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RESUMO

Por muitas décadas de estudo sobre a patogénese da malaria, tem-se
estabelecido que as manifestagdes clinicas sdo frequentemente uma consequéncia
da inflamagao sistémica provocada pelo parasito.

Os imunocomplexos (ICs) sdo encontrados na circulagdo de pacientes com
inflamacgéo, seja ela estérii ou causada por infecgbes. O presente trabalho
demonstra que pacientes com malaria apresentam elevados niveis de anticorpos
circulantes anti-DNA, bem como ICs contendo DNA do parasito. A ativacdo de
mondécitos por ICs resultou na formagao de specks de inflamassomas contendo
NLRP3, NLRP12 ou AIM2, ativagdo de caspase 1 e liberagdo de IL-1p ativa. As
células monocucleares do sangue periférico estimuladas com ICs produzem grandes
quantidades de IL-1p e TNFa e, no entanto, baixos niveis de IL-10. A principal fonte
de citocinas pro-inflamatorias em pacientes de fase aguda da malaria é a
subpopulagdo de mondcitos CD14", que expressa o receptor FcyRIIIA (CD16). Os
mondcitos de pacientes em fase de convalescéncia apresentam um fendtipo anti-
inflamatorio e, quando estimulados com ICs, produzem elevados niveis de IL-10 e
baixos niveis de TNFa e IL-1p. Portanto, dependendo do status de ativagdo do
mondécito, os ICs podem estimular ou modular a producdo de citocinas pro-
inflamatadrias, atuando como um importante imunoregulador durante a malaria.

Os mondécitos (MOs), macréfagos e células dendriticas (DCs) sdo populagdes
de células heterogéneas que tém papel crucial na reparagao de tecidos, detec¢ao de
presenga de microrganismos invasivos, iniciando respostas imunitarias protetoras.
Estudos recentes definiram novos marcadores que permitem a distingdo entre
monacitos inflamatorios de células dendriticas derivadas de mondcitos (MO-DCs), no

entanto, a contribuicdo destas células para neuroinflamacédo durante a MCE néo foi



avaliada. Neste trabalho, observamos que a infeccdo por Plasmodium berghei ANKA
(PbA) promove a diferenciacdo de mondcitos inflamatorios esplénicos e DCs
convencionais por células dendriticas derivadas de mondcitos (MO-DCs), que s&o
CD11c’'CD11b"F4/80"DC-SIGN*Ly6C*. Estas células respondem a IFNy sendo a
principal fonte de CXCL9 e CXCL10. Além disso, células MO-DCs expressando
CXCL9/10 emergem no cérebro via CCRS dependente, coincidindo com o influxo de
células T CD8" e o desenvolvimento da sindrome neuropatoldgica letal. Assim,
nossos dados fornecem evidéncias de que as MO-DCs induzidas pela infec¢do com
PbA desempenham um papel central nas respostas imunes, mediando o
desenvolvimento de MCE. De acordo com nossos resultados, apds a diferenciagao,
MO-DCs, que expressam CXCL9 e CXCL10, tem um papel importante na ativacao
de células T CD4" e T CD8" no bago e também migram para o SNC dependente de

CCRS5, onde atraem e ativam células T CD8", levando ao desenvolvimento de MCE.

Palavras-chave: Imunologia, Imunidade Inata, Malaria



ABSTRACT

Decades of research on malaria pathogenesis have established that the
clinical manifestations are often a consequence of the systemic inflammation elicited
by the parasite.

Immunocomplexes (ICs) are found in the circulation of patients undergoing
either infectious or sterile systemic inflammation. Here, we report that malaria
patients display high levels of circulating anti-DNA antibodies, as well as ICs
containing parasite DNA. Monocyte activation with malaria-induced ICs resulted in
formation of NLRP3-, NLRP12- or AIM2-inflammasome specks, caspase-1 activation,
and release of IL-1p3. Upon stimulation with |ICs malaria-primed peripheral blood
mononuclear cells secrete bulk amounts of IL-13 and TNFa, but low IL-10 levels. The
main source of pro-inflammatory cytokines in acutely infected malaria patients is a
subset of CD14" monocytes that express the FcyRIIIA receptor (CD16). Intriguingly,
in convalescent malaria patients, monocytes shifted back to an anti-inflammatory
phenotype, and upon IC stimulation produced high levels of IL-10, but low levels of
TNFa and IL-18. Hence, depending on the status of monocyte activation, ICs may
promote or dampen the production of pro-inflammatory cytokines, and thus act as
important immune-regulators during malaria.

Monocytes (MOs), macrophages and dendritic cells (DCs) are heterogeneous
cell populations that have critical role in tissue repair, sensing presence of invasive
microorganisms and initiating protective immune responses. Recent studies have
defined new markers that allows the distinction of inflammatory monocytes from
monocyte derived dendritic cells (MO-DCs), however the contribution of these cells to
neuroinflammation during ECM have not been explored. Here we show that infection

with Plasmodium berghei ANKA (PbA) promotes replacement of splenic inflammatory



monocytes and conventional DCs by monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs),
which are CD11¢"CD11b"F4/80"DC-SIGN*Ly6c”. These cells are highly responsive
to IFNy being a main source of CXCL9 as well as CXCL10. Importantly, the
CXCL9/10 MO-DCs emerge in the brain in a CCR5-dependent manner, coinciding
with CD8" T cell influx and development of the lethal neuropathological syndrome.
Thus, we provide evidences that the MO-DCs induced by PbA infection play a central
role in initiating immune responses and mediating the development of experimental
cerebral malaria (ECM). Taken together, we would like to demonstrate that after
differentiation, the CXCL9/10 MO-DCs not only have an important role in activating
both CD4" T and CD8" T cells in the spleen, but also migrate to the CNS in a CCR5-
dependent manner, where they attract/activate CD8'T cell leading to the

development of ECM.

Key-words: Immunology, Innate Immunity, Malaria
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1 INTRODUGAO
1.1 A histéria da pesquisa na malaria

Desde a antiguidade a malaria é um dos principais flagelos da humanidade.
Originada provavelmente no continente africano, acompanhou o processo migratério

do ser humano por diversas regides ao longo dos tempos”.
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Figura 1. Personalidades infectadas com Plasmodium ao longo da vida.

Os primeiros registros de malaria foram encontrados em escritos chineses e
egipcios de 3 mil anos a.C.. Textos religiosos e médicos da antiguidade
relacionavam febres agudas como punigdo dos Deuses e a presenga de maus
espiritos. Hipdcrates, na Grécia antiga, foi o primeiro a descartar supersti¢coes,
descrevendo de forma clara a periodicidade da febre (paroxismo) além de atribuir a
esplenomegalia ao diagnéstico clinico da malaria’?. Posteriormente, no século Il
d.C., ocorreram epidemias em diversas areas da Europa. Os romanos relacionaram

a agua parada dos pantanos que cercavam o império romano com a presencga de
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febres agudas durante os meses de verdo. Estas febres foram inicialmente
chamadas de mal air — do italiano, mau ar - pois acreditava-se que a causa da
doenga estava relacionada com o ar insalubre de determinadas regides
pantanosas®>. Sendo assim, engenheiros romanos projetaram grandes sistemas de
drenagem no intuito de eliminar a causa da malaria. Apds a queda do império
romano e a destruigdo dos sistemas de drenagem de agua, os barbaros se tornaram
as principais vitimas da malaria. Grande parte do seu exército n&o resistiu a doenca.
No século XVI, a malaria € disseminada ao novo mundo por meio das grandes
navegacdes, ou seja, viagens de colonizadores espanhdis e portugueses?.

Em 1880, Charles Laveran, foi a primeira pessoa a encontrar parasitos no
sangue de pacientes infectados com malaria. Durante seus trabalhos na Argélia, ele
observou formas sanguineas do parasito que se desenvolviam no interior de
glébulos vermelhos humanos*. Por essa grande descoberta, Laveran foi agraciado
com o Prémio Nobel de medicina em 1907°. A partir dai, o modo de transmiss&o e o
ciclo do parasita foram esclarecidos até o final do século XIX*. Em 1886, Camillo
Golgi também elucidou o ciclo do agente da malaria, o Plasmodium, nos glébulos
vermelhos, e a coincidéncia temporal entre os calafrios e a febre recorrentes com a
ruptura e a liberagdo de parasitos na corrente sanguinea. Com isso, ele formulou
uma hipétese sobre a toxina na patogénese da malaria, demonstrando que a febre
de forma ciclica segue o ciclo de desenvolvimento do parasito no sangue, sugerindo
que era consequente da liberagcdo de uma toxina de origem do parasito, liberada
pelo amadurecimento destes nas células vermelhas®®.

Este conhecimento sobre a febre induzida pela malaria foi aplicado por um
professor de psiquiatria e neurologia em Viena, Julius Wagner-Jauregg,

desenvolvendo um meétodo para o tratamento de deméncia paralitica (estagio
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avangado de neurosifilis) por inoculagdo de parasitos da malaria. Ele observou que
individuos que desenvolviam febres altas poderiam ser curados da sifilis>’. Deste
modo, de 1917 a meados dos anos 1940, a malaria induzida pelo parasito menos
agressivo, Plasmodium vivax, foi usada como tratamento para a sifilis terciaria uma
vez que produzia febres altas e prolongadas (uma forma de piroterapia). Isso foi
considerado um risco aceitavel porque a malaria poderia ser tratada posteriormente
com quinino, o qual estava disponivel naquele momento’. Por este estudo, Jauregg
foi agraciado com o prémio Nobel em medicina em 1927°.

Em 1897, Ronald Ross, um oficial britanico no servico médico indiano, foi o
primeiro a demonstrar que os parasitos da malaria podem ser transmitidos de
pacientes infectados para mosquitos. Ele encontrou formas do parasito da malaria
no interior de um mosquito que havia se alimentado em um portador da doenca.
Além disso, ele sugeriu que a transmissao do parasito para humanos ocorria através
da picada do mosquito. Assim, a forma de transmissdo da malaria foi resolvido®*.
Por sua descoberta, Ross foi agraciado com o prémio Nobel de medicina em 1902°.
Em 1942, Paul Muller, um quimico que trabalhava no desenvolvimento de varios
produtos quimicos para combater insetos agriculas, desenvolveu o inseticida DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) de grande atividade inseticida, poder residual e baixo
custo. O DDT foi também usado para combater mosquitos transmissores da malaria
em varias partes da Europa tanto durante quanto apos a guerra, salvando milhares
de vidas®*. Miller também foi agraciado com o prémio Nobel de medicina em
1948

No século XVII, os padres jesuistas observaram que os indigenas da América
utilizavam cascas de arvores nativas para curar doencas febris. Esta planta foi

denominada Cinchona em 1735, e em 1820, o seu principio ativo foi isolado, o
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quinino. Com as dificuldades no fornecimento do quinino durante a | Guerra Mundial,
pesquisadores alemaes foram estimulados a desenvolver antimalaricos sintéticos,
culminando na produgdo de pamaquina (1924), mepacrina (1930) e cloroquina
(1934)"°. Ainda na busca de potenciais farmacos contra a malaria devido a
resisténcia de parasitos as drogas, Youyou Tu isolou um composto ativo a partir da
artemisia annua em 1972, sintetizando o derivado mais potente, dihidroartemisinina,
em 1973"". Pela descoberta da artemisinina, uma terapia para a maldria que salvou
milhdées de pessoas no mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento,
Youyou Tu recebeu o prémio Nobel em medicina em 20152,

O aumento de fundos designados ao controle da malaria, a estabilidade
econdmica e a melhoria no sistema publico de saude sao fatores importantes que
contribuem para uma redugdo na taxa de incidéncia da malaria. Contudo, o
financiamento para o controle da doenga n&o é o unico desafio. Em diversas regides,
o sistema publico de saude ainda se encontra em precariedade, sendo incapaz de
integrar ao plano de controle global da doencga. Além disso, ndo ha ferramentas
adequadas disponiveis e suficientes para monitorar o plano de agao global contra a

malaria.

1.2 Epidemiologia

A malaria € uma doencga infecciosa de grande importancia no mundo. Esta
classificada como uma das maiores endemias, sendo um grande obstaculo para o
avango de comunidades e nacdes menos desenvolvidas'. Atualmente, o impacto
global referente aos danos sociais e econémicos causados pela malaria € extenso e
representa um dos maiores problemas de saude publica nas areas tropicais e

subtropicais do mundo'*"®. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS 2015),
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1.2 bilhdes de individuos habitam areas de risco e, em média, 214 milhdes de novos
casos ocorrem anualmente. Além disso, aproximadamente 438 mil mortes sao
contabilizadas anualmente, principalmente de criangcas com menos de cinco anos de
idade. Além das criangas, as gestantes também constituem um grupo de alto risco
de mortalidade por malaria. A cada ano, estima-se que aproximadamente 55 milhdes
de gestacdes ocorrem em areas de risco a transmissédo de Plasmodium falciparum,
na Africa sub saariana, com aproximadamente 10 mil mortes maternas'.

A distribuicdo de casos de malaria depende de varios fatores que influenciam
na dindmica de transmissdo. A grande maioria dos casos letais da malaria ocorrem
na Africa sub saariana, e sdo causados pelo P. falciparum. Esta espécie do parasito
€ responsavel por 90% dos casos mais graves da malaria no mundo, atingindo
principalmente a Africa. No continente africano, a malaria é fundamentalmente
domiciliar, atingindo principalmente criangas com menos de cinco anos de idade.
Portanto, o uso de redes de protegdo vem sido empregado para o controle do vetor e
evitar a transmissao do parasito. Baseado em dados de pesquisas domiciliares e
relatorios de programa nacional de controle da malaria, a propor¢ao da populagéo
que dorme utilizando as redes de protecdo tem aumentado acentuadamente na
Africa sub saariana. Estima-se que no ano de 2000, menos de 2% da populacdo
fazia o uso das redes de protecdo. Em 2015, esse numero aumentou para 55%. A
proporgcao de criangas menores de cinco anos que faz o uso das redes de protegao
aumentou para 68% em 2015,

O P. vivax é a espécie predominante na Asia e Américas, onde ocorrem 9% e
1% dos casos de malaria, respectivamente. Mesmo considerada uma espécie mais

benigna, é responsavel por grandes perdas econdmicas e problemas sociais'*>1°.
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Casos confirmados de malaria

B > 100 10-50 0.1-1 Nenhuma transmissdo
B 50-100 1-10 0-0.1 Nio se aplica Fonte: Organizagdo Mundial da Sadde.

Figura 2. Paises com transmissdo continua de malaria (2013).

No Brasil, no ano de 2015 foram relatados 139.354 casos de malaria, sendo
que mais de 99% dos casos ocorreram na Regido Amazobnica, composta pelos
estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia,
Roraima e Tocantins, compreendendo 807 municipios'®. A espécie predominante é o
P. vivax em 82% dos casos, embora no periodo de 2011 a 2013, tenha ocorrido um
aumento na proporgao de malaria por P. falciparum de 13% para 18%. Este aumento
€ preocupante, visto que a malaria causada por P. falciparum é a responsavel pela
grande maioria das formas graves e dbitos''®. Ademais, a malaria no Brasil é
considerada uma doenca de carater ocupacional que afeta principalmente adultos
que fazem parte de migragbes desordenadas e ocupagdo de areas rurais’'®.
Atividades relacionadas a garimpos de ouro e outros minerais, assentamentos
agricolas, exploragdo de madeiras e atividades agropecuarias contribuem para a

maior ocorréncia de casos da doenca'”’.
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Figura 3. Mapa de risco da malaria por minicipio, Brasil (2013).

Nas populacbes amazobnicas a associacao entre atividades ocupacionais e o
risco de malaria aponta para uma génese multifatorial, que envolve mudancgas
climaticas e movimentos migratorios, ocupacédo do solo irregular, desmatamentos
resultantes de reforma agraria, avangos na agricultura, constru¢do de represas e
dificuldade de acesso aos servigos de satde'’. Desta forma, faz-se necessario o
envolvimento incondicional do segmento governamental e da iniciativa privada em
conjunto, pois aproveitar o impulso politico e financeiro sem precedentes implica
numa melhor coordenagao global. Esta atitude reflexiva de ambas as partes deve
contribuir para a criatividade nas estratégias da ciéncia e saude de um modo geral,
resultando na sustentabilidade e inovacdo em prol do controle e da erradicacdo da

malaria.
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1.3 Agente etioldgico e ciclo biolégico da malaria

A malaria € uma doencga infecciosa causada por um protozoario, pertencente
ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Atualmente, s&o
conhecidas cerca de 150 espécies causadoras de malaria em diferentes hospedeiros
vertebrados. Destas, principalmente quatro espécies parasitam o homem: P.
falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale'®.

A infecgdo pelo P. falciparum € a mais grave, uma vez que estes parasitos
invadem hemacias em qualquer fase evolutiva (eritrécitos e reticulocitos). O tempo
de incubagdo é curto, por volta de seis dias, causando malaria maligna com
paroxismo de 24 horas, podendo haver crises diarias. O P. vivax ndo causa doencga
mortal, jd que estes sO invadem hemacias jovens (reticuldcitos). O periodo de
incubacéo € de cerca de oito dias com crises paroxisticas a cada 48 horas. O P.
malarie ndo causa doenga aguda fatal infectando somente hemacias envelhecidas.
O seu periodo de incubagao é de aproximadamente 15 dias. O paroxismo € de 72
horas e a doenga é considerada benigna quartd. O P. ovale, ndo causa doenca
mortal uma vez que so infecta reticuldcitos. O seu periodo de incubagao € de cerca
de 15 dias, causando maldria benigna terciaria, com paroxismo de 48 horas'®.

O ciclo de vida do parasito no hospedeiro vertebrado se inicia pela inoculagao
de esporozoitos, formas infectantes do Plasmodium, através da picada do mosquito
fémea do género Anopheles (Figura 4). Apos ser inoculada na derme humana,
formas alongadas e moveis do Plasmodium, os esporozoitos, movimentam-se
rapidamente acessando a corrente sanguinea. Posteriormente, essas formas
invadem os hepatocitos iniciando o ciclo hepatico da infec¢do. Nos hepatdcitos,
ocorre a esquizogonia, um ciclo assexuado de reproducédo, em que 0s esporozoitos

se desenvolvem e originam os esquizontes, os quais amadurecem e liberam por



27

volta de 40 mil merozoitos na corrente sanguinea. Em algumas espécies de
Plasmodium (P. ovale e P. vivax), o esquizonte hepatico pode permanecer em
estado latente, em forma de hipnozoito. Essas formas podem ser reativadas,
levando a recaidas de episodios agudos da malaria. Os merozoitos liberados na
circulagdo, por sua vez, invadem as hemacias e iniciam nova esquizogonia,
transformando-se em trofozoitos que amadurecem e se dividem, gerando os
esquizontes. Os esquizontes amadurecidos rompem os eritrocitos e liberam
aproximadamente dois mil merozoitos que invadem novos eritrocitos, iniciando um
novo ciclo replicativo, ou se diferenciando em gametécitos macho e fémea. Estes
gametodcitos, quando ingeridos pelo mosquito Anopheles no repasto sanguineo,
iniciam um ciclo sexuado no intestino do mosquito, com a fusdo dos gametas para
formagao dos oocinetos que penetram na parede intestinal e geram oocistos. Por
sua vez, os oocistos se dividem por esporogonia, originando milhares de
esporozoitos que chegam a glandula salivar do mosquito. Quando o mosquito,
carregando esporozoitos nas glandulas salivares, se alimentar novamente, ira
infectar outros hospedeiros humanos, fechando assim o ciclo do parasito, que é

altamente espécie especifico'®°.
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Figura 4. Ciclo de vida de Plasmodium infectantes ao homem. a, Fémeas infectadas injetam a
forma de esporozoito do parasito num hospedeiro humano. b, Esporozoitos sdo transportados na
corrente sanguinea para as células do figado, onde proliferam-se assexuadamente, e, em seguida,
como merozoitos, invadem os gldbulos vermelhos. ¢, Ciclo assexuado dentro das células vermelhas
do sangue, fase de manifestagao clinica da doenca, seguido pela produgado de gametécitos macho e
fémea. d, estes séo transmitidos de volta para um mosquito durante o repasto sanguineo, onde se
fundem para formar oocistos que dividem para criar esporozoitos. Estes migram para as glandulas
salivares, iniciando-se assim novamente o ciclo. (Renaud, F; Michalakis, Y. Nature. 2009; 46: 298-
300).

1.4 A patogénese da malaria

A patogénese da malaria € multifatorial. As manifestagdes clinicas variam de
infeccdo assintomatica em individuo imune a complicagbes graves e dependem de
aspectos como a genética do parasito e hospedeiro, exposi¢gao prévia a infecgéo,
idade, fatores nutricionais, geograficos e sécio econdmicos. Os sinais e sintomas
mais comuns da malaria, em individuos ndo imunes, como febre (paroxismo),
nausea, dor de cabecga, iniciam-se entre sete a 15 dias apds a infecgdo, com a
ruptura dos esquizontes eritrociticos e sao caracteristicos de resposta inflamatéria

20,21

sistémica, com altos niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes™“'. A ativagéo

de células do sistema imune e consequentemente a inflamagéo sistémica podem
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levar a manifestagbes clinicas graves, como anemia, acidose metabdlica, malaria
cerebral, hipoglicemia, disturbios respiratorios e insuficiéncia de multiplos 6rgaos. As
manifestacdes clinicas em infec¢gdes causadas por P. falciparum, se nao tratadas,
podem evoluir levando a letalidade. Criangcas com malaria grave apresentam
quadros de anemia aguda, ictericia, estresse respiratorio devido a acidose

1?°. O P. vivax invade preferencialmente reticulécitos

metabdlica e malaria cerebra
(eritrocitos jovens) contribuindo para cargas parasitarias mais baixas além de uma
menor destruicdo de eritrécitos totais. No caso da infecgcdo por este parasito, a
formagdo de knobs (protuberancias na superficie de eritrocitos) ndo ocorre,
sugerindo sua capacidade limitada de aderéncia ao endotélio vascular. Assim, n&o
ocorrendo a obstrugdo de capilares de importantes érgéos, a ocorréncia da malaria
cerebral e placentaria é apenas esporadica®.

A patogénese da malaria resulta de trés eventos principais fisiopatologicos: a

resposta inflamatoria excessiva, destruicdo de células vermelhas do sangue e

ades3o de eritrocitos infectados as veias capilares®®?.
Sindromes:
cerebral, placentaria e
Anemia respiratéria
Sequestramento B
de parasitos
¥ e

Sindrome de Sepse

Citocinas
Pré-inflamatérias

Figura 5. Principais eventos na patogénese da malaria. A inflamagéao
sistémica é um evento central nas sindromes associadas a malaria.
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Esses eventos estdo associados e sdo responsaveis pelas principais
sindromes relacionadas a malaria: a inflamacao sistémica, anemia bem como a
malaria cerebral e placentaria®®. O balango entre respostas pré e anti-inflamatdrias
contra o parasito é critico para se ter protecao clinica, ou seja, pouca ativagdo imune
pode nao inibir o crescimento do parasito, enquanto a ativagdo exacerbada pode
levar & imunopatologia®.

Uma vez que o crescimento do parasito é sincronizado, pode-se dizer que a
liberacdo de citocinas pirogénicas € ciclica. As citocinas pro-inflamatorias s&o

importantes mediadores inflamatérios durante a malaria®23.

A “tempestade de
citocinas”, também conhecida como hipercitocinemia, € a grande responsavel pela
febre alta, fadiga extrema e nauseas. A patologia da malaria esta intrinsecamente
ligada a produgao descontrolada de mediadores pro-inflamatorios, resultando em um
quadro de inflamacdo sistémica. A liberagdo macica de citocinas vasoativas,
hipovolemia e a reducdo da viscosidade sanguinea contribuem para quadros de
sepse durante a malaria. No entanto, estes sinais sédo inespecificos da malaria,
podendo ser encontrados em outras infecgées. Uma desregulagcdo no equilibrio da
producdo de citocinas pro-inflamatérias pode também culminar em quadros de
encefalopatia. Além disso, observa-se um efeito inibitério da eritropoese, por meio do
aumento no padréo de produgao de citocinas pro-inflamatorias, agravando a anemia
em estagios avancados da doenga®?%%’,

Trés tipos de mecanismos (ndo excludentes) explicam o desenvolvimento de
uma anemia, de forma nao relacionada com o grau de parasitemia, no curso da
malaria: o aumento da destruicdo de hemacias pelo parasita, remocao de eritrocitos

infectados ou alterados por células fagociticas e o déficit na reposigdo de novos

eritrocitos. A destruicdo de células vermelhas do sangue corresponde a uma fase
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intra-eritrocitica onde parasitos digerem a hemoglobina, produzindo metabdlitos
potencialmente toxicos, refletindo em quadros severos de anemia. Além disto,
durante o hiper-esplenismo observado na malaria, ha remogao por células
fagociticas de eritrocitos parasitados. Além disso, a reduzida capacidade e
deformidade mesmo de eritrocitos ndo parasitados durante a malaria, leva a um
aumento na ingest&o por fagocitos. Além da hemolise de eritrocitos infectados, ha a
disfungdo da medula éssea com diseritropoiese, que persiste por algumas semanas
apos a infeccdo aguda, causando uma baixa quantidade de reticuldcitos. Os
mecanismos do hospedeiro responsaveis pela supressado da eritropoese podem
envolver uma resposta imune excessiva ou continua. Algumas citocinas pro-
inflamatérias como TNFa, IFNy e MIF inibem a eritropoese?2°°.

Outro evento chave na fisiopatologia da malaria é o sequestro de hemacias
parasitadas em diferentes 6rgéos, incluindo os pulmdes, cérebro, figado, rins e
placenta. Citocinas circulantes, como TNFa e IFNy ou componentes liberados na
ruptura de hemacias infectadas, levam a um aumento da expressdo de moléculas de
adesdo por células endoteliais, tais como CD36, ICAM1 (do inglés, intercellular
adhesion molecule 1), PECAM1 (do inglés, platelet endothelial cell adhesion
molecule 1), receptor do complemento 1, sulfato de heparan e sulfato de condroitina
A. Consequentemente, PfEMP1 (do inglés, Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein 1) se ligam a essas moléculas de adesao que estdo distribuidas
entre diferentes 6rgaos e tecidos do hospedeiro. Essa interagdo entre moléculas do
parasito (PfEMP1) e moléculas de adesédo do hospedeiro € o principal determinante
do tropismo do parasito em tecidos e patogenicidade®'?. Por exemplo, CD36 e
ICAM1 sdo importante para o sequestramento de parasitos no cérebro enquanto o

sulfato de heparan e sulfato de condroitina A s&o os principais receptores para os
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eritrécitos infectados na placenta®. A ligacdo de hemacias infectadas a células
endoteliais leva a obstrucdo da microvasculatura, disfungdo endotelial, edema e
extravasamento de leucocitos para tecidos. O sequestro de parasitas e estes
processos de inflamacao tecidual sdo, pelo menos em parte, responsaveis pela
sindrome do estresse respiratorio, maldria cerebral e malaria gestacional®®3%%,

Em regi6es endémicas de malaria, constata-se o desenvolvimento gradativo
de imunidade e diminuigdo das manifesta¢des clinicas em individuos com multiplas
infeccbes progressas. A aquisicdo deste tipo de protecdo natural é dependente
principalmente da exposicdo do individuo ao parasito, da exposicdo a variantes
antigénicos multiplos do Plasmodium, bem como da maturagcdo do sistema
imunolégico?'?'. Altas parasitemias com sinais e sintomas clinicos da doenga sao
comuns em criangas com menos de cinco anos de idade. Com o avanco da idade e
a reincidéncia de infecgbes diferentes, mecanismos da imunidade inata e adaptativa
participam do controle de altas parasitemias e dos sintomas clinicos. No entanto
podem nao eliminar completamente a infec¢cado, o que leva a persisténcia de baixas
parasitemias por longos periodos, mantendo alta prevaléncia de individuos

assintomaticos e altas taxas de transmissao do parasito?'.

1.5 A imunidade inata e a fisiopatologia da malaria

1.5.1 Papel de receptores da imunidade inata na malaria

Estruturas microbianas conhecidas como padrdées moleculares associados a
patogenos (PAMPs, do inglés, Pathogen Associated Molecular Patterns) sé&o
detectadas por receptores de reconhecimento de PAMPs (PRR, do inglés, PAMP
recognition receptors)**. Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés, Toll Like
Receptors) detectam PAMPs na membrana dos endossomas ou na superficie

celular®®, enquanto receptores do tipo RIG-I (RLRs, do inglés, RIG-I Like
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Receptors)® e do tipo NOD (NLRs, do inglés, NOD Like Receptors) sdo encontrados
no citosol*’. A ativacido de PRRs desencadeia vias de sinalizacdes diferentes,
culminando na eliminagdo do patégeno. No entanto, a ativagdo excessiva pode ser
deletéria, causando inflamagdo sistémica®*. Além disso, padrdes moleculares
associados a danos teciduais (DAMPs, do inglés, Damage Associated Molecular
Patterns) que sao componentes endogenos liberados por células em situagbes de
estresse, dano ou morte, também sio capazes de ativar PRRs e inflamassomas,
independente da infeccdo. Existem evidéncias que os DAMPs podem também ter
um importante papel na inflamagao sistémica e patogénese da malaria®".

A inflamagdo sistémica € um evento central nas diversas sindromes
associadas & malaria. E causada pela ativagcdo excessiva da imunidade inata e,
basicamente induzida por mediadores pré-inflamatérios, principalmente por citocinas
pro-inflamatérias®®. Para isso, compreender os mecanismos pelos quais

componentes enddgenos (&cido Urico, microvesiculas e o grupamento heme)®®394°,

assim como do parasito (moléculas GPI, hemozoina e acidos nucléicos)*®*'*?,
liberados durante a infecgdo, ativam células da imunidade inata € de grande
importancia.

As citocinas pro-inflamatérias s&o produzidas como resultado do
reconhecimento direto de elementos do Plasmodium por PRRs. Moléculas de
glicosilfosfatidilinositol (GPI, do inglés, glycosylphosphatiylinositol), hemozoina ligada
ao DNA e acidos nucléicos derivados de Plasmodium tém sido postuladas como
grandes responsaveis pela indugdo da produgcdo de citocinas pro-inflamatorias
durante a fase aguda da malaria®'*?.

Além disso, durante a fase intra-eritrocitica, parasitos digerem a hemoglobina

como fonte de aminoacidos, produzindo metabdlitos de grande toxicidade. Como
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forma de sobrevivéncia, o Plasmodium utiliza enzimas (plasmepsinas) que clivam a
hemoglobina em peptideos menores, aminoacidos, e o heme que é polimerizado,
resultando na formacé&o de cristais de hemozoina no vacuolo parasitéforo. Estudos in
vitro evidenciam que a hemozoina é capaz de ativar mondcitos e macrofagos, e
estes passam a produzir citocinas pro-inflamatorias tais como TNFa e IL-1p. A
hemozoina derivada de P. falciparum ligada a acidos nucléicos do parasito é
internalizada para o fagolisossomo, onde posteriormente ativa receptores da
imunidade inata tanto no endossoma quanto no citoplasma das células. Deste modo,
a hemozoina tem sido classificada como um componente chave do parasito na
ativacdo da imunidade inata durante a malaria®?.

Acidos nucléicos derivados de parasitos inicialmente ligados a hemozoina,
também sao importantes estimuladores da resposta imune inata. Uma vez que se
encontram no fagolisossomo, os motivos estimulatérios CpG do DNA do
Plasmodium ativam TLRO. A fagocitose de eritrocitos infectados também resulta na
ativacado de TLR9, como consequéncia da liberacdo de DNA por meio da destruicao
do parasito. Caso o DNA do parasito seja liberado no citosol, apos a ruptura do
fagolisossomo, causada por cristais de hemozoina, este € capaz de induzir a
formagdo do inflamassoma AIM2 (do inglés, absent in melanoma 2), que é
responsavel pela ativagdo de caspase-1, clivagem de pro-IL-1p e liberagéo de IL-1.
Ademais, o DNA também induz a producdo de IFN do tipo | de forma independente
de TLRs, através da ativacdo de cGAS (do inglés, cyclic GMP-AMP synthase)*?**.

Por outro lado, o acido urico, um produto do metabolismo das purinas, é
liberado de células mortas em forma de cristais de urato em grandes quantidades
durante a malaria. S&o internalizados por fagolisossomos onde contribuem para a

ativacdo de NLRP3 e a resposta inflamatoria durante a malaria. Microvesiculas com
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efeitos modulatorios também se formam durante a infecgdo com o Plasmodium
ativando TLR4®**. Ademais, o grupamento heme promove a inflamacéo ativando
células endoteliais induzindo a expressdo de moléculas de adesdo, aumento da

permeabilidade vascular o que permite o infiltrado de leucécitos*C.

1.5.2 Modelo murino da malaria cerebral

Como descrito na sessdo anterior, a inflamacao sistémica € um importante
componente da patogénese da malaria. Para tal, o modelo murino tem sido de
grande valia para o melhor entendimento dos estudos mecanisticos sobre o papel da
imunidade inata na indugdo desta inflamagao sistémica e patogénese da malaria.
Existem trés espécies principais que infectam naturalmente roedores e séo utilizadas
nestes modelos: P. yoelli, P. chabaudi e P. berghei.

A infecgdo com P. yoelii 17XL (cepa letal), P. yoelii 1T7XNL (cepa nao-letal)
assim como o P. chabaudi (cepa n&o letal) sdo utilizadas para a avaliacdo de
vacinas experimentais e processos imunoldgicos que controlam a parasitemia. Ja a
infeccdo com o P. berghei ANKA (PbA) é um bom modelo para se estudar a malaria
cerebral. Consiste em uma sindrome neuroldgica, ocorrendo de seis a 12 dias apos
a infecgcdo, com mortalidade de cerca de 90%. A parasitemia no momento da morte
€ relativamente baixa. As manifestagdes neuroldgicas incluem pélo arrepiado,
postura arqueada, desequilibrio, paralisia dos membros, convulsbées e coma. Os
10% dos animais que sobrevivem a malaria cerebral experimental (MCE), morrem
nas préoximas trés a quatro semanas, com anemia grave e parasitemia elevada, sem
sinais neurolégicos®.

