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RESUMO

A exposicéo de fosfatidilserina (PS) por células indica o tipo de morte celular
conhecida como apoptose, mas também tem sido relacionada a mecanismos de
evasao de parasitos, conceito conhecido como “mimetismo apoptético”. Toxoplasma
gondii mimetiza células apoptéticas por expor PS, induzindo a secrecéo de fator de
crescimento transformante-betal por macréfagos ativados infectados, levando a
degradacédo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), inibicdo da producédo
de oxido nitrico (NO) e, consequentemente, a persisténcia do parasito nessas
células. Neste trabalho, a subpopulacdo de T. gondii que expde PS foi separada da
subpopulacdo que ndo expde esse fosfolipidio. Interacfes realizadas entre as
subpopulacdes isoladas de T. gondii e células hospedeiras demonstraram que a
subpopulacdo PS+ foi capaz de invadir ativamente estas células e inibir a producéo
de NO por macréfagos peritoneais murinos ativados, enquanto a subpopulacao PS-
nao inibe a producdo de NO e depende de mecanismo endocitico para entrar nas
células hospedeiras. Camundongos infectados com as subpopula¢des isoladas de T.
gondii fenecem precocemente, quando comparados a camundongos infectados com
a populacdo total de parasitos. Bagco e figado de camundongos infectados com
parasitos PS- apresentaram poucos parasitos e extenso infiltrado inflamatério. Em
contraste, a infeccdo com a subpopulacdo PS+ induziu maior carga parasitaria e
nenhum infiltrado inflamatério. J& a infec¢cdo com a populacédo total, gerou equilibrio
entre carga parasitaria e inflamagéo. Assim, elucidamos a causa da morte precoce
dos camundongos infectados com as subpopulacdes isoladas. Estes resultados
sugerem que as subpopulacbes possuem diferentes mecanismos de invasdo e
ambas sdo essenciais para o0 sucesso da infeccdo e consequente sobrevida do
parasito e do hospedeiro.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Fosfatidilserina; Macréfago; Inflamacéo;

Mimetismo apoptético.
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ABSTRACT

The exposure of phosphatidylserine (PS) by cells indicates a type of cell death
known as apoptosis, but has also been linked to parasite evasion mechanisms, a
concept known as "apoptotic mimicry". Toxoplasma gondii mimics apoptotic cells by
exposing PS, inducing the secretion of transforming growth factor-B1 by infected
macrophages, leading to degradation of the enzyme inducible nitric oxide synthase,
inhibition of nitric oxide (NO) production and the consequent persistence of the
parasite in these cells. In this work, the subpopulation of T gondii that exposes PS(+)
was separated from the subpopulation that does not expose (PS-) this phospholipid.
Interactions performed between subpopulations isolated from T. gondii and host cell
showed that PS+ subpopulation was able to invade these cells and actively inhibited
NO production by activated murine peritoneal macrophages, whereas PS-
subpopulation did not inhibit NO production and was dependent of an endocytic
mechanism to invade host cells. Mice infected with the isolated subpopulations of T.
gondii died early, when compared to mice infected with the total population of
parasites. Spleen and liver of mice infected with PS- parasites showed few parasites
and extensive inflammatory infiltrate. In contrast, infection with the PS+
subpopulation induced higher parasite load and no inflammatory infiltrate. The
infection with the total population induced a balance between parasite load and
inflammation. Thus, clarifying the cause of early death of mice infected with the
isolated subpopulations. These results suggest that subpopulations have different
mechanisms of invasion and both are essential for successful infection and
subsequent survival of the parasite and host.

Keywords: Toxoplasma gondii; Phosphatidylserine; Macrophage; Inflammation;

Apoptotic mimicry.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é causada por Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular
obrigatério (Tender et al., 2000). Este parasito possui distribuicdo mundial, ampla
gama de hospedeiros, e € considerado um dos mais bem sucedidos na terra (Tender
et al., 2000; Carruters, 2002). Cerca de um terco da populacdo humana é
soropositiva para T. gondii (Montoya e Liesenfeld, 2004). No entanto, a maioria das
infeccbes € assintomatica, mas manifestacdes clinicas graves podem surgir em
individuos imunocomprometidos (Tender et al., 2000). A producéo de 6xido nitrico
(NO) por macréfagos ativados controla a proliferacdo de T. gondii (Adams et al.,
1990; Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004). No entanto, como
mecanismo de sobrevivéncia, 0 parasito regula a producdo de NO e persiste em
macrofagos ativados (Seabra et al., 2002; Liuder et al., 2003; Seabra et al., 2004,
Guillermo e DaMatta, 2004; Rozenfeld et al., 2005). Nosso grupo tem demonstrado
que aproximadamente 50% da populacdo total de T. gondii, cepa RH, expde
fosfatidilserina (PS) no lado extracelular de sua membrana plasmatica. Este
mecanismo esta envolvido na inibicdo de producdo do NO durante a infec¢cdo em
macrofagos ativados, garantindo, assim, a persisténcia do parasito (Seabra et al.,
2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Luder et al., 2003; Rozenfeld et al., 2005).

A reducdo da expressao da enzima NO sintase induzivel (iINOS) (Seabra et
al., 2002, 2004; Luder et al., 2003; Guillermo e DaMatta, 2004) e o desaparecimento
do fator nuclear kappa B do nucleo de macréfagos ativados infectados com T. gondii
ocorre de forma dependente da producdo do fator de crescimento transformante
beta 1 (TGF-B1) (Seabra et al., 2004). PS é um fosfolipidio presente na membrana
plasmatica, estando principalmente envolvido na sinalizacdo para a captacdo de
células apoptoticas (Fadok et al.,, 2001; Clark, 2011). A fagocitose de células
apoptoticas por macréfagos induz uma resposta antiinflamatéria baseada na
exposicao de PS (Fadok et al., 1998; Frey e Gaipl, 2011) que conduz a secrecédo de
TGF-B1 (Fadok et al., 1998; Huynh et al., 2002; Frey e Gaipl, 2011). Devido a esta
propriedade e presenca em protozoarios, PS tem sido relacionada ao mecanismo de
evasao da Leishmania amazonensis em macréfagos, um conceito conhecido como
"mimetismo apoptotico” (Barcinski et al., 2003; Wanderley et al., 2010). Foi
demonstrado que a exposicdo de PS por este protozoario estd envolvida no

processo de internalizacdo, causando ativacéo alternativa de macrofagos através da
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inducdo de TGF-B1, da interleucina (IL) -10, e inibicdo da producao de NO (Balanco
et al.,, 2001; Wanderley et al.,, 2006). Da mesma forma, tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi expdem PS, reduzindo a expresséo da iNOS ap0s a infeccdo de
macréfagos ativados (DaMatta et al., 2007). Mimetismo apoptético também tem sido
demonstrado na infeccdo do virus vaccinia em células hospedeiras (Mercer et al.,
2008). O mecanismo de invasao de T. gondii envolve a formacdo de uma juncao
movel entre o0 parasito e a membrana plasmatica da célula hospedeira. A membrana
plasmatica invagina concomitantemente com a formacdo do vacuolo parasitoforo.
Este processo é conhecido como a invasao ativa (Morisaki et al., 1995). No entanto,
a entrada de taquizoitas também pode ocorrer por uma via de internalizacdo que
envolve a célula hospedeira (Jones et al., 1972; Morisaki et al., 1995), como foi
recentemente demonstrado em estudo utilizando Dynasore (Caldas et al., 2009), um
inibidor da via endocitica (Kirchhausen et al., 2008).

Neste trabalho, demonstramos 0s mecanismos imunopatoldgicos da interacao
entre as subpopulacdes isoladas PS+ e PS- de T. gondii e células hospedeiras.
Andlises morfolégicas de interacdes na presenca de Dynasore (inibidor de via
endocitica) mostraram que os parasitos PS+ invadiram macréfagos por penetracao
ativa, enquanto parasitos PS- foram internalizados por mecanismo endocitico.
Apenas a subpopulacdo PS+ de T. gondii foi capaz de inibir a produgcéo de NO por
macrofagos ativados. Em ensaio utilizando linhagem celular ndo-fagocitica, somente
parasitos PS+ foram capazes de invadir estas células. Além disso, camundongos
infectados com as subpopulagbes isoladas morreram precocemente, quando
comparados aos camundongos infectados com a populacdo total de parasitos.
Grande infiltrado inflamatério foi encontrado em camundongos infectados com a
subpopulacdo PS-, e uma maior carga parasitaria estava presente em camundongos
infectados com a subpopulacdo PS+, elucidando a causa da morte precoce dos
camundongos infectados com subpopulagbes isoladas. Coletivamente, estes
resultados indicam que o mecanismo de escape de T. gondii é dependente da
exposicdo de PS e que ambas as subpopula¢gbes do parasito sdo necessarias para

uma infecgéo bem sucedida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose, zoonose causada pelo parasito T. gondii, possui distribuigéo
mundial (Tender et al., 2000). Um terco da populacdo mundial € soropositiva para T.
gondii (Montoya e Liesenfeld, 2004). No Brasil, a soroprevaléncia varia entre 50 e
80% da populagédo (revisto em Cantos et al, 2000). No entanto, a doenca so0
desenvolve para a fase grave em individuos imunocomprometidos, tornando a
maioria das infecgbes primarias pelo parasito assintomaticas (Wong e Remington,
1994).

A infeccdo primaria por T. gondii durante o periodo gestacional pode originar
a toxoplasmose congénita, visto que o parasito € capaz de atravessar a placenta e
infectar o feto (Weiss e Kim, 2007). Este parasito pode se multiplicar na maioria das
células nucleadas e possui tropismo pelos tecidos dos olhos e do sistema nervoso
central (Ferguson, 2009). A toxoplasmose pode ser contraida, ainda, através da
ingestdo de agua (Bahia Oliveira et al., 2003), leite in natura (Dressen 1990; Dubey,
1993) e alimentos crus ou mal cozidos contaminados por T. gondii (Tenter et al.,

2000). Esta forma de infeccdo é denominada toxoplasmose adquirida.

Em individuos imunocompetentes, a infec¢cdo por T. gondii ocorre de forma
assintomatica, onde hospedeiro desenvolve uma resposta imunolégica contra o
parasito. Esta resposta pode inibir a evolugdo da infeccdo para a doenca (fase
cronica), mas ndo é capaz de eliminar o parasito. Em casos de imunodepressao, o
parasito volta a desenvolver-se normalmente, desencadeando a forma grave da
toxoplasmose (fase aguda), podendo causar lesbes no sistema nervoso central,
retinocoroidites e encefalites (Ambroise-Thomas e Pelloux, 1993; Ferreira e Borges,
2002).

O tratamento de pacientes com toxoplasmose na fase aguda é realizado, na
maioria dos casos, através da administracdo de farmacos antifolato, onde o mais
comum é a associacdo entre sulfadiazina e pirimetamida. No entanto, o0 emprego
desses farmacos esta relacionada com efeitos colaterais, como a supressao
medular. Desta forma, € importante a uso concomitante de acido folinico, a fim de

reduzir efeitos hematoldgicos indesejados durante o tratamento (Frenkel & Hitchings,



1957; Frenkel et al., 1960; Haverkos, 1987). O tratamento de gestantes € baseado
no emprego de espiramicina, um antibiotico ativo contra a forma taquizoita do
parasito (Garin & Eyles, 1958; Niel et al., 1981). Em pacientes alérgicos a sulfa, o
tratamento é realizado com a administracdo de clindamicina, um antibiético,
associado a pirimetamina (Dannemann et al., 1992; Katlama et al., 1996; Montoya &
Liensenfeld, 2004).

