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RESUMO

Pereira-Severi LS. Papel das moléculas PD-1 e PD-L1 na regulagdo da resposta
aguda dos linfécitos T CD4" e CD8" a infeccdo pelo Plasmodium chabaudi.
[dissertagdo (Mestrado em Imunologia)]l. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2012.

A malaria € um problema grave de saude publica, que mata mais de um milhdo de
pessoas por ano mundialmente. As complicacdes decorrentes da doenca, em
humanos infectados por parasitas do género Plasmodium, envolvem sindromes
como a maléria cerebral, a disfuncdo respiratéria e a anemia severa. O
desenvolvimento destas sindromes parece estar relacionado, pelo menos em parte,
a resposta imune exacerbada a infeccdo. Isto é, apesar do sistema imune proteger
contra os parasitas, ele também contribui para agravar a doenca. As células T CD4"
sdo centrais na protecdo imune e na imunopatogenia. Moléculas inibitérias, como
PD-1 e seu ligante PD-L1 encontram-se expressas em niveis elevados nas células T
CD4" e CD8" de camundongos na fase aguda da infeccéo pelo P. chabaudi. Estas
moléculas inibem a fosforilacdo do receptor do linfécito T, reduzindo a ativacéo e
causando a morte destas células. Na infeccdo com P. chabaudi, esta inibicdo da
resposta imune via PD1-PD-L1 poderia atuar como um mecanismo de regulacéo
para garantir a homeostase, diminuindo os danos causados pela resposta imune ao
hospedeiro. Com isso, este estudo teve como objetivo principal verificar o papel das
moléculas PD-1 e PD-L1 na ativacdo e regulacido das células T CD4" e CD8" do
baco de camundongos durante a infeccdo aguda pelo P. chabaudi. Os objetivos
especificos eram avaliar: 1) A cinética da expresséo das moléculas PD-1 e PD-L1 in
vivo durante os primeiros dez dias de infeccéo; 2) O efeito in vitro do tratamento com
anticorpos monoclonais anti-PD-L1 na ativacdo das células T e B estimuladas com
eritrocitos parasitados; e 3) A capacidade proliferativa de células T CD4", que
expressam ou nao PD-1, em camundongos no dia 7 de infecgcdo. Portanto, esse
estudo visa ampliar a compreensdo dos mecanismos inibitérios envolvidos na
regulacdo da resposta imune contra a malaria. Os nossos resultados sugerem uma
participacdo da via PD-1-PD-L1 na regulacdo da resposta imune a malaria murina.
Isto porque, além de observarmos o aumento na expressao de PD-1 nas células T
CD4", observamos aumento na expressdo de PD-L1 nos linfécitos T e B.
Interessantemente, a populacédo de células B com alta expressédo de PD-L1 possui
um baixo nivel de CD19, que juntamente com a expressao de CXCR-5 e GL-7,
caracterizam os plasmablastos, que vao gerar a producao de anticorpos de afinidade
durante a fase crbnica. O papel regulador dessas moléculas ficou evidente em dois
aspectos. Primeiramente, quando verificamos uma menor proliferacdo de células T
CD4" que expressam PD-1, quando estimuladas com anticorpos anti-CD3. Depois,
guando observamos que as moléculas PD-1 e PD-L1 também podem regular a
funcdo efetora das células, reduzindo sua capacidade de produzir IFN-y. Além disso,
a possivel participacdo de PD-1-PD-L1 na formacdo do centro germinativo sugere
um importante papel desta via na producéo de anticorpos protetores. Portanto, este
mecanismo poderia ser importante para o controle da resposta imune durante a fase
aguda da infeccéo, contribuindo para a reducao dos sintomas associados a resposta
imune exacerbada na malaria, bem como para a geracdo de resposta mais
especifica para a fase crénica.



Palavras-chave: Malaria. Plasmodium chabaudi. PD-1. PD-L1. Regulagéo.
Linfécitos T. IFN-y.



ABSTRACT

Pereira-Severi LS. Role of PD-1 and PD-L1 in the regulation of CD4" and CD8" T cell
responses to blood-stage Plasmodium chabaudi malaria. [Master's Thesis
(Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2012.

Malaria is a serious public health problem that kills over a million people a year
worldwide. The complications of the disease in humans infected by parasites of the
genus Plasmodium involve syndromes such as cerebral malaria, respiratory distress
and severe anemia. The development of these syndromes appears to be related, at
least in part, to the exacerbated immune response to infection. That is, in spite of the
role of the immune system in the protection against these parasites, it also
contributes to aggravate the disease. CD4" T cells are central to immune protection
and immunopathogenesis. Inhibitory molecules such as PD-1 and its ligand PD-L1
are expressed at high levels in CD4" and CD8" cells of mice in the acute phase of
infection by P. chabaudi. These molecules inhibit the phosphorylation of the T cell
receptor, reducing the activation and killing these cells. During P. chabaudi infection,
the inhibition of the immune response through the PD1-PD-L1 pathway could act as
a regulatory mechanism to ensure homeostasis, reducing the damage caused by the
host immune response. Therefore, this study aimed to examine the role of PD-1 and
PD-L1 molecules in the activation and regulation of CD4" and CD8" spleen cells of
mice during acute P. chabaudi infection. The specific objectives were to assess: 1)
The kinetics of expression of PD-1 and PD-L1 in vivo during the first ten days of
infection, 2) The effect of in vitro treatment with monoclonal antibodies anti-PD-L1 in
the activation of T and B cells stimulated with parasitized erythrocytes, and 3) The
reason why CD4" T cells after 7 days of infection exhibit low proliferation under
stimulation with anti-CD3 antibodies. Therefore, this study aims to broaden the
understanding of inhibitory mechanisms involved in the regulation of the immune
response against malaria. Our results suggest an involvement of PD-1-PD-L1 in
regulating the immune response to murine malaria. This is so because we observed
an increase of PD-1 expression in CD4" T cells and an increase of PD-L1 expression
on T and B lymphocytes. Interestingly, the population of B cells with high expression
of PD-L1 had low levels of CD19, which together with the expression of CXCR-5 and
GL-7, characterize plasmablasts, which will generate cells that produce high affinity
antibodies during the chronic phase. The regulatory role of these molecules was
evidenced in two aspects. First, when we find a lower proliferation of CD4" T cells
expressing PD-1 stimulated with antibodies anti-CD3. Second, when we observed
that PD-1 and PD-L1 can also regulate the effector function of spleen cells, reducing
their ability to produce IFN-y. Additionally, the possible involvement of PD-1-PD-L1 in
germinal center formation suggests an important role of this pathway in the
production of protective antibodies. Therefore, this mechanism may be important in
the control of immune response during the acute phase of infection, thus contributing
to the reduction of symptoms associated with exacerbated immune response in
malaria, as well as for the generation of more specific response to the chronic phase.

Keywords: Malaria. Plasmodium chabaudi. PD-1. PD-L1. Regulation. T
lymphocytes. IFN-y.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Distribuicao global da malaria ...........ccccooveiiieiiiiiiiiie e 17
Figura 2 — Ciclo biolégico do plasmddio Nno homem ............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiee e, 22
Figura 3 — Resposta dos linfocitos esplénicos a infeccdo pelo P. chabaudi ........... 27

Figura 4 — Cinética da parasitemia e numero de células no bago durante a fase
aguda da malaria pelo P. chabaudi .............ccooeiiiiiiiiiiiiieeceeeee e 36

Figura 5 — Cinética da expressdo de PD-1 nos linfécitos esplénicos durante a

INFECGAO POI P. ChADAUMI ......uviiiiiiiiiiiiiiiee et 38

Figura 6 — Cinética da expressdo de PD-L1 nos linfocitos esplénicos durante a

INFECGA0 COM P. ChaADAUMI ....cceeiiiiiieiiieie s 40

Figura 7 — Cinética da coexpressdo de PD-L1 e PD-1 nos linfocitos esplénicos

durante a infecc@o por P. chabaudi ..............cceiiiiiiiiiiicii e 42

Figura 8 — Caracterizacdo das populacbes de células T CD4" formadas pela
expressdo de PD-1 e PD-L1 NOS diaS 7 € 8 Pui. vovvvcuueviiiiiiiiiiiiieeiiieeeee e 45

Figura 9 — Caracterizacdo da populacdo de células CD19"°PD-L1" nos dias 8 e 10

018 PO P TP 46
Figura 10 — Proliferacdo dos linfocitos sob inibicdo de PD-L1 in Vitro ..................... a7
Figura 11 — Proliferac&o das células T CD4" sob estimulo de anti-CD3 ................. 51

Figura 12 — Producéo de IFN-y pelas células T CD4" sob inibicdo de PD-L1 in vitro



LISTA DE ABREVIATURAS

a - anti (utilizado para se referir a anticorpos)

APC - do inglés, Antigen Presenting Cell (Célula apresentadora de antigeno)

BSA - Albumina sérica Bovina

CD - do inglés Cluster of Differentiation (Grupos de Diferenciacao)

CESE - Carboxifluorescein Diacetate Succinimidil Ester

CTLA-4 - do inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

DC - do inglés Dendritic Cell (Célula Dendritica)

ELISA - do inglés Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (Ensaio Imunoenzimatico)

EP - Eritrécitos Parasitados

FACS - do inglés Fluorescence-Activated Cell Sorter (Ensaio de citometria de fluxo)

Foxp3 - do inglés Forkhead box P3

FSC — Forward Side Scatter

GFP —do inglés Green Fluorescent Protein

GPI - glicosilfosfatidilinositol

i.p. - Intraperitoneal

ICAM-1 - do inglés Inter-cellular Adhesion Molecule 1
IFN-y - Interferon-gamma

Ig - Imunoglobulina

IL - Interleucina

iTreg — Células T reguladoras induzidas

LAG-3 — do inglés Lymphocyte-activation gene 3

mADb — do inglés Monoclonal Antibody (Anticorpo monoclonal)

MFI — do inglés Mean Fluorescence Intensity (Média da

Fluorescéncia)

Intensidade de

MHC - do inglés Major Histocompatibility Complex (Complexo Principal de

Histocompatibilidade)



MyD88 - do inglés Myeloid Differentiation primary response gene 88
NK - célula Natural Killer

NO — do inglés Nitric Oxide (Oxido Nitrico)

NTwg — Células T reguladoras naturais

PAHO - do inglés Pan American Health Organization (Organizacdo Pan Americana
de Saude)

PBS - do inglés Phosphate Buffered Saline (Salina tamponada com fosfato)
PD-1 — do inglés Programmed Death — 1

PD-L1 — do inglés Programmed Death — Ligant 1

PD-L2 — do inglés Programmed Death — Ligant 2

PECAM-1 - do inglés Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1

p.i. — pos-infeccéo

PI3K - do inglés Phosphoinositide 3-Kinase

RPMI - Meio McCoy de cultura modificado

RT-PCR - do inglés Real Time Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real)

SFB - Soro fetal Bovino

SPF — do inglés Specific Pathogen-free

TCR - doinglés T Cell Receptor (Receptor da célula T)

TGF-B - do inglés Transforming Growth Factor-3

Th —do ingles T helper (T auxiliar)

TLR — do inglés Toll-like Receptor (Receptor tipo Toll)

TNF — do inglés Tumoral Necrosis Factor

Treg — Células T reguladoras

VCAM-1 - do inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1

WHO - do inglés World Health Organization (Organizacdo Mundial de Saude)

WT — do inglés Wild Type (tipo selvagem)



SUMARIO

N R0 ] 510070 T 17
I - g T 17
1.2 Ciclo biol6gico do parasita, imunopatologia e imunidade .............cccceeeeeeeen. 18
1.3 Arespostaimune ao P. chabaudi............ccccouuiiiiiiiiiiiiie 22
1.4 Moléculas inibitorias PD-1 @ PDL-1 ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinnnnnninnennennenn. 27
2 OBUIETIVOS . ...ceiiii ettt ettt e e e e ettt e e e e e s s st e e e e e e e e s e nnabraeeeeaens 30
3 MATERIAIS E METODOS ...ttt 31
3.1 Camundongos, parasitas € iINTECGEAOD .....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
3.2 Suspensao de Celulas do bagCO .........uveiiiiieiiiieece e 31
3.3 Andlise da expressao de PD-1 € PD-L1.......coooiiiiiiiiiiiiiieeeceeee e, 31
3.4 INIbICA0 da Via PD-1-PD-L1 ... 32
3.5 Ensaio de proliferacdo com CFSE ou CellTrace Violet........ccccooeveeiivviiinnnnnnnn. 32
3.6 Producéao de IFN-y e outras citocinas no sobrenadante de cultivo .............. 32
3.8 Ensaio de purificacdo de células por Cell Sorting para proliferacéo ........... 33
3.9 ANAlISE EStatiSTICA ...ccee e 34
1 U R I I 3 35
B DISCUSSAQD ...oiiiiieieiee ettt ettt nene s 56
B CONCLUSOES ..ottt 62

REFERENCIAS . ...ccc oo ettt ettt 63



17

1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

A maléria, doenca causada pelos parasitas do género Plasmodium, é um
problema global de saude publica responséavel pela morte de mais de um milh&o de
pessoas por ano (World Health Organization, 2007). A grande disseminacdo da
malaria globalmente justifica o alto nimero de casos existentes (Figura 1). A maléria
ocorre em mais de 90 paises onde habitam 2,5 bilh6es de pessoas, representando
40% da populacdo mundial. Aproximadamente 90% das mortes causadas pela
malaria ocorrem na Africa (Garcia, 2010). No Brasil, em 2007, foram confirmados
458.041 casos de malaria, com 99,9% dos casos restritos a regido Norte (Pan

American Health Organization, 2008).

Figura 1 - Distribuicdo global da malaria.

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2010

I Countries or areas where malaria transmission occurs
Countries or areas with limited risk of malaria transmission

This map is intended as a visual aid only and not as a definitive source of information about malaria endemicity. Source: @WHO 201 . All rights reserved.

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply p
the expression of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization §
concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, NY
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps

represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement.

2N World Health
4 Organization

2oL

Fonte: WHO, 2010.
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As espécies de protozoarios do género Plasmodium (filo Sporozoa, subfilo
Apicomplexa) que infectam o homem s&o cinco: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi. Apesar de varias espécies, quase todos os casos de maléria (95%)
ocorrem pelas espécies P. vivax e P. falciparum (Garcia, 2010). Entre as espécies
de Plasmodium que infectam camundongos temos Plasmodium chabaudi,
Plasmodium yoelii, Plasmodium berghei e Plasmodium vinckei.

