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POTENCIAL MODULATORIO DO MEL DE JATAI (Tetragonista angustula) EM
CULTURAS DE ASTROCITOS DE RATOS INFECTADAS in vitro COM

Neospora caninum.

Autor: Jamille Oliveira Campos Goncalves

Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro

RESUMO: Neospora caninum é um protozoario causador da neosporose.
Considerado uma das principais causas de abortos, gera grande impacto
econdmico em criagdes bovinas e provoca alteragdes neuromusculares em caes.
Os primeiros relatos na literatura, sobre a resposta imunoldgica na infeccdo por N.
caninum em células gliais foram descritos por Pinheiro, demonstrando ser um
modelo de estudo para o protozoario. O mel é popularmente conhecido por
controlar infeccbes e reacbes inflamatorias. Portanto, o objetivo do trabalho foi
avaliar as alteracBes celulares em culturas de astrocitos de ratos infectadas com
N. caninum, submetidos in vitro ao tratamento com o mel da abelha T. angustula.
Culturas primarias de astrocitos de ratos neonatos foram tratadas com 1% de mel
no oitavo dia apds o cultivo e infectados com taquizoitos de N. caninum, da cepa
NC-Bahia, no 15° dia de cultura. A reorganizacéo do gliofilamento de astrécitos, o
metabolismo celular, o nimero de parasitos e a permeabilidade celular foram
investigadas 72h apos a infecgdo com N. caninum. Hipertrofia celular, aumento na
permeabilidade celular, aumento no metabolismo mitocondrial e elevacdo dos
niveis de oxido 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 expressao da GFAP e estabilizacdo no numero de
taquizoitos. Estes resultados demonstram que o mel conferiu prote¢cdo contra a

infeccao.
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MODULATORY POTENTIAL OF HONEY JATAI (Tetragonia angustula) IN
ASTROCYTE CULTURES OF RATS INFECTED in vitro

WITH Neospora caninum.
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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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INTRODUCAO

Neospora caninum € um protozoario reconhecido ha cerca de duas décadas,
gue infecta diversas espécies animais domésticas e silvestres, e possui caes,
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 caes, na Noruega, relacionado a um quadro de
paralisia com a presenca de cistos no cérebro e tecido muscular (Bjerkas et al.,.
1984).

A neosporose, enfermidade causada por N. caninum, apresenta uma
distribuicdo mundial, e os prejuizos causados por esta parasitose sédo relevantes
para a industria agropecuaria. Isso ocorre por se tratar de uma doenca 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 protozoario apresenta trés formas infectantes: os taquizoitos, formas de
proliferacdo rapida; os cistos teciduais, 0s quais se encontram cheios de
bradizoitos, forma de multiplicacdo lenta e, os oocistos (Dubey et al.,1988a;
Mcallister, 1998a).

A agressdo ao sistema nervoso do hospedeiro € uma das principais
manifestagbes clinicas da neosporose em cdes e bovinos recém nascidos.
Pinheiro et al., (2006a), descreveu um modelo in vitro de infeccdo 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 infeccao
dentre outras fungdes, as células da glia estdo diretamente relacionadas com a
formacao e armazenamento de glicogénio (Dienel e Cruz, 2006). A cultura destas

células constitui um modelo de estudo de fenbmenos fisiopatolégico do SNC,



permitindo o entendimento destas na presenca de um parasito (Costa et al.,
2001; Pinheiro et al. 2006b).

Os astrécitos constituem mais da metade de toda a populacéo glial (60-70%
do total de células gliais) e apresenta-se em forma de estrela, dai o seu nome
(Tardy et al., 1991; Kandel, 2000; Pekny e Nilsson, 2005). Essas células séo
responsaveis pelo armazenamento do glicogénio. Em situa¢des de hipoglicemia
0s astrocitos liberam o glicogénio existente na célula, garantindo o fornecimento
de energia para os neurdnios (Dienel e Cruz, 2006). Desta forma, contribuem
ativamente para o suporte energético e para a resposta imune do SNC contra
agentes quimicos, infeciosos ou traumatismos (Letournel-Boulland et al., 1994;
Barres & Bardes, 2000, Pekny e Nilsson, 2005).

Considerados como importantes células de defesa, os astrécitos séo
conhecidos como potentes produtores de citocinas pro-inflamatérias (Van
Wagoner & Benveniste, 1999; Lai e Todd, 2006). Além disso, sdo capazes de
suprimir a ativacao, proliferacéo e funcéo efetora de células T invasoras, podendo
também atuar como células apresentadoras de antigenos (Gimsa et al., 2004;
Yamashita et al., 2006).

Estas células sédo as primeiras a responder a um ataque ou lesdo no SNC
(Noremberg, 1994). Por isso sao conhecidas por reagir tanto a fatores
inflamatorios, como imunes, desencadeando proliferacao, liberacdo de citocinas,
expressao de moléculas de adeséao e apresentacdo de antigenos (ladecola, 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 € um dos
principais componentes. Utilizado pelo homem neste periodo como primeira fonte

de energia, 0 mel simbolizava a fartura (Couto & Couto, 2002).

Fonte natural de salde, o mel na atualidade €& bastante utilizado nas
industrias farmacéuticas, devido as suas qualidades terapéuticas (Silva et al.,
2004). Tem sido mencionado por suas variedades de propdsitos medicinais e
nutricionais (Molan, 2001) tais como: atividade antimicrobiana (Snow e Manley-
Harris, 2004; Bonany et al., 2010) protetor de mucosa contra doencas

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



al., 2002; Aljadi e Kamaruddin, 2004) e propriedades prebioticas (Roberfroid,
2000; Shan, 2001). Vérios estudos tém utilizado o mel como modulador da
resposta imune. Alguns autores consideram que o mel tem propriedades
antiinflamatérias (Ansorge et al., 2003; Han et al.,, 2007). Entretanto, outros
autores descrevem o0 mel como um agente estimulante da resposta inflamatoria,
agindo como mediador de citocinas (Al waili, 2003ab; Kohno et al., 2004; Majtan
et al., 2006; Tonks et al., 2007; Fukuda et al., 2009).

O mel da abelha Jatai (Tetragonisca angustula) € utilizado em terapias
populares, principalmente nas zonas rurais e entre indigenas, por possuir manejo
facil e mao de obra familiar (Lopes et al., 2005). Apresenta efeitos imunolégicos,
anti-inflamatérios, analgésicos, sedativos, expectorantes, hipossensibilizadores e
antibacterianos (Breyer, 1983; Bobany et al., 2010).

Ndo existem dados na literatura que relatem a acdo do mel sobre células
infectadas com N. caninum. Diante disso, este estudo pretende avaliar a acao
modulatéria do mel de Jatai, sobre astrécitos de ratos, infectados in vitro com N.

caninum.



REVISAO DE LITERATURA

1.1- Historico e epidemiologia da neosporose

Em 1984, Bjerkas, Mohn e Presthus relataram a presenca de um parasito
diferente de Toxoplasma gondii no sistema nervoso central e musculatura
esquelética de caes da raca boxer que apresentavam encefalomielite e miosite
severas. A microscopia foram observados numerosos parasitos, severa
inflamacdo e necrose no sistema nervoso central e muasculos esqueléticos
(Bjerkas, Mohn e Presthus, 1984; Hilali, Lindberg e Waller, 1986). Logo depois, foi
observado encefalomielite em bezerros associada a um protozoério semelhante
ao T. gondii, porém sem deteccdo 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, apls 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 cervideo (Odocoileus hemionus
columbianus) encontrado morto na California (Woods et al., 1994). Anticorpos
anti-N. caninum ja foram encontrados em outros animais silvestres como alpacas,
lhamas, camelos (Hilali et al.,, 1998; Sadrebazzaz, Haddadzareh e Shayan,
2006), gambas (Yai et al., 2008) e raposas (Buxton et al., 1997).

Dentre os animais domésticos, anticorpos anti-N. caninum ja foram
encontrados no gato doméstico (Ferroglio et al., 2005; Bresciani et al., 2007),
suinos (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., 20044a;



Uzéda et al., 2005; Modolo et al.,, 2008) e equinos (Locatelli-Dithrichi,

Hoffman e Dithrichi, 2006; Villalobos et al., 2006). Ao estudar os ovinos, Salaberry
et al.
(2010) observaram uma diferenca significativa em rebanhos com problemas de
aborto associado a presenca de anticorpos anti N. caninum em Uberlandia, Minas
Gerais. Em caprinos, estudos realizados nos estados de Sao Paulo, Paraiba e
Bahia demonstram uma prevaléncia de 6,7, 3,3 e 15% respectivamente (Figlioulo
2004b; Faria et al., 2007; Uzéda et al., 2007). Em bubalinos, relatos
demonstraram uma soroprevaléncia 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 infec¢do natural
por N. caninum em suinos no estado da Paraiba.

No Brasil, foi detectado o primeiro relato de neosporose bovina em 1999 e,
no mesmo ano, foi realizado o primeiro estudo de soroprevaléncia 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). Apos esse relato inicial, a neosporose comeca a ser alvo de estudos no
pais, sendo a cepa NC-Bahia isolada, no ano de 2001, proveniente dos tecidos de
um cao da raga collie naturalmente infectado (Gondim et al., 2001).

Os dados disponiveis na literatura demonstram a presenga do N. caninum
com diferentes prevaléncias nos Estados brasileiros. De Souza et al. (2002)
descreveram a presenca de anticorpos anti N. caninum em 21,6% dos cdes em
fazendas no Parana, sendo que 63% destes cades soropositivos encontravam-se
parasitados. Na cidade de Sdo Paulo, 10% de cdes da éarea urbana, com
proprietarios, e 25% dos cées errantes apresentavam anticorpos anti N. caninum.
Foi também descrita a prevaléncia em Minas Gerais de 10,7% em caes de area
urbana e 21,7% em animais da zona rural. Rondonia e Paraiba apresentaram
valores semelhantes, com 8,3% e 8,4%, respectivamente (Cafion-Franco et al.,
2003). Valadas et al. (2010) observaram que no Estado do Para a prevaléncia de
cées soropositivos da area urbana e rural para neosporose eram na ordem de
12,4%, sendo que destes as probabilidades eram maiores em cadelas (P< 0,02)
da area urbana (P< 0,01).