2.2. Toxoplasma gondii

2.2.1. Taxonomia

Esse parasito pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse
Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystidae e Subfamilia Toxoplasmatinae
(Montoya & Liensenfeld, 2004).

2.2.2. Distribuicdo mundial

Toxoplasma gondii foi descrito primeiramente no Brasil por Splendore (1908)
em coelho e por Nicolle e Manceaux (1908) no Norte da Africa em um roedor
(Ctenodactylus gundi). Trata-se de um protozoario parasitico intracelular obrigatorio
de distribuicdo mundial, considerado um dos mais bem sucedidos do planeta, sendo
capaz de infectar grande variedade de vertebrados homeotérmicos, incluindo seres
humanos e animais de importancia econémica (Lyons e Johnson, 1995; Tenter et al.,
2000; Carruthers et al., 2002; Sibley et al., 2010).

2.2.3. Ciclo vital

Toxoplasma gondii tem como hospedeiros definitivos membros da familia
felidae e como hospedeiros intermediarios outros animais endotérmicos durante seu
ciclo de vida (Esquema 1). As principais formas infectivas do parasito sdo 0s
bradizoitos, que formam cistos teciduais, e 0s esporozoitos, que formam oocistos. A
infeccdo origina-se principalmente por via oral, através da ingestdo de agua e
vegetais contendo oocistos ou carne mal cozida contaminada por cistos teciduais
(Wong e Remington, 1993). ApOs a ingestdo, ocorre o rompimento da parede

externa dos cistos teciduais e dos oocistos, liberando, assim, as formas infectantes
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bradizoitos ou esporozoitos, respectivamente, no intestino do hospedeiro. Os
parasitos liberados infectam enterécitos e se diferenciam em uma forma de
multiplicacdo rapida, o taquizoito, que se multiplica assexuadamente por
endodiogenia (Frenkel, 1973; Blader e Saeij, 2009; Sibley et al., 2010). Os
taquizoitos séo liberados na corrente sanguinea apds o rompimento da membrana
da célula hospedeira, ou sdo carreados por células CD11lb ou CD11c positivas
(Courret et al., 2006) possibilitando, assim, disseminagdo do parasito para outros
tecidos. Esta infeccao inicial caracteriza a fase aguda da doenca. Quando o sistema
imunoldgico do hospedeiro comeca a atuar sobre os taquizoitas, o parasito sofre
nova diferenciagdo em bradizoito, que é uma forma de desenvolvimento lenta,
formando cistos teciduais, caracterizando a fase cronica da infec¢do (Frenkel, 1973;
Blader e Saeij, 2009; Sibley et al., 2010). Em membros da familia Felidae, apos a
ingestdo de alimentos contendo cistos teciduais ou oocistos, os bradizoitos ou
esporozoitos liberados no intestino infectam os enterdcitos, multiplicam-se por uma
série de esquizogonias e diferenciam-se em gametas masculinos e femininos. A
fusdo desses gametas resulta na formacdo de um zigoto diploide (oocisto) nédo
esporulado. O oocisto é liberado no ambiente através das fezes do animal, esporula
formando dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada. Portanto, cada
oocisto origina oito progénies haploides, os esporozoitos (Wong e Remington, 1993;
Sibley et al., 2010). Toxoplasma gondii também pode ser transmitido pela via
transplacentéaria ao feto durante a infec¢do aguda de fémeas no periodo de gestacdo
(Dubey 1977; Weiss e Kim, 2007; Blader e Saeij, 2009) (Esquema 1).
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Esquema 1: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Replicacdo sexuada ocorre
apenas no intestino dos membros da familia felidae (hospedeiros definitivos),
resultando na excrecdo de (a) oocistos dipldéides que esporulam no ambiente,
originando esporozoitos. Oocistos sdo resistentes no ambiente e infectam
hospedeiros através da ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados. Durante a
fase aguda da infeccdo, (b) taquizoitos dividem-se rapidamente, por endodiogenia e
podem ser transmitidos congenitamente. Na fase crbnica, (c) cistos contendo
bradizoitos (forma de replicacdo lenta) sdo formados em tecidos do hospedeiro.
Estes cistos teciduais sdo disseminados por diversos hospedeiros por via oral
(Adaptado de Sibley et al., 2010).

2.2.4. Divisao por endodiogenia

A replicacdo por endodiogenia consiste na forma de reproducado assexuada
na qual duas células-filhas sdo formadas no interior da célula-mée que lisa ao final
do processo liberando as células-filhas. Esta forma de divisdo ocorre durante a
formacdo de taquizoitos e bradizoitos de T. gondii. O ciclo celular do parasito
durante a endodiogenia é relativamente simples (Esquema 2), possuindo apenas
qguatro fases facilmente detectadas por marcadores especificos: G1, S, M e C. O

inicio da fase G1 é marcado pela replicacdo do complexo de Golgi, seguido da
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translocacdo do centrossomo da parte anterior para a posterior do nucleo. A fase S é
iniciada com a duplicacdo do centrossomo, coincidindo com o inicio da duplicacédo
do material genético. Na fase M ocorre a formacéo de dois novos complexos apicais
rudimentares, que irdo nuclear os microtabulos subpeliculares e o complexo interno
de membrana, definindo, assim, as células-flhas dentro da célula-méae.
Progressivamente, na fase C, o ndcleo termina o processo de replicacdo e as
células-filhas estendem-se, consumindo toda a célula-mae, dando origem a dois

novos parasitos (Gaji et al., 2010).

Esquema 2: Fases do ciclo celular de taquizoitas de Toxoplasma gondii. Fase
G1: inicio do processo de replicacdo. Fase S: duplicacdo do material genético e do
centrossomo. Fase M: formacdo de complexos apicais rudimentares. Fase C:
citocinese (Adaptado de Radke et al., 2001).

Gaji et al. (2010) demonstrou que taquizoitos de T. gondii invadem e
egressam de células hospedeiras, preferencialmente, na fase G1 do ciclo celular do
parasito. Este fato se da pelo controle de sua expressao génica. Na fase G1, genes
responsaveis pela invasdo, egresso e resisténcia ao ambiente extracelular sdo mais
expressos. Nas fases S e M/C, os parasitos mostraram-se menos invasivos que na
fase G1, visto que nestas fases a demanda de energia € voltada para o processo de

divisao.

2.2.5. Mecanismos de invasao

Toxoplasma gondii possui duas formas distintas de invadir células, as quais
resultam em respostas imunoldgicas diferenciadas do hospedeiro. Sao elas
penetracdo ativa e fagocitose. Na penetracdo ativa em células hospedeiras

(Esquema 3, lado esquerdo), a invasdo é gerida pelo proprio parasito (Morisaki et



al., 1995). Organelas secretorias presentes em T. gondii, como roptrias, micronemas
e granulos densos sdo fundamentais para que esta invasdo ocorra (Dubremetz et
al., 1993; Carruthers & Sibley, 1997). O processo Inicia-se com a adesao de T.
gondii a membrana da célula alvo, momento no qual ocorre a secre¢cdo de MICs,
proteinas provenientes do micronema que se ligam a célula hospedeira (Dubremetz
et al., 1998; Brossier et al., 2003). A polimerizacédo de filamentos de actina na parte
apical do parasito € responsavel pela translocacdo de adesinas, como a MIC2,
ligadas a célula hospedeira. Esta polimerizacdo serve como substrato para a ligacao
de moléculas de miosina conectadas ao complexo interno de membrana do parasito
(Sibley, 2003). A motilidade de T. gondii durante a invasdo ocorre através da
aldolase, enzima ligada a via glicolitica, que dispara a polimerizacao local da actina
e atua na ligacdo entre a MIC2 e o citoesqueleto do parasito, gerando, assim, a
mobilidade necesséria para que o parasito invada a célula hospedeira (Sibley, 2003).

Para que ocorra a invasdo, a membrana da célula hospedeira invagina-se, no
ponto de contato com o parasito, originando a estrutura denominada juncdo movel.
Esta juncédo é composta por proteinas provenientes das roptrias (RONs 2, 4,5e 8) e
dos micronemas (AMA1). Ao atravessar esta regido, o parasito sofre uma constri¢ao,
suportada pelo seu citoesqueleto (Santos et al., 2009).

Com o progresso da invasdo é formado um vacuolo rente ao corpo do
parasito, denominado vacuolo parasitoforo. Este vacuolo possui composicao
membranar diferenciada, tornando-se nao-fusogénico ao sistema endomembranar
da célula hospedeira. Esta caracteristica é essencial para a sobrevivéncia de T.
gondii, visto que as enzimas lisossomais da célula hospedeira ndo chegam no
parasito (Jones & Hirsh, 1972; Sibley et al., 1985; Mordue et al., 1999).

A membrana do vacuolo parasitoforo é formada por componentes oriundos
tanto do parasito quanto da célula hospedeira. Esta membrana possui a capacidade
de selecionar a passagem de nutrientes da célula hospedeira para o interior do
vacuolo, funcionando como uma “peneira molecular”, permitindo, assim, a nutricdo
do parasito durante seu desenvolvimento. Isto se da através de poros localizados na
membrana do vacuolo, que permitem a passagem de solutos de baixo peso
molecular. Esses poros sao oriundos da associacdo de proteinas presentes no
vacuolo parasitoforo (Schwab et al., 1994).

Uma rede tubulovesicular interliga a membrana do parasito e a membrana do

vacuolo parasitoforo (Mercier et al., 2002) e funciona como uma via de transporte de
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moléculas entre a célula hospedeira e T. gondii. Esta conexao € importante para a
nutricdo do parasito durante seu ciclo celular (Magno et al., 2005). A estabilidade
estrutural da rede tubulo vesicular € dada por proteinas provenientes dos granulos
densos, entre outras (revisto por Mercier et al., 2005).

A proteina ROP2, secretada pelo parasito e presente na membrana do
vacuolo parasitoforo, tem sua cauda N-terminal exposta através da membrana do
vacuolo, inserindo-se ha membrana externa da mitocondria da célula hospedeira.
Esta associacdo vacuolo-mitocondria disponibiliza fonte extra de energia para o
desenvolvimento do parasito no interior do vacuolo (Beckers et al., 1994).

Toxoplasma gondii é capaz, ainda, de entrar em células hospedeiras através
do mecanismo fagocitico (Esquema 3, lado direito). A invasdo de patdégenos por
fagocitose foi descrita para diversos patdégenos intracelulares, como protozoarios,
virus e bactérias (Finlay & Cossart, 1997; Antoine et al., 1998, Sibley & Andrews,
2000).

