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POTENCIAL MODULATÓRIO DO MEL DE JATAÍ (Tetragonista angustula) EM 

CULTURAS DE ASTRÓCITOS DE RATOS INFECTADAS in vitro COM 

Neospora caninum. 

 

Autor: Jamille Oliveira Campos Gonçalves 

 

Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro 

 

RESUMO: Neospora caninum é um protozoário causador da neosporose. 

Considerado uma das principais causas de abortos, gera grande impacto 

econômico em criações bovinas e provoca alterações neuromusculares em cães. 

Os primeiros relatos na literatura, sobre a resposta imunológica na infecção por N. 

caninum em células gliais foram descritos por Pinheiro, demonstrando ser um 

modelo de estudo para o protozoário. O mel é popularmente conhecido por 

controlar infecções e reações inflamatórias. Portanto, o objetivo do trabalho foi 

avaliar as alterações celulares em culturas de astrócitos de ratos infectadas com 

N. caninum, submetidos in vitro ao tratamento com o mel da abelha T. angustula. 

Culturas primárias de astrócitos de ratos neonatos foram tratadas com 1% de mel 

no oitavo dia após o cultivo e infectados com taquizoítos de N. caninum, da cepa 

NC-Bahia, no 15º dia de cultura. A reorganização do gliofilamento de astrócitos, o 

metabolismo celular, o número de parasitos e a permeabilidade celular foram 

investigadas 72h após a infecção com N. caninum. Hipertrofia celular, aumento na 

permeabilidade celular, aumento no metabolismo mitocondrial e elevação dos 

níveis de óxido nitrico foram observados em culturas tratadas com 1% de mel. 

Nas culturas tratadas com 1% de mel e infectadas com N. caninum, foram 

observados aumento na expressão da GFAP e estabilização no numero de 

taquizoítos. Estes resultados demonstram que o mel conferiu proteção contra a 

infecção.  
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MODULATORY POTENTIAL OF HONEY JATAÍ (Tetragonia angustula) IN 

ASTROCYTE CULTURES OF RATS INFECTED in vitro 

WITH Neospora caninum. 

 

Authoress: Jamille Oliveira Campos  Gonçalves   

 

Advisor: Alexandre Moraes Pinheiro 

 

Abstract: Neospora caninum is a protozoan that causes neosporosis. Considered 

a major cause of abortions, generate large economic impact in livestock cattle and 

causes neuromuscular disorders in dogs. The first reports in the literature on the 

immune response in infection by N. caninum in glial cells have been described by 

Pinheiro, proving to be a model to study the parasite. Honey is popularly known to 

control infections and inflammatory reactions. Therefore, this project aims to 

evaluate the cellular changes in cultured astrocytes of rats infected with 

N. caninum, undergo in vitro treatment with the honey bee T. angustula. Primary 

cultures of neonatal rat astrocytes were treated with 1% honey on the eighth day 

after culture and infected with tachyzoites of N. caninum, strain NC-Bahia, on the 

15th day of culture. The reorganization of glicofilamento astrocytes, cell 

metabolism, the number of parasites and cell permeability were investigated 72 h 

after infection with N. caninum. Cellular hypertrophy, increased cell permeability, 

increase in mitochondrial metabolism and elevated levels of NO were observed in 

cultures treated with 1% honey. In cultures treated with 1% honey and infected 

with N. caninum were observed increased expression of GFAP and stabilization in 

the number of tachyzoites. These results showed that honey gave protection 

against infection. 
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INTRODUÇÃO 

 

Neospora caninum é um protozoário reconhecido há cerca de duas décadas, 

que infecta diversas espécies animais domésticas e silvestres, e possui cães, 

dingos (Canis lupus dingo) e coiotes (Canis latrans) como hospedeiros definitivos 

(Mcallister et al., 1998a; Gondim et al., 2004a; King et al., 2010). Esse parasito foi 

primeiramente identificado em cães, na Noruega, relacionado a um quadro de 

paralisia com a presença de cistos no cérebro e tecido muscular (Bjerkas et al.,. 

1984).  

A neosporose, enfermidade causada por N. caninum, apresenta uma 

distribuição mundial, e os prejuízos causados por esta parasitose são relevantes 

para a indústria agropecuária. Isso ocorre por se tratar de uma doença que 

acomete rebanhos leiteiros ou de corte, nos quais causa abortamentos (Dubey e 

Lindsay, 1996; Dubey et al., 2006; Gondim, 2006). No Brasil, foi detectado o 

primeiro relato de neosporose bovina em 1999 (Gondim et al., 1999a). 

Este protozoário apresenta três formas infectantes: os taquizoítos, formas de 

proliferação rápida; os cistos teciduais, os quais se encontram cheios de 

bradizoítos, forma de multiplicação lenta e, os oocistos (Dubey et al.,1988a; 

Mcallister, 1998a).  

A agressão ao sistema nervoso do hospedeiro é uma das principais 

manifestações clínicas da neosporose em cães e bovinos recém nascidos. 

Pinheiro et al., (2006a), descreveu um modelo in vitro de infecção de células gliais 

pelo N. caninum, para estudar aspectos de sua patogenicidade e investigar a 

capacidade de resposta imune do sistema nervoso central (SNC) a esta infecção 

dentre outras funções, as células da glia estão diretamente relacionadas com a 

formação e armazenamento de glicogênio (Dienel e Cruz, 2006). A cultura destas 

células constitui um modelo de estudo de fenômenos fisiopatológico do SNC,



 

 

 permitindo o entendimento destas na presença de um parasito (Costa et al., 

2001; Pinheiro et al. 2006b). 

Os astrócitos constituem mais da metade de toda a população glial (60-70% 

do total de células gliais) e apresenta-se em forma de estrela, daí o seu nome 

(Tardy et al., 1991; Kandel, 2000; Pekny e Nilsson, 2005). Essas células são 

responsáveis pelo armazenamento do glicogênio. Em situações de hipoglicemia 

os astrócitos liberam o glicogênio existente na célula, garantindo o fornecimento 

de energia para os neurônios (Dienel e Cruz, 2006). Desta forma, contribuem 

ativamente para o suporte energético e para a resposta imune do SNC contra 

agentes químicos, infeciosos ou traumatismos (Letournel-Boulland et al., 1994; 

Barres & Bardes, 2000, Pekny e Nilsson, 2005). 

Considerados como importantes células de defesa, os astrócitos são 

conhecidos como potentes produtores de citocinas pró-inflamatórias (Van 

Wagoner & Benveniste, 1999; Lai e Todd, 2006). Além disso, são capazes de 

suprimir a ativação, proliferação e função efetora de células T invasoras, podendo 

também atuar como células apresentadoras de antígenos (Gimsa et al., 2004; 

Yamashita et al., 2006). 

Estas células são as primeiras a responder a um ataque ou lesão no SNC 

(Noremberg, 1994). Por isso são conhecidas por reagir tanto a fatores 

inflamatórios, como imunes, desencadeando proliferação, liberação de citocinas, 

expressão de moléculas de adesão e apresentação de antígenos (Iadecola, 2004; 

Koehler et al., 2006; Kim et al., 2006).  

Na medicina antiga, existem relatos de mais de 500 remédios utilizados, 

onde o uso do mel esta presente. Nestes medicamentos, o mel é um dos 

principais componentes. Utilizado pelo homem neste período como primeira fonte 

de energia, o mel simbolizava a fartura (Couto & Couto, 2002). 

Fonte natural de saúde, o mel na atualidade é bastante utilizado nas 

industrias farmacêuticas, devido às suas qualidades terapêuticas (Silva et al., 

2004). Tem sido mencionado por suas variedades de propósitos medicinais e 

nutricionais (Molan, 2001) tais como: atividade antimicrobiana (Snow e Manley-

Harris, 2004; Bonany et al., 2010) protetor de mucosa contra doenças 

gastrointestinais (Prakash et al., 2008), propriedades antioxidantes (Al-Mamary et 



 

 

al., 2002; Aljadi e Kamaruddin, 2004) e propriedades prebióticas (Roberfroid, 

2000;  Shan, 2001). Vários estudos têm utilizado o mel como modulador da 

resposta imune. Alguns autores consideram que o mel tem propriedades 

antiinflamatórias (Ansorge et al., 2003; Han et al., 2007). Entretanto, outros 

autores descrevem o mel como um agente estimulante da resposta inflamatória, 

agindo como mediador de citocinas (Al waili, 2003ab; Kohno et al., 2004; Majtán 

et al., 2006; Tonks et al., 2007; Fukuda et al., 2009).  

 O mel da abelha Jataí (Tetragonisca angustula) é utilizado em terapias 

populares, principalmente nas zonas rurais e entre indígenas, por possuir manejo 

fácil e mão de obra familiar (Lopes et al., 2005). Apresenta efeitos imunológicos, 

anti-inflamatórios, analgésicos, sedativos, expectorantes, hipossensibilizadores e 

antibacterianos (Breyer, 1983; Bobany et al., 2010). 

Não existem dados na literatura que relatem a ação do mel sobre células 

infectadas com N. caninum. Diante disso, este estudo pretende avaliar a ação 

modulatória do mel de Jataí, sobre astrócitos de ratos, infectados in vitro com N. 

caninum.



 

 

 

 

 

 

 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1- Histórico e epidemiologia da neosporose  

Em 1984, Bjerkas, Mohn e Presthus relataram a presença de um parasito 

diferente de Toxoplasma gondii no sistema nervoso central e musculatura 

esquelética de cães da raça boxer que apresentavam encefalomielite e miosite 

severas. À microscopia foram observados numerosos parasitos, severa 

inflamação e necrose no sistema nervoso central e músculos esqueléticos 

(Bjerkas, Mohn e Presthus, 1984; Hilali, Lindberg e Waller, 1986). Logo depois, foi 

observado encefalomielite em bezerros associada a um protozoário semelhante 

ao T. gondii, porém sem detecção de anticorpos anti-parasito (O´toole, Jeffrey, 

1987; Parish et al., 1987). Posteriormente, o organismo encontrado nos tecidos 

caninos foi descrito como Neospora caninum (Dubey et al., 1988a). Em 1989, 

Thilsted e Dubey, após investigarem um surto de abortamentos em uma 

propriedade de bovinos leiteiros, identificaram o Neospora caninum em amostra 

de cérebro de 2 dos 9 fetos abortados que foram necropsiados. O primeiro relato 

de neosporose em animais silvestres ocorreu em 1994, quando N. caninum foi 

identificado em amostras de tecidos de um cervídeo (Odocoileus hemionus 

columbianus) encontrado morto na California (Woods et al., 1994). Anticorpos 

anti-N. caninum já foram encontrados em outros animais silvestres como alpacas, 

lhamas, camelos (Hilali  et al., 1998; Sadrebazzaz, Haddadzareh e Shayan, 

2006), gambás (Yai et al., 2008) e raposas (Buxton et al., 1997). 

Dentre os animais domésticos, anticorpos anti-N. caninum já foram 

encontrados no gato doméstico (Ferroglio et al., 2005; Bresciani et al., 2007), 

suínos (Helmick et al., 2002; Damriyasa et al., 2004), ovinos (Figliuolo et al., 

2004b; Vogel et al., 2006; Romanelli et al., 2007), caprinos (Figliuolo et al., 2004a; 
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Uzêda et al., 2005; Modolo et al., 2008) e eqüinos (Locatelli-Dithrichi, 

Hoffman e Dithrichi, 2006; Villalobos et al., 2006). Ao estudar os ovinos, Salaberry 

et al.  

(2010) observaram uma diferença significativa em rebanhos com problemas de 

aborto associado à presença de anticorpos anti N. caninum em Uberlândia, Minas 

Gerais. Em caprinos, estudos realizados nos estados de São Paulo, Paraíba e 

Bahia demonstram uma prevalência de 6,7, 3,3 e 15% respectivamente (Figlioulo 

2004b; Faria et al., 2007;  Uzêda et al., 2007). Em bubalinos, relatos 

demonstraram uma soroprevalência de 64%, no Vale do Ribeira (SP), e 39% na 

Bahia (Fujii et al., 2001; Gondim, Pinheiro e Almeida, 2007). Recentemente 

Azevedo et al. (2010) descreveram o primeiro relato no Brasil de infecção natural 

por N. caninum em suínos no estado da Paraíba. 