Diferente estudos indicam que a ativacdo de TLRs esta envolvida na

patogenia da MCE. Animais MyD88" sdo mais resistentes a infeccdo por P. berghei
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ANKA quando comparado com animais WT. A resisténcia destes animais foi
associada a uma menor produgado de IL-12 no soro. Com isso, a injuria hepatica,
caracteristica da doencga, nao foi observada devido a uma deficiéncia na resposta do
tipo Th1. Além disso, animais IL-127" também se mostraram resistentes & MCE na
infecgdo por PbA%®,

Os TLRs ensossomais também sdao de grande importancia no
desenvolvimento da MCE. Animais infectados com PbA e tratados com o composto
E6446 (antagonista de TLR7/9), produziram niveis de citocinas pro-inflamatoérias
significativamente menores que animais tratados com veiculo. Os animais tratados
com o composto ndo apresentaram sintomas neurolégicos tampouco lesdes
cerebrais, mostrando-se resistentes®. Estudos demonstram que a hemozoina
natural é capaz de ativar mondcitos e macréfagos murinos, induzindo também a
producédo de citocinas pro-inflamatorias como TNFa e IL-18 via TLR9. A hemozoina
sintética associada a oligonucleotideos contendo motivos CpG nao metilados
também ativa TLR9 em células dendriticas (DCs, do inglés, dendritic cells) e
macrofagos de camundongos e induz a formagao do inflamassoma NLRP3 e AIM2,
resultando na liberacdo de IL-1p por macréfagos* .

Consistente com dados em humanos, DNA derivado do parasito no citosol de
células do hospedeiro, € capaz de induzir a formagao do inflamassoma AIM2, em
consequéncia da ativagao de TLRs, e a producdo de IFN do tipo | via ativagado de
cGAS e do adaptador STING (do inglés, stimulator of interferon genes). Ainda, o
RNA derivado de PbA pode ativar receptores das células do hospedeiro. A invasao
de hepatdcitos por esporozoitos induz a producdo de IFN do tipo | via MDAS (do
inglés, melanoma differentiation-associated protein 5) através de MAVS (do inglés,

mitochondrial antiviral-signaling protein) e fatores de transcrigdo como /IRF3 (do
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inglés, interferon regulatory factor 3) e IRF7 (do inglés, interferon regulatory factor 7).
Esses estudos sugerem que os receptores citosodlicos e a produgéo de IFN do tipo |
possuem um papel importante no controle do crescimento da forma hepatica do
parasito®®®°.

Durante a malaria, a fagocitose de eritrécitos infectados ocorre principalmente
na polpa vermelha e na zona marginal do bago. Nestes locais, observa-se
populag¢des heterogéneas de células fagociticas, formada por macrofagos e DCs. Os
eritrocitos infectados ou merozoitos sdo fagocitados de forma precoce logo apds a
infecc&o. Este processo auxilia no controle de parasitos no sangue e na indugéo das
respostas imunes que sao observadas na fase aguda da infeccdo. O aumento na

7

producdo de citocinas pro-inflamatérias € um resultado da ativagdo direta de
fagdcitos que tem papel central nos processos patolégicos®*:°.

Estas populagbes tem um papel critico no controle das infecgdes,
identificando a presencga de microrganismos invasores e iniciando respostas imunes
protetoras. Contudo, as subpopulagdes de células tém fungdes sobrepostas. DCs
sdo eficientes células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés, antigen
presenting cells) para células T, ao passo que os macréfagos atuam principalmente
como fonte de citocinas pro-inflamatorias e células fagociticas que destroem com
eficacia os agentes patogénicos. Monécitos (MOs) sdo células menos especializadas
que contribuem, de um modo geral, para a producdo de citocinas inflamatodrias,
mediadores pro inflamatdrios, anti-microbianos e s&o os principais progenitores para
DCs e macréfagos®'©2.

DCs, mondcitos e macréfagos tem um papel de grande importancia na

resisténcia do hospedeiro durante a infeccdo por Plasmodium, no modelo murino.

Durante a malaria, DCs miel6ides sdo ativadas através de TLRs, principalmente
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TLR9, servindo como fonte importante de IL-12. Com isso, a IL-12 ativa células NK
que produzirdo IFNy, promovendo a diferenciagéo de linfocitos Th1, responsavel pela
imunidade protetora, controlando a infecgao por Plasmodium spp®®®.

Em roedores, mondcitos inflamatorios (CCR2'Ly6C*F4/80"), bem como DCs
sdo importantes fontes de citocinas inflamatérias, espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico que destroem efetivamente células com eritrocitos infectados contendo
Plasmodium fagocitados. Da mesma forma, DCs também contribuem para a
patogénese da malaria em roedores. Além disso, DCs também s&o necessarias para
o desenvolvimento de MCE®*®°,

Um subtipo de células monociticas Ly6C" tem um papel critico no
recrutamento de células T CD8" para o sistema nervoso central (SNC) resultando no
desenvolvimento MCE. Porém, estudos recentes definiram varios marcadores que
permitem a distingdo de iIMOs de DCs derivadas de mondcitos (MO-DCs). No
entanto, o papel da MO-DCs na neuroinflamac&o durante MCE nao foi explorado.

Portanto, na segunda parte desta tese estudamos o papel de MO-DCs no

desenvolvimento da inflamagéo no SNC e MCE.

2 JUSTIFICATIVA GERAL

A malaria representa um dos principais problemas de saude publica no
mundo em desenvolvimento, tanto em termos de morbidade como de mortalidade. O
acumulo de conhecimento na area leva um consenso de que uma resposta
exacerbada do sistema imune inato tem um importante papel na patogénese da
malaria. Acredita-se que a ativacdo de células do sistema imune e
consequentemente a inflamacao sistémica € a base das manifestagdes clinicas

graves da malaria. A inflamagéo sistémica e a febre durante a fase aguda da malaria
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€ uma consequéncia da producdo de citocinas por fagdcitos ativados através de
TLRs, NLRs e receptores citosdlicos que reconhecem acidos nucléicos deste
protozoario. Com isso, € importante investigar o mecanismo pelo qual o DNA e o
RNA do parasito se tornam acessiveis a receptores presentes nos endossomas e
citoplasma e ativam os fagdcitos durante a malaria. Além disso, tendo em vista a
importancia de fagdcitos durante a infecgdo pelo Plasmodium, torna-se importante
caracterizar e identificar o mecanismo pelo qual estas células promovem a
inflamacéo e letalidade durante a malaria.

Acreditamos que os estudos realizados durante esta tese, proporcionarao
novos conhecimentos acerca dos mecanismos responsaveis pela patogénese e
neuroinflamacdo causada pela infeccdo com o Plasmodium, abrindo portas para

novas intervencgdes terapéuticas na malaria.
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3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS
3.1 Malaria
3.1.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade pré-inflamatéria de ICs na ativacdo de receptores da

imunidade inata durante a malaria.

3.1.2 Objetivos especificos

Determinar se ICs sdo fatores imunoestimulatorios via receptores de DNA/RNA,
como TLRs, NLRs e outros receptores citosélicos.

Determinar a resposta celular a ICs, bem como as principais fontes celulares de
citocinas em células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de individuos
saudaveis ou com malaria.

Avaliar a importancia de ICs e diferentes receptores Fcy (CD64, CD16, CD32) na
ativacao de células de individuos saudaveis e pacientes com malaria.

Avaliar o impacto dos ICs na formagédo dos inflamassomos em células derivadas

CMSPs de pacientes com malaria.

3.2 Modelo murino da malaria cerebral
3.2.1 Objetivo geral

Investigar o papel de MO-DCs no desenvolvimento da MCE.

3.2.2 Objetivos especificos
Caracterizar células MO-DCs quanto ao fendtipo, propriedades morfologicas e

expressao génica durante a infecgdo com PbA.
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Determinar a expressao de quimiocinas e receptores de quimiocinas em células MO-
DCs durante a infeccéo por PbA.

Avaliar a migragao de células MO-DCs no SNC na infecg&o por PbA.
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4 METODOLOGIA
4.1 Malaria
4.1.1 Paciente
4.1.1.1 Caracteristicas e procedéncia da amostra

Este estudo foi conduzido no Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR) —
Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte (MG) e Centro de Pesquisa em Medicina
Tropical (CEPEM), Porto Velho (RO). Foram estudadas amostras de sangue

colhidas de individuos residentes em Porto Velho (RO), regido endémica de malaria.

4.1.1.2 Aspectos éticos da pesquisa

Os estudos envolvendo pacientes infectados e doadores saudaveis foram
aprovados pelo Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR) — Fundagdo Oswaldo
Cruz (CEP-CPgRR 2004), Comité de Etica Nacional do Ministério da Saude
(CONEP, nimero do protocolo 15652), Comité Etico em Experimentos com
Humanos do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEP-CEPEM 095/2009) e
também pelo Conselho de Pesquisa Institucional da Universidade de Massachusetts

(IRB-UMMS 10268).

4.1.1.3 Individuos da pesquisa

Os critérios de inclusdo para pacientes com malaria aguda foram: positividade
para P. vivax ou P. falciparum em esfregagos sanguineos e presenga de sintomas
clinicos da doenga como febre, calafrio, cefaleia, mialgia, nausea e vomito. Foram
incluidos individuos com idade entre 18 a 60 anos.
Como critério de exclusdo, adotou-se: coinfecgdes, tratamento utilizando anti

malaricos dentro de 60 dias, utilizacdo de medicamentos imunosupressores, recusar
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o acompanhamento, mulheres gravidas, necessidade de internagcdo e apresentar
doengas crbénicas ou autoimunes. No tratamento antimalarico para pacientes
infectados por P. vivax foi utilizado cloroquina (150 mg) associado a primaquina (15
mg) por sete dias. Ja o tratamento para pacientes infectados com P. falciparum foi
utilizado artemether (20 mg) associado a lumefantrina (120 mg) e primaquina (45
mgq) por trés dias. Pacientes que aceitaram participar do estudo doaram 100 mL de
sangue total, que foram coletados em tubos sem anticoagulantes, heparinizados ou
EDTA, antes e apds 30-45 dias de tratamento quimioterapico. O mesmo
procedimento de coleta foi adotado para doadores saudaveis da regido endémica e
fora da regido endémica. O sangue foi usado como fonte de células mononucleares

de sangue periférico (CMSPs), plasma e soro.

4.1.1.2 Caracterizagao clinica e laboratorial dos pacientes

No presente estudo foram incluidos 80 pacientes infectados com P. vivax, 32
pacientes infectados com P. falciparum e 30 doadores saudaveis. Os quadros trés e
quatro apresentam a distribuicdo do numero de individuos por sexo, idade, episddios
de malaria, parasitemia, sintomas clinicos e parametros hematoldgicos de pacientes

infectados com P. vivax e P. falciparum, respectivamente.
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Quadro 1. Sintomas clinicos e parametros laboratoriais de pacientes infectados com P. vivax
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P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax
P. vivax

Sintomas
Leucécitos x 10*/mm?® Hemécias x 10%/mm® Hemoglobina g/dL Plaquetas x 10 /mm?®
o VR: 5000 a 10000 VR:4426 VR:13.4 217 VR: 150
Par Tempoecratura 5p ';107!0.5 Calafrio Cefaléia Mialgia Nausea
e ¢ Malaria Antes do Apés o Antes do Apods o Antes do Apods o Antes do Apés o
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Ti
- Nao 4 Sim Sim Sim Nao 3.8 4.1 4.1 4.78 12.2 13.9 75 -
(+) 37°C - Nao Sim Nao Nao 5.8 7.3 4.05 2.83 12 9.7 190 80
(+++) 39.5°C 20 Nao Sim Sim Nao 3.7 5.6 4.09 4.47 11.2 12.9 106 -
- 38°C 3 Sim Sim Sim Nao 5.4 3.8 4.78 4.73 13.9 14.4 130 -
- 37°C 6 Nao Nao Sim Nao 5.9 513 4.99 5.17 13.7 14.7 91 -
(++) 36.2°C 10a12 Sim Sim Sim Sim 4.3 4.7 4.42 4.45 12.7 13.3 63 63
(++) - 2 Sim Sim Sim Sim 4.8 9.8 5.02 4.88 13.8 14.5 40 -
(++) 37°C 0 Sim Sim Sim Sim 3.7 6.5 4.67 4.6 11.8 12.9 78 -
(++) 37°C 10 Sim Sim Sim Sim 5.5 7.3 3.56 4.51 10.1 12.6 - 237
(+) 38°C 8 Nao Sim Nao Sim 4.1 7.3 4.55 5.07 13.9 15.5 207 277
- - - - - - - 3 6.6 4.81 5.2 13 15.3 - 180
(++) 38.5°C 2 Sim Sim Sim Nao 3.1 6.6 4.21 5.2 12 15.3 - 180
(++) 36°C 6 Sim Sim Sim Néo 7.2 8 5.61 5.36 14 13.5 - 211
(172) 37°C 0 - Sim Sim N&o 3.1 5.4 4.93 5.16 13.9 14.6 - 267
(+++) 38°C 5 Nao Sim Sim N&o 6.5 5.7 5.26 4.6 12.6 12.2 104 220
(172) 37.5°C 30 Sim Sim Sim N&o 8.2 - 4.99 - 14.8 - -
(++) 37°C 20 Sim Nao Sim N&o 3.6 5.6 4.86 4.93 13.5 14.9 97 180
(++) 37°C 11 Sim Sim Sim Sim 4.6 5.6 5.04 4.98 15 13.9 108 182
- 37°C 3 Nao Nao Nao N&o 7.1 8.8 5.05 5.56 13.8 15.6 57 321
(+) 38.2°C 1 Sim Sim Sim Sim 6.5 8.1 4.43 4.81 12.5 14.3 88 200
(+) 38.9°C 8 Sim Sim Nao Nao 5 5.3 5.61 5.3 13.8 14.1 91 190
(+) 36°C 1 Sim Sim Sim Sim 5 5.9 4.5 4.78 14 14.4 129 200
(+) 37.6°C 1 Sim Sim Sim Nao 4.2 - 4.88 - 15.5 89 -
(++) 36°C 5 Sim Sim Sim Sim 6.8 6.4 4.88 5.35 13.1 14.2 138 305
(+) 37.4°C mais de 10| Sim Sim Sim Sim 4.6 4 4.66 4.71 14.2 13.7 96 188
(++) 37°C 5 Sim Nao Sim Sim 6.1 5 4.7 4.82 14.2 14 112 121
(+++) 39°C 0 Sim Sim Sim Sim 9.5 6.1 4.4 5.28 121 14.8 94 135
+ 37.4°C 6 Sim Sim Sim Sim 7.7 7 4.45 4.53 13.8 13.3 120 171
(+++) - 4 Sim Sim Sim Sim 6.3 - 5.25 - 13.8 74 -
(++) 41°C 0 Sim Sim Sim Sim 3.3 - 4.16 - 12.4 - -
(++) 37.7°C 5 Sim Nao Sim Nao 4.7 6.5 4.98 5.54 14.4 15.5 41 -
(+) 38.7°C mais de 10[ N&o Sim Sim Nao 7.6 - 4.38 - 12.8 150 -
(+) - mais de 10|  Sim Sim Sim Sim 5.1 8 4.31 4.51 13.1 13.6 151 249
(+) 38.5°C 3 Nao Nao Sim Nao 6.9 6.9 5.29 5.29 16.1 16.6 107 107
(+) 38°C 0 Sim Sim Sim Nao 4.8 - 4.83 - 13.2 124 -
(++) 37°C 2 Nao Sim Sim Nao 6.9 515 4.82 5.14 14.3 15.8 - 189
(++) 38.7°C 0 Sim Sim Sim Sim 4 6.9 5.24 5.82 13.6 15.9 52 238
(++) 39.5°C 4 Sim Sim Sim Nao 5.1 4.9 4.42 535 13.3 17.4 - 195
(+) 36.5°C 0 Sim Sim Sim Nao 25 - 4.84 - 13.6 30 -
(++) - 2 Sim Sim Sim Nao 53 6.5 5.36 5.41 14.8 14.4 148 261
(+) 36.5°C 10 Sim Sim Sim Sim 5.5 - 5.09 - 13.2 53 -
(+) 36.6°C - Sim Sim Sim Nao 2 3.8 3.6 4.63 11.1 14.7 44 101
(++) 39.2°C 4 sim sim sim sim 3.4 - 2.62 = 6.7 - 220 -
(++) 36.4°C 2 sim sim sim sim 6.6 - 4.25 = 1.7 - 75 -
(+) 36.5°C 3 sim Nao sim sim 5.2 - 5.36 - 14.1 - 153 -
(+++) 37°C 0 Sim Sim Sim Sim 3.3 - 3.93 - 11.8 - 29 -
(+++) 35.2°C 1 nao Nao sim nao 5.5 - 4.35 - 13.2 - 112 -
- 38.6°C 5 sim sim sim nao 4.1 - 4.89 - 14.2 - 179 -
(++) 37.2°C 3 sim sim sim sim 4.1 - 5.03 - 14.6 - 132 -
(++) - 3 sim Sim Sim Sim 4.2 - 6.19 - 17.7 - 61 -
(++) - 4 - sim sim N&o - - - - - - - -
(+) 36.7°C 3 sim sim sim sim 6.8 - 4.86 - 14.6 - 235 -
(++) 38.1°C 2 Nao Sim Nao Néo 7.8 - 5.5 - 15.9 - 171 -
(+) 38.2°C 1 Sim Sim Sim Sim 2.4 - 3.7 - 10.7 - 50 -
(1/2) 38.7°C 15 Sim Sim Sim N&o 6.8 - 4.7 - 13.2 - 140 -
(++) 37.6°C 21 Nao Nao Nao N&o 4.2 - 4.37 - 13.3 - 109 -
(+) 37.5°C 37 Sim Nao Nao Nao 9.1 - 4.19 - 10.5 - 144 -
(+++) 37.5°C 1 Sim Sim Sim Sim 6.2 - 4.33 - 12 - 150 -
(+++) 37.6°C 30 Sim Sim Sim Nao 6.6 - 5.2 - 1.7 - 164 -
- - 30 Sim Nao Sim Sim 5.5 8.7 4.44 4.52 12.9 13.1 113 193
- 39,2°C 0 Sim Sim Sim Sim 3.4 4.6 3.69 3.77 10.7 11.6 42 191
- - 10 Sim Sim Sim Sim 5 71 3.61 4.68 10.4 14.1 51 159
- 38,5°C 2 Sim Sim Sim Sim 6 6 4.44 4.77 13.4 14.5 66 189
- 39,8°C 3 Sim Nao Sim Nao 5.2 5.2 5.27 5.05 13.8 13.3 86 170
- 37,2°C 10 Sim Sim Sim Nao 5.8 5 4.85 4.5 14.7 13.8 131 125
- - 5 Nao Sim Sim Sim 6.1 43 4.88 4.54 13.8 13.1 202 179
- - 15 Nao Sim Sim Sim 6.6 7.6 5.45 4.9 15.9 14 180 278
- 37,2°C 2 Sim Sim Sim Sim 6.6 6.5 4.32 4 13.5 12 171 229
- 39°C 5 Sim Sim Sim Sim 8.2 8 5.36 4.4 15.1 12 93 224
- 39,7°C 1 Sim Sim Sim Sim 2.9 6.5 3.80 4.4 1 13 98 262
(++) 38.8°C 1 sim sim sim sim 8 6.9 4.73 5.4 13.4 14 11 253
(++) 36.9°C 7 sim sim sim nao 5 8 5 4.96 14 14,10 90 143
(+) 37.5°C 4 sim sim sim sim 4 6.8 5.16 5.18 15.1 14,50 186 353
(++) 36.1°C 1 nao sim sim sim 3 6.2 5.25 5.16 14.3 14,10 135 254
(++) 36°C 8 sim sim sim sim 5 6.4 5.66 5.66 14.5 13,9 85 157
(+) 36.1°C 1 sim sim sim sim 4 4.4 4.6 4.6 13.1 13.1 119 119
(++) 36.2°C 10 nao sim sim nao 5 7.6 4.7 4.81 13.2 14,4 189 309
(+++) 36.4°C 10 sim sim nao nao 8 - 5 - 13.3 - 150 -
(172) 35.5°C 1 sim sim sim sim 2 23 5.75 5.75 - 16 - 110
(++) 37.5°C 0 sim sim sim sim 4 5.2 5.09 4.36 13.2 11,3 154 284
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Quadro 2. Sintomas clinicos e parametros laboratoriais de pacientes infectados com P.
falciparum

Leucécitos x 10 /mm?® Hemacias x 10/mm’® Hemoglobina g/dL Plaquetas x 103/mm?®
o VR: 5000 a 10000 VR:4.426 VR:13.4217 VR: 150
Diagnéstico Parasitemi Te’"”‘z""‘”’a 5””;°7f°.5 Calafrio Cefaléia Mialgia Nausea
e ¢ Malaria Antes do Apés o Antes do Apéds o Antes do Apéds o Antes do Apés o
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tr Tr T

1 P. falciparum (1/2) 37°C 0 Sim Sim Nzo Sim 3.9 9.3 5.29 5.13 15.3 14.9 149
2 P. falciparum + 36°C 1 Ndo Nao Ndo Ndo 5.3 5.8 4.28 4.23 13 13 166
3 P. falciparum ++ 37°C 5 Sim Sim Sim Nado 5.8 7 5.49 4.69 15.4 138 - 193
4 P. falciparum - - - - - - - 4.3 6.6 4.59 3.77 13.6 .5 91 206
5 P. falciparum + 37°C 0 Sim Nao Sim Nao 2.6 5.8 5.04 4.77 15.1 14.1 48 201
6 P. falciparum - - - - - - - - - - - - - - -

7 P. falciparum (++) 40°C 11 Sim Sim Sim Ndo 8 - 4.79 = 14.7 = 182 =

8 P. falciparum (+) 36.5°C Mais de 30 Nao Sim Sim Néo 5.4 7.7 4.08 4.1 11.6 12.3 155 199
9 P. falciparum (++) 38.5°C 3 Néo Sim Sim Néo 4.6 = 3.7 4.75 10.3 = 150 =

10 P. falciparum (++) 36.4°C 10 Sim Sim Sim Sim 5.5 11.2 4.93 4.75 13.8 13.7 173 286
1" P. falciparum (++) 39°C 0 Sim Sim Sim Sim 5.5 8.1 4.6 4.99 13.7 55 60 167
12 P. falciparum (++) 36.5°C 2 Sim Sim Sim Ndo 4.2 = 4.9 = 15.3 16.3 151 =

13 P. falciparum (+) 36.5°C 13 Sim Sim Sim Sim - 6.4 - 5 - 16.3 - 201
14 P. falciparum (++) 36.5°C 0 Sim Sim Sim Sim 3.1 = 4.5 = 12.7 = 60 =

15 P. falciparum - 36.5°C Mais de 10 Sim Sim Sim Nao 5 6.5 4.74 4.67 13 14.3 80 157
16 P. falciparum - 36.5°C Mais de 10 Sim Sim Sim Sim 9.6 8.1 5.28 4.97 15 14.9 95 250
17 P. falciparum (+) 39°C - Sim Sim Sim Sim 6.8 9.4 5.35 5.6 15.2 17.3 86 150
18 P. falciparum (++) 38.5°C 3 Sim Sim Sim Sim 6.3 7.1 4.89 4.64 14.1 1358 155 206
19 P. falciparum - - 10 - - - - 5 7.8 4.4 4.55 13 13.7 113 243
20 P. falciparum (++) - 10 - - - - - 4.5 - 4.83 - 13.3 - 98
21 P. falciparum (++) 36.4°C 5 Sim Sim Sim Nao 4.2 4.6 4.3 5.19 12 16 192 187
22 P. falciparum (+) 36°C 8 Sim Sim Sim Sim 5.7 9.3 4.63 4.41 13.7 13.3 113 243
23 P. falciparum (+) 36.4°C 3 Sim Sim Sim Sim 4.7 7.2 4.89 4.6 14.9 14.7 68 201
24 P. falciparum (+) 36.7°C 1 Sim N&o Néo Néo 4.2 5.9 4.32 4.81 13.3 13.6 152 226
25 P. falciparum (+) 37.3°C 20 Sim Sim Sim Nao 5.9 - 5.17 - 14.1 - - -

26 P. falciparum - 36.5°C 1 Sim Sim Sim Nao 5.3 8 4.09 4.66 12.7 14.7 218 184
27 P. falciparum (+) 39°C 1 Sim Ndo Sim Ndo 6.4 4.7 5.1 5.46 14.1 13.5 224 300
28 P. falciparum (+) 37.4°C 10 Nao Sim Sim Néo 6.3 6.8 4.81 4.72 13.4 14.7 191 261
29 P. falciparum (++) 38°C 3 Sim Sim Sim Néo 6 6.6 5.06 4.8 14 15.1 214 243
30 P. falciparum (+) 37.5°C 20 Sim Sim Sim Sim 5.5 73 5.32 4.58 15 14.6 150 297
31 P. falciparum (+) 38.8°C 0 Sim Sim Sim Néo 3.3 5.4 5.13 4.74 15.1 14.1 109 170
32 P. falciparum (+) - 2 Sim Sim Sim Sim 3.2 - 4.69 = 14 = 150 =

4.1.2 Determinagao da parasitemia
A determinagdo da parasitemia foi realizada por meio de gota espessa de
sangue corado com Giemsa e a contagem, de acordo com o0 numero de cruzes

preconizado pelo Ministério da Saude'®.

4.1.3 Quantificagao de imunocomplexos (ICs)
Os ICs foram quantificados em soro de pacientes e doadores saudaveis,
utilizando o kit imuno enzimatico MicroVue CIC-C1q (Quidel, CA), de acordo com as

recomendagdes do fabricante. Este imunoensaio enzimatico baseia-se
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no principio de que os ICs de amostras irdo ligar-se a proteina humana purificada
C1q aderida a placa. Primeiramente, cada padréao e controle foi reconstituido com 2
mL de reagente hidratante por 15 minutos e as amostras de soro foram diluidas 1:50
com diluente de amostras do complemento. Foram adicionados 300 uL de solugao
de lavagem em cada pogo, revestido com C1q, da placa e incubado por 20 minutos
a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagao, o liquido foi removido e as
amostras, padrbes e controles foram adicionados em seus respectivos pocos,
seguido de uma incubagao de uma hora (no intuito de que os ICs possam se ligar ao
C1q, formando complexos com os pogos do microensaio revestidos com C1q) a
temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada cinco vezes com solucao
de lavagem (fornecida pelo kit) e 50 uL do conjugado ICs-C1q (anti-IgG humana
conjugada a peroxidase HRP) foram adicionados, seguido de uma incubagao por 30
minutos a temperatura ambiente. O ciclo de lavagem foi repetido e adicionados 100
uL de solugdo de substrato. O anticorpo conjugado a HRP reagiu com o substrato
cromogénico formando uma cor verde. A placa foi incubada por 30 minutos e apos
este periodo, a reagao foi parada com 50 ulL de solugdo de paragem. A leitura da
densidade otica foi feita a 405 nm em leitor de ELISA EIA Multi-Well Reader. Todas
as amostras foram analisadas em duplicata. Os resultados foram obtidos por meio
da curva padrdo e expressos como equivalentes de gamaglobulina humana

termicamente agregada por mL (ug Eg/mL).
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4.1.4 ELISA para anticorpos anti-DNA

Placas de 96 pogos Corning Inc. (NY, NY) foram sensibilizadas overnight a
37°C com 100 ug/mL de DNA bovino, 25 ulL/pogo Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
previamente filtrado, utilizando filtros 0,45 uM Milipore (Alemanha) para remover fita
simples de DNA. As placas foram bloqueadas com soro bovino fetal 3%, diluido em
PBS (50 ul/pogo), seguido pela incubagéao de 25 ul/pogo de amostras (diluidas 1:50
para DNA de fita dupla e 1:100 para DNA de fita simples). Anticorpos anti-DNA fita
dupla 1gG" e IgM" foram detectados usando fosfatase alcalina e anticorpos
marcados com anti-lgG ou anti- IgM humano respectivamente (diluicdo 1:1000),
Southern Biotechnology (Birmingham, AL). As placas foram lavadas com PBS-tween
0,05% entre incubagdes. Foram adicionados 50 ul/pogo de substrato (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) e a leitura foi feita em 405 nm, usando o leitor de placa Victor (Perkin
Elmer, Waltham, MA). Todas as incubagdes foram feitas a 37°C, por uma hora e 30
minutos. Para a determinacédo de anticorpos anti-DNA de fita simples, placas foram

sensibilizadas com 25 ug/mL de DNA de fita simples.

4.1.5 ELISA para antigeno especifico

Os niveis de IgG e IgM antigeno especifico foram determinados por ELISA.
Placas NUNC® Maxisorp foram sensibilizadas overnight a 37°C com antigeno
especifico AMA-1 (do inglés, Apical Merozoite Antigen-1) 1 ug/mL em PBS. Apos
incubacgdo, as placas foram lavadas com tampao de lavagem PBS-Tween 0.01%
(PBS-T) e bloqueadas com leite desnatado (Molico, lote: 5087046031 0754) a 5%
em PBS-T por uma hora a 37°C. Apods ciclos de cinco lavagens com PBS-T, as
amostras de plasma foram diluidas em leite 3% (1:50 1gG e 1:30 IgM), adicionadas

em duplicata aos pogos e incubadas por uma hora a 37°C. Um novo ciclo de
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lavagens foi realizado, adicionando-se o conjugado biotinilado anti-lgG ou anti-lgM
humano diluido em leite desnatado 3%. Apds incubagao por uma hora a 37°C, as
placas foram lavadas e adicionou-se streptavidina diluida 3 mil vezes e, apds mais
uma incubag¢do de uma hora, 100 uL da solugdo cromogénica (TMB+H20,) pronta
para o uso. A reacao enzimatica foi interrompida apdés 20 minutos com a adicdo de
50 uL de H,SO4 e a leitura foi realizada em leitor de ELISA EIA Multi-Well Reader a

450 nm.

4.1.6 Purificagcao de ICs

ICs foram purificados de plasma de individuos por meio do kit de proteina A
(Affi-Gel MAPS II). Todos os procedimentos foram feitos na capela de fluxo laminar,
em temperatura ambiente. As amostras de plasma foram descongeladas (1 mL),
homogeneizadas e diluidas 1:1, usando um tampao filtrado de ligacdo pH= 9,0
(fornecido pelo kit Affi-Gel MAPS II). Numa coluna (Econo-Column chromatography —
1 x 10 cm) foi inserido 1 mL de proteina A agarose Affi-Gel e equilibrada com cinco
volumes de tampé&o de ligagdo. A amostra diluida foi aplicada na coluna e lavada
duas vezes com 15 volumes de tampao de ligagéo. IgGs foram eluidas com cinco
volumes de tampado de eluicdo pH= 3,0 (fornecido pelo kit) e rapidamente
neutralizadas com 1 M trizma base pH= 9,0. A quantificacdo da proteina foi feita
através de espectrofotometria. A concentragao foi determinada levando-se em conta

que 1 mg/mL produz absorvancia a 280 nm.

4.1.7 Extragao de DNA
O DNA circulante de plasma ou de ICs foi extraido utilizando o kit Q/Amp

circulating Nucleic Acid, como descrito pelo fabricante (QIAGEN, Alemanha). Em
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cada tubo falcon (Corning Inc, NY, NY) foram adicionados 800 uL de Buffer ACL e
100 uL de proteinase K do kit. Ap6s homogeneizagao por 30 segundos em vortex, as
amostras foram incubadas em banho maria a 60°C, durante 30 minutos. Apos esse
periodo, adicionaram-se a cada tubo 1,8 mL de Buffer ACB (fornecido pela QlAgen,
Holanda), seguido de uma homogeneizagao e incubagao por cinco minutos no gelo.
A solucdo resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QlAamp DNA e
passada por meio de vacuo. O dispositivo com a coluna foi removido do tubo e
recolocado em um novo tubo. Foram adicionados 600 uL de Buffer ACW ao
dispositivo com a coluna, que foram passados a vacuo novamente. O procedimento
foi repetido com 750 uL de Buffer ACW 2. Em seguida, foram adicionados 200 uL de
etanol absoluto (Milipore, Alemanha) e o procedimento foi realizado pela ultima vez.
A coluna foi centrifugada a 20.000 g por trés minutos para que o excesso de etanol
fosse retirado. Posteriormente, a coluna foi colocada no termobloco (Eppendorff,
Alemanha) a 56° C por 10 minutos. O DNA extraido da coluna foi eluido pela adi¢ao
de 80 uL de Buffer AE (fornecido pelo fabricante) em uma centrifugacdo de 20.000 g
por um minuto. A quantidade e a pureza do DNA foram determinadas por densidade
optica em espectrofotdbmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). As leituras a 260 nm e
280 nm, respectivamente, serviram como parametro na estimativa do grau de
contaminagdo do acido nucléico com proteinas. Os valores considerados
satisfatérios foram aqueles entre 1,8 a 2,0. As amostras foram armazenadas a -

20°C.

4.1.8 PCR em Tempo Real
Foram utilizados os oligonucleotideos para CCND humano de sequéncias do

gene CYCLIND1 e oligonucleotideos para P. vivax e P. falciparum espécie
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especifica de sequéncia do gene SSUrRNA (18S do rRNA). Os oligonucleotideos
utilizados na reacdo de PCR estdo presentes no quadro 3. As reagdes de PCR
foram realizadas em triplicata, incluindo controles negativos, em placas de 96 pogos
usando o reagente SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA USA), equipamento 7500 rfv e analisadas no software 7500 v2.0.5. 1 uL de DNA
foi adicionado a mistura de PCR contendo 0,15 uL de cada oligonucleotideo (100
uM) CCND ou P. vivax e 10 uL Sybr green PCR Core Reagents (Applied
Biosystems). O volume foi completado para 20 uL com agua destilada estéril. Foi
realizada uma desnaturagdo inicial a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
(95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos) e uma extensao final a 60°C por um
minuto. Uma curva padréo foi construida por meio de diluicdes entre 10" to 10" em

triplicata.

