impaired in MyD88KO

micegpq, as shown by the diminished in vitro proliferation and
IFN-vy production following iRBC or MSP-1,4 stimulation (Fig.
4C, 4D). The absence of the MyD88 adaptor also led to reduced
mRNA expression of the IFN-inducible genes stat3, irf7, and ifnar
in splenic DCs (Fig. 4E), indicating that IFN-y—induced priming
also was impaired. Thus, intact TLR signaling machinery appears
to be crucial for maintaining CD4" T cell responses, which ulti-
mately leads to IFN-y—induced priming and optimizes the control
of chronic parasitemia.

In vivo priming with IFN-vy restores the protective immunity to
heterologous PcAJ parasites in cured mice

Our previous results suggest that the elimination of chronic par-
asitemia leads to a reduction in the IFN-y—induced priming of
the innate immune system and consequently to defective control
of secondary infection, particularly with heterologous PcAlJ para-
sites. To investigate whether in vivo priming with IFN-y can re-
store the immune system activation status observed in the pres-
ence of residual parasitemia, starting on day 192 p.i., C57BL/6
mice were treated every 2 d with four suboptimal (priming) i.v.
doses of rIFN-y (Fig. 5A), as established previously (25). To con-
firm that this treatment primes the innate immune system, spleen
cells from IFN-y—primed miceygoq produced significantly higher
levels of IFN-vy in response to LPS and CpG compared with un-
primed mice,gog (Fig. 5B). Accordingly, IFN-y—primed mice,ggq



The Journal of Immunology 5

A 4 B 12.57x10°
— 1 X
o * ] *
= g 5 10.01
3 0
£ o 7.5
> 2 T *
'g : 5.01
B 1 1
c 3 25
< o
0 0.0-
IgG1 1gG2a IgG1 1gG2a Tem  Tem Te Tem Tem Te
C O Aavmc [@e0d [ 200d D OAamc [@eod [ 200d
601 2.5
*
. = 2.04 !
8 £
;U 401 k=
3 D 1.51
2 1=
7] 1.0
& 201 * e
2 = 0.5
0- 0.0- ND
() IiRBC MSP1y () iRBC MSP1y ()  IRBC MSP14 () iRBC MSP149
O Aamc [@esod [ 200d OAamc [@eod [H 200d
E I
6 % 421

= o
= .
=g ]
g4 E * % * *
= @
@ o
© N
g 7 £ 361
o =
0 34 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Days after reinfection Days after reinfection
-~ 60d + o-IFN-y & 60d + Control IgG -+~ 60d + a-IFN-y -8 60d + Control IgG

FIGURE 2. Parasite-specific IgG, CD4" T cell subsets, CD4" T cell responses to iRBCs, and MSP-1,4 in chronic and cured C57BL/6 mice. Influence of
IFN-vy depletion in parasitemia and mouse temperature. C57BL/6 mice were analyzed on days 60 and 200 p.i. with 1 X 10® iRBCs in comparison with the
AMCs. (A) Parasite-specific IgG1 and IgG2a serum titers, as determined by ELISA. (B) Numbers of CD4* T¢y (CD3*CD4*CD44"IL-7Ra*CD62L™
CD27"), Tem (CD3*CD4*CD44MIL-7Ra*CD62L'°), and Tg (CD3"CD4*CD44™IL-7Ra " CD62L") cells per spleen, as determined by flow cytometry. (C)
Percentages of proliferating (CFSE'®%) CD4" T cells stimulated for 72 h with iRBCs (1 T cell/3 iRBCs) or MSP-1,4 (10 png/ml), as determined by flow
cytometry. (D) IFN-y concentrations in the supernatants of the cell cultures described in (C), as measured by ELISA. (E) Parasitemia curves for miceyg that
were treated with anti-IFN-y mAbs or the isotype control, and subsequently challenged i.v. with 1 X 10° PcAJ iRBCs. (F) Body temperatures in mice
described in (E). (A—F) Data show the mean * SD (n = 3-6) of one representative experiment out of three. *p < 0.05, significant differences were analyzed
between micegpq and mice,noq (A-D). *p < 0.05, significant differences were analyzed between anti—-IFN-y—treated micegoq and control IgG-treated micegoq
in (E) and (F). ND, Not detected.

showed an improved capacity to control a secondary infection with in body temperature and blood hemoglobin concentration) (Fig.
PcAS (Fig. 6A) and PcAJ (Fig. 5C). Moreover, in miceggq chal- 5D-F). Other parameters, such as body weight and hepatic damage,
lenged with PcAJ, IFN-y treatment allowed 100% survival and were similar to the AMCs in both groups of challenged mice;goq

attenuated the clinical manifestations of the disease (i.e., a reduction (data not shown). The IFN-y—primed AMCs presented with an in-
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crease in spontaneous and LPS-stimulated IFN-y production (Fig.
6B), but these mice were not protected against primary infection
with PcAS (Fig. 6C). These data indicate that IFN-y—induced
priming restores strain-transcending immunity in mice that have
been previously exposed to parasites.