A prevaléncia em bovinos € de 14,1% na Bahia, 18,2% em Minas Gerais,
14,3% no Parana e 11,2 % no Rio Grande do Sul (Gondin et al., 1999a; Corbeline



et al.,, 2002; Melo et al., 2004). Entretanto outro estudo realizado no Parana por
Locatelli-Dithrichi, Hoffmann e Dittrich (2004) mostraram que 34,8% dos animais
testados foram positivos. J& Benetti et al. (2008) observaram uma larga
disseminacdo da neosporose em bovinos de leite (53,5%) em toda regido
sudoeste Matogrossense. Andreotti et al. (2010) associaram a prevaléncia da
neosporose em novilhas de corte (22,13%) as perdas reprodutivas na regido do
Pantanal do Mato Grosso do Sul, indicando significativa correlacdo entre a nao-

concepgao e a presenga de anticorpos anti N. caninum.

A neosporose € reconhecida como uma das principais doenc¢as causadoras
de abortamentos em bovinos em todo mundo (Dubey, 2003). Estudos revelaram
que cerca de 16% dos fetos abortados na Escocia eram positivos para N.
caninum, assim como, na Inglaterra e Reino Unido, a propor¢cdo de abortos
atribuidos a esse protozoario é de 12,5% (Buxton et al., 1997; Hemphill e
Gottstein, 2000). Estudos realizados em uma grande populagdo de bovinos de
varios paises da Europa demonstraram que a prevaléncia varia de 16 a 76% para

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

1.2- Impactos econémicos

A neosporose possui grande importancia econémica, principalmente devido
as perdas reprodutivas, incluindo retornos ao cio com intervalos regulares ou
irregulares, abortos, nascimento de animais fracos e invidveis com sinais
neurolégicos ou animais persistentemente infectados (Vogel, Arenhar e
Bauermann, 2006; Lima et al., 2007). Em certas explora¢cées o numero de abortos
é elevado, tornando-se ainda mais preocupante e evidente quando estes ocorrem
em um curto periodo de tempo, sendo esta uma das maiores causas de
decréscimo da fertilidade. E de conhecimento geral que, depois dos custos
relacionados com a nutricdo, a fertilidade € o fator com maior impacto na

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

A presenca de anticorpo anti N. caninum no rebanho pode indicar maior
risco de abortamento (Coberllini et al., 2002). Devido as mortes embrionarias e

fetais é perdido material genético (Caldow e Gray, 2004), diminuem os lucros da



venda dos vitelos e aumentam 0s custos com a aquisicdo de novilhas de
substituicdo (Parkinson e Barret, 2009). A reabsor¢do do concepto manifesta-se
por retorno ao servigo, com consequente aumento do tempo até a concepcgao, ou
infertilidade, levando, em longo prazo, a uma diminuicdo da producdo leiteira
(Trees et al., 1999). Relativamente as vacas de aptidao carnea, € sabido que os
vitelos, principalmente os machos, sdo a maior fonte de rendimento e
sustentabilidade das exploracfes (Caldow e Gray, 2004). Além disso, uma vez
que as vacas ficam persistentemente infectadas, transmitindo o parasito a

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

Cabell (2007) estimou que o custo de um Unico aborto numa exploracao
leiteira € em média de 630 libras. Livingstone e Longbottom (2006) referiram
também que os prejuizos anuais por infertilidade e aborto nas exploracdes
bovinas perfazem 250 milhdes de euros no Reino Unido. Na Europa, as perdas
econdmicas atribuidas ao aborto, diminuicdo dos indices de fertilidade e reducao
da producéo 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 ndo se encontrarem atualizados
nem se referirem a realidade brasileira, permitem ter uma nocéo real da dimenséo
dos custos causados por abortos (Fortunato, 2010). E, no entanto, bastante
complicado determinar a incidéncia de perdas de gestacdo e seu impacto
econdmico, pois as mortes embrionarias e abortos que ocorrem numa fase inicial
da gestacdo ndo sdo facilmente detectaveis, tal como a morte neonatal muitas
vezes também ndo é imediatamente associada a processos que afetaram o feto
(Caldow e Gray, 2004).

Lee e Kim, em 2007, analisaram sete exploracdes 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 pdés-natais por neosporose sao dificeis de
avaliar, pois, além dos abortos, ndo existem efeitos 6bvios de doeng¢a nos animais
adultos. Hobson et al., (2005) relatam como outra consequiéncia da neosporose a
retencdo de membranas fetais no pés-parto, causando um processo inflamatorio

gue demanda tratamento quimioterapico e descanso da fémea. Segundo Dubey,



Schares e Ortega-Mora, (2007) a perda econdmica mais importante na

neosporose encontra-se associada ao refugo dos animais soropositivos.

O impacto econémico depende ndo somente das perdas reprodutivas, como
também dos custos indiretos como: auxilio profissional, custo de técnicas
diagndsticas, necessidade de realizar novas inseminagdes ou cobri¢cdes, aumento
do tempo de lactacdo, possiveis quedas na producdo de leite, reducdo da vida
produtiva da vaca (Thurmond e Hietala, 1996; Hobson et al, 2002). Essas perdas
nao estdo devidamente quantificadas em todo o0 mundo. Na Califérnia, estimou-se
que esse protozodario causou prejuizos de 35 milhdes de ddélares por ano aos
produtores de leite (Lindsay, 1998). Na Australia, estimou-se que o N. caninum
leva a perdas anuais de 85 milhdes de dolares na bovinocultura de leite e de

25 milhdes de dolares na producédo de carne (Walker, 2004).

1.3- Biologia da neosporose

O N. caninum pode apresentar-se de trés formas: (1) taquizoitos, forma de
rapida multiplicacdo nos tecidos; (2) bradizoitos, forma de lenta multiplicacdo nos
tecidos, interiorizados em cistos teciduais e (3) esporozoitos, encerrados no
interior dos oocistos esporulados, estes eliminados, Unica e exclusivamente, nas

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

As formas encontradas nos hospedeiros intermediarios sao o0s cistos e 0s
taquizoitos, identificados principalmente no sistema nervoso central (SNC) (Dubey
et al.,, 1988a; McAllister et al., 1999) e encontrados também em musculos
esqueléticos de caes 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 biolégico do N. caninum foi descrito por McAllister et al., em 1998
(Figura 1). O hospedeiro definitivo elimina oocistos nao esporulados nas fezes,
contaminando o ambiente (McAllister et al., 1998; Basso et al., 2001). Apos 42 a
72 horas, 0s oocistos que estdo no ambiente esporulam, podendo infectar o
animal que o ingerir (McAllister et al., 1998). Assim que o0 hospedeiro

intermediario ingere os oocistos esporulados, ocorre liberacdo dos esporozoitos.



Os esporozoitos que penetram no trato gastrintestinal, atravessam ativamente a
mucosa intestinal e promovem a reproducdo assexuada, transformando-se em
taquizoitos (Lindsay et al., 1999; Dubey, 2006; Gondim, 2006). Quando estes
taquizoitos sdo liberados na corrente sanguinea inicia-se a invasao de outros
tecidos causando severas lesfes (Buxton et al., 2002; Hemphill et al., 2006). Os
taquizoitos, penetram ativamente em diversas células (neurbnios, macrofagos,
fibroblastos, células endoteliais, células musculares, células dos tubulos renais e
hepatécitos) (Dubey, 1988; Dubey e Lindsay, 1996; Innes et al., 2000). Estes se
dividem por reproducdo assexuada, multiplicando-se no citoplasma em vacuolos
parasitoforos, provocando a lise das células dos hospedeiros intermediarios
(Dubey, 1989; Innes et al., 2000; Buxton et al., 2002).

Céo
Hospedeiro definitivo

(9 ; T,
+ AR g
; R pr— Oocistos ndo
e - > { . esporulados.
e 5&4“"' (Fezes)
Cistos em tecidos :

ingeridos por cées

Cistos em tecidos de hospedeiros intermediérios
<~

Oocistos ‘

em alimentos
e 4gua.

Taquizoitos transmitidos
para placenta

Alimentos e dgua
eontaminadns

Ingestéo por
hospedeiros
intermedidrios

. Hosnedeiros intermediarios )
Feta infectado Oocistos esporulados.

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

1.3.1- Transmissao

A neosporose se propaga pelas vias horizontal e vertical, ambas importantes
e vitais para a sobrevivéncia do protozoario (Dubey e Lindsay, 1996). No primeiro
caso a contaminagao ocorre principalmente pela ingestao de oocistos espalhados

pelas fezes de hospedeiros definitivos. Ja na disseminacéo vertical, a infeccéo



10

ocorre a partir de uma matriz gestante infectada, onde os taquizoitos atravessam

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

A transmissdo horizontal pode ocorrer tanto de cdes para outras espeécies,
assim como de outras espécies, para 0 cdo. Os cdes podem contaminar
pastagens ou silagem com oocistos que sao ingeridos pelos hospedeiros
intermediarios. Por sua vez, os canideos 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 canideos silvestres recentemente identificados como
hospedeiros definitivos (Gondim et al., 2004a; King et al., 2010).

A transmissdo vertical, aquela que ocorre de mae para filho ainda na
gestacdo, foi demonstrada em muitas espécies animais (Buxton et al., 2002),
sendo a principal forma de infecgéo 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 transmissao
transplacentéria (Hemphill et al., 2000).

Alguns autores descrevem duas formas de contadgio da transmissédo
transplacentaria em ruminantes. Na transmissao transplacentaria exégena a vaca
€ infectada durante a gestacao por ingestdo de oocistos e estes se diferenciam
em taquizoitos, onde seguem para o Utero, atravessam a placenta e infectam o
feto. Ja a transmissao transplacentaria endégena ocorre da reativacdo de uma
infecgdo persistente na vaca gestante (Trees e Williams, 2005; Williams, Ebel e
Wells, 2009).

Os casos mais graves de neosporose ocorrem em cées jovens infectados
por transmissdo vertical, expressando-se por severo comprometimento
neuromuscular. Em bovinos, apesar da doenca ser causadora de abortamentos
(Dubey e Lindsay, 1996; Dubey 1999; Innes et al., 2005b), esse parasito pode
também causar alteragcbes neuromusculares em bezerros, destruindo grande
guantidade de células nervosas, inclusive no sistema nervoso central,
comprometendo a funcdo das células remanescentes (Dubey e De Lahunta,
1993). Busca-se controlar o risco de transmissdo de N. caninum para bovinos

criados em sistemas de producdo intensiva, protegendo alimentos e agua 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

11

contaminacdo por fezes de cées, bem como, eliminando animais mortos
infectados ou restos fetais, para que caes ndo venham a ingeri-los, impedindo
assim a continuidade do ciclo biolégico (Gondim et al., 2004a; Innes et al., 2007).