No Brasil, foi detectado o primeiro relato de neosporose bovina em 1999 e, 

no mesmo ano, foi realizado o primeiro estudo de soroprevalência nesta espécie, 

no estado da Bahia, no qual foram identificados anticorpos anti-neospora caninum 

em 14,1% (63/447) das amostras analisadas (Gondim et al., 1999a; Gondim et al., 

1999b). Após esse relato inicial, a neosporose começa a ser alvo de estudos no 

país, sendo a cepa NC-Bahia isolada, no ano de 2001, proveniente dos tecidos de 

um cão da raça collie naturalmente infectado (Gondim et al., 2001).  

Os dados disponíveis na literatura demonstram a presença do N. caninum 

com diferentes prevalências nos Estados brasileiros. De Souza et al. (2002) 

descreveram a presença de anticorpos anti N. caninum em 21,6% dos cães em 

fazendas no Paraná, sendo que 63% destes cães soropositivos encontravam-se 

parasitados. Na cidade de São Paulo, 10% de cães da área urbana, com 

proprietários, e 25% dos cães errantes apresentavam anticorpos anti N. caninum. 

Foi também descrita a prevalência em Minas Gerais de 10,7% em cães de área 

urbana e 21,7% em animais da zona rural. Rondônia e Paraíba apresentaram 

valores semelhantes, com 8,3% e 8,4%, respectivamente (Cañon-Franco et al., 

2003). Valadas et al. (2010) observaram que no Estado do Pará a prevalência de 

cães soropositivos da área urbana e rural para neosporose eram na ordem de 

12,4%, sendo que destes as probabilidades eram maiores em cadelas (P< 0,02) 

da área urbana (P< 0,01). 

A prevalência em bovinos é de 14,1% na Bahia, 18,2% em Minas Gerais, 

14,3% no Paraná e 11,2 % no Rio Grande do Sul (Gondin et al., 1999a; Corbeline 
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et al., 2002; Melo et al., 2004). Entretanto outro estudo realizado no Paraná por 

Locatelli-Dithrichi, Hoffmann e Dittrich (2004) mostraram que 34,8% dos animais 

testados foram positivos. Já Benetti et al. (2008) observaram uma larga 

disseminação da neosporose em bovinos de leite (53,5%) em toda região  

sudoeste Matogrossense. Andreotti et al. (2010) associaram a prevalência da 

neosporose em novilhas de corte (22,13%) às perdas reprodutivas na região do 

Pantanal do Mato Grosso do Sul, indicando significativa correlação entre a não-

concepção e a presença de anticorpos anti N. caninum.  

A neosporose é reconhecida como uma das principais doenças causadoras 

de abortamentos em bovinos em todo mundo (Dubey, 2003). Estudos revelaram 

que cerca de 16% dos fetos abortados na Escócia eram positivos para N. 

caninum, assim como, na Inglaterra e Reino Unido, a proporção de abortos 

atribuídos a esse protozoário é de 12,5% (Buxton et al., 1997; Hemphill e 

Gottstein, 2000). Estudos realizados em uma grande população de bovinos de 

vários países da Europa demonstraram que a prevalência varia de 16 a 76% para 

bovinos leiteiros e de 41-61% em bovinos de corte (Bartles et al., 2006). 

 

1.2- Impactos econômicos 

 

A neosporose possui grande importância econômica, principalmente devido 

às perdas reprodutivas, incluindo retornos ao cio com intervalos regulares ou 

irregulares, abortos, nascimento de animais fracos e inviáveis com sinais 

neurológicos ou animais persistentemente infectados (Vogel, Arenhar e 

Bauermann, 2006; Lima et al., 2007). Em certas explorações o número de abortos 

é elevado, tornando-se ainda mais preocupante e evidente quando estes ocorrem 

em um curto período de tempo, sendo esta uma das maiores causas de 

decréscimo da fertilidade. É de conhecimento geral que, depois dos custos 

relacionados com a nutrição, a fertilidade é o fator com maior impacto na 

economia da exploração leiteira (Blowey, 1999; Hobson et al., 2005). 

A presença de anticorpo anti N. caninum no rebanho pode indicar maior 

risco de abortamento (Coberllini et al., 2002). Devido às mortes embrionárias e 

fetais é perdido material genético (Caldow e Gray, 2004), diminuem os lucros da 
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venda dos vitelos e aumentam os custos com a aquisição de novilhas de 

substituição (Parkinson e Barret, 2009). A reabsorção do concepto manifesta-se 

por retorno ao serviço, com consequente aumento do tempo até a concepção, ou 

infertilidade, levando, em longo prazo, a uma diminuição da produção leiteira 

(Trees et al., 1999). Relativamente às vacas de aptidão cárnea, é sabido que os 

vitelos, principalmente os machos, são a maior fonte de rendimento e 

sustentabilidade das explorações (Caldow e Gray, 2004). Além disso, uma vez 

que as vacas ficam persistentemente infectadas, transmitindo o parasito à 

descendência, o seu valor comercial diminui bastante (Lee e Kim, 2007). 

Cabell (2007) estimou que o custo de um único aborto numa exploração 

leiteira é em média de 630 libras. Livingstone e Longbottom (2006) referiram 

também que os prejuízos anuais por infertilidade e aborto nas explorações 

bovinas perfazem 250 milhões de euros no Reino Unido. Na Europa, as perdas 

econômicas atribuídas ao aborto, diminuição dos índices de fertilidade e redução 

da produção leiteira e qualidade do leite referente a um efetivo de 60 vacas 

adultas e 20 novilhas, levaram a uma perda de 40.000 euros por ano (Livingstone 

e Longbottom, 2006). Estes valores, apesar de não se encontrarem atualizados 

nem se referirem à realidade brasileira, permitem ter uma noção real da dimensão 

dos custos causados por abortos (Fortunato, 2010). É, no entanto, bastante 

complicado determinar a incidência de perdas de gestação e seu impacto 

econômico, pois as mortes embrionárias e abortos que ocorrem numa fase inicial 

da gestação não são facilmente detectáveis, tal como a morte neonatal muitas 

vezes também não é imediatamente associada a processos que afetaram o feto 

(Caldow e Gray, 2004). 

Lee e Kim, em 2007, analisaram sete explorações leiteiras com vacas 

holandesas, entre os anos de 2000 e 2006 e puderam concluir que as perdas na 

fase reprodutiva, em média, aumentaram o intervalo entre partos em 256 dias em 

vacas que abortaram. As perdas pós-natais por neosporose são difíceis de 

avaliar, pois, além dos abortos, não existem efeitos óbvios de doença nos animais 

adultos. Hobson et al., (2005) relatam como outra conseqüência da neosporose a 

retenção de membranas fetais no pós-parto, causando um processo inflamatório 

que demanda tratamento quimioterápico e descanso da fêmea. Segundo Dubey, 
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Schares e Ortega-Mora, (2007) a perda econômica mais importante na 

neosporose encontra-se associada ao refugo dos animais soropositivos.  

O impacto econômico depende não somente das perdas reprodutivas, como 

também dos custos indiretos como: auxílio profissional, custo de técnicas 

diagnósticas, necessidade de realizar novas inseminações ou cobrições, aumento 

do tempo de lactação, possíveis quedas na produção de leite, redução da vida 

produtiva da vaca (Thurmond e Hietala, 1996; Hobson et al, 2002). Essas perdas 

não estão devidamente quantificadas em todo o mundo. Na Califórnia, estimou-se 

que esse protozoário causou prejuízos de 35 milhões de dólares por ano aos 

produtores de leite (Lindsay, 1998). Na Austrália, estimou-se que o N. caninum 

leva a perdas anuais de 85 milhões de dólares na bovinocultura de leite e de 

25 milhões de dólares na produção de carne (Walker, 2004). 

 

1.3- Biologia da neosporose 

O N. caninum pode apresentar-se de três formas: (1) taquizoítos, forma de 

rápida multiplicação nos tecidos; (2) bradizoítos, forma de lenta multiplicação nos 

tecidos, interiorizados em cistos teciduais e (3) esporozoítos, encerrados no 

interior dos oocistos esporulados, estes eliminados, única e exclusivamente, nas 

fezes dos hospedeiros definitivos (Lindsay et al., 1995; Dubey, 1999). 

As formas encontradas nos hospedeiros intermediários são os cistos e os 

taquizoítos, identificados principalmente no sistema nervoso central (SNC) (Dubey 

et al., 1988a; McAllister et al., 1999) e encontrados também em músculos 

esqueléticos de cães e bezerros (Peters et al., 2001). Ambos foram encontrados 

em outras espécies, a exemplo de caprinos, ovinos e equinos (Dubey et al., 2003; 

Eleni et al., 2004; Rodrigues, Marchini e Carvalho, 2005) 

O ciclo biológico do N. caninum foi descrito por McAllister et al., em 1998 

(Figura 1). O hospedeiro definitivo elimina oocistos não esporulados nas fezes, 

contaminando o ambiente (McAllister et al., 1998; Basso et al., 2001). Após 42 a 

72 horas, os oocistos que estão no ambiente esporulam, podendo infectar o 

animal que o ingerir (McAllister et al., 1998). Assim que o hospedeiro 

intermediário ingere os oocistos esporulados, ocorre liberação dos esporozoítos. 
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Os esporozoítos que penetram no trato gastrintestinal, atravessam ativamente a 

mucosa intestinal e promovem a reprodução assexuada, transformando-se em 

taquizoítos (Lindsay et al., 1999; Dubey, 2006; Gondim, 2006). Quando estes 

taquizoítos são liberados na corrente sanguínea inicia-se a invasão de outros 

tecidos causando severas lesões (Buxton et al., 2002; Hemphill et al., 2006). Os 

taquizoítos, penetram ativamente em diversas células (neurônios, macrófagos, 

fibroblastos, células endoteliais, células musculares, células dos túbulos renais e 

hepatócitos) (Dubey, 1988; Dubey e Lindsay, 1996; Innes et al., 2000). Estes se 

dividem por reprodução assexuada, multiplicando-se no citoplasma em vacúolos 

parasitóforos, provocando a lise das células dos hospedeiros intermediários 

(Dubey, 1989; Innes et al., 2000; Buxton et al., 2002). 

  

Figura 1. Ciclo de vida do Neospora caninum (adaptado de 
DUBEY et al., 2003) 
 

1.3.1- Transmissão  

A neosporose se propaga pelas vias horizontal e vertical, ambas importantes 

e vitais para a sobrevivência do protozoário (Dubey e Lindsay, 1996). No primeiro 

caso a contaminação ocorre principalmente pela ingestão de oocistos espalhados 

pelas fezes de hospedeiros definitivos. Já na disseminação vertical, a infecção 

Oocistos esporulados. 

 

Cão 
Hospedeiro definitivo 

Oocistos não 

esporulados. 
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em alimentos 

e água. 
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Hospedeiros intermediários 
Feto infectado 
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contaminados 
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ingeridos por cães 
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Taquizoítos transmitidos 
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ocorre a partir de uma matriz gestante infectada, onde os taquizoítos atravessam 

os placentônios, infectando os fetos (Dubey, 2003; Gondim, 2006). 

A transmissão horizontal pode ocorrer tanto de cães para outras espécies, 

assim como de outras espécies, para o cão. Os cães podem contaminar 

pastagens ou silagem com oocistos que são ingeridos pelos hospedeiros 

intermediários. Por sua vez, os canídeos podem se infectar ao ingerirem restos de 

placentas ou abortos de bovinos acometidos de neosporose (Mcallister, 1999; 

Dijkstra et al., 2001). Espécies silvestres também se infectam e apresentam 

sorologia positiva, sendo os canídeos silvestres recentemente identificados como 

hospedeiros definitivos (Gondim et al., 2004a; King et al., 2010).  