Quadro 3. Oligonucleotideos utilizados nas reagées de PCR para detec¢ao dos genes CCND
humano e ribossomal do Plasmodium espécie especifica

Oligonucleotideos Foward (5’ > 3’) Reverse (5° > 3’)
CCND GCTCCTGGTGAACAAGCTCAA TTGGAGAGGAAGTGTTCAATGAAA
P. vivax ACGATCAGATACCGTCGTCGTAAT CAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAA

P. falciparum TTAAACTGGTTTGAACCAAATATAT ACACAATGAACTTATGACTACCCGTC
T

4.1.9 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) e
preparagao de mondcitos humanos

Cerca de 100 mL de sangue heparinizado de pacientes ou doadores
saudaveis foi coletado em tubos de coleta a vacuo e heparinizados. O material foi
diluido 1:1 em solugéo salina (PBS). A seguir, 15 mL de Ficoll-Paque (densidade

1,078 g/mL) (GE-Healthcare) foram depositados no fundo do tubo (Falcon), e o
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material diluido com PBS (15 mL) foi lentamente sobreposto acima do Ficoll-Paque.
Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 800 x g, a temperatura ambiente. A
interface de células mononucleares foi obtida, lavada duas vezes com meio RPMI
(Gibco, CA) completo, contendo penicilina (100 Ul/mL), streptomicina (100 ug/mL) e
10% soro fetal bovino Gibco (Carlsbad, CA) por cinco minutos a 1800rpm, a
temperatura ambiente. Apos a centrifugagao, o sedimento obtido foi diluido em 1 mL
de meio RPMI, as células foram contadas em cadmara de Neubauer e adicionadas na
concentracgdo de 3 x 10° CMSPs por pogo, em placas de 96 pocos. As culturas de
células foram incubadas em estufa (Thermo, MA) a 37°C em atmosfera de 5% CO..
As células foram sensibilizadas ou ndo com IFNy (200 ng/ml) (BD) overnight e
posteriormente, estimuladas com ICs (15-120 ug) ou LPS (100 ng/mL) por 24 horas.
Em alguns experimentos, as células foram tratadas com o composto E6446,
antagonista de TLR7/9 (dois e 20 micro molar) ou E5564, antagonista de TLR4 (3
ug/ml) por trés horas antes do estimulo com ICs. Células CD14" foram purificadas
por meio do kit EasySep, selecdo negativa para células humanas, de acordo com o
protocolo do fabricante Stemcell (Canada), marcadas com anti-CD14 (APC, clone:
61D3, e-Bioscience) (San Diego, CA) e anti-CD16 (PE, clone: 3G8, BD) (Franklin
Lakes, NJ) e a pureza foi verificada por citometria de fluxo Fortessa (BD) e

analisadas com o software FlowJo versdo 10.0.8.

4.1.10 Deteccgao de citocinas

Os niveis de TNFa, IL-18 e IL-10 humano foram avaliados em sobrenadantes
de CMSPs, apo6s 24 horas de estimulo com ICs em cultura. Os sobrenadantes foram
armazenados a - 20°C até o momento do uso. O kit cytometric beads array CBA (BD

Becton-Dickinson, cat: 560485) foi usado nesse estudo para a quantificacdo de
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citocinas em uma mesma amostra. Populacdes de esferas com distintos tamanhos
sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina. As
esferas foram misturadas para formar o CBA e lidas nos canais FL3 e FL2 do
citbmetro de fluxo FACScan (BD). As populagbes de esferas foram visualizadas de
acordo com as suas respectivas intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante
para a mais brilhante. No CBA, as esferas de captura das citocinas sdo misturadas
com o anticorpo de detecgdo conjugado com o fluorocromo PE, e depois incubadas
com as amostras para formar o ensaio "sanduiche". As placas para aquisi¢ao foram
preparadas com: 25 uL de amostra, 25 uL da mistura de esferas e 14 uL do reagente
de deteccdo PE (Cytokine PE Detection Reagent /1 vial, 4 mL). O mesmo
procedimento foi realizado para a obtencdo da curva-padrdo. As placas foram
homogeneizadas e incubadas por duas horas, em temperatura ambiente, protegido
da luz. A seguir, as amostras foram transferidas das placas para tubos de citometria
de fluxo. Os resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o software
FCAP verséo 3.0 (BD).

Os niveis de IL-1p também foram determinados por ELISA (R&D System).
Placas NUNC® Maxisorp foram sensibilizadas overnight com anticorpo anti-IL1p (200
ng/mL) diluido em PBS 1% BSA. Apods incubagdo overnight em temperatura
ambiente, as placas foram lavadas com tamp&o de lavagem PBS-Tween 0.01%
(PBS-T) e bloqueadas com 200 uL de leite desnatado (Molico, lote: 5087046031
0754) a 5% em PBS-T por duas horas a 37°C. Apds um ciclos de quatro lavagens
com PBS-T, os sobrenadantes foram adicionados em duplicata aos pocgos e
incubados overnight a 4°C. Um novo ciclo de lavagens foi realizado, adicionando-se
o conjugado anti-IgG humano diluido a PBS-T. Apds incubagéo por uma hora a 37°C

as placas foram lavadas e adicionou-se 100 ulL da solugdo cromogénica
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(TMB+H20;) pronta para o uso. A reagdo enzimatica foi interrompida apds 15
minutos com a adigédo de 50 uL de H>SO4 e a leitura foi realizada em leitor de ELISA

EIA Multi-Well Reader a 450 nm.

4.1.11 Western blot para caspase-1

Para as analises por Western blot, foi adicionado 250 uL de inibidor de
protease Ripa (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) acrescido do tampao de lise complete
(Roche, Suiga), conforme o fabricante, ao precipitado contendo 1 x 10° de CMSPs
estimulados com ICs por 24 horas, a 37°C em atmosfera de 5% CO,. Apdés 15
minutos no gelo, os lisados foram centrifugados a 13,000 g por 20 minutos a 4°C. Foi
adicionado o tamp&o de amostra (diluido 1:5 em amostra) e aquecidas a 99°C por 10
minutos. Os sobrenadantes foram separados em um gel de acrilamida 15% SDS-
PAGE a 100-150v e transferidos para membranas de nitrocelulose a 300 mA por
duas horas, com todo o sistema no gelo. Foi adicionado a solugao de bloqueio (TBS
tween 0,05%) com leite desnatado a 5% e incubado por uma hora em agitacéo. As
membranas foram incubadas com anticorpo primario (anti-caspase-1) diluido em
TBS tween 0,05% com leite desnatado a 5% overnight a 4°C. Apds o periodo de
incubagédo, a membrana foi lavada trés vezes por cinco minutos com PBS tween e o
anticorpo secundario diluido em PBS tween 0,05% e leite desnatado a 5% foi
adicionado e incubado por uma hora em agitagdo. Posteriormente a membrana foi

reveladas com o anticorpo conjugado com HRP e ECL (Bucks, UK).

4.1.12 Imunofluorescéncia com microscopia confocal
Mondcitos de doadores saudaveis foram purificados de CMSPs (EasySep kit,

selecdo negativa) e estimulados com 60 ug de ICs por 24 horas. Como controles
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positivos, foram utilizados estimulos com LPS (100 ng/mL) por trés horas seguido de
hemozoina sintética (150 ug) por quatro horas e meia ou LPS (100 ng/ml) por trés
horas seguido de nigericina (10 uM) por 30 minutos ou meio como controle negativo.
ApoGs o periodo de estimulo, o sobrenadante foi coletado e as células foram lavadas
com PBS. Posteriormente, o paraformaldeido 4% foi adicionado e as células foram
fixadas numa incubagédo de 20 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS e permeabilizadas com tamp&o de permeabilizagdo (PBS + 0,3% Triton) por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado e o tampéao de incubagéo (PBS + 3% SBF +
0,1% Triton) foi adicionado e incubado por mais 20 minutos. As células foram
lavadas uma vez mais com o tampao de incubacao.

As imunofluorescéncias para os marcadores ASC, NLRP12, NLRP3, NLRC4
e AIM2 foram realizadas em mondcitos purificados e preparadas em laminas. Os

anticorpos e suas especificagdes estdo mostrados na quadro 4.

Quadro 4. Especificagbes dos anticorpos utilizados no ensaio de imunofluorescéncia com
microscopia confocal

Anticorpos Fluorocromo Especificagdes/Isotipo Diluicao
ASC N/C Anti-camundongo 1gG 1:350
(Santa Cruz Biotechnology —
SC-22514-R)
NLRP3 N/C Anti-camundongo 1gG 1:350
(Abcam — ab4207)
NLRP12 N/C Anti-camundongo 1gG 1:350
(Abcam — ab64928)
NLRC4 N/C Anti-coelho IgG 1:300
(Abcam — ab99860)
AlM2 N/C Anti-coelho 1gG 1:350
(Abcam - ab93015)
Texas Red AIS Anti-coelho 1gG 1:10.000
(Abcam — ab6800)
Texas Red AIS Anti-cabra 1gG 1:10.000
(Abcam — ab6883)
FITC AIS Anti-camundongo 1gG 1:30.000
(Abcam — ab7057)

N/C: Anticorpo monoclonal ndo conjugado a fluorocromo. A/S: Anticorpo secundario marcado com
fluorocromo
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As reacgbes de imunofluorescéncia foram feitas em mondcitos purificados e
preparados como descrito previamente. Foram adicionados os anticorpos primarios,
diluidos em PBS, em volume final de 400 uL. As células foram incubadas overnight a
4°C e protegidas da luz. Foram realizadas trés lavagens de 10 minutos em PBS e o
anticorpo secundario foi adicionado. Apés uma hora de incubacao, foram realizadas
trés lavagens de 10 minutos com PBS e secagem das laminas. As laminas foram
montadas com solugdo de montagem (90% glicerol + 10% Tris HCL 1M) e
armazenadas a 4°C, protegidas da luz por no maximo 48 horas, até que fosse
realizada a aquisicdo das imagens. Em laminas separadas para cada estimulo,
foram realizadas incubagcdes somente com anticorpos secundarios, para descartar
marcacodes inespecificas.

As imagens foram obtidas por microscopia confocal (Bio-Rad MRC 1024 laser
scanning confcal) utilizando o programa Lasersharp 3.0, acoplado a um Microscopio
Confocal Zeiss LSM 510, com objetiva de imers&do em oleo (63X). A luz emitida foi
selecionada utilizando filtros 522/35 para FITC e 568 para Texas Red. Para
visualizar as imagens de campo claro, utilizamos os filtros para a visualizagado do
fluorocromo conjugado ao anticorpo utilizado.

O processamento e analise das imagens foram realizados utilizando o
programa ImagedJ software. Foram capturados multiplos campos para cada lamina,
utilizando-se comprimentos de onda especificos para cada fluorocromo. A analise da
expressao de cada marcador baseou-se na identificagdo de cada fluorescencia
FITC, Texas Red nos mondcitos purificados e estimulados. Para todas as amostras

foram obtidas imagens de campo escuro e claro.
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4.1.13 Deteccdo de mRNA e anadlise de expressao génica por Nanostring
(Nanostring Technologies)

Para o experimento de expressdo génica, foram utilizados mondcitos
purificados de doadores saudaveis estimulados com 60 ug/mL de ICs por seis horas.
As anadlises de expressao de mRNA foram realizadas através da metodologia do
Nanostring Technologies que consiste em uma reagao ndo enzimatica utilizando
cédigos de barras de sondas fluorescentes (GEISS et al., 2008). Conjuntos de
cédigos foram desenhados para detectar genes relacionados a resposta imune. Um
total de 1x10* células foram lisadas com tampao RLT (Qiagen) suplementado com B-
Mercaptoetanol, e em seguida congeladas no freezer -80°C. Posteriormente, os
lisados celulares, de trés animais por grupo, foram hibridizados com sondas reporter
e de captura por 16 horas a 65°C e depois foram colocados em uma plataforma
onde ocorre a separagdo magnética das sondas hibridizadas, lavagem para remover
excessos de sondas e imobilizagdo destas nos cartuchos. Por fim, a quantificagao foi
realizada no analisador digital utilizando 600 campos para detecgdo das sondas
hibridizadas.

A analise dos dados gerados foi realizada utilizando um software do programa
(nSolver). Estas analises consistem na normalizagdo dos controles positivos para
detectar pequenas variagbes entre diferentes codesets, seguido de normalizag&o
com sete genes constitutivos, inclusos nos codesets, para avaliar diferengas entre as
amostras. A normalizacdo foi feita com 14 genes constitutivos (housekeeping
genes). Resultados normalizados foram representados como niveis relativos de
MmRNA. O aumento foi definido pela relacdo do numero de copias de animais

infectados por ndo infectados. Os heatmaps foram construidos utilizando o programa
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Multi Experiment Viewer v 4.8. Diferencas de expressao génica foram consideradas

estatisticamente significativas com p < 0,05 utilizando o teste t ndo pareado.

4.1.14 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Prism
(GraphPad 6). Comparagdes entre dois grupos foram feitas pelo teste t student
pareado ou ndo. Mann-Whitney teste foi usado para a analise ndo paramétrica
gquando os dados ndo se encaixavam na distribuicdo Gaussiana. A comparagao
entre grupos experimentais foi feita utilizando-se o teste ANOVA (do inglés, analysis
of variance), seguida por analise de comparagdées multiplas, segundo o método de

Tukey.

4.2 No modelo murino da malaria cerebral
4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas, com idade entre oito a 12 semanas,
pesando de 20 a 28 g. Animais C57BL/6 foram fornecidos pelo biotério da
Universidade Federal de Minas Gerais e pelos laboratérios Jackson. Animais REX3
e REX3 IFNyR™ foram desenvolvidos pelo Dr. Andrew D. Luster no Massachusetts
General Hospital. Camundongos Great (IFNy GFP-reporter), CCR2”, CCR5" e
IFNy™ foram comprados dos laboratérios Jackson e mantidos no biotério da Fiocruz.
Durante todos os procedimentos, os animais foram acondicionados em
microisoladores coletivos autoclavados, contendo no maximo cinco animais por
microisolador, a temperatura constante de 22°C, com suprimentos de agua e
alimento, alojados na Fundacédo Oswaldo Cruz ou Massachusetts General Hospital.

Todas as praticas utilizadas com animais foram aprovadas pelo MGH Subcommittee
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on Research and Animal Care and Harvard Committee on Microbiological Safety
(IACUC# 2005N000176); e pela Comissdo de Etica para Experimentagdo Animal da

Fiocruz (CEUA# LW 15-14).

4.2.2 Infecgao

Os parasitos, conservados em nitrogénio liquido, foram descongelados e
mantidos em camundongos C57BL/6 por até 10 passagens. Para infecg¢des
experimentais, hemacias infectadas com PbA foram coletadas dos animais com
tubos heparinizados e 1x10° hemécias infectadas foram injetadas i.p. em animais
naive. Estes animais foram observados diariamente e a parasitemia foi feita por meio
de coloragdo com Giemsa em esfregagos sanguineos. Sinais e sintomas de malaria
cerebral foram observados por dois individuos usando parametros como: arrepio,
postura curvada, perda de reflexo, perda de equilibrio, coma e convulsdes. Animais
gue demonstraram deficiéncia nos parametros ou morreram entre os dias sete e 12

apos infeccdo foram considerados como tendo MCE.

4.2.3 Citometria de Fluxo

Cérebro de animais foram removidos apds perfusao intracardiaca com 30 mL
de PBS, macerados e as células passadas por um filtro de 70 um e centrifugadas em
percoll 45% por 30 min a 800 x g. O precipitado foi lavado e diluido 1:1 em PBS. Tais
células foram contadas em uma camara de Neubauer e marcadas para a citometria
de fluxo. Os bacos foram removidos e macerados. As células foram passadas por
um filtro de 70 um, as hemacias foram lisadas com tampao de lise e os esplendcitos
foram contados usando a cédmara de Neubauer. Para a citometria de fluxo, as

células foram marcadas por 20 minutos em temperatura ambiente, com anticorpos
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especificos para camundongos: CD11b (PE-Cy7, clone: M1/70, e-Bioscience), F4/80
(PE-Cy5, clone: BM8, e-Bioscience), CD11c (Alexa 700, clone: N418, e-Bioscience),
MHC Il (PE, clone: AF6-120.1, BD), DC-SIGN (APC e-fluor 660, clone: MMD3, e-
Bioscience), Ly6C (e-fluor 450, clone: HK1.4, e-Biosciences), CD8 (APC Cy7, clone:
53-6.7, Biolegend) or (PerCP-Cy 5.5, clone: 53-6.7, e-Bioscience), CD3 (Percep
Cy5.5, clone: 145-2C11, e-Bioscience), CD45 (V500, clone: 30-F11, BD), CD62L
(PE-Cy7, clone: MEL-14, BD), CD44 (Pacific Blue, clone: IM7, Biolegend) CD4 (APC,
clone: RM4-5, Biolegend), CD80 (FITC, clone: 16-10A1, BD), CD86 (FITC, clone:
GL1, BD). Em animais REX3, a fluorescéncia endogena RFP (CXCL9) e BFP
(CXCL10) foram lidas em canais PE e Pacific Blue respectivamente. A citometria foi
feita por meio do citdbmetro Fortessa (Becton—Dickinson) e analisada com o software

FlowJo versao 10.0.8.

4.2.4 Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo. Sangue (2 mL) de animais
controles e infectados com PbA-GFP foi coletado em tubos heparinizados. A
purificacdo de hemacias infectadas foi realizada de acordo com o manual do
fabricante, utitilizando um kit de selegdo positiva (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
DE). Hemacias n&o infectadas foram utilizadas como controle negativo. A pureza foi
determinada pela coloragcdo Giemsa por meio de esfregagcos sanguineos.
Esplendcitos totais (5x10°) de animais infectados (sexto dia) e controles foram
incubados com hemacias infectadas (5x10°) ou néo infectadas (5x10°) por uma hora
a 37°C (1:1). As células foram lavadas e marcadas com anticorpos especificos para
camundongos CD11b (PECy7, clone: M1/70, e-Bioscience), F4/80 (PE-Cy5, clone:
BM8, e-Bioscience), CD11c (Alexa 700, clone: N418, e-Bioscience), MHC Il (PE,

clone: AF6-120, BD), DC-SIGN (APC e-fluor 660, clone: MMD3, e-Bioscience) e
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Ly6C (e-fluor 450, clone: HK1.4, e-Bioscience) por 20 minutos a temperatura
ambiente. A citometria de fluxo foi realizada usando o citbmetro Fortessa (Becton—

Dickinson) e analizada utilizando o software FlowJo verséo 10.0.8.

4.2.5 Purificacao por citometria

Bacos de animais infectados C57BL/6 e IFNy” (sete dias apos infeccdo) foram
coletados, macerados e os esplendcitos marcados com CD11b (PE-Cy7, clone:
M1/70, e-Bioscience), F4/80 (PE-Cy5, clone: BM8, e-Bioscience), CD11c (Alexa 700,
clone:N418, e-Bioscience), MHC Il (PE, clone:AF6-120.1, BD), DC-SIGN (APC e-
fluor 660, clone: N418, e-Bioscience) e submetidos a purificagdo usando cell sorting
ARIA (BD). Primeiramente, foi feito uma janela na populagdo FSC-H/FSC-A, a fim de
se excluir grumos celulares. Em seguida, uma janela na populagdo duplo positiva
para CD11b/F4/80 foi realizada e posteriormente, na populagdo MHCII/DC-SIGN™"e",
A separacao foi realizada de acordo com as populacdes selecionadas anteriormente
e as células foram coletadas em um novo tubo. As células purificadas foram
confirmadas quanto a expresséo de CD11c” e ent&o congeladas em aliquotas de 10
mil células para analise de expressdo génica usando a tecnologia Nanostring ou
submetido a citospin para analise morfolégica ou preparadas para microscopia

eletronica de varredura.

4.2.6 Microscopia eletrénica de varredura

Ap0Gs a purificagédo celular por citometria, MO-DCs foram fixadas em tampao
2.5% glutaldeido, 0.1 M, pH= 7.2, por seis horas, a 8°C. As células foram lavadas
com a mesma solugédo e fixadas numa mistura de 1% tetroxido de 6smio e 1.5%

(p/v) ferrocianeto de potassio, desidratadas gradualmente em etanol e embebecidas
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em Araldite 502. Os cortes foram corados com 2% acetato de uranila e citrato e a

analise foi realizada usando um microscoépio eletrénico de varredura. (DSM 960 A).

4.2.7 Confocal

Bacos foram coletados em tamp&o PLP (0.05 M tampao fosfato contendo 0.2
M L-lisina (pH= 7.4), 2 mg/mL NalO4 10 mg/mL paraformaldeido), fixado por cinco a
12 horas e desidratado em 30% sacarose e posteriormente embebido em OCT meio
de congelamento (Sakura Fineteck). Cortes de 10 mm de tecido congelado foi feito
em criostato (CM3050S, Leica). Estes cortes foram secos por duas horas, fixados
com acetona por 10 minutos, reidratados, fixados com solugédo de calcio-formaldeido
e lavados com PBS. Em seguida, os cortes foram bloqueados com PBS contendo
American Hamster ou Rat gamma globulina (100 wg/mL), marcados com F4/80
(APC, clone: BM8, e-Bioscience) ou CD11c (APC, clone: N418, e-Bioscience) e
embebidos em solugdo fixadora que evita foto degradacdo. As imagens foram

adquiridas em um microscopio confocal LSM510 (Carl Zeiss Mircoimaging).

4.2.8 Migracao de DCs enriquecidas

Esplendcitos CD11b"CD11¢” de animais controles e infectados (seis dias
apos infeccdo) foram purificados usando o kit de selegdo positiva de acordo com o
protocolo do fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE). As células foram
marcadas com anti-CD11b (PE-Cy7, clone: M1/70, e-Bioscience) e anti-CD11c
(Alexa 700, clone: N418, e-Bioscience), e a pureza avaliada por citometria de fluxo.
Células CD11b"CD11c" foram resuspendidas 1x10° células/mL em meio RPMI
completo (10% SBF). Para avaliar a capacidade migratéria de MO-DCs, foi utilizado

uma placa transwell de 12 pogos (Corning, Amboise, FR) com membrana contendo
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poros de 5 um que evita a difusdo passiva, contudo permite a migragdo ativa de
DCs. Para cada condicdo testada, camaras inferiores do transwell foram
preenchidas com 600 uL ou mais 0.1, 1 ou 10 ng/mL de CCL2 (Biolegend) ou/e
CCL5 (e-Bioscience). As DCs (1x10° em 100uL) foram depositadas na camara
superior do transwell e a placa foi incubada por trés horas a 37°C. As DCs que
migraram foram coletadas da cémara inferior e contadas por meio de uma camara
de Neubauer. A contagem foi realizada duas vezes para avaliar a confiabilidade do

método. N&o foi encontrada variagdo acima de 10% entre as duas contagens.

4.2.9 Detecgao de citocina

Os niveis de IFNy foram avaliados em soro de animais controle e infectados,
em determinados dias apos a infecgcédo. Os soros foram armazenados a -20°C até o
momento do uso. O kit Cytometric Beads Array (CBA) (BD) foi usado nesse estudo
para a quantificacdo das citocinas em uma mesma amostra, como descrito
anteriormente. Os resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o

software FCAP verséo 3.0 (BD).

4.2.10 Extracao de RNA

Baco e cérebro de animais controle e infectado foram removidos apos
perfusdo intracardiaca com 50 mL de PBS estéril. Foi adicionado 1 mL do reagente
Trizol (mantido a 4°C) aos tecidos e, com auxilio de um macerador de tecidos,
homogeneizou-se durante um min. Logo apds, as amostras foram mantidas por
cinco minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacdo dos
complexos de nucleoproteinas. Foram adicionados 200 uL de cloroformio (1:5 viv

cloroférmio; Trizol), homogeneizou-se por 15 segundos em equipamento tipo vortex
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e as amostras foram incubadas por trés minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo de 2 mL (o RNA total
encontra-se exclusivamente nessa fase). Para a precipitacgdo do RNA foram
adicionados 500 uL de isopropanol (mantido a -20°C) (1:2 v/v, isopropanol e Trizol
utilizado no inicio). Os tubos foram agitados cuidadosamente, por inversao, durante
dois minutos e mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos este
procedimento, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C e o
RNA precipitado, até entdo invisivel, formou um sedimento gelatinoso no fundo do
tubo (precipitado). O sobrenadante foi descartado e esse precipitado foi lavado com
1 mL de etanol 75% (1:1 v/v, etanol 75% e Trizol utilizado no inicio). As amostras
foram centrifugadas a 7.500 g por cinco minutos a 4°C e o sobrenadante foi
imediatamente descartado. O precipitado foi seco por cerca de 10 minutos a
temperatura ambiente e depois eluido em 25 uL de agua estéril. O RNA isolado foi

quantificado e, depois, estocado em -80°C.

4.2.11 Sintese do DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de RNA total.
Primeiramente, 1 ug RNA total foi incubado com 2 uL de oligonucleotideo num
volume final de 19,25 uL completado com agua livre de DNAse e RNAse, a 70°C por
oito minutos. A proporgao de reagentes utilizada para a transcri¢gao reversa foi: 5 uL
de tampdao RT 10X, 11 uL de MgCl, 1 uL d’NTP Mix (100 mM), 1,25 uL de
transcriptase reversa Multiscribe RT (Applied Biosystems) e 12,5 uL de agua livre de
DNAse e RNAse, totalizando um volume final de 30,75 uL. A reacéo foi feita sob as

seguintes condi¢cdes de ciclagem: incubac&o dos reagentes por 10 minutos a 25°C,
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aquecimento a 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C. A
eficiéncia da reagdo de transcricdo reversa foi considerada igual para todas as
amostras. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a realizagdo da PCR em

tempo real.

4.2.12 PCR em Tempo Real

Foram utilizados os oligonucleotideos para CXCL9, CXCL10, IFNy, CD8,
CCL2, CCL5, B2 microglobulina e GAPDH. Os oligonucleotideos utilizados na reagéo
de PCR estdo presentes no quadro 5. As reagdes de PCR foram realizadas em
triplicata, incluindo controles negativos, em placas de 96 pogos usando o reagente
SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA USA),
equipamento Realplex2 mastercycler (Eppendorf). Dois uL de cDNA foi adicionado a
mistura de PCR contendo 1 uL da mistura de cada oligonucleotideo e 13 uL Sybr
green PCR Core Reagents (Applied Biosystems). O volume foi completado para 25
uL com agua destilada estéril. Foi realizada uma desnaturagéo inicial a 95° C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos (95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos) e uma
extensdo final a 60°C por um minuto. Todas as amostras foram normalizadas

usando [2-microglobulina ou GAPDH.
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Quadro 5. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR para detec¢ao dos genes CXCLY9,
CXCL10, CCL3, CCL4, IFNy, CD8, CCL2, CCL5, B2-microglobulina e GAPDH

Oligonucleotideos Foward (5° > 3’) Reverse (5° > 3’)

CXCL9 AATGCACGATGCTCCTGCA AGGTCTTTGAGGGATTTGTAGTGG
CXCL10 GCCGTCATTTTCTGCCTCA CGTCCTTGCGAGAGGGATC
CCL3 CCAAGTCTTCTCAGCGCCAT TCCGGCTGTAGGAGAAGCAG
CCL4 TCTTGCTCGTGGCTGCCT GGGAGGGTCAGAGCCCA
IFNy AACGCTACACACTGCATCTTGG GCCGTGGCAGTAACAGCC
CD8 GACGAAGCTGACTGTGGTTGA GCAGGCTGAGGGTGGTAAG
CCL2 TGGCTCAGCCAGATGCAGT TTGGGATCATCTTGCTGGTG
CCL5 CAAGTGCTCCAATCTTGCAGTC TTCTCTGGGTTGGCACACAC
2-microglobulina CCGAACATACTGAACTGCTACGTAA CCCGTTCTTCAGCATTTGGA
GAPDH GTGGTGAAGCAGGCATCTGA GGGAGTCACTGTTGAAGTCGC

4.213 Deteccao de mRNA e analise de expressao génica por Nanostring
(Nanostring Technologies)

Para o experimento de expressdao génica, foram utilizados MO-DCs
purificados de animais C57BL/6 e IFNy- infectados com PbA. As analises de
expressao de mRNA foram realizadas através da metodologia do Nanostring
Technologies, como descrito anteriormente. Os heatmaps foram construidos
utilizando o programa Multi Experiment Viewer versao 4.8. Diferencas de expressao
génica foram consideradas estatisticamente significativas com p < 0,05 utilizando o

teste t Student nao pareado.

4.2.14 Droga e tratamento

O composto E6446 (antagonista de TLR7/9 - Eisai Pharmaceuticals) foi
dissolvido em agua e o animais foram tratados com 120 mg/Kg/dia comegando do
dia anterior a infecgao até o terceiro dia apds a infecgao, administrando 100 uL por

meio de gavagem diariamente. Animais tratados como veiculo (agua) foram
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utilizados como controle.

4.2.15 Microscopia intravital

Células CD11b"CD11¢” do bago foram purificadas como descrito pelo
fabricante (MACS Miltenyi Biotec, CA), incubadas com CFSE (2 uM) durante oito
minutos e lavadas. A vasculatura foi corada com anticorpo anti-CD31 (PE) (10 uL de
uma solugdo de estoque (0,2 mg / mL eBioscience, o clone 390). Os animais
infectados (cinco dias apds a infecgédo) foram anestesiados via intraperitoneal (100
uL por animal) contendo ketamina (37,5 mg/mL, concentragao final) e xilazina (2,5
mg/mL, concentracdo final). Apos anestesiados, as células e o anti-CD31 foram
injetados via intravenosa e uma perfuragdo craniana (2x2 mm) foi feita acima do
coértex parietal deixando a dura-mater intacta, permitindo a visualizacdo da
microvasculatura cerebral. O animal era imobilizado utilizando um surporte e células
CD11b" CD11c" juntamente com o endotélio foram observadas utilizando um
microscopio confocal (Nikon, o Eclipse 50i, 20x lente objetiva) equipado com uma
fonte de luz fluorescente (epi-iluminagédo a 510-560 nm, usando um filtro de emissao
de 590 nm). O numero de células que migraram foi determinado durante analise da
reproducdo do video de 15 minutos de duragdo. Em cada animal, um campo foi
registado e analisado para determinar o numero total de células. Analise de imagem
quantitativa foi realizada usando o soffware Volocity versdo 6.3. Os dados sé&o

representativos de quatro experimentos independentes.
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4.2.16 Analise estatistica.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa Prism
(GraphPad 6). Comparagdes entre dois grupos foram feitas pelo teste t Student.
Mann-Whitney teste foi usado para a analise ndo parameétrica quando os dados nao
se encaixavam na distribuicdo Gaussiana. A comparagdo entre grupos
experimentais foi feita utilizando-se o teste ANOVA (do inglés, analysis of variance),
seguida por analise de comparagdes multiplas, segundo o método de Tukey. As
curvas de sobrevivéncia foram analisados pelo teste log-rank. O valor p < 0,05 foi
considerado significativo. Todos os dados estdo representados como média das

amostras. Dados do grafico de barras mostram o desvio padré&o (SD).
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5 RESULTADOS
5.1 Malaria
5.1.1 Producgao de IgG e IgM durante a malaria

Foram determinados os niveis de anticorpos IgG e IgM especificos para o
antigeno AMA-1 em plasma de pacientes com malaria (n= 18), durante a fase
infeccdo com P. vivax e 30-45 dias apos o tratamento com anti-malaricos e cura
parasitologica. Plasmas de doadores saudaveis foram utilizados como controle
(Figura 6). Nenhuma diferengca significantiva foi observada na producdo de
anticorpos 1gG entre pacientes com malaria e apoés o tratamento. Além disso,
amostras de pacientes na fase aguda da doenca apresentaram altos niveis de

anticorpos IgM contra AMA-1, seguindo de uma reducgéo destes apos o tratamento.
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Figura 6. Aumento de IgM especifico para AMA-1 em plasma de pacientes durante a fase aguda da
malaria por P. vivax. Os anticorpos IgG e IgM especifos para AMA-1 foram detectados, por ELISA, em plasma
de pacientes (n= 18) antes e apds o tratamento com anti-malaricos, bem como em plasma de doadores
saudaveis. Diferencgas significativas estdo indicadas pelo valor de p determinado pelo test t Student.
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5.1.2 Altos niveis de citocinas pré-inflamatérias circulantes no plasma de
pacientes com malaria

A partir de amostras de plasma de pacientes com malaria, infectados com P.
vivax ou P. falciparum, foi feita uma analise no perfil e citocinas pro-inflamatérias
produzidas durante a fase aguda e 30-45 dias apos o tratamento (Figura 7).
Pacientes sintomaticos, durante a fase aguda da infecgdo seja por P. vivax ou P.
falciparum apresentaram altos niveis de IL-8, IL-1p, IL-10 e IL-6 circulante. N&o
obstante, observou-se uma diminuigdo na producdo destas citocinas proé-
inflamatadrias, assim como IL-10 (anti-inflamatéria) em amostras de pacientes apds o

tratamento com anti-malaricos.
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Figura 7. Altos niveis de citocinas proé-inflamatérias e IL-10 no plasma de pacientes durante a fase aguda
da malaria. As citocinas IL-8, IL-1p, IL-10 e IL-6 foram medidas em plasma de pacientes infectados por P. vivax
(n= 56) (A) ou P. falciparum (n= 14) (B), durante a fase aguda (circulos pretos) e 30-45 apds o tratamento
(circulos brancos). Niveis de produgao das citocinas foram medidos por meio de CBA. Diferengas significativas
estdo indicadas pelo valor de p determinando test t Student pareado.
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5.1.3 Aumento dos niveis de ICs durante a malaria

O soro de pacientes com malaria causada pelo P. vivax ou P. falciparum foi
capaz de induzir a produgdo de TNFoa em mondcitos humanos (Figura 8A). Esta
indugdo nao foi observada quando utilizado o soro de doadores saudaveis. Dessa
forma, hipotetizamos que ICs circulantes poderiam ser importantes fatores imuno
estimulatorios. De fato, detectamos elevados niveis de ICs em soro dos mesmos
pacientes com malaria aguda (Figura 8B).

Os niveis de ICs foram quantificados em soro de pacientes infectados por P.
vivax (n= 25) antes e 30-45 dias apds o tratamento quimioterapico, bem como em
doadores saudaveis (n= 6) (Figura 8C). Niveis elevados de ICs foram encontrados

no soro de pacientes sintomaticos durante a fase aguda da infec¢cdo por P. vivax

n

(média 16.1 ug mEqg/mL), quando comparados com doadores saudaveis (média

2.3 ug mEg/mL). Contudo, ndo houve correlagdo entre os niveis de ICs e a
parasitemia dos pacientes. Os niveis de ICs no soro de pacientes tratados
apresentaram niveis intermediarios e também diferiram significativamente quando

comparados a pacientes antes do tratamento e doadores saudaveis.
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Figura 8. Soro de pacientes infectados com P. falciparum ou P. vivax apresentam elevados niveis de
imunocomplexos (ICs). A. Monécitos de doadores saudaveis foram incubados individualmente com soro diluido
1:2 de pacientes infectados com maléria, sendo P. vivax (n=3) e P. falciparum (n=8) ou estimulados com
100ng/mL de LPS e a producéo de TNFa foi avaliada apds 24 horas por ELISA (grafico superior a esquerda). B.
Niveis de ICs foram quantificados nas mesmas amostras. C. ICs foram quantificados em soro de individuos
infectados por P. vivax (n=25), antes e 30-45 dias apos o tratamento e em doadores saudaveis (n=6). Cores
diferentes significam parasitemias diferentes. Niveis de ICs foram quantificados utilizando o kit MicroVue CIC-
C1q EIA (Quindel). Linhas horizontais indicam a média de cada grupo. Diferengas significantes estéo indicadas
pelo valor de p por meio de test One-way ANOVA.