Durante o processo de invasdo, T. gondii é interiorizado pela célula
hospedeira sem que haja reorientacdo do parasito, diferentemente do que ocorre
durante a invaséo por penetragdo ativa, na qual o parasito reorienta-se e sua parte
apical entra em contato com a membrana da célula hospedeira, formando,
posteriormente, a juncao mével (Sibley, 1998). Na entrada por fagocitose ndo ocorre
a secrecdo de proteinas pelo parasito (Morisaki et al.,, 1995). Apds a ingestao,
forma-se um vacuolo largo ao redor do parasito. Este vaclUolo se converte em
fagossomo ao qual, posteriormente, fundem-se lisossomos, que liberam diversas
enzimas hidroliticas capazes de destruir o parasito (Sibley et al., 1985; Morisaki et
al., 1995, Mordue & Sibley, 1997).



Esquema 3: Mecanismos de invasdo do Toxoplasma gondii. Na invasao
por penetracdo ativa (esquerda), o parasito entra em contato com a célula através
de sua parte apical e ocorre a invaginacdo da membrana da célula hospedeira,
originando o vacuolo parasitéforo ndo-fusogénico rente ao corpo do parasito e com
pH entre 6,8 e 7,0. Durante a invasdo por mecanismo endocitico (direita), ndo ocorre
reorientacdo do parasito, que é fagocitado. Neste processo, ocorre a formacdo de
vacuolo endocitico largo, ao qual fundem-se lisossomos (circulos), tornando seu pH
acido (5,0) (Sibley, 1998).

2.3. O macrofago

O macrofago é uma célula pertencente ao sistema mononuclear fagocitico,
com medida tipica entre 25 a 50 um de diametro (Yona e Jung, 2010). Sua
superficie apresenta grande numero de projecdes, pseudoépodes e invaginacoes, e 0
citoplasma grande quantidade de vesiculas e vacuolos, que podem ser de reserva
ou de secrecdo (Santos e De Souza, 1983; Yona e Jung, 2010). Elementos de
citoesqueleto estdo distribuidos pelo citoplasma com forte concentracdo de
filamentos de actina no cortex celular envolvidos na mobilidade dos pseudépodos
(De Souza e Benchimol, 1985), no trafego vesicular e de organelas (Allison et al.,

1971). O nucleo do macréfago apresenta-se com formato irregular e em cortes finos
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mostra alguns lobulos. Na microscopia 6ptica, o0 macréfago possui um nucleo mais
regular, com formato riniforme. A cromatina encontra-se dispersa. Lisossomos estéo
presentes distribuidos pelo citoplasma. A regido do complexo de Golgi € bem
desenvolvida, posicionando-se ao redor do centriolo. O reticulo endoplasmatico
rugoso também € bem desenvolvido, estando geralmente perto do nucleo e do
complexo de Golgi (lan, 1973). As mitocdondrias encontram-se em grande numero
irradiando da regido perinuclear para a periferia celular (Carvalho e De Souza,
1989).

2.3.1. Funcdes: Ativacao Classica X Ativacdo Alternativa

Macréfagos possuem diferentes fungdes no organismo, podendo atuar tanto
no reconhecimento, destruicdo de patdgenos e apresentacdo de antigenos quanto
na digestdo de células em processo de morte celular por apoptose. Estas funcbes
sdo determinadas por sinalizacbes especificas, através das quais macréfagos
residentes séo ativados.

A ativacao classica de macréfagos (Esquema 4, lado esquerdo) o deixa mais
microbicida tendo como objetivo primordial a destruicdo de patdégenos e ativacao do
sistema imunoldgico do hospedeiro, de forma a eliminar o agente invasor. Apés esta
ativacdo, macrofagos tém sua capacidade fagocitica estimulada, produzem o6xido
nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatérias, como
o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), IL-1, IL-6 e IL-12.

Na segunda forma de ativacdo, denominada alternativa (Esquema 4, lado
direito), macrofagos secretam o fator homeostatico Prostaglandina E2 (PGE2) e
citocinas antiinflamatérias, como TGF-B1 e IL-10. Tornam-se hiporesponsivos a
sinalizacao inflamatéria e possuem funcédo na digestdo de células em processo de
apoptose, angiogénese e recuperacao tecidual (Gordon, 2003). Esta via de ativacao
também pode ser iniciada com o intuito de evitar danos ao hospedeiro durante
processos inflamatdrios crénicos (Dal-Pizzol & Felipe M.D., 2004; Hashimoto et al.,
2004; Takahashi et al., 2004).
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Esquema 4: Duas formas de ativacdo de macréfagos. Interferon-gamma
(IFN-gama) e lipopolissacarideo (LPS) ativam macrofagos pela via classica
induzindo secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6 e TNF) e agentes
microbicidas (6xido nitrico e superoxido) e tém fundamental importancia devido a
sua acao microbicida durante a fase inicial de infecgbes. IL-4 ou IL-13 ativam
macréfagos pela via alternativa, induzindo reparo de tecidos, imunidade humoral, e
angiogénese importante na fase de resolucdo de infec¢cdes (adaptado de Gordon,
2003).

2.3.2. Mecanismos de destruicdo de patdgenos: resposta imune inata contra

Toxoplasma gondii

Macrofagos, monacitos, células dendriticas e neutréfilos constituem o primeiro
grupo celular a gerar respostas contra patégenos. Células dendriticas ao
reconhecerem estes patdégenos, secretam a IL-12, enquanto macréfagos e
mondcitos secretam, além de IL-12, o TNF-a, um co-fator na atividade microbicida.
Estas respostas resultam no estimulo da producdo de Interferon-y (IFN-y) por
células Natural Killer (NK). O IFN-y é responsavel por desencadear a atividade
celular microbicida, sendo reconhecido por um receptor especifico ancorado a
membrana de macréfagos, mondcitos e neutrofilos (Suzuki et al, 1988). Apds a
ligacdo do IFN-y ao receptor, ocorre a ativagao de um fator de transcricao nuclear, o
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 (STAT1), capaz de controlar a

expressao de diferentes genes. Em resposta a atividade do STAT1, ocorre o
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estimulo para a producdo de NO e ROS, que sdo capazes de causar danos
expressivos em patdgenos (Adams, 1990). Ocorre, ainda, um estimulo para
producdo de proteinas de defesa denominadas p67 guanylate-binding e GTPases
relacionadas com a imunidade (IRGs) que, através da ATG5 (proteina relacionada a
autofagia), também sdo responsaveis pela eliminacdo de parasitos (Shenoy et al.,
2008; Yamamoto et al., 2012).

2.3.3. Processamento de células apoptéticas

A origem etimoldgica da palavra apoptose é do grego arcaico, significando “o
ato de cair’, estando relacionada a queda das folhas das arvores durante o outono e
sugere, no contexto celular, que a morte celular é essencial e favoravel para o
desenvolvimento de seres multicelulares. Apoptose € um mecanismo regulado pelo
organismo conhecido como “morte celular programada”, através do qual células
indesejaveis sao eliminadas, de modo a promover o bom funcionamento do
organismo (Kerr et al., 1972).

O processo de apoptose celular pode ter inicio por duas vias distintas. Na via
intrinseca, ap0s o estimulo apoptotico, ha perda do potencial de membrana da
mitocondria e ativacdo de caspases, enzimas capazes de clivar substratos protéicos
(Ernshaw et al.,, 1999; Donnelly et al., 2000). Na via extrinseca, 0 processo
apoptotico inicia-se com a transducdo do sinal de morte para o interior da célula
através de receptores especificos (receptores de morte), localizados na membrana
celular. O sinal é reconhecido pelo dominio de morte de moléculas adaptadoras, que
recrutam e ativam complexos indutores de morte, que promovem a ativacado de
caspases (Ernshaw et al., 1999). Apds a ativacdo de caspases, em ambas as vias,
ocorre a exposicdo do fosfolipidio de membrana fosfatidilserina (PS), condensacéao
da cromatina, desintegracdo da parede nuclear e o DNA é clivado por
endonucleases (Koopman, 1994).

Macrofagos ao reconhecerem e se ligarem a PS na face extracelular da célula
apoptotica, sédo ativados alternativamente, induzindo a produgdo e secre¢do das
citocinas antiinflamatorias IL-10 e TGF-B1 em sua forma ativa (Bermudez et al.,
1993) e do fator homeostatico PGE2, inibindo, assim, a sintese de TNF-a. Em

seguida, a célula apoptética é endocitada e digerida sem que haja processo
inflamatorio (Esquema 5) (McDonald et al., 1999).

13



Macroéfago Célula apoptotica

-

(e

PS Reconhecimento da sinalizacdo e
{ : secrecdo de PGE2 e citocinas
PGE2 A)\ D= anti-inflamatérias

Processamento e degradacdo da
célula apoptética

Esquema 5: Reconhecimento e processamento de células apoptoticas por
macrofagos. Macréfagos séo atraidos por células em processo de apoptose. Estas
células expdem fosfatidilserina (PS) na face externa de sua membrana plasmatica.
Macréfagos ao se ligarem a PS da célula apoptética sdo ativados de forma
alternativa, secretando citocinas antiinflamatérias como PGE2, TGF-31 ativo e IL-10.
Apoés a inibicdo da resposta inflamatéria do organismo, a célula em apoptose é

engolfada, processada e digerida pelos macréfagos.

2.4. Interagdo parasito célula hospedeira

A fagocitose por células hospedeiras € uma das primeiras barreiras que
protozoarios invasores precisam burlar para sobreviver. Esse processo de entrada
se inicia com a adeséo do microorganismo na superficie celular do macréfago. Apés
adesdo a superficie e ingestdo do protozoario, ocorre a formagcdo do vacuolo
fagocitico, que se funde com lisossomos. As enzimas lisossomais degradam o que
se encontra no interior do fagolisossomo (De Souza, 1994; Sacks e Sher, 2002).
Trypanosoma cruzi possui mecanismo de escape do vacuolo através da secrecdo do
peptideo Tc-TOX, que cria poros na membrana do vacuolo fagocitico (Sacks e Sher,
2002), possibilitando a saida do parasito sem danos expressivos e seu posterior

desenvolvimento no citoplasma (De Souza, 1994; Sacks e Sher, 2002). Toxoplasma
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gondii modifica o vacuolo fagocitico através da secrecdo de proteinas durante a
invasao, evitando a fusdo de lisossomos e acidificacdo. Por outro lado, Leishmania
consegue sobreviver dentro de vacuolos acidificados, contendo enzimas lisossomais
e atividade hidrolitica (De Souza, 1994; Sacks e Sher, 2002).

Foi descrito que amastigotas (Balanco et al., 2001; Wanderley et al., 2006) e
promastigotas metaciclicas (Wanderley et al.,, 2010) de Leishmania amazonensis
expdem o fosfolipidio PS do lado externo da membrana plasmatica, que esta
relacionado com a capacidade de invadir células hospedeiras por macropinocitose
(Wanderley et al., 2006, 2010). Esta exposicdo também foi descrita nas formas
infectivas do T. cruzi (DaMatta, et al., 2007).

A exposicdo de PS na superficie da membrana plasmatica de células
apoptoéticas é o principal evento para indicar morte celular por apoptose (Clark,
2011). Esta exposicdo € fundamental para que o TGF-B1 sinalize e induza a
resposta anti-inflamatoria durante a fagocitose de células apoptéticas (Frey e Gaipl,
2011). Ao expor PS, os parasitos utilizam o mecanismo denominado “mimetismo
apoptético”, reproduzindo, assim, a sinalizagcdo empregada por células em processo
de apoptose, inibindo a atividade inflamatoria do macréfago (Mercer et al., 2008;
Wanderley et al., 2010). No entanto, ndo é descrito se 0 mecanismo de translocacéo
de PS em parasitos € dependente da atividade de flippases, como ocorre em células
eucariotas (revisto por Clark, 2011).