A transmissão vertical, aquela que ocorre de mãe para filho ainda na 

gestação, foi demonstrada em muitas espécies animais (Buxton et al., 2002), 

sendo a principal forma de infecção de bovinos (Pare, Thurmond e  Hietala, 1996; 

Schares et al., 1998; Dijkstra et al., 2001; Innes et al., 2005ab). Pouco se sabe, 

contudo, sobre os fatores que determinam esse tipo de transmissão 

transplacentária (Hemphill et al., 2000). 

Alguns autores descrevem duas formas de contágio da transmissão 

transplacentária em ruminantes. Na transmissão transplacentária exógena a vaca 

é infectada durante a gestação por ingestão de oocistos e estes se diferenciam 

em taquizoítos, onde seguem para o útero, atravessam a placenta e infectam o 

feto. Já a transmissão transplacentária endógena ocorre da reativação de uma 

infecção persistente na vaca gestante (Trees e Williams, 2005; Williams, Ebel e 

Wells, 2009). 

Os casos mais graves de neosporose ocorrem em cães jovens infectados 

por transmissão vertical, expressando-se por severo comprometimento 

neuromuscular. Em bovinos, apesar da doença ser causadora de abortamentos 

(Dubey e Lindsay, 1996; Dubey 1999; Innes et al., 2005b), esse parasito pode 

também causar alterações neuromusculares em bezerros, destruindo grande 

quantidade de células nervosas, inclusive no sistema nervoso central, 

comprometendo a função das células remanescentes (Dubey e De Lahunta, 

1993). Busca-se controlar o risco de transmissão de N. caninum para bovinos 

criados em sistemas de produção intensiva, protegendo alimentos e água da 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Thurmond+MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hietala+SK%22%5BAuthor%5D
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contaminação por fezes de cães, bem como, eliminando animais mortos 

infectados ou restos fetais, para que cães não venham a ingeri-los, impedindo 

assim a continuidade do ciclo biológico (Gondim et al., 2004a; Innes et al., 2007). 

Uma das principais incógnitas sobre a biologia de N. caninum é a freqüência 

relativa com que os bovinos são infectados no pós-parto em relação aos 

infectados por transmissão transplacentária (Williams, Ebel e Wells, 2009). A 

única rota comprovada de transmissão de infecção pós-parto em bovinos é 

através da ingestão de oocistos esporulados (Gondim et al., 2005). O número de 

oocistos encontrados nas fezes de cães infectados foi de 500.000 (Gondim et al., 

2005) a 24.000 oocistos (Schares et al. 2005). McCann et al. (2007) estimularam 

que a dose de 137 oocistos resultaram na infecção de 18 vacas, sendo que 

destas apenas uma abortou e outras quatro tiveram bezerros positivos, infectados 

por transmissão transplacentária, clinicamente normais. Finalmente, Williams, 

Ebel e Wells, (2009) concluiram que, quanto menor o número de oocistos 

excretados pelos cães, menor a incidência de aborto em vacas gestantes. 

Bovinos infectados com o N. caninum têm 3 a 7 vezes mais  

probabilidade de abortar quando comparados com bovinos não infectados (Innes 

et al., 2005b). Curiosamente, a transmissão transplacentária pode ocorrer em 

gestações consecutivas e novilhas infectadas podem transmitir o protozoário para 

sua prole. Esta transmissão vertical repetida observada em bovinos naturalmente 

infectados sugere que estes não desenvolvem facilmente a imunidade ao 

parasito, apresentando um desafio significativo para o desenvolvimento de um 

controle estratégico baseado na vacinação (Innes, 2005).  

Entretanto, estudos realizados com bovinos demonstravam em fêmeas que 

sofreram um abortamento provocado pela neosporose diminuíam a probabilidade 

de abortar novamente, quando estas entravam em contato com o mesmo 

protozoário (Anderson et al., 1997; Wouda et al., 1999), portanto isso sugere que 

o rebanho pode desenvolver um certo grau de imunidade protetora contra este 

agente infeccioso. Outra evidência para esta constatação surgiu de uma 

investigação de um surto da doença onde os animais que demonstraram ter uma 

evidência à exposição prévia ao N. caninum tinham menor probabilidade de 



12 

 

abortar em comparação com aquelas submetidas a uma infecção primária 

(McAllister et al., 2000). 

Infecções experimentais, com N. caninum, em ovinos durante a gestação 

demonstraram patologias semelhantes as dos bovinos (Buxton et al., 1998). 

Entretanto infecções subseqüentes parecem estar controladas, demonstrando 

uma melhor resposta imunológica na infecção dessa espécie do que em bovinos 

(Buxton et al., 1998; Buxton et al., 2002). De maneira geral, a patogênese da 

neosporose depende do equilíbrio entre a capacidade de invasão e multiplicação 

do taquizoíto no hospedeiro e a habilidade que este possui para inibir a 

multiplicação parasitária (Williams et al., 2000; Buxton et al., 2002). Uma vez que 

em qualquer relação parasito-hospedeiro um vasto conjunto de respostas imunes 

podem causar patologia no hospedeiro e outros podem ser irrelevantes (Innes et 

al., 2002). 

 

1.3- Imunologia na neosporose  

A resposta imune mediada por células desempenha um importante papel 

frente à infecção por N. caninum (Innes et al. 1995).  O sistema imune do 

hospedeiro dispara seus mecanismos de resposta inata ao detectar o N. caninum, 

os quais envolvem a liberação de quimiocinas que recrutam e ativam leucócitos e 

que também estão envolvidas na regulação do processo inflamatório (Taubert, 

Zahner e Hermosilla, 2006). A resposta inata consiste na primeira linha de defesa 

de reconhecimento do patógeno por células fagociticas, como macrófagos e 

neutrófilos, que irão internalizar os microorganismos e através de enzimas líticas, 

conseguem eliminar o patógeno. A produção de citocinas pró-inflamatorias 

durante a fase aguda da infecção permite o maior influxo das células 

imunológicas, responsáveis pela defesa do organismo, para o sitio inflamatório 

(Ostrowski et al., 1999). 

Células da resposta imune inata são responsáveis por influenciar a 

diferenciação de precursores de linfócitos T em Th1 ou Th2. A Interleucena -12 

(IL-12) produzida por monocitos ou outras células apresentadoras de antígenos 

(APC) é o maior indutor da diferenciação em Th1, e consequentemente da 

imunidade celular. Essa citocina age juntamente com o interferon gama (IFNγ) 

produzido pelas células natural killer (NK), promovendo um aumento da resposta 
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Th1. As citocinas IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e IFNγ estimulam a 

síntese de óxido nítrico (NO) e outros mediadores inflamatórios que promovem 

uma resposta crônica (Chrousos, 2000). 

Essa importância foi comprovada por Innes et al., (2005a) onde observaram 

que células infectadas por N. caninum, tratadas in vitro com o IFNγ ou TNFα 

causaram inibição significativa da multiplicação do parasito intracelular.  

Parasitos coccídeos são capazes de estimular uma resposta imune celular e 

humoral, bem como a síntese de IL-12 pelas células do sistema imune inato, 

induzindo produção local de IFN-γ.  A presença de citocinas pró-inflamatórias 

como IFN-γ e IL-12 têm participação decisiva na resposta do hospedeiro frente ao 

parasito intracelular (Innes et al. 1995; Tuo et al., 2005). Tuo et al., em 2005, 

identificaram uma proteína no N. caninum (NcCyP) como um componente 

importante do citoesqueleto do parasito, responsável pela produção de IFN-γ e 

antígeno específico de células TCD4+ de bovinos. O IFN-γ e IL-12 são citocinas 

importantes na proteção natural contra a infecção mediada pelo N. caninum. 

Khan, Abadin e Rauf (1997) em seu estudo em ratos pré-tratados com anticorpos 

anti IFN-γ e tratados com anticorpos monoclonais anti IL-12, puderam constatar 

que estes animais morriam sete dias após a infecção. O mesmo foi observado por 

Nishikawa et al., 2001, onde a total ausência de IFN-γ em ratos, os tornaram mais 

susceptíveis à neosporose. O tratamento com anticorpos utilizados para 

neutralizar as atividades do IFN-γ e IL-12, promovem maior susceptibilidade para 

a infecção por N. caninum. Portanto, a neosporose é fatal quando o hospedeiro 

infectado não possui uma resposta imune eficaz (Baszler et al., 1999; Tanaka et 

al.,  2000).  

A produção do IFN-γ e IL-12 em resposta à exposição microbiana 

intracelular é fundamental para o desenvolvimento de uma imunidade protetora 

(Sher et al., 2005). Durante a neosporose o IFN-γ, induzido por taquizoítos de N. 

caninum, desempenha um papel fundamental no controle da fase aguda da 

doença (Baszler et al., 1999; Long e Baszler, 2000; Nishikawa et al., 2003), por 

limitar a multiplicação do parasito (Marks et al., 1998).  

O IFN-γ se constitui na mais importante citocina ativadora de fagócitos, 

ativando neutrófilos a macrófagos, por linfócitos T (T CD4+ e T CD8+) e células 

natural killers (NK) (Brake, 2002; Williams, 2007). Estes atuam como primeira 

linha de defesa eliminando diretamente o parasito por fagocitose e também 
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produzindo intermediários reativos como peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

intermediários reativos do nitrogênio como óxido nítrico (NO), os quais são 

capazes de destruir protozoários intracelulares controlando assim a replicação 

parasitária (Denkers et al., 2004; Coelho-Castelo et al., 2009). Em 2001, 

Nishikawa et al., demonstraram claramente o papel crucial do IFN-γ na ativação 

de macrófagos e resposta imune protetora contra N. caninum, conforme se 

verificou a partir da inibição de crescimento do parasito e produção de óxido 

nítrico. Pinheiro et al. (2006a) encontraram também um aumento na produção de 

óxido nítrico (NO) e elevação dos níveis de TNF-α em culturas de astrócitos de 

ratos, infectadas in vitro com N. caninum. 

A infecção ambiental por oocistos de N. caninum ou a reativação de uma 

infecção crônica, leva ao rompimento de cistos teciduais e liberação de 

bradizoitos no tecido dos animais infectados, promovendo altos níveis de IFN- γ 

(Innes et al., 2002; Jenkins, 2001). Entretanto, Yamane et al. (2000), observaram 

que a adição de IFN- em co-culturas de células gliais e neurônios obtidas de 

cérebro bovino, infectadas com taquizoítos, foi responsável pela inibição do 

crescimento parasitário. Recentemente, estudos utilizando culturas primárias de 

células gliais de ratos infectadas com esse parasito, apresentaram altos níveis de 

IL-10 e Interleucina-6 (IL-6), sugerindo o provável efeito regulador destas 

citocinas, na proteção do sistema nervoso, contra os efeitos deletérios de 

citocinas pró-inflamatórias (Pinheiro et al., 2006a,b).  

Contudo, o papel dos anticorpos na neosporose não está suficientemente 

esclarecido. Acredita-se que estes atuem em taquizoítos situados 

extracelularmente (Innes et al., 2002). Em 2000, Tanaka et al. observaram que 

células TCD4+ eram essenciais para a produção de anticorpos específicos anti- N. 

caninum em estágios tardios de infecção, induzindo assim outros mecanismos de 

proteção. Cinco anos após, Spencer et al. (2005) comprovaram em animais que 

possuíam as células TCD8+ uma proteção maior ao parasito, quando comparadas 

com os animais com as células TCD4+, ao tentarem transferir imunidade protetora 

para camundongos infectados. Portanto, durante infecções agudas, células TCD8 

agem primariamente como células citotóxicas limitando a disseminação do 

parasito, por reconhecimento direto de células infectadas pelo MHC classe I ou 

pela ação de citocinas. Um excesso deste tipo celular pode levar a uma 
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destruição exacerbada ou a liberação de citocinas levando a sinais neurológicos 

severos. 