Uma das principais incognitas sobre a biologia de N. caninum € a frequéncia
relativa com que os bovinos sdo infectados no pds-parto em relagdo aos
infectados por transmisséo transplacentaria (Williams, Ebel e Wells, 2009). A
Gnica rota comprovada de transmissao de infeccdo poés-parto em bovinos é
através da ingestdo de oocistos esporulados (Gondim et al., 2005). O numero de
oocistos encontrados nas fezes de cées 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 infeccdo de 18 vacas, sendo que
destas apenas uma abortou e outras quatro tiveram bezerros positivos, infectados
por transmissdo transplacentaria, clinicamente normais. Finalmente, Williams,
Ebel e Wells, (2009) concluiram que, quanto menor o numero de oocistos

excretados pelos caes, menor a incidéncia de aborto em vacas gestantes.

Bovinos infectados com o N. caninum tém 3 a 7 vezes mais
probabilidade de abortar quando comparados com bovinos nédo infectados (Innes
et al., 2005b). Curiosamente, a transmissdo transplacentaria pode ocorrer em
gestacdes consecutivas e novilhas infectadas podem transmitir o protozodrio para
sua prole. Esta transmisséao vertical repetida observada em bovinos naturalmente
infectados sugere que estes nao desenvolvem facilmente a imunidade ao
parasito, apresentando um desafio significativo para o desenvolvimento de um
controle estratégico baseado na vacinagao (Innes, 2005).

Entretanto, estudos realizados com bovinos demonstravam em fémeas que
sofreram um abortamento provocado pela neosporose diminuiam a probabilidade
de abortar novamente, quando estas entravam em contato com 0O mesmo
protozoario (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 evidéncia para esta constatacdo surgiu de uma
investigacdo de um surto da doenca onde os animais que demonstraram ter uma

evidéncia a exposicdo prévia ao N. caninum tinham menor probabilidade de
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abortar em comparagdo com aquelas submetidas a uma infeccdo primaria
(McAllister et al., 2000).

InfeccOes experimentais, com N. caninum, em ovinos durante a gestagao
demonstraram patologias semelhantes as dos bovinos (Buxton et al., 1998).
Entretanto infec¢cdes subsequentes parecem estar controladas, demonstrando
uma melhor resposta imunoldgica na infeccdo dessa espécie do que em bovinos
(Buxton et al., 1998; Buxton et al., 2002). De maneira geral, a patogénese da
neosporose depende do equilibrio entre a capacidade de invasao e multiplicacéo
do taquizoito no hospedeiro e a habilidade que este possui para inibir a
multiplicacéo parasitaria (Williams et al., 2000; Buxton et al., 2002). Uma vez que
em qualquer relacéo 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 a infeccdo por N. caninum (Innes et al. 1995). O sistema imune do
hospedeiro dispara seus mecanismos de resposta inata ao detectar o N. caninum,
0s quais envolvem a liberacdo de quimiocinas que recrutam e ativam leucdcitos e
que também estdo envolvidas na regulacdo do processo inflamatério (Taubert,
Zahner e Hermosilla, 2006). A resposta inata consiste na primeira linha de defesa
de reconhecimento do patdgeno por células fagociticas, como macrofagos e
neutrofilos, que irdo internalizar os microorganismos e através de enzimas liticas,
conseguem eliminar o patdgeno. A producdo de citocinas pro-inflamatorias
durante a fase aguda da infeccdo permite o maior influxo das células
imunoldgicas, responsaveis pela defesa do organismo, para o sitio inflamatério
(Ostrowski et al., 1999).

Células da resposta imune inata sao responsaveis por influenciar a
diferenciacéo de precursores de linfocitos T em Thl ou Th2. A Interleucena -12
(IL-12) produzida por monocitos ou outras células apresentadoras de antigenos
(APC) é o maior indutor da diferenciacdo em Thl, e consequentemente da
imunidade celular. Essa citocina age juntamente com o interferon gama (IFNy)

produzido pelas células natural killer (NK), promovendo um aumento da resposta
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Th1l. As citocinas IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e IFNy estimulam a
sintese de oOxido nitrico (NO) e outros mediadores inflamat6rios que promovem
uma resposta cronica (Chrousos, 2000).

Essa importancia foi comprovada por Innes et al., (2005a) onde observaram
que células infectadas por N. caninum, tratadas in vitro com o IFNy ou TNFa
causaram inibicao significativa da multiplicagéo do parasito intracelular.

Parasitos coccideos séo capazes de estimular uma resposta imune celular e
humoral, bem como a sintese de IL-12 pelas células do sistema imune inato,
induzindo producdo local de IFN-y. A presencga de citocinas pré-inflamatorias
como IFN-y e IL-12 tém participacdo decisiva na resposta do hospedeiro frente ao
parasito intracelular (Innes et al. 1995; Tuo et al., 2005). Tuo et al.,, em 2005,
identificaram uma proteina no N. caninum (NcCyP) como um componente
importante do citoesqueleto do parasito, responsavel pela producdo de IFN-y e
antigeno especifico de células TCD4" de bovinos. O IFN-y e IL-12 s&o citocinas
importantes na protecdo natural contra a infecgdo mediada pelo N. caninum.
Khan, Abadin e Rauf (1997) em seu estudo em ratos pré-tratados com anticorpos
anti IFN-y e tratados com anticorpos monoclonais anti IL-12, puderam constatar
que estes animais morriam sete dias apos a infeccdo. O mesmo foi observado por
Nishikawa et al., 2001, onde a total auséncia de IFN-y em ratos, os tornaram mais
susceptiveis a neosporose. O tratamento com anticorpos utilizados para
neutralizar as atividades do IFN-y e IL-12, promovem maior susceptibilidade para
a infeccdo por N. caninum. Portanto, a neosporose € fatal quando o hospedeiro
infectado ndo possui uma resposta imune eficaz (Baszler et al., 1999; Tanaka et
al., 2000).

A producdo do IFN-y e IL-12 em resposta a exposigcdo microbiana
intracelular é fundamental para o desenvolvimento de uma imunidade protetora
(Sher et al., 2005). Durante a neosporose o IFN-y, induzido por taquizoitos de N.
caninum, desempenha um papel fundamental no controle da fase aguda da
doenca (Baszler et al., 1999; Long e Baszler, 2000; Nishikawa et al., 2003), por
limitar a multiplicacao do parasito (Marks et al., 1998).

O IFN-y se constitui na mais importante citocina ativadora de fagocitos,
ativando neutrdfilos a macréfagos, por linfocitos 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 intermediarios reativos como peroxido de hidrogénio (H.0,) e
intermediarios reativos do nitrogénio como Oxido nitrico (NO), os quais séo
capazes de destruir protozoarios intracelulares controlando assim a replicacao
parasitaria (Denkers et al., 2004; Coelho-Castelo et al.,, 2009). Em 2001,
Nishikawa et al., demonstraram claramente o papel crucial do IFN-y na ativacao
de macrofagos e resposta imune protetora contra N. caninum, conforme se
verificou a partir da inibicdo de crescimento do parasito e producdo de 6xido
nitrico. Pinheiro et al. (2006a) encontraram também um aumento na producgéo de
oxido nitrico (NO) e elevagdo dos niveis de TNF-a em culturas de astrocitos de
ratos, infectadas in vitro com N. caninum.

A infeccdo ambiental por oocistos de N. caninum ou a reativagdo de uma
infeccdo cronica, leva ao rompimento de cistos teciduais e liberacdo de
bradizoitos no tecido dos animais infectados, promovendo altos niveis de IFN- y
(Innes et al., 2002; Jenkins, 2001). Entretanto, Yamane et al. (2000), observaram
que a adicao de IFN-y em co-culturas de células gliais e neur6nios obtidas de
cérebro bovino, infectadas com taquizoitos, foi responsavel pela inibicdo do
crescimento parasitario. Recentemente, estudos utilizando culturas primarias de
células gliais de ratos infectadas com esse parasito, apresentaram altos niveis de
IL-10 e Interleucina-6 (IL-6), sugerindo o provavel efeito regulador destas
citocinas, na protecdo do sistema nervoso, contra os efeitos deletérios de
citocinas pro-inflamatérias (Pinheiro et al., 2006a,b).

Contudo, o papel dos anticorpos na neosporose ndo esta suficientemente
esclarecido. Acredita-se que estes atuem em taquizoitos situados
extracelularmente (Innes et al., 2002). Em 2000, Tanaka et al. observaram que
células TCD4" eram essenciais para a produgdo de anticorpos especificos anti- N.
caninum em estagios tardios de infecg&o, induzindo assim outros mecanismos de
protecdo. Cinco anos apos, Spencer et al. (2005) comprovaram em animais que
possuiam as células TCD8" uma protecdo maior ao parasito, quando comparadas
com os animais com as células TCD4", ao tentarem transferir imunidade protetora
para camundongos infectados. Portanto, durante infec¢des agudas, células TCD8
agem primariamente como células citotdéxicas limitando a disseminacdo do
parasito, por reconhecimento direto de células infectadas pelo MHC classe | ou

pela acdo de citocinas. Um excesso deste tipo celular pode levar a uma
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destruicdo exacerbada ou a liberacdo de citocinas levando a sinais neuroldgicos
severos.