O P. malariae e o P. ovale estao relacionados a poucos casos de morbidade,
enquanto o P. vivax é uma causa comum de estado agudo febril severo,
especialmente na Asia e América do Sul, mas raramente fatal. A grande maioria de
casos de maléaria severa e mortes € causada pelo P. falciparum, que é endémico na
Africa Subsaariana e outras regides tropicais no mundo (Stevenson, Riley, 2004). No
Brasil, a maioria dos casos ocorre por P. vivax (84%), uma pequena parte por P.
falciparum (15%) e uma minoria (1%) por infeccbes mistas (WHO, 2010).

A ampla endemicidade da malaria, assim como a alta mortalidade observada
mundialmente, pode ser devida a um controle ineficiente da doenca. Apesar das
medidas preventivas e terapéuticas ja utilizadas, a melhor medida para erradicacéo
seria a imunizacao das populacdes em areas de risco da doenca. Com isso, a fim de
ampliar as medidas de controle da malaria, diversos grupos de pesquisa tém

trabalhado para o desenvolvimento de uma vacina.

1.2 Ciclo bioldgico do parasita, imunopatologia e imunidade

Os protozoarios parasitas do género Plasmodium realizam seu ciclo
assexuado em espécies de vertebrados (homem, primatas, roedores, aves) e seu
ciclo sexuado ocorre em mosquitos do género Anopheles. O inicio da infecgcéo se da
pela picada do mosquito que, ao fazer o seu repasto sanguineo, inocula
esporozoitos na pele que podem ficar alojados na derme (Sidjanski, Vanderberg,
1997; Vanderberg, Frevert, 2004) ou chegar a corrente sanguinea através do
movimento de deslizamento entre as células (Amino et al., 2008). O estagio de
esporozoito inoculado na picada do mosquito € transiente e ndo causa patologia,
chegando em poucos minutos ao figado (Schofield, Grau, 2005), por meio da
transmigracdo celular, em que o parasita entra e sai das células (Amino et al., 2008;
Mota et al., 2001). Nos hepatoécitos os parasitas iniciam a fase pré-eritrocitica do
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ciclo, onde proliferam e diferenciam em merozoitos. A infeccdo hepatica é uma fase
obrigatoria e clinicamente silenciosa do ciclo de vida do parasita, que pode durar de
dois a sete dias, dependendo da espécie de Plasmodium (Hafalla et al., 2011). Os
merozoitos produzidos no figado sdo exocitados a partir dos hepatdcitos infectados,
dentro de vesiculas denominadas merossomos (Sturm et al., 2006; Tarun et al.,
2006), para entdo na corrente sanguinea infectarem eritrocitos, iniciando a fase
eritrocitica do ciclo. Durante a fase eritrocitica ocorre a esquizogonia dentro dos
eritrocitos invadidos, onde os parasitas se encontram em trés diferentes estagios:
anel, trofozoito e esquizonte; que compdem o desenvolvimento intra-eritrocitario do
ciclo. Cada ciclo intra-eritrocitario pode durar de 48-72 horas, dependendo da
espécie de Plasmodium (Stevenson, Riley, 2004). O desenvolvimento intra-
eritrocitico resulta em uma rapida expansdo e mantém o ciclo do parasita no
hospedeiro infectado (Silvie et al., 2008). Uma pequena parte dos merozoitos, ao
invadir os eritrocitos, se diferencia por gametocitogénese em gametdcitos, que sado
essenciais para garantir a continuidade do ciclo biolégico do parasita (Hafalla et al.,
2011; Silvie et al., 2008). Dessa forma, os gametdcitos masculinos e femininos sao
ingeridos pelos mosquitos Anopheles, durante o repasto sanguineo e assim o
parasita realiza seu ciclo sexuado no intestino do mosquito, onde a fusdo dos
gametas leva a esquizogonia com a formacao de oocisto contendo esporozoitos. Os
esporozoitos migram para as glandulas salivares do mosquito para iniciar um novo
ciclo parasitario (Garcia, 2010).

As manifestacdes clinicas da malaria abrangem uma ampla faixa de sintomas.
Embora a maioria dos individuos tenha apenas um estado febril benigno, cerca de 1-
3 milhdes de mortes ocorrem por ano devido a maléria severa, principalmente em
criancas nao-imunes infectadas com P. falciparum. Este quadro severo compreende:
anemia severa, disfungdo respiratoria ou malaria cerebral (Miller et al., 2002). Os
sintomas da malaria, em grande parte, contam com a participacdo da resposta
imune desenvolvida pelo hospedeiro, e ndo apenas com a acgéo direta do parasita.

Desde a picada do mosquito até a invasdo eritrocitaria, os individuos
infectados permanecem assintomaticos (Garcia, 2010), possivelmente devido a
baixa carga de antigeno, a natureza imunotolerante do figado e/ou aos mecanismos
imunorregulatérios iniciados durante a passagem do esporozoito através da pele
(Guilbride et al., 2010). Apesar de clinicamente silenciosa, a fase pré-eritrocitica

induz a ativacdo da resposta imune. A imunidade humoral contribui para a protecéo
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contra o estagio pré-eritrocitico (Schwenk, Richie, 2011). Os anticorpos
neutralizantes sao direcionados para proteinas presentes na superficie de
esporozoitos (Hafalla et al., 2011). O mecanismo da protecdo mediada por anticorpo
pode envolver a inibicdo da invasédo no hepatdcito ou a opsonizacdo de esporozoitos
e eritrocitos parasitados (EP) para captura por macréfagos e células dentriticas
(Marsh, Kinvanjui, 2006). Enquanto os mecanismos dependentes de anticorpo
atuam no estagio extracelular, a resposta imune atuante na protecdo contra 0s
estagios hepéticos do Plasmodium € dependente da imunidade celular. Durante este
estagio, a apresentacdo de antigenos para células T pode ser feita pelos préprios
hepatdcitos ou por células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés Antigen
Presenting Cells). Observa-se intensa resposta de células T CD8" efetoras
direcionadas aos hepatdcitos infectados (Hafalla et al., 2006). A producdo de
citocinas, como IL-12 (Interleucina-12) e IFN-y (Interferon-y), e de mediadores, como
o oxido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide), também é importante durante esta fase
(Stevenson, Riley, 2004).

Apesar da ativacdo do sistema imune, a invasao dos eritrocitos inicia-se logo
apos a liberacdo dos merozoitos pelos hepatdcitos. Durante os ciclos de reproducao
do Plasmodium, a ruptura dos eritrocitos contendo esquizontes é acompanhada por
episédios de febre, ndusea, dor de cabeca e outros sintomas tipicos de producéo
sistémica de citocinas pro-inflamatérias (Miller et al., 2002). Os produtos do parasita
ou os EP podem interagir com receptores do tipo Toll e receptores de superficie
como CD36, um co-receptor para TLR-2 (do inglés Toll-like Receptor-2). A interacéo
de produtos do Plasmodium com o CD36 pode tanto ativar como suprimir as células
dendriticas, monadcitos e células T (Langhorne et al., 2008). A ativacao de células
dendriticas, células B e macréfagos via TLR-1/TLR-2 e TLR-4, através das ancoras
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) do parasita (Krishnegowda et al., 2005), bem como a
ativacdo de células dendriticas via TLR-9 pelo DNA do parasita que contamina a
hemozoina garante a producéo de citocinas pro-inflamatorias (Coban et al., 2005;
Krishnegowda et al., 2005; Parroche et al., 2007). O TNF-a. (do inglés Tumor
Necrosis Factor-a) é uma das principais citocinas pro-inflamatérias relacionadas a
febre na malaria (Karunaweera et al., 1992) e a sua liberacdo induz o aumento na
expressdo de moléculas de adesao no endotélio vascular, como CD36 (Barnwell et
al., 1989), ICAM-1 (do inglés Inter-cellular Adhesion Molecule 1) (Berendt et al.,
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1989), VCAM-1 (do inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1), E-selectina
(Ockenhouse et al., 1992) e PECAM-1/CD31 (do inglés Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule 1) (Treutiger et al., 1997), provocando a citoaderéncia dos
eritrocitos infectados (Ho, White, 1999). A citoaderéncia € um evento de adesao
celular ao endotélio que ocorre em individuos infectados por P. falciparum e € a
principal causa da severidade da doenca quando o tecido cerebral é atingido,
provocando a maléaria cerebral (Ho, White, 1999). Analises de RT-PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real, do inglés Real Time Polymerase Chain
Reaction) post-mortem do cérebro de pacientes com maléria cerebral indicam altos
niveis locais de TNF-a e IL-1B (Interleucina-1beta) (Brown et al., 1999), mostrando
uma forte correlacdo entre as citocinas pré-inflamatérias e a expressédo de moléculas
de adesdo que provocam a citoaderéncia. Portanto, ao mesmo tempo em que as
citocinas proé-inflamatérias podem ser cruciais para o controle da parasitemia, elas
também podem agravar a doenca.

A protecdo mediada pela resposta pro-inflamatoéria envolve citocinas, como
TNF-o e IFN-y, e a liberagcdo de mediadores como o NO (Miller et al., 2002). A
producdo inicial de IFN-y é garantida pelas células NK (Natural Killer) e, mais
tardiamente, pelas células T ativadas (Artavanis-Tsakonas et al.,, 2003). O IFN-y
ativa os macréfagos promovendo a eliminacdo dos parasitas. Apesar da intensa
resposta imune celular, a imunidade humoral possui grande importancia na fase
eritrocitica, jA& que as moléculas de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade, do inglés Major Histocompatibility Complex) | e Il estdo
ausentes nos eritrocitos (Langhorne et al., 2008). Os mecanismos efetores dos
anticorpos incluem bloqueio da invaséao de eritrocitos por merozoitos (Blackman et
al., 1990), morte celular anticorpo-dependente mediada por anticorpos citofilicos
(Bouharoun-Tayoun et al., 1995) e ligacdo de anticorpos a moléculas induzidas na
superficie dos EP, levando a uma maior remocéo dos eritrocitos infectados (Bull et
al., 1998). A producéo de citocinas anti-inflamatorias TGF-f (do inglés Transforming
Growth Factor-f) e IL-10 (Interleucina-10) contribui para balancear as respostas de
defesa quando a parasitemia esta sob controle e a indugdo de células T Foxp3* (do
inglés Forkhead box P3) reguladoras (Te) parece depender dessas citocinas anti-
inflamatoérias (Couper et al., 2008; Scholzen et al., 2009). Por outro lado, a anemia
severa estaria associada a niveis baixos de IL-10 (Kurtzhals et al., 1998), enquanto
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a disfuncdo respiratéria relaciona-se a niveis anormalmente altos de IL-10
(Awandare et al., 2006). Dessa forma, a patogenia da malaria esta bastante
relacionada aos efeitos da resposta imune.

Mesmo apds muitas exposi¢des, os individuos nédo se tornam refratarios aos
parasitas da maléaria, mas desenvolvem imunidade clinica que previne a doenca
sintomética (Miller et al., 2002). A imunidade a malaria, observada pelos niveis
baixos de parasitas no sangue e auséncia de sintomatologia, pode levar anos para
se estabelecer em individuos de regides endémicas (Langhorne et al., 2008). Além
disso, o deslocamento desses individuos da area endémica pode levar a perda da
imunidade contra a malaria (Jelinek et al., 2002; Matteelli et al., 1999; Soares et al.,
1999ab).

Figura 2 - Ciclo biologico do plasmédio no homem.
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1.3 Arespostaimune ao P. chabaudi

Devido a dificuldade em estudar a malaria em humanos, modelos de infec¢éo
por Plasmodium em camundongos tém sido extensamente utilizados. Dentre os
plasmaodios de roedores, o P. chabaudi € o modelo de infec¢cdo mais utilizado para
estudar a resposta imune na fase intra-eritrocitica do ciclo da malaria. Na maléaria de
roedores, a sobrevivéncia esta ligada a capacidade do hospedeiro de controlar a
replicacdo dos estagios sanguineos do parasita dentro dos primeiros 7 a 14 dias
apos a infeccao (Stevenson, Riley, 2004). A parasitemia na infeccdo por P. chabaudi
possui um pico atingindo altos niveis de EP (40-60%). A infec¢cdo com a cepa AS é
frequentemente limitada, atingindo a fase crénica em cerca de duas semanas, a
seguir a parasitemia permanece em niveis baixos por 2 a 3 meses. Este controle da
parasitemia esté relacionado a capacidade dos camundongos em estabelecer uma
resposta imune eficiente apés uma ou mais infec¢bes (Jarra, Brown, 1985; Jarra et
al., 1986; Taylor et al., 1997).

As células T desempenham funcbes importantes para a resposta efetora
contra o P. chabaudi, tendo um papel central no controle da parasitemia. Além disso,
as células T CD4" ativadas contra o parasita S0 essenciais para o desenvolvimento
de resposta humoral pelas células B (Elias et al., 2005).

Na fase aguda da infeccédo por P. chabaudi, ocorre uma intensa ativagcéo de
células T e B (Castillo-Méndez et al., 2007; Elias et al., 2005; Meding, Langhorne,
2005; Muxel et al.,, 2011), que produzem IFN-y e IgG2a (Imunoglobulina G2a),
respectivamente, garantindo uma resposta Thl (do inglés T helper 1) que protege o
hospedeiro controlando a parasitemia. Inicialmente, apos a proliferacdo, as células T
ativadas produzem IFN-y, o que indica uma tendéncia a respostas do tipo 1 (Th1). O
IFN-y tem um papel central no controle da parasitemia, e sua auséncia impede o
controle da infeccéo levando & morte (Su, Stevenson, 2000). As células T CD4" s&o
essenciais para garantir uma producdo de IFN-y capaz de controlar a parasitemia
(Muxel et al., 2011). A reducdo ou auséncia das células T CD4" resulta em
parasitemia descontrolada tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccéo
(Podoba, Stevenson, 1991). Tanto as células T CD4" Thl quanto o IFN-y sdo
necessarios para o controle da parasitemia (Stevenson et al., 2001; Su, Stevenson,

2002; van der Heyde et al., 1997). A resposta Thl € importante ndo somente na fase
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aguda para promover a imunidade celular, mas também na fase cronica para
promover a resposta de anticorpos (Su, Stevenson, 2002). A producao de anticorpos
nao € essencial para o controle da parasitemia na fase aguda, mas durante a fase
cronica, a manutencdo de niveis baixos de parasitas no sangue parece depender
dessa resposta (Meding, Langhorne, 2005).