A resposta imunológica durante a gestação de bovinos se caracteriza de 

diferentes formas, dependendo do período gestacional. Se a infecção ocorrer 

durante o primeiro trimestre de gestação, muito provavelmente ocorrerá um 

abortamento (Barr et al., 1993; Williams et al., 2000). Acredita-se que a ocorrência 

do abortamento provocada pela neosporose na fase inicial da gestação, deve-se 

a uma resposta imune ineficaz do feto. Em contrapartida, a mãe é capaz de uma 

resposta imune celular proliferativa forte, com produção de IFN- em resposta aos 

antígenos (Williams et al., 2000; Innes et al., 2002). Muito provavelmente, o 

abortamento ocorre pelos efeitos deletérios do IFN-γ sobre a gestação (Chaouat 

et al., 1995; Innes et al., 2005). Além desses efeitos negativos do IFN-γ, células T 

 , células T CD4+ e células T CD8+ foram encontradas em infiltrados, na 

placenta de fêmeas parasitadas pelo N. caninum (Innes et al., 2005). Caso ocorra 

no período intermediário, o feto pode ser abortado ou nascer doente. Infecções no 

último estágio da gravidez, no entanto, pouco predispõem ao abortamento, 

porém, em contrapartida, o neonato poderá apresentar neosporose, sem 

apresentar sintomatologia clínica (Innes et al., 2002). Devido a esta importante 

resposta imune fetal, inúmeros estudos indicam que o momento da infecção do 

feto e da placenta é fundamental para o resultado da gestação (Buxton et al., 

1998; Quinn, 2004). 

Dentre as citocinas envolvidas na defesa do hospedeiro, temos a 

interleucena-4 (IL-4), que estimula a multiplicação dos linfócitos B, produção de 

anticorpos e resposta do tipo Th2 (Entrican, 2002). A importância da IL-4 durante 

a gestação foi comprovada por Long e Baszler (2000) ao observarem uma 

diminuição da infecção transplacentária em ratos, quando estes eram infectados 

juntamente com anticorpos monoclonais para IL-4 e IL-10. Inicia-se uma resposta 

imunológica proveniente do feto e da placenta no terço médio da gestação, 

contribuindo assim para uma resposta do padrão Th2 no ambiente de 

comunicação entre o feto e a mãe (Innes et al., 2002). A IL-10 regula 

negativamente os níveis de IFN-γ, compondo um mecanismo para reduzir a 

produção de níveis tóxicos de citocinas inflamatórias (Quinn, Miller e Ellis, 2004).  

No terço final da gestação, o feto já apresenta uma maturidade do sistema 

imunológico e por isso, dificilmente a infecção provoca o abortamento, havendo 
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provavelmente uma mudança na dinâmica parasito/hospedeiro (Innes et al., 

2007). Estudos sugerem que a resposta Th1 compromete a gestação, enquanto a 

resposta Th2 localizada pode favorecê-la (Quinn, Miller e Ellis, 2004; Innes et al., 

2005). Portanto, o predomínio de um dos mecanismos de resposta resulta em um 

quadro crônico mantido por citocinas inflamatórias ou em reação inflamatória, 

dependendo do estado geral do animal infectado, da idade gestacional e da carga 

parasitária (Quinn, Miller e Ellis, 2004; Williams, Ebel e Wells, 2009). Para ilustrar 

a influência da idade fetal na severidade da doença, Collantes-Fernandez et al. 

(2008), observaram as lesões encontradas em fetos infectados com N. caninum e 

comprovaram serem estas mais graves a partir do primeiro e segundo trimestres 

de gestação em comparação com o terceiro trimestre. 

 

2- Sistema nervoso central 

 
O SNC é formado por uma estrutura complexa e heterogênia de tipos 

celulares, próximos entre si, como os neurônios e as células da glia. A proporção 

entre o número de neurônios e células da glia tem sido revista recentemente 

(Azevedo et al., 2009; Seth e Koul, 2008). Estas ultimas compreendem a maioria 

das células do SNC de vertebrados, correspondendo a 65% nos roedores e 90% 

em humanos. Elas circundam o corpo celular, dendritos e axônios dos neurônios, 

facilitando a sinalização entre eles, participando na separação e isolamento dos 

grupos neurais e conexões sinápticas, promovendo a fagocitose de fragmentos 

celulares após dano e morte neuronal, promovendo a defesa, além de participar 

da captação de nutrientes, oxigênio e homeostase do SNC (Tardy et al., 1991; 

Kandel, Schwartz e Jessell, 2000; Barres e Bardes, 2000). 

A princípio acreditava-se que as células gliais eram apenas responsáveis 

pela nutrição dos neurônios. Atualmente, constatou-se, entre outras funções, a 

participação dessas células na orientação do crescimento e da migração dos 

neurônios durante o desenvolvimento. As células gliais participam da 

comunicação entre as células neurais durante a vida adulta. Além disso, atua 

também na defesa e no reconhecimento das células em situações patológicas 

(Lent, 2001). 



17 

 

Divididos em 3 grupos principais, as células da glia se diferenciam em 

microglia, macroglia e células ependimárias (Hansson e Ronnback, 2003; 

Freeman, 2010). A macroglia, de origem neuroepitelial, inclui, os 

oligondendrócitos e astrócitos (Tardy, 1991). Os oligodendrócitos promovem 

maior eficiência na condução do estimulo nervoso, conferindo assim aos 

astrócitos e a microglia as duas principais populações de células reativas a danos 

neuronais e alterações no microambiente cerebral (Lent, 2001; Lent et al., 2005). 

A microglia, de origem hematopoiética (derivadas do ectoderme), é composta por 

células consideradas imuno-efetoras, as quais apresentam atividade fagocítica 

semelhante a dos macrófagos, que são recrutadas após lesões, infecções, 

convulsões e doenças neurodegenerativas (Brown et al., 1998; Chien e Veltter, 

2005).  

 
2.1- Astrócitos 

 
Os astrócitos constituem cerca de mais da metade de toda a população glial 

(60-70% do total de células gliais). A depender da sua localização, diversos 

fenótipos e funções podem ser descritos, estando diretamente relacionado com o 

desenvolvimento, homeostasia e detoxificação do SNC (Tardy, 1991; Kandel, 

2000, Pekny e Nilsson, 2005). Além disso contribuem ativamente para o suporte 

energético e para a resposta imune do SNC contra agentes químicos, infeciosos 

ou traumatismos (Letournel-Boulland et al., 1994; Barres e Bardes, 2000, Pekny e 

Nilsson, 2005). 

Os astrócitos são morfológicamente subdividos em dois subtipos celulares: 

os protoplasmáticos (tipo I) e os fibrosos (tipo II), que se encontram na substância 

cinzenta e na substância branca, respectivamente (Lent, 2001; Rock et al., 2004). 

Estas nomenclatura baseia-se apenas em distinções morfológicas, onde estas 

células apresentam prolongamentos a partir do corpo celular, os quais se 

ramificam formando uma densa rede de fino calibre (protoplasmáticos) ou de 

denso calibre (fibrosos), visto que não se conhecem diferenças funcionais entre 

eles (Figura 2) (Kriegstein e Gotz, 2003; Rock et al., 2004). 

Estas células compõem o revestimento interno da parede das cavidades 

intercerebrais e das meninges, formando uma proteção dos capilares sanguineos 

do SNC, constituindo, dessa maneira, a base física da barreira hemato-encefálica 
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(BHE) (Iadecola, 2004; Kim et al., 2006). Além de suas características morfo-

funcionais, os astrócitos maduros têm sido identificados pela expressão da 

principal proteína do filamento intermediário do citoesqueleto, a proteína ácida do 

gliofilamento (GFAP), que é o marcador exclusivo desse tipo celular e a 

responsável pela forma típica destas células (Cajal, 1995; Kimelberg, 2007). O 

animal deficiente em GFAP apresenta uma deficiente organização da substancia 

branca, baixa eficiência na BHE e redução na formação de cicatrizes astrocitarias 

após lesão (Araque, 2006). 

 

 

 

Figura 2- Representação esquemática das funções fisiológicas atribuídas 
aos astrócitos e correlações com outros tipos celulares (Adaptado de Tardy 
1991; Van Wangoner e Benveniste, 1999) 
 

Durante muito tempo os astrócitos foram considerados como células de 

apoio, cuja principal função seria o perfeito funcionamento neuronal. As células da 

glia estão diretamente relacionadas com a formação e armazenamento de 

glicose. Em situações de hipoglicemia ocorre liberação de glicose dessas células, 

garantindo assim o fornecimento de energia para os neurônios (Dienel e Cruz, 

2006). 
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Além do fornecimento de glicose, os astrócitos desempenham diversas 

funções no desenvolvimento e na constituição do SNC, apresentando contato 

com diferentes tipos celulares. Os astrócitos participam ativamente desde o 

momento em que ocorre uma lesão no tecido nervoso, caracterizando a 

reatividade astrocitária, constituindo o fenômeno conhecido como astrogliose ou 

gliose. A presença abundante destas células em áreas lesadas no tecido nervoso 

constitui um processo análogo ao da reação inflamatória que ocorre em outros 

tecidos do organismo (Lent, 2001). Esse processo, caracterizado pela capacidade 

de proliferação juntamente com um aumento de expressão de GFAP promove o 

que se chama de cicatrização astrocitária. Os astrócitos ativos são capazes de 

secretar intensamente, diversas citocinas e fatores de crescimento interferindo no 

metabolismo e na sobrevivência neuronal (Rock et al., 2004). Dentre estas 

funções, também participam do aporte energético aos neurônios, manutenção da 

homeostase extracelular e regulação da transmissão sináptica e neurogênese no 

adulto (Costa et al., 2002; Nadarajah, 2003). 

Os astrócitos são as primeiras células a responder a um ataque ou lesão no 

SNC (Noremberg, 1994). Considerados como importantes células de defesa, 

estas células são conhecidos como potentes produtoras de citocinas pró-

inflamatórias (Iadecola, 2004; Kim et al., 2006). São conhecidas por responder 

tanto a fatores inflamatórios, como imunes, desencadeando proliferação, 

liberação de citocinas, expressão de moléculas de adesão e apresentação de 

antígenos (Eddleston e Mucke, 1993; Noremberg, 1994). Demonstram também a 

capacidade de suprimir a ativação, proliferação e função efetora de células T 

invasoras, podendo também atuar como células apresentadoras de antígenos 

(Gimsa et al., 2004). A cultura destas células constitui um modelo de estudo de 

fenômenos fisiopatológico do SNC, permitindo o entendimento dos mecanismos 

das células gliais na presença de parasitos (Costa et al., 2001; Pinheiro et al., 

2006). 

 
2.2- Interação neurônio-glia 

 
As interações neurônio-glia controlam diversos processos do 

desenvolvimento do sistema nervoso, como neuritogênese, formação de 

sinapses, migração neuronal, proliferação, diferenciação e sinalização neuronal 
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(Langle, Poulain e Theodosis, 2002; Hatton, 2002). Diversos fatores nessa 

interação estão implicados na morfogênese do sistema nervoso. Os astrócitos 

podem comunicar-se com outros astrócitos, ou com neurônios adjacentes pelo 

contato célula-célula, mediado por moléculas que constituem a matriz extracelular 

(MEC) e fatores solúveis secretados tanto pela glia quanto pelo neurônio, como 

neurotransmissores, hormônios e fatores de crescimento (Araque, 2006). 

Os astrócitos são responsáveis pela produção da proteína glutamina 

sintetase. Esta enzima converte o glutamato em glutamina na presença de ATP e 

amônia, modulando a atividade elétrica neuronal e a transmissão sináptica (Perea 

e Araque, 2003; Seth e Koul, 2008). Isso permite remover a amônia neurotóxica e 

garantir o suprimento de glutamina, matéria-prima dos neurotransmissores 

glutamato (excitatório) e ácido γ aminobutírico (GABA-inibitório) fornecida aos 

neurônios. Em resposta aos neurotransmissores, os astrócitos apresentam um 

aumento na concentração intracelular de Ca2+ (Perea e Araque, 2007; 

Nimmerjahn, 2009). Os astrócitos possuem uma forma de excitabilidade baseada 

em variações da concentração intracelular do Ca2+ e comunicam-se através de 

ondas de Ca2+ intercelulares. Além disso, neurotransmissores libertados 

sinapticamente são capazes de mobilizar Ca2+ dos reservatórios intracelulares 

astrocitários, ou seja, a excitabilidade celular astrocitária é desencadeada pela 

atividade sináptica neuronal (Beattie et al., 2002; Perea e Araque, 2007).  