Durante o ciclo de vida da célula eucariota, a flippase é responsavel pela
translocacdo de PS para a face intracelular da membrana plasmatica. Quando a
célula entra em processo de apoptose, a atividade da flippase € inibida e a PS é
translocada para o0 meio extracelular da membrana plasmatica através de

scramblases (Esquema 6) (revisto por Clark, 2011).
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Flippase Scramblase

Esquema 6: Enzimas capazes de translocar fosfatidilserina em membranas
biolégicas. Flippases utilizam ATP para translocar PS (Laranja) e, raramente
fosfatidiletanolamina, da face externa para a face interna da membrana plasmética.
Scramblases sao independentes de ATP, menos especificas ao substrato e facilitam
o movimento de diferentes lipidios a favor de seus gradientes de concentracao,
possibilitando a translocacdo de PS da face interna para a face externa da
membrana e vice-e-versa (Adaptado de Clark, 2011).

Nosso grupo tem mostrado que o mecanismo utilizado por T. gondii para inibir
a producdo de NO em macréfagos ativados é similar ao apresentado na Leishmania
quanto a dependéncia da exposicdo de PS. Estudos da interacdo de macréfagos
com T. gondii vem demonstrando que o parasito também possui capacidade de inibir
a ativacao classica de macrofagos. Macrofagos de camundongo ativados com IFN-y
e LPS infectados com taquizoitos de T. gondii tem a produc¢éo de NO inibida devido
a reducdo da expressdao da INOS (Seabra et al., 2002). O mecanismo de
degradacdo da iINOS e a consequente inibicdo da producdo de NO é através do
TGF-B1 secretado pelos macréfagos infectados (Seabra et al., 2004). Estes
protozoarios parasitos possuem mecanismos de invasdo muito investigados, tais
como, fagocitose (Joiner e Dubremetz, 1993; Sacks e Sher, 2002), na qual o
parasito ndo tem participacdo ativa na entrada, e também penetracédo ativa, onde o
parasito entra em contato com a membrana da célula hospedeira, for¢ca-a, formando

vacuolo rente ao seu corpo (Morisaki et al., 1995; Sacks e Sher, 2002).
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A partir desses resultados referentes a modulacao da ativagdo de macréfagos
de murinos, este trabalho visa elucidar os aspectos da infec¢ao in vitro e in vivo da

subpopulacéo de T. gondii que expde e da que nao expde PS.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:
Caracterizar a infecgéo in vitro e in vivo de subpopulacdes de T. gondii que

expdem ou nao fosfatidilserina (PS).

3.2. Objetivos Especificos:

3.2.1. Avaliar a eficiéncia da metodologia de isolamento das subpopulacfes
de parasitos PS+ e PS- por citometria de fluxo;

3.2.2. Analisar qual € o mecanismo de invasdo em células hospedeiras das
diferentes subpopulacdes de T. gondii por microscopias O6ptica e
eletronicas de transmisséo e varredura;

3.2.3. Avaliar a producdo de NO, pelo método de Griess, por macréfagos
peritoneais murinos ativados apoés infecgcdo com as subpopulagbes PS+
ou PS-;

3.2.4. Verificar a morfologia dos vacuolos parasitéforos de macréfagos apéds
infeccdo com as subpopulacbes de parasitos por microscopias Optica e
eletronicas de transmisséo e varredura;

3.2.5. Avaliar o comportamento in vivo da infeccdo pelas subpopulagbes
isoladas de T. gondii verificando sobrevivéncia, carga parasitaria e

inflamacéo através de analise patologica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Macrofagos peritoneais e LLC-MK2

Macrofagos peritoneais foram obtidos apos lavagem peritoneal de
camundongos suicos com meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM).
Macréfagos foram plaqueados sobre laminulas de vidro em placas de 24 pocos.
Apoés 1h de adesdo a 37° C, as células foram lavadas com solucdo de Hanks e
cultivadas com DMEM contendo 5% de SFB a 37° C em uma atmosfera de 5% de
CO,. O uso de camundongos nesses experimentos foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da UENF (protocolo 98). Linhagem de células epiteliais de
rim de macaco Rhesus (LLC-MK2) foram mantidas em frascos de cultura de células
de 25 cm? com DMEM contendo 10% SFB. Em alguns experimentos, macréfagos

foram cultivados nos mesmos frascos.

4.2. Taquizoitos de Toxoplasma gondii

Taquizoitos de T. gondii (cepa RH) foram mantidos e obtidos na cavidade
peritoneal de camundongos com passagens de 2 a 3 dias. ApOs este periodo, a
cavidade peritoneal foi lavada com DMEM seguido por centrifugacdo a 100g por 5
min. O sobrenadante foi centrifugado a 1000g por 10 min. Parasitos foram

ressuspensos em DMEM e contados em camara de Neubauer.

4.3. Isolamento das subpopulacdes PS+ e PS- e analise da eficiéncia do
mecanismo de separacao por citometria de fluxo

Parasitos foram coletados de camundongos infectados, como descrito acima,
e 2 x 10°® taquizoitos foram incubados em tamp&o contendo célcio a 2,5 mM com
annexina V conjugada a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). Ap6s 40 min, a
suspensao de células foi adicionada a uma coluna magnética, mantendo apenas os
parasitos PS+ aderidos a coluna; parasitos PS- foram eluidos e coletados. Parasitos
PS+ foram removidos da coluna conforme as instru¢cdes do fabricante. As duas
subpopulacdes foram lavadas por centrifugacdo com PBS. Para analise da eficiéncia
do método de isolamento das subpopulagdes por citometria de fluxo, os parasitos
resgatados apds a separacdo magnética foram centrifugados (1000g por 10 min) e
ressuspensos em PBS para lavagem e remog¢do do célcio do meio e,

consequentemente, dos marcadores magnéticos ligados aos parasitos. Apos, estes
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parasitos foram incubados com annexina-V FITC, por 1 h, com lodeto de propidio
por 1 min, e foi feita andlise por citometria de fluxo (FACScalibur, Centro
Universitario Estadual da Zona Oeste - UEZO), na qual foram quantificados 10000
eventos nos filtros FL1 (verde) e FL2 (vermelho), em escala logaritmica.

Histogramas foram plotados posteriormente no software WinMDi, para PC.

4.4. Ativacao de macrofagos peritoneais e interacdo com parasitos

Interacdes foram realizadas com macrofagos nao-ativados (residentes) e
macréfagos ativados por 24h logo apds a adesdo. A ativacdo foi realizada com 50
U/ml de IFN-y recombinante de camundongo (Sigma) e 100 ng/ml de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (0111:B4, LPS, Sigma). As células foram
lavadas e foi adicionada as subpopulacbes PS-, PS+ ou a populacdo total de
taquizoitos, com uma proporcdo de 10 parasitos para 1 macrofago durante 1 e 24h.
Em alguns experimentos macréfagos foram incubados com concentragbes
crescentes de Dynasore, um inibidor de macropinocitose (Kirchhausen et al., 2008;
Caldas et al., 2009), por 1h antes e durante a interacao.

4.5. Preparo de amostras para analise morfolégica e determinacéo do indice de
infeccéao

Apos a interacdo as células forma fixadas com metanol, lavadas, coradas com
Giemsa (diluido 10 vezes em &gua destilada), desidratadas em uma série de
solu¢Bes acetona-xilol, montadas em Entellan e observadas em um microscopio
Optico Axioplan - ZEISS. Imagens foram capturadas com uma camera digital MRC5
AxioCam e processadas com o programa Axiovision. O percentual de células
infectadas e o nimero de parasitos intracelulares por macréfago foram contados e o
indice de infeccdo foi obtido multiplicando esses dois numeros. O numero de
vacuolos estreitos ou largos contendo T. gondii também foi contado apos interagéo
de 1 h. O teste t de Student e analise de variancia (ANOVA) foram utilizados para
comparar valores medios, p < 0,05 foi considerado significativo. Laminulas contendo
macroéfagos infectados foram fixadas por 1h em 4% de formaldeido recentemente
preparado, glutaraldeido a 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4. As
células foram desidratadas em acetona, secas em ponto critico e tiveram uma
porcdo da membrana removida com fita adesiva (Caldas et al., 2009), revelando a

organizacdo interna dos vacuolos parasitoforos. Depois disso, as ceélulas foram
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metalizadas com ouro por pulverizagdo catodica (25 nm de espessura) e observadas
no microscopio eletrénico de varredura Jeol 6490 JSM LQ (Centro Universitario
Estadual da Zona Oeste — UEZO).

4.6. Analise da producdo de 6xido nitrico

A producédo de NO foi avaliada indiretamente através da leitura de nitrito no
sobrenadante de cultura pelo reagente de Griess. Os sobrenadantes foram
misturados na propor¢cdo de 1:1 com o reagente de Griess (1 volume de
sulfanilamida 1% em &acido fosférico 5% em agua deionizada com igual volume de
0,1% N-[1-naftil] etilenodiamina em &gua deionizada). Apés 10 minutos, a mistura foi
lida em um leitor de ELISA (540 nm) e a quantificacdo da producdo de NO foi

baseada em uma curva padrao de nitrito de s6dio em DMEM.

4.7. Teste in vivo

Camundongos C57BL/6 foram inoculados intraperitonealmente com 10* da
subpopulacdo PS-, PS+ ou a populagdo total de taquizoitos. A morte dos
camundongos foi registrada diariamente e bacos e figados dos camundongos
recém-mortos foram coletados e processados para microscopia eletrbnica de
transmissdo e microscopia Optica. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelo

método Kaplan Meier no programa MedCalc, para PC.

4.8. Microscopia Optica e microscopia eletrénica de transmissao

Interacdes de LLC-MK2 ou macréfagos com subpopulagbes de T. gondii (30
min) foram lavadas e fixadas com a mesma solucdo utilizada para microscopia
eletrbnica de varredura (item 4.6). Pequenos fragmentos de bacos e figados foram
fixados com a mesma solucdo. Amostras foram lavadas, pos-fixadas com tetréxido
de 6smio 1%, desidratadas com acetona e incorporadas em resina epoxi. Cortes
semi-finos foram corados com solugédo de 1% de azul de toluidina (microscopia
optica) e secdes ultrafinas (80nm) foram contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo (microscopia eletrénica de transmisséo). Cortes ultrafinos foram
observados em um microscopio eletronico de transmissdo Tecnai Spirit 120KV
(Centro Universitario Estadual da Zona Oeste — UEZO). Médias e desvios padréo do
namero de macrofagos, linfécitos e taquizoitos presentes nas amostras de figado e

baco foram obtidas através de contagem desses tipos celulares em seis campos
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microscopicos (area = 4.5 x 10* um?) de cinco cortes semi-finos distantes por

microscopia optica.
5. RESULTADOS

5.1 — Avaliac&o do grau de pureza das subpopulagdes de parasitos isolados

O método de isolamento das subpopulacdes de taquizoitos foi analisado por
citometria de fluxo. A subpopulacdo PS+ (Figura 1A) mostrou grande marcacao por
annexina-V (linha cinza), em relacdo aos parasitos controle, que n&o foram
incubados com annexina-V (linha preta), indicando que a subpopulacdo isolada
expde elevados niveis de PS. O grau de pureza dessa subpopulacao foi de 96%.
Além disso, a subpopulacdo PS- isolada ndo apresentou marcagdo pela annexina
(Figura 1B), indicando que a subpopulacéo isolada ndo expde PS (linha cinza). Foi

obtida pureza de 98% na subpopulacdo PS-.
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Figura 1. Subpopulacdes fosfatidilserina (PS)+ e PS- de Toxoplasma gondii
foram magneticamente separadas e analisadas por citometria de fluxo apo6s
marcacdo com annexina-V. (A) Subpopulacdo PS+ de T. gondi. (B)
Subpopulagédo PS- de T. gondii. Linhas pretas representam as subpopulacdes
parasitos controle, sem marcacdo com annexina-V. Linhas cinza referem-se as
subpopulagcdes marcadas com annexina-V. Resultado de uma em cinco
repeticdes do experimento.
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5.2 — Anédlise do mecanismo de invasdo das subpopulacdes de T. gondii e
capacidade de inibir a producdo de NO em células hospedeiras.

