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RESUMO

A neosporose é causada pelo Neospora caninum, parasito intracelular que acomete
varias espécies animais, acarretando, dentre outras manifestagdes, abortamentos e
comprometimentos neuro-musculares. Com o intuito de melhor compreender aspectos
da resposta imune desse parasito, especialmente sua correlagdo com o sistema
imunologico, desenvolveu-se um modelo experimental de infeccdo utilizando-se
culturas de células gliais de rato. As células gliais desempenham importante papel no
equilibrio homeostatico, nutricdo, bem como, na resposta imune, sendo a cooperagéao
entre os neurbnios e a glia, essencial para o desenvolvimento e perfeito funcionamento
do sistema nervoso central (SNC). O modelo foi inicialmente bem estabelecido quanto
ao tempo e carga parasitéria utilizados na infecgéo, estudando-se a seguir a expressao
in vitro de citocinas; evidenciou-se que as culturas gliais respondem a infeccdo com
uma modificacdo em sua morfologia, caracterizada por aumento do corpo celular e
reorganizagdo dos filamentos intermediarios. Astrocitos em culturas infectadas por
periodos de 24 e 72 h, expressaram Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e oxido
nitrico (NO), bem como, liberaram intensamente Interleucina 10 (IL-10), além de
apresentarem aumento da atividade da lactato desidrogenase. Para melhor verificar o
metabolismo respiratério das células gliais infectadas, procedeu-se ao estudo
polarografico do consumo de oxigénio, o qual ndo se alterou sob acdo do parasito.
Culturas mistas contendo cerca de 86% de astrocitos e 12% de microglia, foram

também avaliadas quanto a resposta imune frente ao N. caninum, sendo observada a

liberacdo de TNF-a e NO, além de uma superexpressao de IL 10 e IL-6. Em ambas as



culturas, ndo se observou liberagdo de Interferon gama (INF-y), provavelmente em
decorréncia da modulacdo imposta pela IL-10. Os modelos mostraram-se adequados
para avaliar a infecgao pelo N. sobre o SNC, evidenciando que as células gliais reagem

ao parasito com um padrao predominante de resposta Th2.



ABSTRACT

Neosporosis is a disease caused by Neospora caninum, an intracellular parasite that
infects a wide range of animals, causes abortion in cattle, and neurologic disease in
dogs. To study the pathogenic effects of this parasite, especially its correlation with the
immunological system, we described a model of infection in vitro, using rat glial cells.
Glial cells are responsible for homeostasis, nutrition, as well as by the immune
response. Interactions between neurons and glia are essential to the development and
function of the central neurvous system (CNS). The model was well established,
concerning the dose and time for infection and the expression of cytokines; infected
glial cultures show maodification in morphology, characterized by the large cell bodies
and intermediate filament reorganization. Astrocytes infected for 24 and 72h release
TNF-oo and NO, as well as, high levels of IL-10 and have increased lactate
dehydrogenase activity. Infected glial cells, were also studied on its respiratory
metabolism, by polarography, in order to evaluate the consumption of oxygen but, no
changes were seen, when compared with control. Mixed glial cultures with about 86%
of astrocytes and 12% of microglia, were analyzed for the immune response, when
infected by the N. caninum, theses cultures released TNF-o and NO, as well as high
levels of IL-10 and IL-6. In both kinds of cultures, IFN-y was not detected, probably in
function of the high levels of IL-10. All models are adequate to study the effects of
neosporosis in the CNS where infected glial cells with N. caninum show a Th2 type

response.
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I. INTRODUCAO

Neospora caninum (N. caninum) € o protozodrio causador da neosporose, doenga que
afeta principalmente bovinos e caninos. Desde os relatos primordiais feitos em 1984
por Bjerkas et al. e seu isolamento a partir dos trabalhos de Dubey et al. (1988a), este
parasita tem sido identificado em varias partes do mundo, inclusive no Brasil (Gondim

et al., 1999; Dubey, 2003).

Em bovinos, a doenca se caracteriza por abortamentos, sendo considerada uma das
principais causas de aborto nesta espécie (O’toole & Jeffrey, 1987; Parish et al, 1987;
Shivaprasad et al,1989; Thilsted & Dubey, 1989; Anderson et al, 1991; Dubey, 1999).
Nos caninos, identificados como hospedeiros definitivos, esta parasitose causa
alteracbes neuromusculares, caracterizadas por paresia dos membros posteriores,
normalmente ascendente, polirradiculite e meningoencefalite disseminada. Os casos

mais graves sdo encontrados em céaes jovens. (McAllister et al ,1998).

Os dados referentes a resposta imune frente a neosporose sio escassos na literatura,
ao contrario dos conhecimentos sobre a infecgdo causada pelo Toxoplasma gondii,
parasita em muito assemelhado ao N. caninum. Nos Ultimos anos, varios estudos vém
sendo desenvolvidos no intuito de melhor compreender a neosporose e sua correlacao
com o sistema imunol6gico. Sabe-se que a resposta imunoldgica frente ao N. caninum

se caracteriza por um padréo de citocinas de perfil Th1 (Innes et al., 1995; Khan et al.,



1997). Citocinas pré-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral o (TNF a) e o
Interferon y (IFN y), diminuem a multiplicacdo de taquizoitos “in vitro” (Innes et al.,

1995; Yamane et al., 2000).

Apesar do tropismo do N. caninum pelo sistema nervoso central (SNC)_pouco se
conhece sobre o comprometimento das células deste sistema na neosporose. O SNC
pode ser subdividido em neurbnios e células da glia. Essas ultimas compreendem
cerca de 90% do total de células e se subdividem em macroglia e microglia. A
macroglia € constituida pelos astrocitos e pelos oligodendrocitos. Os astrécitos séo os
principais responsaveis pela homeostasia do SNC, enquanto os oligodendrécitos
compdem a bainha de mielina dos neurdnios. Ja as células microgliais, apresentam
origem hematopoiética e fungéo imune-efetoras no SNC. Além desses tipos celulares,
ainda podem ser encontrados as células ependimarias, que revestem as paredes
internas dos ventriculos e demais cavidades nesse sistema. (Pham-Dinh, 1999; Gee &
Keller, 2005).

Utilizando culturas de células gliais de ratos infectadas pelo N. caninum, este trabalho
evidenciou aspectos imunopatogénicos da neosporose no tecido nervoso,
estabelecendo parametros da infeccdo e as relacoes existentes entre este parasito e a

glia.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. AGENTE ETIOLOGICO

N. caninum é um protozoario apicomplexa, identificado pela primeira vez por Bjerkas et
al. (1984), ao verificar que cédes com alteracbes neuromusculares e sorologia negativa
para toxoplasmose, apresentavam ao microscépio Optico, estruturas teciduais

semelhantes ao Toxoplasma gondii.

Apés este relato, um novo caso foi descrito por Hilali et al., (1986), que identificaram
um cisto em seccdes da medula espinhal de um canino, o qual também né&o
apresentava reacdo a anticorpos anti-T. gondii. Mais tarde, Parish et al. (1987), assim
como Otoole & Jeffrey (1987), relataram a infeccdo do SNC de bovinos por este

parasito, entdo desconhecido.

Somente em 1988, o novo sporozoa foi classificado por Dubey et al. (1988a), ao
estudar cortes histologicos de caes com suspeita de toxoplasmose. Neste mesmo ano,

o recém classificado parasito é entédo isolado e mantido em laboratério (Dubey et al.,



1988b). Com isso, 0s primeiros testes imunolégicos comecaram a ser desenvolvidos
para a identificagdo de anticorpos anti-N. caninum, utilizando-se a imunofluorescéncia

indireta e a imunohistoquimica (Dubey et al, 1988b; Lindsay & Dubey, 1989).