Além do envolvimento da resposta imune adaptativa no controle da
parasitemia, também ha a participacdo da imunidade inata nesse processo. A
auséncia das células NK resulta em aumento da parasitemia durante a fase aguda,
além do aparecimento de um pico recorrente durante a fase crénica. Essa producao
inicial de IFN-y por células NK é importante para a ativacdo adequada da resposta
de células T CD4" (Mohan et al., 1997; de Souza et al., 1997). Além da funcéo de
APC, os macrofagos podem fagocitar eritrécitos infectados na auséncia de
anticorpos citofilicos ou opsonizantes especificos para malaria (Serghides et al.,
2003). No entanto, os macréfagos tornam-se mais efetores quando atuam em
conjunto com a imunidade adaptativa, através da fagocitose de eritrcitos infectados
mediada por anticorpo ou a producdo de moléculas anti-parasitarias como o NO,
apoés sua ativacéo pelo IFN-y produzido pelas células T CD4" (Good, Doolan, 1999).
Ja as células dendriticas podem ser ativadas por produtos do parasita, através de
receptores do tipo Toll, e assim desenvolver respostas pro-inflamatorias, bem como
a apresentacdo de antigenos as células T. Esses receptores atuam de maneira
dependente da molécula adaptadora MyD88 (do inglés Myeloid Differentiation
primary response gene 88), visto que camundongos deficientes de MyD88 produzem
guantidades menores de IL-1 (Interleucina-1), IL-6 (Interleucina-6) e IL-12 e
apresentam uma menor producdo de IFN-y pelas células T CD4" (Franklin et al.,
2007). Porém, apesar da importancia dos receptores do tipo Toll na resposta pro-
inflamatoria, consequentemente na patogenia da malaria, e na ativacdo das células
T, estas moléculas n&o sédo cruciais para o controle da fase aguda da infecgéo pelo
P. chabaudi.

Apesar da forte resposta Thl observada na fase aguda da infeccéo,
caracterizada por niveis elevados de IFN-y e IL-12, bem como anticorpos do tipo
IgG2a; ocorre um desenvolvimento de resposta do tipo 2 (Th2), durante a fase
cronica. Essa resposta é caracterizada, principalmente, por altos niveis de IL-4

(Interleucina-4) e IgG1 (Imunoglobulina 1). Nesta fase, parece que é a resposta Th2
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que atua na manutencao dos niveis baixos de parasitemia, visto que o aparecimento
desta resposta inibe as respostas Thl. A resposta € voltada para producdo de
anticorpos 1gG1l especificos contra o parasita, por células B ativadas, que
necessitam da interagdo com células T CD4" para a sua fungdo efetora. O
envolvimento das células T CD8" se torna maior nesta fase, visto que a eliminacdo
dessas células ndo altera o curso ou o nivel inicial da parasitemia, porém, afeta o
controle final, resultando em alguns pequenos picos recorrentes de parasitemia e
consequentemente, aumentando o tempo de eliminacdo do parasita (Podoba,
Stevenson, 1991).

A transicdo entre a fase aguda e cronica da infeccdo é marcada pela
eliminacdo de grande parte dos linfécitos T ativados durante a fase aguda por
apoptose (Helmby et al., 2000; Muxel et al., 2011). Nesse momento, as células
efetoras especificas e de memodria estdo sendo geradas, e o declinio no numero de
células ativadas reduz parte do controle da parasitemia, refletindo em um pequeno
pico recrudescente (Helmby et al., 2000). Os mecanismos envolvidos na eliminacao
das células efetoras observada apds a fase aguda da infec¢édo, ainda sao pouco
conhecidos, sendo que, ao menos em parte, essa apoptose parece ser mediada por
Fas. Isto porque a expressao aumentada de Fas e Fas-ligante (Fas-L) em células do
baco esta relacionada a morte apoptética durante a infec¢do por P. chabaudi (Elias
et al., 2005; Helmby et al., 2000). Também foi sugerido que mecanismos
reguladores da resposta imune promovam esta eliminacao, visto que a presenca de
citocinas como TGF-§ e IL-10 indica uma possivel participa¢éo das células Teq (Li et
al., 1999; Omer, Riley, 1998). A IL-10 é conhecida como uma citocina anti-
inflamatoria capaz de modular a producdo de citocinas pro-inflamatérias.
Camundongos deficientes de IL-10, infectados com P. chabaudi, apresentam uma
patologia aumentada que parece ser mediada pelo aumento de citocinas pro-
inflamatorias, principalmente TNF-a (Li et al., 2003). Além disso, a neutralizacdo de
TGF-f em camundongos IL-107 leva a uma doenca fatal (Li et al., 2003). Isto
porque, a producdo de TGF-B diminui a severidade da malaria por modular as
citocinas pré-inflamatérias, responsaveis pelos sinais clinicos da infeccdo (Omer,
Riley, 1998).

Na infeccdo letal por P. chabaudi adami, a ativacdo e a expansao das células

Treg contribuem para o controle da resposta inflamatoria associada a infeccéo letal
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(Cambos et al., 2008). As células T,y expressam o fator de transcricdo Foxp3 e
podem produzir as citocinas IL-10 e TGF-f como uma de suas funcdes efetoras.
Outros mecanismos de acéo das células Tq podem exigir contato entre as células.
Isto inclui a alta expresséo de CTLA-4 (do inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4),
que permite o contato da célula Tg as APCs, via CTLA-4/B7 (Vignali et al., 2008). A
inibicdo das APCs induz a supressao das respostas de células T. O CTLA-4 é
expresso em células T logo apés a ativacdo, possuindo um papel inverso ao do
CD28, constituindo um mecanismo inibitério. As moléculas inibitérias expressas em
células T podem favorecer a apoptose dessas células ou constituir um mecanismo
de regulagéo por célula Teq. Moléculas como PD-1 (do inglés Programmed Death 1)
e seu ligante PD-L1 (do inglés Programmed Death Ligand 1) sdo expressas em
células T efetoras durante infec¢des e inibem a resposta imune (Barber et al., 2006;
Bhadra et al., 2011; Day et al., 2006). Ja se sabe que células Teq induzidas (iTreg)
expressam altos niveis de PD-1 (Haribhai et al., 2011) e que o contato entre PD-1 e
PD-L1 constitui um mecanismo de regulacéo (Francisco et al., 2010). Enfim, diversos
mecanismos de regulacdo podem atuar na malaria. Estudar estes mecanismos
parece ser essencial, jA que durante a infeccdo por P. chabaudi, a presenca de
células Teg € importante para a redugdo da imunopatologia; porém pode ser também
uma forma de reduzir o controle sobre o parasita. No entanto, estudos indicam que
a capacidade de controlar e eliminar o parasita exige um equilibrio entre as células T
efetoras e reguladoras (Berreta et al., 2011), e isto determina a cronicidade ou
severidade da doenca. Mais estudos, com os diferentes modelos de maléaria, sdo
necessarios para entender melhor o envolvimento dos mecanismos de regulacédo

seja na resolucéo ou agravamento da doenca.
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Figura 3 - Resposta dos linfécitos esplénicos a infeccao pelo P. chabaudi.
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1.4 Moléculas inibitérias PD-1 e PDL-1

A molécula inibitéria PD-1 (também conhecida como CD-279) pertence a
superfamilia B7-CD28 e é expressa em células T logo apds a ativacdo do TCR. A
sinalizacdo por PD-1 é diferente de CTLA-4, porém ambos suprimem a ativacdo da
célula T (Parry et al., 2005). Nas células T, PD-1 ndo sinaliza na auséncia de sinal
de TCR (do inglés T Cell Receptor) e sua sinalizacdo requer proximidade ao TCR.
Apés a ligacdo de PD-1 ao seu ligante, o recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-
2, que agem nas quinases sinalizadoras da via do TCR, diminui o sinal do TCR,
levando a uma reducéo da ativacéo das células T e da producéo de citocinas (Chen,
2004; Freeman et al., 2000; Sharpe, Freeman, 2002). A inibicado da ativacao por PD-
1 é direcionada a supressao da atividade de PI3K (do inglés Phosphoinositide 3-
Kinase), podendo entdo diminuir a expressdao da proteina anti-apoptotica Bcl-xL,
além de reduzir a atividade de Akt levando a deficiéncia na producédo de IL-2, na
sintese protéica, na proliferacéo, e consequentemente induzindo um estado anérgico
ou até mesmo a morte da célula T (Chen, 2004; Parry et al.,, 2005). O PD-L1
(também conhecido como B7-H1 e CD274) € o principal ligante de PD-1 por ser
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constitutivamente expresso em muitas células (Yamazaki et al., 2002). Além do PD-
L1, o PD-1 possui como ligante o PD-L2, também conhecido como B7-DC e CD273
(Latchman et al., 2001), que esta presente em células dendriticas e macrofagos
(Yamazaki et al., 2002). Tanto PD-L1 quanto PD-L2, aumentam sua expressao apos
a ativagao.

As células T ativadas em infec¢cBes podem expressar niveis altos de PD-1 e
PD-L1. O aumento da expressdo de PD-1 em células T durante infeccdes esta
associado a perda de funcédo destas células, sendo que o bloqueio de PD-L1
restaura a fungéo das células T melhorando a resposta a infecgdo (Barber et al.,
2006; Bhadra et al., 2011; Day et al., 2006). A ativagdo de células T CD4" e CD8"
durante a resposta imune ao estagio sanguineo de P. yoelii leva a um aumento da
expressdo de PD-1 nessas células (Chandele et al.,, 2010). Além disso, em uma
infeccdo viral aguda com vaccinia virus, a presenca de PD-1 é capaz de regular o
desenvolvimento da memoria de células T CD8" (Allie et al., 2011). Na infeccéo por
Toxoplasma gondii, o bloqueio de PD-L1, além de melhorar a producdo de IFN-y,
restaura a proliferacdo das células T CD8" impedindo a reativacdo do parasita
(Bhadra et al., 2011). J& na miocardite induzida por Trypanosoma cruzi, o0 PD-1 tem
um papel regulador da inflamacdo, e a sua auséncia exacerba a resposta
inflamatéria do tecido cardiaco levando a morte (Gutierrez et al., 2011). A regulacéo
mediada por PD-1 em infeccBes reduz os efeitos prejudiciais ao hospedeiro de
respostas inflamatérias, porém poderia constituir um mecanismo de evasao da
resposta imune por patégenos. Os Ultimos estudos em malaria demonstram um
importante papel de PD-1 e PD-L1 durante a infec¢do por diferentes espécies de
plasmadios. Na infecgdo aguda com P. berghei ANKA, o bloqueio da via PD-1/PD-L1
leva ao surgimento de malaria cerebral em camundongos resistentes (Balb/C)
(Hafalla et al., 2012). Isto ocorre porque o bloqueio desta via reguladora das células
T induz o aumento da ativacdo das células T, com maior producéo de IFN-y, levando
a uma elevada adesdo de eritrécitos infectados e células T CD8" ao endotélio,
causando entdo, a malaria cerebral. Em outro estudo, a fungéo de PD-1 e PD-L1 na
malaria causada por P. yoelli, esta em regular a producéo de anticorpos para a fase
cronica da infec¢cdo. Neste estudo, foi observado que o bloqueio de PD-L1 com LAG-
3 leva a um aumento no nimero de células T CD4" foliculares (T CD4"ry), induzindo

a uma maior producao de anticorpos pelas células B do centro germinativo, e estes
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anticorpos provocam uma grande reducdo da parasitemia durante a fase cronica da
infeccdo (Butler et al., 2011). Esses estudos parecem demonstrar um papel
regulador importante de PD-1 e PD-L1 na malaria.

As células Treq expressam PD-1 e PD-L1 sob condigbes basais e aumentam a
sua expressado sob estimulo (Francisco et al., 2010). Tanto as células Tg naturais
(NTreg) quanto as iTreg expressam PD-1, sendo que estas Ultimas expressam maiores
niveis (Haribhai et al., 2011). O PD-L1 regula o desenvolvimento das células iTeq
bem como sua manutencdo e funcdo (Francisco et al.,, 2009). As células iTeg
apresentam um repertério de TCR com pouca similaridade com as células nTeg
(Haribhai et al., 2011), indicando uma possivel diferenca entre os seus alvos. Sabe-
se que as células T,y séo capazes de controlar respostas imunes primarias
(Haribhai et al.,, 2007), o que poderia indicar um possivel envolvimento dessas
células no controle de respostas imunes a infec¢gdes como a maléria. A infeccdo da
malaria aumenta a rapidez da repopulacdo do bagco com células T
CD4'CD25'Foxp3* em camundongos desprovidos de células Ty, em relagdo ao
controle néao-infectado. Assim, a infeccdo com Plasmodium poderia induzir a
proliferagéo de células nT,q Ou até mesmo a inducéo de iT,4. Portanto, as células
Treq talvez possam estar envolvidas no controle da resposta imune a malaria e assim
regularem de alguma forma a ativacdo do sistema imune. Ao mesmo tempo, 0
conjunto de células envolvidas na resposta imune a malaria pode ser regulado
apenas por moléculas presentes nessas células, como PD-1 e PD-L1, sem a
necessidade de regulagdo mediada por células Ty O estudo de mecanismos
regulatorios na malaria é necessario para determinar se ha ou ndo uma colaboracéo
das células T,y durante a resposta imune, e se a regulacdo €& prejudicial ou
fundamental para preservar o hospedeiro. E assim, através da investigacdo da
contribuicdo de PD-1-PD-L1 nos mecanismos regulatorios da malaria pode-se

entender melhor os episodios inibitérios na resposta imune a infecgéo.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto acima, nesse estudo buscou-se verificar a importancia das
moléculas PD-1 e PD-L1 durante a fase inicial da resposta imune a infeccdo por P.
chabaudi, definindo um possivel papel regulador dessas moléculas, durante a
ativacdo e morte de células T CD4" e CD8". Dessa forma, os objetivos especificos
visaram avaliar:

1) a cinética da expressao de PD-1 e seu ligante PD-L1, nas células do baco
durante os primeiros 10 dias de infeccao;

2) o efeito in vitro do tratamento com anticorpos anti-PD-L1 na ativacao,
proliferacdo e producéo de IFN-y nas células do baco estimuladas com EP;

3) a capacidade proliferativa de células T CD4", que expressam ou nio PD-1,

em camundongos no dia 7 de infeccao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Camundongos, parasitas e infeccao

Foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6 (WT, do inglés Wild Type),
C57BL/6-FoxP3-GFP e Nude, com oito a dez semanas de idade, fornecidos pelo
biotério do Departamento de Imunologia da Universidade de S&o Paulo
(Originalmente da The Jackson Laboratory) e mantidos em condi¢cdo SPF (do inglés
specific pathogen-free). P. chabaudi AS foi mantido como descrito previamente
(Podoba, Stevenson, 1991). Os camundongos  foram inoculados
intraperitonealmente (i.p.) com 1 x 10° EP por P. chabaudi (cepa AS). A parasitemia
foi monitorada por microscopia 6ptica através de esfregaco sanguineo corado por

Giemsa, de sangue obtido da cauda dos camundongos.
3.2 Suspensao de células do baco

ApoOs a retirada do baco e maceracao deste 6rgao, as células do baco foram
lavadas e mantidas em RPMI 1640 gelado, suplementado com penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 ug/mL), 2-mercaptoetanol (50 uM), L-glutamina (2 mM),
piruvato de sédio (1 mM), e 10% de soro fetal bovino inativado. Todos os
suplementos foram adquiridos da Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, California,
USA). O numero de células por baco foi contado usando uma camara de Neubauer
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).