A resposta imunoldgica durante a gestacdo de bovinos se caracteriza de
diferentes formas, dependendo do periodo gestacional. Se a infeccdo ocorrer
durante o primeiro trimestre de gestacdo, muito provavelmente ocorrera um
abortamento (Barr et al., 1993; Williams et al., 2000). Acredita-se que a ocorréncia
do abortamento provocada pela neosporose na fase inicial da gestacdo, deve-se
a uma resposta imune ineficaz do feto. Em contrapartida, a mae é capaz de uma
resposta imune celular proliferativa forte, com producéo de IFN-y em resposta aos
antigenos (Williams et al., 2000; Innes et al., 2002). Muito provavelmente, o
abortamento ocorre pelos efeitos deletérios do IFN-y sobre a gestacéo (Chaouat
et al., 1995; Innes et al., 2005). Além desses efeitos negativos do IFN-y, células T
y &, células T CD4" e células T CD8" foram encontradas em infiltrados, na
placenta de fémeas parasitadas pelo N. caninum (Innes et al., 2005). Caso ocorra
no periodo intermediario, o feto pode ser abortado ou nascer doente. Infec¢cdes no
altimo estdgio da gravidez, no entanto, pouco predispdem ao abortamento,
porém, em contrapartida, 0 neonato podera apresentar neosporose, sem
apresentar sintomatologia clinica (Innes et al., 2002). Devido a esta importante
resposta imune fetal, inGmeros estudos indicam que o momento da infeccédo do
feto e da placenta € fundamental para o resultado da gestacdo (Buxton et al.,
1998; Quinn, 2004).

Dentre as citocinas envolvidas na defesa do hospedeiro, temos a
interleucena-4 (IL-4), que estimula a multiplicacdo dos linfocitos B, producédo de
anticorpos e resposta do tipo Th2 (Entrican, 2002). A importancia da IL-4 durante
a gestacao foi comprovada por Long e Baszler (2000) ao observarem uma
diminuicdo da infeccdo transplacentaria em ratos, quando estes eram infectados
juntamente com anticorpos monoclonais para IL-4 e IL-10. Inicia-se uma resposta
imunoldgica proveniente do feto e da placenta no terco médio da gestacao,
contribuindo assim para uma resposta do padrdo Th2 no ambiente de
comunicacdo entre o feto e a mae (Innes et al., 2002). A IL-10 regula
negativamente os niveis de IFN-y, compondo um mecanismo para reduzir a
producdo de niveis toxicos de citocinas inflamatérias (Quinn, Miller e Ellis, 2004).

No terco final da gestacéo, o feto ja apresenta uma maturidade do sistema

imunologico e por isso, dificilmente a infeccdo provoca o abortamento, havendo
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provavelmente uma mudanca na dinamica parasito/hospedeiro (Innes et al.,
2007). Estudos sugerem que a resposta Thl compromete a gestagao, enquanto a
resposta Th2 localizada pode favorecé-la (Quinn, Miller e Ellis, 2004; Innes et al.,
2005). Portanto, o predominio de um dos mecanismos de resposta resulta em um
quadro crénico mantido por citocinas inflamatérias ou em reacdo inflamatoria,
dependendo do estado geral do animal infectado, da idade gestacional e da carga
parasitaria (Quinn, Miller e Ellis, 2004; Williams, Ebel e Wells, 2009). Para ilustrar
a influéncia da idade fetal na severidade da doenca, Collantes-Fernandez et al.
(2008), observaram as lesfes encontradas em fetos infectados com N. caninum e
comprovaram serem estas mais graves a partir do primeiro e segundo trimestres

de gestacdo em comparacdo com o terceiro trimestre.

2- Sistema nervoso central

O SNC é formado por uma estrutura complexa e heterogénia de tipos
celulares, proximos entre si, como 0s neurdnios e as células da glia. A proporcao
entre o numero de neurbnios 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 axénios dos neurdnios,
facilitando a sinalizacdo entre eles, participando na separacao e isolamento dos
grupos neurais e conexdes sinapticas, promovendo a fagocitose de fragmentos
celulares apds dano e morte neuronal, promovendo a defesa, além de participar
da captacdo de nutrientes, oxigénio e homeostase do SNC (Tardy et al., 1991;
Kandel, Schwartz e Jessell, 2000; Barres e Bardes, 2000).

A principio acreditava-se que as ceélulas gliais eram apenas responsaveis
pela nutricAo dos neurdnios. Atualmente, constatou-se, entre outras funcoes, a
participacdo dessas células na orientacdo do crescimento e da migracdo dos
neurbnios durante o desenvolvimento. As células gliais participam da
comunicacgdo entre as células neurais durante a vida adulta. Aléem disso, atua
também na defesa e no reconhecimento das células em situacdes patologicas
(Lent, 2001).
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Divididos em 3 grupos principais, as células da glia se diferenciam em
microglia, macroglia e células ependiméarias (Hansson e Ronnback, 2003;
Freeman, 2010). A macroglia, de origem neuroepitelial, inclui, o0s
oligondendrocitos e astrocitos (Tardy, 1991). Os oligodendrdcitos promovem
maior eficiéncia na condugdo do estimulo nervoso, conferindo assim aos
astrocitos e a microglia as duas principais populagfes de células reativas a danos
neuronais e alteracdes 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 fagocitica
semelhante a dos macréfagos, que sao recrutadas apés lesdes, infeccoes,
convulsdes e doencas neurodegenerativas (Brown et al., 1998; Chien e Veltter,
2005).

2.1- Astrécitos

Os astrocitos constituem cerca de mais da metade de toda a populacédo glial
(60-70% do total de células gliais). A depender da sua localizacdo, diversos
fendtipos e funcbes podem ser descritos, estando diretamente relacionado com o
desenvolvimento, homeostasia e detoxificagdo 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 quimicos, infeciosos
ou traumatismos (Letournel-Boulland et al., 1994; Barres e Bardes, 2000, Pekny e
Nilsson, 2005).

Os astrocitos sdo morfologicamente subdividos em dois subtipos celulares:
os protoplasmaticos (tipo 1) e os fibrosos (tipo Il), que se encontram na substancia
cinzenta e na substancia branca, respectivamente (Lent, 2001; Rock et al., 2004).
Estas nomenclatura baseia-se apenas em distingdes morfolégicas, onde estas
células apresentam prolongamentos a partir do corpo celular, os quais se
ramificam formando uma densa rede de fino calibre (protoplasmaticos) ou de
denso calibre (fibrosos), visto que ndo se conhecem diferencas funcionais entre
eles (Figura 2) (Kriegstein e Gotz, 2003; Rock et al., 2004).

Estas células compdem o revestimento interno da parede das cavidades
intercerebrais e das meninges, formando uma protecao dos capilares sanguineos

do SNC, constituindo, dessa maneira, a base fisica da barreira hemato-encefalica
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(BHE) (ladecola, 2004; Kim et al., 2006). Além de suas caracteristicas morfo-
funcionais, os astrocitos maduros tém sido identificados pela expressdo da
principal proteina do filamento intermediario do citoesqueleto, a proteina acida do
glioflamento (GFAP), que é o marcador exclusivo desse tipo celular e a
responsavel pela forma tipica destas células (Cajal, 1995; Kimelberg, 2007). O
animal deficiente em GFAP apresenta uma deficiente organizagdo da substancia
branca, baixa eficiéncia na BHE e reducdo na formacado de cicatrizes astrocitarias

apos lesao (Araque, 2006).

Formagao de B
Hemato-meningo-€

cefalica
CAPILAR
CELULAS DA MENINGE

Pé-astrocitano

MMC It ASTROCITO
Troca de

Informagdes

NEURONIO

OLIGODENDROCITO

Figura 2- Representacdo esquematica das func¢des fisiologicas atribuidas
aos astrocitos e correlagdes com outros tipos celulares (Adaptado de Tardy
1991; Van Wangoner e Benveniste, 1999)

Durante muito tempo os astrocitos foram considerados como células de
apoio, cuja principal funcéo seria o perfeito funcionamento neuronal. As células da
glia estdo diretamente relacionadas com a formacdo e armazenamento de
glicose. Em situac¢des de hipoglicemia ocorre liberacdo de glicose dessas células,
garantindo assim o fornecimento de energia para os neurdnios (Dienel e Cruz,
2006).
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Além do fornecimento de glicose, os astrocitos desempenham diversas
funcdes no desenvolvimento e na constituicdo do SNC, apresentando contato
com diferentes tipos celulares. Os astrocitos participam ativamente desde o
momento em que ocorre uma lesdo no tecido nervoso, caracterizando a
reatividade astrocitaria, constituindo o fenbmeno conhecido como astrogliose ou
gliose. A presencga abundante destas células em areas lesadas no tecido nervoso
constitui um processo analogo ao da reacado inflamatéria que ocorre em outros
tecidos do organismo (Lent, 2001). Esse processo, caracterizado pela capacidade
de proliferacdo juntamente com um aumento de expressdo de GFAP promove o
que se chama de cicatrizacao astrocitaria. Os astrécitos ativos sado capazes de
secretar intensamente, diversas citocinas e fatores de crescimento interferindo no
metabolismo e na sobrevivéncia neuronal (Rock et al., 2004). Dentre estas
funcdes, também participam do aporte energético aos neurbnios, manutencao da
homeostase extracelular e regulagdo da transmisséo sinaptica e neurogénese no
adulto (Costa et al., 2002; Nadarajah, 2003).

Os astrécitos sao as primeiras células a responder a um ataque ou leséo no
SNC (Noremberg, 1994). Considerados como importantes células de defesa,
estas células sdo conhecidos como potentes produtoras de citocinas proé-
inflamatérias (ladecola, 2004; Kim et al., 2006). S&do conhecidas por responder
tanto a fatores inflamatérios, como imunes, desencadeando proliferacéo,
liberacdo de citocinas, expressao de moléculas de adesdo e apresentacao de
antigenos (Eddleston e Mucke, 1993; Noremberg, 1994). Demonstram também a
capacidade de suprimir a ativacdo, proliferacdo e funcdo efetora de células T
invasoras, podendo também atuar como células apresentadoras de antigenos
(Gimsa et al., 2004). A cultura destas células constitui um modelo de estudo de
fendbmenos fisiopatologico do SNC, permitindo o entendimento dos mecanismos
das células gliais na presenca de parasitos (Costa et al., 2001; Pinheiro et al.,
2006).

2.2- Interacd@o neurdnio-glia

As interagdes neurbnio-glia  controlam  diversos processos do
desenvolvimento do sistema nervoso, como neuritogénese, formacdo de

sinapses, migracao neuronal, proliferacdo, diferenciacdo e sinalizacdo neuronal



20

(Langle, Poulain e Theodosis, 2002; Hatton, 2002). Diversos fatores nessa
interacdo estdo implicados na morfogénese do sistema nervoso. Os astrocitos
podem comunicar-se com outros astrocitos, ou com neurdénios adjacentes pelo
contato célula-célula, mediado por moléculas que constituem a matriz extracelular
(MEC) e fatores soluveis secretados tanto pela glia quanto pelo neurénio, como
neurotransmissores, hormonios e fatores de crescimento (Araque, 2006).