In vivo priming with IFN-vy restores the CD4™ T cell response
to parasites in cured mice

The relevance of TLR signaling in the development of acquired
immunity to P. chabaudi is suggested by our data showing that
enhanced parasitemias in chronic MyD88KO mice are associated
with low numbers of Tgy; cells and reduced iRBC-driven CD4*
T cell proliferation and IFN-y production. Because our previous
results show that low doses of IFN-y restore both TLR hyper-
responsiveness and strain-transcending immunity, we sought to
investigate whether this treatment also improves CD4™ T cell re-
sponses in mice,goq. Our data show a decrease in CD62L ex-
pression in splenic CD4" Ty, cells from IFN-y—primed micesggq,
indicating a shift from CD4" T¢y; cells to CD4™ Tgy, cells (Fig.
7A). This shift resulted from an increase in the Tgy cell pop-
ulation and a decrease in the Ty cell population compared with
unprimed mice,gyq, Whereas the Tg cell population was not modi-

fied (Fig. 7B). This effect was not associated with changes in the
population dynamics of splenic phagocytes; IFN-y—primed mice,gpq
and unprimed mice,gog presented with similar numbers per spleen
of DCs, red pulp F4/80* macrophages, inflammatory LyC6™ mono-
cytes, and neutrophils (Supplemental Fig. 2). Furthermore, in vivo
priming with IFN-vy reestablished the CD4" T cell response to
iRBCs and MSP-1,4 in terms of proliferation (Fig. 7C, 7D) and
IFN-vy production (Fig. 7E). The treatment of AMCs with IFN-vy
induced a slight increase in spontaneous CD4* T cell proliferation,
but it had no effect on the CD4" T cell proliferation and IFN-y
production in response to iRBCs (Supplemental Fig. 3). We
conclude that IFN-y—induced priming restores the ability of CD4*
Ty cells to respond to parasites in mice that have already elimi-
nated their chronic parasitemia.

Discussion

In this study, we took advantage of the experimental model of
P. chabaudi infection to determine the reason why strain-transcending
immunity against malaria is mostly lost in the absence of continued
exposure to parasites. Our study confirms the notion that a decline
in the CD4" Ty cell response to the parasite, but not in parasite-
specific IgG, leads to failure to maintain long-term protective
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invasion prior to de novo T cell activation. Theoretically, CD4"
Ty cells can activate the innate immune response via IFN-y or
independent of this cytokine, as recently reported for influenza A
virus infection (29). Our data corroborate the idea that persistence
of the parasite maintains a pool of CD4" Tg/Tgy cells that is able
to produce low levels of IFN-y (26). It also shows that the con-
tinuous priming of the innate immune system by IFN-v, a process
that is evidenced in chronic mice by the increased expression of
IFN-inducible genes in splenic DCs and TLR hyperresponsiveness
in splenocytes, allows the control of the heterologous challenge
and avoids the development of the clinical manifestations of the
disease and consequent animal death. These results may explain
why clinical and sterile immunity against malaria are likely to be
excluding events.

The IFN-y—induced enhancement of TLR expression and func-
tion was previously shown during acute human and mouse malaria
and was considered to be a booster for antimalarial responses when
innate immunity plays a major role (19). This study reports a huge
IFN-vy response to TLR agonists by splenocytes 1 wk after PcAS

infection that subsides within 2 wk; the levels of IFN-y produced
in the fourth week p.i. are comparable with those described in
this study in chronic mice. These findings recapitulate the notion
that the spleen CD4* T cell response to PcAS malaria develops
in two phases concomitantly with acute and chronic parasitemias,
in which the early phase is intense and short lasting, rapidly pro-
viding large amounts of proinflammatory cytokines, and the late
phase is characterized by small peaks of IFN-y production (30).
Our data indicate that the continuity of IFN-y—induced priming
of the innate immune system during the late infection is required
to control heterologous parasites, against which humoral im-
munity is not optimized because of MSP-1 gene polymorphisms
(9, 10). It is important to note that, in our study, in vivo priming
with low doses of IFN-v protects against parasite challenge in
only previously infected mice but not in naive mice, suggesting
that cooperation with other immunological effector mechanisms,
such as Ab against conserved epitopes in parasite Ags (5), is re-
quired to ensure strain-transcending immunity to P. chabaudi
malaria.
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The immunological effector mechanisms enhanced by IFN-y—
induced priming are vast, as indicated by the diversity of the IFN-
inducible genes that are highly expressed following macrophage
treatment with low doses of IFN-vy (17, 18). Our results that
correlate the expression levels of #lr2, tir4, tlr9, md2, and cd36
mRNAs in splenic DCs from chronic and cured mice with the
ability to control heterologous challenge implicate these molecules
in the maintenance of strain-transcending immunity to malaria.
Considering the existence of several TLR ligands in Plasmodium,
such as the GPI anchor, which is recognized by the TLR2/TLR1
complex with the contribution of TLR4 (31, 32), and parasite
DNA, which is recognized by TLRY (33), the long-lasting TLR
hyperresponsiveness in chronic mice maintains the capacity of
macrophages, DCs, and other TLR-bearing cells to recognize
iRBCs and merozoites. In fact, it has been shown that DC acti-
vation not only requires direct cell-to-cell contact and internali-
zation of iRBCs by DCs but also involves TLR4, TLR9, MyD88,
and signaling via NF-kB (27). Moreover, TLR3 and TLR9 pro-
mote bacterial uptake by murine and human macrophages through
the induction of a phagocytic gene program, which also is induced
by TLR4 and TLRS (34, 35). The class B scavenger receptor
CD36, another molecule that shows enhanced mRNA expression
in splenic DCs from chronic mice but not from cured mice, me-
diates the opsonin-independent phagocytosis of iRBCs by mono-
cytes and DCs (36). The binding of iRBCs to these cells is thought
to occur through the recognition of externalized phosphatidylser-
ine or P. falciparum—encoded erythrocyte membrane protein 1 (37).