3.3 Analise da expresséao de PD-1, PD-L1 e outras moléculas

As células do baco (1 x 10°) dos camundongos infectados foram marcadas
com anticorpos monoclonais (mAb) anti-CD4, -CD8, -CD19, -PD-1, -PD-L1, -CXCR-
5, -GL7 e -CD69 acoplados aos fluorocromos PE (Ficoeritrina), PE-Cy5 (Ficoeritrina-
Cy5), PE-Cy7 (Ficoeritrina-Cy7), APC (Aloficocianina), APC-Cy7 (Aloficocianina-
Cy7), Pacific Blue e V-500 (BD Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, California,
USA e eBioscience, Santa Clara, California, USA), nos dias 0 (controle), 4, 7, 8 e 10
p.i. (pés-infeccdo). Dessa forma, foi avaliada a expressdo de PD-1 e PD-L1, junto

com outras moléculas, nas células T CD4", CD4'FoxP3" e CD8" e células B por
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citometria de fluxo. Os dados foram analisados pelo software FlowJo 7.2.5 (Tree Star
Inc, Ashland, Oregon, USA).

3.4 Inibicdo da via PD-1-PD-L1

A inibicdo da via PD-1-PD-L1 foi feita por meio de mAb anti-PD-L1 [purified
anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (clone 10F.9G2), Biolegend, San Diego,
California, USA] para bloquear a interacdo de PD-1 ao seu ligante PD-L1. A inibic&o

foi feita durante o cultivo in vitro com EP ou com mAb anti-CD3.
3.5 Ensaio de proliferagdo com CFSE ou CellTrace Violet

As células do bago dos animais infectados foram marcadas com 5,6-carboxy-
fluorescein-succinimidyl-ester (CFSE; Molecular Probes, Invitrogen Life Tecnologies)
(3x10’ células suspensas em PBS com 0,1% de BSA) em uma concentracao final de
5 uM por 20 minutos em 37 °C; ou com CellTrace Violet (Molecular Probes,
Invitrogen Life Tecnologies) (6x10° células suspensas em PBS) na concentracdo
final de 2mM, também por 20 minutos a 37 °C. Entdo, 1 x 10° células marcadas do
baco de camundongos infectados nos dias 4, 6 e 7 p.i., foram cultivadas com 3 x 10°
EP ou mAb anti-CD3 a 37 °C e em atmosfera com 5% de CO, por 72 horas. As
células foram cultivadas nessas condi¢des com ou sem inibi¢cdo da via PD-1-PD-L1
com mAb anti-PD-L1. A proliferacdo foi avaliada por citometria de fluxo em um BD
FACSCanto, considerando-se a reducao da intensidade de fluorescéncia do CFSE

ou Cell Trace Violet.

3.6 Producéo de IFN-y e outras citocinas no sobrenadante de cultivo

Foi avaliada a producédo de IFN-y no sobrenadante das células cultivadas por
24 e 72 h. Os sobrenadantes foram retirados a partir do cultivo das células do baco
com EP, com ou sem inibicdo da via PD-1-PDL-1 e mantidos a -80 °C. O IFN-y foi
avaliado pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), através de
kit de deteccdo Mouse IFN-y ELISA set (BD OptEIA, BD Biosciences) seguindo o

protocolo do fabricante. Além deste método, para detectar a presenga das citocinas
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IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-1pB, IL-12, IL-17 no sobrenadante de culturas
em proliferagdo estimuladas com EP, foi utilizado o kit Fluorokine® MAP (Bioplex,
Bio-Rad, Hercules, California, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante (R&D

Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).

3.7Producéo de IFN-y por marcacéao intracelular

As células do baco de camundongos nos dias 4, 5, 6 p.i. foram cultivadas por
20 horas sob estimulo de EP, sendo que nas ultimas 12 horas de cultivo foi
adicionado GolgiStop (Monensina) (BD Pharmingen, BD Biosciences) (4 ul para
6x10° células) as células cultivadas. Ap6s o cultivo, as células foram marcadas
extracelularmente com mAb anti-CD4. Entdo, foram fixadas e permeabilizadas com
Fixation/Permeabilization solution, e marcadas intracelularmente para IFN-y. O
procedimento seguiu o protocolo do fabricante do kit de marcacdo intracelular
Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen, BD Biosciences). Apds a marcacdo, essas
células foram lidas em um citbmetro de fluxo BD FACSCanto e as amostras
analisadas quanto a porcentagem de células produtoras de IFN-y pelo programa

Flowjo (Tree Star Inc).

3.8 Ensaio de purificacdo de células por Cell Sorting para proliferacéo

Foram purificadas populacdes celulares diferentes quanto a expresséo de PD-
1 e PD-L1. As células T CD4"FoxP3" com alta expressdo de PD-L1 porém negativas
para PD-1; ou uma populacdo com baixa expressdo de PD-L1 mas positivas para
PD-1, foram purificadas por Cell Sorting em um citdmetro de Fluxo BD FACSAria, a
partir do bagco de camundongos com 7 dias de infeccdo. As células T CD4"FoxP3,
com baixa expressdo de PD-L1 e simultaneamente nenhuma expressédo de PD-1,
foram purificadas dos animais controles. Essas popula¢cdes foram marcadas para
Cell Trace Violet e 0,5x10° células foram cultivadas com células do baco de
camundongos Nude (2x10° APCs) e estimuladas com mAb anti-CD3, por 72 horas.
O cultivo das células do dia 7 p.i. foi feito individualmente para cada populacdo
purificada. A proliferagcdo foi analisada por citometria de fluxo de acordo com a

reducao na intensidade de fluorescéncia do Cell Trace Violet.
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3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com os testes One ou Two-way ANOVA,
seguido por analise do Teste de Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa Prisma 4 (Graph Pad Software, La Jolla, California, USA) e

as diferencas foram consideradas significativas para valores de p<0,05 (5%).
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4 RESULTADOS

Para iniciar os estudos, determinamos a cinética da parasitemia e do niumero
de células totais, T CD4" e CD8" e B no bago nos dias 0, 4, 7, 8 e 10 p.i. (Fig. 4). O
namero de células no baco aumenta nos primeiros 10 dias de infec¢do (Fig. 4B),
enquanto os nimeros de células T CD4" convencionais (Fig. 4C) sofrem uma
reducado entre os dias 7 e 10. Embora ocorra a reducdo no numero desses linfécitos,
nesta fase a parasitemia ja esta sob controle e este evento de intensa morte pouco
afeta este controle (Fig. 4A). Ja a populacéo de células T CD4 FoxP3" reguladoras
parecem ter uma tendéncia a aumentar seu namero do dia 4 p.i. e gradativamente
reduzir esse numero até o dia 10 p.i., porém estas mudancas numéricas nao foram
significativas estatisticamente (Fig. 4D). As células T CD8" aumentam em ndmero
durante a infeccdo, mas ndo apresentam uma reducdo drastica em seu niamero ao
final da fase aguda (Fig. 4E). As células B ndo apresentam reducdo em seu nimero
durante a fase aguda da malaria, ao contrario, elas aumentam em nimero no dia 4

p.i., mantendo-se em numero constante até o dia 10 p.i. (Fig. 4F).
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Figura 4 - Cinética da parasitemia e numero de células no baco durante a fase
aguda da malaria pelo P. chabaudi.
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Os camundongos C57BL/6 foram infectados com 10° EP e em diferentes dias de infeccdo, a
parasitemia foi monitorada por esfregaco sanguineo e os bacos foram retirados e processados
para a contagem de células e citometria de fluxo. (A) Parasitemia dos camundongos durante os
primeiros 10 dias p.i.. Os valores diarios obtidos de parasitemia se referem as porcentagens de
eritrécitos infectados observados no esfregaco sanguineo. (B) Niumero de células totais no baco
dos camundongos infectados em diferentes dias p.i.. Apdés serem processadas, as células do
baco foram contadas em camara de Neubauer e o nimero total de células do baco foi calculado.
(C-F) Namero de linfécitos CD4"FoxP3 convencionais (C), CD4'FoxP3" reguladoras (D), CD8"
(E) e CD19" (F). A porcentagem desses tipos celulares foi obtida por citometria de fluxo, e
considerando-se o nimero total de células no bago, foram obtidos os nimeros desses linfdcitos.
Os dados representam dois experimentos realizados (n=3). Os asteriscos localizados acima das
barras representam diferencas estatisticas em relacdo ao controle (camundongos néo
infectados). Enquanto os asteriscos acima das linhas representam as diferencas entre as barras
indicadas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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A reducio drastica no nimero de células T CD4" convencionais durante a
fase aguda é um evento, provavelmente causado pela intensa morte das células
efetoras. Ja4 se sabe que, parte dessa morte € mediada pelo mecanismo Fas-FasL,
porém esse controle pode depender de outros mecanismos que regulam a resposta
imune. Ent&o, nosso proximo passo foi verificar a importancia das moléculas PD-1 e
PD-L1 no controle das células efetoras observado na malaria pelo P. chabaudi.
Inicialmente, investigamos o nivel de expressdo dessas moléculas nas células T
CD4" convencionais, CD4"FoxP3" reguladoras e CD8", e B, durante os primeiros 10
dias de infeccdo. Observamos que nas células T CD4" convencionais o aumento na
expressdo de PD-1 ocorre entre os dias 7 e 8, (Fig. 5A e 5B). As células T
CD4'FoxP3" reguladoras mantém a sua expressdo de PD-1 constante sem
demonstrar nenhum aumento ou reducéao significativa nha expressdo desta molécula
(dados ndo mostrados). Ja as células T CD8" aumentam pouco a expressdo de PD-
1, sendo que o aumento significativo ocorre tardiamente aos 10 dias p.i. (Fig. 5C e
5D). As células B tém um pequeno aumento na expressdo de PD-1 nos dias de
infeccdo avaliados (5E e 5F). A expressdo de PD-L1 é observada em todos os tipos
celulares estudados (Fig. 6). Tanto nas células T CD4" convencionais e FoxP3"
reguladoras (Fig. 6A-D) quanto nas células T CD8" (Fig. 6E e 6F) é observado um
aumento na expressao de PD-L1 inicialmente aos 4 dias p.i., seguido de uma queda
nessa expressdo no dia 10 p.i. (Fig. 6A-F). Porém, apenas nas células T CD4"
convencionais e CD8" observamos um aumento maximo no dia 7 p.i. e a seguir uma
queda gradativa na expressdo de PD-L1 até o dia 10 p.i. (Fig. 6A e 6B; 6E e 6F).
Nas células B, verifica-se que no dia 4 p.i. ha um aumento na expressédo de PD-L1, e
a expressao desta molécula tende a ser maior no dia 8 p.i., com uma queda no dia
10 p.i. em seu MFI (Média da Intensidade de Fluorescéncia, do inglés Mean
Fluorescence Intensity) (Fig. 6G e 6H). O aumento na expressdo de PD-L1 nas
células B é bem expressivo, de tal forma que h& o aparecimento de uma populagéo
com alta expresséo de PD-L1 (PD-L1™) e uma baixa expressdo de CD19 (CD19")
(Fig. 61 e 6J). O aparecimento da populacdo CD19"°PD-L1" inicia-se no dia 7 p.i.,
segue aumentando no dia 8, e no dia 10 chega a representar quase 40% das células
B (Fig. 61). Portanto, de alguma forma, PD-1 e PD-L1 estdo associadas a fase aguda
da malaria, j& que foi observado um aumento na expressdo dessas moléculas nos

linfécitos durante a infecgao.
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Figura 5 - Cinética da expressdo de PD-1 nos linfécitos esplénicos durante a
infeccéo por P. chabaudi.
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As células do bagco dos camundongos infectados e ndo infectados foram analisadas para a
expressdo de PD-1 por citometria de fluxo em diferentes dias apds a infeccéo. (A, C e E)
Histogramas representativos da cinética de expressdo de PD-1 em células T CD4"
convencionais (A), CD8" (C) e células B (E). (B, D e F) Gréfico de barras da andlise da
expressdo de PD-1 por MFI em células T CD4" (B), CD8" (D) e células B (F). Os dados
representam dois experimentos realizados (n=4). Os asteriscos localizados acima das
barras representam diferencas estatisticas em relacdo ao controle (camundongos nao
infectados). Enquanto os asteriscos acima das linhas representam as diferencas entre as
barras indicadas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.