Os astrocitos sédo responsaveis pela producdo da proteina glutamina
sintetase. Esta enzima converte o glutamato em glutamina na presenca de ATP e
amonia, modulando a atividade elétrica neuronal e a transmissao sinaptica (Perea
e Araque, 2003; Seth e Koul, 2008). Isso permite remover a amdnia neurotdxica e
garantir o suprimento de glutamina, matéria-prima dos neurotransmissores
glutamato (excitatério) e acido y aminobutirico (GABA-inibitério) fornecida aos
neurdnios. Em resposta aos neurotransmissores, 0s astrocitos apresentam um
aumento na concentracdo intracelular de Ca®* (Perea e Araque, 2007;
Nimmerjahn, 2009). Os astrécitos possuem uma forma de excitabilidade baseada
em variacdes da concentracdo intracelular do Ca** e comunicam-se através de
ondas de Ca*" intercelulares. Além disso, neurotransmissores libertados
sinapticamente sdo capazes de mobilizar Ca®" dos reservatérios intracelulares
astrocitarios, ou seja, a excitabilidade celular astrocitaria é desencadeada pela
atividade sinaptica neuronal (Beattie et al., 2002; Perea e Araque, 2007).

Trabalhos recentes apontam os astrocitos como importantes reguladores da
neurogénese (Ma et al, 2005), além disso, varios fatores neutroficos expressos e
secretados por esta célula tem sido identificados (Barkho et al., 2006). Os
astrocitos sdo conhecidos por secretar fatores de crescimento, citocinas e
mitégenos. Dentre esses fatores estdo o fator de crescimento neural (NGF), o
fator neutrofico derivado da glia (GDNF), o fator de crescimento transformador- 3
(TGF- B), a IL-1 B e IL-6 (Barkho et al., 2006; Taylor et al., 2007; Seth e Koul,
2008).

As funcdes troficas sdo mediadas pela interacdo com receptores especificos.
No caso das neurotrofinas, seus mediadores interagem por meio de dois grupos
distintos: receptores de cinase relacionados a tropomiosina (Trk) e receptores de
neurotrofina (p75 V%) (Lad et al., 2003). As vias de sinalizacdo utilizadas pelo
receptor Trk induzem a respostas distintas, tais como a sobrevivéncia celular,

diferenciacéo, formacao de sinapse, plasticidade e crescimento axonal (Arevalo e
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Wu, 2006; Freeman, 2010). Dentre estas vias esta a proteina cinase ativada por
mitégenos (MAPK) (Lad et al., 2003; Arevalo e Wu, 2006). Esta via por sua vez,
necessita de calcio para potencializacdo da sensibilizacdo terminal em neurdnios

sensoriais (Chuang et al., 2001).

2.3- Células gliais e citocinas

O conceito corrente entre imunologistas sobre inflamacgéo diz respeito ao
balanco entre a producdo de mediadores quimicos e citocinas pro e
antiinflamatodrias. Estas substancias atuam por meio de sinalizacdo intercelular,
determinando o desencadeamento ou a inibicdo dos processos inflamatérios
(Figura 3) (Silva et al., 2006). Este sistema de sinalizacéo intercelular € muito
ativo durante as doencas neurodegenerativas, infecciosas e em condicdes como
traumatismo e isquemias do SNC, estando estas associadas ao aumento na
expressédo de citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6 (Klein et al., 2000; Venters,
Dantzer e Kelley, 2000). A liberacdo de citocinas, como o TNF-a, sdo estimulos
inflamatoérios em resposta primaria de macrofagos a patégenos (Tonks et al.,
2001). Em contrapartida, esta mesma citocina apresenta como principal funcao
fisiolégica o recrutamento de neutréfilos e de mondcitos para os sitios de
infeccdo, onde, apdés serem ativados, promovem a destruicdo de
microorganismos. Porém, quando produzida em grande quantidade, esta citocina

provoca anormalidades clinicas e patolégicas sistémicas (Abbas, 2003).
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Citoesqueleto
GFAP
Vimentina Citocinas
MAP2 TNF «, TGFp, IL1
Antioxidante Matriz extracelular
Apolipoproteina D . Laminina, Tenascina

Fatores de aderéncia
ICAM, LFA-3, VCAM, VLA

Fatores mitogénicos
CSF, GM-CSF, IL-3

Proteinases ¢ inibidores Moléculas de transporte
Nexina 1, Catepsina G ApoE, Transferrina

Fatores de crescimento
NGF, GMF, bFGF

Figura 3- Principais peptidios e proteinas expressos por astrocitos reativos
e seus papeis. (Adaptado de Noremberg 1994; Tardy 2001)

O TNF-a, associado ao INF- y sao responsaveis pela perda excessiva de
peso na inflamacao crénica, tornando-os mais eficientes e agressivos (Marks et
al., 1998; Entrican, 2002). No SNC o TNF-a apresenta diferentes efeitos em
astrocitos, tais como proliferacdo, gliose e indu¢éo de outras citocinas, como IL-6
(Benveniste, Tang e Law, 1995; Van Wagoner e Beneviste, 1999). O TNF-a
apresenta também a funcao de regular a resposta imune, modulando a expressao
de MHC classe | e Il em astrécitos e microglia (Beneviste, 1992).

Os niveis de IL-6 no SNC, em condi¢des fisioldgicas, sado baixos. Entretanto,
durante um processo patolégico estes niveis comecam a se elevar, podendo
chegar a niveis de expressdo ainda ndo completamente compreendidos (Van
Wangoner e Benveniste, 1999). Sabe-se que a IL-6 é uma citocina
imunorregulatéria, com atividade pré e antiinflamatoria e a sua falta pode interferir
na resposta a infecgéo (Bolin et al. 2005). Consideradas benéficas ou destrutivas,
as acbes da IL-6 no SNC tem demonstrado que promove proliferacdo de
astrgcitos, acreditando-se que esta esteja envolvida com astrogliose. Entretanto,
um excesso de sua expressdo pode levar a neuropatias (Van Wangoner e
Benveniste, 1999).
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A IL-10 é produzida no SNC sob diversas condi¢bes inflamatorias ou
desordens autoimunes, porém, a fonte celular de sua producao intracerebral ndo
foi bem definida “n vivo” (Deckert-Schluter et al., 1997), ainda que tenha sido
descrita como produzida por microglia e por astrécitos no SNC (Sawada et al.,
1999). Muitas fungBes das células gliais sdo reguladas por diversas citocinas, a
IL-10 é descrita apresentando um efeito imunossupressor (Benveniste et al.,
1995). Sabe-se que esta citocina inibe a producéo de IFN-y (Entrican, 2002), além
de inibir a producédo de mediadores da inflamacédo em células gliais tratadas com
LPS (Ledeboer et al., 2002). Outras funcbes da IL-10 envolvem uma retro-
regulacdo da expressdo de MHC classe Il induzida por IFN-y, a inibicdo da
producdo de TNF-a e IL-12, assim como a liberacdo de oxido nitrico (NO), por
macrofagos (Deckert-Schluter et al., 1997; Aloisi, Serafini e Andorini, 2001).

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, de sinalizacdo altamente reativa,
gerada em ambiente endogeno, que se difunde rapidamente através das
membranas celulares. Este participa em variadas acdes fisioldgicas e patoldgicas,
incluindo neurotransmissédo e inflamacg&o (Zhou, 2006). E produzido em células
neuronais, endoteliais, imunitérias e outras. A sua sintese ocorre por uma das trés
isoformas: sintetase neuronal (NNOS), sintetase endotelial (eNOS) e sintetase

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

Muitas células neuronais e particularmente células da glia sdo capazes de
expressar a iINOS em quantidades até 1000 vezes as produzidas pela nNOS e
eNOS (Olensen, 2008). Esta isoforma € independente do célcio e exerce efeito
citotoxico e citostatico, ndo somente nas células patologicas, mas também em
células saudaveis. Induzida por diversas células como fibroblastos, macréfagos e
no epitélio do corpo ciliar, especialmente apods liberacdo de TGF- B e estimulagao
por citocinas como IL-1 o TNF-a e lipopolissacarideos (LPS), a iNOS conduziria a
niveis elevados de NO (Berger e Savitz, 2008), uma vez que estes metabdlitos
afetam o crescimento dos microrganismos em diferentes periodos durante a

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

Orsi et al. (2000) observaram que o prépolis promoveu o aumento na
producdo de NO e H202, associado ao aumento da atividade de macréfagos
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 varios processos
patolégicos. Assim, o alto nivel de NO produzido por macréfagos ou por
neutrofilos ou outras células ativadas, que deveria ser toxico para
microorganismos, parasitos ou células tumorais, pode também lesar células
saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria de

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

Outra citocina de grande importancia no SNC € o TGF-[3. Esta é reguladora
de sinalizacdo e diferenciacdo celular. Esta citocina controla diversos processos
celulares incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo, apoptose,
determinacao da linhagem celular, producdo de matriz extracelular e modulacao
da funcdo imune (Vilar et al., 2006; Wang et al., 2008).0 principal mediador
intracelular de sinalizacdo do TGF-B séo as proteinas Smad (Clark et al., 2006).
Estas estimulam a TGF-B a se concentrarem nos genes alvo, promovendo o
reparo do tecido, com a regulacdo e a expressao de RNAm de varias espécies
moleculares. Defeitos em sua sinalizacdo levam a uma variedade de doencas,

incluindo neoplasias (Kose et al, 2007; Wang et al., 2008).
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Figura 3- Interacbdes das células gliais com o sistema
imunoldégico (Adaptado de Tardy et al.,2001; Bolin et
al.,2005).
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3- Mel de abelha

No Egito antigo, o mel era o0 medicamento mais popular, participando de 500
dos 900 remédios da época, com registros decifrados. Primeira fonte de acucar
utilizado pelo homem, o mel era simbolo de fartura (Couto e Couto, 2002).