A confirmacdo da infecgdo em bovinos ocorreu em 1989, ap6s os relatos de
Shivaprasad et al. (1989), que identificaram N. caninum na placenta dessa espécie,
enquanto que Thilsted & Dubey (1989), também o identificaram em um bezerro

acometido de paralisia neonatal.

de abortos em bovinos leiteiros nos Estados Unidos. Conrad et al. (1993) conseguem o
isolamento desse protozoario a partir de fetos bovinos abortados e nos anos seguintes,
diversos casos foram descritos em varios paises (Dubey & Lindsay, 1996; Gondim et

al.,, 1999; Hemphill et al., 2000; Corbellini ef al., 2002).

Somente em 1998, o cado foi considerado o hospedeiro definitivo do N. caninum
(McAllister et al., 1998). Esses pesquisadores identificaram oocistos nas fezes de cées,
apos esses terem sido alimentados com tecidos de camundongos contendo cistos
daquele parasito. Recentemente, Gondim et al. (2004) comprovaram a existéncia de
um segundo hospedeiro definitivo, o coiote (Canis latrans), uma vez que filhotes dessa
espécie, também eliminam oocistos, apds serem alimentados com tecidos de bovinos

infectados.

,{ Formatado: Portugués




Este parasito pode apresentar como hospedeiros intermediarios varias espécies, a
exemplo dos bovinos, caprinos, equinos, ovinos, bubalinos, caninos e provavelmente
outros homeotérmicos (Dubey, 1999, Dubey et al., 2002). Em humanos, ha histérico de
anticorpos anti-N. caninum, contudo, ndo foram relatados casos da doenca, apesar do
seu potencial zoonético (Tranas et al., 1999; Omata et al., 2005; Lobato et al., 2006).

Marsh et al. (1998), propéem uma nova espécie - Neospora hughesi, isolada a partir de
cavalos com mieloencefalite. Essa segunda espécie, até o momento, identificada no
género Neospora também amplia as observagdes de seu comprometimento no tecido

nervoso.

1.1 BIOLOGIA DO Neospora caninum

O N. caninum apresenta trés formas infectantes, a saber: os taquizoitos, formas de
proliferagcéo rdpida, os cistos teciduais, os quais se encontram cheios de bradizoitos e

os oocistos (Dubey et al.,1988a; McAllister et al., 1998).

As formas encontradas nos hospedeiros intermediarios séo os cistos e os taquizoitos,
sendo que aqueles s&o encontrados principalmente no sistema nervoso central (Dubey
et al., 1988a; Dubey et al., 1990; McAllister et al., 1999), tendo sido recentemente

identificados também em musculo esquelético de caes e bezerros (Peters et al., 2001).



Ambos foram encontrados em outras espécies, a exemplo de caprinos, ovinos e

equinos . (Dubey, 2003; Rodrigues et al., 2005).

Os cistos sao redondos ou ovais, podendo medir até 107 um (Dubey & Lindsay, 1996).
Apresentam uma parede bem espessa, podendo chegar a 4 ym (Dubey & Lindsay,
1996; Speer et al., 1999). No interior dos cistos, sdo encontrados os bradizoitos, que
apresentam multiplicagdo lenta e medem de 6-8 x 1-2 um (Dubey & Lindsay, 1996;

Speer et al., 1999).

Os taquizoitos sao ovoides, redondos ou tém forma de meia lua. Medem de 3 -7 x 1-5
pum, dependendo do estagio em que se encontram (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey et
al,, 2002). Essas formas infectantes foram encontradas em varios tecidos, dentre os
quais coracao, pulmoées, figado, musculos esqueléticos, rins, pele, placenta, medula

espinhal e cérebro (Dubey et al., 1988; Dubey et al., 1998; Gondim et al., 2001).

Os taquizoitos invadem células hospedeiras, multiplicando-se no citoplasma em
vacuolos parasitoforos, formados com a membrana plasmatica do hospedeiro, 0 que

leva ao rompimento de células e desencadeia lesdes (Buxton et al.,2002).

O oocisto de N. caninum pode se apresentar de forma esporulada ou ndo esporulada.
Quando nao esporulado, logo apdés a sua eliminagdo, mede de 10 a 11 uym de

didmetro. Os oocistos esporulados, dois a trés dias apds a sua eliminacao, contém dois



esporocistos de 8 x 6 um e cada um deles, contém quatro esporozoitos de 7-8 x 2-3

pm (McAllister et al., 1998; Lindsay et al., 1999;).

1.2 FORMAS DE TRANSMISSAO

N. caninum se dissemina tanto por transmissao horizontal, como por transmissao
vertical. A transmisséo horizontal refere-se aquela que ocorre quando o hospedeiro se
infecta pela ingestao de alimento ou agua contaminada por uma das formas infectantes

do agente. Ja a transmissao vertical, € aguela que ocorre por via transplacentaria.

A transmissdo horizontal pode ocorrer tanto de caes para outras espécies, assim como
de outras espécies, para o cao. Os caes podem contaminar pastagens ou silagem com
oocistos que sdo ingeridos por bovinos. Por sua vez podem se infectar ao se
alimentarem de placentas infectadas ou restos de abortos de bovinos acometidos de

neosporose (McAllister et al., 1999; Dijkstra et al., 2001).

Suspeita-se que a transmissdo horizontal também deva existir entre espécies
selvagens, uma vez que a infecgdo ocorre em animais silvestres (Woods et al., 1994;
Dubey et al 1996b) e que canideos silvestres apresentam sorologia positiva, sendo
recentemente também identificados como hospedeiros definitivos, eliminando oocistos

(Lindsay et al.,1996; Barber et al., 1997; Gondim ef al., 2004).



A transmissao vertical, aquela que ocorre de mae para filho, foi demonstrada em varias
espécies animais (Buxton et al., 2002), sendo a principal forma de infeccao de bovinos
(Pare et al., 1996; Schares et al., 1998; Dijkstra et al., 2001). Pouco se sabe, contudo,
sobre os fatores que determinam esse tipo de transmissao transplacentaria (Hemphill

et al., 2000).

Em cées, a maioria dos casos de neosporose ocorre por infecgao vertical (Bjerkas et
al., 1984; Dubey et al., 1988b; Dubey & Lindsay 1989; Dubey et al., 1990b;), apesar de
Barber & Trees (1998) afirmarem que a transmissao natural do parasito por essa via é
baixa, uma vez que, ao testaram 179 filhotes de cadelas soropositivas, apenas 20 %

eram positivos e somente 3 % apresentaram sinais clinicos.

A transmissao vertical também foi observada em ovinos, caprinos € eqliinos (Dubey et
al., 1990a; Dubey & Porterfield, 1990; Barr et al, 1992, Kobayashi et al, 2001;

Corbellini et al., 2001;).

2. SINAIS CLINICOS

Os casos mais graves de neosporose ocorrem em caes jovens infectados por
transmisséao vertical, expressando-se por severo comprometimento neuromuscular. Em

bovinos, apesar de a doenga ser causadora de abortamentos (Dubey & Lindsay, 1996;



Dubey 1999), esse parasito pode também causar doenga neuromuscular em bezerros,
destruindo grande quantidade de células nervosas, inclusive no sistema nervoso
central, comprometendo a funcdo das células remanescentes (Dubey & De Lahunta,

1993).

A doenca pode ser localizada ou generalizada e aparentemente todos os tecidos
podem ser comprometidos, inclusive a pele (Hoskins et al., 1991; Dubey et al., 1995;

Dubey et al, 1998; Peters et al., 2000).