Trabalhos recentes apontam os astrócitos como importantes reguladores da 

neurogênese (Ma et al, 2005), além disso, vários fatores neutróficos expressos e 

secretados por esta célula tem sido identificados (Barkho et al., 2006). Os 

astrócitos são conhecidos por secretar fatores de crescimento, citocinas e 

mitógenos. Dentre esses fatores estão o fator de crescimento neural (NGF), o 

fator neutrófico derivado da glia (GDNF), o fator de crescimento transformador- β 

(TGF- β), a IL-1 β e IL-6 (Barkho et al., 2006; Taylor et al., 2007; Seth e Koul, 

2008).  

As funções tróficas são mediadas pela interação com receptores específicos. 

No caso das neurotrofinas, seus mediadores interagem por meio de dois grupos 

distintos: receptores de cinase relacionados à tropomiosina (Trk) e receptores de 

neurotrofina (p75 NTR) (Lad et al., 2003). As vias  de sinalização utilizadas pelo 

receptor Trk induzem a respostas distintas, tais como a sobrevivência celular, 

diferenciação, formação de sinapse, plasticidade e crescimento axonal (Arevalo e 
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Wu, 2006; Freeman, 2010). Dentre estas vias esta  a proteína cinase ativada por 

mitógenos (MAPK) (Lad et al., 2003; Arevalo e Wu, 2006). Esta via por sua vez, 

necessita de cálcio para potencialização da sensibilização terminal em neurônios 

sensoriais (Chuang et al., 2001). 

 
2.3- Células gliais e citocinas  

 
O conceito corrente entre imunologistas sobre inflamação diz respeito ao 

balanço entre a produção de mediadores químicos e citocinas pró e 

antiinflamatórias. Estas substâncias atuam por meio de sinalização intercelular, 

determinando o desencadeamento ou a inibição dos processos inflamatórios 

(Figura 3) (Silva et al., 2006). Este sistema de sinalização intercelular é muito 

ativo durante as doenças neurodegenerativas, infecciosas e em condições como 

traumatismo e isquemias do SNC, estando estas associadas ao aumento na 

expressão de citocinas como TNF-α, IL-1 e IL-6 (Klein et al., 2000; Venters, 

Dantzer e Kelley, 2000). A liberação de citocinas, como o TNF-α, são estímulos 

inflamatórios em resposta primária de macrófagos à patógenos (Tonks et al.,  

2001). Em contrapartida, esta mesma citocina apresenta como principal função 

fisiológica o recrutamento de neutrófilos e de monócitos para os sítios de 

infecção, onde, após serem ativados, promovem a destruição de 

microorganismos. Porém, quando produzida em grande quantidade, esta citocina 

provoca anormalidades clínicas e patológicas sistêmicas (Abbas, 2003).  
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Figura 3- Principais peptídios e proteínas expressos por astrócitos reativos 
e seus papeis. (Adaptado de Noremberg 1994; Tardy 2001) 
 

O TNF-α, associado ao INF- γ são responsáveis pela perda excessiva de 

peso na inflamação crônica, tornando-os mais eficientes e agressivos (Marks et 

al., 1998; Entrican, 2002). No SNC o TNF-α apresenta diferentes efeitos em 

astrócitos, tais como proliferação, gliose e indução de outras citocinas, como IL-6 

(Benveniste, Tang e Law, 1995; Van Wagoner e Beneviste, 1999). O TNF-α 

apresenta também a função de regular a resposta imune, modulando a expressão 

de MHC classe I e II em astrócitos e microglia (Beneviste, 1992).  

Os níveis de IL-6 no SNC, em condições fisiológicas, são baixos. Entretanto, 

durante um processo patológico estes níveis começam a se elevar, podendo 

chegar a níveis de expressão ainda não completamente compreendidos (Van 

Wangoner e Benveniste, 1999). Sabe-se que a IL-6 é uma citocina 

imunorregulatória, com atividade pró e antiinflamatória e a sua falta pode interferir 

na resposta à infecção (Bolin et al. 2005). Consideradas benéficas ou destrutivas, 

as ações da IL-6 no SNC tem demonstrado que promove proliferação de 

astrócitos, acreditando-se que esta esteja envolvida com astrogliose. Entretanto, 

um excesso de sua expressão pode levar a neuropatias (Van Wangoner e 

Benveniste, 1999). 
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A IL-10 é produzida no SNC sob diversas condições inflamatórias ou 

desordens autoimunes, porém, a fonte celular de sua produção intracerebral não 

foi bem definida “in vivo” (Deckert-Schluter et al., 1997), ainda que tenha sido 

descrita como produzida por microglia e por astrócitos no SNC (Sawada et al., 

1999). Muitas funções das células gliais são reguladas por diversas citocinas, a 

IL-10 é descrita apresentando um efeito imunossupressor (Benveniste et al., 

1995). Sabe-se que esta citocina inibe a produção de IFN- (Entrican, 2002), além 

de inibir a produção de mediadores da inflamação em células gliais tratadas com 

LPS (Ledeboer et al., 2002). Outras funções da IL-10 envolvem uma retro-

regulação da expressão de MHC classe II induzida por IFN-, a inibição da 

produção de TNF-α e IL-12, assim como a liberação de oxido nítrico (NO), por 

macrófagos (Deckert-Schluter et al., 1997; Aloisi, Serafini e Andorini, 2001).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre, de sinalização altamente reativa, 

gerada em ambiente endógeno, que se difunde rapidamente através das 

membranas celulares. Este participa em variadas ações fisiológicas e patológicas, 

incluindo neurotransmissão e inflamação (Zhou, 2006). É produzido em células 

neuronais, endoteliais, imunitárias e outras. A sua síntese ocorre por uma das três 

isoformas: sintetase neuronal (nNOS), sintetase endotelial (eNOS) e sintetase 

indutivel ou macrofágica (iNOS) (Olensen, 2008).  

Muitas células neuronais e particularmente células da glia são capazes de 

expressar a iNOS em quantidades até 1000 vezes as produzidas pela nNOS e 

eNOS (Olensen, 2008). Esta isoforma é independente do cálcio e exerce efeito 

citotóxico e citostático, não somente nas células patológicas, mas também em 

células saudáveis. Induzida por diversas células como fibroblastos, macrófagos e 

no epitélio do corpo ciliar, especialmente após liberação de TGF- β e estimulação 

por citocinas como IL-1 o TNF-α e lipopolissacarídeos (LPS), a iNOS conduziria a 

níveis elevados de NO (Berger e Savitz, 2008), uma vez que estes metabólitos 

afetam o crescimento dos microrganismos em diferentes períodos durante a 

fagocitose (Vazques-Torres et al., 2000). 

Orsi et al. (2000) observaram que o própolis promoveu o aumento na 

produção de NO e H2O2, associado ao aumento da atividade de macrófagos 

peritoneais de camundongos. Uma vez induzida, a iNOS é capaz de produzir NO 
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por longo tempo, e isso caracteriza seu envolvimento em vários processos 

patológicos. Assim, o alto nível de NO produzido por macrófagos ou por 

neutrófilos ou outras células ativadas, que deveria ser tóxico para 

microorganismos, parasitos ou células tumorais, pode também lesar células 

saudáveis vizinhas, sendo este mecanismo responsável pela maioria de 

processos inflamatórios e autoimunes (Flora Filho e Zilberstein, 2000).  

 Outra citocina de grande importância no SNC é o TGF-β. Esta é reguladora 

de sinalização e diferenciação celular. Esta citocina controla diversos processos 

celulares incluindo proliferação celular, diferenciação, migração, apoptose, 

determinação da linhagem celular, produção de matriz extracelular e modulação 

da função imune (Vilar et al., 2006; Wang et al., 2008).O principal mediador 

intracelular de sinalização do TGF-β são as proteínas Smad (Clark et al., 2006). 

Estas estimulam a TGF-β a se concentrarem nos genes alvo, promovendo o 

reparo do tecido, com a regulação e a expressão de RNAm de várias espécies 

moleculares. Defeitos em sua sinalização levam a uma variedade de doenças, 

incluindo neoplasias (Kose et al, 2007; Wang et al., 2008). 

 

 

Figura 3- Interações das células gliais com o sistema 
imunológico (Adaptado de Tardy et al.,2001; Bolin et 
al.,2005). 
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3- Mel de abelha 

 
No Egito antigo, o mel era o medicamento mais popular, participando de 500 

dos 900 remédios da época, com registros decifrados. Primeira fonte de açúcar 

utilizado pelo homem, o mel era símbolo de fartura (Couto e Couto, 2002). 

O mel é constituído de diferentes açúcares, predominando os 

monossacarídeos, glicose e frutose. Em sua composição há uma mistura 

complexa de carboidratos, ácidos graxos, proteínas, aminoácidos, enzimas, 

ácidos orgânicos, vitaminas, sais minerais, pólen e outras substâncias (Weston e 

Brocklebank, 1999; Mendes et al., 2009).  Produto natural das abelhas, este é 

obtido a partir do néctar das flores. Seu conteúdo resulta das secreções de partes 

vivas das plantas ou de excreções de insetos sugadores de partes vivas das 

plantas (Campos e Modesta, 2000; Nagai et al., 2006). A composição do mel 

pode variar dependendo de vários fatores, como a fonte de pólen, clima, 

condições ambientais e também as transformações que podem sofrer durante sua 

produção (Azeredo et al., 2003; Nagai et al., 2006). 

Considerado como o produto apícola mais fácil de ser explorado é também o 

mais conhecido tendo maiores possibilidades de comercialização. Além de ser um 

alimento, é também utilizado na indústria farmacêutica e de cosméticos, pela sua 

ação como antiinflamatório, antibiótico e outras conhecidas ações terapêuticas 

(Pereira et al., 2003; Freitas, Khan e Silva, 2004). 

As propriedades do mel de abelha são consideradas como fonte natural de 

saúde devido às suas qualidades terapêuticas (Silva et al., 2004; Khan, Abadin e 

Rauf, 2007). Tem sido mencionado por suas variedades de propósitos medicinais 

e nutricionais (Molan, 2001; Khan, Abadin e Rauf, 2007) tais como: atividade 

antimicrobiana (Cooper, Molan e Harding, 1999; Snow e Manley-Harris, 2004; 

Gonçalves, Alves Filho e Menezes, 2005; Bobany et al., 2010) protetor de mucosa 

contra doenças gastrointestinais (Prakash et al., 2008), propriedades 

antioxidantes (Al-Mamary, Al-Meeri e Al-Habori, 2002; Aljadi e Kamaruddin, 2004), 

propriedades prebióticas (Roberfroid, 2000;  Shan, 2001), além de propriedade 

antiinflamatória (Ansorge, Reinhold e Lendeckel, 2003; Han et al., 2007) e 

modulatórias (Tonks et al., 2003; Tonks et al., 2007; Fukuda et al., 2009), da 

resposta imunológica. 
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O mel de abelha é usado para tratamento de doenças respiratórias, 

urinárias, gastrointestinais, úlceras de córnea, úlceras de mucosas, psoriasis e 

outras (Cooper e Molan, 1999; Al Waili, 2004a; Khan, Abadin e Rauf, 2007). Al 

Waili (2003ab), descobriu que o uso do mel aumentou os níveis sanguíneos de 

vitamina C, β-caroteno, ácido úrico, glutationa redutase, ferro sérico, cobre, zinco, 

hemoglobina e o hematócrito em indivíduos normais, reduzindo enzimas 

hepáticas, uréia, e os níveis de açúcar no sangue, em jejum. Além disso, o mel 

reduz as concentrações de estrogeno (E2), prostaglandina 2α (PGF2α), 

tromboxana (B2) no plasma de indivíduos normais.  

O mel aumenta a concentração de NO na saliva de indivíduos normais e sua 

administração intravenosa e intrapulmonar promove melhoria das funções renal e 

hepática (Al Waili e Boni, 2003). Além de estimular a atividade da medula óssea e 

perfil lipídico (Al-Waili, 2004b). No sangue de ovinos testados, reduz a 

concentração de alanina amino transferase, aspartato amino transferase, 

triglicerideos, colesterol, uréia e glicose, e eleva os níveis de proteínas séricas, 

albumina sérica, hemoglobina e contagem de células brancas (Al-Waili, 2004a). 