As células do bago dos camundongos infectados e ndo infectados foram analisadas para a
expressdo de PD-L1 por citometria de fluxo em diferentes dias apés a infeccdo. (A, C, E e
G) Histogramas representativos da cinética de expressdo de PD-L1 em células T CD4"
convencionais (A), CD4"FoxP3" reguladoras (C), CD8" (E) e B CD19" (G). (B, D, F e H)
Gréfico de barras da andlise da expressdo de PD-L1 por MFI em células T CD4"
convencionais (B), CD4'FoxP3" reguladoras (D), CD8" (F) e B CD19" (H). (1) Andlise da
expressdo de PD-L1 em células B CD19°. (J) Gréfico de barras com o nimero de células
CD19°PD-L1" em cada dia de infeccéo estudado. Os dados representam dois experimentos
realizados (n=4). Os asteriscos localizados acima das barras representam diferencas
estatisticas em relacao ao controle (camundongos nédo infectados). Enquanto os asteriscos
acima das linhas representam as diferencas entre as barras indicadas. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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Figura 6 - Cinética da expressdo de PD-L1 nos linfécitos esplénicos durante a
infeccdo com P. chabaudi.
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Durante as analises de expressdo de PD-1 e PD-L1 pudemos também
verificar a coexpressdo dessas moléculas nos tipos celulares estudados. Com isso,
observamos que as células T CD4" convencionais mostram um aumento no nimero
de células PD-1"PD-L1" no dia 7 p.i. seguido de uma reducédo gradativa no niimero
desta populacdo até o dia 10 p.i. (Fig. 7A e 7B). J4, as células T CD4'FoxP3"
reguladoras ndo mudam o numero de células em coexpressdo de PD-L1 e PD-1
(Fig. 7C e 7D). De maneira semelhante a expressdo de PD-1 por MFI, 0 numero de
células PD-L1"PD-1" dentro da populacéo de células T CD8*, aumenta somente no
dia 10 p.i. (Fig. 7E e 7F). Quando observamos a coexpressao de PD-L1 e PD-1 nas
células B, podemos ver uma semelhangca com a cinética desta populacdo nas
células T CD4" convencionais, em que ocorre um aumento no nimero de células B
PD-L1"PD-1* no dia 7 p.i. (Fig. 7G e 7H).
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Figura 7 - Cinética da coexpressao de PD-L1 e PD-1 nos linfocitos esplénicos
durante a infecgéo por P. chabaudi.
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As células do baco foram analisadas para o aparecimento de uma populacdo PD-L1"PD-1
por citometria de fluxo, durante os primeiros 10 dias de infecgdo com P. chabaudi. (A-H)
Cinética da coexpressdo de PD-L1 e PD-1 nas células T CD4" convencionais (A e B),
CD4'FoxP3" reguladoras (C e D), CD8" (E e F) e células B (G e H). Os graficos A, C,Ee G
representam a analise de citometria de fluxo de seus respectivos tipos celulares. Ja, os
gréficos B, D, F e H se referem ao nimero de células PD-L1"PD-1* de cada populacéo
estudada. Os dados representam apenas um experimento realizado (n=4). Os asteriscos
localizados acima das barras representam diferencas estatisticas em relacdo ao respectivo
controle (ndo-infectado). Enquanto os asteriscos acima das linhas representam as
diferencas entre as barras indicadas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Durante a fase aguda da infeccdo, as alteragbes na expressdo de PD-1 e/ou
PD-L1 nas células T CD4" e nas células B foram t&o significativas que ocasionaram
a formacédo de subpopulacdes dentro das populacdes desses linfécitos. Em vista
disso, caracterizamos estas subpopulacdes em relacdo a marcadores de ativacao,
no caso das células T CD4", bem como a marcadores relacionados a populacbes
celulares presentes no centro germinativo, de ambas as subpopulac¢des de linfdcitos.
Dentre as células T CD4", formam-se duas populacdes com diferentes niveis de
expressao de PD-1 e PD-L1. Uma populacdo apresenta altos niveis de expressao de
PD-L1, porém nenhuma expressao de PD-1; a outra tem expressédo de PD-1, mas
baixa expresséo de PD-L1 (Fig. 8). Estas subpopulacdes de células T CD4" surgem
no dia 7 p.i. e permanecem até o dia 8 p.i. (Fig. 7A). Caracterizando a subpopulacao
PD-1"PD-L1" (populagdo nimero 2 na figura 8) no dia 7 p.i. (Fig. 8A), observamos
gue apesar da baixa expressédo de CD69, parte desta populacao tem alta expressao
de OX-40, outra molécula indicadora de ativagdo. J& a populacdo que é negativa
para PD-1 (populacdo niamero 1) ndo apresenta caracteristica de serem ativadas,
devido a baixa expressdo tanto de CD69 quanto OX-40, em ambos os dias
estudados (Fig. 8). Além disso, ao analisarmos o enderecamento de ambas as
subpopulacdes de células T CD4" para o centro germinativo, através da expressao
de CXCR-5, observamos que a populacdo PD-1'PD-L1° tém uma expressdo
ligeiramente maior desta molécula no dia 7 p.i. (Fig. 8A). Ja no dia 8 p.i., a
populacdo PD-1*PD-L1"° apresenta maior ativacdo em relacdo & populacdo PD-1°
PD-L1", como observado pela sua maior expressdo de CD69, juntamente com a
expressdo de OX-40 (Fig. 8B). Em ambos os dias estudados, observamos que OX-
40 possui diferentes niveis de expressao na populacdo PD-1"PD-L1"°, sendo gue se
forma uma populacéo com alta expressao desta molécula, e outra em que parte das
células apresenta baixa expressao de OX-40 e parte nenhuma expresséo (Fig. 8).
No entanto, a grande diferenca entre os dias estudados é a porcentagem de células
expressando baixos ou altos niveis de OX-40. Isto porque, no dia 7 p.i., observamos
gue ha uma maior porcentagem de células que expressam altos niveis e menos que
expressam baixos niveis de OX-40 (Fig. 8A). Por outro lado no dia 8 p.., a
porcentagem de células que estdo expressando um nivel alto de OX-40 é
semelhante a porcentagem de células que expressa pouco OX-40 (Fig. 8B). Quanto
a subpopulacdo formada entre as células B (CD19°PD-L1"), analisamos somente

expressao de marcadores de centro germinativo; ja que a alta expressao de PD-L1
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junto com a baixa expressao de CD19 sdo caracteristicas de plasmablastos do
centro germinativo. Para verificar essa possibilidade, as células foram marcadas
para GL-7 e CXCR-5 nos dias 8 e 10 p.i, que sdo os dias em que essa
subpopulacdo de células B esta em maior evidéncia (Fig. 61). Observamos que
apenas no dia 10 p.i, a subpopulacdo CD19°PD-L1"™ apresenta uma maior
expressdo de GL-7 e CXCR-5 em relacdo a subpopulacdo com baixa expressao de
PD-L1 deste mesmo dia de infec¢cdo (Fig. 9B). Portanto, a expresséo de PD-1 e PD-
L1 além de estar relacionada a ativacéo pode se relacionar também a producéo de

anticorpos na maléria murina.
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Figura 8 - Caracterizacdo das populacbes de células T CD4" formadas pela
expressao de PD-1 e PD-L1 nos dias 7 e 8 p.i.
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As células do baco de camundongos infectados no dia 7 p.i. (A) e 8 p.i. (B) foram analisadas
guanto a expressdo de PD-1, PD-L1, CD69, CXCR5 e 0OX-40. As duas populagbes
evidenciadas, pela expressdo de PD-1 e PD-L1 foram comparadas quanto a expressao dos
marcadores utilizados. A populagdo PD-1'PD-L1° é representada pelo nimero 2 e por
histogramas de linha preta, e a populagdo PD-1PD-L1" pelo nimero 1 e por histogramas
cinzas. As figuras representam apenas um experimento realizado (n=3).
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Figura 9 - Caracterizacéo da populacéo de células CD19"°PD-L1" nos dias 8 e 10
p.i.
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As células CD19°PD-L1" do baco de camundongos infectados apds 8 (A) e 10(B) dias de
infeccdo foram analisadas quanto a expressao de GL-7 e CXCR-5 conforme indicado pela
seta, sendo que histogramas cinzas representam a popula¢éo com baixa expresséo de PD-
L1 e os histogramas com linha preta representam a populacdo CD19°PD-L1". As figuras
representam apenas um experimento realizado (n=3).

Para verificar qual a importancia e a funcéo da interacdo PD-1-PD-L1 durante
a fase aguda da malaria, utilizamos a inibicdo in vitro com mAb anti-PD-L1.
Primeiramente, procuramos determinar a importancia da via PD-1-PD-L1 na
proliferacdo das células T e B do baco. Sabe-se que a proliferacdo das células T
CD4" é méaxima no dia 4 p.i. e que no dia 7 p.i. as células ja ndo proliferam da
mesma forma (Muxel et al., 2010, 2011). Assim, com 0 objetivo de observar como a
inibicdo de PD-L1 afeta a proliferacéo, foi feita a inibig&o in vitro com anticorpos anti-
PD-L1 por 72h, em células de baco dos dias 4 e 6 p.i. marcadas com CFSE.
Escolhemos o dia 6 e ndo o dia 7 para inibir as células, porque no dia 7 a expressao
de PD-1 e PD-L1 ja esta alta, entdo a inibicdo poderia ser ineficiente ou muito tardia

para obter algum efeito na proliferacdo. Tanto no dia 4 p.i. quanto no dia 6 p.i., a
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inibicdo da interacdo com PD-L1 ndo melhora a proliferacdo das células B (Fig. 10B
e 10E), T CD4" (Fig. 10A e 10C) e CD8" (Fig. 10B e 10D).

Figura 10 - Proliferacéo dos linfécitos sob inibicdo de PD-L1 in vitro.
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As células do baco de camundongos ndo-infectados (Controle) e infectados nos dias 4 e 6 p.i. foram
marcadas com CFSE, cultivadas in vitro por 72 h com ou sem mAb anti-PD-L1 (o-PD-L1) e
estimuladas ou ndo com EP. A proliferacdo das células foi analisada por citometria de fluxo com base
na reducéo da marcacéo para CFSE. (A e B) Proliferacéio das células T CD4" (acima), CD8" (centro)
e B (abaixo), sem nenhum estimulo (Meio), estimuladas com EP e com ou sem mAb anti-PD-L1 (a-
PD-L1), aos 4 dias p.i. (A) e aos 6 dias p.i. (B). (C-E) A porcentagem de células em proliferacéo entre
os grupos de camundongos infectados foi comparada sob as diferentes condi¢cdes de cultivo, para
células T CD4" (C), CD8" (D) e B (E). Os dados representam apenas um experimento realizado (n=3).
Os asteriscos localizados acima das barras representam diferencas estatisticas em relagdo ao
respectivo controle (ndo-infectado). Enquanto os asteriscos acima das linhas representam as
diferencas entre as barras indicadas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Apesar do bloqueio de PD-L1 n&o ter resultado em uma melhora na
proliferacéo de células estimuladas com EP, ainda tentamos verificar algum papel de
PD-1 e PD-L1 na inibicdo da proliferacdo de células T CD4". Sabemos que no dia 7
p.i., as células T CD4" sdo levadas a uma menor proliferacdo celular quando
estimuladas com anticorpos anti-CD3 (Muxel et al., 2010), sugerindo um mecanismo
regulador de sua proliferacdo. Interessantemente, no dia 7 p.i. duas populacdes
diferentes para a expressédo de PD-1 e PD-L1 surgem no baco entre as células T
CD4", sendo que uma apresenta alta expressio de PD-L1 e é negativa para PD-1, e
outra tem baixa expressdo de PD-L1 e é positiva para PD-1 (Fig. 8 e 11C). Dessa
forma, a fim de verificar se alguma dessas populagcbes teria menor ou maior
capacidade proliferativa, foi feita a purificacdo das duas populacdes de células T
CD4" (PD-1PD-L1" e PD-1"PD-L1") (Fig. 11C). Como controle, purificamos células
T CD4" do bago de camundongo nio-infectado com baixa expressédo de PD-L1 e
negativa para PD-1 (Fig. 11C). Essas células T CD4" foram cultivadas com APCs
vindas de um baco de camundongo Nude e estimuladas com anticorpos anti-CD3,
por um periodo de 72 h. Verificamos que as células T CD4" do dia 7 p.i. realmente
possuem menor proliferacdo quando cultivadas por 72 h sob estimulo de anticorpos
anti-CD3, como mostrado na figura 11A e B. Esta baixa proliferacdo é evidenciada
por um maior numero de células que pararam nos primeiros ciclos de divisdo
(Geracgdes 1, 2 e 3) (Fig. 11B). Quanto as populacdes de células T CD4" purificadas,
apos o cultivo dessas, observamos uma menor proliferacdo da populacéo de células
T CD4'PD-1"PD-L1" (Fig. 11C-G). Estas células proliferaram menos que as células
Controle e menos que as células T CD4*PD-1PD-L1" e isto fica mais evidente pelo
menor nimero de células T CD4'PD-1'PD-L1° que chegaram as geracoes
intermediarias (Geracdes 4, 5 e 6) (Fig. 11F). As células T CD4*PD-1PD-L1" tém
uma porcentagem de divisdo semelhante as células do Controle, com
aproximadamente 98% das células em proliferacdo (Fig. 11C), mas proliferam de
maneira diferente das células Controle (Fig. 11D-G), sendo que as células T
CD4'PD-1PD-L1" se concentram mais nos primeiros e intermediarios ciclos de
divisdo (Fig. 11E e F) e as células Controle se concentram em grande numero nas
geracOes intermediarias (Fig. 11F). Quando misturamos estas popula¢des, nao
observamos a inibicdo de uma ou de outra. Ou seja, uma néo regula a outra, nem

mesmo a que expressa amplamente PD-L1 foi capaz de regular a que expressava
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PD-1, sendo que essas populagdes misturadas tiveram proliferagdo semelhante de

guando estavam separadas (dados nao mostrados).