In contrast, the high expression of staz3 mRNA in splenic DCs
from chronic mice indicates that [FN-y—induced priming of the
innate immune system is a fine-tuned process that is regulated
during the late infection by feedback inhibitory loops, such as
those mediated by IL-10, STAT3, and suppressor of cytokine sig-
naling 1 (18). It has been known for quite a long time that exposure
to TLR agonists leads to the development of tolerance through
a blockade of the corresponding signal transduction pathways (38—
40). Tolerance almost certainly occurs in patients from holoen-
demic areas of malaria that do not exhibit the signs and symp-
toms of the disease despite the presence of blood parasites (41,
42). Likewise, body temperature and weight are normalized after
the control of acute parasitemia in PcAS-infected mice (5). In
agreement with the concept that stimulatory and regulatory mo-
lecular pathways coexist during PcAS malaria, CD4" Ty cells
coexpressing IFN-y and IL-10 have a major role in both protection
and the control of the clinical manifestations of the disease (43).

Another important feature of IFN-y—induced priming observed
in this study is its effect on the CD4™ Ty, cell subsets of cured
mice, leading to a shift from CD4" Ty cells to CD4™ Tgy cells
and restoring the proliferative and/or IFN-y responses to iRBCs
and TLR agonists. The need for cognate Ag recognition for the
maintenance and survival of CD4" Ty cells has been discussed
recently for malaria (14) as well as for other diseases (44, 45). It is
possible that the persistence of parasite Ags maintains parasite-
specific CD4" Tep cells in cured mice; IFN-y—induced priming
shifts this population to CD4* Tgy, cells that promptly respond to
iRBCs and TLR agonists. Alternatively, the IFN-y—induced prim-
ing may rescue cross-reactive CD4" T¢y cells that are driven by
Ags from other microbes, as proposed in a model for development
of severe P. falciparum malaria in nonimmune adults (46). Despite
that both mechanisms can contribute to restore the CD4" Ty, cell
responses following the IFN-y treatment, the CD4" T cell prolif-
eration and IFN-y production in response to iRBCs are consider-
ably improved in cured mice but not in AMCs. This finding
supports the idea that parasite-specific CD4" Ty cells are main
participants in the proliferative and IFN-y responses that are re-

stored by treating cured mice with IFN-y. A further indication of
the parasite-specific nature of these CD4" T cells is that IFN-y
treatment also increases the proliferative response to MSP-19 in
cured mice. The exact mechanism by which IFN-vy maintains
CD4" Ty cells in an effector-memory state is still not well un-
derstood. We hypothesize that the reestablishment of the CD4* Ty
cell response to iRBCs is, at least in part, an indirect effect of the
IFN-y—induced TLR hyperresponsiveness of DCs. This possibility
is supported by our data from MyD88KO mice indicating that
TLR signaling also contributes to maintaining the CD4" Tgy; cell
responses during chronic infection, which ultimately leads to
IFN-vy—induced priming and helps to control the reminiscent
parasitemia. This increased chronic parasitemia in MyD88KO
mice did not cause animal death in our study, as reported pre-
viously (26, 47).

Altogether, our study shows that sustained [IFN-y—induced priming
of the innate immune system is required to maintain host surveil-
lance and consequently strain-transcending immunity to blood-stage
P. chabaudi malaria. It also suggests that the loss of protection in
spontaneously cured mice results from the interruption of a positive
cycle in which continuous exposure to parasites maintains the pool
of CD4" Tg/Tgy cells that are able to produce priming doses of
IFN-y and IFN-y—induced priming of the innate immune system
contributes to sustain the CD4" Tg/Tgy cell responses to the para-
sites. These results may help to explain why the immunity against
Plasmodium is rapidly lost when the parasites are eliminated from
the hosts, providing a molecular basis for strain-transcending im-
munity in human malaria. The knowledge that IFN-y—induced
priming of the innate immune system contributes to maintain strain-
transcending immunity may have important implications in devel-
oping and boosting immunization strategies against malaria.
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