5.1.4 Aumento de anticorpos anti-DNA durante a malaria

Niveis significativamente elevados de anticorpos anti-DNA fita dupla (ds)
também foram encontrados em soro de pacientes infectados por P. vivax (n= 52) ou
P. falciparum (n= 25) (Figura 9). O soro de pacientes portadores de lupus (n= 19),
bem como de doadores saudaveis (n= 28), foram utilizados como controles positivos
e negativos, respectivamente. Os niveis de anticorpos anti-DNA de fita dupla 1gG e
IgM est&o significantemente elevados em soro de pacientes com malaria na fase

aguda, tanto na infecgao por P. vivax quanto por P. falciparum. Nenhuma diferenca
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foi observada nos niveis de anticorpos anti-DNA de fita simples. Nao obstante, os
niveis de anticorpos anti-DNA de fita dupla persistiram por pelo menos 30-40 dias

apos o tratamento (fase de convalescéncia) e cura parasitoldgica dos pacientes.
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Figura 9. Niveis elevados de anticorpos anti-DNA de fita dupla durante a fase aguda de malaria
por P. vivax e P. falciparum. Os niveis de anticorpos IgG e IgM anti-DNA de fita dupla 19G e IgM
foram medidos por ELISA em soro de 58 pacientes com infecc¢do aguda da malaria por P. vivax (Pv)
e 25 com P. falciparum (Pf) e na em fase de convalescéncia (conv) 30-45 dias apés terapia com anti-
malaricos. Como controles negativo e positivo, foi utilizado soro de 28 doadores saudaveis e 19
pacientes portadores de Lupus respectivamente. Diferengas significantes séo indicadas por valor de p
usando o teste Mann Whitney.
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5.1.5 Presencga de DNA de P. vivaxem ICs

Foi detectada da presenga de DNA em ICs. Estes niveis de DNA foram
quantificados em ICs purificados de plasma de pacientes infectados por P. vivax por
PCR em tempo real, utilizando oligonucleotideos de sequéncia para o gene humano
CYCLIN D1 (CCND) e P. vivax SSUrRNA (18S do rRNA). Foi observado um
aumento dos niveis de DNA humano e do parasito em plasma de pacientes
infectados com P. vivax antes do tratamento. O DNA circulante humano persistiu,
ainda que em baixos niveis, enquanto o DNA do parasito foi praticamente eliminado
da circulagcdo apos a terapia com anti-malaricos (Figura 10A).

Do mesmo modo, o DNA do parasito foi detectado em ICs de pacientes
infectados por P. vivax, antes, e em niveis muito baixos, depois do tratamento
(Figura 10B). Por outro lado, o DNA humano foi detectado em niveis muito baixos
em ICs dos mesmos pacientes. Uma vez que a benzonase degrada todas as formas
de DNA, este ensaio foi realizado para confirmar a presenga de DNA em ICs

oriundos de pacientes com malaria.
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Figura 10. Elevados niveis de DNA humano e do parasito em plasma e imunocomplexos (ICs) de
pacientes com malaria causada pelo P. vivax. A. Niveis de DNA circulante foram quantificados em plasma de
pacientes infectados com P. vivax (n=24) antes e 30-45 dias apds o tratamento bem como em doadores
saudaveis (n=5) através da amplificagdo dos genes humano CYCLIN D1 (CCND) e P. vivax SSUrRNA (18S do
rRNA). B. ICs de pacientes infectados por P. vivax (n=8) antes e 30-45 dias apds o tratamento bem como
doadores saudaveis (n=5) foram purificados e utilizados para a amplificagdo dos genes humano CCND e P. vivax
SSUrRNA. C. Quantificagdo de DNA total extraido de ICs purificados de pacientes com malaria infectados por P.
vivax (n=6) antes e apos o tratamento com benzonase. Diferengas significativas estéo indicadas por valores de p

utilizando test t Student pareado.

5.1.6 Monécitos estimulados com ICs apresentam uma assinatura de genes
induzida pelo fator de transcricao NF-xB

Foi avaliada a expressdo de genes em mondcitos de quatro doadores
saudaveis, estimulados com 60 ug/mL de ICs por seis horas. De um total de 105
genes relacionados a respostas inflamatérias presentes no codeset analisado, sete
eram constitutivos e 98 eram genes relacionados a resposta imune inata. Os genes
foram divididos em seis grupos: via de sinalizagao de receptores do tipo NOD, via de
sinalizagao de receptores do tipo Toll, familia do NF-kB, citocinas e receptores de
citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas e genes estimulados por IFN. Os
monaocitos expressaram um aumento na expressao de 27 genes diferencialmente

expressos apos estimulo com ICs, com um valor de p < 0.05 e uma indugdo maior
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que 1.8 (quadro 6). Os genes mais induzidos apos o estimulo com ICs foram genes
relacionados a familia NF-kB. Dos 27 genes expressos diferencialmente, cinco eram
da familia NF-xB. Como pode ser observado na figura 11, a maioria dos outros
genes com expressdo aumentada € de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas,

conhecidas por serem induzidas por NF-kB.
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Figura 11. Assinatura de genes da familia NF-xB em monécitos estimulados com o ICs. Mondcitos de
quatro doadores saudaveis foram purificados e estimulados com ICs (60ug/mL) por 6 horas. A analise da
expressao génica foi realizada por meio da tecnologia Nanostring. Diferentes vias de sinalizagdo estédo
representadas nos heatmaps. Os dados foram normalizados utilizando genes constitutivos e o aumento da
expressao do gene foi calculada em comparagdo com amostras ndo estimuladas do mesmo doador. Os
heatmaps mostram genes diferencialmente expressos (linhas) para cada dador saudavel (coluna) que
diminuiram (verde), foram inalterados (preto) ou tiveram expressdo aumentada (vermelho). O quadro 6 fornecem
o valor de p dos genes que apresentaram aumento significativo na expresséo, determinado pelo teste t Student.
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Quadro 6 - Genes com a expressao aumentada em mondcitos estimulados com ICs. Asteriscos indicam
diferengas significativas, determinadas por teste t Student

Gene Nome de Gene Nivel de expressdo Estatistica
A20 Fator de necrose tumoral proteina 3 induzida por alfa 5.03 >
CCL3 Quimiocina (motivo C-C) ligando 3 10.14 **
CCL4 Quimiocina (motivo C-C) ligando 4 9.69 i
CCL5 Quimiocina (motivo C-C) ligando 5 2.1 **
CCL8 Quimiocina (motivo C-C) ligando 8 5.14 *
CD80 Complexo de diferenciagéo 80 2.31 *
CXCL10 Quimiocina (motivo C-X-C) ligando 10 3.42 *
GBP1 Proteina 1 de ligagéo ao guanilato 3.44 *
HCK Cinase de células hematopoiéticas 2.29 >
ICAM1 Molécula de adesao intercelular 1 3.98 i
IFNGR2 Receptor de IFN gama 2 2.71 b
IKBKE Inibidor do fator nuclear kappa B 22.24 *
IL18 Interleucina 18 3.87 *
IL1A Interleucina 1 alfa 9.39 **
IL1B Interleucina 1 beta 16.16 i
IL1RA Receptor para interleucina 1 alfa 7.41 *
IL6 Interleucina 6 1.83 i
IL8 Interleucina 8 17.09 i
NFKB1 Fator nuclear kappa B 1 2.50 **
NFKB2 Fator nuclear kappa B 2 2.44 >
NFKBIA Fator nuclear kappa B 1 alfa 4.55 o
PSTPIP2 Interagéo de prolina-serina-treonina fosfatase a proteina 2 2.08 *
PTGS2 Prostaglandina-endoperoxidase sintetase 2 5.97 *
RASGEF1B Fator de troca de nucleotideos guanina associado ao dominio Ras 1 B 3.43 *
SOCS3 Supressor da sinalizagao de citocina 3 4.01 o
TLR2 Receptor do tipo Toll 2 7.80 >
TNFA Fator de necrose tumoral alfa 7.31 *

5.1.7 ICs purificados de pacientes com malaria induzem a produgao de
citocinas por mondcitos

Foi analisada a capacidade de ICs purificados de plasma de pacientes
infectados por P. vivax em induzir a producdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de doadores saudaveis. Utilizou-se
diferentes concentragdes de ICs purificados e niveis de o TNFa, IL-13 e IL-10 foram
avaliados em sobrenadantes de cultura de CMSPs, 24 horas apds o estimulo. Foi
definido que 60 ug de ICs purificados € a concentragdo ideal para induzir a produgéo
de citocinas por CMSPs (Figura 12A). Essa concentragdo foi utilizada em
experimentos posteriores. A seguir, avaliamos se o DNA é um componente
importante para a atividade imunoestimulatéria dos ICs. Para isso, foi utilizado o
E6446 (antagonista de TLR7 e TLR9) um composto que se liga ao DNA e RNA no

compartimento lisossomal, bloqueando a ativagdo de TLR7, bem como TLR9
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(Figura 12B). Como controle, utilizou-se CMSPs tratados previamente por 3 horas
com E5564 (2 ug), um antagonista de TLR4, seguido de estimulagdo com LPS (100
ng/mL). O tratamento de CMSPs com E6446 (2 uM) por 3 horas, seguido de
estimulo com ICs, resultou na inibi¢ao de 30-40% de IL-18. Uma concentragdo maior
do inibidor de DNA/RNA (20 uM) foi necessaria para inibir a produ¢ado de 70% de
TNFa e 90% de IL-1p e IL-10. Experimentos controles utilizando E5564 (antagonista
de TLR4) (1 ug/mL) resultaram em 100% na inibigdo de TNFa, IL-13 e IL-10 apos
estimulo com LPS. Essa inibicdo ndo foi observada quando CMSPs foram
previamente tratados com E5564 e estimulados com ICs. Estes dados sugerem que
os fragmentos de DNA do parasito presentes nos ICs formados durante a malaria

estao diretamente envolvidos na ativagao celular do sistema imune inato.
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Figura 12. E6446, um antagonista de TLR7 e TLR9, bloqueia a atividade estimulatéria de ICs em
monocitos. A. CMSPs foram isolados de doadores saudaveis, estimulados com ICs em diferentes
concentragdes e os niveis de citocinas foram medidos apds 24 horas nos sobrenadantes da cultura celular. B.
CMSPs foram tratados com E6446, antagonista de TLR7 e TLR9, (2uM ou 20 uM) ou E5564, um antagonista de
TLR4 (2ug/mL) por 2 horas antes do estimulo com 60 ug/ml de ICs por 24 horas. Logo apos, niveis de citocinas
foram medidos em sobrenadante. Barras representam porcentagem de inibicdo da citocina em sobrenadantes.
TNFa, IL-1B e IL-10 foram medidos por meio de CBA (BD).

5.1.8 A exposicao prévia ao IFNy aumenta a produgao de citocinas induzidas
por ICs

Foi avaliado o efeito da sensibilizagdo prévia com IFNy no perfil de citocinas
produzidas por CMSPs de doadores saudaveis. A exposi¢do ao IFNy, seguido de
estimulo de 24 horas com ICs purificados de plasma de pacientes com malaria,
infectados por P. vivax ou P. falciparum, elevou a producdo de citocinas pro-
inflamatodrias, como IL-18 e TNFoa. Em contraste, observou-se uma redugdo na
producao de IL-10 quando comparado com os niveis de citocinas produzidas por
células ndo sensibilizadas (Figura 13A). O mesmo perfil de produgdo de citocinas
pré-inflamatérias versus anti-inflamatorias foi observado em mondcitos purificados

(Figura 13B).
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Figura 13. Monécitos sdao as principais fontes de citocinas em células mononucleares de sangue
periférico (CMSPs) apos estimulo com imunocomplexos (ICs) purificados de pacientes com malaria. A.
CMSPs foram isolados de doadores saudaveis, sensibilizadas (circulos escuros) ou nao (circulos claros) com
100 ng de IFNg e estimulados com 60 mg/mL de ICs purificados de plasma de pacientes com malaria por P.
vivax (graficos a esquerda, n=12) ou P. falciparum (graficos a direita, n=5) e os niveis de citocinas medidos em
sobrenadante de cultura celular, 24 horas apds estimulo. B. Mondcitos CD14" foram purificados de CMSPs de
trés doadores saudaveis por selegcado positiva. Mondcitos purificados, CMSPs com monécitos depletados e
CMSPs totais foram sensibilizados ou ndo com IFNg (100 ng/mL) e estimulados com 60 mg/mL de ICs
purificados de plasma de pacientes com malaria. TNFa, IL-1b and IL-10 foram medidos por CBA 24 horas apds
estimulo com ICs. Diferengas significativas estéo indicadas pelos valores de p utilizando teste t student pareado.

5.1.9 ICs purificados de pacientes com malaria induzem a ativagao de caspase-
1 em mondcitos

Uma vez observado que ICs induzem a producgdo de IL-1p, investigamos se
estes eram capazes de promover a ativagcdo de caspase-1. Primeiramente, foi
definida a principal fonte de IL-1 em CMSPs, apds estimulo com ICs purificados de
plasma de pacientes com malaria. Para tanto, foi utilizado CMSPs totais, CMSPs
com mondcitos depletados (células CD14") e mondcitos purificados. Os resultados
mostram que, na populagcdo purificada, aproximadamente 95% das células sao
CD14" e CD16" (Figura 14A painel esquerdo). Uma pequena populagdo ¢ CD14"

CD16". Os resultados apresentados também mostram que mondcitos purificados
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produziram grandes quantidades de IL-1p, enquanto CMSPs com células CD14"
depletadas n&o produziram IL-1B, apds estimulo com ICs. Além disso, a pro-
caspase-1 foi autoclivada em caspase-1 ativa (subunidade p10) apds estimulo com

ICs em mondcitos (Figura 14B).
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Figura 14. ICs purificados de pacientes com malaria causadas por P. vivax ativam caspase-1 e induzem a
producido de elevados niveis da citocina pirogénica IL-1f por mondcitos humanos. A. Painéis da esquerda
mostram a frequéncia de células CD14+ em CMSPs (grafico superior), CMSPs com mondcitos depletados
(gréfico do meio) e mondcitos purificados (grafico inferior). Nos painéis da direita, CMSPs, CMSPs com
mondcitos depletados e mondcitos purificados foram estimulados com ICs (60 ug/ml) por 24 horas e IL-1p foi
medida no sobrenadante de cultura celular por ELISA. B. Mondcitos purificados foram estimulados com 60 ug/mL
de ICs por 24 horas e as células foram lisadas por tampao RIPA e usadas para a detecgdo de pro-caspase-1 e
forma ativa de caspase-1 (p10) por Western blot. Os presentes resultados sdo representativos de trés diferentes
doadores saudaveis.
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5.1.10 Formagao da plataforma de inflamassomas em monécitos estimulados
com ICs de pacientes com malaria

Para saber se ICs promovem a formagao de inflamassomas, mondécitos de
doadores saudaveis foram purificados e estimulados com ICs de pacientes com
malaria, infectados por P. vivax. Foi observada a formacao de plataformas contendo
NLRP12, AIM2 e NLRP3 (Figura 15A). Cerca de 10, 10 e 5% dos mondcitos
expressam inflamassomas de AIM2, NLRP12 e NLRP3 respectivamente (Figura
15C). Contudo, nenhuma evidéncia de formagéo de inflamassoma contendo NLRC4
foi encontrada. Além disso, verificou-se a co-localizacdo de molécula adaptadora
ASC com o inflamassoma NLRP3 ou AIM2. O inflamassoma NLRP12 nao foi
associado a ASC, sugerindo que este se auto-oligomeriza (Figura 15B). Estes
resultados vinculam a formacdo de inflamassomos a ativagdo de caspase-1 e

secregao de IL-1B, um aspecto importante na atividade pré-inflamatoria dos ICs.
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Figura 15. Plataformas de inflamassoma contendo NLRP12, NLRP3 e AIM2 sido formados apos estimulo

com ICs em mondcitos. A. Detecgdo por andlise confocal de inflamassomas contendo NLRP3 (em verde),

NLRP12 (vermelho) e AIM2 (vermelho), em mondcitos CD14" estimulados com 60 ug de ICs por 24 horas. Nao

foi observada reagdo com anticorpos secundarios, na auséncia de anticorpos primarios. B. ASC co-localiza com

NLRP3 e AIM2 mas ndo com NLRP12. Ambos inflamassomas foram encontrados no citoplasma de mondcitos.

C. O gréfico de barra mostra a frequéncia de inflamasomas em mondcitos de doadores saudaveis, 24 horas apos
estimulo com 60 ug de ICs.
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5.1.11 ICs induzem a produgcao de elevados niveis de citocinas proé-
inflamatérias por monécitos

Foi utilizada a concentragdo de 60 ug/mL de ICs para estimular CMSPs de
pacientes com malaria, infectados com P. vivax antes e 30-40 dias apds o
tratamento e cura parasitologica. O estimulo com ICs induziu a produgédo de
elevados niveis de citocinas pré-inflamatérias, TNFa e IL-13, e baixos niveis de IL-
10 (Figura 16A) por mondcitos de pacientes infectados. A principal fonte de
citocinas pro-inflamatérias eram as células CD14" CD16". Curiosamente, o perfil de
citocinas produzidas por mondcitos apdés o tratamento mudou-se para anti
inflamatdrio: producdo elevada de IL-10 e produgao reduzida de IL-18 e TNFa

(Figura 16B)
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Figura 16. ICs purificados induzem elevados niveis de citocinas proé-inflamatérias por monécitos
CD14'CD16" de pacientes com malaria. A. CMSPs de pacientes com malaria infectados por P. vivax (n=7)
antes e 30-45 dias apds o tratamento foram isolados e estimulados com 60 ug/ml de ICs por 24 horas. As
citocinas TNFa, IL-18 e IL-10 foram medidas nos sobrenadantes de cultura celular por CBA. B. Analise por
citometria mostra um aumento na frequéncia de células CD14°CD16" em CMSPs de dois pacientes infectados
por P. vivax antes e 30-45 dias apds o tratamento e cura parasitolégica. CMSPs de pacientes foram estimulados
com meio ou ICs purificados de diferentes pacientes por 24 horas e, posteriormente, realizada uma marcagao
intracelular para avaliar TNFa e IL-1p por citometria de fluxo. Diferengas significantes estdo indicadas com
valores de p utilizando teste t student pareado.
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5.2 Modelo murino da malaria cerebral
5.2.1 A infeccao por Plasmodium induz a presenc¢a de células MO-DCs

Estudos recentes demonstraram que os iIMOs diferenciam em MO-DCs
durante infeccdes microbianas in vivo®®?®’. Sendo assim, avaliamos a presenca de
MO-DCs durante a infecgao murina com PbA. Células
CD11c"MHCII"CD11b*F4/80"DC-SIGN" foram avaliadas no bagco de animais
infectados, uma vez que este € o principal orgdo onde observa-se a interagdo de
fagocitos e hemacias infectadas. Para isso, foi feita uma selecdo na janela de células
duplo positivas para CD11b e F4/80 e posteriormente, na populagdo MHCII"®"DC-
SIGNCD11c". Os resultados apresentados na Figura 17A indicam que a frequéncia
de MO-DCs na populacéo total de CD11b"F4/80" do bago aumentou de 18 a 74%
quando comparamos 0s animais controles e infectados com PbA. Além disso, a
intensidade de fluorescéncia média (IFM) de DC-SIGN e MHCII em MO-DCs de
animais infectados aumentou 3 vezes. Uma parte destas células também expressou
niveis diferentes de Ly6C. Entretando, a porcentagem de células CD11b"F4/80"DC-
SIGN™MHCII'CD11cLy6C"™" (iMOs) reduziu de 10 para 4,4% sugerindo que iMOs
estdo se convertendo em MO-DCs. Nossas analises indicam que a frequéncia de
CD11c*MHCII""DCSIGN'Ly6c, o que corresponde a células dendriticas
convencionais (cDCs), diminuiu de 48% para 20% do total de CD11¢*MHCII"" em
animais controles e infectados respectivamente. Para melhor caracterizar MO-DCs,
foi feita uma purificagdo desta células em citdmetro de fluxo (95-99% de pureza em
diferentes experimentos) (Figura 17B) seguida de uma coloragéo por Giemsa, onde
observou-se hemozoina no interior das células ou analise por microscopia eletrénica
de varredura (Figura 17C). Para investigar a capacidade fagocitica de MO-DCs,

esplendcitos de animais controles e infectados foram incubados com hemacias
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infectadas ou ndo com PbA-GFP. Por meio de citometria de fluxo foi visto que MO-
DCs tem uma elevada capacidade fagocitica quando comparamos estas com iMOs e
MOs (Figura 17D). Além disso, ao contrario de MOs, MO-DCs apresentou um
aumento no nivel de CD80 e CD86 (Figura 17E), sugerindo que MO-DCs sé&o

células apresentadoras de antigeno altamente eficientes.
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Figura 17. Diferenciagdo de MO-DCs no bago (F4I80+CD11b+DC-S.IGN+MHCIIh.i9hCD11c+Ly6C+) de animais
infectados com PbA. Bacgos foram coletados cinco dias ap6s a infecgdo com PbA. Resultados representativos
da citometria de fluxo sdo mostrados a seguir. A. Primeira janela feita em esplendcitos F4/80°CD11b" e

posteriormente em células DC-SIGN*MHCI™". Células F4/80°CD11b*DC-SIGN*MHCII™®" também foram
avaliadas quanto a expressdo de CD11c e Ly6C. Grafico de barras correspondem o numero total de células
(quatro animais por grupo). Os dados mostrados séo representativos de cinco experimentos independentes. B.
Bagos foram coletados no sexto dia apds infeccdo com PbA. MO-DCs foram marcados com anticorpos anti-
F4/80°'CD11b'DC-SIGN'MHCII™®" e posteriormente, submetidas a citometria de fluxo. Foi obtido
aproximadamente 98.2% de células puras, os quais sdo também CD11c’. C. Esplendcitos foram marcados com
anticorpos fluorescentes e as MO-DCs foram purificadas por citometria de fluxo e coradas com Giemsa ou
analisadas por microscopia de varredura. D. Expressdo de CD11c e moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86
na superficie de MOs, iIMOS e MO-DCs. E. Histogramas mostram resultados de IFM de esplendcitos de animais
controles (linhas sombreadas) e infectados (linhas abertas) incubados com hemacias ndo infectadas (azul) ou
hemacias infectadas com PbA-GFP (vermelho). O grafico de barras indica a atividade fagocitica de MO-DCs,
iMOS e MOs. Os resultados s&do expressos em média. Diferengas estatisticas foram consideradas significantes
entre infectados e néo infectados (**, p>0.01) apos two-way ANOVA.
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5.2.2 A malaria induz a expressido de CCR5'CXCL9*CXCL10" em MO-DCs

Para a caracterizacdo génica de MO-DCs, lisados de ceélulas purificadas
(Figura 17B) foram obtidos e os transcritos do gene analisados para 547 genes
relacionados ao sistema imune, mais 14 genes constitutivos (housekeeping genes)
utilizando o kit comercial de sondas Nanostring. Observou-se um aumento na
expressdo de 18% dos genes analizados. Dentre eles, o aumento maior foi
observado na expressdo de CXCL9 (24 vezes) e CXCL10 (19 vezes). Além disso, da
familia de receptores de quimiocinas, a expressao de CCRS5 foi aumentada seis
vezes (Figura 18A). Como CXCL9 e CXCL10 tem demonstrado um importante papel
na malaria cerebral no modelo experimental’>?’, foi investigada a expressao dessas
quimiocinas no bago de animais infectados com PbA. Para isso, foi utilizado o animal
transgénico REX3 (reporting the expression of CXCR3 ligants), que expressa
proteina fluorescente vermelha (red fluorescence protein — RFP) e proteina
fluorescente azul (blue fluorescence protein — BFP) como genes reporter sob os
promotores dos genes CXCL9 e CXCL10 respectivamente. Foram encontradas
grandes quantidades de células duplo positivas RFP'BFP" em MO-DCs, enquanto
iMOs foram RFP BFP (Figuras 18B e 18C). Da mesma forma, aproximadamente
80% de MO-DCs sdo CCR2'CCRS5", sendo iMOs CCR2", porém CCR5 (Figura

18D).
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Figura 18. Expressdao de CXCL9 e CXCL10 por MO-DCs de animais infectados com PbA. Esplendcitos
foram coletados no sexto dia apés a infeccdo com PbA, marcados com anticorpos fluorescentes e
CD11¢"CD11b*F4/80"DC-SIGN"MHCII™" MO-DCs purificadas por citometria de fluxo (Figura 1B) e analisadas
para A. expressao de RNA de genes relacionados ao sistema imune utilizando o sistema de analise nCounter.
Os resultados indicam um aumento na expressdo génica, quando comparado MO-DCs de trés animais
infectados por trés controles. B. Microscopia confocal de bago um animal REX3 infectado. Painéis superiores
indicam marcagdes para F4/80" (APC convertido em verde), CXCL9-RFP e CXCL10-BFP. Setas indicam células
duplo e triplo positivas respectivamente. C. Animais REX3 infectados foram sacrificados no sexto dia apds
infeccdo e MO-DCs do bago foram avaliadas quanto a expressdo de CXCL9 e CXCL10. Janela primeiramente
em células do bago duplo positivas para CXCL9 e CXCL10 e em seguida em células F4/80°CD11b" e DC-
SIGN'MHCII*. Todas as células CXCL9'CXCL10*F4/80"CD11b*DC-SIGN"MHCII" sdo positivas para CD11c. D.
Células do bago foram coletadas no sexto dia apds a infecgdo e uma janela de excluséao foi feita para selecionar
células F4/80°CD11b" e posteriormente em células CD11¢'"MHCII*. A maioria de MO-DCs de animais controle e
animais infectados com PbA sdo CCR2'CCR5 e CCR2'CCR5" respectivamente. Os dados s&o representativos
de trés experimentos independentes com trés animais por grupo que reproduziram resultados similares.
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5.2.3 Células MO-DCs CCR5'CXCL9*'CXCL10" sdo encontradas no sistema
nervoso central de animais infectados com PbA.

Posteriormente, células MO-DCs foram avaliadas no sistema nervoso central
(SNC) de animais com MCE. Para analisar a presenca de MO-DCs no SNC de
animais infectados com PbA, células mononucleares do cérebro (CMNC) foram
discriminadas em hematopoiéticas CD45"" e micréglias (CD45™™). Uma vez que o
infiltrado celular na MCE ¢é enriquecido por células T CD8", foi feita uma selecdo na
janela da populagao celular CD45""CD8". As células MO-DCs surgem no quinto dia
apo6s infecgao com PbA obtendo um pico no dia 7, 0 que coincide com a expressao
de CXCL9 e CXCL10 e outros mediadores inflamatérios no SNC (Figura 19A). Além
disso, foi analisada a expressdo de CXCL9, CXCL10 e CCR5 em células CMNC de
animais infectados com PbA. Entretanto, ndo foi observado o aumento da expressao
de CXCL9 e CXCL10 em animais REX3 controle (Figura 19B). Em animais REX3
infectados, células BFP*RFP* sdo CD45"". As células CD45"9"CD8" sdo BFP'RFF,
enquanto aproximadamente 60% de células CD45""CD8 sao BFP*RFP* (Figura
19C). Células CD45™™ como também CD45, provavelmente microglia,
neuronios/células gliais respectivamente, sdo ambas BFP e RFP negativas. Por fim,
avaliamos a expressao de CCR2 e CCR5 em MO-DCs do SNC de animais
infectados. Os resultados mostrados na figura 19D indicam que aproximadamente
60% de células MO-DCs do cérebro de animais infectados, mas n&o de animais

controle, sdo duplo positivas para CCR2 e CCR5.
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Figura 19. Aumento da frequéncia de MO-DCs no cérebro de animais infectados com PbA. A. MO-DCs
(CD45h'ghCD8'CD3'F480+Ly6C+DC-SIGN+) foram quantificados por citometria de fluxo em CMNC isoladas nos
dias 0, 6 e 8 apos infecgao com PbA. B. CMNC de animais REX3 foram analisadas por citometria de fluxo nos
dias 0 e 7 ap6s a infecgdo. Em MO-DCs, foi feita uma janela em células CD45"™"CD8". Aproximadamente 70%
de células CD45"" CD8 de animais infectados, mas ndo de controles, sdo duplo positivas para CXCL9 e
CXCL10, RFP e BFP respectivamente. Oito por cento de células CD45""CD8" CXCLY'CXCL10" sdo positivas
para CD11b, Ly6C, CD11c e MHCIl. CMNC, que sdo negativas ou expressam niveis baixos de CD45, séo
negativas para CD8, RFP e BFP. Resultados representativos da selegéo de CD45"" pela citometria de fluxo sdo
mostrados. C. CMNC foram coletadas de animais WT nos dias 0 e 7 apds infecgdo com PbA e a expressao de
CCR2 e CCR5 foi avaliada em MO-DCs (células CD45h'ghCD8'CD3'LyGC+CD1 1b") por citometria de fluxo. Dados
representam a média de trés ou quatro animais por grupo e os resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando *, p<0,05, e
** p<0,01 como indicado pelo teste t student.
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5.2.4 IFNy induz a expressao de CXCL9 e CXCL10 em MO-DCs

Estudos recentes tem desmonstrado que IFNy &€ um importante mediador na
diferenciacdo de MO-DCs®. Além disso, ambos IFNy e IFN do tipo | (IFNa/p) estdo
relacionados com a expressdo de CXCL9 e CXCL10 em macréfagos. Com isso,
utilizamos animais IFNy”, o REX3IFNyR™, infectados com PbA. Primeiramente, foi
avaliado o perfil da expressao génica em MO-DCs purificadas de animais C57BL/6 e
IFNy” infectados. De 98 genes que a expressao foi induzida por PbA, 58 (60%) s&o
dependentes de IFNy enddgeno. A expressdao de mRNA de CXCL9 e CXCL10
induzida pela infecgdo por PbA foi totalmente ausente em MO-DCs de animais
IFNy"‘, enquanto o aumento da expressdo de outros genes, como por exemplo
CCR5, CCL7 e CCL8 foi independente de IFNyenddgeno (Figura 20A).
Coerentemente, MO-DCs de REX3, mas ndo animais REX3IFNyR", expressaram
elevados niveis de RFP e BFP (Figuras 20B e 20C). Avaliou-se também se IFNy é
necessario para a diferenciagdo de MO-DCs. Foi observado um acumulo de iMOs e
uma reducdo da frequéncia de MO-DCs em REX3/IFNyR"' relativo aos animais
REX3 e C57BL/6 infectados com PbA respectivamente (Figuras 20B e 20C). Estes
resultados indicam que a diferenciacédo do precursor iMOs em MO-DCs ¢ afetada em

animais quando o gene IFNyR n&o é funcional.
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Figura 20. Expressao de CXCL9 e CXCL10 por MO-DCs de animais infectados com PbA é dependente de
IFNy. Animais C57BL/6, IFNy"' ou REXS/IFNyR"' foram infectados e seus bagos coletados no sexto dia apds
infecgdo. A. A expressdo génica foi analisada pelo sistema de analise nCounter, em RNA total extraido de MO-
DCs altamente purificadas (aproximadamente 98% de pureza) do bago de animais C57BL/6 e IFNy"' infectados.
Dados sado representados por média da expressdo génica de trés animais por grupo. B. Resultados
representativos de citometria de fluxo séo referentes a MO-DCs de bago de animais REX3 e REX3IFNyR"'.
Primeiramente foi feito uma janela incluindo células F4/80°CD11b" (painéis da esquerda) e depois células DC-
SIGN*MHCII"e" (painel do meio), e CXCL9 e CXCL10 duplo positivas (painel da direita), respectivamente. As
porcentagens de MO-DCs (janela 1, F4/80°CD11b"DC-SIGN'MHCII"), iMOs (janela 2, F4/80°CD11b*DC-
SIGN"MHCII'), MOs (janela 3, F4/80"CD11b"DC-SIGN'MHCII') e CXCL9™ CXCL10" MO-DCs estéo indicadas. C.
Frequéncia das subpopulagdes de CD11b'F4/80" no bago de animais REX3 e REX3IFNyR"' infectados. A média
e desvio padrdo sao representativos de experimentos distintos com trés ou quatro animais por grupo. Diferengas
significativas foram consideradas estatisticamente quando **, p<0.01; and ****, p<0.0001 como indicado pela
analise two-way ANOVA.
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5.2.5 TLRs induzem a expressao de CXCL9 e CXCL10 em MO-DCs