(A e B) As células do baco de camundongos nao-infectados (naive) ou infectados aos 7 dias
de infec¢do foram marcadas para CFSE e estimuladas por 72 h com anti-CD3. Ap0s esse
periodo, as células foram analisadas quanto a sua proliferagdo por citometria de fluxo. (A)
Histogramas representativos da proliferacdo de células T CD4" observada pela redugdo de
intensidade de fluorescéncia de CFSE. (B) Gréfico de barras mostrando o niUmero de células
T CD4" que estdo nos primeiros ciclos de divisdo. (C-G) PopulacGes de células T
CD4"FoxP3" do baco de camundongos néo-infectados e infectados com 7 dias de infeccdo
foram purificadas por Cell Sorting de acordo com a expressao de PD-1 e PD-L1. Entdo, as
células foram marcadas com Cell Trace Violet e cultivadas por 72 h com anti-CD3 e APCs
vindas de um camundongo Nude. (C) Graficos mostrando as estratégias de Gates utilizadas
para o Cell Sorting, juntamente com o0s respectivos histogramas de proliferacdo das
populagdes purificadas. (D-G) Gréficos de barras representando: (D) o nimero de células T
CD4" ndo-divididas (Geracdo 0); (E) que estdo nos primeiros ciclos de divisdo (Somatério
das geracdes 1, 2 e 3); (F) nos ciclos intermediarios (somatério das geracdes 4, 5 e 6) e (G)
nos ultimos ciclos de diviséo (somatorio das geragbes 7, 8 e 9), de acordo com as
populacdes de células T CD4" purificadas (Controle PD-1"PD-L1"°; Infectado PD-1PD-L1" e
PD-1"PD-L1"°). Os dados representam apenas um experimento realizado (n=4 nas Fig. A e
B). Os asteriscos localizados acima das barras representam diferencas estatisticas em
relacdo ao controle (ndo-infectado). Enquanto os asteriscos acima das linhas representam
as diferencas entre as barras indicadas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001



Figura 11 - Proliferacéo das células T CD4" sob estimulo de anti-CD3.
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Para analisar a influéncia da via PD-1-PD-L1 sob a funcdo das células
efetoras durante a maléaria, verificamos a producdo de IFN-y sob a inibicdo das
interagbes com PD-L1. Para isso, analisamos em citometria de fluxo, a producéo da
citocina pela sua marcacao intracelular. As células do baco de camundongos
infectados nos dias 4, 5, 6 p.i.,, foram estimuladas ou ndo com EP, com ou sem
inibicio de mAb anti-PD-L1 por 20 horas. Na oitava hora de incubacao, foi
adicionado o GolgiStop (Monensina), sendo que as células estiveram na presenca
desta substancia por 12 horas. Observamos que o tipo celular responsavel pela
producdo de IFN-y, durante este periodo da infeccéo, € a célula T CD4" (Fig. 12A).
As células T CD4" do dia 4 p.i. quase n&o produzem IFN-y (Fig. 12A). J&, nas células
T CD4" dos dias 5 e 6 p.i. ha uma maior porcentagem de células produtoras de IFN-
v (Fig. 12A). Observando os gréficos de citometria de fluxo (Fig. 12A e B), parece
haver uma tendéncia a melhorar a producéo de IFN-y nas células dos dias 5 e 6 p.i.
qgue foram tratadas com anticorpos anti-PD-L1, visto que a porcentagem de células
produtoras da citocina tem um pequeno aumento. Porém, este aumento nao foi
significativo (Fig. 12B). Entdo, resolvemos analisar a produgdo desta citocina no
sobrenadante do cultivo das células do bago nos dias 4, 5, 6 e 7 p.i.. Assim,
verificamos, além dos outros dias, também o dia 7 p.i. Para isso, retiramos 0s
sobrenadantes de cultura das células do bacgo nos dias 4, 5, 6 e 7 p.i., cultivadas por
72 h na presenca ou ndo de EP (Fig. 13A). Os resultados observados confirmam
que a inibicdo de PD-L1 ndo melhora a producgéo de IFN-y nos dias 4, 5 e 6 p.i. (Fig.
13A). J& nos sobrenadantes do dia 7 p.i., apesar de haver menor concentracdo de
IFN-y, quando tratamos as células com anticorpos a-PD-L1, observamos uma
melhora na producédo da citocina (Fig. 13A). Esta melhora foi observada também em
um periodo mais curto de cultivo dessas células (24 h) (Fig. 13B). A producgéo de
IFN-y nos sobrenadantes de cultivo de 24 h foi verificada pelo método ELISA,
enguanto os sobrenadantes de 72 h foram dosados para IFN-y e outras citocinas por
Bioplex. Apesar da dosagem de outras citocinas nos sobrenadantes de 72 h, apenas
IFN-y obteve quantidades significativas quando os sobrenadantes foram dosados.
Dessa forma, podemos concluir que ha uma grande influéncia da via PD-1-PD-L1

regulacdo da producgdo de IFN-y na maléria aguda.



As células do baco de camundongos nédo-infectados (Controle) e infectados nos dias 4, 5 e 6
p.i. foram cultivadas in vitro com ou sem mAb anti-PD-L1 (a-PD-L1), estimuladas ou ndo
com EP (iRBC), por 20 horas, sendo que nas Ultimas 12 horas estiveram na presenga de
Golgi Stop (Monensina). Apds esse periodo, as células foram marcadas extracelularmente
para CD4 e intracelularmente para IFN-y. (A) Andlises de citometria de fluxo (A) e graficos
de barras (B) sobre a porcentagem das células T CD4" que produzem IFN-y, nos diferentes
dias de infeccdo e cultivadas sob diferentes condi¢cdes, conforme indicado. Os dados
representam apenas um experimento realizado (n=3). Os asteriscos localizados acima das
barras representam diferencas estatisticas em relacdo ao controle (ndo-infectado). Enquanto
0s asteriscos acima das linhas representam as diferengas entre as barras indicadas.
*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001



Figura 12 - Produc&o de IFN-y pelas células T CD4" sob inibicdo de PD-L1 in vitro.
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Figura 13 - Producéo de IFN-y sob inibicdo de PD-L1 in vitro.
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As células do bago de camundongos néo-infectados (Controle) e infectados nos dias 4, 5, 6
e 7 p.i. foram cultivadas in vitro com ou sem mAb anti-PD-L1 (a-PD-L1), estimuladas ou ndo
com EP por 72 h (A). No entanto, somente as células do dia 7 p.i. foram cultivadas também,
nessas mesmas condi¢cdes, por 24 h (B). Ap6s os periodos de cultivo, os sobrenadantes da
cultura foram retirados e dosados para IFN-y por ELISA (7 p.i., 24 h, B) e Bioplex (72 h, A).
Concentracdo de IFN-y em ng/mL na cultura de células do bago de camundongos controle
(ndo-infectados) e infectados apés 4, 5, 6 e 7 dias de infec¢do, cultivadas sob diferentes
condi¢bes (indicadas abaixo dos gréaficos) por 72 h (A). Concentracédo de IFN-y em ng/mL na
cultura de células do baco de camundongos controle (ndo-infectados) e infectados apos 7
dias de infecgdo, cultivadas sob as condi¢bes indicadas, por 24 h (B). Os dados
representam apenas um experimento realizado (A) ou 3 experimentos realizados (B) (n=3).
Os asteriscos localizados acima das barras representam diferencas estatisticas em relacéo
as barras de mesma cor na condigdo EP. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5 DISCUSSAO

Durante a fase aguda da malaria causada pelo P. chabaudi, a resposta imune
€ caracterizada pela ativacdo de células efetoras, dando-se posteriormente a morte
das mesmas no baco, ou seja, os linfocitos T CD4" passam por uma expansao e, em
seguida, uma reducdo no numero de células (Elias et al., 2005; Helmby et al., 2000;
Muxel et al.,, 2011). Além disso, observa-se uma intensa producédo de IFN-y e de
anticorpos IgM e IgG policlonais que cessa abruptamente apds o controle da fase
aguda da infeccdo. A morte de células efetoras encerra essa fase inicial da resposta
imune ao P. chabaudi, mas também da& oportunidade para a formacdo de uma
imunidade mais especifica, caracterizada pelo aumento da afinidade dos anticorpos
para os antigenos relacionados ao parasita e pela geracdo de células de memoria.
Apesar da drastica reducdo no numero de linfécitos T CD4", observamos um
aumento no numero de células totais do baco aos 10 dias de infeccao. Isso pode ser
justificado pela migracdo durante a infeccao de outras células, como os mondcitos
(Sponaas et al., 2009), para o baco que é o principal 6rgdo responsavel pela
destruicdo do parasita e pela retirada de EP da circulacdo (Alves et al., 1996; Grun
et al., 1985). Alternativamente, esse aumento pode estar relacionado ao fato do
baco assumir uma funcdo hematopoiética durante a malaria murina (Alves et al.,
1996).

Para entender melhor quais os mecanismos envolvidos nessa reducdo do
namero de linfocitos T CD4" ao final da fase aguda, investigamos qual a contribuicdo
de PD-1 e PD-L1 nesta fase. Primeiramente, verificamos a cinética da expressao de
PD-1 e PD-L1 nas células do bagco. Embora a expresséo de PD-L1 seja constitutiva
em células T CD4", CD8" e em células B (Yamazaki et al., 2002), a infeccéo
aumenta a expressao de PD-L1 nessas células desde o inicio, no dia 4 p.i., e este
aumento se estende até o dia 7 p.i., havendo uma reducéo na expressao a partir do
dia 8 p.i. nas células T CD4" e CD8". J4, as células B seguem aumentando a
expressdo de PD-L1 até o dia 10 p.i. O aumento na expressdo de PD-L1 ocorre
inicialmente apods a ativacdo das células B e T. Esse aumento é observado também
em células T e B estimuladas in vitro com anticorpos anti-CD3 e anti-IlgM+anti-CD40,
respectivamente (Yamazaki et al., 2002). Entdo, a ativacdo das células durante a
infeccdo poderia induzir o aumento na expressdo de PD-L1 como um mecanismo

para estabelecer um ambiente regulador no bago. Isto porque, PD-L1 € uma
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molécula inibidora da resposta imune quando associada a molécula PD-1. O fato de
tanto os linfocitos T CD4", CD4'FoxP3" e CD8" quanto os linfécitos B aumentarem
significativamente a expressédo de PD-L1 ao longo da fase aguda da infeccéo, pode
sugerir uma caracteristica reguladora do baco apos a ativacéo pelo parasita. Assim,
controlar a resposta imune na fase aguda parece ser uma etapa importante no curso
da malaria. Essa regulacdo imune na malaria pode ser essencial para evitar danos
decorrentes da exacerbacédo da resposta imune ao hospedeiro, como foi observado
em um estudo com P. berghei ANKA, em que o bloqueio de PD-L1 diminui a
resisténcia dos camundongos a malaria cerebral, causada pela maior resposta
imune efetora (Hafalla et al., 2012). As células B aumentam a expressédo de PD-L1
de forma diferente das células T CD4" e CD8", uma vez que o maior aumento ocorre
ao final da fase aguda, no dia 10 p.i. Nessas células, observamos a formacao de
uma populacdo com alta expressao de PD-L1 que € caracterizada pela baixa
expressdo de CD19. A baixa expressdo de CD19 é caracteristica de plasmablastos,
gue sédo células que sofrem hipermutacdo somatica no centro germinativo (Butler et
al.,, 2011). Os plasmablastos podem se diferenciar para plasmadcitos, a fim de
produzirem anticorpos de alta afinidade ao patégeno (Good-Jacobson et al., 2010).
A diferenciacdo em plasmodcitos e a geracdo de células B de memoéria séo
dependentes da interagcdo com células T CD4 "y localizadas no centro germinativo e
proximidades que expressam altos niveis de PD-1, mostrando que a via PD-1-PD-L1
€ importante nesse processo (Good-Jacobson et al., 2010; Kerfoot et al., 2011). Ja,
esta populacdo com alta expresséao de PD-L1 pode se referir aos plasmablastos que
estdo em diferenciacdo no centro germinativo, sendo regulados pelo mecanismo PD-
1-PD-L1 (Good-Jacobson et al.,, 2010). Esses plasmablastos também foram
observados na malaria com P. yoelli, onde o bloqueio de PD-L1 e LAG-3 aumentou
a frequéncia dessas células, sugerindo um consequente aumento na diferenciacéo
para plasmocitos (Butler et al., 2011). Sabemos que esta subpopulagéo de células B
apresenta uma expressao de marcadores de centro germinativo (CXCR-5 e GL-7)
no dia 10 p.i., 0 que poderia confirmar que estas células estdo no centro germinativo
a fim de produzir anticorpos especificos. O fato de estes plasmablastos aumentarem
seu numero ao final da fase aguda, confirma o quanto estas células sdo importantes
para a geracdo de anticorpos de afinidade para a fase cronica. E interessante

ressaltar que a interacdo PD-1-PD-L1 pode ser essencial para a formagéao do centro
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germinativo e, portanto para a producdo dos anticorpos que controlam o parasita na
fase cronica da infeccao.

O aumento de expressdo da molécula PD-1 em células T CD4" ¢ significativo
principalmente a partir do dia 7 p.i. Nas células T CD8", esse aumento de expressao
ndo é tédo significativo e se da mais tardiamente no dia 10 de infeccdo. Talvez isso
ocorra devido ao papel mais tardio das células T CD8" na resposta imune ao P.
chabaudi (Podoba, Stevenson, 1991). Interessantemente, 0 aumento na expressao
de PD-1 nos linfécitos T CD4" ocorre na fase em que eles estdo reduzidos em
namero, o que pode indicar um possivel papel regulador dessas moléculas nesta
fase. Dentre as células avaliadas, as células T CD4" s&o as Unicas que aumentam
em grande significAncia a expressao de ambas PD-1 e PD-L1 na fase aguda, talvez
devido a grande ativacdo dessas células nesta fase (Muxel et al., 2011). Apesar das
células B também aumentarem a expressdo das duas moléculas, o aumento na
expressdo de PD-1 nessas células ndo € tdo expressivo quanto nas células T CD4".
Mesmo assim, as células B também estdo bem ativadas durante a infeccdo, o que
justificaria a expressdo de PD-1. Portanto, as células T CD4" podem estar
interagindo com as outras células, para regularem o ambiente, ou serem reguladas.
Além disso, ao verificarmos a coexpressao de PD-1 e PD-L1 nos linfécitos, vimos um
aumento no numero de células que coexpressam as duas moléculas do dia 7 até o
dia 10 p.i., tanto nas células T CD4" quanto nas células B. Isto parece reforcar a
hip6tese de regulacdo do ambiente e da interacdo entre os dois tipos celulares a fim
de aumentar a especificidade de anticorpos de fase cronica. Esses dados sugerem
entdo, que durante a infeccdo aguda por P. chabaudi pode haver a inducéo de
regulacdo da resposta imune pelas células do baco. Isto devido a ampla expresséo
de PD-L1 em diversos tipos celulares, que podem inibir as células T CD4" que
expressam muito PD-1. Além disso, a interagéo entre células T CD4'PD-1" e células
CD19"°PD-L1" se ocorrer nesta fase, pode ser um fator importante para a geracao
de uma resposta imune mais especifica para a fase cronica.