Ambas subpopula¢fes de taquizoitos infectaram menos macréfagos apos 1 h
de interacdo quando comparadas a infeccdo com a populacdo total de parasitos
(Figura 2A e 2B). No entanto, a subpopulagcdo PS+ desenvolveu-se melhor nos
macréfagos apos 24 e 48 h, quando comparado com a subpopulacdo PS- (Figura
2B). Para entender melhor o mecanismo de entrada de ambas as subpopulacfes de
T. gondii em ma créfagos residentes, utilizamos o Dynasore antes e durante a
interacdo. Dynasore é uma droga que inibe a dinamina (Kirchhausen et al., 2008;
Caldas et al.,, 2009) e, consequentemente, processos endociticos, como a
fagocitose. Nao houve alteracdo na capacidade de entrada da subpopulacdo PS+
com a variacao da concentracdo da droga no meio (Figura 2C). Por outro lado, o
indice de invasdo dos parasitos PS- diminuiu de acordo com a concentracdo
crescente de Dynasore no meio (Figura 2D). Além disso, apenas a subpopulacao
PS+ foi capaz de inibir a producdo de NO apds 24 e 48 h de infeccdo em

macrofagos ativados (Figura 2E).
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Figura 2. Interacdo da populacdo total e subpopulacdes PS+ ou PS- de
taquizoitos de Toxoplasma gondii com macréfagos murinos. indice de
infeccdo em macréfagos residentes apoOs interacdo com a populacdo total de
parasitos (A) e apos interacdo com subpopulacdes PS+ ou PS- de T. gondii (B). *
Diferenca significativa em relacdo a populagao total (p < 0,05) pela ANOVA. #
Diferenca significativa da subpopulacdo PS+ (p < 0,05) pela ANOVA. Média de
parasitos intracelulares em macrofagos residentes que interagiram com a
supopulacdo PS+ (C) ou subpopulacdo PS- (D) de T. gondii na presenca de
Dynasore. * Diferenga significativa em relagdo ao indice de infeccéo da interagéo
com a subpopulacdo PS+ (p < 0,05) pela ANOVA. (E) Produgédo de NO por
macréfagos ativados ndo infectados ou apos interacdo com as subpopulagfes
PS+ ou PS- de T. gondii. * Diferenca significativa dos valores obtidos em
macréfagos nao infectados (p < 0,05) pelo teste t de Student. Resultados de pelo

menos trés experimentos independentes.
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5.3 - Avaliagdo por microscopia do mecanismo de entrada das subpopulagcdes
de T. gondii em células hospedeiras

Parasitos PS- foram observados dentro de grandes vacuolos apdés interacao
de 1 h com macrofagos (Figuras 3 e 5B). Diferentemente, a subpopulacdo de
parasitos PS+ foi observada em vacuolos justos apés interacdo com macréfagos
(Figuras 4, 5A e 6A). Vacuolos grandes e justos foram quantificados por microscopia
de Optica apos interacdes com as subpopulagdes. A interacdo com a subpopulacao
PS- (Figura 3A, inset) resultou em cerca de 76% de vacuolos grandes, enquanto a
subpopulacdo PS+ (Figura 4A, inset) apresentou cerca de 78% de vacuolos justos.
Na interacdo das subpopulacdes isoladas com a linhagem celular ndo-fagocitica
LLC-MK2 observou-se por microscopia eletrénica de transmissao que somente 0s
parasitos PS+ foram capazes de invadir estas células (Figura 6A). Os parasitos PS-

somente foram capazes de aderir a estas células (Figura 6B).
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Figura 3: Microscopia Optica e eletrébnica de varredura de vacuolos de
macrofagos apods interacdo com subpopulagcdo PS- de T. gondii. (A) Observe
0 vacuolo largo ao redor do parasito (seta), indicio de entrada por processo
endocitico (inset — microscopia optica). (B) Ampliacdo da figura A e colorizacao
(inset — verde = macréfago, laranja = T.gondii). Imagens representativas de trés

experimentos independentes.
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Figura 4: Microscopia Optica e eletrédnica de varredura vacuolos de
macroéfagos apds interacdo com subpopulacao PS+ de T. gondii. (A) Observe
vacuolos estreitos ao redor do parasito, indicando penetracdo ativa (inset —
microscopia Optica). (B) Ampliacdo da imagem A e colorizacdo (inset - verde: =
macréfago, laranja = T.gondii). Imagens representativas de trés experimentos
independentes.
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Figura 5: Microscopia eletrébnica de transmissdo das subpopulagdes
isoladas de Toxoplasma gondii apds interacdo com macrofagos. (A)
Interacdo de macréfagos com subpopulagdo PS+ de T. gondii. Note vacuolo justo
ao corpo do parasito (seta). (B) Interacdo de macrofagos com subpopulagéo PS-
de T. gondii. Note vacuolos largos ao redor do parasito. Imagens representativas
de dois experimentos independentes.
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Figura 6: Microscopia eletrébnica de transmissdo das subpopulagdes
isoladas de Toxoplasma gondii apds interacdo com linhagem de células
ndo-fagociticas LLC-MK2. (A) Interagcdo de células LLC-MK2 com subpopulacao
PS+ de T. gondii. Observe vacuolos justos apos interacdo de células hospedeiras
com taquizoitos PS+ (seta); B: Interacdo de células LLC-MK2 com subpopulacéo
PS- de T. gondii. Taquizoitos PS- ndo foram capazes de invadir células LLC-MK2

(seta). Imagens representativas de dois experimentos independentes.
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5.4 — Andlise in vivo da infec¢éo originada pelas subpopulac¢des isoladas de T.
gondii

Camundongos infectados com as subpopulacées PS+ ou PS- de T. gondii
sobreviveram por cinco dias, enquanto camundongos infectados com a populacéo
total de parasitos sobreviveram por sete dias (Figura 7). Imediatamente apds a
morte dos camundongos, bacos e figados foram coletados para andlise patologica.
Leucdcitos do infiltrado inflamatério e parasitos foram contados e os numeros de
células foram comparados entre os tecidos de camundongos infectados com as
subpopulacdes de parasitos e com a populacao total (Tabela 1).

Macrofagos e linfocitos foram os Unicos tipos de leucocitos observados. No
entanto, somente o nimero de macréfagos apresentou diferenca significativa entre
as infeccbes. A infeccdo com a subpopulacdo PS- resultou em aumento significativo
de macréfagos em relacdo a infeccdo com a populacdo total (Figuras 8A, 10A e
Tabela 1). Bacos infectados com a subpopulacdo PS+ apresentaram reducgéo
significativa do nimero de macrofagos e aumento significativo de taquizoitos em
relacdo a infeccdo originada pela populacdo total de parasitos (Figura 9A, 10A e
Tabela 1).

No figado, a infeccdo com a subpopulacédo PS- gerou aumento significante do
namero de macrofagos e diminuicdo significante do numero de taquizoitos em
relacdo a infeccdo originada pela populacéo total de parasitos (Figuras 8B, 10B e
Tabela 1). Na infeccdo com a subpopulacdo PS+, houve diminuicdo significante do
namero de macrofagos e aumento significante o nimero de taquizoitos em relacéo a

infeccdo gerada pela populacéo total de parasitos (Figuras 9B, 10B e Tabela 1).
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Figura 7: Curva de sobrevivéncia de camundongos ap0s a infeccdo com
Toxoplasma gondii. Camundongos infectados com as subpopulacdes isoladas do
parasito morreram no quinto dia apés a infeccao, enquanto camundongos infectados
com a populacédo total de taquizoitas persistiram até o sétimo dia apés a infeccao.

Significancia comprovada pela curva de sobrevivéncia Kaplan Meier (p = 0,0273).
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Figura 8: Analise patologica de bago (A) e figado (B) de camundongos C57/BL6
ap6s interacdo com a subpopulacdao PS- de Toxoplasma gondii. Note a
presenca de grande quantidade de células inflamatérias (setas). Barras = 100 pum.
Inset — microscopia eletrénica de transmissdo. Resultados de dois experimentos
independentes, com 6 animais cada.
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Figura 9: Analise patologica de baco (A) e figado (B) de camundongos C57/BL6
ap6s interacdo com a subpopulacdo PS+ de Toxoplasma gondii. Note a
presenca de grande quantidade de parasitos (setas). Barras = 100 pum. Inset —
microscopia eletronica de transmissdo. Barra = 2um. Resultados de dois
experimentos independentes, com 6 animais cada.
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Figura 10: Andlise patoldgica de baco (A) e figado (B) de camundongos
C57/BL6 apds interacdo com a populacéo total de Toxoplasma gondii. Note a
presenca de parasitos (cabecas de seta) e células inflamatérias (setas). Barras =
100 um. Resultados de dois experimentos independentes, com 6 animais cada.
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Tabela 1. Numero médio de macréfagos, linfocitos e taquizoitos por campo

microscopico no baco e no figado de camundongos infectados com a

populacéo total de Toxoplasma gondii e as subpopulacdo PS+ ou PS-.

Populagéo PS+ Alteracdo em PS- Alteracdo em
total relacédo a relacédo a
populacéo populacéo
total total
Baco
Macroéfagos 11.0+1.40 4.0+2.80* -2.75 21.0+3.78* +1.91
Linfocitos 95+106 220+14 - 175+ 3.5 -
Taquizoitos 5.0£0.10 11.0+0.25* +2.20 3.5+£35 -
Figado
Macrofagos 18.0 + 1.00 6.0 + 4.20* - 3.00 34.0 £7.10* +1.89
Linfocitos 140+71 27,5+19,0 - 245+ 10.6 -
Taquizoitos 6.0+ 0.01 16.0 + 5.60* +2.67 3.0+ 0.01* -2.00

a. Tecidos de camundongos processados para microscopia eletrbnica de
transmissao foram cortados, corados, diferentes células foram contadas por campo
microscopico, em microscopia éptica (area = 4,5 x 10™ pmz2), e o desvio padrdo
médio foi calculado.
* Estatistica significativa em relacdo aos valores obtidos da infeccdo com a
populacao total calculada pelo teste t de Student (p <0,05).
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6. DISCUSSAO

Toxoplasma gondii é parasito protozodrio intracelular obrigatério, agente
causador da toxoplasmose (Sibley et al., 2010). O sucesso da infeccdo por este
parasito depende dos mecanismos de evas&o contra a resposta imune do seu
hospedeiro. No entanto, a populacdo de parasitos tem que ser controlada de modo a
evitar sua proliferacdo excessiva, assegurando a sobrevivéncia do hospedeiro e
consequentemente do parasito. Tem sido relatado que a exposicdo de
fosfatidilserina (PS) na superficie de L. amazonensis € um dos principais
mecanismos de inibicdo da resposta imune (Balanco et al., 2001; Wanderley et al.,
2006), conceito conhecido como "mimetismo apoptético” (Barcinski et al., 2003;
Wanderley et al., 2006, 2010). Células em processo de apoptose expéem PS na
face extracelular de sua membrana e, desta forma, sinalizam a inibicdo da resposta
inflamatoria de macréfagos (Fadok et al., 1998; Kozmar et al., 2010).