Cheong et al®®. demonstrou que o LPS induz a diferenciacdo de iMOS para
MO-DCs. Sabe-se também que a infeccdo por Plasmodium ativa o sistema imune
inato primeiramente pela ativagdo de TLR9 e outros receptores intracelulares que
reconhecem acidos nucléicos*?°"®28% A ativacdo de TLR9 durante a infeccdo por
PbA induz a produgdo de IL-12 por DCs, culminando na produgdo de IFNy
primeiramente por linfocitos T. Por conseguinte, avaliamos se a infecgdo por PbA
induzia a diferenciagdo de MO-DCs via ativagdo de TLR. Para tanto, foi utilizado o
E6446, um antagonista que previne a ativagado de TLR7 e TLR9 por ssRNA e DNA.
Os dados mostrados na Figura 21A e 21B mostram que o tratamento com o E6446
inibe a expressao de mRNA de IFNy por esplendcitos e resulta na diminuigdo de
niveis circulantes de IFNy no soro de animais no quinto dia apds infecgdo com PbA.
Ademais, no quinto dia apos infecgéo, a proporcdo de linfécitos T CD4" e T CD8*
(CD44""/CD62L"") aumentou para 55.5% e 39.9% em animais infectados, quando
comparado com 14.7% e 12.2% ou 27.8% e 10.2% em animais controles ou
infectados e tratados com E6446, respectivamente (Figura 21C).
A porcentagem de células T ndo ativadas (CD44"°"/CD62L"") foi inversalmente
proporcional a células ativadas e observou-se uma redugao de 32.9% de linfocitos T
CD4" e 37.3% de linfécitos T CD8" em animais infectados, quando comparado com
77.7% e 78.1% dos controles e 59.6% e 64% em animais infectados e tratados com
E6446, respectivamente. Da mesma forma, o E6446 inibiu a expresséo de IFNy tanto
por linfocitos T CD4+ quanto por linfécitos T CD8+ de animais infectados. Os
resultados apresentados na Figura 21D foram obtidos usando o camundongo
GREAT que expressa o gene YFP no promotor IFNy. A expressao de YFP por

linfécitos T CD4" e linfocitos T CD8" aumentou, respectivamente, de 2.16% para
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8.99% e 3.94% para 14.4%, quando comparado animais controle com infectados.
Nos animais GREAT infectados com PbA e tratados com E6446 somente 3.05% e
4.60% de linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+ expressaram YFP, respectivamente.
Para avaliar a contribuicdo de células NK para a diferenciacdo de MO-DCs, foi
utilizado animais RAG™, o qual é deficiente em linfécitos T. Foi observado em
animais RAG™ infectados, que iMOS nao se diferenciaram em MO-DCs. Estes
resultados indicam que IFNy e/ou outros sinais provenientes de células NK ndo s&o o
suficiente para promover a diferenciagdo de MO-DCs (Figura 21E). Como
consequéncia da inibicdo da producédo de IFNy por linfécitos T, o tratamento com
E6446 também inibiu a expressdo de mRNA de CXCL9 e CXCL10 (Figura 21F) bem
como RFP (CXCL9) e BFP (CXCL10) por MO-DCs de animais REX3 infectados

(Figura 21G).
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Figura 21. Tratamento com E6446 inibe a expressdao de IFNy por linfécitos T bem como de CXCL9 e
CXCL10 em MO-DCs. Animais C57BL/6, GREAT, e REX3 foram infectados com PbA e tratados com E6446 (120
mg/Kg/dia) ou veiculo do dia -1 a 3 ap6s infeccdo. A. Bagos foram coletados de animais WT nos dias indicados,
o RNA total foi extraido e os niveis de expressdo de mRNA de IFNy foram analisado por qPCR. Resultados
foram normalizados pela expressdo de RNA de (2 microblobulina. B. Soro de animais C57BL/6 infectados foi
coletado em diferentes tempos apos infecgéo e usado para medir IFNy por CBA. O efeito inibitério de E6446 em
niveis circulantes de IFNy foi avaliado no sexto dia apds infecgéo (painel da direita). C. Animais C57BL/6 foram
tratados ou ndo com E6446 e os bagos foram coletados no quinto dia apds infecgdo. Grafico de barras
correspondem a porcentagem de células naive (CD62L"9"CD44°%) por células efetoras ativadas
(CD62L"°"CD44"9") CD4" T (panéis superiores) e CD8" T (painéis inferiores). D. Esplendcitos de animais GREAT
infectados foram estimulados com PMA (50 ng/mL) e ionomicina (500 ng/mL) por quatro horas em cultura
contendo brefeldina A e em seguida, submetidos a citometria de fluxo. Células YFP positivas foram consideradas
como produtoras de IFNy em células T CD4" (painel superior) e células T CD8" (painel inferior). E. Bagos de
animais WT e RAG™ infectados com PbA ou n&o foram coletados e a frequéncia de MO-DCs foi analisada por
citometria de fluxo. Painéis da direita e esquerda mostram a frequéncia de F4/80" CD11b" DC-SIGN" MHCII"" e
a expressado de CD11c em MO-DCs respectivamente. F. gqRT-PCR e G. analise por citometria de fluxo revelaram
que o tratamento com E6446 inibe da expressdo de mRNA de CXCL9 e CXCL10 no bago, assim como na
expressao de proteinas RFP (CXCL9) e BFP (CXCL10) em MO-DCs do bago de animais infectados com PbA
C57BL/6 e REX3 respectivamente. Resultados apresentados nos painéis C,D,.E e F s&o representativos de
experimentos distintos com trés ou cinco animais por grupo. Diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas quando *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 como indicado pelo teste t student.
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5.2.6 O recrutamento de MO-DCs para o SNC em animais infectados com PbA é
dependente de IFNy

Os resultados apresentados nas figuras 22A e 22B mostram que a
expressdo de mRNA relacionado a CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10 e
IFNy ndo é observada ou é reduzida no cérebro de animais IFNy” infectados com
PbA ou animais C57BL/6 infectados com PbA e tratados com E6446. Uma vez que
MO-DCs expressam CCR2 (receptor para CCL2) e CCRS5 (receptor para CCL3,
CCL4 e CCL5), avaliou-se o surgimento de MO-DCs no cérebro de animais IFNy”
infectados com PbA bem como animais C57BL/6 tratados com E6446. Foi
observado que, a migragdo de MO-DCs para o cérebro de animais IFNy"' infectados
e C57BL/6 tratados com E6446 foi afetada (Figura 23C). Consistente com a
importancia de MO-DCs no recrutamento de linfocitos T CD8+ e o desenvolvimento
da MCE, o nimero de linfocitos T CD8" foi reduzido, mas nao foi ausente no SNC de

animais IFNy” ou C57BL/6 tratados com E6446, ambos infectados com PbA.
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Figura 22. Expressao de quimiocinas e o surgimento de células hematopoiéticas cD45"e" para o SNC de
animais infectados com PbA é dependente de IFNy. A expressdo de mRNA de CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CXCL9, CXCL10 e IFNy foi analisada no cérebro de animais controles ou infectados com PbA. A. Andlise génica
em animais IFNy-/- e C57BL/6 controles ou infectados com PbA (7 dias apds a infecgédo). B. Animais C57BL/6
controles, infectados (7 dias apds a infecgéo), tratados com E6446 (120 mg/kg/dia) ou veiculo. O RNA total foi
extraido e os niveis de expressdo de mRNA foram analisado por gPCR. Resultados foram normalizados pela
expressao de RNA de 2 microblobulina. C. Analise por citometria de fluxo de MO-DCs do cérebro (CD45h'ghCD3'
CD8CD11b*Ly6C*CD11¢’'DC-SIGN") de animais controles ou infectados com PbA, IFNy-/- ou C57BL/6 tratados
ou ndo com E6446. Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando *, p<0,05; **, p<0,01;
*** p<0,001 como indicado pela analise two-way ANOVA.
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5.2.7 O recrutamento de MO-DCs para o SNC em animais infectados com PbA é
dependente de CCR5

Hipotetizou-se que CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 sao responsaveis pelo
recrutamento de MO-DCs para o SNC de animais infectados com PbA. Nos
resultados apresentados na Figura 23A, indicam que MO-DCs migram através de
ambos gradiante de CCL2 ou CCL5, embora CCL5 mostrou-se mais eficiente.
Também foi observado um efeito aditivo das duas quimiocinas. Como CCL2 e CCR2
sdo importantes no recrutamento de iIMOS durante a infeccdo com Toxoplasma

gondii and P. chabaudi’’®®

, avaliou-se o papel de CCR2 no desenvolvimento da
MCE. O niimero de MO-DCs no SNC de animais CCR2™ infectados com PbA, foi
marginalmente reduzido (Figura 23B). Além disso, a frequéncia e o numero de MO-
DCs no SNC de animais CCR5" infectados com PbA foram drasticamente reduzidos
(Figura 23C). Consistente com o nimero de MO-DCs no SNC, animais CCR5"", mas
ndo CCR2™, foram mais resistentes ao desenvolvimento da MCE que os animais WT
infectados com PbA (Figura 23D). Mais de 80% de MO-DCs no SNC de animais
C57BL/6 infectados expressaram CCRS5. Entretanto, menos de 10% de linfocitos T
CD4" e linfécitos T CD8" expressaram CCR5, enquanto mais de 90% expressaram
CXCR3 (Figuras 24A e 24B). Consequentemente, hipotetizou-se que CCRS5 €& um
receptor chave para o recrutamento de MO-DCs para o SNC enquanto CXCR3 e
seus ligantes CXCL9 e CXCL10 sao responsaveis por atrair linfocitos T. Por fim,
foram realizado experimentos in vivo para avaliar o papel de CCRS no recrutamento
de MO-DCs para o SNC. Células MO-DCs purificados de bagos de animais WT ou
CCRS5™ infectados com PbA foram transferidas para animais WT no quinto dia apds

a infecgdo e a migragdo de MO-DCs marcadas com CFSE foi avaliada por 15 a 60

min apds a transferéncia celular. Foi observado um aumento na frequéncia de
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células MO-DCs de animais WT na microvasculatura e no parénquima do SNC.
Células MO-DCs de animais CCR5™ infectados com PbA foram menos eficientes na
migracgéo para o SNC de animais WT infectados. Nenhuma migragdo de MO-DCs foi

observada para o SNC de animais controles ou nao infectados (Figura 24C).
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Figura 23. Aumento da resisténcia de animais CCR5" ao desenvolvimento da MCE. A. Migragao in vitro de
células MO-DCs para diferentes concentragdes de CCL2, CCL5 ou a combinagéo de ambos. B. Analise por
significativa na frequéncia e numero absoluto de CD45"®"CD11c¢*CD11b"DC-SIGN"MHCII'F480°Ly6C* no
cérebro de animais CCR2™ infectados com PbA. C. Analise por citometria de fluxo de MO-DCs no SNC em
animais WT e CCR5-/- infectados com PbA. A frequéncia de CD45""CD8'CD3'CD11¢"CD11b"DC-SIGNLy6C"
é significantemente menor no cérebro de animais CCR5™ infectados com PbA. Resultados representativos da
citometria de fluxo sd0 apresentados ap6s a janela em CD45"" para leucécitos, excluindo células CD46™™ e
CD45". D. Curva de sobrevivéncia de animais C57BL/6, CCR2" e CCR5™ infectados com PbA. Os resultados
sdo representativos de dois experimentos independentes com trés a cinco animais por grupo. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando * p<0,01 como indicado pelo teste t student. A curva de
sobrevivéncia foi analisada pelo teste log-rank e animais CCR5™ apresentaram-se mais resistente a infecgao por
PbA, quando comparado com animais CCR2" ou WT (p<0,01).
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Figura 24. Migracdo de células MO-DCs para o SNC de animais infectados com PbA é dependente de
CCRS5. A. Analise por citometria de fluxo de células MO-DCs e linfécitos T expressando CXCR3 bem como CCR5
no SNC de anlmals mfectados com PbA. CMNC de animais infectados com PbA obtidas na janela inicial CD45""
e entdo CD3'CD8" ou CD3 CD4 e anallsadas quanto a expressdo de CXCR3 e CCR5. Células CD45 high foram
selecionadas em CD11b*Ly6C"MHCII'CD11c¢” e logo apds analisadas quanto a expressdo de CCR5. B. Graficos
superiores mostram a frequéncia de linfécitos T CD4”, linfécitos T CD8" bem como MO-DCs no cérebro de
animais C57BL/6 em diferentes tempos apods infeccdo com PbA. Painéis inferiores mostram a frequéncia de
linfécitos T CD4" e linfocitos T CD8" expressando CXCR3 e CCRS5, e também MO-DCs expressando CCR5. C.
Imagens in vivo de MO-DCs no SNC de animais infectados com PbA. Células MO-DCs enriquecidas foram
obtidas de animais WT e CCR5™ no quinto dia apds infec¢do, coradas com CFSE e transferidas para animais
WT infectados e controles. A presenga de células marcadas com CFSE foi detectada na microvasculatura e no
parénquima cerebral por microscopia confocal entre 15 a 60 min apds o indculo das células pelo plexo orbital. Os
resultados sdo representativos de quatro experimentos independentes. Diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando * p<0,01 como indicado pelo teste t student.
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6 DISCUSSAO

A malaria € uma das doengas mais importantes do mundo, e afeta
aproximadamente 200 milhdes de pessoas por ano, causando altas taxas de
morbidade e mortalidade em aproximadamente meio milhdo de criancas
anualmente®. O paroxismo, uma das principais respostas fisiopatoldgicas a infecgao
por Plasmodium, é caracterizado por ciclos agudos de febre alta acompanhada por
calafrios, que coincidem com a ruptura sincronizada de glébulos vermelhos
(hemacias) e a liberagdo de parasitas. Embora a febre possa ajudar na defesa,
retardando o crescimento de agentes patogénicos, ela também esta associada a
diversos processos patoldgicos, tais como sintomas associados a sepse como
cefaleia, mialgia, letargia, assim como insuficiéncia respiratoria e manifestacdes
neurolégicas que causam morbidade e mortalidade na malaria®.

O objetivo geral desta tese foi o de estudar os mecanismos pelos quais a
infeccdo com Plasmodium ativa o sistema imune inato, levando a inflamagéo
sistémica e tecidual, que causam muitos dos sintomas e sinais da malaria. Em
primeiro lugar, utilizando amostras de pacientes com malaria, interrogamos sobre o
papel pro-inflamatorio de ICs durante malaria. Em um segundo capitulo, estudamos
a diferenciacédo e o papel de células MO-DCs na malaria cerebral murina. De uma
maneira geral nossos estudos indicam que a ativagdo de mondcitos e DCs por IFNy
endogeno e acido nucleicos do parasita tem um importante papel na ativagdo do

sistema imune inato e na patogénese da malaria.
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6.1 Papel dos ICs na ativacao das células do sistema imune inato

Os ICs sao considerados parte da defesa imunitaria contra antigenos
soluveis. Sua formagao se da quando anticorpos policlonais se ligam a antigenos
polivalentes gerando um amplo complexo antigeno-anticorpo. S&o consequéncias
inevitaveis de uma resposta imune efetiva, no intuito de eliminar patogénos. Em
alguns casos, a formagédo excessiva de leva a sua deposi¢do em tecidos com
sequelas devido a atividade pro-inflamatéria dos ICs. A eliminacdo de ICs € um
processo delicado, e sua retencdo nos tecidos esta associada a uma variedade de
doencas de cunho inflamatério, devido a fixagdo de complemento e ativagdo de
células do sistema imune inato através de receptores Fcy*®°".

LES é considerado uma doenca autoimune que apresenta altos niveis de ICs
circulantes, principalmente contra antigenos nucleares proprios, tais como histonas e
acidos nucléicos, principalmente DNA de cadeia dupla (dsDNA). Estes ICs sé&o
depositados em orgaos, mantendo uma resposta inflamatéria, o que leva a
sintomatologia da doenga*®.

Tendo em vista a importancia de acidos nucléicos na formacéo de ICs e na
ativacao de células da imunidade inata, torna-se importante o estudo do papel deste
agregado molecular na patogénese da malaria. O DNA e o RNA derivado do
Plasmodium estimulam TLRs e receptores citosolicos que ativam TBK1, STING e via
IRF3, além de induzirem a formacdo de plataformas multiprotéicas, os
inflamassomas. Como consequéncia, eles ativam tanto a via de transcricdo NF-kb
quanto IFN do tipo 1**°®. Contudo, como os &cidos nucléicos do parasita se tornam
acessiveis a receptores intracelulares da imunidade inata ainda ndo é bem

compreendido.
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Estudos recentes demonstram que a hemozoina, um polimero da molécula
heme, formada durante a degradagcdo da hemoglobina pelo parasito e liberada na
ruptura de globulos vermelhos, tem um papel importante no transporte de DNA para
o meio intracelular. A hemozoina nativa se liga ao DNA do Plasmodium carreando
para o fagolisosoma de células fagociticas, quando €& fagocitada por mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. Deste modo, ao atingir o compartimento
endossomal o DNA do parasita ativa o TLR9. Além disso, os cristais de hemozoina
desestabilizam a membrana do fagolisossomo, liberando o seu conteudo, que inclui
acidos nucléicos do parasito, para o citosol da célula do hospedeiro, culminando na
formacdo de inflamassomas e ativando outros receptores citosolicos que
reconhecem DNA e RNA*?43,

Além disto, a fagocitose de glébulos vermelhos infectados também pode
resultar na liberacdo de hemozoina e acidos nucleicos do parasito no fagolisossomo
e, consequentemente, culminando da ativacdo dos TLRs e receptores da imunidade
inata citosolicos. Portanto, a opsonizagdo por IgG, que medeia com eficacia a
fagocitose de globulos vermelhos infectados bem como componentes do parasito,
deve contribuir para a ativacdo da imunidade inata durante a malaria. O papel dos
anticorpos como carreadores de componentes do parasita para o interior de células
fagociticas, quer seja através formacdo de ICs ou opsonizacdo de globulos
vermelhos infectados parecem ser especialmente relevantes na infeccdo com P.
vivax, uma vez que na infeccdo com esta espécie do Plasmodium a parasitemia e o
nivel de depdsitos de hemozoina sao bem menores que na infeccdo com P.
falciparum™®.

Os resultados apresentados nesta tese, indicam como previamente descrito

48,67,68
[SRaiE

para o LE , que ICs presentes na circulagao de pacientes com malaria contém



108

DNA, do parasita, e estimulam mondocitos a expressar uma assinatura transcricional
induzida pelo fator de transcricdo NF-kb. Além disso, observamos que os ICs
isolados do soro de pacientes com malaria causada por P. vivax ou P. falciparum
induzem a produgdo de citocinas pro-inflamatorias por mondcitos inflamatérios.
Neste estudo, também observamos que ICs, purificados de pacientes com malaria,
induzem a formacgao de inflamassomas contendo NLRP3 e ASC bem como AIM2 e
ASC em mondcitos humanos. Sendo assim, hipotetizamos que ICs dos pacientes
com malaria se ligam a receptores Fcy e sdo internalizados, liberando DNA do
parasito no fagolisossomos e posteriormente no citosol de mondcitos, onde eles
ativam TLRs endossomais e AIM2, respectivamente. A inducdo e a formacéo de
inflamassomas e a ativacdo de caspase-1 requer a ativacdo da via NF-xB, por
exemplo, por agonistas de TLR ou citocinas, que levam a expressdo dos
componentes do inflamassoma (NLRs, pré-caspase-1 e pré—IL1[3)69. Acreditamos
que, de forma analoga a hemozoina, os ICs circulantes em pacientes com malaria
transportam DNA do Plasmodium, ira ativar os TLRs endosomais, tais como TLR7,
TLR8 e TLR9, servindo como primeiro sinal para a indugcdo de inflamassomas.
Simulataneamente, os ICs induzem instabilidade na membrana de fagolisossomos e
liberam seus componentes no citosol da células, induzindo a formagao de

inflamassomas como NLPR3 e AIM2 em mondcitos humanos.
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Figura 25. Ativacao de receptores da imunidade inata por hemozoina (Hz) ou imunocomplexos
(ICs). Internalizagdo de Hz ou ICs resulta na liberagdo de DNA do parasito no fagolisossomo, onde
havera a ativagdo de TLR9. Hz e ICs desestabilizam a membrana do fagolisossomo liberando o seu
conteudo. No citosol de células hospedeiras, os cristais de Hz e ICs ativam NLRP3, enquanto o DNA
do parasito ativa AIM2 e cGAS. A ativagdo desdes receptores da imunidade inata resulta na
expressao de genes que codificam IFN do tipo | e de outras citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-18 e
TNF-0). A ativagédo destas vias da imunidade inata é a base da inflamacao sistémica, sintomas e
sinais da malaria.

Os mondcitos constituem uma populagdo de células heterogéneas,
constituindo a primeira linha de defesa contra microrganismos. Estas células podem
ser distinguidas pela expressao de CD14%*. Diferentes membros da familia dos
receptores Fcy podem estar com a expressdo aumentada ou diminuida durante os
processos infecciosos. Por exemplo, a ativagdo de FCyRIIIA (CD16a) ou FCyRI
(CD64) promove uma resposta pro-inflamatéria, aumentando a capacidade de

endocitose e fagocitose de ICs, enquanto FCyRIIB (CD32) leva a uma resposta anti-
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inflamatdria. Sendo assim, a sinalizagdo simultdnea de ativacdo e inibicdo de
receptores Fcy define um limiar para a ativagdo celular impedindo uma resposta
inflamatdria excessiva. De acordo com os resultados encontrados, apds estimulo
com ICs, mondcitos CD14" FCyRI(CD64)" CD16(FcyRIIIA)* CD32(FcyRIIB)" sdo as
principais fontes de citocinas pro-inflamatorias em células mononucleares de sangue

periférico de pacientes com malaria®®’

. Deste modo, o aumento da expressao de
FcyRl e FcyRIIIA associada a uma diminuigdo da expressdo de FcyRIIB® em
mondécitos de pacientes com malaria parece tender a uma producédo excessiva de
citocinas e a uma resposta inflamatoria sistémica.

Além disso, as citocinas sao também de grande importancia para determinar
a capacidade de ICs de estimular respostas pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias*®.
Por exemplo, dependendo da forma clinica da doencga, a infeccdo com Leishmania
induz uma resposta pré-inflamatoéria ou anti-inflamatoéria caracterizadas por produgao
elevada de TNFo/IFNy ou IL-10, respectivamente’®. Observamos que em pacientes
com malaria na fase aguda, ICs induzem mondcitos a produzirem altos niveis de
TNFa e IL-1p e baixos niveis de IL-10. Este padrdo na produgao de citocinas muda
para anti-inflamatério apés o tratamento e cura parasitolégica do individuo. Da
mesma forma, mondcitos de doadores saudaveis estimulados com ICs produzem
elevados niveis de IL-10 e baixos niveis de TNFa e IL-13, enquanto apos a
sensibilizagdo com IFNy, a produgdo de citocinas pro-inflamatérias se torna
dominante. Como demonstrado em nossos estudos, a citocina IFNy promove a
expressao de CD64, enquanto inibe a expressdo de CD32. Além disto, a um
aumento na frequéncia dos mondcitos CD16™ na circulagdo de pacientes com
malaria aguda, explicando em parte a mudancga funcional destas células durante a

malaria.
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E importante mencionar que em estudos prévios, observou-se que criancas
africanas com malaria grave, infectadas com P. falciparum, apresentaram niveis
elevados de ICs circulante, quando comparado com adultos ou criangas com a
doenca moderada’’'. Além disso, trabalho mostram que adultos sintomaticos bem
como criangas africanas infectadas com P. falciparum s&o hiper responsivos a
agonistas de TLR, como por exemplo CpG**. Por outro lado, individuos imunes na
Africa, que estdo continuamente expostos ao P. falciparum, sdo mais tolerantes a
doenga e menos responsivos a agonistas de TLR9"®, e portanto, devem ser menos
responsivos a ICs contendo DNA que estdo em altos niveis na circulagdo de
pacientes com malaria. Concluindo, muitos sinais e sintomas da malaria sao
resultado da ativacdo excessiva de células da imunidade inata. Nossos dados
fornecem evidéncias que ICs sdo de grande importancia neste processo.

Apesar das diferentes manifestacbes clinicas e etiologia, existem
similaridades entre a malaria e o lupus eritematoso sistémico (LES). Em ambas as
doencas, DNA e RNA sao responsaveis por ativar receptores da imunidade inata e
induzir inflamacdo sistémica****#4. A ativacdo de sensores de acidos nucléicos via
TLRs pode ser patogénica ou conferir protegcdo, tanto no LES quanto na malaria®®.
Da mesma forma, o TNFq, citocina induzida pela ativacdo de TLRs pode mediar
resisténcia ou patogénese, seja no LES, seja na malaria®®*’. Curiosamente, por
muitas décadas, diferentes medicamentos contra a malaria tém sido utilizados
regularmente no tratamento do LES, como por exemplo a cloroquina. O mecanismo
de acao destas drogas caracteriza-se por elevar o pH de lisossomas e, por
conseguinte, previne a ativacdo de TLRs endossomais, isto ¢ TLR7, TLR8 e TLR9*.
E de grande importancia a compreens&o de como os &cidos nucléicos tém acesso

aos TLRs endossomais para o entendimento da patogénese do LES e da malaria.
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No LES, imunocomplexos (ICs) contendo anticorpos patogénicos anti-DNA de
dupla fita podem ser importantes transportadores de DNA e RNA humano para o
compartimento intracelular de células B e fagdcitos, onde ativam TLRs endossomais
e outros sensores citosélicos de DNA. E importante ressaltar que elevados niveis de

ICs, também s&o encontrados em pacientes com malaria®®4°8,

Contudo, a
importancia de ICs contendo DNA na ativagdo de células da imunidade inata e
patogénese da malaria é desconhecida.

A familia de receptores Fcy pode ser classificada de acordo com a homologia
estrutural, afinidade e especificidade as subclasses de IgG, expresséo nas células e
fungdes bioldgicas, obtendo um papel importante na internalizacdo de ICs por
células do sistema imune inato. Uma vez ligado a por¢do Fc de IgGs, estes
receptores podem ser classificados como receptores de ativagdo (FcyRl - CD64,
FcyRIll - CD16) ou de inibigao (FcyRIl - CD32). Isso resulta na sua capacidade de
estimular ou inibir fungbées como fagocitose, citotoxicidade, degranulagéao,
apresentacdo de antigenos e produgdo de citocinas via ITAM (do inglés,
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ou ITIM (do inglés, immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif)*°.

De acordo com as fungbes biolégicas e localizagdo no cromossomo, 0s
receptores Fcy podem estar relacionados a suscetibilidade ao LES. Um grande
numero de polimorfismos tem sido descrito entre as sequéncias génicas que
codificam os receptores FcyRlla, lIb e IlIb. Além do mais, polimorfismos de um unico
nucleotideo (SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism) observados nestes
genes apresentam funcdes bioldgicas diferentes entre os gendtipos encontrados***°.

A incidéncia de LES €&, em média, trés vezes maior em populagdes africanas

ou asiaticas que em caucasianos. Nestas populagcdes observa-se uma maior
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frequéncia de homozigose associada a FcyRIIB'#*2. Essa alteracdo é comumente
encontrada em regides endémicas de malaria. Uma disfuncdo em FcyRIIB pode
resultar numa vantagem para a sobrevivéncia contra a doenga. Em humanos, a

expressdo de FcyRIIB™*

aumenta a fagocitose de eritrécitos infectados com P.
falciparum opsonizados por macréfagos in vitro. Além disso, a homozigose para
FcyRIIB™* esta associada a uma protecdo consideravel contra a maldria grave em
criangas do Kénia. Portanto, a perda da fungc&o do polimorfismo no gene que codifica
o FcyRIIB, protege contra a maldria porém, aumenta a suscetibilidade ao LES®".

Contudo, estudos sugerem que os ICs parecem ter um importante papel na

patogénese da malaria.

6.2 Papel de monécitos e DCs durante a malaria

As DCs e iIMOS desempenham papéis importantes na resisténcia ao
Plasmodium e patogénese da malaria. De fato, ha uma distribuicdo dindmica dos
iIMOS e subpopulagdes de DCs no bago de animais com infecgdo aguda, que varia
de acordo com o tempo de infecgdo, espécie do Plasmodium e sua viruléncia®.
iIMOS e DCs podem internalizar e destruir os globulos vermelhos infectados no bago
e mediar a resisténcia a infecgdo P. chabaudi em camundongos. Além disso, as DCs
durante a fase eritrocitica na infeccdo por P. chabaudi s&do capazes de produzir
elevados niveis de IL-12 que induzem a produgao de IFNy por linfocitos T e células
NK. Por sua vez, IFNy ativa os macrofagos, e estes produzem metabdlitos
potencialmente toxicos, tais como espécie reativa de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS), que mediam a resisténcia do hospedeiro a infecgdo por Plasmodium em

camundogos’®.
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Os iIMOS e DCs também desempenham um papel fundamental na resposta
inflamatoria deletéria e patogénese da malaria em roedores. As DCs promovem o
aumento de citocinas no sangue e perda de peso em animais infectados com P.
chabaudi®®. Tanto iIMOS quanto DCs sd0 necessarias para o recrutamento de células
T CD8" e o desenvolvimento da neuroinflamacdo observada na malaria
murina®* ">’ No modelo da MCE, observamos que a maioria das células CD11c"
MHCII™" no baco de animais infectados com PbA, também é DC-
SIGN""CD11b*F4/80", consistente com o fendtipo de MO-DCs. Em estudos prévios
utilizando o modelo murino com P. chabaudi, observou-se em IMOS, a baixa
expressédo de CD11c, bem como uma reducgéo na frequéncia de células CD11¢c” que
s30 CD11b*F4/80""""®. Os resultados apresentados nesta tese sugerem que em
animais infectados com PbA, IMOS e MOs esplénicos sao progenitores das MO-
DCs. Ao passo que a frequéncia e o numero de MO-DCs estdo aumentadas
significativamente, os mesmo paréametros para iMOS e MOs estao diminuidos, entre
as células CD11b*F4/80" do bago de animais infectados com PbA. Ademais, a
populacdo de células MO-DCs apresentam variagbes na expressao de Ly6C.
Enquanto iMOS sao classicamente Ly6C"", propomos que células Ly6C"" MO-DCs
s30 recentemente diferenciadas, enquanto Ly6C°" MO-DCs sdo totalmente
diferenciadas. Notavelmente, determinamos que células MO-DCs induzidas pela
malaria, e ndo iIMOS ou MOs, expressam elevados niveis de CCRS5, CXCL9 e
CXCL10 que sao de grande relevancia para o desenvolvimento MCE.

Apos estimulo microbiano por meio de TLRs ou citocinas, iMOS podem se
diferenciar em macrofagos ou MO-DCs, migrando para orgaos linféides e n&o
linféides®”"®. O IFNy tem um papel fundamental na resisténcia do hospedeiro a

infeccdo por Plasmodium. Além disso, € um importante mediador na patogénese da
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malaria. O aumento de IFNy circulante durante a infecgdo por Plasmodium, leva a
uma sensibilizacdo pré inflamatéria que promove a inflamagao sistémica®®. No caso
da MCE, o tratamento com anticorpos neutralizantes anti-IFNy ou a infeccédo em
camundongos IFNy” com PbA impede a neuroinflamacdo e consequentemente a
letalidade. Diferentes fungdes sdo atribuidas para o IFNy no desenvolvimento de
MCE, que inclui o aumento na produgao de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas,
bem como o aumento da expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais

1%, Muito importante para este estudo, animais CXCL9™",

da vasculature cerebra
CXCL10" e CXCR3™" apresentam um infiltrado menos intenso de células T CD8" no
SNC e sao mais resistentes ao desenvolvimento de MCE®'. De acordo com os
nossos resultados, a diferenciagdo de MO-DCs € prejudicada e a expressao de
CXCL9 e CXCL10 é abolida em animais IFNy” ou IFNyR". J4 a expresséo de CCR5
por MO-DCs parece ocorrer independente da produgao de IFNy.

Diferentes estudos sugerem que TLR7 e TLR9 sdo importantes receptores
que estdo envolvidos na ativagdo de DCs e na produgdo de IL-12 e
consequentemente de IFNy, tanto na malaria humana, quanto no modelo murino
experimental*>°°#28% No presente estudo observamos que o composto lisossomo-
tropico (E6446), que se liga ao RNA e DNA e bloqueia a ativagdo dos receptores
TLR7 e TLR9, previne o desenvolvimento da MCE. Quando administrado durante os
primeiros trés dias de infeccdo, o tratamento com E6446 inibe a ativacdo e a
produgéo de IFNy por ambas as células T CD4" e T CD8". Como consequéncia, a
expressdo de CXCL9 e CXCL10 por MO-DC n&o foi induzida em animais infectados

com PbA e tratados com E6446. Estes resultados corroboram estudo anterior que

mostra que IFNy produzido pelas células T CD4" induz a expressdo de CXCL9 e
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CXCL10 e promove o recrutamento de células T CD8" patogénicas para o cérebro
de animais infectados com PbA™.

No nosso trabalho também observamos o surgimento de MO-DCs CXCL9"
CXCL10" no cérebro de animais infectados com PbA. Células hematopoiéticas (CD3"
CD8‘CD45hi9h) apresentaram-se em numero elevado, sendo que, a maior parte
delas, expressa CD11b, F4/80, DC-SIGN, Ly6C, MHC Il e CD11c. O aumento da
frequéncia de MO-DCs CCR5'CXCL9" CXCL10" coincidiu com o aumento na
expressao de mRNA de CXCL9 e CXCL10 no SNC de animais infectados com PbA.
Também foi observado que MO-DCs CD45"9" s0 as principais fontes de CXCL9 e
CXCL10 (células RFP" BFP*) no cérebro de animais REX3 infectados com PbA.
Sendo assim, MO-DCs CCR5"CXCL9'CXCL10" parecem desempenhar um papel
fundamental no recrutamento e ativagdo de células T CD4" e T CD8" durante a
MCE.

Um questdo importante gerada pelos nossos resultados é se MO-DCs
diferenciam de iMOS recrutados para o SNC ou se sao diretamente recrutados do
baco a partir de MO-DCs esplénicos CCR5" CXCL9" CXCL10*. Com base na
literatura, salienta-se que tanto IMOS quanto MO-DCs expressam CCR2.
Demonstra-se que CCL2 e CCR2 sao importantes no egresso de iMOS da medula
0ssea, bago e na migracéo para o local da infecgdo e na resisténcia do hospedeiro
aos protozoarios P. chabaudi e Toxoplasma gondi®*®. Contudo, observamos que a
frequéncia de MO-DCs no cérebro de animais CCR2" infectados com PbA foi
marginalmente afetada e a suscetibilidade a MCE nZo se alterou. E importante
ressaltar que, como dito anteriormente, o numero total de iIMOS no bago foi
consideravelmente reduzido em animais CCR2" infectados com PbA. De acordo

com nossos dados, observamos um aumento na populagdo de MOs (CD11cMHCII
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DC-SIGN) que se tornaram Ly6C"9" dentro de esplendcitos que sdo CD11b e F4/80
positivos em animais CCR2" infectados com PbA. Com isso propomos que em
animais CCR2™" infectados, MOs Ly6C"9" sao os principais precursores de MO-DCs.