Caes jovens podem apresentam paresia dos membros posteriores, normalmente
ascendente, polirradiculite e meningoencefalite disseminada (Dubey & Lindsay, 1996;
Peters et al., 2000). Os membros posteriores sdo mais afetados do que os anteriores e
podem apresentar uma hiperextensao rigida (Barber et al., 1996). Outras disfuncdes
podem ocorrer como paralisia da mandibula, atrofia muscular e problemas cardiacos

(Hay et al., 1990; Odin & Dubey, 1993).

Os sinais neurolégicos vao depender da regido afetada (Jackson et al, 1995). A
necropsia de caes com neosporose demonstrou encefalomielite, meningoencefalite,
miosite, polimiosite e polirradiculoneurite associadas ao N. caninum (Dubey & Lindsay,

1996).

Aborto € o Unico sinal clinico observado em bovinos adultos (Anderson et al.,, 1994;

Dubey & Lindsay, 1996), podendo ocorrer a partir do terceiro més de gestacéo, tendo



sido j& relatado em diferentes periodos (Wren, 1999). O feto pode morrer no Utero, ser
reabsorvido, mumificado, autolizado ou nascer doente (Dubey & Lindsay, 1996;

Hemphill et al., 2000).

As lesbes nos fetos podem estar em varios tecidos, contudo, lesées degenerativas e
inflamatérias sdo mais comuns no SNC, coragao, musculo esquelético e figado (Barr et
al, 1990; Barr et al, 1991; Anderson et al, 1991; Wouda, 1997). As lesbes
neuroldgicas se caracterizam por infiltragdo multifocal ndo supurativa, com ou sem
necrose ¢ infiltragao leucocitaria difusa, ou ainda, lesées multifocais ndo supurativas da
meninge. A lesdo caracteristica da neosporose no SNC, consiste numa infiltragdo
mononuclear ao redor da area central de necrose. A proliferagdo glial foi observada
mais comumente em fetos abortados no terco final de gestagdo (Dubey & Lindsay,

1996).

3. IMUNOLOGIA NA NEOSPOROSE

Sendo N. caninum um protozoario intracelular obrigatério, a resposta imune mediada
por células desempenha um importante papel frente a infeccdo. Essa constatagao foi
inicialmente feita por Innes et al. (1995), quando observaram que células tratadas “in
vitro> com IFN-y apresentavam inibigdo na multiplicagdo do parasito, quando

comparadas com aquelas nao tratadas.



Da mesma forma, a IL-12 participa de forma decisiva na resposta do hospedeiro frente
ao parasito, uma vez que € parcialmente responsavel pela ativagéao de células T. Khan
et al., em 1997, observaram que quando tratavam ratos com anticorpo monoclonal anti
IL-12, os animais morriam sete dias apés a infeccdo, o que os fez concluir que esses
animais deveriam apresentar um aumento dos niveis de IL-10, ja que esta € modulada

por IL-12.

A importancia da IL-12 e do IFN y no controle da infeccdo de camundongos por N.
caninum, foi também demonstrada por Baszler et al. (1999). Outra importante
observacdo nesse sentido, € que camundongos knockout para IFN-y apresentam-se

mais susceptiveis a infeccdo (Dubey et al., 1998).

Em camundongos Balb c infectados com N. caninum, a protecdo de células T CD4* é
mais importante que a de células T CD8" e o IFN y tém expressao significativa no inicio
da infecgéo por este parasito (Tanaka et al., 2000), Estes autores também observaram
gue células T CD4" s&o essenciais para a producdo de anticorpos especificos anti-N.
caninum em estagios tardios de infecgdo, induzindo assim outros mecanismos de

protecdo (Tanaka et al., 2000).

Por outro lado, Spencer et al. (2005) perceberam que as células T CD8* demonstraram
uma maior protegdo na infeccdo deste parasito que as células T CD4*, ao tentarem

transferir imunidade protetora para camundongos Balb c infectados.



O papel dos anticorpos na neosporose nao esté suficientemente esclarecido. Acredita-
se que atuem em taquizoitos situados extracelularmente (Innes et al., 2002), Uma
resposta de anticorpos IgG 2a anti-N. caninum, foi encontrada em bovinos infectados

experimentalmente (Williams et al., 2000).

Estudos mostram que tanto a imunidade inata, quanto a adquirida, estdo envolvidas na
resisténcia a neosporose (Eperon et al,, 1999; Tanaka et al., 2000; Long & Baszler.,
2000; Nishikawa et al., 2003). Existem evidéncias que demonstram que, enquanto uma
resposta Th1 esta relacionada a uma infeccdo aguda pelo N. caninum (Khan et al.,
1997; Long et al.,1998; Baszler et al., 1999; Ritter et al., 2002), uma resposta Th2 esta
diretamente relacionada a susceptibilidade a doenca (Long & Baszler, 2000; Nishikawa
et al.,, 2003). Além disso, células T CD4" citotéxicas foram encontradas envolvidas na

resposta imune de bovinos contra o N. caninum (Staska et al., 2003).

Em 2005, Teixeira et al. caracterizaram a resposta de células B em Balb c infectados,
demonstrando que estas células foram estimuladas por taquizoitos. Isso corrobora com
achados de Eperon et al. (1999), que mostraram que camundongos deficientes em
células B sdo mais susceptiveis a infecgdo pelo N. caninum que os selvagens,

indicando uma imunidade protetora dessas células, contra a neosporose.

3.1 RESPOSTA IMUNE A NEOSPOROSE NA GESTAGAO



A resposta imune a neosporose durante a gestacdo, se caracteriza de diferentes
formas, dependendo do periodo gestacional. Se a infecgdo ocorrer durante a fase
inicial, muito provavelmente ocorrera um aborto (Barr et al, 1993; Williams et al.,
2000). Caso a infecgao ocorra no periodo intermediario, o feto pode ser abortado ou
nascer com a infecgcédo. Infecgdes no ultimo estagio da gravidez, no entanto, pouco
predispdem ao aborto, porém, em contrapartida, o recém nato estard infectado, sem

apresentar sintomatologia clinica (Innes et al., 2002).

Acredita-se que a ocorréncia do aborto provocada pela neosporose na fase inicial da
gestacao, deve-se a uma resposta imune ineficaz do feto. Em contrapartida, a mae é
capaz de uma resposta imune celular proliferativa forte, com produgéo de IFN y em
resposta aos antigenos (Williams et al., 2000; Innes et al., 2002). Muito provavelmente,
0 aborto ocorre pelos efeitos deletérios do IFN-y sobre a gestacdo (Chaouat et al.,
1995; Innes et al., 2005). Além desses efeitos negativos do IFN-y, células T vy 9, células
T CD4" e células T CD8" foram encontradas em infiltrados, na placenta de fémeas

parasitadas pelo N.caninum (Innes et al., 2005).

A importancia de citocinas como IL-4 e IL-10 durante a gestacdo, foi demonstrada
recentemente. Ratos, no inicio da gestagéo, apresentaram uma diminuigdo da infecgéo
transplacentéria, quando infectados juntamente com anticorpos monoclonais para IL-4
(Long & Baszler, 2000). Em acréscimo, a manutencdo da gestacdo foi demonstrada

com a administra¢do de IL-4 e IL-10 (Wegmann et al., 1993; Chaouat et al., 1995).



No ter¢co médio da gestagdo comega a existir uma resposta imunoldgica proveniente do
feto e da placenta. Isso contribui para uma resposta do padrdo Th2 no ambiente de
comunicagéo entre o feto e sua mée (Ilnnes et al.,, 2002). Esplendcitos de fetos com
130 dias de gestagdo, apresentaram altos niveis de transcricao para genes de IFN v,

TNF a e IL-10, quando comparados com fetos ndo infectados (Almeria et al., 2003).