Embora haja um aumento da expressédo de PD-1 e PD-L1 nas células T e B
do baco durante a infecgdo com P. chabaudi, ndo se sabe qual a consequéncia
deste aumento na resposta imune. A maioria dos estudos com PD-1 e PD-L1
mantém o foco na fase crénica de infec¢cfes parasitarias ou virais em que as células
T perdem sua funcéo e proliferacdo, permanecendo em um estado anérgico, que

pode ser responsavel pela manutencdo da infeccdo (Barber et al., 2006; Bhadra et
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al., 2011; Day et al., 2006; Jin et al., 2010). Durante a fase crbnica de infec¢Oes

virais, as células T passam por um estado de “exaustdo” que esta relacionado a
expressao maior de PD-1 (Jin et al., 2010). Nao observamos a exaustdo das células
T durante a fase aguda, porém sabemos que nessa fase, no dia 7 p.i., as células T
CD4" mostram uma alta expressdo de PD-1, e que nesse dia da infeccdo essas
células possuem baixa proliferacdo (Muxel et al., 2010, 2011). Nossos resultados
sugerem, que as células T CD4" do dia 7 de infecgéo proliferam menos devido a n&o
conseguirem se manter em divisdo e assim, ndo avancarem para as ultimas
geracdes de células divididas. Isso parece ser devido a um mecanismo regulador
durante este periodo. Quando purificamos as duas populacdes de células T CD4"
(PD-1PD-L1" e PD-1*PD-L1") que aparecem neste dia de infeccdo e as cultivamos
sob estimulo de mAb anti-CD3, observamos que a presenca de PD-1 inibe a
proliferagdo das células T CD4". E interessante notar, que uma expressio
constitutiva de PD-L1 nas APCs, que vieram de um baco Nude ndo-infectado, ja foi
suficiente para inibir as células T CD4" com alta expressdo de PD-1. As células T
CD4" do dia 7 p.i. que ndo expressam PD-1, foram pouco inibidas quanto a sua
proliferacdo, visto que proliferaram de maneira semelhante as dos camundongos
ndo-infectados. No entanto, nessa subpopulacdo foi observado menor nimero de
células totais, o0 que poderia indicar um mecanismo regulador ndo associado a PD-1,
gue pode ter levado a morte dessas células. Ou seja, apesar dessas células néo
expressarem PD-1, o fato de elas serem provenientes de um camundongo infectado,
fez com que um mecanismo regulador levasse essas células a morte. As células que
expressam PD-1 parecem ser as que estdo respondendo ao parasita, ou seja, as
células T CD4" efetoras, visto que essas possuem um maior tamanho [maior FSC
(do inglés Foward Side Scatter)] (dados ndo mostrados) e parte delas expressa
muito mais OX-40 do que as células PD-1PD-L1". Além disso, a expressdo de PD-1
esta associada a ativagdo, ja que esta molécula passa a ser expressa ap0s uma
ativacao celular (Chen, 2004; Freeman et al., 2000; Sharpe, Freeman, 2002). O fato
de essas células expressarem PD-1 sugere ainda que estas talvez devam ser
inibidas nesta fase da infeccdo, como uma forma de regular a resposta imune; afinal
na interacdo entre PD-1 e PD-L1, a sinalizacdo inibe a célula que expressa o PD-1
(Freeman et al., 2000).

Com a finalidade de verificar a funcdo das moléculas PD-1 e PD-L1 durante a

resposta imune a malaria, foi inibida in vitro a interacdo com a molécula PD-L1 em
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diferentes dias apds a infecgdo. A inibicdo de PD-L1 na fase crbnica da infeccdo
com Toxoplasma gondii permite uma maior proliferacdo das células T, melhora a
producdo de IFN-y e garante um maior controle sobre a reativacdo do parasita
(Bhadra et al., 2011). Na infeccéo por P. chabaudi, quando inibimos PD-L1 nos dias
4, 5 e 6 da infeccdo, ndo houve melhora na producéo de IFN-y apés 20 h (marcacdo
intracelular da citocina) e 72 h (Bioplex do sobrenadante) de cultura, e também
nenhum aumento na proliferacdo das células T e B do dia 4 e 6 p.i., apds 72 h de
cultivo. Isto pode indicar que o mecanismo PD-1-PD-L1 possa ser mais tardio e ndo
atuar nessa fase. No dia 7 p.i., 0 aumento de PD-1 nas células T CD4" do baco
também esta relacionado a uma supressdo na producdo de IFN-y, visto que a
inibicdo de PD-L1 por 24 ou 72 h in vitro promove uma maior producao da citocina
pelos esplendcitos. Em um estudo com P. berghei ANKA, também foi mostrado um
aumento na producdo de IFN-y quando bloqueia-se PD-L1 (Hafalla et al., 2012). A
expressdo de PD-1 nas células T CD4" no dia 7 p.i. parece também inibir sua
proliferacdo mediada por estimulo de mAb anti-CD3, j& que observamos menor
proliferacdo entre as células que expressam PD-1. Isto sugere que no dia 7 p.i.
inicia-se a regulacdo da expansao e funcdo das células efetoras no baco. Dessa
forma, reforca-se a hipétese de que a via PD-1-PD-L1 atua na fase aguda da malaria
como mecanismo regulador. Tanto na malaria humana quanto em camundongos,
observa-se aumento na expressdo de PD-1 por células T CD4" que esta associado a
disfuncdo dessas células T (Butler et al.,, 2011). Neste mesmo estudo, a
administracdo de anticorpos bloqueadores para PD-L1 e LAG-3, durante a fase
cronica em camundongos infectados com P. yoelli, melhora a funcdo das células T
efetoras e T CD4"ry, bem como a producdo de anticorpos por plasmocitos,
garantindo uma queda na parasitemia devido & maior eliminacdo de parasitas (Butler
et al., 2011). Os nossos resultados podem sugerir que a via PD-1-PD-L1 inibe a
funcdo das células efetoras, mas inibe pouco a expansdo dessas células. No
entanto, a molécula PD-1 possui outro ligante, PD-L2 que néo foi inibido e, portanto,
nao sabemos qual seria sua participacao nesta fase.

Dessa forma, através de nossos resultados podemos inferir uma participacao
de PD-1 e PD-L1 na infeccdo pelo P. chabaudi. Talvez essas moléculas possam ter
um papel regulador na malaria murina, ja que in vitro conseguimos observar uma

supressdo mediada por PD-1-PD-L1 da producédo de IFN-y por células do baco de
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camundongos infectados com P. chabaudi. Apesar de ndo termos observado como
seria a inibicdo da interagédo de PD-L1 com PD-1 in vivo, pelo efeito observado in
vitro, podemos pensar em um possivel papel regulador dessas moléculas na
infeccdo. Além disso, o papel regulador dessas moléculas parece ser essencial para
a formacédo do centro germinativo. Isto mostra que, além de regular a fase aguda, a
interacéo entre PD-1 e PD-L1, regula a producéo de anticorpos, garantindo a alta
afinidade essencial para controlar o parasita na fase crénica. No entanto, estudos in
Vivo S80 necessarios para comprovar essas hipoteses. Portanto, PD-1 e PD-L1 s&o
moléculas importantes na regulacao das respostas imunes e podem regular a funcéo
de células T e B na malaria, podendo ter um papel essencial para o controle da
resposta imune exacerbada na fase aguda da infec¢cdo, bem como um papel
importante na geracao de resposta especifica para a fase cronica.
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6 CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, podemos concluir que:

- as moléculas PD-1 e PD-L1 participam da resposta imune & malaria murina,
j& que observamos aumento na expressdo dessas moléculas em células do
baco durante a fase aguda da infeccao;

- 0 aumento na expressdo de PD-L1 em células T e B pode estar relacionado
a formacédo de um ambiente regulador no bago durante a infec¢éo;

- a via PD-1-PD-L1 pode ser responsavel pela reducdo da proliferacdo de
células T CD4" que expressam PD-1 no dia 7 p.i.;

- 0 mecanismo PD-1-PD-L1 estd envolvido na supressdo da funcdo das
células T, visto que a inibicao in vitro de PD-L1 aumenta a producéo de IFN-
v por células do baco de camundongos infectados com P. chabaudi.

Portanto, podemos sugerir que haja uma participacdo de PD-1-PD-L1 na

malaria murina, sendo que este mecanismo pode ser parte de um controle da

resposta imune observado na fase aguda da infeccdo com P. chabaudi.



63

REFERENCIAS*

Allie SR, Zhang W, Fuse S, Usherwood E J. Programmed Death 1 regulates
development of central memory after acute viral infection. J Immunol. 2011;186:
6280-6.

Alves HJ, Weidanz W, Weiss L. The spleen in murine Plasmodium chabaudi adami
malaria: stromal cells, T lymphocytes, and hematopoiesis. Am J Trop Med Hyg. 1996
55(4):370-8.

Amino R, Giovannini D, Thiberge S, Gueirard P, Boisson B, Dubremetz JF, et al.
Host cell traversal is important for progression of the malaria parasite through the
dermis to the liver. Cell Host Microbe. 2008;3:88—96.

Artavanis-Tsakonas K, Tongren JE, Riley EM. The war between the malaria parasite
and the immune system: immunity, immunoregulation and immunopathology. Clin
Exp Immunol. 2003;133:145-52.

Awandare GA, Goka B, Boeuf P, Tetteh JK, Kurtzhals JA, Behr C, et al. Increased
levels of inflammatory mediators in children with severe Plasmodium falciparum
malaria with respiratory distress. J Infect Dis. 2006;194(10):1438-46.

Barber DL, Wherry EJ, Masopust D, Baogong Z, Allison JP, Sharpe AH, et al.
Restoring function in exhausted CD8 T cells during chronic viral infection.
Nature. 2006;439:682-7.

Barnwell JW, Asch AS, Nachman RL, Yamaya M, Aikawa M, Ingravallo P. A human
88-kD membrane glycoprotein (CD36) functions in vitro as a receptor for a
cytoadherence ligand on Plasmodium falciparum-infected erythrocytes. J Clin Invest.
1989;84:765-72.

Berendt AR, Simmons DL, Tansey J, Newbold CI, Marsh K. Intercellular adhesion
molecule-1 is an endothelial cell adhesion receptor for Plasmodium falciparum.
Nature. 1989;341:57-9.

Berreta F, St-Pierre J, Piccirillo CA, Stevenson MM. IL-2 contributes to maintaining a
balance between CD4'Foxp3" regulatory T cells and effector CD4" T cells required
for immune control of blood-stage malaria infection. J Immunol. 2011;186:4862-71.

Bhadra J, Gigley JP, Weiss LM, Khan IA. Control of Toxoplasma reactivation by
rescue of dysfunctional CD8+ T cell response via PD-1-PDL-1 blockade. Proc Natl
Acad Sci USA. 2011;108(22):9196-201.

Blackman MJ, Heidrich HG, Donachie S, McBride JS, Holder AA. A single fragment
of a malaria merozoite surface protein remains on the parasite during red cell
invasion and is the target of invasion-inhibiting antibodies. J Exp Med. 1990;172:379-
82.

*De acordo com:

International Commitee of Medical Journal Editors. [Internet]. Uniform requirements for manuscripts
submitted to Biomedical Journal: sample references. [updated 2011 Jul 15]. Available from:
http://www.icmje.org.



64

Bouharoun-Tayoun H, Oeuvray C, Lunel F, Druilhe P. Mechanisms underlying the
monocyte-mediated antibody-dependent killing of Plasmodium falciparum asexual
blood stages. J Exp Med. 1995;182:409-18.

Brown H, Turner G, Rogerson S, Tembo M, Mwenechanya J, Molyneux M, et al.
Cytokine expression in the brain in human cerebral malaria. J Infect Dis.
1999;180:1742-6.

Bull PC, Lowe BS, Kortok M, Molyneux CS, Newbold CI, Marsh K. Parasite antigens
on the infected red blood cell surface are targets for naturally acquired immunity to
malaria. Nat Med. 1998;4(3):358-60.

Butler NS, Moebius J, Pewe LL, Traore B, Doumbo OK, Tygrett LT, et al.
Therapeutic blockade of PD-L1 and LAG-3 rapidly clears established blood-stage
Plasmodium infection. Nat Immunol. 2011:13(2):188-95. d0i:10.1038/ni.2180.

Cambos M, Belanger B, Jacques A, Roulet A, Scorza T. Natural regulatory
(CD4'CD25'FOXP3") T cells control the production of pro-inflammatory cytokines
during Plasmodium chabaudi adami infection and do not contribute to immune
evasion. Int J Parasitol. 2008;38(2):229-38.

Castillo-Méndez SI, Zago CA, Sardinha LR, Freitas do Rosario AP, Alvarez JM,
D’Império Lima MR. Characterization of the spleen B-cell compartment at the early
and late blood-stage Plasmodium chabaudi malaria. Scand J Immunol. 2007;66:309-
19.

Chandele A, Mukerjee P, Das G, Ahmed R, Chauhan VS. Phenotypic and functional
profile of malaria-induced CD8 and CD4 T cells during blood-stage infection with
Plasmodium yoelii. Immunology. 2010;132:273-86.

Chen L. Co-inhibitory molecules of the B7-CD28 family in the control of T-cell
immunity. Nat Rev Immunol. 2004;4:336-47.

Coban C, IshiiKJ, Kawai T, Hemmi H, Sato S, Uematsu S, et al. Toll-like receptor 9
mediates innate immune activation by the malaria pigment hemozoin. J Exp Med.
2005;201:19-25.

Couper KN, Blount DG, Wilson MS, Hafalla JC, Belkaid Y, Kamanaka M, et al. IL-10
from CD4CD25Foxp3CD127 adaptive regulatory T cells modulates parasite
clearance and pathology during malaria infection. PLoS Pathog. 2008;4:e1000004.
doi:10.1371/journal.ppat.1000004.

Day CL, Kaufmann DE, Kiepiela P, Brown JA, Moodley ES, Reddy S, et al. PD-1
expression on HIV-specific T cells is associated with T-cell exhaustion and disease
progression. Nature. 2006;443:350-4.

de Souza JB, Willamson KH, Otani T, Playfair JHL. Early gamma interferon
responses in lethal and nonlethal murine blood-stage malaria. Infect Immun.
1997;65(5):1593-8.

Elias R M, Sardinha L R, Bastos KR, Zago CA, da Silva AP, Alvarez JM, et al. Role
of CD28 in polyclonal and specific T and B cell responses required for protection
against blood stage malaria J Immunol. 2005;174(2):790-9.



65

Francisco LM, Sage PT, Sharpe AH. The PD-1 pathway in tolerance and
autoimmunity. Immunol Rev. 2010;236:219-42.

Francisco LM, Salinas VH, Brown KE, Vaguri VK, Freeman GJ, Kuchroo VK, et al.
PD-L1 regulates the development maintenance, and function of induced regulatory T
cells. J Exp Med. 2009;206:3015-29.

Franklin BS, Rodrigues SO, Antonelli LR, Oliveira RV, Gongalves AM, Sales-Junior
PA, et al. MyD88-dependent activation of dendritic cellsand CD4(+) T lymphocytes
mediates symptoms, but is not required for the immunological control of parasites
during rodent malaria. Microbes Infect. 2007;9(7):881-90.