Portanto, o mel possui efeitos desejáveis em diversos parâmetros metabólicos (Al 

Waili, 2004b). 

Além disso, existem relatos na literatura utilizando o mel como estimulador 

de resposta inflamatória em humanos. O mel apresenta uma ação mediadora de 

TNF-α, IL-6 e IL-1 em humanos (Tonks et al., 2003). Entretanto, Ansorge, 

Reinhold e Lendeckel (2003), identificaram as propriedades antiinflamatórias do 

mel em células imune humanas, avaliando sua atividade antioxidante de radicais 

livres e ações excitatórias sobre a produção do TGF-β. 

Em 2007, Han et al., avaliaram o efeito do mel da abelha Apis mellifera 

sobre a produção de NO e TNF-α em células gliais, estimulados pelos 

lipopolissacarídeos (LPS). Observaram que o mel inibiu a produção de TNF-α. 

Esta inibição está estreitamente associada com a supressão de NO, podendo ser 

um poderoso regulador da inflamação e um potencial agente terapêutico contra 

doenças. 

 Tanto o mel como seus componentes isolados, a exemplo da própolis, 

estimulam a produção de citocinas inflamatórias (Khan, Abadin e Rauf, 2007). 
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Estas regulam o crescimento de linfócitos, suprimindo as citocinas pro - 

inflamatórias derivadas de Th1 e Th2, bem como, induzindo os linfócitos T 

reguladoras derivadas TGF- β (Sakaguchi, 2000).  

O efeito modulador apresentado pelo mel, sobre a resposta imune em 

células de defesa, é observado por este possuir atividade mitogênica em células 

B e linfócitos T (Abuharfeil, Aloran e Aboshehada, 1999). O mel também é 

responsável por reduzir os efeitos dos reativos de oxigênio e limitar os danos aos 

tecidos, provocados pelos macrófagos ativados durante o processo de 

cicatrização (Tonks et al., 2001) 

Utilizado no tratamento de diversas enfermidades, o mel possui um efeito 

estimulante da resposta inflamatória. Este atua como mediador de citocinas, a 

exemplo do TNF, IL-6, IL-12 e IL-1 (Tonks et al., 2003; Kohno et al., 2004; Majtán 

et al., 2006; Fukuda et al., 2009). Acredita-se que existem vários espécies de 

abelhas que produzem diferentes méis com propriedades curativas específicas, 

sendo empregados para a cura de um amplo espectro de doenças (Bobany et al., 

2010). 

Dentre as abelhas existentes no Brasil, além da A. mellifera introduzida por 

imigrantes europeus, são encontradas outras abelhas nativas indígenas, 

pertencentes a subfamilia Meliponinae. Estas compreendem mais de 200 

espécies diferentes e são popularmente conhecidas como abelhas indígenas sem 

ferrão (Castaldo e Capasso, 2002; Gonçalves, Alves Filho e Menezes, 2005). A 

abelha indígena Tetragonisca angustula tem porte pequeno e é popularmente 

conhecida como jataí. Sua distribuição geográfica é bem ampla, ocorrendo 

naturalmente nos Estados do Amazonas, Amapá, Bahia, Ceará, Espírito Santo, 

Goiás, Maranhão, Minas Gerais, Mato Grosso, Pará, Paraíba, Rio de Janeiro, 

Rondônia, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e São Paulo. É uma das abelhas 

mais criadas no Estado de São Paulo. É possível obter de 0,5 a 1,5 L de mel/ano 

de colônias fortes. (Nogueira-Neto, 1997; Silveira, Melo e Almeida, 2002). Estas 

abelhas são facilmente adaptáveis e bastante mansas, podendo ser criadas 

racionalmente em áreas rurais ou urbanas. Como não apresentam ferrão, seu 

manejo é facilitado, dispensando o uso de equipamentos de proteção e 

possibilitando o emprego de mão de obra familiar (Lopes, Ferreira e Santos, 

2005).  
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A Instituição Normativa 11, de 20 de outubro/2000 (Brasil, 2000) é quem 

regulamenta a padronização do mel para fins comerciais brasileiros. Esta 

regulamentação é baseada em legislações européias, atendendo apenas às 

características do mel de A. mellifera, não contemplando os méis de abelhas 

indígenas sem ferrão nativas do Brasil que apresentam diferenças em seus 

parâmetros físico-quimicos. A umidade é a principal diferença, sendo esta 

bastante elevada e por conseqüência menos densa que o mel das abelhas 

africanizadas (Azeredo, Azeredo e Beser, 2000; Bezerra e Souza, 2002). 

Comparado com mel A. mellifera, as características mais relevantes do mel de 

meliponíneos são: maiores valores de água, acidez livre, condutividade elétrica, 

maltose e nitrogênio (Vit, Medina e Enriquez, 2004). Embora produza mel em 

pequenas quantidades, os meliponíneos fornecem um produto diferenciado do 

mel de A. mellifera, pela doçura e aroma inigualáveis, possuindo consumidores 

exigentes, dispostos a pagar altos preços pelo produto do mercado (Carvalho et 

al, 2005; Souza, 2007; Souza et al., 2009). 

Ao comparar os méis produzidos pelas abelhas T. angustula e as abelhas A. 

mellifera no estado do Mato Grosso do Sul, Conti et al. (2007) utilizaram, para 

esta comparação, análises físico-quimicas e relataram que o mel de jataí mostrou-

se mais aquoso e mais ácido do que o mel de A.mellifera. 

A meliponicultura tem despertado cada vez mais o interesse de produtores e 

pesquisadores. Este redescobrimento da atividade e sua valorização no mercado 

tem levado ao desenvolvimento de grande numero de estudos, voltados tanto 

para o conhecimento de aspectos da biologia e comportamento, como também, 

da caracterização dos produtos das colônias em relação a seus constituintes 

nutricionais e farmacológicos (Souza, 2007). 

Existem alguns relatos científicos utilizando o mel de jataí (T. angustula) em 

apiterapia (Bijlsma et al., 2006). Segundo Cortopassi-Laurino e Gelli (1984), este 

mel é utilizado em terapias populares, principalmente nas zonas rurais e entre 

indígenas. Além do seu valor alimentar, o mel da jataí também é procurado por 

suas propriedades medicinais. É considerado um alimento e medicamento dos 

mais completos e nutritivos (Lopes, Ferreira e Santos, 2005). O mel dessa abelha 

é mais líquido do que o mel de gênero Apis e é mais rapidamente absorvido 

quando passado na pele. Apresenta efeitos imunológicos, anti-inflamatório, 
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analgésico, sedativo, expectorante, hipossensibilizador e antibacteriano (Breyer, 

1983).  

O modo de ação do mel como agente antimicrobiano ainda não foi 

totalmente descoberto. Contudo já se sabe que componentes da osmolaridade, a 

acidez, a formação de agentes como peróxidos de hidrogênio e os fitoquímicos 

são substâncias importantes nesta ação antimicrobiana exercida pelo mel (Molan, 

1992a). No mel natural a osmolaridade e a acidez, sem dúvidas, promovem o 

efeito inibitório sobre o crescimento microbiano. Quando muitos méis são diluídos 

em meio de cultura, uma enzima derivada da abelha, presente no mel é liberada. 

Esta enzima, a glicose oxidase, quando ativada induz a catalise produzindo o 

peróxido de hidrogênio, que inibe o crescimento bacteriano (White, Subers e 

Schepartz, 1963). Esta atividade varia consideravelmente de um mel para outro 

(Molan, 1992b). Suas propriedades medicinais e atividade microbiana estão 

geralmente relacionadas às suas características físicas e químicas (Molan, 1999). 

Recentemente alguns autores utilizaram o mel de abelha indígena como 

agente terapêutico para combater infecções, o que demonstrou ter este uma 

nítida ação antimicrobiana. Gonçalves, Alves Filho e Menezes (2005) observaram 

com sucesso a atividade antimicrobiana in vitro do mel da abelha indigena 

Nannotrigona testaceicornis, pertencentes a tribo Trigonni, a mesma das abelhas 

jataí, frente a diferentes microorganismos isolados de focos infecciosos. Enquanto 

Bobany et al. (2010) comprovaram a eficácia do mel de abelhas jataí em cultivo 

misto de bacilos, cocos e leveduras, os microorganismos mais encontrados do 

conduto auditivo de caninos domésticos acometidos por otite.  

Particularmente nas sociedades onde há desigualdade social profunda, 

como no continente latino-americano, é alto o custo da medicina científica, dos 

exames sofisticados, das intervenções cirúrgicas complexas e dos equipamentos 

modernos de diagnóstico. A atual tendência mundial na busca de terapias 

alternativas no tratamento de doenças comuns vem do interesse em minimizar 

efeitos colaterais normalmente presentes nas terapias convencionais e da 

necessidade de recursos acessíveis à população (Avila-Pires, 1995; Luz, 2005).
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REDUÇÃO NA PROLIFERAÇÃO DE TAQUIZOÍTOS DE 

Neospora caninum EM CULTURAS DE ASTRÓCITOS DE 

RATOS TRATADAS COM MEL DE Tetragonista angustula  
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INTRODUÇÃO 

A neosporose é uma doença mundialmente conhecida por induzir 

abortamentos em bovinos, além de promover alterações neuromusculares em 

cães (Gondim, 2006; Dubey, Schares e Ortega-Mora, 2007). Seu agente, o 

Neospora caninum, é responsável por perdas reprodutivas e econômicas em 

bovinos sendo os prejuízos causados por esta parasitose relevantes para a 

indústria agropecuária. Nos cães, o parasito é responsável por promover 

desordens neuromusculares (Dubey, 1999).  

As alterações observadas no sistema nervoso de cães e bovinos recém 

nascidos é uma das principais manifestações clínicas da neosporose. Diante 

disso, Pinheiro et al. (2006a) descreveram um modelo de estudo  in vitro de 

infecção do N. caninum em células do sistema nervoso central (SNC) de ratos, a 

fim de estudar os aspectos de sua patogenia e investigar a capacidade de 

resposta imune dessas células.  Culturas de células gliais são consideradas um 

modelo de estudo válido para os fenômenos fisiopatológicos do SNC, permitindo 

o entendimento da resposta dessas células a agentes traumáticos ou infecciosos 

(Tardy, 1991). 

Sabe-se que o SNC possui diferentes tipos celulares e que estes podem ser 

divididas em neurônios e células da glia. As células gliais constituem 90% das 

células do SNC dos humanos (Baumann e Pham-Dinh, 2001). Dentre as células 

da glia, os astrocitos participam diretamente da formação e armazenamento de 

glicogênio, garantindo assim o fornecimento de energia para os neurônios (Dienel 

e Cruz, 2006). Desta forma, contribuem ativamente para o suporte energético e 

auxiliam na resposta imune do SNC contra agentes químicos, traumáticos e 

infecciosos (Alvarez-Maubecin et al., 2000; Barres e Bardes, 2000; Pekny e 

Nilson, 2005). Além disso, estas células são as primeiras a responder a ataques 

ou lesões no SNC, produzindo substanciais alterações no seu corpo celular que 

caracterizam astrogliose (Noremberg, 1994),   

Nos últimos anos, a indústria farmacêutica tem verificado o potencial 

terapêutico do mel de abelhas (Silva, Queiroz e Figueiredo, 2004). Esse produto 

apícola tem apresentado propriedades medicinais (Molan, 2001) como: atividade 



 

 

antimicrobiana (Snow e Manley-Harris, 2004; Gonçalves, Alves Filho e Menezes, 

2005; Bobany et al, 2010), protetor de mucosas (Prakash et al., 2008), 

propriedades antioxidantes (Al-Mamary, Al-Meeri e Al-Habori, 2002; Aljadi e 

Kamaruddin, 2004) e propriedades prebióticas (Roberfroid, 2000; Shan, 2001). 