O mel € constituido de diferentes acucares, predominando o0s
monossacarideos, glicose e frutose. Em sua composicdo ha uma mistura
complexa de carboidratos, acidos graxos, proteinas, aminoacidos, enzimas,
acidos organicos, vitaminas, sais minerais, pélen e outras substancias (Weston e
Brocklebank, 1999; Mendes et al., 2009). Produto natural das abelhas, este é
obtido a partir do néctar das flores. Seu contelido resulta das secre¢cfes de partes
vivas das plantas ou de excrecbes de insetos sugadores de partes vivas das
plantas (Campos e Modesta, 2000; Nagai et al.,, 2006). A composi¢cdao do mel
pode variar dependendo de varios fatores, como a fonte de pdlen, clima,
condi¢cdes ambientais e também as transformacdes que podem sofrer durante sua
producéo (Azeredo et al., 2003; Nagai et al., 2006).

Considerado como o produto apicola mais facil de ser explorado é também o
mais conhecido tendo maiores possibilidades de comercializagdo. Além de ser um
alimento, é também utilizado na indUstria farmacéutica e de cosméticos, pela sua
acdo como antiinflamatério, antibiético e outras conhecidas acdes terapéuticas
(Pereira et al., 2003; Freitas, Khan e Silva, 2004).

As propriedades do mel de abelha séo consideradas como fonte natural de
saude devido as suas qualidades terapéuticas (Silva et al., 2004; Khan, Abadin e
Rauf, 2007). Tem sido mencionado por suas variedades de propositos medicinais
e nutricionais (Molan, 2001; Khan, Abadin e Rauf, 2007) tais como: atividade
antimicrobiana (Cooper, Molan e Harding, 1999; Snow e Manley-Harris, 2004;
Goncalves, Alves Filho e Menezes, 2005; Bobany et al., 2010) protetor de mucosa
contra doencas gastrointestinais (Prakash et al., 2008), propriedades
antioxidantes (Al-Mamary, Al-Meeri e Al-Habori, 2002; Aljadi e Kamaruddin, 2004),
propriedades prebiéticas (Roberfroid, 2000; Shan, 2001), além de propriedade
antiinflamatéria (Ansorge, Reinhold e Lendeckel, 2003; Han et al., 2007) e
modulatorias (Tonks et al., 2003; Tonks et al.,, 2007; Fukuda et al., 2009), da

resposta imunoldgica.
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O mel de abelha é usado para tratamento de doencas respiratérias,
urinarias, gastrointestinais, Ulceras de cérnea, uUlceras 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 niveis sanguineos de
vitamina C, B-caroteno, acido Urico, glutationa redutase, ferro sérico, cobre, zinco,
hemoglobina e o hematécrito em individuos normais, reduzindo enzimas
hepaticas, uréia, e os niveis de aglcar no sangue, em jejum. Além disso, o mel
reduz as concentragdes de estrogeno (E2), prostaglandina 2a (PGF2a),

tromboxana (B2) no plasma de individuos normais.

O mel aumenta a concentracdo de NO na saliva de individuos normais e sua
administracdo intravenosa e intrapulmonar promove melhoria das funcdes renal e
hepatica (Al Walili e Boni, 2003). Além de estimular a atividade da medula éssea e
perfil lipidico (Al-Waili, 2004b). No sangue de ovinos testados, reduz a
concentragdo de alanina amino transferase, aspartato amino transferase,
triglicerideos, colesterol, uréia e glicose, e eleva os niveis de proteinas séricas,
albumina sérica, hemoglobina e contagem de células brancas (Al-Waili, 2004a).
Portanto, o0 mel possui efeitos desejaveis em diversos parametros metabdlicos (Al
Waili, 2004b).

Além disso, existem relatos na literatura utilizando o mel como estimulador
de resposta inflamatoria em humanos. O mel apresenta uma acdo mediadora de
TNF-a, IL-6 e IL-1 em humanos (Tonks et al., 2003). Entretanto, Ansorge,
Reinhold e Lendeckel (2003), identificaram as propriedades antiinflamatérias do
mel em células imune humanas, avaliando sua atividade antioxidante de radicais
livres e acdes excitatorias sobre a producédo do TGF-p.

Em 2007, Han et al., avaliaram o efeito do mel da abelha Apis mellifera
sobre a producdo de NO e TNF-a em células gliais, estimulados pelos
lipopolissacarideos (LPS). Observaram que o mel inibiu a producédo de TNF-a.
Esta inibicdo esté estreitamente associada com a supressédo de NO, podendo ser
um poderoso regulador da inflamacdo e um potencial agente terapéutico contra

doencas.

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

estimulam a producédo de citocinas inflamatoérias (Khan, Abadin e Rauf, 2007).
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Estas regulam o crescimento de linfécitos, suprimindo as citocinas pro -
inflamatoérias derivadas de Thl e Th2, bem como, induzindo os linfécitos T
reguladoras derivadas TGF- B (Sakaguchi, 2000).

O efeito modulador apresentado pelo mel, sobre a resposta imune em
células de defesa, é observado por este possuir atividade mitogénica em células
B e linfocitos T (Abuharfeil, Aloran e Aboshehada, 1999). O mel também é
responsavel por reduzir os efeitos dos reativos de oxigénio e limitar os danos aos
tecidos, provocados pelos macréfagos ativados durante o0 processo de
cicatrizacdo (Tonks et al., 2001)

Utilizado no tratamento de diversas enfermidades, o mel possui um efeito
estimulante da resposta inflamatéria. 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; Majtan
et al.,, 2006; Fukuda et al., 2009). Acredita-se que existem varios espécies de
abelhas que produzem diferentes méis com propriedades curativas especificas,
sendo empregados para a cura de um amplo espectro de doengas (Bobany et al.,
2010).

Dentre as abelhas existentes no Brasil, além da A. mellifera introduzida por
imigrantes europeus, sdo encontradas outras abelhas nativas indigenas,
pertencentes a subfamilia Meliponinae. Estas compreendem mais de 200
espécies diferentes e sdo popularmente conhecidas como abelhas indigenas sem
ferrdo (Castaldo e Capasso, 2002; Gongalves, Alves Filho e Menezes, 2005). A
abelha indigena Tetragonisca angustula tem porte pequeno e € popularmente
conhecida como jatai. Sua distribuicdo geografica é bem ampla, ocorrendo
naturalmente nos Estados do Amazonas, Amapa, Bahia, Ceara, Espirito Santo,
Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso, Para, Paraiba, Rio de Janeiro,
Rondonia, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo. E uma das abelhas
mais criadas no Estado de S&o Paulo. E possivel obter de 0,5 a 1,5 L de mel/ano
de colbnias fortes. (Nogueira-Neto, 1997; Silveira, Melo e Almeida, 2002). Estas
abelhas sdo facilmente adaptaveis e bastante mansas, podendo ser criadas
racionalmente em areas rurais ou urbanas. Como néo apresentam ferrdo, seu
manejo € facilitado, dispensando o uso de equipamentos de protecdo e
possibilitando o emprego de méo de obra familiar (Lopes, Ferreira e Santos,
2005).
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A Instituicdo Normativa 11, de 20 de outubro/2000 (Brasil, 2000) € quem
regulamenta a padronizacdo do mel para fins comerciais brasileiros. Esta
regulamentacdo é baseada em legislacbes européias, atendendo apenas as
caracteristicas do mel de A. mellifera, ndo contemplando os méis de abelhas
indigenas sem ferrdo nativas do Brasil que apresentam diferencas em seus
parametros fisico-quimicos. A umidade € a principal diferenca, sendo esta
bastante elevada e por consequéncia menos densa que o mel das abelhas
africanizadas (Azeredo, Azeredo e Beser, 2000; Bezerra e Souza, 2002).
Comparado com mel A. mellifera, as caracteristicas mais relevantes do mel de
meliponineos sdo: maiores valores de &gua, acidez livre, condutividade elétrica,
maltose e nitrogénio (Vit, Medina e Enriquez, 2004). Embora produza mel em
pequenas quantidades, os meliponineos fornecem um produto diferenciado do
mel de A. mellifera, pela docura e aroma inigualaveis, possuindo consumidores
exigentes, dispostos a pagar altos precos 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 comparacdo, analises fisico-quimicas e relataram que o mel de jatai mostrou-
se mais aquoso e mais acido 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 valorizagdo 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 caracterizacdo dos produtos das colbnias em relacdo a seus constituintes
nutricionais e farmacoldgicos (Souza, 2007).

Existem alguns relatos cientificos utilizando o mel de jatai (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
indigenas. Além do seu valor alimentar, o mel da jatai também é procurado por
suas propriedades medicinais. E considerado um alimento e medicamento dos
mais completos e nutritivos (Lopes, Ferreira e Santos, 2005). O mel dessa abelha
€ mais liquido do que o mel de género Apis e é mais rapidamente absorvido

guando passado na pele. Apresenta efeitos imunoldgicos, anti-inflamatorio,
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analgésico, sedativo, expectorante, hipossensibilizador e antibacteriano (Breyer,
1983).

O modo de acdo do mel como agente antimicrobiano ainda nao foi
totalmente descoberto. Contudo ja se sabe que componentes da osmolaridade, a
acidez, a formacgdo de agentes como peréxidos de hidrogénio e os fitoquimicos
sao substancias importantes nesta acao antimicrobiana exercida pelo mel (Molan,
1992a). No mel natural a osmolaridade e a acidez, sem duvidas, promovem o
efeito inibitério sobre o crescimento microbiano. Quando muitos méis sao diluidos
em meio de cultura, uma enzima derivada da abelha, presente no mel € liberada.
Esta enzima, a glicose oxidase, quando ativada induz a catalise produzindo o
peréxido de hidrogénio, 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 estao
geralmente relacionadas as suas caracteristicas fisicas e quimicas (Molan, 1999).