Nosso grupo tem demonstrado que em torno de metade da populacao total de
T. gondii expde PS na face externa de sua membrana (Seabra et al., 2004). Na
busca de melhor compreensdo do comportamento da infecgdo originada pela
subpopulacao de T. gondii que expde PS (PS+) e pela que ndo expbe (PS-), foram
realizados interagbes in vitro e infec¢cdes in vivo apés o isolamento destas
subpopulacdes.

Analise por citometria de fluxo assegurou a eficacia do método de isolamento
das subpopulacdes. Observamos que houve reducdo no indice de infeccdo apos
interacdo das subpopulacdes isoladas dos parasitos com macréfagos residentes, em
relacdo a infeccdo pela populacdo total. Para entender melhor este resultado, foi
realizada a analise desta interacdo por microscopia eletrbnica de varredura e
transmissdo e microscopia Optica, na qual observamos que parasitos PS- estavam
em vacuolos largos. Em contraste, parasitos PS+ estavam em vacuolos estreitos
(membrana do vacuolo parasitéforo rente ao corpo do parasito).

Em interacdo realizada entre as subpopulacdes isoladas de T. gondii e
linhagem celular ndo-fagocitica profissional, LLC-MK2, somente a populacdo PS+ foi
capaz de invadir as ceélulas, pois somente essa populacdo foi encontrada em
vacuolos estreitos.

Foi demonstrado que o0s taquizoitos de T. gondii que infectam células

hospedeiras por penetracdo ativa sdo encontrados em vacuolos estreitos, enquanto
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0s que entram por fagocitose sdo encontrados em vacuolos largos (Morisaki et al.,
1995). Dynasore tem sido descrito como inibidor de dinamina (Kirchhausen et al.,
2008; Caldas et al., 2009). A dinamina é fundamental para a fusdo e cisdo de
vesiculas (Bajno et al., 2000). Desta forma, € admissivel que o Dynasore seja um
potencial inibidor da fagocitose, j& que a fusdo de vesiculas & membrana plasmatica
€ crucial para a formacdo de pseuddpodes que englobam o que estd sendo
fagocitado.

O uso de Dynasore durante a interacdo entre macrofagos ativados com as
subpopulacdes PS+ e PS- reduziu consideravelmente a invasao de parasitos PS-.
Além disso, o composto ndo foi capaz de inibir o mecanismo de penetracdo da
subpopulacdo PS+, indicando que atuou apenas nos filamentos de actina das
células hospedeiras.

Com estes resultados, concluimos que a populacdo PS+ invade ativamente
células hospedeiras, enquanto a populacdo PS- depende de mecanismos
endociticos, como a fagocitose, para entrar em macrofagos.

Outro resultado interessante foi que o indice de infeccdo na interacao
utilizando-se a populacao total de parasitos foi maior, quando comparado ao indice
obtido nas intera¢des realizadas com as subpopulacdes isoladas. Este dado pode
ser explicado pelo fato de que a populacéo total de parasitos invade células através
de dois mecanismos distintos: penetragcdo ativa e fagocitose. Enquanto as
subpopulacdes isoladas utilizam apenas um dos mecanismos. Assim, a infeccéo
originada pela populacdo total € mais eficiente do que a infeccdo gerada pelas
subpopulacdes PS+ e PS-. Este resultado demonstrou, ainda, que somente os
parasitos PS+ sdo capazes de se desenvolver em macrofagos ativados, visto que
parasitos PS- penetram por fagocitose e, portanto, ndo inibem a atividade
microbicida de macréfagos.

Foi descrito que 50% da populacdo de taquizoitos sdo encontrados em
macrofagos dentro de vacuolos largos (Jones et al., 1972). Por outro lado, também
tem sido relatado que 80% da populacado de taquizoitos que penetra em macrofagos
encontram-se em vacuolos estreitos, e que 20% sao encontrados em vacuolos
largos (Morisaki et al., 1995). Isto pode ser esclarecido pelo percentual de
taquizoitas PS+ e PS- que compdem a populagdo total. Em nosso modelo, a
populacdo PS+ varia de 50 a 80% da populagéo total, o que explica a discrepancia

dos dados relatados acima.
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A quantificacdo da producdo de NO durante a interagdo com as
subpopulacdes isoladas de taquizoitos de T. gondii, bem como com a populacéo
total de parasitos, mostrou que a populacdo total e a subpopulacdo PS+ foram
capazes de inibir a producdo deste agente microbicida. Este resultado confirma a
hiptese de que apenas os parasitos que expdem PS podem inibir a producédo de
NO pelos macrofagos (Seabra et al.,, 2004), garantindo, assim, sua persisténcia.
Evidentemente, € uma confirmacdo de que o mimetismo apoptético é utilizado por
essa cepa de T. gondii.

O teste in vivo foi realizado através da infeccdo de camundongos C57BL/6
com as subpopulacdes isoladas PS + e PS-, além da populacao total de T. gondii.
Camundongos infectados com as subpopulacdes isoladas morreram mais
rapidamente, em relacdo aos camundongos infectados com a populagcédo total de
parasitos. Analise do figado e baco dos camundongos infectados por microscopia
Optica e microscopia eletrénica de transmissao revelou que camundongos infectados
pela subpopulacdo PS+ morreram por hiper parasitose, sugerindo que o sistema
imune dos camundongos nao foi capaz de conter a proliferacdo do parasito. Por
outro lado, foi encontrado vasto infiltrado inflamatério nos camundongos infectados
com a subpopulagéo PS-, indicando que o parasito néo foi capaz de desempenhar
atividade antimicrobicida, induzindo inflamacdo. Ja nos camundongos infectados
com a populacdo total de parasitos, foram encontrados poucos parasitos e um
pequeno infiltrado inflamatério. Este resultado sugere que a maior taxa de
sobrevivéncia destes camundongos em relacdo aos infectados com as
subpopulacdes isoladas PS+ e PS- foi devido ao equilibrio entre a resposta imune

do hospedeiro e a proliferagéo de T. gondii.
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7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a cepa RH de T. gondii pode se dividida em
duas subpopulacdes com capacidades diferentes de exposicdo de PS. Estas
subpopulacdes invadem células hospedeiras de duas maneiras diferentes,
resultando em respostas finais completamente adversas: sobrevivéncia ou morte do
parasito. Ambas as subpopulacbes s@o necessarias para manter um equilibrio no
hospedeiro entre morte e crescimento do parasito, assegurando a sobrevivéncia

tanto de T. gondii quanto do hospedeiro.
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Abstract

Phosphatidylserine (PS) exposure on the cell surface indicates apoptosis, but has also been related to evasion mechanisms
of parasites, a concept known as apoptotic mimicry. Toxoplasma gondii mimics apoptotic cells by exposing PS, inducing
secretion of TGF-betal by infected activated macrophages leading to degradation of inducible nitric oxide (NO) synthase,
NO production inhibition and consequently persisting in these cells. Here PS*™ and PS™ subpopulation of tachyzoites were
separated and the entrance mechanism, growth and NO inhibition in murine macrophages, and mice survival and
pathology were analyzed. Infection index in resident macrophages was similar for both PS subpopulations but lower when
compared to the total T. gondii population. Growth in resident macrophages was higher for the total T. gondii population,
intermediate for the PS™ and lower for the PS™ subpopulation. Production of NO by activated macrophages was inhibited
after infection with the PS* subpopulation and the total populations of tachyzoites. However, the PS™ subpopulation was
not able to inhibit NO production. PS™ subpopulation invaded macrophages by active penetration as indicated by tight-
fitting vacuoles, but the PS™ subpopulation entered macrophages by phagocytosis as suggested by loose-fitting vacuoles
containing these tachyzoites. The entrance mechanism of both subpopulations was confirmed in a non-professional
phagocytic cell line where only the PS* tachyzoites were found inside these cells in tight-fitting vacuoles. Both
subpopulations of T. gondii killed mice faster than the total population. Clear signs of inflammation and no tachyzoites were
seen in the peritoneal cavity of mice infected with the PS™ subpopulation. Moreover, mice infected with the PS*
subpopulation had no sign of inflammation and the parasite burden was intense. These results show that PS* and PS™
subpopulations of T. gondii are necessary for a successful toxoplasma infection indicating that both subpopulations are
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required to maintain the balance between inflammation and parasite growth.

Citation: dos Santos TAT, Portes JdA, Damasceno-Sa JC, Caldas LA, de Souza W, et al. (2011) Phosphatidylserine Exposure by Toxoplasma gondii Is Fundamental
to Balance the Immune Response Granting Survival of the Parasite and of the Host. PLoS ONE 6(11): e27867. doi:10.1371/journal.pone.0027867

Received July 7, 2011; Accepted October 26, 2011; Published November 29, 2011

Copyright: © 2011 dos Santos et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This research was supported by FAPERJ (Research Support Foundation of Rio de Janeiro) and CNPQ (National Research Council of Brazil). The funders
had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

Introduction

Toxoplasmosis is caused by Toxoplasma gondit, an obligate
intracellular protozoan [l]. This parasite has a worldwide
distribution, in a broad host range, and is considered one of the
most successful on earth [1,2]. Although up to one third of the
world human population is infected with 7. gondii [3], most
infections are asymptomatic, but severe clinical manifestations can
arise in immunocompromised individuals [1].

Although NO production by activated macrophages controls 7.
gondu proliferation [4-7], the parasite regulates NO production
and can persist in activated macrophages [4,5,7-9]. Our group has
showed that approximately 50% of the total population of 7. gondii
exposes phosphatidylserine (PS) on their outer leaflet of the plasma
membrane, this mechanism is involved in the inhibition of NO
production of infected activated macrophages [4]. Inhibition of
NO allows 7. gondii to persist in infected macrophages [4,5,7-9]. A
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reduced expression of inducible NO synthase [4,5,7,8] and
disappearance of nuclear factor kappa B (NF-kB) from the nucleus
of activated 7. gondii infected macrophages occurs in a Trans-
forming Growth Factor-betal (TGF-bl) dependent way [4].
However, the molecular mechanism that controls these evasion
processes 1s not well known.