Em nosso trabalho também observamos que as MO-DCs induzidas pela
malaria experimental expressam elevados niveis de CCR5. O mesmo nao foi
observado em iMOS. Animais CCR5" apresentam mais resisténcia a infecgdo por
PbA porém, o mecanismo pelo qual o CCR5 medeia a MCE nao € bem definido. A
auséncia de CCR5 néo teve impacto na diferenciagdo de MO-DCs no bacgo, mas
afetou claramente o surgimento de MO-DCs no cérebro de animais infectados com
PbA. Todos os agonistas de CCR5 (CCL2, CCL3 e CCL5) sao expressos no cérebro
de animais infectados com PbA e podem agir em conjunto para recrutar MO-DCs
CCR5" CXCL9" CXCL10". Embora células T CD8" CXCR3" ndo expressem CCR5,
sua migragcdo para o cerebro também foi comprometida em animais CCR5™
infectados. Estes resultados sdo consistentes com a hipétese de um circuito de
amplificagdo entre MO-DCs (fonte importante de ligantes ao CXCR3) e linfocitos T
CD8" (fonte importante de ligantes CCR5) no recrutamento durante a MCE, como foi

recentemente proposto para células monociticas Ly6C" e células T CD8".
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Figura 26. Células dendriticas derivadas de monécitos (MO-DCs) na malaria cerebral experimental. A
infeccdo com PbA leva a ativagdo de DC convencionais e induz a diferenciagdo de mondcitos inflamatdrios
(iMOS) por meio de IFNy para MO-DCs do bago que expressam altos niveis de CCR5, CXCL9 e CXCL10 (MO-
DCs CCR5+ CXCL9+ CXCL10+). Hipotetizamos que apos a diferenciacdo , MO-DCs CCR5+ CXCL9+ CXCL10+
migram para o sistema nervoso central em resposta aos ligantes de CCR5 (CCL3, CCL4 e CCL5) amplificando o
recrutamento de linfécitos T CD8+, iniciado por células endoteliais expressando CXCL10 e promovendo o
desenvolvimento de MCE.

Concluindo, como ilustrado na figura 26 nossos dados s&do consistentes com
o modelo de malaria cerebral onde a infeccdo com PbA induz uma diferenciagao
massiva de MO-DCs no bacgo, o qual posteriormente emerge no SNC mediando a
MCE. A diferenciacdo e a ativagdo de MO-DCs no bagco € mediada por IFNy e
receptores de acidos nucléicos. Estas células entdo, migram para o cérebro, de uma
forma dependente da expressao de CCRS5, levando a um aumento da expressao de
CXCL9 e CXCL10 e o recrutamento de linfécitos T patogénicos CXCR3"CD8", no

SNC de animais infectados com PbA.
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7 CONCLUSAO

Como conclusdo, muitos dos sinais e sintomas da malaria sao resultado da
ativacdo excessiva das células da imunidade inata. O presente trabalho fornece
evidéncias de que ICs sdo importantes nesse processo. Baseado em nossos
resultados, ICs parecem transportar DNA do parasito ao compartimento interior de
células do hospedeiro, tornando-os acessiveis aos sensores intracelulares da
imunidade inata, incluindo a ativagao de inflammasomas e liberacéo de IL-1[3.

Além disso, apo6s se diferenciarem no bago, MO-DCs migram para o cérebro
de uma maneira dependente de CCR5 e independente de CCR2, amplificando o
influxo de linfocitos T CD8" contribuindo para a patogénese da malaria, levando a

inflamacgé&o neurologica letal.
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DNA-Containing Immunocomplexes Promote Inflammasome
Assembly and Release of Pyrogenic Cytokines by CD14+ CD16+
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ABSTRACT High levels of droulating immunocomplexes (ICs) are found in patients with either infectious or sterile inflamma-
tion. We report that patients with cither Plasmodium falciparwm or Plasmodimm vivax malaria have increased levels of circalat-
ing anti-DNA antibodies and ICs containing parasite DNA. Upon stimulation with malaria-induced 1Cs, monocytes express an
NF-xB transcriptional signature. The main source of IC-induced proinflammatory cytokines (Le., tumor necrosis factor alpha
[TNF-a| and interleukin-1§ [IL-1§])in peripheral blood mononudear cells from acute malaria patients was found to bea
CD14+ CDI16 (FcyRIIA)* CD64 (FoyRI)™eb CD32 (FoyRIIB f monocyte subset. Monocytes from convalescent patients were
predominantly of the dassical phenotype (CD14+ CD16-) that produces high levels of IL-10 and lower levels of TNF-a and
IL-1f in response to ICs. Finally, we report a novel role for the proinflammatory activity of ICs by demonstrating their ability to
induce inflammasome assembly and caspase-1 activation in human monocytes. These findings illuminate our understanding of
the pathogenic role of ICs and monocyte subsets and may be relevant for future development of immunity-based interventions
with broad applications to systemic inflammatory diseases.

IMPORTANCE  Every year, there are approximately 200 million cases of Plasmodinwm falciparum and P. vivax malaria, resulting
in nearly | million deaths, most of which are children. Decades of rescarch on malaria pathogenesis have established that the
dinical manifestations are often a consequence of the systemic inflammation elicited by the parasite. Recent studies indicate that
parasite DNA is a main proinflammatory component during infection with different Plasmodium species. This finding resembles
the mechanism of disease in systemic lupus erythematosus, where host DNA plays a central role in stimmlating an inflammatory
process and self-damaging reactions. In this study, we disclose the mechanism by which ICs containing Plasmodium DNA acti-
vate innate immune cells and consequently stimulate systemic inflammation during acute episodes of malaria. Our results far-
ther suggest that Toll-like receptors and inflammasomes have a central role in malaria pathogenesis and provide new insights
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are many parallds between malaria and systemic hapus ery-
thematosus (SLE). Inboth diseases, nudeic acids are thonght to be
responsible for activating innate immune sensors and promoting
systemnic inflammation (1-4). Activation of nudeic-acid-sensing
Toll-like receptors (NAS-TLRs) may be either pathogenic or pro-
tective in both SLE (5-8) and malaria (9-12). Likewise, tamor
necrosis factor alpha (TNF-«), a cytokine indoced by TLR activa-
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cither disease (13-16). Intriguingly, for many decades effective
antimalarial drugs have been used to treat SLE patients. These
drugs accarmulate in lysosomes, where they raise the pH, and are
thonght to mitigate the symptoms of SLE by preventing activation
of endosomal TLRs (17).

How nudeic acids gain access to intraceliular innate immune
receptors is an important question in understanding the patho-
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genesis of SLE and malaria (7). In SLE, immunocomplexes (1Cs)
containing pathogenic anti-DNA/RNA antibodies are thought to
be important carriers of human nudeic acids to the intraceliular
compartments of B cdls and phagocytes, where they can activate
the endosormal TLRs and possibly transit to the cytoplasm, where
other DNA sensors can be engaged (4,7, 8, 18, 19). Importantly,
high levels of 1Cs are also found in both human and rodent ma-
laria (20-22). However, the importance of DNA-containing ICs in
activation of innate immune cells and pathogeness of malaria is
unknown.

The IgG Fc receptors have an important role in internalization
of ICs by innate immaune cells. Once bound to the Fc portion of
IgC, Fc receptors can inhibit (eg., FoyRIIB) or activate (e.g.,
FoyRIINA and Rﬁl)mmfmm(li) Indeed, a loss-of-
fanction rphism in the gene encoding the deactivating
FoyRIIB protects against malaria but enhances susceptibdity to
SLE (24-28).

In this study, we report that 1Cs containing Plesmodium DNA
activate intraceliular DNA sensors. Our data indicate a previously
undescribed rale of the proinflammatory activity of ICs by dem.-
onstrating their abdity to induce inflaimmasome assembly,

lmlnd interleakin-18 (IL-18) secretion, pri-
nnriy via CD14* CDI6 (FoyRINA)* CD64 (FoyRIpee CD32
(FeyRIIBY*™ monocytes. Our findings have important implica-
tions for understanding the role of ICs and monocyte subsets in
malaria pathogenesis and, more broadly, for understanding other
infectious and autoimmune diseases.

2 mike mbicamong

RESULTS
Increased levels of cytokines and circalating ICs in sera of ma-
laria patients. The levels of [L-6, 1L-8, and [L-10 in the plasma of
malaria patients used in this study (see Fig. S| in the supplemental
material) are consistent with our prior data (29, 30). To evaluate
humnm&hcypmpmdmﬁmmﬂnm
we incabated blood mononudear cells (PBMCs) from
healthy donors with RPMI medium containing 20% sera from
cither Plasmodium vivax- or Plasmodium falaparum-infected sub-
jects. We found that only sera from malaria patients, not those
from healthy controls, triggered TNF-« production (Fig. 1A). The
TNF-« levels were undetectable in smilarly diluted (20%) patient
sera (data not shown), ensuring that it was rdeased from mono-
cytes and not presented a priori in the tissue culture mediam.
We hypothesized that arculating [Cs were responsible for
stimulating monocytes. Indeed, we detected high levels of ICs in
sera of the same patients with acute untreated malaria (Fig. 1B).
The leveds of [Cs were also measured in sera from P. vivax-infected
patients before and after chemotherapy and compared with
healthy donors as basdine coatrols. We found high levels of ICs in
sera from patients during acate P. vivax episodes (mean, ~16.1
pg-equivalents |g-eql/mi) compared to healthy donors (mean,
~1.3 pg-eq/mi). The IC levels in the sera of treated patients were
intermediate (mean, ~12.1 pg-eq/mi) and differed significantly
from patient serum pretreatment and healthy controls (Fig. 1C).
We found no correlation between the level of 1Cs and parasitemia.
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ICs from malaria contain Plasmodium
DNA. We next measured the levels of IgM and IgG speafic for
double-stranded DNA (dsDNA) and single-stranded DNA (ss-
DNA) in the sera of P. vivax- and P. fald] infectad patients.
As in SLE patients, the levels of anti-dsDNA IgC and IgM were
significantly increased in the sera of acately infectad patients over
those in sera from healthy donors (Fig. 2). Anti-dsDNA 13C per-
sisted at least 30 to 40 days after treatment and parasitological cure
in either P. vivax- or P. falaparum-infected individuals. In con-
trast, anti-ssDNA [gG and IgM levels in malaria patients did not
differ from the corresponding levels measured in healthy donors
(data not shown).
Tbekv&o(hnm:ndeNAMmi&mdbﬂl
plasma from malaria patients were determined by guantitative
PCR usng CCND! - and SSUrRNA-specific primers. CCND/I s a
single-copy gene optimized to quantify human DNA (hup/
www_riprimerdb.org, primer [D 3605). SSUrRNA is a multicopy
gene from P. vivax, which allows amplification and quantitation of
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FIG3 High levels of raman and paradte DNA In plasma and 1Cs of P whax
malaria patients. (A and E) Quantitative PCR to determine levils of human
CYCLIN DI (OCND) and P vivax SSUARINA (185 from rilNA) geses i plasma
from P. vivex: (m = 24) before and 30 1o 45 days ater treatment s well
asIn ey (n = 5) (A) aad DNA extracted from purifed ICs &om F.
vive Malaria patients (n = E) before and 30 10 45 daysafter treatment as well
25 heaily donors (n = 5) (B). (C) Quantfation of total DNA extracted from
purifed ICs Som P. vivaxmalaria patients (= = 6) befiore and after Bermonase
treatment. Sigrécant differences e Indicated with P valnes using 2 patred
elost

DNA in a highly sensitive and Plasmodium species-specific man-
ner. We observed increased levels of both human and parasite
DNA in the plasma of P. vivax malaria patients before treatment.
Circalating human DNA persisted, although at lower leves,
whereas parasite DNA was not detectable in plasma following an-
timalarial chemotherapy (Fig. 3A). Similarly, parasite DNA was
detected in purified ICs from P. vivax malaria patients before and
(at much lower levels) after treatment. Human DNA was detected
at very low leves in IC preparations from the same patients
(Fig. 3B). Benzonase treatment degraded DNA and confirmed the
of DNA in ICs from malaria patients (Fig. 3C).

An NFxB transcriptional signature in monocytes stimmu-
lated with ICs. We next profiled miINA expression of highly en-
riched monocytes (over 99% purity) collected from four healthy
donors (Fig. 4). A customn code set for NanoString analyss was
designed for 98 genes rdated to inflammatory responses. Genes
were divided into six groaps: NOD-like receptor signaling path-
mMnguhgpﬂlmNF«Bmimgmm
and cytokine receptors; adhesion molecules, chemokines, and
ammwmum)mpam
these, 27 genes had augmentad expression upon IC stimmlation
(fold change, >>18; P value, <0.05) (see Table S1 in the supple-
mental material). Of the 27 differentially expressed genes, five
were from the NF-x B family, and most of the genes with enhanced
expression were proinflammatory ines and chemokines
known to be induced by NF-xB (Fg. 4).

ICs derived from malaria patients induce cytokine produc-
tion by buman monocytes. We then examined if ICs from malaria
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FIG 4 NF-«B transcriptional signature i monocytes stimulated with ICs.
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d0n msing the NamoSting technalogy. Data wese normaltnad using house-
o Gndliiaid Semples 0rm the Same pudent. DATer ¢ Sgrng patways

ptways
are deplcted = the Beat maps and show differentially exprossad penes (rows)
for each Bealthy domor (cotumas) that have diminsshad (green), unakered
(black), and enhanced (red) expression. Tabie 51 in the sepplemental matertal
provides the Fvalnesof genes which showed signiticantly enhancad exprassion
2s Setermined by the unpatsed ¢ tost.

patients could induce cytokine production by PBMCs from
healthy donors. We incubated PBMCs from healthy donors with
different concentrations of purified ICs and measured TNF-«,
IL-18, and IL-10 levels in culture supernatants 24 h after stim-
ulation. We observed that 60 pgiml of parified ICs induced
near-maximal cytokine production by PBMCs (see Fig. S2A in
the supplemental material) and chose this concentration for
the remaining experiments.

We next evaluated whether DNA is an important component
for the immunostimmlatory activity of ICs. To address this ques-
tion, we used E6446, 2 compound that binds DNA and RNA in the
lysosomal and blocks activation of TLR7 as well as
TLRY (10, 31) and potentially other DNA/RNA sensors. PEMCs
stimulated with lipopolysaccharide (LPS) and ES564, a TLR4an-
tagonist (32), were used as controls. Pretreatment of PEMCs with
the DNA/RNA inactivator EG446 (2 g M) for 3 h followed by stim-
ulation with 1Cs for 24 h resalted in 40 to 50% inhibition of IL-18
but no inhibition of TNF-« or [L-10. At a higher concentration,
E6446 (20 2 M) inhibeted 70% of TNF-« and 509 of [L-18 as wdll
as |L-10 production (see Fig. S2B in the supplemental material).
Control experiments using the TLR4 antagonist ES564 (2 pM)
resulted in ~100% inhibition of LPS-induced cytokines but had
no effect on IC-induced cytokine production by PEMCs. Collec-
tively, these data suggest that parasite DNA fragments formed
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during malaria are main components of ICs and are involved in
induction of cytokines by human PEMCs.

We previously demonstrated that PBMCs from malaria pa-
tients express various gamma interferon (IFN-y)-inducible genes
and become hyperresponsive to TLR agonists (30). Rdative to
unprimed cdls, priming with [FN-y enhanced IL-18 and TNF-«
and decreased [L-10 production by PBMCs from healthy donors
stimulated with malaria-induced ICs (Fig. SA). We also evaluated
the main cell source of cytokines in PEMCs stimmlated with 1Cs.
For these experiments, we usad total PEMCs, PEMCs depleted of
monocytes, and 2 highly enriched monocyte population (CD14*
cells). Our resalts show that >95% of the cells in the purified
population are CD14* CDI6 (Fig. 58, bottom left pand). A
minor population of monocytes expressad low levels of CID14 and
high levels of CD16. Monocytes were the main source of TNF,
IL-18, and IL-10 (Fig. 5B). Importanty, [FN-y priming upregu-
lated expression of CD64 and expression of CD32,
while expression of CD16, CD11b, and CD35 was unchanged. As
CD32 is a deactivating FcyR, these results further suggest that
IFN-y priming shifts the balance of FcyR expression toward a
proinflammatory one (Fig. 5C; also see Fig. S3 in the supplemental
material).

ICs induce high levels of proinflammatory cytokines by
CD14+ CD16+ CD32%* monocytes from P. vivax malaria pa-
tients. We next looked at the responsiveness of PEMCs from P.
vivax malaria patients to 1Cs. As previously reported (30, 33) for
various TLR agonists, we found that PEMCs from patients under-
going acute malaria episodes were highly responsive and pro-
duced high levels of [L-18 and TNF-«, but not IL-10, upon stim-
alation with [Cs (Fig. 6A). As shown in Fig. 6B, and in Fig. S4 in
the tal material (and previously reported), the fre-
quency of CD14* CDI16 (FoyRIIA) * cells is increased in patients
with acute P. wvax infection and drops 10 levels seen in healthy
individuals 30 to 40 days posttreatment (34, 35). Furthermore, we
defined CD14+ CDI16* cells as the primary source of cytokines
among different monocytes from malaria patients (Fig. 6C).
Hence, after treatment the profile of cytokines produced by
PBMCs shifted back to an anti-inflammatory one, producing
high 1L-10 levels and low IL-18 and TNF.« levels (Fig. 6A),
which coincided with the lower frequency of CD14+ CDI16*
cells in convalescent patients. tly, while expression of
the deactivating FoyRIIB (CD32) was unchanged, CD64 mean
fluorescence intensity (MFI) was increased in CD14* CD16
cells as well as CDI4* CDI6* cells from malaria patients
(Fig. 6D). Thaus, the ratios of CD16/CD32 and CD64/CD32
expression by were changed to proinflammatory
ones during malaria. We also looked at expression of receptors
that may interact with complement-coated 1Cs, ie, CD35
(CRI)and CD11b (a component of CR3), and found no differ-
ence in expression levels when comparing patients before and
after treatment and parasitological care (see Fig. S5 in the sup-
plemental material).

Inflammasome and caspase-1 activation in mone-
cytes stimmlated with ICs from malaria patients. The results pre-
sented in Fig. 5B and 6C indicated that monocytes are the main
source of [L-1g in PBMCs Hence, we investigated whether
monocyte stmaulation with [Cs leads to activation of caspase-1.
Highly purified monocytes were obtained from PEMCs of healthy
donors and stimulated with [Cs. Approximatdy 4% and 8% of
stimulated monocytes expressed either the NOD-like receptor
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protein 3 (NLRP3) or absent in mcanoma 2 (AIM2) inflam-
masome specks, respectively, while NLRC4 (NLR , CARD
dmmmmmm‘)vedxmmdﬂamdﬁm7m In ad-

diticn, apoptosis-associated speck-lke protein contzining a
caspase recruitment domain (ASC) colocalized with either NLRP3
or AIM2 inflammasome specks. Our results aso show that pro-
caspase-1 was autocdleaved into mature caspase-1 (p10 sabunit)
after monocyte stimulation with 1Cs (Fig. 7B). Importantly, we
show that monocytes purified from PBMCs from patients under-
going acute episodes of P. vivax malaria express NLRP3* ASC* or
AIM2* ASC* specks (Fig. 7C) as well as active caspase-1 (34).
These findings suggest that 1Cs stimulate inflammasome assem-
bly, caspase-1 activation, and [L- 18 secretion in vivo during acate

Noverrben/December 2015 Volume 6 e & 0160515

DISCUSSION

Malaria is a devastating disease, infecting ~200 million people and
killing dose to | million children every year (36, 37). Paraxysm, a
main pathophysiological response to Plesmodium infection, s
characterized by cycles of sharp peaks of high fever accompanied
by chills and rigors, which coincide with synchronized release of
parasites from red blood clls (RBCs). While fever may aid in host
defense, ddaying the growth of pathogens, it is also associated
with various pathological processes, such as respiratory distress,
anemia, and neuralogical manifestations that cause morbidity
and mortality in malaria. These clinical manifestations are associ-
ated with a systemic production of pyrogenic cytokines, such 2
TNF-« and IL-18. However, many of the basic details of malaria-
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induced cytokinemia are not fully understood (38, 35). Here, we
provide evidence that ICs carrying Plasmodium DNA are potent
stimulators of cytokine synthesis by human monccytes through
adiuﬁnndim&immmmmqummn’mmd!
pathogenesis of malaria.

Piasmodium-derived DNA and RNA stimulate nudeic-acd-
mTLRs(NAS—TLRs)udAIMI inflammasomes, as well as
sensors that activate the TBKI/STING/IRF3
(1-3, 40, 41). As a consequence, they dicit both the NF-xB and
type 1 IFN pathways. However, how parasite nudkeic acids become
accessible 10 these intraceliular innate immune receptors is not
completedy understood. Recent studies from our group show that
hemozoin, a detoxification polymer of heme redeased from hemo-
gobin digested by Plasmodium merozoites, may have an impor-
tant role in this process. We have shown that phagocytosis of
hemazoin, which is normally bound to Plasmodizm DNA, makes
parasite nudeic acds readily available to endosomal TLRs (1, 3).
Furthermore, hemozoin crystals destabilize the phagolyscsome
membranes, releasing their contents, induding parasite nudeic
acids, into the host cell cytosol, calminating in activation of in-
flammasomes and other cytosolic sensors for DNA and RNA (3).
Intermalization and digestion of infected red blood cells (RBCs)

¢ mike mbcamog

also release hemozoin and parasite nucleic acids into

somes and sabsaquently into the cytosol, resulting in activation of
innate immune receptors. Therefore, opsonization by [gGs offi-
cently mediates phagocytosis of infected RECs as well as parasite
components and may contribute to innate immune activation
during malaria. The data here indicate that, as previ-
ously described for SLE (4, 6, 18, 19), DNA-containing ICs derived
from malaria patients trigger monocytes 1o express an NF-xB
transcriptional signature and produce high levels of proinflam-
matory cytokines. We hypothesize that [Cs derived from malaria
patients bind to Fc receptors and are internalized, rdeasing para-
sitic DNAs into phagolysosomes and sabsaquently into the mono-
cyte cytosol, where they activate NAS-TLRs and AIM2, respec-
tively.

An important finding of this study is that malaria ICs induoced
the formation of NLRP3* ASC*- as well as AIM2* ASC*-
containing inflammasomes in primary human menocytes. Induc-
tion of inflammasome assembly and caspase-1 activation requires
activation of the NF-x B pathway, for instance, by TLR agonists or
cytokines, and consequent expression of inflammasome compo-
nents, e.g., different members of the NLR family, pro-caspase-1,
and pro-IL-18 (42). We bdieve that ICs derived from the plasma
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FIG7 Infammasome specks contining NLEP3 and AIM2 after stmulation of monocytes wei [0, (A) Confocl analysis detected ASC (green), NLRP3 (red),
and AIM2 (red) spacks In CD1 4 * monocytes stimezlated wom 60,3 of [Cs for 24 B We 250 used antibodies 20 detect NLRCA Inflammasoemes, but the resaits were
negative. Reaction with secondary antbodies In Se absence of primary antibody ykided negative reselts on condocal amalysis. The bar graphs show Se
froquendcies of spacks In monocytes derfvad from healthy donoes 24 h after stmnlation with 60 ugof M0 (B) Western bict assay showing pro-caspase- | and active
Gspase-1 (p10) kevels in exriched monocytes Som healthy donors stimelated with 60 ug'mi of ICs for 24 h (O Donbie-positive NLRPI/ASC and AIM2ASC
fammasome specks are found In drozlating monocytes dertved from P vivax malarta patients tet not from Bealthy donors.

of malaria patients carry Plasmodium DNA and activate intracel-
hadar NAS-TLRs, most likely TLRS and TLRS, which may serve as
the first signal for inflammasome activation. 1C-inducad instabil-
ity of phagolysosomes and release of their contents into the cytosol
may trigger the formation of NLRP3 inflammasomes. In addition,
AIM2, a DNA sensor, is activated by Plasmodium DNA in mouse
cdls and may also provide the second signal for assembly of in-
flammasome platforms during malaria (3). Hence, the results pre-
sented here indicate that circulating 1Cs from malaria patients
trigger the assembly of NLRP3*/ASC* and AIM2*/ASC* in hu-
man monocytes.

Maonocytes are a heterogeneous population, which reflects dif-
feremt devdopmental stages or activation status with distinct
physiclogical roles, such as migration to lkesions or entry to normal
tissues, production of proinflammatory or anti-inflammatory cy-
tokines, and antimicrobial effector functions (43). These mono-
Cyte subsets can be distinguished based on expression of CD14and
different members of the FoyR family that may up- or downregna-
late cdl respomsiveness to ICs. For example, activation of
FoyRIIIA (CDI163) or FoyRI (CD64) promotes a proinflamma-
tory response, whereas FoyRIIB (CD32) triggers an anti-inflam-
matory response (23, 44). Interestingly, the frequency of a single

NoverrbenDecember 2015 Volume 6 houe & o01605-15

nudeotide polymorphism in the FoyRIIB (CD32) gene that abro-
gates the receptor function is augmented in populations from ar-
eas of endemicity, suggesting a survival advantage against malaria.
This same polymorphism is associated with sasceptibility to SLE,
further suggesting that ()32 is a negative regulator of the proin-
flammatory response and protects against this autoimmune dis-
ease. Thus, the simmltaneons signaling of activating versas inhib-
tory Foy receptors sets the threshaold for cellular activation and
prevents an excessive inflammatory response. Another important
finding of our study is that upon IC stimmlation, CD14* CDI16
(FoyRIIA) + CD32 (FoyRIIBY>* monocytes are the main source
of proinflammatory cytokines in PEMCs from malaria patients.
Hence, the enhanced expression of FoyRIIA and/or FoyRl asso-
ciated with decreased expression of FoyRIIB* in monocytes from
malaria patients seems to skew the balance of cytokine production
toward a proinflammatory response. Further research is needed to
determine whether activation of FoyRIIIA or FoyRI by I1Cs di-
rectly induces cytokine production by monocytes or simply li-
censes these cells to produce large amounts of proinflammatory
cytokines upon activation of intracellular DNA/RNA sensors.
Furthermore, the cytokine milien is also an important detes-
minant of the capacity of 1Cs to stimulate ather a pro- or anti-
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inflammatory response (23, 44). This dichotomy is regulated by
cytokines, such as IPN-y and TNF-«, which favor cellular activa-
&mwlbl&wﬂm:ﬁvﬁndpﬁmﬂm
on the dinical form of the disease,
Leiskmania infection induces 2 proinflammatory re-
m(tsthmu:dmdll-wbyl&pmotsn

response leading to establishment of Leiskma-
mia parasitism and disease (46). We found that in dinically il
patients undergoing acute malaria episodes, ICs trigger mono-
cytes to produce high levels of TNF and [L-18 and low levels of
[L-10. This pattern of cytokine production changes to an anti-
inflammatary one after treatment and parasitological care of ma-
laria patients. Likewise, monocytes from healthy donors stimu-
lated with ICs produce high IL-10leveds and low TNF-aand IL-18
levels, whereas after IPN-y priming the production of the proin-
flammatory cytokines becomes domimant. These findings are
likedy 10 be relevant to the cytokine storm during malaria; 2 hall-
mark of this inflammatory respanse is IFN-y-inducad priming of
innate immune cells (30, 34).

It is noteworthy that our studies were conducted in Brazil,
where malaria is an occoupational disease and affects mainly adults.
In addition, both P. vivax and P. faiaoparum forms of malaria in
Brazil are not as severe as those in Africa, where mostly chidren
<35 years of age develop the disease. Hence, significant differences
are likely to be found among populations from different geo-
graphic regions and different age groups as wal as in pregnant
women. It is notable that different studies described TLRS poly-
morphisms assocated with severity of disease in both P. vivaxand
P. falaparum malaria patients from Brazil and Africa, respectively
(47-49). Furthermore, higher levels of arculating [Cs were found
in African children with severe malaria than in adults and children
with moderate dinical symptoms (50). Moreover, studies have
shown that symptomatic adults in Braxil as wdl as African chil-
dren infected with P. falaparum are hyperresponsive to TLR ago-
nists, including oligonudeotides containing unmethylated CpC
motifs (30, 51). Hence, as reported here for adult malaria patients,
children infected with P. lcparum are likely to be more respon-
sive to 1C stimulation. In contrast, immune individuals in Africa,
who are continuously expased to P. faldparum, are more tolerant
to disease and less responsive to 2 TLRY agonist and may be less
responsive to malaria-induced [1Cs (52, 53).

In condlusion, many of the signs and symptoms of malaria are
a result of the excessive activation of inmate immune calls. This
study provides evidence that ICs are important players in this
process. ICs from malaria patients appear to carry parasite DNAs
to the inner compartment of host cells, making themn accessible to
the intraceliular innate immune sensors, including NAS-TLRs
and AIM2 inflammasomes. Furthermore, our results suggest that
the ratio of FoyRI and FoyRIIIA (stmulatory) expression to
FoyRIIB (inhibitory) expression influences the magnitade of cy-
tokine response by [C-activated monocytes. Hence, the IgC re-
sponse during the early stage of malaria has an important role in
the activation of the inmate immune response and the pathogen-
esis of malaria.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement. The peotocols and consent forms were approved by the
Institational Review Board of the University of Massachsests Medical
School (IRB-UMMS H-10268) and the Ethial Committees on Haman
Expertmentation from Centro de Pesquiss em Medicina Tropicl (CEP-

& o mbommonyg

mmwyzm)ndmm&wn Os-
waldo Cruz (CEP-CPGRR 2004), as byux-muaml Com-
mittee (OONEP 15652) from the Minsstry of Health, Brazil

Patients. Individuals were between 18 and 60 years old. Malara pa-
tients Infected with etther P. yhvax (see Table 52 In the supplemental ma-
tertal) or P. falciparam (see Table 53) were diagnosed by a thick blood
smear and confirmed by PCR. The dinical mantfestations of malarta were
fever, myalgta, chifis, nausea, vom®ting, and/or diarrhea, but no patient
had compiicated malarta requiring hospitalization. Pattents infectad with
P. felctparum recetved 2 fixed dose of the artemether (20-mg) and lume-
fantrine (120-mg) combination two times 2 day (four tablets each dose)
&x!&p“bndbyaﬁndedo:dpm“&q}mdulﬂdq
of trextment. Patients inficted with F. yvsx were treated with chlorogquine
(150 mg) every 8 h for 3 days and 2 single dose per day of peimaquine
(15 mg) for 2 weeks. The treatment schadule, dose, and drugs described
above have been tested and are recommended by the Braziltan Ministry of
Haalth. Healthy donors as well as patients before and after chemotherapy
had 50 to 200 ml of total blood collected

P vy using EDT. awm =
uypmmwhohiauhmwm&ehlsmﬂhm:mh
(defined as 3 hematocrit of «35), severe disease (requiring admissica to
the hospttal), any comorbidity, recent or concarrent treatment with ants-
Wyalmw&(;g.(:pmuy
(et S Dhege, CA)wa 1 sty cxcatoing 1G 1n i
seram according to the mamafactarer’s instractions. Serum samples were
dituted 1:50 and tested in duplicate. Resalts were obtatned In reference to
the standard curve and were expressed 2s microgram-equivalents per mi-
Itittes.

Antt-dsDNA and ants-ssDNA antthody ELISA. Anti-dsDNA anti-
body levels tn sera of pattents and healthy controls were determined 2
previously described (54). Briefly, Costar 96-well bhalf-area plates (Corn-
Ing Inc, New York, NY) were dry coated overnight at 37°C with 25 ugiml
of soniated clf thymeas DNA (Sigma-Aldrich, St Loals, MO) $at had
been fiterad wsing 2 045 um Millex HA filter (Mflipore, Germany) to
remove ssDNA. Plates were blocked and then incubated with serum sam-
ples (1:50 and 1:300 dilutions, 25 ulwell). IgG* or IgM* anti-dsDNA
antibodies were detected nsing alkaline phosphatase (AP)-beled ants-
human IgG or anti-haman IgM anttbody (Scuthern Bictechnalogy, Bir-
mingtam, AL) and developed with 50 uliwell AP substrate (Sigma-
Aldrich). The density at 405 nm (OD 4,) was measured by usinga
Victoe reader (PerkinElmer, Waltham, MA). The enzyme-
linked tmmuncsorbent assy (ELISA) to determine the levels of ants-
ssDNA antodies was performed exactly s described above, excspt that
the plates were coated with 25 ug/ml ssDNA (Sigma-Aldrich).

IC purtfication. ¥Cs from plasma were purthed wsing the AfS-Gel
protetn A MAPS 11 kit (Blo-Rad, Hercales, CA). Phsma (1 mi) was
thawed, homogentzed, and dikated 1:1 nsing 2 fitered binding buaffer at
pH 9.0 (Bto-Rad). An Econo-Column columa (1 by
10 cm) was packed with 1| ml of Affi-Gel protein A agarose and equibi-
brated with 5 bed volames of binding buffer. The difuted ample was
applied, and the column was washed with 15 bed volumes of binding
buffer. 1gG was eluted with 5 bed volames of an elution buffer (pH 3.0),
neutraitred immediately afier elution by the addition of | M Trs-HO
(pH 9.0), and quantthed in 2 NanoDrop spectrophotometer.

Quantitative PCR. DNA samples were extracted from plasma or ICs
using the QlAamp drculating madlelc acid kit (Qiagen, Germantown,
MD) accoeding to the manmfactarer’s instructions. Reverse transcription-
quant®ative PCils (QRT-PCRs) were performed in 2 final volume of 20 ul,
containing ~1 ul DNA, 0.15 ul primers (10 uM initsl concentration:
0.075 uM final concentration), 10 ul SYSR green PCR core reagents (Ap-
plied Blosystems), and 87 ul sterile water. Primer sequences for the ba-
man CYCLIN DI (CCND) gene were GCTCCTGGTGAACAAGCTCAA
(F) and TTGGAGAGGAAGTGTTCAATGAAA (R), and those for the F.
vhax 135 from rRNA (SSUTRNA) gene were ACGATCAGATACOGTCG
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TCOGTAAT (F) and CAATCTAAGAATAAACTOOGAAGAGAAA (R). A
sandard carve was constructed by diluting each gene (from 10* to 107).
Real-time monforing of PCR ampltfication was performed nsing a 7500
Real-Time PCR system, and results were anafyzed with 7500 software,
V20.5 The peofile was 55°C for 10 min followed by 40 cydes
of denaturation at 95°C for 15 s and annealing/extension &t S0°C for
1 min.

PBMC and monocyte assays. Blood from patients or heakthy donors
was dfted 111 0 saline (PBS), yered onto Ficoll-
Paque gradients with 2 density of 1.078 g'ml (GE Healthcare, Untted
Kingdom), and centrifuged for 15 min at £00 x g. The mononmodiear cells
at the Interface werz washed, and at3 x 10° celly
S T
mu‘dlsmpmﬁedmmeupq;pmmumd
Ing to the manufacturer’s protocol (StemCell Technologles, Canada).
Celis were statned with ants-CD 14 (allophycocyanin | APC| ) (eBlosclence,
San Diego, CA) and anti-CD16 (phycoenythin |PE) ) (Becton, Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), and purtty was checked by floorescence-activated cell
soeting (FACS).