Como se sabe, IL-10 regula negativamente IFN y (Entrican, 2002), sendo este um
mecanismo para reduzir a produgao de niveis téxicos de citocinas inflamatérias (Quinn,
2004). Devido a essa importante resposta imune fetal, varios estudos indicam que o
momento da infecgdo do feto ou da placenta, é de fundamental importancia para o

resultado da gestagéo (Barr et al., 1991; Buxton et al., 1998; Williams et al., 2000).

No terco final da gestacao, o feto ja apresenta uma maturidade do sistema imunologico
e por isso, dificimente a infecgdo provoca o aborto, havendo provavelmente uma
mudancga na dindmica parasito / hospedeiro. Estudos sugerem que uma resposta Th1
compromete a gestacdo, enquanto que uma resposta Th2 localizada, pode favorecé-la

(Quinn et al., 2004; Innes et al., 2005).

3.2 RESPOSTA IMUNE NO SNC



Pouco se sabe sobre a resposta imune localizada no SNC, frente & neosporose.
Yamane et al. (2000) estudaram a susceptibilidade de culturas de células do SNC de
bovinos ao N. caninum, observando que ao tratar com TNF a e IFN y culturas dessas
células, obtidas de fetos com 100 a 240 dias de gestacao, os taquizoitos tinham o seu
crescimento inibido. Foi ainda observado que o0s parasitos estavam
predominantemente no citoplasma das células gliais, nas culturas constituidas por
aproximadamente 60-70 % de neurdnios, 10-15 % de astrécitos, 5 % de microglia e 20

% de células que ndo foram identificadas pelos marcadores utilizados.

Bartley et al. (2004), verificaram uma resposta imune celular especifica dos linfonodos
retrofaringeanos de animais infectados com N. caninum, os quais recebem a drenagem
linfatica do cérebro, sendo identificada uma predominancia de células T CD4" nesses

ganglios.

Spencer et al. (2005), inocularam células T CD8" em camundongos e verificaram que
estas promoveram sinais neuroldgicos severos tais como, ataxia, inabilidade para
localizar o alimento ou agua, movimentos circulares e ericamento de pelos em regido
cervical. Entretanto, no mesmo estudo, animais que receberam células T CD4" também
apresentaram ataxia e outras alteragées neuroldgicas, o que levou os autores a supor
gue os sinais observados nos animais que receberam células T CD8", fossem
provenientes de um excesso desse tipo celular € da sua circulacdo, apés a
transferéncia da imunidade. Durante infeccbes agudas, células CD8" atuam

primariamente como células citotéxicas limitando a disseminagcdo do parasito, por



reconhecimento direto de células infectadas pelo MHC classe | ou pela agdo de
citocinas. Um excesso desse tipo celular pode leva a uma destruicdo exacerbada ou a

liberagao de citocinas levando a sinais neurol6gicos severos.

4. DIAGNOSTICO

Desde o isolamento do N. caninum, uma série de testes véem sendo descritos e
aperfeicoados para diagnostico da neosporose. Inicialmente, esse diagnéstico era feito
pela identificacdo do agente nos tecidos, por microscopia eletrénica. O primeiro teste
descrito para a identificagcdo de anticorpos anti N. caninum foi a imunofluorescéncia
indireta (IFl) (Dubey et al., 1988b). Logo no ano seguinte, Dubey & Lindsay (1989),
utilizando soro de animais de laboratério infectados experimentalmente, desenvolveram
um teste imunohistoquimico para facilitar o diagnéstico deste parasito, assim como a

sua diferenciagéo de outros géneros.

Varios testes sorolégicos para a identificagdo de anticorpos anti N. caninum foram
propostos: o teste de ELISA, o teste de aglutinagéo direta, a imunofluorescéncia, o Dot-
ELISA e o immunoblotting. Além destes testes, a reagdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) e a imunohistoquimica também tém sido utilizada para o diagnéstico. Sabendo
que algumas espécies animais podem apresentar uma infeccdo latente e

assintomatica, esses testes sdo de grande importancia para o diagnéstico dessa



enfermidade e seu controle epidemiologico (Bjorkman et al, 1996; Barber & Trees,

1998).

O diagnéstico “post morten” é feito pela demonstracdo do parasito em tecidos de
animais doentes, ap6s sua identificacdo pela imunohistoquimica. Na macroscopia
observam-se areas de necrose no SNC e figado, além de granulomas e atrofia
cerebelar. As principais lesées microscopicas sdo a encefalomielite e miosite. Ainda
sao observados meningoencefalite e polirradiculite em caes. Em fetos bovinos observa-
se encefalomielite com infiltragcdo multifocal ndo supurativa, com ou sem necrose
multifocal e infiltracdo leucocitaria ndo supurativa difusa das meninges. A leséao
caracteristica da neosporose no SNC consiste de um foco de infiltragdo mononuclear

ao redor da &rea central de necrose (Dubey & Lindsay, 1996).

A IFl vem sendo utilizada como padrdo ouro para o desenvolvimento de outros testes
diagnoésticos (Bjorkman & Uggla, 1999). Isso acontece porque antigenos de superficie
sdo considerados os mais especificos no filo apicomplexa (Dubey et al., 1996b;

Williams et al., 1997; Packham et al., 1998; Bjorkman & Uggla, 1999).

O primeiro teste de ELISA padronizado foi descrito por Bjorkman et al. (1994). Desde
entdo, varias tentativas de torna-lo mais sensivel e especifico tém sido feitas, incluindo
modificacbes na forma de preparo do antigeno. Hoje existem testes de ELISA em que

0 antigeno empregado pode ser o taquizoito inteiro (Williams et al., 1997), o taquizoito



sonicado (Pare et al., 1995) e proteinas recombinantes de 30 e 35 kDa (Lally et al.,

1996).

A sensibilidade e especificidade destes testes sdo variaveis. Para o iscom-ELISA,
sensibilidade e especificidade foram respectivamente de 98 e 96% (Bjorkman et
al.,1999). Recentemente, Jenkins et al. (2005) propuseram um ELISA utilizando
proteinas recombinantes purificadas por HPLC, denominado de NcGRA6s-ELISA, o
qual apresentou um aumento da sensibilidade, bem como da especificidade, quando

comparado com outros trés antigenos brutos.

Um novo método, baseado em Dot-ELISA com antigenos sollveis de taquizoitos, foi
desenvolvido por Pinheiro et al. (2005), tendo apresentado sensibilidade e
especificidade de, respectivamente, de 87% e 100%, quando comparado com a IFl em

um ponto de corte de 1:25.

O “immunoblotting” também tem sido utilizado como ferramenta para o estudo da
resposta imune humoral. O reconhecimento antigénico de diversos polipeptidios (17,
29, 30, 37 kDa, dentre outros) tem contribuido para a identificacdo de diferentes
estagios de infeccdao (Hemphill et al., 1999; Schares et al., 2000; Schares et al., 2001;
Mineo et al., 2001;). No mesmo sentido, Bjorkman et al. (1999) descreveram um ELISA
de avidez para a identificacdo do tempo de infeccdo em animais inoculados com
taquizoitos por via intravenosa e recentemente, estudaram a avidez de IgG de animais

infectados com oocistos, por via oral (Bjorkman et al., 2005).



O teste de aglutinagdo direta apresenta a grande vantagem de ndo necessitar de
anticorpos secundarios. Este teste foi descrito por Romand et al. (1998) e Packham et
al. (1998), sendo observadas sensibilidade e especificidade semelhantes as da IFI

(Bjorkman et al., 1999).

Apesar de a sorologia significar um grande avanco na identificacdo de animais
soropositivos, somente animais com titulos elevados poderiam ser considerados
doentes (Dubey et al., 1998). Devido a isso, métodos mais sensiveis para a
identificagcdo do agente, como a PCR e a imunohistoquimica, se apresentam de grande

importancia.