PS is a phospholipid present at the plasma membrane, which is
a major ligand involved in the uptake of apoptotic cells [10].
Phagocytosis of apoptotic cells by macrophages induces a
noninflammatory response based on the exposure of PS [11] that
leads to TGF-bl secretion [11,12]. Due to this property, PS has
been related to the evasion mechanism of Leishmania amazonensis
from macrophages, a concept known as ‘“‘apoptotic mimicry”
[13,14]. It was demonstrated that this protozoan exposes PS and
this is involved in the internalization process, causing alternative
activation of macrophage through the induction of TGF-bl
secretion, interleukin (IL)-10 synthesis, and inhibition of NO
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production [15,16]. Similarly, trypomastigotes of Trypanosoma cruzi
exposes PS reducing iNOS expression after infection of activated
macrophages [17]. Apoptotic mimicry has also been implicated in
the entrance of the vaccinia virus into host cells [18].

The mechanism of 7. gondii invasion involves the formation of a
moving junction between the parasite and the host cell plasma
membrane. The plasma membrane invaginates concomitantly
with the formation of the parasitophorous vacuole. This process is
known as active invasion [19]. However, the entrance of
tachyzoites can also occur by an internalization pathway that
involves the host cell [19,20], as recently indicated in a study using
dynasore [21], an inhibitor of the endocytic pathway [22].

Here we showed the immunopathological mechanisms behind
the interaction of isolated PS* and PS™ subpopulation of 7. gondii
with host cells. Morphological analyses of their interactions with
dynasore showed that PS™ parasites invaded macrophages by
active penetration, while PS™ parasites entered by phagocytosis.
Only the PS* subpopulation of 7. gondii was able to inhibit NO of
activated macrophages. A non-professional phagocytic cell line
was actively invaded by the PS* subpopulation, but no tachyzoites
were internalized in this cell line when the PS™ subpopulation was
used. Furthermore, infected mice with the separated subpopula-
tions were killed faster than the ones infected with the total
population. High levels of inflammation were found in mice
infected with the PS™ subpopulation, and increased parasite
burden was present in mice infected with the PS* subpopulation,
explaining the low survival of mice infected with both subpopu-
lations. Collectively, these results indicate that the escape
mechanism of 7. gondii is dependent on the exposure of PS and
suggests that both subpopulations of 7. gondii are necessary for a
successful infection and survival.

Results

1. The isolation method to obtain PS™ and PS™
subpopulations was efficient

The isolation method of the PS* and PS™ tachyzoite
subpopulation was assayed by flow cytometer. This analysis
showed a clear shift to the right of the histogram indicating that
the isolated PS™ subpopulation was exposing high levels of PS
(Figure 1A). A 96% purity was obtained for the PS* subpopula-
tion. In addition, the isolated PS™ subpopulation did not stain with
annexin V (Figure 1B); a 98% purity was obtained.

2. The PS™ subpopulation of tachyzoite entered
macrophages through phagocytosis and only the PS*

subpopulation inhibited NO of activated macrophages
Both isolated PS subpopulations were less capable of infecting
resident macrophages after 1 h when compared to the total 7.
gondii population (Figure 2A and 2B). However, the PS"
subpopulation was better able to grow in resident macrophages
after 24 and 48 h when compared to the PS™ subpopulation
(Figure 2B). To further understand the entrance mechanism of
both PS subpopulations in resident macrophages, dynasore was
used before and during the interaction. The entrance capacity of
the PS* subpopulation did not vary with increasing concentrations
of dynasore (Figure 2C); however, the entrance capacity of the
PS™ subpopulation lowered with higher dynasore concentrations
(Figure 2D). Moreover, only the PS* subpopulation was able to
inhibit NO production after 24 and 48 h of infection of activated
macrophages (Figure 2E). As demonstrated before, the total
population inhibited NO production like the PS™ subpopulation
(not shown). Furthermore, the amount of nitrite measured in the
supernatant of activated macrophages that interacted with the
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PS™ subpopulation was statistically equal to the amount produced
by noninfected activated macrophages (Figure 2E).

3. PS™ tachyzoites were in loose-fitting vacuoles while

the PS* were in tight-fitting vacuoles

Loose-fitting vacuoles observed after the interaction of macro-
phages with the PS™ subpopulation (Figures 3A, 3C, 3E and 4A)
are regarded as an indicator of phagocytosis as the entrance
mechanism of tachyzoites [19]. Interaction of macrophages with
the PS™ subpopulation resulted in tight-fitting vacuoles (Figures 3B,
3D, 3F and 4B), indicating that active penetration [19] was the
main entrance mechanism in macrophages for this subpopulation.
Tight and loose-fitting vacuoles were counted by light microscopy
and interactions with the PS™ subpopulations resulted in about
76% of loose-fitting vacuoles and the PS* subpopulation in 78% of
tight-fitting vacuoles.

Analysis by transmission electron microscopy of the interaction
between the non-professional phagocytic LLC-MK2 and isolated
subpopulations of 7. gondii showed that the PS™ parasites could not
infect the host cells (Figure 4C). However, the PS" parasites were
able to invade this cell lineage (Figure 4D) by active penetration as
judged by the tight-fitting vacuole.

4. Both PS subpopulations were able to kill mice faster
than the total population

Mice infected with PS* or PS™ subpopulations of 7. gondii had a
mean survival time of 5 days, while mice infected with the total
population of parasites had a mean survival time of 7 days
(Figure 5A). Immediately following the death of the mice, spleen
and liver were collected for pathological analysis. Leukocytes of
the inflammatory infiltrate and parasites were counted and cell
numbers in tissues of mice infected with the PS subpopulations
were compared to the numbers found in tissue of mice infected
with the total population. Macrophages and lymphocytes were the
only leukocyte types seen and the former the only one with
significant differences between the infections. Spleens infected with
the PS+ subpopulation presented a significant reduction (2.75 fold)
in the number of macrophages and a significant increase (2.20
fold) of tachyzoites (5B2 and 5B3). The infection with the PS™
subpopulation resulted in a significant increase of macrophages
(1.91 fold) in relation to the infection with the total population
(5B1 and 5B3). In livers, the infection with the PS+ subpopulation
decreased significantly the number of macrophages (3.00 fold) and
increased significantly the number of tachyzoites (2.67 fold) (5B5
and 5B6). The infection with the PS— subpopulation increased
significantly the number of macrophage (1.91 fold) and decreased
significantly the number of tachyzoites (2.00 fold) (5 B4 and 5B6).

Discussion

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasitic protozoan
that causes toxoplasmosis. The success of the infection by this
parasite depends on the evasion mechanisms against the host’s
immune response. However, the parasite population must be
controlled to avoid host death, ensuring parasite survival and
subsequent passage to the next generation of the host. The balance
between parasite evasion mechanism and host control of the
parasite is not understood. In studies with L. amazonensis it has been
reported that exposure of PS on the surface of the parasites is one
of the main mechanisms of inhibition of the immune response
[15,16]; leading to the concept of “apoptotic mimicry” [13,14].
When a cell initiates the apoptotic process, PS on the outer
extracellular leaflet of the plasma membrane signals the inhibition
of the inflammatory response of macrophages [11,23]. In the quest
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Figure 1. Phosphatidylserine (PS)" and PS™ subpopulations of Toxoplasma gondii were magnetically separated and analyzed by flow
cytometry after annexin-V staining. (A) PS* subpopulation of T. gondii. (B) PS™ subpopulation of T. gondii. The black lines represent control
parasites without Annexin — V and the gray lines refer to the isolated subpopulations. Results from one representative experiment out of five.

doi:10.1371/journal.pone.0027867.g001

to better understand the behavior of the infection caused by the
PS* and PS™ subpopulations of 7. gondii, interactions were
performed i witro and i wviwo after the isolation of these
subpopulations by magnetic separation. Flow cytometry assured
the efficacy of PS subpopulations isolation.

A reduced infection index in resident macrophages was
observed when both PS subpopulations were used to infect these
cells compared to the total 7. gondii population. To better
understand this result, analyses of the size of the vacuoles
containing tachyzoites were performed by light, scanning and
transmission electron microscopy, through which we could
observe that PS™ parasites were inside loose-fitting vacuoles and
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PS* parasites inside tight-fitting vacuoles. In addition, interaction
between isolated subpopulations and the non-professional phago-
cytic cell line, LLC-MK2, showed that only PS" parasites were
internalized. It has been demonstrated that tachyzoites that infect
the host cells by active penetration end up in tight-fitting vacuole,
whereas the ones that enter through phagocytosis are found in
loose-fitting vacuole [19]. Thus, our results indicate that PS™
subpopulation enter macrophages through a phagocytic mecha-
nism. On the other hand, the PS* subpopulation was found in
macrophages and in the LLC-MK2 cell line in tight-fitting
vacuoles. Because this type of vacuoles is an indicator of active
penetration [19], it is reasonable to conclude that only the PS*
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Figure 2. Interaction of Toxoplasma gondii total population, PS™ or PS™ subpopulations of tachyzoites with resident (A, B, C, D) or
activated (E) macrophages. (A) Infection index of resident macrophage after interaction with total population. (B) Infection index of resident
macrophage after interaction with PS* or PS™ T. gondii subpopulations. *Significant difference from total population (p=0.05) by variance analysis
(ANOVA). #Significant difference from the PS* subpopulation (p=0.05) by variance analysis (ANOVA). (C-D) Infection index of resident macrophage
that interacted with PS* (C) or PS™ (D) T. gondii subpopulation in the presence of dynasore. *Significant difference from the untreated samples
(p=0.05) by variance analysis (ANOVA). (E) Nitric oxide production of noninfected activated macrophages or after interaction with PS* or PS™
subpopulations of T. gondii. *Significant difference from the noninfected values (p=0.05) by the Student t test. Results are from at least three

independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0027867.g002

tachyzoite were able to use this entrance mechanism to invade
host cells. Furthermore, this difference in entrance mechanism
between both PS subpopulations and the fact that the LLC-MK2
cell line is not a professional phagocyte, explains why PS™
tachyzoites were not found inside this cell line.

Dynasore has been described as an inhibitor of the endocytic
pathway because it inhibits dynamin [22]. Dynamin has recently
been implicated in actin dynamics [24], thus, its use can alter all
cell processes that involve this cytoskeleton filament, including
phagocytosis. Moreover, phagocytosis also depends on the fusion
of endomembrane compartments to the plasma membrane to
form the phagosome, a process known as “focal exocytosis™ [25].

@ PLoS ONE | www.plosone.org 4

Because dynamin is necessary for the fusion and scission of vesicles
[26], it 1s sound to infer that dynasore is a potential inhibitor of
phagocytosis. The use of dynasore reduced the entrance of the
PS™ subpopulation, but no alteration was found when the PS*
subpopulation was treated. This corroborates with phagocytosis as
the internalization mechanism in macrophages by the PS™
subpopulation. Furthermore, this compound was not able to
inhibit the active penetration mechanism of PS* subpopulation
indicating that dynasore only worked at host cell actin filaments.