NanoString analysis. After stimulation with 60 ug/'mi of purtfied 1Cs,
fuman momocytes were fysed tn RLT baffer (Qtagen) supplemented with
B-mescaptoethanal and wsed to determine mRNA abundance by Nano-
String technology as previcusly described (33). In brief, lysates were hy-

target/probe
mmwwwnumhmmm
qaantification by the nCouanter digttal analyzer. For side-by-side compar-
tsons of nCounter experiments, data were normaltzed for small vartations
using Internal positive controls and seven housekesping genes inchaded in
the CodeSet. The heat map was constructed using the Tiger Mult! Exper-
iment Viewer software, version 4.3.1.

COytokine assays. Levels of braman TNF -, [L-18, IL-6, 1L-8, and IL- 10
were measured in PEMC culkture supernatants or plasma by the cytomet-
ric bead array (CSA) baman inflammatory cytokine kit (Becton, Dickin-
son) and ELISA for IL-18 (R&D Systems, Minneapalts, MN).

Flow cytometry. For Intraceliular measurement of cytokines, PEMCs
were solated and cultared for 8 h in the presence of 1Cs (60 pug/ml) and
brefeldin A (GolgiPhag; Becton, Dickinson). Sarface markers were stained
with an88.CDI1 1h, -CD32, -CD35, -CDE4, and -CD14 (eBlosclence, San
Diego, CA) or anti-CD16 (Becton, Dickinson), fixed and permeabiltzed
with Cytofix (Becton, Dickinson), and Incubated with
anti-TNF-a or -anti-IL-18 (Becton, Dickinson). Subsaquently, cells were
washad and analyzed by flow cytometry on 2 FACSGn cytometer { Becton,
Dickinsoa).

Immunoblotting assays for caspase-1. Radiotmmuanopredipitation
assay (RIPA) buffer (250 mi) plus protease inhib2or was added o2 peliet
containing I x 10° sttmulated PEMCs. After 15 min on ice, lysates were
centrifuged at 13,000 x g for 20 min at 4£°C. Supernatants were separated
an 3 15% acrylamide SDS-PAGE g and transferred onto nitroceliiose
membranes. The membranss were incabated with pro-cspase-1- or
caspase-1-specific anttbodies and visualtzed with HRP-conjagated anti-
hudyndlheln.qum(mw.!ﬂs.uundwml

cbtained from either donarsor
mhrupmuu-uemms mahunnmuhumw’ withiCs
for24 h. Monocytes were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabiltzed
using Triton X-100,and statned with antt-NLRP3 { faceescetn isothlocya-
nate |[ATC) or Texas Red), ant-NLRCA (Texas Red), or anti-AIM2
(Texas Red) (all from Abam (Unted Kingdom| ) and ant1-ASC (RTC)
(Santa Cruz, Dallas, TX). Images were acquired an LSM510 micro-
scope (Zetss, Germany) and anafyzed by Imagej software (National Insti-
tutes of Health). Dual-color tmages were acguired by comsecuttve scan-
ning with onfy one laser ine active per scan to avold cross-excitation.

Statistical analysis. All data were analyzed wsing GraphPad InStat 6.0
software. Comparisons were performed using 2 one-way analysts of vart-
ance (ANOVA) and Student’s rtest. The patred ¢ test was nsed In expert-

Noverrben/Docember 2015 Volume 6 houe & o01605-15

2 A by Im "
ments where we compared the same before and after trestment.
Mann- U testing was wsed for nonparametric analysts when data

did not ft 3 Gansstan distribution.
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Fgare S1, TIF fii, 1.5 ME.
Figare 52, TIF fii, 1.5 ME.
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Table $1 — Genes with augmented expression in monocytes stimulated with ICs
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Asterisks indicate that differences are significant, as determined by student f test:
*0.01 > p <0.05, **0.001 > p < 0.01, "**p < 0.001, ""p<0.001).
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Table $2 - Plasmodium vivax malaria patients

Characteristics Malaria Malaria
Before Treatment After Treatment
Gander, Male/Female 1565 10744
Mean Age, Years (rangs) 34.5(18-60) 345 (18-60)
Malaria Episodes, n (%)
1™ 10 (125) -
<5 31(38.7) -
25 39 (48.7) -
Parasitemia,
parasites/uL of blood, n (%)
Thick smear positive™ 17
200-300 4(6.3) -
301-500 21(333) -
501-10,000 29 (45) -
>10,000 9(14.2) -
Symptoms, n (%)
Fever
<36 8(10) -
¥6-379 47 (S8.7) -
>379 25(312) -
Rigor 61(762) -
Headache 68 (85) -
Myaigla 72 (90) -
Nausea 45(562) -
Vomitng 32 (40) -
Chils 70 (875) -
Diarmhea 21(262) -
Hematological Records
13.45 14
Red Biood Cells xm’m‘m! 482 485
White Blood Cals x10°, (ueaan) 5 56
Pratelets x10°/mn (Madlan) 805 237

* The number of malana episodes for each patient was determined according to individual history

and detaled anamnesis.
** Parasitemia s not avaiable.
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Table S$3 - Plasmodium falciparum malaria patients

Characteristics Malaria Malaria
Before Treatment After Treatment
Gander, Mala/Femals 256 216
Maan Age, Years (rangs) 34 (18-60) 34 (18-60)
Malaria Episodes, n (%)
NA 4
1™ 4(14.8) -
<5 16 (592) -
25 7(25.9) -
Parasitemia,
parasites/uL of biood, n (%)
Thick smear positive™ 5
200-300 1(3.8) -
301-500 14 (533) -
501-10,000 11 (42.3) -
>10,000 0(D) -
Symptoms, n (%)
Fever
"NA 6 -
<36 2(8) -
36-379 13(52) -
»379 10 (40)
Rigor 27 (87) -
Headache 27 (87) -
Myaigia 23 (335) -
Nausea 15(48.3) -
Vomitng 3(28) -
Chils 24 (75) -
Diarhea 11(34.3)
Hematological Records
14 142
Red Blood Cels X 1(1?n?'nmS (Mecm) 481 474
White Blood Cals x 10%mm’ (Median) 5 7
Pratelets x10°/mny* (Madian) 150 199

* The number of malana episodes for each patient was determined according to individual history

and detalded anamnesis.
"*Parasitemia is not available.
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Dendritic cells play an important role in immune surveillance. After being
exposed to microbial components, they migrate to secondary lymphoid
organs and activate T lymphocytes. Here we report that during rodent malaria
splenic inflammatory monocytes differentiate into monocyte-derived dendritic
cells (MO-DCs), which are CD11b F4/80°CD11c"MHC 1™™DC-SIGN™"Ly6c" and
express high levels of CCRS, CXCL9 and CXCL10 (CCR5°CXCL9/10" MO-DCs).
We propose that malaria-induced splenic MO-DCs take a reverse migratory
route. After differentiation in the spleen, CCR5'CXCL9/10* MO-DCs traffic to
the brain in a CCR2-independent, CCR5-dependent manner where they
amplify the influx of CD8" T Iymphocytes, leading to a lethal

neuropathological syndrome.

149



Introduction

Monocytes (MOs), macrophages and dendritic cells (DCs) are
heterogeneous cell populations that have critical roles in tissue repair, sensing the
presence of invasive microorganisms and initiating protective immune responses.
These cell subsets have overlapping functions. DCs are more specialized in antigen
presentation and shaping T cell mediated immunity, whereas macrophages
primarily act as a source of pro-inflammatory cytokines and phagocytic cells that
effectively destroy pathogens. MOs are less specialized cells that contribute to the
overall production of inflammatory cytokines, anti-microbial effector functions, and
are the main progenitors for DCs and macrophages =

DCs, MOs and macrophages are thou?ht to play an important role in host
resistance to both rodent and human malaria . Duringamalaria. DCs are activated
through Toll-Like Receptors (TLRs), primarily TLR9 ., and serve as important
source of IL-12. IL-12 activates NK cells to produce IFNyand promotes
differentiation of Th1 lymphocytes that orchestrate the acquired protective immunity
against Plasmodium infection '*'®. Importantly. uptake of infected erythrocytes
seems to inhibit maturation and function of human DCs ", and depletion of
circulating DCs is associated with impairment of antigen-specific T cell responses in
symptomatic patients infected with either P. falciparum or P. vivax, suggesting their
role in resistance to human disease *°. In addition, inflammatory monocytes (iMOs)
in rodents (CCR2°Ly8c” and F4/80°) and humans (CD14°CD168™®") as well as DCs
are important sources of inflammatory cytokines and reactive nitrogen and oxygen
intermediates that eﬁecﬁvel¥ destroy Plasmodium parasites within phagocytized
infected red blood cells '*'#%'.

DCs also confribute to the pathogenesis of rodent malaria. Blockade of T cell
and DC interaction prevents an overwhelming response associated with wasting
syndrome and hypothermia in P. chabaudi infected mice 2 DCs are also required
for the development of experimental cerebral malaria (ECM) % In addition, a subset
of LyBc” monocytic cells is critical for recruiting CD8” T cells to the central nervous
system (CNS) and development of ECM 2 Furthermore, a high proportion of iMOs
and DCs express inflammasomes and upon a secondary microbial stimuli release
deleterious levels of IL-1p, both in rodent and human malaria =,

While at homeostasis the progenitors of most DCs that
enter peripheral tissues are not monocytes, different studies have demonstrated
that in response to infection or inflammation, monocytes can be induced to
differentiate and provide important DC functions %% The monocyte-derived
dendritic cells (MO-DCs) have many of morphological and functional characteristics
of conventional DCs, including a powerful capacity for capturing antigens and
presenting them to CD4” T lymphocytes as well cross-presenting antigen to CD8" T
lymphocytes. Monocytes are far more abundant than DCs in blood and bone
marrow, and the in vivo mobilization of this monocyte reservoir to generate potent
antigen-presenting DCs is of central importance when the organism is threatened
by microbial infections *7343*

Recent studies have defined various markers that allow the distinction of
conventional DCs and iMOs from MO-DCs. However the role of MO-DCs in rodent
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malaria as well as in neurcinflammation observed during ECM has not been
explored. Here we report that MO-DCs emerge as a main splenic DC population
during early stages of P. berghei ANKA (PbA) infection in mice. These MO-DCs are
unique in that they express high levels of the chemokine receptor CCR5 as well as
the interferon-inducible CXCR3 chemokine ligands CXCL8 and CXCL10
(CCR5CXCL9/10° MO-DCs). CCR5'CXCL2/10° MO-DCs were the main DC
subset found in the CNS of mice undergoing cerebral malaria. Importantly,
emergence of MO-DCs in the CNS and development of ECM was dependent on
MO-DC CCRS5 expression and independent of CCR2 expression. Our results reveal
a previously unappreciated role of MO-DCs in PbA induced neurcinflammation as
well as the mechanism by which CCRS5 mediates the development of ECM.

Results

Malaria infection induces MO-DCs

Recent studies have demonstrated that in vivo microbial challenge signal iMOs to
differentiate into MO-DCs>>". Here, we evaluated whether MO-DCs emerge during
rodent malaria by searching for CD11c"MHC I™"CD11b°F4/80°DC-SIGN™" cells in
the spleen, a main site of phagocytic cell interaction with Plasmodium infected red
blood cells. For this purpose, we gated double positive CD11b and F4/80 spleen
cells for MHC I"™™DC-SIGN"CD11¢c” *. The results presented in Figure 1A indicate
that the frequency of MO-DCs in total CD11b°F4/80" splenic cells was increased
from 18% in uninfected to 74% in PbA-infected mice. In addition, the level of
expression, as indicated by MFI, of DC-SIGN and MHC 1l in MO-DCs from infected
mice increased three-fold. A fraction of these cells also expressed different levels of
LySc. In contrast, the frequency of CD11b"F4/80°DC-SIGN™MHC I'CD11¢cLy8c™"
cells (iIMOs) decreased from 19% to 4.4%, suggesting that iIMOs were converted
into MO-DCs. After infection, most MOs (Gate 3, CD11b°F4/80°DC-SIGN'MHC I’
CD11c’) became Lyﬁc"". but as a whole the difference in number of cells was not
statistically significant when comparing uninfected with infected WT mice. We also
performed the initial gating on CD11c’MHC "™ cells and then on the DC-
SIGN'LYBc" population and confirmed that over 89% of these cells in PbA-infected
mice were CD11b"F4/80° (Supplementary Figure 1A). In addition, our analysis
indicated that the frequency of CD11¢"MHC I D11bF4/80DCSIGN LySc cells,
which correspond to conventional DCs (cDCs), decreased from 48% in uninfected
control mice to 20% of total CD11c"MHC 1I"" in infected mice.

To further characterize the MO-DCs, we sorted MO-DCs (85-88% purity) by flow
cytometry (Supplementary Figure 2), and analyzed by Giemsa staining and optical
and scanning electronic microscopy (SEM) (Figure 1B). The results obtained from
SEM show that morphology of MO-DCs is heterogeneous. While a significant
proportion of MO-DCs from PbA-infected mice were typical DCs with a smooth
surface and dendrites, other cells displayed characteristics of monocytes or
transitional morphological phenotypes. Interestingly, we found in the Giemsa
staining that a high frequency of MO-DCs purified from infected mice contained
hemozoin, which are heme polymers produced by the parasite. To further evaluate
the phagocytic capacity of MO-DCs, we incubated spleen cells from uninfected
controls and infected mice with erythrocytes infected with a PbA clone that
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expresses GFP. By flow cytometry, we demonstrated that MO-DCs were highly
efficient phagocytic cells, when compared with iIMOs and MOs (Figure 1C). In
addition, we observed that unlike iIMOs and MOs, MO-DCs express very high levels
of CD80 and CD&6 (Figure 1D and Supplementary Figure 1B), further suggesting
that they are highly efficient antigen presenting cells.

Malaria-induced CCR5°CXCL9/10"MO-DCs

To further characterize MO-DCs, lysates of highly purified FACS sorted MO-DCs
(Supplementary Figure 2) were obtained and gene transcripts analyzed for 547
immune-related genes plus 14 housekeeping genes using a commercially available
set of nanostring probes. We observed an increase in the expression of
approximately 18% of the analyzed genes in MO-DCs isolated from the spleens of
infected mice compared to uninfected mice. Of note, the induction in the expression
of CXCL9 (24-fold increase) and CXCL10 (19-fold increase) stood out. In addition,
the expression of CCR5 was enhanced 8 fold (Figure 2A). As CXCL9 and CXCL10
have been shown to play an important role on ECM ¥ 2%, we further investigated the
expression of these chemokines in spleens of PbA-infected mice. The results
presented in Supplementary Figure 3A show that expression of CXCL9 and
CXCL10 mRNA achieved the highest level from 5 to 7 days post-infection,
coinciding with the peak of MO-DCs in the spleen. We also used the Reporting
Expression of CXCR3 ligands (REX3) transgenic mice that express the Red
Fluorescent Protein (RFP) and Blue Fluorescent Protein (BFP) as reporter genes
under the control of the CXCL9 and CXCL10 promoters, respectively . We found
that a large proportion of the double-positive RFP'BFP” cells from infected mice
were MO-DCs (Figures 2B and 2C). Likewise, over 80% of these cells were
CCR2'CCRS5", whereas the iMOs and MO-DCs from uninfected mice were CCR2",
but CCR5" (Figure 2D).

Emergence of CCR5'CXCL9/10* MO-DCs in the CNS of PbA-infected mice

We next evaluated the presence of MO-DCs in the CNS of mice undergoing ECM.
To analyze the presence of MO-DCs in the CNS of PbA-infected mice, we first
gated the CD45™" brain mononuciear cells (BMNC) to discriminate hematopoietic
cells from microglia (CD45™™). Because the cellular infiltrate in ECM is highly
enriched for CD8" T cells, we then gated on CD45"#CD8" cells. MO-DCs emerge at
day 5 and peaked at day 7 post-infection with PbA, which coincides with expression
of CXCLE and CXCL10 and other inflammatory mediators in the CNS (Figure 3A
and Supplementary Figures 3B and 4A). Importantly, most of CD45°CD11c"MHC
11" cells in the CNS were also CD11b*F4/80°, which is consistent with the MO-DC
phenotype. We further analyzed BMNCs from PbA-infected mice for CXCL9,
CXCL10 and CCRS5 expression. We found no cells expressing CXCL8 and CXCL10
in uninfected REX3 mice (Figure 3B and Supplementary Figure 4A). In infected
REX3 mice, BFP'RFP" cells were CD45™". CD45™"CD8" cells were BFP'RFFP",
whereas approximately 60% of CD45""CD8" cells were BFP*RFP” (Figure 3C).
Furthermore, 80% of CD45™"CD8BFP'RFP* cells were CD11b’LyBc*CD11c”
MHC 1I™" consistent with the hypothesis that MO-DCs are also a main
hematopoietic source of CXCL8 and CXCL10 in the CNS of infected mice (Figure
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3C). CD45™™ as well as CD45" cells, most likely microglia and neuron or glial cells,
respectively, were both BFP and RFP negative. Finally, we evaluated the
expression of CCR2 and CCR5 in MO-DCs derived from CNS of infected mice. The
results shown in Figure 3D demonstrate that approximately 80% of brain MO-DCs
from infected, but not from uninfected mice, were double positive for CCR2 and
CCRS.

IFNy-induced expression of CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs

A recent study has demonstrated that IFNy is an important mediator of MO-DC
differentiation . In addition. both IFNy and Type | IFN (IFNo/B) have been shown to
induce expression of CXCL9 and CXCL10 in macrophages. Hence, we used IFNy™,
REX3IFN7R+ as well as REX3IFNAR™ mice infected with PbA. We first evaluated
the profile of gene expression in highly purified splenic MO-DCs (Supplementary
Figure 2) isolated from infected C57BL/6 and IFNy"' mice. From 98 PbA-inducead
genes, 58 (60%) were dependent on endogenous |IFNy. Expression of CXCL9 and
CXCL10 mRNA induced by PbA infection was totally absent in MO-DCs from IFN'{+
mice, whereas enhanced expression of other genes, such as CCR5, CCL7 and
CCL8 was independent of endogenous IFNy (Figure 4A). Consistently, MO-DCs
from REX3, but not from REX3|FN7R+ mice, expressed high levels of RFP and BFP
(Figures 4B and 4C). Unexpectedly, we found no redundancy of IFNy and IFNa/,
and surprisingly, expression of CXCL9 (RFP) and CXCL10 (BFP) were significantly
augmented in MO-DCs from PbA-infected REX3IFNAR™ mice. when compared to
infected REX3 mice (data not shown).

We also tested whether IFNy is necessary for differentiation of MO-DCs. We
noticed an accumulation of IMOs and decreased frequency of MO-DCs in
REX3/IFNYR™ and IFNy” relative to REX2 and C57BL/6 mice infected with PbA
(Figures 4B, 4C and Supplementary Figure 5). Together, these results indicate
that differentiation of precursor iMOs into MO-DCs is impaired in mice lacking either
functional /FNy or IFNyR genes.

TLR-induced expression of CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs

Cheong et al.*® demonstrated that LPS induces differentiation of iMOs into MO-
DCs. It is also well established that Plasmodium infection activates the innate
immune system primarily by activation of TLR95%#! and other nucleic acid sensors
4243 The activation of TLRE during PbA infection induces the production of IL-12 by
DCs, culminating in the production of IFNy primarily T lymphocytess'm'. Hence we
decided to evaluate whether PbA infection was inducing differentiation of MO-DCs
via TLR activation. With this in mind, we used EB446, an antagonist that prevents
activation of TLR7 and TLR® by ssRNA and DNAY'"* The results presented in
Supplementary Figure 6 show that therapy with E6448 prevented lethality when
given in the very early days of infection (from day -1 to 3 post-infection).

The data presented in Figures 5A and 5B show that treatment with E6446
inhibits the expression of IFNy mRNA by spleen cells and results in decreased
circulating levels of IFNy in sera of mice at 8 days post-infection with PbA. In
addition, at five days post-infection, the proportion of activated (CD44"°"/CDGZL'°")
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CD4” T and CD8" T lymphocytes was augmented to 55.5% and 30.9%, when
compared to 14.7% and 12.2% in uninfected controls or 27.8% and 10.2% in
infected mice treated with EG6446, respectively (Figure 5C). The percentage of
resting T cells (CD44"'ICDO2L"‘") was inversely proportional to activated cells, and
decreased to 32.9% of CD4” T and 37.3% of CD8" T lymphocytes in infected mice,
as compared to 77.7% and 78.1% in uninfected controls and 58.6% and 64% in
infected mice treated mice with EB446, respectively. Likewise, EBG446 inhibited
expression of IFNy by both CD4” T as well as CD8" T cells from infected mice. The
results presented in Figure 5D were obtained by using GREAT mice that express
an YFP gene under the IFNy promoter. Expression of YFP by CD4" T and CD8" T
cells isolated from controls and infected mice increased from 2.16% to 8.99% and
3.94% to 14.40%, respectively. In GREAT mice infected with PbA and treated with
EB448, only 3.05% and 4.60% of CD4” T and CD8" T cells expressed YFP,
respectively. These results were confirmed by intracellular staining for IFNy in T
lymphocytes from C57BL/6 mice infected with PbA (data not shown). To evaluate
the NK cell contribution to MO-DC differentiation we used the RAG™ mice, which
lack T cells. To our surprise, we observed that iIMOs did not differentiated into MO-
DCs in RAG™ mice infected with PbA. These results indicate that IFNy and/or other
signals provided by NK cells are not sufficient to promote MO-DC differentiation
(Figure 5E).

As a consequence of inhibition of IFNyproduction by T lymphocytes,
treatment with E6446 also inhibited the expression of CXCL9 and CXCL10 mRNA
by spleen cells (Figure 5F) as well as RFP (CXCL8) and BFP (CXCL10) by MO-
DCs from infected WT and REX3 mice, respectively (Figure 5G).
Immunocytochemistry analysis revealed the inhibitory effect of E6446 treatment on
CXCL9 and CXCL10 expression by spleen cells from PbA-infected REX3 mice
(Supplementary Figure 6B).

IFNy-dependent recruitment of MO-DCs to the CNS of PbA-infected mice

The results presented in Supplementary Figure 3B show that expression of IFNy
and chemokine genes (ie, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 CCL8, CXCL9 and
CXCL10) is induced and peaks in the brain at 6-7 days post-infection with PbA. Our
expenments also demonstrated that expression of these genes is not seen or
largely decreased in the brains of PbA-infected lFN-(+ mice or PbA-infected
C57BL/6 mice treated with E6446 (Figures 6A and 6B). Since MO-DCs express
both CCR2 (receptor for CCL2) and CCR5 (receptor for CCL3, CCL4 and CCL5),
we evaluated the emergence of MO-DCs in the brain of PbA-infected IFNy+ mice as
well as infected C57BL/6 mice treated with E6446. We observed that migration of
MO-DCs into the brain of infected IFNy” mice or EB448 treated WT mice was also
impaired (Figure 6C). Consistent with the importance of MO-DCs in recruitment of
CD8" T cells and development of ECM ¥ the total number of CD8" T
lymphocytes was reduced, but not absent, in the CNS of either IFNy"' mice or PbA-
infected C57BL/8 mice treated with EG446. Based on these results and those
published elsewhere**¥*% we propose that IFNy is a key cytokine mediating ECM
by promoting the expression of chemokines that recruit MO-DCs into the brain and
consequently amplifying recruitment of CD8” T cells to the CNS.
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CCR5-dependent recruitment of MO-DCs to the CNS of PbA-infected mice

We hypothesized that CCL2, CCL3, CCL4 and CCLS5 are largely responsible
for recruiting MO-DCs to the CNS of PbA-infected mice. The data presented in
Figure 7A provided evidence that isolated MO-DCs (75-85% purity) migrate
towards to both CCL2 and CCL5 in vitro, although CCL5 appeared to be a more
efficacious chemoattractant for MO-DCs. We also noticed an additive effect of the
two chemokines. As CCL2 and CCR2 have been shown to be important for
recruitment of iIMOs during infection with Toxoplasma gondii and P. chabaudi'**%,
we evaluated the role of CCR2 in the development of ECM. As expected, we
observed a decreased frequency of MO-DCs in the spleen of both uninfected and
PbA-infected CCR2” mice (Supplementary Figures 7A and 7B). However, the
number of MO-DCs in the CNS of PbA-infected CCR2™ mice was only marginally
reduced (Figure 7C). In contrast, we observed no difference in the frequency or
number of splenic MO-DCs in infected CCR5™ mice (Supplementary Figures 8A
and 8B). Nevertheless, emergence of MO-DCs in the CNS of PbA-infected CCR5™
mice was highly compromised (Figure 7C). Consistent with numbers of MO-DCs in
the CNS, CCR5™ mice, but CCR2™ mice, were more resistant to the development of
ECM than PbA-infected WT mice (Figure 7D).

Importantly, over 80% of MO-DCs in the CNS of infected C57BL/8 mice
expressed CCRS5. Less than 10% of CD4" T and CD8" T lymphocytes expressed
CCRS5, whereas over 99% expressed CXCR3 (Figures 8A and 8B). Hence, we
hypothesize that CCR5 is a key receptor for MO-DC recruitment to the CNS,
whereas CXCR3 and its ligands, CXCL9 and CXCL10, are responsible for attracting
T lymphocytes to the CNS. Finally, we performed in vivo imaging experiments to
evaluate the role of CCRS5 in the recruitment of MO-DCs to the CNS. MO-DCs (75-
85% purity) from spleens of PbA-infected WT or CCR5™ mice were transferred into
WT mice five days post-infection. Migration of CSFE-labeled MO-DCs was
evaluated from 15 to 60 minutes after cell transfer. We found high frequency of WT
MO-DCs, primarily, in the microvasculature. MO-DCs from CCR5™ mice were less
efficient in migrating to the CNS of infected mice. No migration of MO-DCs to the
CNS of uninfected mice was observed (Figure 8C and Supplementary Videos 1
and 2). Consistent with role of CCR5CXCL9/10 MO-DCs in recruitment of CCR5"
CXCR3CDS8" T cells, the number of both cell populations was markedly decreased
in the CNS of PbA-infected CCR5” mice (Figure 8D).

Discussion

We provide compelling evidence that acute infection with PbA stimulates
differentiation of splenic iMOs into MO-DCs in an IFNy-dependent manner. Different
from iMOs, malaria-induced MO-DCs possess a strong phagocytic activity, and
express high levels of molecules involved in antigen presentation (ie., MHC II,
CD80 and CD88) as well as the IFNy-inducible CXCR3 ligands CXCL9 and
CXCL10 and the chemokine receptor CCR5. Hence, splenic CCR5 CXCL2/10" MO-
DCs seem to play an important role in activating T lymphocytes and promoting
systemic inflammation during acute malaria episodes. We hypothesize that high
levels of circulating IFNy produced by splenic T cells induces the expression of
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adhesion molecules and chemokines by endothelial cells and initiates recruitment of
leukocytes to the CNS. Furthermore, our data suggest that after differentiation,
splenic CCR5"CXCL9/10" MO-DCs migrate to the brain in a CCR5-dependent
manner and amplify the recruitment and activation of CXCR3°CD8" T cells,
promoting neurcinflammation and ECM.

DCs and iMOs play important roles in host resistance to malarna. Indeed,
there is a very dynamic distribution of iMOs and DC subpopulations in the spleen of
acutely infected mice, which changes with the course of infection, parasite virulence
and infective Plasmodium spps. For instance, DCs exposed to the erythrocytic stage
of P. chabaudi produce high levels of IL-12 and promote the production of IFNy by
both T lymphocytes and NK celis™. This cytokine activates macrophages to
produce toxic metabolites, such as reactive nitrogen intermediates (RNI), and
promotes Ig switch to the 2allgG2c, which mediate host resistance to
Plasmodium infection in mice''~". In addition, both iMOs and DCs can internalize
and destroy infected RBCs in the spleens and mediate resistance to P. chabaudi
infection in mice'**'. However, depending on experimental setting, dendritic cells
may become refractory or impaired for presenting antigen to CD4™ T and CD8™ T
cells®"*. For instance, virulent P. yoelli strains impair DC functions to prevent the
induction of host protective immune responses's. iMOs and DCs also play key roles
in the deleterious inflammatory response and pathogenesis of rodent malarna. As
examples, DCs promotes cytokinemia and wasting syndrome in P. chabaudi
infected mice™; and both conventional DCs and iMOs are required for recruitment
of CD8" T cells and development of neuroinflammation in the ECM model=*%,

Unexpectedly, we found that most CD11¢"MHC ™" cells in the spleen of
PbA-infected mice are DC-SIGN"CD11b°F4/80° consistent with a MO-DC
phenotype’s'x. Because these cells share various markers with iIMOs and
conventional myeloid as well as plasmocytoid DCs, some of the existing results in
the literature may have missed that a significant proportion of DCs in this rodent
malaria model are indeed MO-DCs. Previous studies using the P. chabaudi model
identified IMOs that express low levels of CD11c as well as a low frequency of
CD11¢” cells that were CD11b°F4/80""%?'. Here we provide evidences that in this
model, splenic iIMOs and MOs are progenitors of MO-DCs. While the frequency and
numbers of MO-DCs cells were markedly increased in the spleen following
infection, iMOs and MOs were decreased within the splenic CD11b’F4/80°
population. Furthermore, we noticed a continuous gradient of MO-DCs expressing
Ly8c, from Lyec"" to LyOc"’". As IMOs are classically LyOc""". we propose that
Lyﬁc"’"MO—DCs are recently differentiated, whereas Ly8c'°"’ MO-DCs are fully
differentiated. Importantly, we determined here that malaria-induced MO-DCs, but
not iIMOs or MOs, express high levels of CCR5, CXCL9 and CXCL10, which are
highly relevant for the development ECM*®E=2

Upon TLR or cytokine stimulation, iMOs may differentiate into mact?g;nsges
or MO-DCs that migrate to lymphoid organs and non-lymphoid tissues *
IFNy not only has an important role in host resistance to Plasmodium infection, but
is also a key mediator of malana pathogenesis‘. The high circulating levels of
IFNy elicited during Plasmodium infection lead to pro-inflammatory priming*®** that
promotes systemic inflammation”>***%_ In the case of ECM. treatment with
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neutralizing anti-IFNy antibodies or genetic deficiency of IFNy prevents PbA-induced
neurcinflammation and lethality due ECM*“”%_ Different functions are attributed to
IFNy in the development of ECM, which includes the enhanced production of pro-
inflammatory cytokines and chemokines as well as enhanced expression of
adhesion molecules in endothelial cells from brain vasculature® . Important to this
study, CXCL8™, CXCL10™, and CXCR3" mice have a less intense infiltrate of CD8"
T cells in the CNS and are more resistant to development of ECM¥ ™ Here, we
demonstrate that differentiation of MO-DCs is impaired and expression of CXCL9
and CXCL10 abolished in PbA-infected IFNy” and IFNyR™ mice.

Different studies suggest that TLR7 and TLR9 are important receptors
involved in the activation of DCs and initiation of IL-12 and IFNy production during
both human and mouse malaria 534225280 We found that the lysosomotropic
compound (E6446), which binds to RNA and DNA and blocks TLR7 and TLR®
activation, prevents development of ECM*'#4. When given in the first three days of
infection, treatment with E6448 inhibited CD4* and CD8" T cell activation and
IFNy production. As consequence expression of CXCL8 and CXCL10 by MO-DCs
was not induced. These results are consistent with earlier studies showing that
IFNy produced by CD4” T cells induce CXCLO and CXCL10 expression and
promotes the recruitment of pathogenic CD8" T cells to the brain of PbA-infected
mice ®394847E182  pjsemodium DNA and RNA were also shown to activate other
families of cytosolic innate immune receptors. Since EB446 binds and “inactivates”
DNA and RNA that transit through the lysosomes, it may also prevent activation of
other DNA/RNA cytosolic sensors that are inducers of Type | IFN 42435 However,
expression of CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs was not abolished in infected
REX3IFNAR™ mice, demonstrating the Type | IFN is not a physiological inducers of
CXCL8 and CXCL10 following PbA infection.

We also observed the emergence of CCR5 CXCL9/10" MO-DCs in the brain
of PbA-infected mice. Among the CD3'CD8'CD45™™ hematopoietic cells, most cells
expressed CD11b, F4/80, DC-SIGN, LyGc, MHC Il and CD11c 5455 The increased
frequency of CCR5'CXCL2/10” MO-DCs coincided with increased expression of
CXCL9 and CXCL10 mRNA in the CNS of PbA-infected mice. While we have
evidence that endothelial cells are also important source of CXCL10 in the brain, we
found that among CD45™" cells, MO-DCs were the major source of both CXCL9
and CXCL10 (RFP'BFP” cells) in the brain of PbA-infected REX3 mice. Hence,
CCR5°CXCL9/10" MO-DCs are likely to play an important role in recruiting and
activating CD4” T and CD8" T lymphocytes during ECM. Importantly, recent studies
have proposed that endothelial cells are able to cross-present malaria anﬁgens“‘”.
However, our data suggest the MO-DCs maybe the key cells presenting malaria
antigens to CD8+ T cells in the brain microvasculature and parenchyma.

A main question raised by these results is whether MO-DCs differentiate in
the CNS from recruited iMOs or are being directly recruited from the pool of splenic
CCR5°CXCL9/10" MO-DCs. As previously described®, both iMOs and MO-DCs
express CCR2. CCL2 and CCR2 play important roles in controlling iMOs egress
from the bone marrow and their migration to the spleen or to sites of infection.
CCL2 and CCR2 have also been shown to be important for host resistance to P.
chabaudi and Toxoplasma gondii”"s. However, we found that the frequency of MO-
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DCs in the brain was only marginally affected in CCR2™ mice and susceptibility to
ECM was not altered. Importantly, as previously reported (what ref), the total
number of iIMOs was markedly decreased in spleen in CCR2™ mice infected with
PbA. Interestingly, we found that MOs (CD11cMHC II'DC-SIGN’) that become
Ly6c™®" were increased within the CD11b°F4/80" population in PbA-infected CCR2™
mice. Thus, we propose that in infected CCR2™ mice. the splenic LyBc™"MOs are
the main precursors of MO-DCs.