A PCR vem sendo utilizada para a identificacdo do N. caninum a partir de tecidos de
fetos abortados, placenta, liquido amniotico, bem como, para a identificagdo de
oocistos em fezes de animais domésticos ou selvagens (Ho et al., 1996; Dubey, 1999;
Bergeron et al., 2001; Basso et al.,, 2001;). A grande vantagem dessa técnica é a
possibilidade da identificacdo de pequenas quantidades do agente em grandes areas
teciduais. Contudo, custo, tempo e equipamentos especificos, sdo fatores limitantes

para uso desse procedimento (Anderson et al., 2000).

Outra possibilidade para o diagnéstico é o isolamento do agente em cultivo celular ou a
partir de animais de laboratério. Para tanto, tecidos de animais suspeitos séo

inoculados em cultivo celular ou em camundongos imunossuprimidos, gerbil e knockout



para IFN y (Yamane et al., 1997; Dubey et al., 1998; Peters et al., 2000; Gondim et al.,

2001).

5. VACINACAO

Alguns estudos tém proposto diferentes estratégias de vacinagdo para o controle da
neosporose e atualmente, dispde-se comercialmente de uma vacina preparada com
antigenos mortos no controle da infeccdo, mesmo que apresente uma protecdo de
apenas 46% (Romero et al, 2004). Alguns trabalhos demonstram, contudo, que
vacinas com taquizoitos mortos, apesar de aumentarem a resposta imune celular e
producdo de IFN y, ndo conseguiram impedir uma transmissédo vertical do parasito
(Andrianarivo et al., 2005). Uma vacina utilizando antigenos inativados, durante a
gestacao, foi proposta por Moore et al. (2005), e os animais vacinados apresentaram
niveis de anticorpos especificos e de IFN y, em quantidades similares aqueles de
animais naturalmente infectados. Sabe-se que animais vacinados e naturalmente

infectados podem adquirir diferentes graus de imunidade protetora.

Pesquisas sobre a vacinagcdo na neosporose tém como objetivo a inibicdo da

transmissao congénita em bovinos que nunca tiveram contato com o N. caninum (Innes



et al., 2005). Em ratos, uma vacina purificada - proteina NcSRS2, demonstrou inibigao

da transmissao congénita (Haldorson et al., 2005).

6. O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O tecido nervoso é caracterizado por sua estrutura complexa e heterogeneidade de
tipos celulares, proximos entre si (Hansson, 1982). O SNC pode ser dividido em
neurdnios e células da glia. O termo neuroglia (cola do tecido nervoso) foi utilizado pela
primeira vez em 1846 por Virchow, para definir uma substancia de ligacdo do cérebro
com a medula espinhal. Em 1893, Andriezen diferenciou a glia fibrosa, que se
apresenta essencialmente na massa branca, da glia protoplasmatica, rica na massa
cinzenta. Por fim, devido a sua forma, Ramon & Cajal, em 1913, denominaram essas
células gliais de astrocitos. Com a evolugdo das técnicas histolégicas de Ramon &
Cajal, outros elementos foram diferenciados, além de neurbnios e astrécitos. Essas
outras células, propostas por Del Rio Hortega (1919 — 1928) foram chamadas de
oligodendrdcitos e células microgliais (Hansson, 1982; Boulton et al., 1992; Boumann &

Pham-Dinh, 2001).

Assim, desde o inicio do século XX, trés grandes tipos de células gliais ja haviam sido

identificadas no SNC. Estas foram agrupadas em macroglia, origindrias do



neuroectoderma, que reune os astrécitos e oligodendrécitos e microglia, de origem

mesenquimatosa (Pham-Dinh, 1999).

Estudos desses diferentes tipos celulares, com as mais diversas técnicas, mostram que
o SNC néo é somente a soma de diferentes compartimentos isolados. Na verdade,
mais que uma cooperagao entre os neurbnios e as células gliais, existe uma base
essencial para o desenvolvimento e funcionamento perfeito desse sistema. A
importancia das células gliais € também sugerida por seu crescimento proporcional em
diferentes espécies: essas células constituem cerca de 25% do total de células do SNC
de drosofila, 65 % de roedores e 90 % do total de células do SNC do homem

(Baumann & Pham-Dinh., 2001).

As células gliais sdo responsaveis por circundar o corpo celular, axénios e os dendritos
dos neurbnios, facilitando a transmissdo do impulso nervoso, participando na
separagao e isolamento dos grupos neuronais e conexdes sinapticas, promovendo
fagocitose apdés a morte neuronal, promovendo a defesa, além de participar da
captacdo de nutrientes, oxigénio e da homeostase do SNC (Tardy et al, 1991;

Letournel-Boulland et al., 1994; Kandel et al., 2000; Barres & Bardes, 2000).

6.1. 0S ASTROCITOS



Os astrécitos constituem um conjunto de células que apresentam forma de estrela, dai
o seu nome. A depender da sua localiza¢ao, diversos fenétipos e fungdes podem ser

descritos.

Morfologicamente os astrocitos podem ser subdivididos em  astrécitos
protoplasmaticos, ou do tipo |, predominantes na substancia cinzenta e os astrocitos

fibrosos, ou do tipo Il, abundantes na substancia branca (Butt & Ransom, 1993).

Os astrocitos protoplasméaticos apresentam numerosos prolongamentos, muito
ramificados, finos e curtos. Os astrécitos fibrosos tém também prolongamentos
numerosos, sendo, contudo, de grosso calibre e longos, quando comparados com 0s
astrécitos protoplasmaticos (Privat et al,1995). A nomenclatura que se utiliza
atualmente para os astrécitos baseia-se somente em diferencas morfoldgicas, uma vez
que diferengas funcionais entre os dois tipos, ndo sdo conhecidas (Kriegstein & Gotz,

2003).

Os astrocitos apresentam um citoesqueleto de filamentos intermediarios, constituido
principalmente pela proteina acida do gliofilamento (GFAP), a qual se constitui no
marcador mais utilizado para a identificacdo desse tipo celular (Bignami et al, 1972;
Eng, 1985). Nao se sabe exatamente a fungdo da GFAP, contudo, alguns trabalhos
mostram que ela esta relacionada com a estabilizacio do citoesqueleto astrocitario e a
manutencao da forma dessas células (Kimelberg, 2004). A vimentina e a nestina séo

também filamentos intermediarios de astrdcitos, os quais podem ser expressos



dependendo da idade de diferenciacdo e/ou reatividade celular (Eliasson et al., 1999).
Outros marcadores fenotipicos utilizados sdo ainda a glutamida sintetase e a S10083

(Kimelberg, 2004).

Durante muito tempo, os astrocitos foram considerados como células de apoio, cujo
principal objetivo seria o perfeito funcionamento neuronal. Atualmente, sabe-se que
eles apresentam contatos com diferentes tipos celulares e desempenham diversas
fungbes no desenvolvimento e na constituicdo do SNC, além do aporte energético aos
neurbnios e da manutencdo da homeostasia extracelular, pelo controle da
concentragdo ibnica e do pH. Participam também da formacdo e manutencdo da
barreira hemato-encefalica, regulagao da transmissao sinaptica, neurogénese no adulto
e desempenham ainda importantes papéis na defesa do sistema nervoso frente a
diferentes agressoes, sendo capazes de expressar receptores e mensageiros quimicos
diversos (Figuras 1 e 2) (Eddleston & Mucke, 1993; Van Wagoner & Benveniste, 1999;

Baumann & Pham-Dinh, 2001;).
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Wagoner & Benveniste, 1999).