Another interesting datum was that the infection index in
resident macrophages was higher for the total population when
compared to both PS subpopulations. This result can be explained
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Figure 3. Light and scanning electron microscopy of macrophage vacuoles with phosphatidylserine (PS)" and PS™ tachyzoites of
Toxoplasma gondii. (A), (C) and (E) Macrophage vacuoles after interaction with PS™ subpopulation of T. gondii. Note the loose-fitting vacuole around
the parasite caused by phagocytosis entrance. (B), (D) and (F) Macrophage vacuoles after interaction with PS™ subpopulation of T. gondii. Note the
tight-fitting vacuoles around the parasite, indicating active penetration. Results are from three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0027867.g003

by the fact that PS* and PS™ subpopulations entered macrophages
by active penetration or phagocytosis, respectively. Because the
total population was a combination of both subpopulations that
enter through two distinct mechanisms, the infection index for the
total population was higher compared to each PS subpopulations,
which enter by one or the other mechanism. The infection index
in resident macrophages was higher for the PS* subpopulation
than for PS™ parasites. This result indicates that only PS*
tachyzoites are capable of developing in resident macrophages.
Because the PS™ subpopulation enters macrophages through
phagocytosis, this may lead to more effective killing mechanisms,
suppression of growth and lower infection index.

It has been reported that 50% of the tachyzoite population are
found in macrophages in loose-fitting vacuoles [20]. On the other
hand, it has also been reported that 80% of the tachyzoite
population that enter macrophages are found in tight-fitting
vacuoles and 20% in loose-fitting vacuoles [19]. This might be
explained by the percentage of the PS* tachyzoite that composes
the population. In our model, the PS* subpopulation varies from
50 to 80% of the total population (unpublished results). All
together the datum indicates that PS exposure may be important
to trigger the active penetration process. Nevertheless, further
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studies are necessary to better understand the consequences of PS
exposure on parasite-host cell interactions.

Quantification of NO production during interaction with
isolated tachyzoite subpopulations, as well as with the total
population of 7. gondii, showed that only the total and the PS*
subpopulation were able to inhibit the production of this
microbicidal agent, whereas PS™ subpopulation was not able to
inhibit NO production in activated macrophages. These results
confirm the hypothesis that only parasites that expose PS can
inhibit NO production by macrophages [4]. Thus, only these
tachyzoites are able to escape this microbicidal system ensuring the
persistence of 7. gondi in activated macrophages. This is a clear
confirmation that apoptotic mimicry is used by 7. gondii [4,27].

Infection of mice with both subpopulations and the total
population of 7. gondiz showed that both isolated subpopulations
caused an early death compared to mice infected with the total
population. Light and transmission electron microscopy of liver
and spleen of infected mice revealed that mice infected by the PS*
subpopulation died through hyper parasitemia, indicating that the
immune system of these mice was not able to contain and control
the proliferation of this subpopulation. On the other hand, mice
infected with the PS™ subpopulation died of a high inflammatory
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Figure 4. Transmission electron microscopy of vacuoles containing Toxoplasma gondii after interactions with macrophages or the
non-phagocytic cell line LLC-MK2. (A) Interaction of macrophages with PS™ subpopulation of T. gondii. (B) Interaction of macrophages with PS*
subpopulation of T. gondii. (C) Interaction of LLC-MK2 with PS™ subpopulation of T. gondii. (D) Interaction of LLC-MK2 with PS* subpopulation of T.
gondii. Note tight-fitting vacuoles after interaction of host cells with PS* tachyzoites; PS™ tachyzoites were not able to enter LLC-MK2 cells and were
found in loose-fitting vacuoles after interaction with macrophages. Results are from two independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0027867.9g004

process probably generated by their immune systems as a response
against this subpopulation of tachyzoites. This is likely to happen
because PS™ tachyzoites were not capable of inhibiting the
antiparasitic activity caused by NO, inducing a higher inflamma-
tory response not balanced by the PS* subpopulation. The
examined liver and spleen of mice infected with the total
population of 7. gondii revealed the presence of mild parasitosis
and inflammatory infiltrate, suggesting that the higher survival rate
of these mice compared with the ones infected with separated PS
subpopulations was due to an equilibrium between the host
immune response and the proliferation of the 7. gondu.

In conclusion, 7. gondii of the RH strain can be divided into two
subpopulations with different PS exposure capacities. These
subpopulations gain access to macrophages in two distinct
manners resulting in completely different final outcomes: survival
or death of the parasite. Both subpopulations may be necessary to
maintain a balance in the host between parasite death and growth.
This balance may be achieved by the different PS subpopulations
assuring parasite and host survival resulting in an evident
advantage to the RH strain of 7. gondii.

Materials and Methods

1. Peritoneal macrophages and LLC-MK2

Peritoneal macrophages were obtained by peritoneal washing of
Swiss mice with Hank’s solution [5]. Macrophages were plated
over glass coverslips in 24-well plates. After 1 h of adherence at
37°C, cells were washed with Hank’s solution and cultured with
DMEM containing 5% FBS at 37°C in a 5% COy atmosphere.
LLC-MK2 (ATCC number CCL-7"™) was maintained in 25 cm?
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cell culture flasks bottles with DMEM containing 10% FBS. Cells
were infected with the separated PS subpopulations of tachyzoites
(see item 4) and fixed for transmission electron microscopy (item

11).

2. Ethics Statement

This study was carried out in strict accordance with the
Brazilian Law #11794/08. The animal studies protocol was
reviewed and approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of the Universidade Estadual do Norte Fluminense
(Permit Number: 98).

3. Tachyzoites of Toxoplasma gondii

Tachyzoites of 7. gondii (RH strain) were maintained by
moculation into the peritoneal cavity of mice every 2 or 3 days
[5]. After this period, a wash of the peritoneal cavity was
performed with Hank’s solution followed by centrifugation at
100 g for 5 min. The collected supernatant was centrifuged at
1000 g for 10 min. Parasites were resuspended in DMEM and
counted in a Neubauer chamber.

4. Isolation of PS* and PS™ subpopulations

Parasites were collected from infected mice as described above
and 2x10® tachyzoites were incubated with annexin V conjugated
to magnetic microspheres (Miltenyi Biotec). After 40 min, the cell
suspension was added to a magnetic column, retaining only the
PS* parasites; PS™ parasites were eluted, collected and saved. PS*
parasites were removed from the column using standard
manufacturer’s instructions.
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Figure 5. Analysis of Toxoplasma gondiiinfection in vivo. C57/BL6 mice were infected with PS*, PS™ subpopulations or the total population of T.
gondii. (A) Survival curve of mice after the infection with T. gondii. Kaplan Meier analysis p =0.0273. (B) Light microscopy of spleen and liver tissue of C57/
BL6 mice after interaction with PS* or PS™ subpopulation of T. gondii. Bars = 100 um. (B1-3) Spleen images after interaction with the PS™ (B1), PS* (B2) or
the total population of T. gondii (B3). Note the presence of inflammatory cells in B1 (arrows) and the presence of parasites in B2 and B3 (arrows). (B4-6)
Liver images after interaction with PS™ (B4), PS™ (B5) or the total population of T. gondii (B6). Note similar results obtained for the spleen tissue. Inset —
Transmission electron microscopy: B2, Bar=2 um; B4, Bar=16 um. Results are from two independent experiments with 6 animals per group.

doi:10.1371/journal.pone.0027867.g005

5. Flow cytometry analysis of the subpopulations
separation method

After magnetic separation, PS*, PS™ subpopulations of 7. gondii
and the unseparated total population were incubated with
annexin-V - alexa 488 and propidium iodide for 1 h [4]. After
incubation, parasites were analyzed in a flow cytometer BD

Xcalibur. The analyses on histogram were performed in the
WinMDI 2.9 program for PC.

6. Activation of peritoneal macrophages and interaction
with parasites

Interactions were performed with non-activated (resident) and
macrophages activated for 24 h right after adherence. Activation
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was performed with 50 U/ml of murine recombinant interferon-y
(IFN-v, Sigma) and 100 ng/ml of Escherichia coli lipopolysaccharide
(0111:B4 LPS, Sigma). The cells were washed and either PS™, PS*
or the total population of tachyzoites was added with a ratio of 10
parasites to 1 macrophage for 1 and 24 h. In some experiments
macrophages were incubated with crescent WM concentrations of
dynasore for 1 h before and during the interaction [21].

7. Sample preparation for morphological analysis and
determination of the index of infection

After methanol fixation, cells were washed, stained with Giemsa
(diluted 10x in distilled water), dehydrated in a series of acetone-
xylene solution, mounted on Entellan and observed under an
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optical microscope Axioplan — ZEISS. Images were captured with
an MRc5 AxioCam digital camera and processed with the
Axiovision program. The percentage of infected cells and the
number of intracellular parasites per macrophage were counted
and the infection index was obtained by multiplying both numbers
[4,5]. The number of tight-fitting or loose-fitting vacuoles
containing 7. gondii was also counted. Analysis of variance
(ANOVA) was used to compare mean values; a p<0.05 was
considered significant.

8. Scanning electron microscopy

Coverslips containing adhered infected macrophages were fixed
for 1 h in 4% recently prepared formaldehyde, 2.5% glutaralde-
hyde in sodium cacodylate buffer 0.1 M, pH 7.4. Cells were
dehydrated in acetone. Cells were critical point dried and had
their upper part scraped oftf with adhesive tape, revealing the
internal organization of vacuoles [21,28]. After that, cells were
metalized with gold by sputtering (25 nm thick) and observed in a
JSM 6490 LQ Jeol scanning electron microscope.

9. Analysis of nitric oxide production

The production of NO was indirectly assessed by reading nitrite
in the culture supernatants by the Griess reagent. The superna-
tants were mixed at a ratio of 1:1 with the Griess reagent (1
volume of 1% Sulfanilamide in 5% phosphoric acid in deionized
water with an equal volume of 0.1% N-[l-naphthyl] ethylenedi-
amine in deionized water). After 10 minutes, the mixture was read
in an ELISA reader (540 nm) and quantification of NO
production was based on a standard curve sodium nitrite in
DMEM [29]. The Student ¢ test was used to compare mean
values, a p<<0.05 was considered significant.

10. In vivo infections

C57BL/6 mice were intraperitoneally inoculated with 1x10* of
the PS™, PS™ subpopulation or the total population of tachyzoites.
Deaths of mice were recorded daily and a Kaplan Meier survival
curve and statistical analysis performed. Spleens and livers of
recently dead mice were collected and processed for transmission
electron microscopy.
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11. Light microscopy, transmission electron microscopy
and quantification of the cell types in spleen and liver of
infected mice

LLC-MK2 and macrophages interacted with the PS™ or PS*
subpopulations of 7. gondi for 30 min were washed and fixed with
the same solution used for scanning electron microscopy (item 8).
Small fragments of recently obtained spleens and livers were fixed
with the same solution. Samples were washed, post-fixed with 1%
osmium tetroxide, dehydrated with acetone and embebbed in
epoxy resin. Semi-thin sections were stained with 1% toluidine
blue solution (light microscopy) and ultrathin sections (80 nm)
were stained with uranyl acetate and lead citrate (transmission
electron microscopy). Ultrathin sections were observed in a Tecnai
Spirit transmission electron microscope at 120 KV.

For quantification of the cell types found in spleen and liver of
infected mice (with the total tachyzoite population, the PS— or the
PS+ subpopulation), alternative semi-thin sections of both tissues
were obtained from 2 infected mice that had recently died in the
groups. A total of six sections per animal from each group were
stained with 1% toluidine blue solution and cells were counted in 4
randomly chosen microscopic fields. Mean numbers of cells were
compared between tissues from mice infected with the total
population and the PS subpopulations. The Student ¢ test was used
to compare significant differences (p<<0.05) of the mean values.
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