Interestingly, we found that malaria-induced MO-DCs, but not iIMOs, express
high levels of CCRS5. CCR5™ mice have been reported to be more resistant to PbA
infection™, but the mechanism by which CCR5 mediates ECM is not known. The
deficiency on CCRS5 did not impact MO-DCs differentiation in the spleen, but clearly
affected their emergence in the brain of PbA-infected mice. All three CCRS
chemokine agonists (i.e., CCL2, CCL3 and CCL5) are expressed in the brain of
PbA-infected mice, and may act together to recruit CCR5'CXCL9/10" MO-DCs.
Although most CXCR3*CD8" T cells do not express CCRS5, their migration to the
CNS is also compromised in infected CCR5” mice. These results are consistent
with the hypothesis of an amplification loop involving MO-DCs (important source of
CXCRS3 ligands) and CD8" T lymphocyte (important source of CCR5 Iigands)"s'“.
resulting in increased CD8" T cell and MO-DC recruitment to the brain in ECM, as
recently proposed for LyBc” monocytic cells and CD8” T cells 2. Our study provides
important novel information regarding the pathogenic mechanism responsible for
ECM by demonstrating that the vast majority of LyBc” that emerge in the CNS of
PbA infected mice are indeed MO-DCs. We also demonstrate how these celis
induce T lymphocyte recruitment to the CNS, as we clearly show that they are an
important source of CXCL® and CXCL10. Finally, we demonstrate that the
emergence of these LyBc” MO-DCs in the CNS is dependent on CCR5, and,
surprisingly, independent of CCR2, which is classically involved in iMOs recruitment
to lymphoid organs and to site of infection.

In conclusion, we propose that immune responses during malaria are
initiated by exposure of resident splenic DCs to parasite nucleic acids, which leads
to IFNy production by CD4” T and CD8" T lymphocytes and differentiation of iMOs
into MO-DCs. The CCR5 CXCL@/10” MO-DCs display a potent phagocytic activity
and express high levels of MHC II, CD80 and CD86, indicating a great potential not
only to recruit, but also to present antigen and activate T lymphocytes. Importantly,
CCR5'CXCL9/10° MO-DCs become the dominant subset of splenic DCs
(CD11¢’"MHC II""') and likely play a key role in activating parasite-specific T cells
and promoting systemic inflammation during acute malaria. Finally, our results
suggest that MO-DCs are not following the conventional path from non-lymphoid
tissues to secondary lymphoid organs. Instead they are being recruited from a pool
of splenic MO-DCs to the CNS of PbA-infected mice. Once they reach the brain, the
CCRS5'CXCL9/10" MO-DCs execute their pathogenic role by recruiting and
activating CD8” T cells, which are the effector cells in ECM.
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Figure Legends

Figure 1. Differentiation of splenic MO-DCs (FUBO’CDﬂb’DC-SIGN""’MHC
™" CD11c"Ly6C") in PbA-infected mice. Spleens were harvested five days after
PbA infection. Representative primary flow cytometric dot plots are shown. (A)
Splenocytes were first gated for F4/80°CD11b” cells and then for DC-SIGN"MHC
I cells. F4/80°CD11b°DC-SIGN™"MHC 1I™" cells were also checked for CD11c”
and LyBC" expression. Bar graphs comrespond to total number of cells (four mice
per group). The data shown are representative of eight independent experiments.
(B) Splenocytes were  labeled  with fluorescent  antibodies  and
CD11c"CD11b°F4/80°DC-SIGN™"MHC 1" monocyte-derived dendritic cells (MO-
DCs) purified by flow cytometry (Supplementary Figure 2) and analyzed by
Giemsa staining and optical microscopy as well as scanning electronic microscopy.
White arrows indicate hemozoin crystals inside purified MO-DCs. (C) Flow
cytometry histograms show the MF| results from spleen cells of uninfected (shaded
lines) versus infected (open lines) incubated, at 1:1 ratio, with uninfected red blood
cells (RBCs) (blue) or RBCs infected with GFP-expressing PbA (red). The results
indicate the phagocytic activity of MO-DCs, iMOs and MOs, as indicated. Bar
graphs comrespond to the MF| average of three to four mice per group. The data
shown are representative of two independent experiments. (D) Expression of co-
stimulatory molecules CD80 and CD86 on cell surface of MOs, iMOS, and MO-DCs.
The data shown are representative of two independent experiments. Results are
expressed as mean. Differences considered statistically significant when comparing
infected and non-infected mice (**, p>0.01) after two-way ANOVA.

Figure 2. Expression of CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs from PbA-infected
mice. Splenocytes were harvested at 6 days post PbA infection.
CD11c*CD11b°F4/80°DC-SIGN™"MHC 11"™ monocyte-derived dendritic cells (MO-
DCs) were purified by flow cytometry (Supplementary Figure 2) and analyzed for
(A) RNA expression of immune related genes using a nCounter Analysis System.
The results indicate fold increase of gene expression, when comparing MO-DCs
isolated from three infected mice compared to three non-infected mice. (B) Confocal
microscopy of spleen from an infected REX3 mouse. Top panels shows F4/80"
(APC converted in green), CXCL8-RFP and CXCL10-BFP staining. Bottom panels
show CD11c” (APC converted in green), CXCL9-RFP and CXCL10-BFP staining.
Armmows and arrowheads show double and triple positive cells, respectively. (C) PbA-
infected REX3 mice were sacrificed at day 8 post-infection and splenic MO-DC celis
analyzed for CXCL9 and CXCL10 expression. Spleen cells were first gated on
double positive CXCL2/CXCL10, and then on F4/80°CD11b" and DC-SIGN*MHC II"
cells. All CXCL2'CXCL10°F4/80°CD11b*DC-SIGN*MHC II" cells were CD11c”. (D)
Spleen cells harvested 8 days post-infection were first gated on F4/80°CD11b" and
then on CD11c"MHC II° cells. The majority of MO-DCs from uninfected and PbA-
infected mice were CCR2°CCR5™ and CCR2"CCRS5", respectively. Representative
primary flow cytometric dot plots are shown. The data are representative of three
expenments with three mice per group that yielded similar results. Results are
expressed as mean. Difference considered statistically significant when comparing
infected and non-infected mice (**, p>0.01) after student f test.
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Figure 3. High levels of MO-DCs in the brain from PbA-infected mice. (A) MO-
DCs (CD45™"CD8CD3CD11b"LyBC MHC II'DC-SIGN™"CD11¢") were quantified
by flow cytometric analysis within brain mononuclear cells (BMNCs) isolated at 0, 5
and 7 days post-infection with PbA. (B) BMNCs from uninfected REX3 mice were
analyzed by flow cytometric analysis. All CD45™"CD8" cells were negative for
CXCL9 (RFP) and CXCL10 (RFP). (C) Approximately 70% of CD45™"CD&8 BMNCs
from PbA-infected REX3 mice were double positive for the CXCL9 and CXCL10
reporters. Eighty percent of CD45"CD8CXCLO'CXCL10" cells were
CD11b"LyBc’CD11c"MHC II°. CD45"*™ ™" CDg" BMNCs were all negative for
CXCL9-RFP and CXCL10-BFP. Representative primary flow cytometric dot plots
are shown after CD45™" gating for leukocytes. (D) BMNCs were harvested from
WT mice at 0 and 7 days post-infection and expression of CCR2 and CCR5
analyzed in MO-DCs. Data represent the average of three or four mice per group
and results are representative of three independent experiments. Differences were
considered statistically significant when *, p<0.05, and **, p<0.01 as indicated by
two-way ANOVA (A) and student { test analyses (D).

Figure 4. IFNy-dependent expression of CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs from
PbA-infected mice. C57BL/B, IFNy", REX3 or REX3/IFNyR™ mice were infected
with PbA and their spleens harvested at 6 days later. (A) Gene expression was
analyzed in total RNA extracted from highly purified (over 88% purity) MO-DCs from
infected C57BL/8 and IFN-{+ mice by nCounter Analysis System. Data represent the
average of gene expression of three mice per group. (B) Representative primary
flow cytometric dot plots are shown for splenic MO-DCs from REX3 and
REX3/IFNyR™ mice gated on F4/80°CD11b" (left panels), then on DC-SIGN™MHC
1M cells (middle panels), and CXCL2 and CXCL10 double positive cells (right
panels), respectively. The percentage of MO-DC (Gate 1), iMOs (Gate 2), and MOs
(Gate 3), and CXCLE'CXCL10"MO-DCs are indicated. (C) Frequency of splenic
CD11b°F4/80" cell subsets in infected REX3 and REX3/IFNyR™ mice are shown.
The average and SD are representative of two independent experiments with three
or four mice per group. Differences were considered statistically significant when **,
p<0.01; and ****, p<0.0001 as indicated by two-way ANOVA analysis.

Figure 5. Treatment with E6446 inhibits expression of IFNy by T lymphocytes
as well as CXCL9 and CXCL10 by MO-DCs. C57BL/6, GREAT, RAG™ as well as
REX3 mice were infected with PbA and treated with either EG446 (120 mg/Kg/day)
or vehicle from -1 to 3 days post-infection. (A) Spleens were harvested from WT
mice at 0, 5 and 7 post-infection, total RNA extracted, and expression levels of IFNy
mRNA analyzed by qPCR. The results were normalized to 2-MICROBULIN. (B)
Sera from infected C57BL/6 mice were collected at different times post-infection
and used to measure the levels of IFNy by Cytometric Bead Analysis. The inhibitory
effect of EG446 on the levels of circulating IFNy was evaluated at 6 days post-
infection (right panel). (C) Spleens from untreated and E6446-treated C57BL6 mice
were harvested 5 days-post infection. Bar graphs correspond to the percentage of
naive (CDB2L™""'CD44'™) versus activated effector (CD62L"™*CD44™™") CD4" T (top
panels) and CD8" T (bottom panels) cells. (D) Splenocytes from uninfected and
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infected GREAT mice treated with EB446 or left untreated were stimulated with
PMA (50 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml) for 4h in culture containing brefeldin A,
and analyzed by flow cytometry. YFP positive cells were considered as IFNy
producers CD4” T (top panels) and CD8" T (bottom panels) cells. (E) Spleens were
harvested from uninfected and PbA-infected WT and RAG™ mice and the frequency
of MO-DCs analyzed by flow cytometry. Left and right panels show the frequency of
F4/80°CD11b"DC-SIGN™MHC 1I™" and levels of CD11¢c expression on MO-DCs,
respectively. (F) gRT-PCR (left panels) and (G) flow cytometry analysis revealed
that treatment with E6446 resulted in inhibition of CXCL® and CXCL10 mRNA
expression in the spleen and RFP and BFP proteins by splenic MO-DCs from PbA-
infected C57BL/S and REX3 mice, respectively. Representative primary flow
cytometry dot plots are shown in panels C, D, E and F. Results are representative
of two to three independent experiments with three to five mice per group.
Differences considered statistically significant when *, p<0.05; **, p<0.01; ™",
p<0.001; ***p<0.0001, as indicated by two-way ANOVA analysis.

FIGURE 6. IFNy-dependent chemokine expression and emergence of CD4s™"
hematopoietic cells to the CNS of PbA-infected mice. CCL2, CCL3, CCL4,
CCLS5, CXCLS9, CXCL10 and IFNy mRNA expression was analyzed in brain tissue of
uninfected or PbA-infected (A) IFNy" and C57BL/8 mice, as well as (B) C57BL/G
mice treated from day -1 to 3 post-infection with vehicle or EB446 (120 mg/Kg/day).
as indicated. The mRNA levels were analyzed by qPCR and results presented after
normalization with either GAPDH (A) or S2-microglobulin (B) mRNA. (C) Flow
cytometric analysis of brain MO-DCs (CD45™"CD3'CD8'CD11b°LyBC CD11c’DC-
SIGN") from uninfected and PBA-infected WT, IFNy™, and WT mice treated with
EB448 seven days post-infection. The numbers of both CD45™"CD8"CD3" and
CD45™"CDS'CD3CD11c’CD11b°DC-SIGN™"LyBc”  cells are  significantly
decreased in the brain of infected IFN'("' and EB446-treated mice. Differences
considered statistically significant when *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; and ****,
p<0.0001 as indicated by two-way ANOVA analysis.

FIGURE 7. Enhanced resistance of CCR5" mice to development of ECM. (A) In
vitro migration of enriched MO-DCs towards different concentrations of CCL2, CCL5
or the combination of CCL2 and CCL5. (B) Flow cytometric analysis of MO-DCs in
the CNS of WT and CCR2™ mice infected with PbA. A lower, but not significant
difference in the frequency of CD45™'CD11¢c"CD11b°DC-SIGN™MHCI™"Ly6c" is
observed in the brain of PbA-infected CCR2™ mice. (C) Flow cytometric analysis of
MO-DCs in the CNS of WT and CCR5™ mice infected with PbA. The numbers of
CD45™"CDE'CD3 CD11c"CD11b°DC-SIGN™"LySc” are significantly decreased in
the brain of PbA-infected CCR5™ mice. Representative primary flow cytometric dot
plots are shown after cD45™" gating_ for leukocytes. (D) Survival curve of PbA
infected C57BL/6, CCR2™ and CCR5™ mice. The results are representative of two
independent experiments with three to five mice per group. Differences were
considered statistically significant when * p<0.01 as indicated by student t test. The
survival curves were analyzed by log-rank test and CCR5™ mice were shown more
resistant to PbA infection, when compared to CCR2™ or WT mice (p<0.01).
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FIGURE 8. CCR5-dependent migration of MO-DCs to the CNS of PbA-infected
mice. (A) Flow cytometric analysis of MO-DCs and T lymphocytes expressing
CXCRS3 as well as CCRS5 in the CNS of PbA-infected mice. Brain mononuclear celis
(BMNC) were recovered from PbA-infected mice gated on CD45™", then on
CD3°CD8" or CD3'CD4" and analyzed for CXCR3 and CCR5 expression.
Alternatively, CD45™ cells were gated on CD3'CDS8'CD11b LySc"MHC II'CD11¢c”
and then analyzed for CCR5 expression. (B) Top graph shows the frequency of
CD45™ cells (i.e,, MO-DCs, CD4” T and CD8" T cells) in total BMNCs isolated from
C57BL/6 mice at different time post-infection. Bottom panel shows the frequency of
MO-DCs, CD4" T cells and CD8" T cells expressing CXCR3 and CCRS5. (C) In vivo
imaging of MO-DCs in the CNS of PbA-infected mice. MO-DC enriched populations
were obtained from WT and CCR5™ mice 5 days post-infection and labeled with
CSFE transferred i.v. (one million cells/mouse) in the orbital vein into uninfected and
PbA-infected WT mice. The presence of CSFE labeled cells were detected in the
microvasculature and brain parenchyma by confocal microscopy 15-80 minutes
after cell transfer in the orbital vein (Supplementary Videos 1 and 2). (D) Numbers
of both CD45™"CD8 CD3CCR5°CD11¢"CD11b°DC-SIGN™"LyBc* and
CD45™"CCR5 CXCR3°CD8 CD3" are significantly decreased in the brain of PbA-
infected CCR5™ mice. These results are representative of four experiments.
Differences were statistically significant (* p<0.01) as indicated by student t test.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Mice. All animals used in this work were 8- to 12-week-old mice. C57BL/G mice were obtained
from either Animal Fadility of the UFMG or Jackson Laboratories. The REX3, REX3IFNa/BR™
and REX3IFNyR" ' were generated by A.D.L. at Massachusetts General Hospital (MGH). The
GREAT mice (IFNy GFP-reporter), the CCRZ*, CCR5", RAG™ and IFNy™ mice were originally
purchased from Jackson Laboratories and housed under specific-pathogen-free conditions at
MGH or at Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz). All procedures were approved by the MGH
Subcommittee on Research and Animal Care and Harvard Committee on Microbiological
Safety (IACUC# 2005N000176); as well as the Institutional Ethical Committee for Animal
Experimentation at Fiocruz (CEUA# Lw 15-14).

Infection. The PbA or GFP transgenic PbA (GFP-PbA) kept in liquid nitrogen were thawed
and maintained into C57BL/8 mice for up to 12 passages. For experimental infection, PbA-
infected red blood cells (IRBCs) were collected from donors in heparinized tubes and 1x10°
iRBCs injected i.p. into naive mice. These mice were observed daily, and parasitemia was
estimated by counting Giemsa-stained thin blood smears. ECM signs were evaluated by two
independent ocbservers using different parameters that included ruffled fur, abnormal postural
responses, reduced reflexes, reduced grip strength, coma, and conwulsions. Mice that
demonstrated complete disability in all parameters or died between days 7 and 9 post-
infection were considered as having ECM *.

Flow Cytometry. Brains were removed after intracardial perfusion with 30 ml of PBS; they
were minced and the cells were passed through a 70 um cell strainer and centrifuged on a
45% Percol for 30 min at 800 x g. The cells were washed, diluted 1:1 PBS, counted and
stained for flow cytometry *. Spleens were removed, passed through a 70 um strainer, RBCs
lysed, splenocytes counted by using a hemocytometer. For flow cytometry analysis, cells were
stained with antibodies specific for mouse CD11b (PE-Cy7, clone: M1/70, e-Bioscience),
F4/80 (PE-Cy5, clone: BM8, e-Bioscience), CD11c (Alexa 700, clone: N418, e-Bioscience),
MHC Il (PE, clone: AF8-120.1, BD), DC-SIGN (APC e-fluor 660, clone: MMD3, e-Bioscience),
LyBC (e-fluor 450, clone: HK1.4, e-Biosciences), CD80 (FITC, done: 16-10A1, BD), CD86
(FITC, clone: GL1, BD), CD8 (APC Cy7. done: 53-68.7, Biolegend) or (PerCP-Cy 5.5, clone:
53-6.7, e-Bioscience), CD3 (Percep Cy5.5, clone: 145-2C11, e-Bioscience), CD31 (PE, clone:
380, eBioscience), CD45 (V500, clone: 30-F11, BD), CD62L (PE-Cy7, clone: MEL-14, BD),
CD44 (Pacific Blue, clone: IM7, Biolegend) CD4 (APC, done: RM4-5, Biolegend) at RT for 20
min. In REX3 mice, endogenous RFP (CXCL8) and BFP (CXCL10) were read in PE and
Pacific Blue channels, respectively. Cytofiuorometry was performed by using a Fortessa
Cytometer (Becton—Dickinson) and analyzed with Flowjo software.

Phagocytosis assay by flow cytometry. Blood (2 mL) from GFP-PbA-infected and non-
infected mice were collected in heparinized tubes. The enrichment of iRBCs was performed
using a positive selection kit according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, DE). Uninfected RBCs were used as a negative control. The purity was
determined by Giemsa-stained thin blood smears. Total splenocytes (5x10°) from infected (6
days) and non-infected mice were incubated with iRBCs (5x10°) or RBCs (5x10°) for 1 hour at
37°C (1:1). Cells were washed and stained with the antibodies specific for mouse CD11b (PE-
Cy7). F4/80 (PE-Cy5), CD11c (Alexa 700), MHC II (PE), DC-SIGN (APC e-fluor 660), LySBC
(e-fluor 450) at RT for 20 min. Flow Cytometry was performed by using a Fortessa Cytometer
(Becton-Dickinson) and analyzed with Flowjo software.

Cell sorting. Spleens from the C57BL/S and IFNy™ control uninfected and infected mice, at 7
day post-infection, were harvested and splenocytes stained with CD11b (PE-Cy7). F4/80 (PE-
Cy5). CD11c (Alexa 700), MHC Il (PE), DC-SIGN (APC e-fluor 660) and then submitted to
purification by using a cell sorting ARIA (BD). These cells were first gated on FSC-H/FSC-A in
arder tn aunid dovhlete Next we first aated an CN11h'F4/80"T and then an MHC-I""NC-
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and then frozen in small aliquots of 10,000 cells for used for gene expression analysis using
the nanostring technology. Alternatively, cells were submitted to cytospin, stained with
Giemsa for morphological analysis using comected optics 40x and 100x (oil) in an optical
microscope (Olympus, GXML3200B).

Scanning Electronic Microscopy (SEM). After cell sorting aliquots of MO-DCs were fixed in
2.5% buffered glutaraldehyde solution, 0.1 M, Ph 7.2, 6 h, 8°C. Cells were then washed with
the same buffer and fixed in a mixture of 1% osmium tetroxide and 1.5% (w/v) potassium
ferrocyanide, dehydrated in a graded series of ethanol, infiltrated, and embedded in Araldite
502 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). Sections were stained with 2% uranyl
acetate and Reynolds lead citrate and then analyzed using SEM (DSM 960 A).

Confocal. Spleens were harvested into PLP buffer [0.05 M phosphate buffer containing 0.2M
L-lysine (pH 7.4), 2 mg/ml NalOs, 10 mg/ml paraformaldehyde], fixed for 5-12 hr, and
dehydrated in 30% sucrose prior to embedding in OCT freezing media (Sakura Fineteck). Ten
mm frozen sections were cut on a CM3050S cryostat (Leica). Sections were dried for 2h,
acetone fixed for 10 min, rehydrated, fixed with formaldehyde-calcium solution and washed
with PBS. Sections were blocked in PBS containing Amencan Hamster or Rat gamma
globulin (100ug/mL), stained in PBS, F4/80 (APC) or CD11c (APC) and embedded in prolong
gold. Images were acquired on a LSM510 confocal microscope (Carl Zeiss Mircoimaging).
Intravital confocal microscopy. MO-DCs were purified from spleens of PbA-infected from
four mice by consecutive positive selection of CD11b" (cat 130-087-142) and then CD11c’
(cat: 130-052-001) cells using the MicroBeads kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE,
CD11b). The cells were then incubated with CFSE (2 uM / 1x10° cells in 100 ul) for 8 min
and washed. The vasculature was stained using 10 ul of a PE-coupled anti-CD31 antibody
stock solution (0.2 mg/mi). Infected mice (5 days post-infection) were anesthetized
intraperitoneally (100 wl for each animal) with a mixture of ketamine (37.5 mg/ml, final
concentration) and xylazine (2.5 mg/ml, final concentration). After anesthetized, one million of
CFSE-stained CD11b"CD11c” cells and anti-CD31 were injected intravenously and a cranial
window (2 X 2 mm) was drilled above the parietal cortex leaving the dura mater intact to
exposed and visualize the brain vasculature. Mouse was immobilized using the stereotaxis
apparatus and CD11b" CD11c" cells and endothelium were observed using a confocal
microscope (Nikon, ECLIPSE 50i, 20x objective lens) outfitted with a fluorescent light source
(epi-illumination at 510-560 nm, using a 580 nm emission filter). The number of migrating
cells was determined offline during the video playback analyses. In each animal, a field was
recorded and analyzed to determine the total number of cells. Quantitative image analysis
was performed by using the software Volocity (Version 8.3).

Dendritic cell migration assay. Splenic CD11b°CD11c” cells from uninfected and 6 days
post-infection mice were purified using a positive selection kit, as described in the intravital
confocal microscopy section (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE). Cells were stained with
anti-CD11b (PE-Cy7, done: M1/70, e-Bioscience) and anti-CD11c (Alexa 700, clone: N418, e-
Bioscience), and purity checked by FACS. CD11b'CD11c" cells were suspended in RPMI
medium plus 10% FBS at 1x10° cells/ml. To assess the migratory capacities of MO-DCs cells,
we used a 12 well-Transwell microplate (Coming, Amboise, FR) with 5-um membrane pore
size that forbade the passive diffusion, but allowed the active migration of MO-DCs. For each
condition tested, lower chambers of the transwell were filled with 600 ul in the absence or
presence of 0.1, 1 or 10 ng/mL CCL2 (Biolegend) andfor CCL5 (e-bioscience). MO-DCs
(1x10%in 100 wl) were deposited in the upper chamber of the transwell and were allowed to
migrate for 3 hours at 37°C. Migrating DCs were harvested from the lower chamber and were
counted using Neubauer camara. Enumerations were performed twice to assess the reliability
of the method.
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Cytokine assays. The levels of IFNy were measured in sera of control and infected mice by
using the Cytometric Bead Armay (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokines Kit (BD Becton-
Dickinson, cat: 560485) “.

Quantitative PCR. Total RNA from spleens and brains from uninfected or PbA infected mice
was extracted by using TRlIzol and cDNA prepared using Multiscibe RT (Applied
Biosystems). g°PCR was performed with SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) using
a Realplex2 mastercycler (Eppendorf) '. Primer sequences for measuring /FNyand
chemokine gene expression were: CXCLS, 5-AATGCACGATGCTCCTGCA-3° and 5'-
AGGTCTTTGAGGGATTTGTAGTGG-3"; CXCL10, 5- GCCGTCATTTTCTGCCTCA-3' and 5'-
CGTCCTTGCGAGAGGGATC-3"; IFNy, 5-AACGCTACACACTGCATCTTGG-3' and 5'-
GCCGTGGCAGTAACAGCC -3; CD8, 5-GACGAAGCTGACTGTGGTTGA-3' and 5'-
GCAGGCTGAGGGTGGTAAG-3"; CCL2, 5- TGGCTCAGCCAGATGCAGT -3 and 5-
TTGGGATCATCTTGCTGGTG -3, CCL3, 5- CCAAGTCTTCTCAGCGCCAT-3" and 5'-
TCCGGCTGTAGGAGAAGCAG -3, CCL4, 5-TCTTGCTCGTGGCTGCCT-3' and 5'-
GGGAGGGTCAGAGCCCA-3"; and CCL5, 5-CAAGTGCTCCAATCTTGCAGTC-3" and 5™
TTCTCTGGGTTGGCACACAC-2". All samples were normalized using S2-MICROGLOBULIN
or GAPDH expression employing either 5-CCGAACATACTGAACTGCTACGTAA-3 and 5'-
CCCGTTCTTCAGCATTTGGA-3' or 5-GTGGTGAAGCAGGCATCTGA-3' and 5
GGGAGTCACTGTTGAAGTCGC-3' primers, respectively.

Quantification of RNA Expression by Nanostring. Purified MO-DCs from C57BL/6 and
IFNy* infected with PbA were analyzed by NanoString methodology. Briefly, 10,000 cells
were resuspended in 1 ml of Qiagen RLT lysis buffer and hybridized to the target specific
code set on 65 *C. The code set contained probes against a panel of 561 genes encoding
relevant innate immunity proteins (NCounter® Mouse Immunology). After incubation,
samples (three animals per group) were loaded onto the NanoString Prep station for excess
reporter removal, binding to cartridge surface, and probe scanning. After scanning and data
collection onto a digital analyzer, data normalization was performed against positive and
negative control oligonucletides and fourteen housekeeping genes. Nomalized results are
represented as the relative mRNA level. The fold change was defined by rate of mRNA’'s
numbers of copies of the infected by non-infected mice. The software Multiple Experiment
Viewer (MeV) was used to generate the heat maps. Differences in gene expression were
considered significant if p<0.05 as defined by unpaired t test.

Drug and Treatment. TLR7/9 antagonist (E6448, Eisai Phamaceuticals) was dissolved in
water and mice were treated 120mgl|(9!dayfromadaybeforeuied:mtomendncatedday
post-infection, qvenanpIﬁ\rcmghordgavagemoedally Mice treated with vehicle
(water) were used as a control.

Statistical Analysis. All data were analyzed using Graphpad Prism 6.0 Software. Two-tailed
Student’s { tests were used for data analysis and generation of p values. Mann-Whitney
testing was used for nonparametric analysis when data did not fit a Gaussian distribution.
ANOVA via post-tukey test for multiple comparnisons was used for comparing more than two
samples. A p < 0.05 value was considered statistically significant. All data are represented as
mean with individual data points representing individual samples. Bar graph data show
standard deviation error (SD) bars.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1. iImmunophenotyping of MO-DCs. Splenocytes were harvested
from control and infected mice at five days post-infection. (A)Splenocyhswemﬁstgatedfor
CD11c"MHC II"¥" cells and then for DC-SIGN™ and Ly8c” cells. Over 90% of CD11¢"MHC
I""DC-SIGN"PLy8c" cells were CD11b'F4/80". Bar graphs comrespond to total number of
cells (four mice per group). Results are expressed as mean. Differences considered
statistically significant between infected and non-infected, when * p<0.05 or ** p<0.01 after

ANOVA. The data shown are representative of five independent experiments. (B)
Levels of CD80 and CD88 expression in iMOs (CD11b'F4/20'DC-SIGN*MHCII") and MO-
DCs (CD11b"F4/80°DC-SIGN"™MHCII™") from control and infected mice. Representative
results of four mice per group of control versus infected mice.
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Supplementary Figure 2. Purity of MO-DCs isolated by cell sorting. Spleens were
harvested at six days after infection with PbA. Mo-DCs were labeled with F4/80'CD11b'DC-
SIGN™"MHC II"" cells and submitted to sorting by flow cytometry. We obtained over 98.2%
purity of cells that were also CD11c". The data shown are representative of MO-DCs purified
from at least ten mice and used for analysis by optical and scanning electronic microscopy
(Figure 1) as well as gene expression by nanostring (Figures 2 and 4).
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Supplementary Figure 3. Kinetics of IFNy, CD8, and chemokine mRNA expression in
spleens and brains from PbA infected mice. (A) Spleens were harvested at0and 3 to 7
days post-infection. (B) Brains were harvested at days 0, 5 and 7 post-infection with PbA.
Total RNA was extracted from individual spleens and brains and levels of
cytokine/chemokine mRNA analyzed by qPCR and nomnalized by GAPDH or f2-
MICROGLOBULIN expression. The data are representative of two independent experiments
with four mice per group.
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Supplementary Figure 4. CCR5 expression by splenic MO-DCs from C57BL6 mice
infected with PbA. (A) Representative primary flow cytometric dot plots of spleens from
uninfected control mice are shown. The percentage of MO-DCs (Gate 1, F4/80"/CD11b'DC-
SIGN"MHC II"), Gate 2 (F4/80"/CD11b'DC-SIGN"MHC II'), and Gate 3 (F4/80"/CD11b'DC-
SIGN'MHC 1II") expressing CXCR2 and CXCR5 are indicated. (B) C57BL/8 mice were
inoculated with PbA, and spleens harvested 6 days later. Representative primary flow
cytometric dot plots of spleens from infected mice are shown. The percentage of MO-DCs
(Gate 1, F4/80"/CD11b"DC-SIGN"MHC II") expressing CXCR2 and CXCRS5 are indicated. C.
Frequency of splenic MO-DCs and other cell populations in controls and infected C57BL/G are
shown in bar graphs. The average and SD are one representative of three independent
experments with three or four mice per group. ** indicates that p<0.01 as determined by two-
way ANOVA analysis.
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Supplementary Figure 5. Frequency of splenic MO-DCs is reduced in IFNy" mice
infected with PbA. C57BL/S and IFNy"' mice were inoculated with PbA, and spleens
harvested 6 days later. (A) Representative primary flow cytometric dot plots of spleens from
infected mice are shown. The percentage of MO-DCs (Gate 1, F4/80%/CD11b*DC-SIGN'MHC
II'). Gate 2 (F4/80"/CD11b’DC-SIGN'MHC II'), and Gate 3 (F4/80"/CD11b"DC-SIGN'MHC II')
are indicated. (B) Frequency of splenic MO-DCs and other cell populations in controls and
infected C57BL/8 and IFNy" mice are shown in bar graphs. The average and SD are one
representative of two independent experiments with three or four mice per group. Differences
were considered statistically significant when *, p<0.05; **, p<0.01; ****, p<0.0001 as indicated
by two-way ANOVA analysis.
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Supplementary Figure 6. Treatment with E6446 prevents lethality expression of CXCL9
and CXCL10 by splenocytes in PbA infected mice. (A) Mice were treated using different
schedules (left panel) and followed for survival (right panel). The selected regimen (day -1 to
day 3 post-infection) was used in all experiments presented in this study. (C) lllustrative
confocal analysis of spleens from uninfected and infected REX2 mice treated with EBG446.
Treatment with E6446 inhibits expression of RFP (CXCL8) and BFP (CXCL10) by spleen cells
from PbA-infected REX3 mice.
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Supplementary Figure 7. Frequency and total numbers of MO-DCs in spleens from
CCRZ" mice infected with PbA. C57BL/8 and CCR2" mice were infected with PbA and
spleens harvested at 0, § and 7 days later. Splenocytes were gated on CD11b and F4/80 and
then analyzed for DC-SIGN and MHC |l expression. Average and standard deviation of (A)
total number and (B) frequency of MO-DCs (Gate 1, F4/80"/CD11b'DC-SIGN'MHC II'), Gate
2 (F4/80°/CD11b'DC-SIGN'MHC II'), and Gate 3 (F4/80%/CD11b*DC-SIGN'MHC II") within
CD11b°F4/80" cells are shown. The presented data are representative of one out of two
experiments. Differences were considered statistically significant when * p<0.05,""p<0.01 and
***p<0.001 as indicated by two-way ANOVA analysis.
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Supplementary Figure 8. Frequency and total number of splenic MO-DCs is not affected
in CCR5* mice infected with PbA. C57BL/8 and CCR5" mice were inoculated with PbA,
and spleens harvested 0, 5 and 7 days later. Splenocytes were gated on CD11b and F4/80
and then analyzed for DC-SIGN and MHC |l expression. Average and standard deviation of
(A) total number and (B) frequency of MO-DCs (Gate 1, F4/80%/CD11b*"DC-SIGN*MHC II'),
Gate 2 (F4/80°/CD11b*DC-SIGN'MHC II'), and Gate 3 (F4/80%/CD11b'DC-SIGN'MHC II)
within CD11b'F4/80" cells are shown. The presented data are representative of one out of
two experiments. Differences were considered statistically significant when * p<0.05,"*p<0.01
and ***p<0.001 as indicated by two-way ANOVA analysis.

Supplementary Videos 1A and 1B. In vivo imaging of CCR5" MO-DCs in the brain of
C57BL/6 mice infected with PbA. MO-DC enriched populations were obtained from CCR5*
mice at 5 days post-infection labeled with CSFE and tfransferred i.v. (one million cells/mouse)
to PbA-infected WT mice. The presence of CSFE labeled cells were detected in the
microvasculature and brain parenchyma by confocal microscopy 15-20 minutes after cell
transfer in the orbital vein.

Supplementary Videos 2A and 2B. In vivo imaging of WT MO-DCs in the brain of
CR7BL/6mice infected with PbA. MO-DC enriched populations were obtained from C57BL/
mice 5 days post-infection labeled with CSFE and transferred i.v. (one million cells/mouse) fo
PbA-infected WT mice. The presence of CSFE labeled cells were detected in the
microvasculature and brain parenchyma by confocal microscopy 15-20 minutes after cell
transfer in the orbital vein.
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