- Representacdo esquematica das fungdes fisioldgicas atribuidas
astréctos e correlagbes com outros tipos celulares (Adaptado de Tardy 1991; Van
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Figura 2 — Principais peptidios e proteinas expressos por astrocitos reativos e seus

papeis. (Adaptado de Aloisi et al., 1992; Noremberg, 1994; Tardy 2001)

6.1.1. ASTROCITOS E IMUNIDADE

Os astrécitos sdao considerados como importantes células de defesa do SNC. Van
Wagoner & Benveniste (1999) relataram que essas células séo potentes produtoras de
citocinas e Gimsa et al. (2004) demonstraram que elas sdo capazes de suprimir a
ativagdo, proliferacdo e a fungdo de células T invasoras, além de atuar como

apresentadoras de antigenos.



Os astrocitos sdo as primeiras células a responder a um ataque ou lesdo no SNC
(Noremberg, 1994) e sua reatividade caracteriza-se por astrogliose. Essas células sao
conhecidas por responder tanto a fatores inflamatérios, como imunes, desencadeando
proliferagao, liberagdo de citocinas, expressao de moléculas de adesao e apresentagao
de antigenos (Figura 2) (Selmaj et al., 1990; Aloisi et al., 1992; Eddleston & Mucke,

1993; Otero & Merril, 1994; Noremberg, 1994).

6.2. OLIGODENDROCITOS

Os oligodendrocitos sao responsaveis pela sintese de mielina no sistema nervoso,
revestindo os axbnios dessa importante bainha. Essas células se apresentam com
densidade moderada, quando comparadas com os astrécitos, que sdo luminosos.
Podem apresentar nucleos redondos, ovais ou irregulares (Hansson, 1982; Baumann &
Pham-Dinh, 2001). Além disso, participam da regulacdo do pH e apresentam canais
ibnicos e receptores para neurotransmissores, 0s quais nao tém funcao fisiolégica
completamente compreendida. Apesar de apresentarem funcdes na regulacédo do
microambiente, essas células, assim como neurdnios, ndo sdo muito resistentes a

agressoes (Lent, 2001).

6.3. MICROGLIA



As células microgliais sdo normalmente menores que os oligodendrécitos e os
astrécitos. Essas células sdo fagdcitos ativos e aumentam em quantidade, quando séo
estimuladas em diferentes situagdes, a exemplo das lesées (Hansson, 1982). Séo
distribuidas por todo o sistema nervoso e representam cerca de 20 % de todas as
células gliais. Do ponto de vista antigénico, se parecem com o0s monécitos e
macréfagos, apresentando um grande niumero de marcadores, bem como propriedades
comuns a essas celulas (Tabela 1). A microglia difere dos macréfagos por apresentar
uma grande quantidade de canais idnicos e por produzir € secretar um grande ndimero
de fatores celulares, o que lhe confere um papel Unico no desenvolvimento,
cicatrizagdo e processos de reparo do sistema nervoso (Tabela 2) (Pham-Dinh, 1999).
Uma outra diferenca entre macréfagos e as células microgliais foi observada quando se
estudou essas células por microscopia eletrbnica, verificando-se em sua superficie,
protusdes caracteristicas, as quais ndo sao visualizadas em macrofagos (Vilhardt,

2005).

Ainda no tocante a morfologia, a microglia pode apresentar-se de forma amebdide ou
ramificada. Esta ultima, parece relacionada com o repouso, uma vez que em lesdes
induzidas, a ativacdo dessas células resultou em contracdo dos processos celulares e
“conversdo” em uma forma amebdide tipica dos macroéfagos. (Vilhardt, 2005). Alguns

autores consideram ainda que exista um estagio intermediario. Nesse estagio,



acontece uma hiper ramificagdo da microglia, o0 que seria o inicio do seu processo de

ativacao (Figura 3) (Streit et al., 1999).

Segundo Vilhardt (2005), as células microgliais podem ser consideradas também
células imaturas. Isso porque se diferenciam em macrofagos e células dendriticas,
qguando tratadas com fatores estimuladores de macréfagos e granulécitos (M-CSF e

GM-CSF) (Fischer & Reichmann, 2001; Santambrogio et al., 2001).

As fungbes da microglia sdo realgadas em dois momentos distintos: durante o
desenvolvimento cerebral, esta apresenta uma funcao fagocitica sobre as células que
estdo em apoptose e com isso, envolve-se diretamente com o destino
(morte/sobrevivéncia) dos neurdnios (Vilhardt, 2005); ja no cérebro adulto, quando a
fagocitose ndo é marcante, a microglia se apresenta em “repouso”, com uma forma
ramificada, promovendo suporte as células gliais e comunicacdo com neurdnios.

(Polazzi & Contestabile, 2002; Vilhardt, 2005;).

Na presenca de uma patologia enddégena como disfuncdo ou morte neuronal,
agregacoes anormais de proteinas, interagbes imunol6gicas ou infeccoes exogenas,
essas células sdo colocadas em sua forma ativa. Nesta forma, a fungéo fagocitica e a
expressao de diversos mediadores fazem com que a microglia responda de forma
especifica e apropriada. Algumas dessas fungdes sao a proliferacao celular, migracao,
fagocitose, apresentacdo de antigeno, expressao de receptores de superficie da

resposta imune inata, secrecdo de mediadores proé-inflamatérios, como



prostaglandinas, citocinas e quimiocinas, secreg¢do de proteases, geragcao de espécies
reativas de oxigénio, intermediadores do nitrogénio e a secrecdo de citocinas
antiinflamatoérias como IL-10, TGF B e substancias neurotréficas como neurotrofinas
(Aloisi, 2001; Vilhardt, 2005). Contudo, deve-se salientar que apesar de ser
considerada a primeira linha de defesa do SNC, mesmo em repouso, essas células
apresentam importantes fungbes neurotréficas, interagindo com astrécitos,

oligodendrdcitos e neurbnios (Polazzi & Contestabile, 2002; Streit, 2002).

Ceérebro sadio Ceérebro doentefinflamado

P MNeuroprotegéo N
MNeurotrofico Préregenerativa  { 3/}

Ativacio microglial

ROS
fﬁ Citocinas
2/

Patdgenos

Disfungéo neuronal / morte @ & i
u Agregacdo de proteinas
Mediadores que Idace

= Fatores genéticos de risco _
mantérm em Inflamacio

repousoc neurotdxica

Figura 3 — Caminhos da ativacdo microglial e correlagbes com estado fisiopatolégico do

cérebro (Adaptado de Vilhardt, 2005; Streit et al., 1999).



Tabela 1 — Receptores expressos pelas células microgliais (Adaptado de Vilhardt,
2005; Rock et al., 2004)

Glicoconjugados com residuos de a D galactose
CR3 (CD11b; Mac1)

CR4 (CD11c)

MHC I e MHC Il

LCA (Antigeno comum de leucécitos)
LFA 1cadeia a (CD11a)

LFA 1cadeia B (CD18)

ICAM-1

VLA-4

Receptor Fc

F4/80

Tabela 2 — Fatores liberados pela microglia ativada (Adaptado de Vilhardt, 2005; Rock
et al., 2004)

bFGF

BDND
GDNF

Gro a

IL-1

IL-1B8

IL-3

IL-8

IL-12

IL-18

IFNy

MCP-1

NGF

NO

NT-3
Plasminogene
PGE, PGF2a
RANTES



Trombospondine
TGF B

TNF a

IL-10

IL-6

6.4. RESPIRAGAO CELULAR

As mitocéndrias sdo organulos celulares relacionados com a bioenergética e com
processos apoptéticos (Mannella, 2006). Além disso, esses orgéanulos de dupla
membrana sao reservatorios de calcio e participam da geragado de espécies reativas do
oxigénio. As mitocondrias sdo sensiveis as variagdes da fisiologia celular, e pequenas
alteragdes no pH, osmolaridade e concentragdo de oxigénio, podem interferir no seu
metabolismo. Nos Ultimos anos, tem sido ressaltado o papel central desempenhado
pelas mitocondrias na etiopatogenia de varias doengas do sistema nervoso. Elas estao
envolvidas com lesdes isquémicas, em que ofertas de oxigénio e glicose limitam a sua
respiragdo. Por sua vez, neurbnios sdo lesados muito mais rapidamente que os
astrécitos, pela isquemia relativa provocada por varios tipos de agressdes.
Provavelmente isso acontece porque os astrocitos armazenam glicogénio e este deve

ser utilizado para manutencao da sua producao de ATP (Dugan & Kim-Han, 2004).