Recentemente alguns autores utilizaram o mel de abelha indigena como
agente terapéutico para combater infecgcbes, o que demonstrou ter este uma
nitida acéo antimicrobiana. Gongalves, 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
jatai, frente a diferentes microorganismos isolados de focos infecciosos. Enquanto
Bobany et al. (2010) comprovaram a eficacia do mel de abelhas jatai 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 ha desigualdade social profunda,
como no continente latino-americano, € alto o custo da medicina cientifica, dos
exames sofisticados, das intervencdes cirdrgicas complexas e dos equipamentos
modernos de diagndstico. A atual tendéncia mundial na busca de terapias
alternativas no tratamento de doencas comuns vem do interesse em minimizar
efeitos colaterais normalmente presentes nas terapias convencionais e da

necessidade de recursos acessiveis a populacao (Avila-Pires, 1995; Luz, 2005).
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CAPITULO 1

REDUCAO NA PROLIFERACAO DE TAQUIZOITOS DE
Neospora caninum EM CULTURAS DE ASTROCITOS DE
RATOS TRATADAS COM MEL DE Tetragonista angustula

1. Artigo submetido ao comité editorial da revista Veterinary Parasitology.



INTRODUCAO

A neosporose € uma doenca mundialmente conhecida por induzir
abortamentos em bovinos, além de promover alteracbes neuromusculares em
cdes (Gondim, 2006; Dubey, Schares e Ortega-Mora, 2007). Seu agente, o
Neospora caninum, € responsavel por perdas reprodutivas e econdémicas em
bovinos sendo o0s prejuizos causados por esta parasitose relevantes para a
indUstria agropecuéaria. Nos cédes, 0 parasito é responsavel por promover

desordens neuromusculares (Dubey, 1999).

As alteracBes observadas no sistema nervoso de caes e bovinos recém
nascidos € uma das principais manifestacdes clinicas da neosporose. Diante
disso, Pinheiro et al. (2006a) descreveram um modelo de estudo in vitro de
infeccdo 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 sédo consideradas um
modelo de estudo valido para os fendbmenos fisiopatoldgicos do SNC, permitindo
o entendimento da resposta dessas células a agentes traumaticos ou infecciosos
(Tardy, 1991).

Sabe-se que o SNC possui diferentes tipos celulares e que estes podem ser
divididas em neurdnios 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 formacdo e armazenamento de
glicogénio, garantindo assim o fornecimento de energia para os neurdnios (Dienel
e Cruz, 2006). Desta forma, contribuem ativamente para o suporte energético e
auxiliam na resposta imune do SNC contra agentes quimicos, traumaticos e
infecciosos (Alvarez-Maubecin et al., 2000; Barres e Bardes, 2000; Pekny e
Nilson, 2005). Além disso, estas células séo as primeiras a responder a ataques
ou lesdes no SNC, produzindo substanciais alteracbes no seu corpo celular que

caracterizam astrogliose (Noremberg, 1994),

Nos Ultimos anos, a industria farmacéutica tem verificado o potencial
terapéutico do mel de abelhas (Silva, Queiroz e Figueiredo, 2004). Esse produto

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



antimicrobiana (Snow e Manley-Harris, 2004; Gongalves, 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 prebitticas (Roberfroid, 2000; Shan, 2001).
Estudos tém utilizado o mel como um modulador da resposta imune. Alguns
autores consideram que o mel tem propriedades antiinflamatérias (Ansorge,
Reinhold e Lendeckel, 2003; Han et al., 2007), enquanto outros descrevem o mel
como um agente estimulante da resposta inflamatéria (Al waili, 2003; Kohno et al.,
2004; Majtan et al., 2006; Tonks et al., 2007; Fukuda et al., 2009). Molan (1992b e
1999) considera que as propriedades variam de um mel para o0 outro e que a

essas sao referentes as suas caracteristicas fisicas e quimicas.

Em 2007, Han et al. avaliaram o efeito do mel da abelha social com ferréo
Apis mellifera, espécie exética introduzida no Brasil, sobre as células gliais e
concluiram que o mel pode ser um poderoso regulador da inflamagdo e um
potencial agente terapéutico contra uma série de doencas. Este mel de abelha do
género Apis possui propriedades medicinais bastante conhecidas desde a
medicina antiga (Couto e Couto, 2002). Sua acao antimicrobiana ja foi
comprovada, sendo uma alternativa de baixo custo financeiro (Malavazzi, Lake e

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

No Brasil existe um grupo de abelhas sociais sem ferrdo com mais de 200
espécies, pertencentes a subfamilia Meliponinae, e popularmente conhecidas
como abelhas indigenas sem ferrdo (Castaldo e Capasso, 2002; Goncalves, Alves
Filho e Menezes, 2005). Dentre essas espécies, a abelha jatai, Tetragonisca
angustula, tem porte pequeno e suas colbnias sdo encontradas em todas as

regides 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
indigenas. O mel de T. angustula € mais liquido do que o mel de género Apis, por
isso, é mais rapidamente absorvido quando aplicado na pele. Apresenta efeitos
anti-inflamatoério, 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
existéncia de acdo antibacteriana em isolados de secrecdo otoldgica de cées e
isolados de infeccbes humana, respectivamente. Os resultados demonstram
claramente uma acéo do mel frente a Staphilococus sp., Bacillus sp. e leveduras.
Diante disso, este estudo avaliou a acdo do mel de Tetragonisca angustula em

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

MATERIAL E METODOS

Cultura de astrodcitos - cOrtex de ratos neonatos (< 48 h de vida), foram
dissociados mecanicamente utilizando-se um filtro de 80um e 2 x 10° células
foram distribuidas em placas de cultura de 20 milimetros (TPP- Switzerland). As
culturas de astrocitos 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 &cido pirdvico (SIGMA) e 2mM de glutamina
(SIGMA). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de
CO,, com trocas regulares de meio a cada 48 horas (Costa et al., 2002). Apés 7
dias de cultura o meio foi suplementado com 1% de mel de T. angustula.

Cultura de N. caninum - Taquizoitos da cepa NC-Bahia (Gondim et al.,
2001) foram mantidas em células Vero, com mudancas regulares de meio DMEM,
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino a cada 48 horas.

Obtencdo do mel de T. Angustula - o mel foi coletado no meliponario do
Nucleo de Estudo dos Insetos da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB). A coleta foi realizada diretamente dos potes de mel presentes no interior
da col6nia, por meio de uma seringa estéril, e acondicionado em frasco de vidro e
mantido sob refrigeracédo até a sua utilizacdo. O mel foi utilizado no mesmo dia da
sua coleta. O mesmo foi filtrado, utilizando-se filtro de seringa 0,22 pm, diluido no
meio de cultura DMEM, na propor¢céao de 1% e foi utilizado a partir do 8° dia de
cultura dos astrocitos.

Analises fisico-quimicas do mel de T. Angustula - Foram realizadas
analises de umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH e acidez. A umidade foi

determinada apo0s a colheita das amostras por refratdmetro manual ATAGO,



especifico para mel (luz natural, temperatura ambiente). O aparelho foi adaptado
do refratbmetro Abbé e dispde 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 parametro utilizado nas
determinacdes que avaliam a qualidade do mel. O valor de cinzas foi determinado
por meio de um condutivimetro (Tecnal HI8820), seguindo as recomendacdes do
fabricante. O pH do mel refere-se aos ions de hidrogénio que determinam o
estado de conservacdo 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 Espafiol (B.O.E., 1986), com um condutivimetro
(Tecnal HI8820), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Infeccao das culturas de astrocitos- Os astrocitos foram infectados como
descrito por Pinheiro et al. (2006a). Os parasitos foram purificados usando filtro de
5 um (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda) e contados em hematocitdmetro. Foi
utiizado uma relacdo célula:parasito de 1:1, para infeccdo das culturas. A
infeccdo foi realizada no 15° dia de cultura, 8 dias apés a suplementacdo do meio
DMEM com 1% de mel . O tempo de infeccdo foi de 72h e apls este o0s
parasitos foram contados para verificar se 0 mel apresentou algum efeito sobre a
multiplicac@o dos protozoarios.

Efeitos toxicos induzidos pela infeccdo - A toxicidade celular foi
verificada pela dosagem de lactato desidrogenase (LDH) e a fungdo mitocondrial
determinada pelo método de conversdao do MTT. A LDH é um marcador biol6gico
enzimatico estavel, e sua concentragdo se correlaciona linearmente com a
estabilidade de membrana (Pinheiro et al., 2006). Os sobrenadantes das culturas
foram coletados 72 h apos a infeccdo com N. caninum, centrifugado a 50xg por 5
minutos. A atividade da LDH foi determinada utilizando um kit comercial de acordo
com as instrucbes do fabricante (Analisa Diagnéstica, Brasil). O método de
conversdo do MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo]
em formazan (Carmichael et al., 1987) baseia-se na reduc¢ao 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 periodo de infec¢do. O

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



dimethyl sulfoxido 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 absorbéancia do controle.

Dosagens de Citocinas - Foram realizadas dosagens de IFNy (R&D, USA)
e TGF-B (Amersham, Reino Unido) nos sobrenadantes das culturas. Utilizou-se kit
comercial, de acordo com as instrugcbes do fabricante. O sobrenadante foi
coletado 72h apoés infeccédo e centrifugado a 50g por 5 minutos e mantidos a -
80°C, até a realizacdo dos testes. Os resultados foram expressos em pg/ml e
normatizados com a concentracdo de proteina.

Dosagem de Proteinas - 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 -HCI (pH 6,8) suplementado com 0,1% (v / v) de um
coquetel de inibidores de protease (Sigma, St. Louis, MO). O teor de proteina foi
determinado pelo método de Lowry et al. (1951) (Bio-Rad, Hercules, CA).

Dosagem de 6xido nitrico - A quantidade de nitrito (NO’;) formado no
sobrenadante das culturas foi usado como um marcador para a producdo de
oxido nitrico (NO) de acordo com o método de Griess (Won et al.,, 2004).
Resumidamente, os testes foram realizados em duplicatas. Alicotas dos meios de
culturas (50uL), foram adicionados com igual volume 1:1 (v / v) em uma mistura
de 1% sulfanilamida, 5% de &cido fosférico e 0,1% N-etilenodiamina (1-naftil). A
leitura foi realizada em uma absorbancia de 490 nm usando um leitor de
microplacas Universal EIx 800 (Biotek, Inc, EUA). As curvas padroes foram
geradas em diluicdes seriadas do nitrito de s6dio em meio de cultura.

Imunocitoquimica — as alteragbes morfologicas foram avaliadas pela
imunomarcacao da proteina &cida do gliofilamento (GFAP). O GFAP € o principal
componente do glicofilamento e um marcador especifico dos astrocitos. Os
astrocitos foram fixados em metanol a -20°C 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 camera Umida a 4°C
e em seguida incubadas com anticorpo anti-lgG conjugado com tetramethyl-
rhodamine isothiocyanate (TRITC), (Cappel, Durham, Canadd) diluido a 1:400 a
37°C por 2 horas.