Estudos têm utilizado o mel como um modulador da resposta imune. Alguns 

autores consideram que o mel tem propriedades antiinflamatórias (Ansorge, 

Reinhold e Lendeckel, 2003; Han et al., 2007), enquanto outros descrevem o mel 

como um agente estimulante da resposta inflamatória (Al waili, 2003; Kohno et al., 

2004; Majtán et al., 2006; Tonks et al., 2007; Fukuda et al., 2009). Molan (1992b e 

1999) considera que as propriedades variam de um mel para o outro e que a 

essas são referentes às suas características físicas e químicas. 

Em 2007, Han et al. avaliaram o efeito do mel da abelha social com ferrão 

Apis mellifera, espécie exótica introduzida no Brasil,  sobre as células gliais e 

concluíram que o mel pode ser um poderoso regulador da inflamação e um 

potencial agente terapêutico contra uma série de doenças. Este mel de abelha do 

gênero Apis possui propriedades medicinais bastante conhecidas desde a 

medicina antiga (Couto e Couto, 2002). Sua ação antimicrobiana já foi 

comprovada, sendo uma alternativa de baixo custo financeiro (Malavazzi, Lake e 

Dantas, 2005; Gonçalves, Alves Filho e Menezes, 2005). 

No Brasil existe um grupo de abelhas sociais sem ferrão com mais de 200 

espécies, pertencentes à subfamilia Meliponinae, e popularmente conhecidas 

como abelhas indígenas sem ferrão (Castaldo e Capasso, 2002; Gonçalves, Alves 

Filho e Menezes, 2005). Dentre essas espécies, a abelha jataí, Tetragonisca 

angustula, tem porte pequeno e suas colônias são encontradas em todas as 

regiões brasileiras (Lopes, Ferreira e Santos, 2005).  

Existem poucos relatos utilizando o mel de abelha T. angustula em 

apiterapia (Bijlsma et al., 2006). Segundo Cortopassi-Laurino e Gelli (1984), este 

mel é utilizado em terapias populares, principalmente nas zonas rurais e entre 

indígenas. O mel de T. angustula é mais líquido do que o mel de gênero Apis, por 

isso, é mais rapidamente absorvido quando aplicado na pele. Apresenta efeitos 

anti-inflamatório, analgésico, sedativo, expectorante, hipossensibilizador e 

antimicrobiano (Breyer, 1983; Bobany et al., 2010).  



 

 

 O efeito antimicrobiano do mel de T. angustula em microorganismos 

também foi relatado. Bobany et al. (2010) e Miorin et al. (2003) observaram a 

existência de ação antibacteriana  em isolados de secreção otológica de cães e 

isolados de infecções humana, respectivamente. Os resultados demonstram 

claramente uma ação do mel frente a Staphilococus sp., Bacillus sp. e leveduras. 

Diante disso, este estudo avaliou a ação do mel de Tetragonisca angustula em 

culturas de astrócitos de ratos, infectadas in vitro com Neospora caninum. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Cultura de astrócitos - córtex de ratos neonatos (< 48 h de vida), foram 

dissociados mecanicamente utilizando-se um filtro de 80µm e 2 x 105 células 

foram distribuidas em placas de cultura de 20 milímetros (TPP- Switzerland). As 

culturas de astrócitos foram mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM, Cultilab, Brasil) suplementados com 10% (v / v) de soro fetal 

bovino (Cultilab, Brasil), 1mM de ácido pirúvico (SIGMA) e 2mM de glutamina 

(SIGMA). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera úmida com 5% de 

CO2, com trocas regulares de meio a cada 48 horas (Costa et al., 2002). Após 7 

dias de cultura o meio foi suplementado com 1% de mel de T. angustula. 

 Cultura de N. caninum - Taquizoítos da cepa NC-Bahia (Gondim et al., 

2001) foram mantidas em células Vero, com mudanças regulares de meio DMEM, 

suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino a cada 48 horas. 

Obtenção do mel de T. Angustula - o mel foi coletado no meliponário do 

Núcleo de Estudo dos Insetos da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia 

(UFRB). A coleta foi realizada diretamente dos potes de mel presentes no interior 

da colônia, por meio de uma seringa estéril, e  acondicionado em frasco de vidro e 

mantido sob refrigeração até a sua utilização. O mel foi utilizado no mesmo dia da 

sua coleta. O mesmo foi filtrado, utilizando-se filtro de seringa 0,22 µm, diluido no 

meio de cultura DMEM, na proporção de 1% e foi utilizado  a partir do 8º dia de 

cultura dos astrócitos. 

Analises fisico-quimicas do mel de T. Angustula - Foram realizadas  

analises de umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH e acidez. A umidade foi 

determinada após a colheita das amostras por refratômetro manual ATAGO, 



 

 

específico para mel (luz natural, temperatura ambiente). O aparelho foi adaptado 

do refratômetro Abbé e dispõe de uma escala, que expressa o valor em Brix, a 

partir do qual foi calculado o valor da umidade (%). O teor de cinzas expressa a 

riqueza do mel em minerais, e constituem em parâmetro utilizado nas 

determinações que avaliam a qualidade do mel. O valor de cinzas foi determinado 

por meio de um condutivímetro (Tecnal HI8820), seguindo as recomendações do 

fabricante. O pH do mel refere-se aos íons de hidrogênio que determinam o 

estado de conservação do mel e a acidez promove a estabilidade frente ao 

desenvolvimentos de microorganismos. Os valores do pH e da acidez foram 

determinados segundo a metodologia da Association of Official Analytical Chemits 

(A.O.A.C., 1998). Para o estudo da condutividade elétrica utilizou-se a 

metodologia do Boletin Oficial Español (B.O.E., 1986), com um condutivímetro 

(Tecnal HI8820), seguindo as recomendações do fabricante.  

Infecção das culturas de astrócitos- Os astrócitos foram infectados como 

descrito por Pinheiro et al. (2006a). Os parasitos foram purificados usando filtro de 

5 µm (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda) e contados em hematocitómetro. Foi 

utilizado uma relação célula:parasito de 1:1, para infecção das culturas. A 

infecção foi realizada no 15° dia de cultura, 8 dias após a suplementação do meio 

DMEM com  1% de mel . O tempo de infecção foi de 72h e após este  os 

parasitos foram contados para verificar se o mel apresentou algum efeito sobre a 

multiplicação dos protozoários. 

Efeitos tóxicos induzidos pela infecção - A toxicidade celular foi 

verificada pela dosagem de lactato desidrogenase (LDH) e a função mitocondrial 

determinada pelo método de conversão do MTT. A LDH é um marcador biológico 

enzimático estável, e sua concentração se correlaciona linearmente com a 

estabilidade de membrana (Pinheiro et al., 2006). Os sobrenadantes das culturas 

foram coletados 72 h após a infecção com N. caninum, centrifugado a 50xg por 5 

minutos. A atividade da LDH foi determinada utilizando um kit comercial de acordo 

com as instruções do fabricante (Analisa Diagnóstica, Brasil). O método de 

conversão do MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo] 

em formazan (Carmichael et al., 1987) baseia-se na redução do sal tetrazolato e 

foi utilizado para verificar o metabolismo mitocondrial. Foram adicionados 0,5 g/L 

de MTT as culturas, 2 horas antes do final das 72 horas do período de infecção. O 

meio foi removido e a concentração dos cristais de formazan dissolvidos em 



 

 

dimethyl sulfóxido e quantificado a 580nm utilizando um espectrofotometro 

(FENTO 700 plus). Os resultados foram obtidos de 3 diferentes experimentos em 

triplicata e expressos em porcentagem da absorbância do controle. 

Dosagens de Citocinas - Foram realizadas dosagens de IFNγ (R&D, USA) 

e TGF-β (Amersham, Reino Unido) nos sobrenadantes das culturas. Utilizou-se kit 

comercial, de acordo com as instruções do fabricante. O sobrenadante foi 

coletado 72h após infecção e centrifugado a 50g por 5 minutos e mantidos a -

80°C, até a realização dos testes. Os resultados foram expressos em pg/ml e 

normatizados com a concentração de proteína. 

Dosagem de Proteínas - As células foram lavadas duas vezes com PBS, 

colhidas e lisadas em 2% (v / v) SDS, 2mM EGTA, 4 M de uréia, 0,5% (v / v) de 

Triton X-100, 62.5mm Tris -HCl (pH 6,8) suplementado com 0,1% (v / v) de um 

coquetel de inibidores de protease (Sigma, St. Louis, MO). O teor de proteína foi 

determinado pelo método de Lowry et al. (1951) (Bio-Rad, Hercules, CA). 

Dosagem de óxido nítrico - A quantidade de nitrito (NO-
2) formado no 

sobrenadante das culturas foi usado como um marcador para a produção de 

óxido nítrico (NO) de acordo com o método de Griess (Won et al., 2004). 

Resumidamente, os testes foram realizados em duplicatas. Alicotas dos meios de 

culturas (50µL), foram adicionados com igual volume 1:1 (v / v) em uma mistura 

de 1% sulfanilamida, 5% de ácido fosfórico e 0,1% N-etilenodiamina (1-naftil). A 

leitura foi realizada em uma absorbância de 490 nm usando um leitor de 

microplacas Universal Elx 800 (Biotek, Inc, EUA). As curvas padrões foram 

geradas em diluições seriadas do nitrito de sódio em meio de cultura. 

Imunocitoquimica – as alterações morfológicas foram avaliadas pela 

imunomarcação da proteína ácida do gliofilamento (GFAP). O GFAP é o principal 

componente do glicofilamento e um marcador específico dos astrócitos. Os 

astrócitos foram fixados em metanol a -20ºC por 20 minutos e bloqueados com 

BSA 3% por 1 hora. Em seguida foram marcados com anticorpo IgG anti-GFAP 

(DAKO, Dinamarca) diluido em 1:400 em PBS  overnight em câmera úmida a 4ºC 

e em seguida incubadas com anticorpo anti-IgG conjugado com  tetramethyl-

rhodamine isothiocyanate (TRITC), (Cappel, Durham, Canadá) diluido a 1:400 a 

37°C por 2 horas.  

Immunoblotting - A expressão de GFAP foi avaliada por western 

immunoblotting. Um sistema de eletroforese descontinuo e desnaturante que 



 

 

consiste na utilização de um gel de corrida contendo 12% de acrilamida e 4% de 

gel de empilhamento de acrilamida. Padrões de baixo e alto peso moleculares 

foram utilizados para calcular o valor RF (RF = Migração de proteínas padrão em 

cm / distância da migração do corante azul de bromofenol em cm). Utilizou-se 

uma concentração de proteína de 5 µg para a detecção de GFAP.  A eletroforese 

foi realizada em 200 V por 45 min. O gel foi eletroforeticamente transferido para 

uma membrana de PVDF. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas por 

1 h em temperatura ambiente em 20 mM de salina Tris-tamponada (pH 7,5), 

contendo 0,05% Tween 20 (TBS-T) e 5% de leite em pó desnatado. Membranas 

foram incubadas com anticorpos IgG  anti-GFAP de coelho numa diluição de 

1:2.000 (DAKO, Dinamarca), overnight a 4ºC. Em seguida, foram incubadas com 

conjugado anti-IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina por 2 h em uma de 

diluição de 1:5.000 (Bio-Rad, Hercules, CA). As bandas imunorreativas foram 

reveladas utilizando um kit contendo substrato para fosfatase alcalina, 

processadas de acordo com as instruções do fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA).  

Analise Estatística - Os resultados foram expressos com média ± desvio 

padrão (SD). As comparações entre os grupos foram feitos em análise de 

variância, utilizando o teste t Student, onde valores de p<0,05 foram considerados 

significativos.   

 

RESULTADOS  

 

Analises fisico-quimicas do mel de T. angustula - O valor de umidade 

encontrado no mel de T. angustula foi de 26,70%.  Os valores de pH e acidez 

foram de 3,85 meq.kg-1 e 88,00 meq.kg-1, respectivamente. A condutividade 

elétrica encontrada foi de 1014,65 µS.cm-1 e  o  valor de  cinzas foi de 0,58%. 