Brown et al. (1995), mostraram que astrocitos reativos apresentam uma inibicao

reversivel da respiracao celular, pela producdo endégena de NO. Os efeitos tdéxicos do



NO podem ser suprimidos pela ativacdo da cascata de AMPc que inibe a resposta

imune (Won et al., 2004).

6.5. SNC E CITOCINAS

Numerosas patologias no SNC estdo associadas com o aumento na expressédo de
citocinas como TNF a, IL-18 e IL-6, encontradas em doengas neurodegenerativas,

infecciosas e em condigdes outras como traumatismo e isquemia (Klein et al., 2000).

Em condig6es fisiologicas, os niveis de IL-6 no SNC sao baixos. Contudo, durante um
processo patoldgico, esses niveis comegam a se elevar. A importancia clinica da
expressdo de IL-6 no SNC lesionado ndo é completamente compreendida (Van-
Wagoner & Benveniste, 1999). Sabe-se que IL-6 € uma citocina imunorregulatéria, com
atividade pré e antiinflamatéria e a sua falta, pode interferir na resposta (Figura 4)(Bolin

et al., 2005).

As acdes da IL-6 no SNC podem ser consideradas benéficas ou destrutivas. Estudos
tém demonstrado que a agdo dessa citocina promove proliferagdo de astrécitos e
acredita-se que ela esteja envolvida com astrogliose. Em contrapartida, um excesso de

sua expressao pode levar a neuropatologias (Van Wagoner & Benveniste, 1999).



O TNFa é um importante mediador da resposta inflamatéria em vérios tecidos,
incluindo o cérebro. Essa citocina pré-inflamatéria apresenta diferentes efeitos em
astrécitos, tais como proliferagédo, gliose e inducdo de outras citocinas, a exemplo da
IL-6 (Benveniste et al, 1995; Van Wagoner & Beneviste, 1999). Essa citocina
apresenta também a funcéo de regular a resposta imune, modulando a expressao de

MHC classe | e Il em astrocitos e microglia (Beneviste, 1992).

Sabe-se que a IL-10 inibe a producdo de IFN y (Entrican 2002). Muitas fungbes das
células gliais sédo reguladas por varias citocinas, sendo a IL-10 descrita como tendo um
efeito imunossupressor (Benveniste et al.,, 1995). Essa citocina inibiu a produgado de
mediadores da inflamagado em células gliais tratadas com LPS (Ledeboer et al., 2000;

Ledeboer et al., 2002).

Outras fungdes da IL-10 envolvem uma retro-regulacéo da expressao de MHC classe |l
induzida por IFN vy, a inibicdo da producao de TNF a e IL-12, assim como a liberagéo
de oxido nitrico (NO), por macréfagos. A IL-10 é produzida no SNC sob diversas
condigdes inflamatérias ou desordens autoimunes, porém, a fonte celular de sua
producéo intracerebral ndo foi bem caracterizada “in vivo” (Deckert-Schluter et al 1997),
ainda que tenha sido descrita como sendo produzida por microglia (Ledeboer et al.,

2000; Mizuno et al., 1994) e por astrocitos no SNC (Sawada et al., 1999).

Assim como as citocinas, o éxido nitrico (NO) é um mensageiro intracelular com muitas

fungbes no SNC (Vincent, 1994; Bredt & Snyder, 1994). Essa espécie reativa do



oxigénio tem acao sobre a destruicdo de microrganismos, parasitos e células tumorais
(Dusse et al., 2003). O NO pode ser produzido frente a uma infinidade de antigenos e
com isso, a sua sintese pode ser excessiva, tornando-se neurotoxico (Dawson et al.,
1991; Nathan, 1992; Murphy et al., 1993, Lipton et al., 1993; Vincent, 1994). Em
astrécitos, a sintese do NO pode ser induzida por citocinas pré-inflamatérias como TNF

a, IL-1 B e IFN y (Brown et al., 1995; Won et al., 2004;).

Oligodendrécito

Figura 4 — Interagbes das células gliais com o sistema imunolégico (Adaptado de Tardy

et al.,, 2001; Klein et al., 2000; Bolin et al., 2005).

Culturas de células da glia representam um modelo fiel e pratico para estudo das

interacdes fisiopatolégicas que envolvem o SNC, uma vez que, conforme explicitado,



essas células desempenham relevantes papeis na manutencdo do equilibrio
homeostatico e na resposta imune neste tecido (Tardy, 1991). Outrossim, dados da
literatura demonstram que a resposta imune frente a neosporose ainda é incipiente,
especialmente quanto aos estudos que envolvem o SNC. Assim sendo, esse trabalho
buscou elucidar aspectos da imuno-modulagao de culturas primérias de astrocitos e de
células da microglia, obtidas de cérebros de ratos, infectadas por N. caninum com o
intuito de melhor compreender aspectos da imuno-patogénese desta parasitose no
SNC.

Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Observar o envolvimento de células do sistema nervoso central na imunopatogénese

do Neospora caninum.

2. Objetivos especificos

Desenvolver um modelo de estudo da infecgéao de cultura de células gliais de rato pelo

N. caninum.



Avaliar as alteragbes celulares (proliferacéo, diferenciacdo e morte celular) frente a
infeccdo com o N. caninum e correlaciona-las com aspectos patogénicos da

neosporose.

Observar o perfil de citocinas e de marcadores gliais em culturas primarias do SNC de

ratos infectadas com o N. caninum.

lll. RESULTADOS

ARTIGO I - Astroglial cells in primary culture: A valid model to study Neospora caninum
infection in the CNS - Veterinary Immunology and Immunopathology 113

(2006) 243-247

/{ Formatado: Inglés (EUA)

astrocytes in vitro — Experimental Parasitology 112 (2006) 193-197.



ARTIGO Il — Host / parasite relationship in the in vitro infection of rat gliocytes by
Neospora caninum: Evaluation of cell respiration — Aceito para

publicacido in Research in Veterinary Science RVSC — 06-425R1

ARTIGO IV — Evaluation of IL-6, TNF a and IL-10 in mixed glial cultures infected in vitro

by the Neospora caninum — a ser submetido a Veterinary Parasitology

IV. DISCUSSAO

Os modelos de cultura utilizados mostram-se adequados para o estudo das interagbes
imunologicas do N. caninum no SNC, uma vez que o parasito, apresentando tropismo
por este tecido, se desenvolve nessas células. As culturas gliais respondem a infecgéao
modificando sua morfologia, caracterizada por aumento do corpo celular e
reorganizagdo dos filamentos intermediérios, além da producdo de citocinas de perfil

Th1 e Th2.



A resposta imunologica a esta parasitose foi descrita por varios autores (Khan 1997,
Kasper & Khan 1998; Tanaka et al., 2000; Innes et al., 2000). Esses pesquisadores
encontraram um padrdo Th1, com producéo de IFN-y e de IL-12, perfil esse esperado,
uma vez que N. caninum é um parasito intracelular obrigatério e seu hospedeiro tentara
combater a infeccdo com citocinas que promovem, dentre outras agdes, uma maior

proliferagao celular.