Immunoblotting - A expresséo de GFAP foi avaliada por western

immunoblotting. Um sistema de eletroforese descontinuo e desnaturante que



consiste na utilizagcdo de um gel de corrida contendo 12% de acrilamida e 4% de
gel de empilhamento de acrilamida. Padroes de baixo e alto peso moleculares
foram utilizados para calcular o valor RF (RF = Migracéo de proteinas padrdo em
cm / distancia da migracdo do corante azul de bromofenol em cm). Utilizou-se
uma concentracdo de proteina de 5 pg para a deteccdo 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 p6 desnatado. Membranas
foram incubadas com anticorpos IgG anti-GFAP de coelho numa diluicdo de
1:2.000 (DAKO, Dinamarca), overnight a 4°C. Em seguida, foram incubadas com
conjugado anti-lgG de coelho marcado com fosfatase alcalina por 2 h em uma de
diluicdo 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 instrucfes do fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA).
Analise Estatistica - Os resultados foram expressos com média + desvio
padrdo (SD). As comparacdes entre os grupos foram feitos em analise de
variancia, 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 meg.kg? e 88,00 meq.kg?, respectivamente. A condutividade

elétrica encontrada foi de 1014,65 pS.cm™ e o valor de cinzas foi de 0,58%.

Efeito induzido pela infeccdo - Os niveis de atividade da LDH foram
determinados para avaliar o aumento de permeabilidade de membrana celular
dos astrocitos expostos aos tratamentos. Nas culturas tratadas com 1% de mel
observou-se uma reducéo de mais de 50% da producédo do LDH, em relacédo as
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 tendéncia de aumento no
metabolismo mitocondrial em aproximadamente 40%, assim como, aquelas
tratadas com 1% de mel e infectadas com N. caninum. Ja as culturas infectadas
com N. caninum apresentaram uma tendéncia de reducdo de 40% do
metabolismo mitocrondrial quando comparados com o controle (Figura 2).
Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica entre os controles e as culturas
tratadas. Observou-se diferenca 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

aguelas infectadas com o N. caninum.
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Figura 2 - Dosagem de MTT nas culturas de astrécitos. 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 numero de parasitos foi significativamente maior nas culturas infectadas
com N. caninum (523 x 10%ag/ml), em comparacéo as culturas tratadas com 1%
de mel e infectadas com o N. caninum (222 x 103 tag/ml), 72h apés a infeccéo
(Figura 3).
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Figura 3 - Total de taquizoitos utilizados na infeccdo (1) e 72h
apos a infecgéo (2), A - culturas infectadas com N. caninum ; B -
culturas infectadas com N. caninum e tratadas com 1% de mel. p
< 0.0001.



Producdo de citocinas — Nao houve resultados significativos nas
producdes de IFN-y. Para os valores encontrados na producdo de TGF-,
observou-se um aumento significativo nas culturas tratadas com 1% de mel, em
relacdo as demais culturas. Entretanto, existe uma reducéo significativa nas
culturas tratadas com 1% de mel e infectadas com N. caninum quando

comparadas as culturas tratadas com 1% de mel (Figura4).
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Figura 4 — Producédo de TGF-B no sobrenadante das culturas de
astrocitos. 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.

Producdo de oOxido nitrico - 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 reducdo na producdo de NO quando comparadas com

aquelas apenas tratadas com 1% de mel (Figura 5).
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Figura 5 - Producdo de oxido nitrico no sobrenadante das
culturas de astrécitos. 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 astrocitos apresentaram alteracdes morfolégicas
nos grupos testados, quando comparados com o grupo controle (Figura 6A). Nas
culturas tratadas com 1% de mel os astrécitos 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 redugéo do corpo celular e um aumento no nimero

de prolongamentos.

C

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.



Immunoblotting — Observou-se um aumento na expressédo de GFAP do
grupo tratado com 1% de mel (Figura 7B) quando comparado com o0 grupo
controle (Figura 7A). Entretanto, houve diminuicdo da expressao 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 diminuicdo da expressédo de
GFAP, porem essa reducdo foi menor que aquela observada nos grupos que

foram tratados apenas com o N. caninum (Figura 7C).
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Figura 7 — Immunoblotting do extrato de proteinas
extraidas das culturas de astrécitos de ratos,
mostrando marcacédo 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.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O mel de abelha € uma substancia 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
acao do mel de abelhas sociais sem ferrdo Tetragonisca angustula em culturas de
astrocitos de rato infectados com Neospora caninum. Verificou-se que o
tratamento das culturas de astrdcito de rato com 1% do mel de T. angustula levou
ao aumento na producao de NO, estabilidade das membranas, producao de TGF
B, expressdo de GFAP e uma reducdo na proliferacdo de taquizoitos de N.
caninum.

Acredita-se que grande parte dos efeitos descritos na literatura e atribuidos

ao mel esteja relacionada aos seus componentes. Na sua composicdo ha uma



mistura complexa de carboidratos, acidos graxos, proteinas, aminoacidos,
enzimas, acidos organicos, vitaminas, sais minerais, pélen e outras substancias,
dentre elas flavondides (Weston e Brocklebank, 1999; Tonks et. al., 2003; Mendes
et al., 2009).

Sabe-se que a composicao do mel esté relacionada com varios fatores, tais
como a fonte de néctar, clima, condicdes ambientais e também as transformacdes
que podem sofrer durante a sua producao (Azeredo et al., 2003). Diante disso,
foram realizadas algumas analise fisico quimicas com o mel utilizado. Os valores
encontrados de umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH e acidez séo
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 € um composto rico em carboidratos, constituido de
diferentes acucares, predominando os monossacarideos 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 expressao 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
importancia clinica a este agente. Segundo os autores, o efeito inibitério do
crescimento bacteriano ndo se da exclusivamente pelo efeito osmético exercido
pelo mel, mas sim por outros fatores ainda nao detectados. O mecanismo de agao
do mel ainda ndo foi completamente elucidado, mas o0s componentes da
osmolaridade, acidez, formacao de perdxidos de hidrogénio e seus fotoquimicos
séo considerados fatores de importancia (Molan, 1992a). Goncalves, Alves Filho e
Menezes (2005) consideraram que a agado antimicrobiana do mel foi oriunda do
pH &cido, acumulo de ions e secre¢cbes glandulares das abelhas além da
presenca dos flavondides.

Esses fatores podem estar relacionados com a diminuicdo do niamero de

parasitos encontrados nas culturas tratadas com 1% de mel 72h apés a infec¢éo.



Entretanto, o mel de abelha também é responsavel pela liberagao de NO e TGF 3,
como observado no estudo, que podem estar diretamente relacionados com o
controle da proliferacdo dos taquizoitos de N. caninum, uma vez que
intermediarios reativos como H,O, e NO, sdo capazes de destruir protozoarios
intracelulares, controlando, assim, a proliferacdo parasitaria (Denkers et al., 2004,
Silva et al., 2006; Coelho-Castelo et al., 2009).

Sabe-se, que os flavondides atuam modulando células envolvidas com a
inflamacédo, inibindo a producdo de linfocitos T e citocinas proé-inflamatérias,
modulando a atividade das enzimas da via do &cido araquiddnico, tais como
fosfolipase A,, ciclo-oxigenase e lipooxigenase, além de modularem a enzima
formadora de NO (Coutinho, Muzitano e Costa, 2009; Tufion et al.,, 2009).
Segundo Tonks et al.(2003) os flavondides existentes no mel de abelha, sdo
responsaveis por promover um efeito modulador na inflamacéo.

Existem alguns relatos na literatura que comprovam o aumento da
producdo de NO apdés a administracdo do mel. O mel das abelhas da subfamilia
Meliponinae aumenta a concentracdo de NO na saliva de humanos e sua
administracao intravenosa e intrapulmonar promove melhoria das funcdes renal e
hepatica, além de estimular a atividade da medula 6ssea e do perfil lipidico (Al
Waili e Boni, 2003; Al-Waili, 2004b).

O TGF-B é responsavel por regular a sinalizacao e diferenciacdo celular,
além de controlar diversos processos celulares incluindo proliferacao,
diferenciacdo, migragcéao, apoptose, producdo de matriz extracelular e modulacao
da funcdo imune (Vilar, Jansen e Sander, 2006; Wang et al., 2008). Essas
funcbes do TGF B talvez possam explicar a maior expressdo de GFAP daquelas
células que foram tratadas com o mel.

Tanto o mel, como outros produtos das abelhas, a exemplo do prépolis,
estimulam a producéo de citocinas inflamatérias (Oka et al., 2001) regulando o
crescimento de linfécitos, suprimindo as citocinas pré-inflamatérias e induzindo os
linfécitos T reguladores derivados TGF- B (Sakaguchi, 2000). Esse efeito
estimulatério na producdo do TGF-B foi relatado por Ansorge, Reinhold e
Lendeckel (2003), ao utilizarem o prépolis em culturas de células e de linfocitos T
humanas.

Diante desses resultados, sugere-se que o mel de Tetragonisca angustula

conferiu protecdo as culturas de astrocitos de rato infectadas com taquizoitos de



N. caninum. Entretanto, estudos sdo necessarios para melhor compreender quais
0S mecanismos envolvidos nessa protecéo, especialmente no que diz respeito ao

controle da multiplicacédo parasitaria.
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CONSIDERACOES FINAIS

O mel estimulou o aumento do metabolismo mitocondrial e da estabilidade
de membrana das células astrocitarias. Promoveu a liberacdo de citocinas e de
composto reativos de nitrogénio.

Culturas tratadas com mel apresentaram aumento do corpo celular e
aumento na expressdao da proteina do gliofilamento, presente nas células
astrocitarias.

O numero de taquizoitos de Neospora caninum nas culturas tratadas com
mel, mantiveram-se préximo do nimero utilizado no momento da infecgéo.

O mel de Tetragonisca angustula confere protecao as culturas de astrécitos
de rato infectadas com taquizoitos de N. Caninum.

Entretanto, estudos sédo necesséarios para melhor compreender quais 0s
mecanismos envolvidos nessa protecdo, especialmente no que diz respeito ao

controle da multiplicacédo parasitaria.