Freeman GJ, Long AJ, Iwai Y, Bourque K, Chernova T, Nishimura H, et al.
Engagement of the PD-1 immunoinhibitory receptor by a novel B7 family member
leads to negative regulation of lymphocyte activation. J Exp Med. 2000;192(7):1027-
34.

Garcia LS. Malaria. Clin Lab Med. 2010;30(1):93-129.

Good MF, Doolan DL. Immune effector mechanisms in malaria. Curr Opin Immunol.
1999;11:412-9.

Good-Jacobson KL, Szumilas CG, Chen L, Sharpe AH, Tomayko MM, Schlomchik
MJ. PD-1 regulates germinal center B cell survival and the formation and affinity of
long-lived plasma cells. Nat Immunol. 2010;11(6):535-43.

Grun JL, Long CA, Weidanz WP. Effects of splenectomy on antibody-independent
immunity to Plasmodium chabaudi adami malaria. Infect Immun. 1985;48(3):853-8.

Guilbride DL, Gawlinski P, Guilbride PDL. Why functional pre-erycthrocytic and
bloodstage malaria vaccines fail: a meta-analysis of fully protective immunizations
and novel immunological model. PLoS One. 2010;5(5):e10685.
doi:10.1371/journal.pone.0010685.

Gutierrez FRS, Mariano FS, Oliveira CJF, Pavanelli WR, Guedes PMM, Silva GK, et
al. Regulation of Trypanosoma cruzi-induced myocarditis by Programmed Death Cell
Receptor 1. Infect Immun. 2011;79(5):1873-81.

Hafalla JC, Silvie O, Matuschewski K. Cell biology and immunology of malaria.
Immunol Rev. 2011;240:297-316.

Hafalla JCR, Claser C, Couper KN, Grau GE, Renia L, de Souza JB, et al. The
CTLA-4 and PD-1/PD-L1 Inhibitory Pathways Independently Regulate Host
Resistance to Plasmodium-induced Acute Immune Pathology. PLoS Pathogen.
2012;8(2):€1002504. doi:10.1371/journal.ppat.1002504.

Hafalla JCR, Cockburn IA, Zavala F. Protective and pathogenic roles of CD8+ T cells
during malaria infection. Parasite Immunol. 2006;28:15-24.

Haribhai D, Lin W, Relland LM, Truong N, Williams CB, Chatila TA. Regulatory T
cells dynamically control the primary immune response to foreign antigen. J Immunol.
2007;178:2961-72.



66

Haribhai D, Williams JB, Jia S, Nickerson D, Schmitt EG, Edwards B, et al. A
requisite role for induced regulatory T cells in tolerance based on expanding antigen
receptor diversity. Immunity. 2011;35:109-22.

Helmby H, Jonsson G, Troye-Blomberg M. Cellular changes and apoptosis in the
spleens and peripheral blood of mice infected with blood-stage Plasmodium
chabaudi chabaudi AS. Infect Immun. 2000;68(3):1485-90.

Ho M, White NJ. Molecular mechanisms of cytoadherence in malaria. Am J Physiol
Cell Physiol. 1999;276:C1231-C1242.

Jarra W, Brown KN. Protective immunity to malaria. Studies with cloned lines of
Plasmodium chabaudi and P. berghei in CBA/Ca mice. I. The effectiveness and inter-
or intra-species specifity of immunity induced by infection. Parasite Immunol.
1985;7:595-606.

Jarra W, Hills LA, March JC, Brown KN. Protective immunity to malaria. Studies with
cloned lines of Plasmodium chabaudi chabaudi and P. berghei in CBA/Ca mice. Il.
The effectiveness and inter- or intra-species specifity of the passive transference of
immunity with serum. Parasite Immunol. 1986;8:239-54.

Jelinek T, Schulte C, Behrens R, Grobusch MP, Coulaud JP, Bisoffi Z, et al.
Imported Falciparum malaria in Europe: sentinel surveillance data from the European
Network on surveillance of imported infectious diseases. Clin Infect Dis.
2002;34(5):572-6.

Jin HT, Anderson AC, Tan WG, West EE, Ha SJ, Koichi A, et al. Cooperation of Tim-
3 and PD-1 in CD8 T-cell exhaustion during chronic viral infection. Proc Natl
Acad Sci USA. 2010;107(33):14733-8.

Karunaweera ND, Grau GE, Gamage P, Carter R, Mendis KM. Dynamics of fever
and serum levels of tumor necrosis are closely associated during clinical paroxysms
in Plasmodium vivax malaria. Proc Natl Acad Sci USA. 1992;89:3200-3.

Kerfoot SM, Yaari G, Patel JR, Johnson KL, Gonzalez DG, Kleinstein SH, et al.
Germinal Center B cell and T follicular helper cell development initiates in the
interfollicular zone. Immunity. 2011;34:947-60.

Krishnegowda G, Hajjar AM, Zhu J, Douglass EJ, Uematsu S, Akira S, et al.
Induction  of  proinflammatory  responses in  macrophages by the
glycosylphosphatidylinositols of Plasmodium falciparum: cell signaling receptors,
glycosylphosphatidylinositol (GPI) structural requirement, and regulation of GPI
activity. J Biol Chem. 2005;280:8606—16.

Kurtzhals JA, Adabayeri V, Goka BK, Akanmori BD, Oliver-Commey JO, Nkrumah
FK, et al. Low plasma concentrations of interleukin 10 in severe malarial anaemia
compared with cerebral and uncomplicated malaria. Lancet. 1998;351(9118):1768-
72.

Langhorne J, Ndungu FM, Sponaas AM, Marsh K. Immunity to malaria: more
guestions than answers. Nat Immunol. 2008;9(7):725-32.



67

Latchman Y, Wood CR, Chernova T, Chaudhary D, Borde M, Chernova I, et al. PD-
L2 is a second ligand for PD-1 and inhibits T cell activation. Nat Immunol.
2001;2(3):261-8.

Li C, Sanni LA, Omer F, Riley E, Langhorne J. Pathology of Plasmodium
chabaudi chabaudi infection and mortality in interleukin-10-deficient mice are
ameliorated by anti-tumor necrosis factor alpha and exacerbated by anti-
transforming growth factor beta antibodies. Infect Immun. 2003;71:4850-6.

Li C, Corraliza I, Langhorne J. A defect in interleukin-10 leads to enhanced malarial
disease in Plasmodium chabaudi chabaudi infection in mice. Infect Immun.
1999;67:4435-42.

Marsh K, Kinyanjui S. Immune effector mechanisms in malaria. Parasite Immunol.
2006;28:51-60.

Matteelli A, Colombini P, Gulletta M, Castelli F, Carosi G. Epidemiological features
and case management practices of imported malaria in northern Italy 1991-95. Trop
Med Int Health. 1999;4:653-7.

Meding SJ, Langhorne J. CD4" T cells and B cells are necessary for the transfer of
protective immunity to Plasmodium chabaudi chabaudi. Eur J Immunol.
2005;21(6):1433-8.

Miller LH, Baruch DI, Marsh K, Doumbo OK. The pathogenic basis of malaria.
Nature. 2002;415:673-9.

Mohan K, Moulin P, Stevenson MM. Natural Killer cell cytokine production, not
cytotoxicity, contributes to resistance against blood-stage Plasmodium chabaudi AS
infection. J Immunol. 1997;159(10):4990-8.

Mota MM, Pradel G, Vanderberg JP, Hafalla JC, Frevert U, Nussenzweig RS, et al.
Migration of Plasmodium sporozoites through cells before infection. Science.
2001;291:141-4.

Muxel SM, Freitas do Roséario AP, Zago CA, Castillo Sl, Rizzo LV, Sardinha
LR, et al. The spleen CD4+ T cell response to blood-stage Plasmodium chabaudi
AS malaria develops in two phases characterized by different properties. Plos One.
2011;6(7):e22434. doi:10.1371/journal.pone.0022434.

Muxel SM, Freitas do Rosario AP, Sardinha LR, Castillo-Méndez SI, Zago CA,
Rodriguez-Malaga SM, et al. Comparative analysis of activation phenotype,
proliferation, and IFN-gamma production by spleen NK1.1(+) and NK1.1(-) T cells
during Plasmodium chabaudi AS malaria. J Interferon Cytokine Res. 2010;30(6):417-
26.

Ockenhouse CF, Tegoshi T, Maeno Y, Benjamin C, Ho M, Kan KE, et al. Human
vascular endothelial cell adhesion receptors for Plasmodium falciparum-infected
erythrocytes: roles for endothelial leukocyte adhesion molecule 1 and vascular cell
adhesion molecule 1. J Exp Med. 1992;176:1183-9.

Omer FM, Riley EM. Transforming Growth Factor B production is inversely correlated
with severity of murine malaria infection. J Exp Med. 1998;188(1):39-48.



68

Pan American Health Organization. Malaria: progress report Washington. 2008.
[cited from 2011 jun. 13] Available from:
http://www.paho.org/English/GOV/CE/cel42-16-e.pdf

Parroche P, Lauw FN, Goutagny N, Latz E, Monks BG, Visintin A, et al. Malaria
hemozoin is immunologically inert but radically enhances innate responses by
presenting malaria DNA to Toll-like receptor 9. Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104:
1919-24.

Parry RV, Chemnitz JM, Frauwirth KA, Lanfranco AR, Braunstein I, Kobayashi SV, et
al. CTLA-4 and PD-1 receptors inhibit T-cell activation by distinct mechanisms. Mol
Cell Biol. 2005;25(21):9543-53.

Podoba JE, Stevenson MM. CD4+ and CD8+ T lymphocytes both contribute to
acquired immunity to blood-stage Plasmodium chabaudi AS. Infect Immun.
1991;59(1):51-8.

Schofield L, Grau GE. Immunological processes in malaria pathogenesis. Nat Rev
Immunol. 2005;5:722-35.

Scholzen A, Mittag D, Rogerson SJ, Cooke BM, Plebanski M. Plasmodium
falciparum-mediated induction of human CD25hiFoxp3hi CD4 T cells is independent
of direct TCR stimulation and requires IL-2, IL-10 and TGFpB. Plos Pathog.
2009;5(8):€1000543. doi:10.1371/journal.ppat.1000543

Schwenk RJ, Richie TL. Protective immunity to pre-erythrocytic stage malaria.
Trends Parasitol. 2011;27(7):306-14.

Serghides L, Smith TG, Patel SN, Kain KC. CD36 and malaria: friends or foes?
Trends Parasitol. 2003;19(10):461-9.

Sharpe AH, Freeman GJ. The B7-CD28 superfamily. Nat Rev Immunol. 2002;2:116-
26.

Sidjanski S, Vanderberg JP. Delayed migration of Plasmodium sporozoites from the
mosquito bite site to the blood. Am J Trop Med Hyg. 1997;57:426-9.

Silvie O, Mota MM, Matuschewski K, Prudéncio M. Interactions of the malaria
parasite and its mammalian host. Curr Opin Microbiol. 2008;11:352-9.

Soares 1S, da Cunha MG, Silva MN, Souza JM, Del Portillo HA, Rodrigues MM.
Longevity of naturally acquired antibody response to the N- and C-terminal regions of
Plasmodium vivax merozoite surface protein 1. Am J Trop Med Hyg.
1999a;60(3):357-63.

Soares IS, Oliveira SG, Souza JM, Rodrigues MM. Antibody response to the N- and
C-terminal regions of the Plasmodium vivax Merozoite Surface Protein 1 in
individuals living in an area of exclusive transmission of P. vivax malaria in the north
of Brazil. Acta Trop. 1999b;72(1):13-24.

Sponaas AM, Freitas do Rosario AP, Voisine C, Mastelic B, Thompson J, Koernig S,
et al. Migrating monocytes recruited to the spleen play an importante role in control of
blood stage malaria. Blood. 2009;114:5522-31.



69

Stevenson MM, Riley EM. Innate immunity to malaria. Nat Rev Immunol. 2004;4:169-
80.

Stevenson MM, Su Z, Sam H, Mohan K. Modulation of host responses to blood-stage
malaria by interleukin-12: from therapy to the adjuvant activity. Microb Infect.
2001;3:49-59.

Sturm A, Amino R, van de Sand C, Regen T, Retzlaff S, Rennenberg A, et al.
Manipulation of host hepatocytes by the malaria parasite for delivery into liver
sinusoids. Science. 2006;313:1287-90.

Su Z, Stevenson MM. Central role of endogenous gamma interferon in protective
immunity against blood-stage Plasmodium chabaudi AS infection. Infect Immun.
2000;68(8):4399-406.

Su Z, Stevenson MM. IL-2 is required for antibody-mediated protective immunity
against blood-stage Plasmodium chabaudi AS malaria infection in mice. J Immunol.
2002;168:1348-55.

Tarun AS, Baer K, Dumpit RF, Gray S, Lejarcegui N, Frevert U, et al. Quantitative
isolation and in vivo imaging of malaria parasite liver stages. Int J Parasitol.
2006;36:1283-93.

Taylor LH, Walliker D, Read AF. Mixed-genotype infections of malaria parasites:
within host dynamics and transmission success of competing clones. Proc Biol Sci.
1997;264(1383):927-35.

Treutiger CJ, Heddini A, Fernandez V, Muller WA, Wahigren M. PECAM-1/CD31, an
endothelial receptor for binding Plasmodium falciparum-infected erythrocytes. Nat
Med. 1997;3(12):1405-8.

van der Heyde HC, Pepper B, Batchelder J, Cigel F, Weidanz WP. The time course
of selected malaria infections in cytokine-deficient mice. Exp Parasitol. 1997;85:206-
13.

Vanderberg JP, Frevert U. Intravital microscopy demonstrating antibody-mediated
immobilisation of Plasmodium berghei sporozoites injected into skin by mosquitoes.
Int J Parasitol. 2004;34:991-6.

Vignali DAA, Collison LW, Workman CJ. How regulatory T cells work. Nat Rev
Immunol. 2008;8:523-32.

World Health Organization. World Health Organization Malaria, other vectorborne
and parasite diseases: Regional trend in cases and deaths. 2007.
[cited from 2011 jun. 14] Available from: http://www.wpro.who.int/sites/mvp/data/

World Health Organization. International Travel and Health Interactive map. Brazil.
2010. [cited from 2011 nov. 20] Available from:
http://apps.who.int/tools/geoserver/www/ith/index.html

Yamazaki T, Akiba H, lwai H, Matsuda H, Aoki M, Tanno Y, et al. Expression of
Programmed Death 1 ligands by murine T cells and APC. J Immunol. 2002;169:
5538-45.