Nossos resultados mostram que nas culturas de células da glia infectadas com N.
caninum, existem elevadas concentracdes de citocinas do perfil Th2. Esses achados
podem indicar um outro padrao de resposta das células do SNC frente a infeccdo deste
parasito, como aquele observado na gestacdo, quando foram descritos elevados

valores de IL-10 na barreira materno-fetal (Innes et al., 2002; Almeria et al., 2003).

Ao estudar animais infetados com o N. caninum, Bartley et al (2004) observaram que
linfonodos retrofaringeanos de animais que apresentavam sintomatologia nervosa, ao
receberem a drenagem linfatica do SNC, apresentavam células com fenétipo T CD4".
Sabendo que estas células podem apresentar uma derivacdo tanto Th1 como Th2,
esses achados, eventualmente, poderiam corroborar com o padrdo de citocinas

encontrados em nossas culturas.

A ocorréncia da neosporose durante a prenhez acarreta reacdes diversas, conforme o
tempo de gestacdo, a exposicdo ao parasito, assim como, um contato prévio com o

agente, podendo ocorrer desde abortamentos, no tergo inicial, até nascimentos de



bezerros assintomaticos (Innes et al., 2002; Quinn et al 2002; Andrianarivo et al., 2005;
Innes et al., 2005). Os indices de IFN-y produzidos pela mae sdo determinantes na
resposta ao parasito e, no curso da gestacao, estes podem ser modulados pelo IL-10 e

outras citocinas antiinflamatérias do feto (Williams et al 2000; Innes et al 2002).

Estudos “in vitro” tém demonstrado um aumento da expressao de IL-10 no SNC de
animais infectados com T. gondii (Burke et al., 1994; Schluter et al., 1997). Segundo
Gazzinelli et al. (1992) essa citocina contribui para a diminuicdo do dano tecidual,
entretanto, favorece a persisténcia do parasito. Em contrapartida, camundongos
knockout para IL-10, quando infectados com T. gondii mostraram uma alta
suscetibilidade aos efeitos inflamatérios provocados por IL-12 e IFN-y, e néo
apresentaram uma proliferagcdo excessiva do parasito (Gazzinelli et al., 1996; Willi et
al., 2001). Nesse contexto, Rozenfeld et al. (2003), sugerem que na toxoplasmose a IL-
10 apresenta um papel importante na homeostase do SNC, eliminando os danos

teciduais.

Em nosso estudo, uma super producdo de IL-10 pelos astrécitos é provavelmente
responsavel pelos valores basais de IFN-y. Isto favoreceria um ambiente imunolégico
privilegiado para que o cérebro venha a desempenhar suas fungdes vitais, num
mecanismo semelhante aquele verificado quando uma gestagao, estado igualmente

singular, cursa com a neosporose.



A IL-6, citocina do perfil Th2, provavelmente apresenta uma agéo protetora. Essa
citocina imunorregulatéria com atividades pré e antiinflamatérias, além de promover a
proliferacdo de astrécitos, esta relacionada com a astrogliose (Van Wagoner &

Beneveniste, 1999; Bolin et al., 2005).

Apesar de terem sido encontradas altas concentragbes de IL-10 e IL-6, valores de
TNF-a e NO também foram encontrados. As presencas dessa Ultima citocina e dessa
espécie reativa do oxigénio, demonstram que, apesar de existir uma forte tendéncia

para um perfil de citocinas Th2, a resposta inflamatéria ndo desaparece por completo.

Halonen et al. (1998) consideram que o NO ndo € importante na destruicdo de T. gondii
em culturas de astrocitos e Wilson & Hunter (2004) acreditam que astrécitos tém uma
outra forma de destruicdo deste parasito, que nao a utilizacdo de NO. Da mesma
forma, TNF-a sozinho n&o foi capaz de inibir o crescimento de T. gondii em culturas
primarias de astrocitos murinos (Halonen et al., 1998). Em contrapartida, Yamane et al.
(2000), relatam a importancia do TNF-a € do NO no controle do N. caninum no SNC,
observando reducédo significativa de sua proliferacdo em culturas do SNC contendo

principalmente neurénios.

O TNF-a apresenta grande importancia na resposta inflamatéria de varios tecidos €, no
SNC, promove proliferagéo de astrocitos e gliose. O NO é um agente responsavel pela
destruicdo de microorganismos, parasitos e células tumorais (Benveniste et al., 1995;

Van-Wagones & Benveniste 1999; Dusse et al., 2003). Isso mostra que, mesmo com a



IL-10 inibindo a acdo do IFN-y, existe produgao de outras citocinas, a exemplo de IL-6

e TNF-q, além de NO, que vao promover uma resposta frente ao N. caninum.

A gliose e a astrogliose observadas nos experimentos, provavelmente sdo resultados
das agbes do TNF-a e da IL-6. Culturas puras de astrocitos apresentaram um aumento
no corpo astrocitario e uma maior reatividade, quando marcadas com anticorpos anti
GFAP, enquanto que, culturas de células gliais (astrocitos, oligodendrécitos e
microglia) apresentaram uma maior quantidade de prolongamentos, evidenciando uma
reorganizagdo dos filamentos intermediarios e areas com grande concentragéo de
células microglias. Essa observacdo demonstra a importancia da interagéo astrécito X

microglia para a resposta contra a infecgdo (Vilhardt, 2005).

No Western immunoblotting, houve aumento da reatividade de glutamida sintetase, que
apresenta um papel fundamental no metabolismo intermediario, no desenvolvimento,
na regulagédo de neurotransmissores e na detoxicacdo de aminoacidos junto as células
gliais. A expressdao de OX-42 apresentou-se aumentada com 24h de infeccao.
Alterac6es na expressao dessa proteina sao relacionadas com ativacdo microglial, seja
pela sua expressao na microglia ativada, ou pela proliferacio dessas células, indicando
microgliose. Essas células tém papel fundamental na resposta do SNC na
toxoplasmose (Wilson & Hunter, 2004). Nao foi observado, contudo, aumento da
expressao do GFAP nem de vimentina. A imunocitoquimica para o GFAP, revelou uma

modificagédo fenotipica das células infectadas. O aumento na expressdo de GFAP tem



sido observado em periodos mais prolongados, em torno de 7 a 8 dias de tratamento

(Chiu & Goldman, 1984; Morrison et al., 1985).

O consumo de oxigénio de células da glia infectadas com N. caninum ndo apresentou
diferenca significativa, quando comparado com o controle. A preservacao da atividade
mitocondrial demonstra a habilidade deste parasito em conviver com seu hospedeiro,
sem alterar uma das mais importantes fontes de energia para a manutencéo da vida de
ambos. Deste modo, o parasito pode usufruir ao maximo das células hospedeiras, para

sua prépria multiplicacdo e manutengao.

V. CONCLUSOES

O modelo experimental “in vitro’, demonstrou ser eficiente para o estudo das relagbes

existente entre 0 Neospora caninum e as células da glia de rato.



Os astrécitos de rato “in vitro” respondem a infeccao pelo Neospora caninum com uma

hipertrofia e alteracao dos filamentos intermediarios.

IL-10, IL-6 e TNF-a sdo produzidas por células gliais de rato, infectadas, “in vitro” com

o N. caninum

IFN y nao foi detectado no sobrenadante de culturas de células gliais e astrocitarias de

rato infectadas “in vitro”com N. caninum..

NO foi detectado no sobrenadante de culturas de células da glia de rato, infectadas “in

vitro”com o N. caninum.

Gliécitos de ratos infectados com o N. caninum “in vitro”, nao apresentam alteragdo do

metabolismo mitocondrial, nas condi¢cdes estudadas.

O conjunto dos resultados sugere uma resposta do tipo Th2 em culturas de células

gliais infectadas “in vitro” com o Neospora caninum.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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