 

Efeito induzido pela infecção - Os níveis de atividade da LDH foram 

determinados para avaliar o aumento de permeabilidade de membrana celular 

dos astrócitos expostos aos tratamentos. Nas culturas tratadas com 1% de mel 

observou-se uma redução de mais de 50% da produção do LDH, em relação às 

culturas controle. As culturas infectadas com N. caninum e naquelas tratadas com 

1 % de mel e infectadas com N. caninum ocorreu um aumento de 50% e de mais 

de 100%, respectivamente, quando comparado com o controle (Figura 1).  
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Figura 1 - Atividade da lactato desidrogenase no sobrenadante das 
culturas de astrocitos. A: controle; B: tratadas com 1% de mel; C: 
culturas infectadas com N. caninum e D: tratadas com 1% de mel e 
infectadas com N. caninum. * p < 0.0001. 

 

 O estudo do metabolismo mitocondrial foi realizado pelo teste de MTT. As 

culturas tratadas com 1% de mel apresentaram uma tendência de aumento no 

metabolismo mitocondrial em aproximadamente 40%, assim como, aquelas 

tratadas com 1% de mel e infectadas com N. caninum. Já as culturas infectadas 

com N. caninum apresentaram uma tendência de redução de 40% do 

metabolismo mitocrondrial quando comparados com o controle (Figura 2). 

Entretanto, não foi observada diferença estatística entre os controles e as culturas 

tratadas. Observou-se diferença de p < 0,01 quando se comparou os resultados 

das culturas infectadas com os parasitos e aquelas tratadas com 1% de mel e de 

p < 0,05 entre as infectadas com N. caninum e tratadas com 1% de mel com 

aquelas infectadas com o N. caninum.     
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Figura 2 - Dosagem de MTT nas culturas de astrócitos. A - 
controle, B - tratadas com 1% de mel, C - infectadas com N. 
caninum e D - tratadas com 1% de mel e infectadas com N. 
caninum * p < 0.01 e ** p < 0.05.  

  

O número de parasitos foi significativamente maior nas culturas infectadas 

com N. caninum (523 x 103taq/ml), em comparação as culturas tratadas com 1% 

de mel e infectadas com o N. caninum (222 x 103 taq/ml), 72h após a infecção 

(Figura 3).  

 

 

 

Figura 3 - Total de taquizoítos utilizados na infecção (1) e 72h 
após a infecção (2), A - culturas infectadas com N. caninum ; B - 
culturas infectadas com N. caninum e tratadas com 1% de mel. p 
< 0.0001. 
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Produção de citocinas – Não houve resultados significativos nas 

produções de IFN-. Para os valores encontrados na produção de TGF-β, 

observou-se um aumento significativo nas culturas tratadas com 1% de mel, em 

relação às demais culturas. Entretanto, existe uma redução significativa nas 

culturas tratadas com 1% de mel e infectadas com N. caninum quando 

comparadas as culturas tratadas com 1% de mel (Figura4). 

 

 

 

Figura 4 – Produção de TGF-β no sobrenadante das culturas de 
astrócitos. A- controle, B- meio com 1% do mel, C- meio 
infectados com N. caninum e D- meio tratados com 1% do mel e 
infectadas com N. caninum * p < 0.05.  

 

Produção de óxido nítrico - Houve um aumento significativo de NO nas 

culturas tratadas com 1% de mel quando comparadas com as demais culturas. 

Entretanto, as células infectadas com o N. caninum e tratadas com 1% de mel 

apresentaram uma redução na produção de NO quando comparadas com 

aquelas apenas tratadas com 1% de mel (Figura 5). 
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Figura 5 - Produção de óxido nitrico no sobrenadante das 
culturas de astrócitos. A- controle, B- meio com 1% do mel, C- 
meio infectados com N. caninum e D- meio tratados com 1% 
do mel e infectadas com N. caninum * p < 0.05.  

 

Imunocitoquimica - Os astrócitos apresentaram alterações morfológicas 

nos grupos testados, quando comparados com o grupo controle (Figura 6A). Nas 

culturas tratadas com 1% de mel os astrócitos apresentaram um aumento no seu 

corpo celular (Figura 6B). Tanto nas culturas infectadas com o N. caninum (Figura 

6C), como nas culturas infectadas com o parasito e tratadas com 1 % de mel 

(Figura 6D), observa-se uma redução do corpo celular e um aumento no número 

de prolongamentos.  

 

 

Figura 6 - Morfologia das células astrocitarias A- controle; 
B- tratadas com o mel; C- infectadas com N. caninum; e D- 
tratadas com 1 % de mel e infectadas com N. caninum. 
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 Immunoblotting – Observou-se um aumento na expressão de GFAP do 

grupo tratado com 1% de mel (Figura 7B) quando comparado com o grupo 

controle (Figura 7A). Entretanto, houve diminuição da expressão de GFAP entre 

os tratamentos das células infectadas com N. caninum (Figura 7C) quando 

comparado com o controle. Os grupos infectados com o parasito e tratadas com 1 

% de mel (Figura 7D), também apresentaram uma diminuição da expressão de 

GFAP, porem essa redução foi menor que aquela observada nos grupos que 

foram tratados apenas com o N. caninum  (Figura 7C). 

 

 

 

Figura 7 – Immunoblotting do extrato de proteínas 
extraídas das culturas de astrócitos de ratos, 
mostrando marcação com GFAP (49kDa). A- controle; 
B- tratadas com 1% de mel; C- infectadas com N. 
caninum; e D- tratadas com 1 % de mel e infectadas 
com N. caninum. 

 

 

 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 

O mel de abelha é uma substância utilizada como medicamento desde o 

Egito antigo, onde era componente de aproximadamente 500 remédios dos 900 

existentes na época (Couto e Couto, 2002). Diante disso, esse trabalho estudou a 

ação do mel de abelhas sociais sem ferrão Tetragonisca angustula em culturas de 

astrócitos de rato infectados com Neospora caninum. Verificou-se que o 

tratamento das culturas de astrócito de rato com 1% do mel de T. angustula levou 

ao aumento na produção de NO, estabilidade das membranas, produção de TGF 

β, expressão de GFAP e uma redução na proliferação de taquizoítos de N. 

caninum.  

Acredita-se que grande parte dos efeitos descritos na literatura e atribuídos 

ao mel esteja relacionada aos seus componentes. Na sua composição há uma 
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mistura complexa de carboidratos, ácidos graxos, proteínas, aminoácidos, 

enzimas, ácidos orgânicos, vitaminas, sais minerais, pólen e outras substâncias, 

dentre elas flavonóides (Weston e Brocklebank, 1999; Tonks et. al., 2003; Mendes 

et al., 2009).  

Sabe-se que a composição do mel está relacionada com vários fatores, tais 

como a fonte de néctar, clima, condições ambientais e também as transformações 

que podem sofrer durante a sua produção (Azeredo et al., 2003). Diante disso, 

foram realizadas algumas análise físico químicas com o mel utilizado. Os valores 

encontrados de umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH e acidez são 

semelhantes ao descrito na literatura para esse tipo de mel de meliponineos 

(Cortopassi-Laurino e Gelli, 1991; Villas-boas e Malaspina, 2005; Rodrigues, 

Marchini e Carvalho, 2005; Souza et al., 2006ab; Anacleto et al., 2009).  

Uma vez que, o mel é um composto rico em carboidratos, constituído de 

diferentes açúcares, predominando os monossacarídeos glicose e frutose 

(Weston e Brocklebank, 1999; Mendes et al., 2009), isso pode ter influenciado 

diretamente  no aumento da estabilidade das membranas, assim como, no 

aumento da expressão de GFAP. Isso pode ter acontecido devido a um aumento 

na disponibilidade energética oriunda desses carboidratos. Os resultados 

encontrados no teste de MTT demonstram que as células tratadas com 1% de 

mel apresentaram um aumento no metabolismo mitocondrial quando comparadas 

com as demais culturas. 

Cooper, Molan e Harding (2002), ao avaliarem o efeito do mel in vitro como 

agente antibacteriano, observaram a sensibilidade de microorganismos de 

importância clínica a este agente. Segundo os autores, o efeito inibitório do 

crescimento bacteriano não se dá exclusivamente pelo efeito osmótico exercido 

pelo mel, mas sim por outros fatores ainda não detectados. O mecanismo de ação 

do mel ainda não foi completamente elucidado, mas os componentes da 

osmolaridade, acidez, formação de peróxidos de hidrogênio e seus fotoquímicos 

são considerados fatores de importância (Molan, 1992a). Gonçalves, Alves Filho e 

Menezes (2005) consideraram que a ação antimicrobiana do mel foi oriunda do 

pH ácido, acúmulo de íons e secreções glandulares das abelhas além da 

presença dos flavonóides.  

 Esses fatores podem estar relacionados com a diminuição do número de 

parasitos encontrados nas culturas tratadas com 1% de mel 72h após a infecção. 



 

 

Entretanto, o mel de abelha também é responsável pela liberação de NO e TGF β, 

como observado no estudo, que podem estar diretamente relacionados com o 

controle da proliferação dos taquizoítos de N. caninum, uma vez que 

intermediários reativos como H2O2 e NO, são capazes de destruir protozoários 

intracelulares, controlando, assim, a proliferação parasitária (Denkers et al., 2004; 

Silva et al., 2006; Coelho-Castelo et al., 2009). 

Sabe-se, que os flavonóides atuam modulando células envolvidas com a 

inflamação, inibindo a produção de linfócitos T e citocinas pró-inflamatórias, 

modulando a atividade das enzimas da via do ácido araquidônico, tais como 

fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipooxigenase, além de modularem a enzima 

formadora de NO (Coutinho, Muzitano e Costa, 2009; Tuñon et al., 2009).  

Segundo Tonks et al.(2003) os flavonóides existentes no mel de abelha, são 

responsáveis por promover um efeito modulador na inflamação. 

Existem alguns relatos na literatura que comprovam o aumento da 

produção de NO após a administração do mel. O mel das abelhas da subfamília 

Meliponinae aumenta a concentração de NO na saliva de humanos e sua 

administração intravenosa e intrapulmonar promove melhoria das funções renal e 

hepática, além de estimular a atividade da medula óssea e do perfil lipídico (Al 

Waili e Boni, 2003; Al-Waili, 2004b).    

O TGF-β é responsável por regular a sinalização e diferenciação celular, 

além de controlar diversos processos celulares incluindo proliferação, 

diferenciação, migração, apoptose, produção de matriz extracelular e modulação 

da função imune (Vilar, Jansen e Sander, 2006; Wang et al., 2008). Essas 

funções do TGF β talvez possam  explicar a maior expressão de GFAP daquelas 

células que foram tratadas com o mel.  

Tanto o mel, como outros produtos das abelhas, a exemplo do própolis, 

estimulam a produção de citocinas inflamatórias (Oka et al., 2001) regulando o 

crescimento de linfócitos, suprimindo as citocinas pró-inflamatórias e induzindo os 

linfócitos T reguladores derivados TGF- β (Sakaguchi, 2000). Esse efeito 

estimulatório na produção do TGF-β foi relatado por Ansorge, Reinhold e 

Lendeckel (2003), ao utilizarem o própolis em culturas de células e de linfócitos T 

humanas. 

Diante desses resultados, sugere-se que o mel de Tetragonisca angustula 

conferiu proteção as culturas de astrócitos de rato infectadas com taquizoítos de 



 

 

N. caninum. Entretanto, estudos são necessários para melhor compreender quais 

os mecanismos envolvidos nessa proteção, especialmente no que diz respeito ao 

controle da multiplicação parasitária. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O mel estimulou o aumento do metabolismo mitocondrial e da estabilidade 

de membrana das células astrócitárias. Promoveu a liberação de citocinas e de 

composto reativos de nitrogênio. 

Culturas tratadas com mel apresentaram aumento do corpo celular e 

aumento na expressão da proteína do gliofilamento, presente nas células 

astrócitárias. 

O numero de taquizoítos de Neospora caninum nas culturas tratadas com 

mel, mantiveram-se próximo do número utilizado no momento da infecção. 

O mel de Tetragonisca angustula confere proteção as culturas de astrócitos 

de rato infectadas com taquizoítos de N. Caninum.  

Entretanto, estudos são necessários para melhor compreender quais os 

mecanismos envolvidos nessa proteção, especialmente no que diz respeito ao 

controle da multiplicação parasitária. 

 

 

 

 

 


