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RESUMO

Neospora caninum é um protozodario coccidio agente causador da neosporose, uma parasitose
de ocorréncia mundial caracterizada por causar abortamento e alteragdes neonatais. Este
parasito apresenta bovinos, caprinos e bubalinos como seus hospedeiros intermediarios,
enquanto caes e coiotes sdo descritos como seus hospedeiros definitivos. Considerando que N.
caninum ¢ um parasito intracelular obrigatorio acredita-se que a infec¢do por este protozoario
possa interferir na atividade das organelas das células infectadas, dentre essas organelas
destacam-se os lisossomos, centro de degradagao primaria da célula. Devido a isso, o presente
trabalho objetiva analisar o nivel de enzimas cataliticas, as fosfatases acidas, presentes no
interior dos lisossomos do cérebro e figado de 20 gerbis (Meriones Unguiculatus), sendo 10
infectados experimentalmente e 10 controles. Os animais foram infectados por via subcutanea
com 5x10° taquizoitos da cepa NC-Bahia e eutanasiados por deslocamento cervical. A fragio
lisossomial foi obtida por meio de centrifugacdes fracionadas e refrigeradas. As fosfatases
acidas presentes no interior dos lisossomos de cérebro e figado dos gerbis foram dosadas com
o uso de kit comercial. Os animais controles apresentaram para cérebro uma atividade de
fosfatase acida de 34,3 + 5,7 Ul/mL; enquanto os animais infectados apresentaram taxas de
26,9 + 3,7 U/mL. J4 a média da atividade fosfatdsica 4cida das cpélulas de figado para os
animais controles foi de 28,3 + 2,5 Ul/g de proteinas totais/mL e de 8,7 = 6,8 Ul/ug de
proteinas totais/mL para os animais infectados. Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que a maior estabilidade lisossomica encontrada no grupo infectado, provavelmente
corresponde a um mecanismo de defesa do parasito ao ataque das enzimas hidroliticas acidas
contidas nos lisossomos primarios.

Palavras-chave: Infeccao, Neosporose, Protozoario.
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ABSTRACT

Neospora caninum is a coccidial protozoan that cause agent of neosporosis, a disease of
worldwide occurrence characterized by causing abortion and neonatal alterations. This
parasite has cattle, goats and buffaloes as intermediate hosts, while dogs and coyotes are
definitive hosts. Whereas N. caninum is an obligate intracellular parasite is believed that
infection with this parasite can interfere with the activity of the celular organelles, these
organelles among the highlights are the lysosomes, the center of primary degradation of the
cell. The aim of this work was analyze the level of catalytic enzymes, Monoester-
Ortofosforica fosfohidrolase — EC 3.1.3.2, present in lysosomes of the brain and liver of 20
gerbils (Meriones Unguiculatus), 10 were experimentally infected and 10 controls. Animals
were infected subcutaneously with 5x10° tachyzoites of NC-Bahia strain and after three days
were euthanized. Lysosomal fraction was obtained by fractionated centrifuge. The acid
phosphatase present in the lysosomes of brain and liver of gerbils was measured using a
commercial kit. Control animals had an activity of brain for acid phosphatase 34.3 + 5.7
IU/pg total protein/mL, while the infected animals was of 26.9 + 3.7 IU/ng total protein/mL.
Since the average acid phosphatase activity of liver cells to the control animals was 28.3 + 2.5
IU/pg total protein/mL and 8.7 + 6.8 IU/ug total protein/mL in the infected animals. Based on
these results, we can conclude that the lysosomal stability found in the infected group,
probably represents a defense mechanism of the parasite against acidic hydrolytic enzymes
contained in lysosomes primary.

Keywords: infection, neosporosis, Protozoan.
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum ¢ um protozoario intracelular obrigatorio causador da neosporose,
doenca que foi identificada hé aproximadamente duas décadas. Este parasito, que afeta
principalmente bovinos e caninos, tem sido identificado desde sua primeira observagao,
isolamento e caracterizagdo em varias partes do mundo, inclusive no Brasil (BIERKAS et al.,

1984; DUBEY, 1988; GONDIM et al., 1999).

Em bovinos, a neosporose caracteriza-se por ser uma importante causadora de
abortamento e alteragdes neonatais, sendo considerada uma das principais causas desta
patologia nesta espécie (DUBEY, 1999). Os cdes e coiotes sdo identificados como
hospedeiros  definitivos, entretanto, podem apresentar alteracdes neuromusculares
caracterizadas por uma paralisia ascendente, com os membros posteriores geralmente mais

afetados (DUBEY, 2003; GONDIM, 2004; DEVENS e VILORIA, 2008).

Apesar do potencial zoondtico da neosporose, ndo existem evidéncias suficientes de
que N. caninum seja um agente patoldgico em seres humanos. Embora ja tenha ocorrido a
detecgdo de anticorpos anti-Neospora caninum no homem, supde-se que este seja resistente,
entretanto, em casos de imunodepressdo, a vulnerabilidade tende a ser aumentada

(ANDREOTTIL, 2001; INNES et al., 2001).

Esse parasito apresenta multiplicagdo assexuada no interior das células do hospedeiro
intermediario. Desta forma, a interagdo existente entre parasito - hospedeiro pode interferir na
atividade da célula e das suas organelas. Entre essas organelas destacam-se os lisossomos que
constituem os compartimentos de degradagdo primaria da célula, podendo estar relacionados
com processos de endocitose, fagocitose, apoptose ou autofagia (SAFTIG e

KLUMPERMAN, 2009).

Essas organelas possuem aproximadamente, em seu interior, 50 hidrolases, cada uma
com um substrato especifico para degradacdo, a exemplo de lipases, nucleases, fosfatases,
entre outras enzimas que para se manterem funcionais necessitam de um pH acido que ¢

fornecido pelos lisossomos (SAFTIG e KLUMPERMAN, 2009).

Desta forma, por meio deste estudo, buscou-se verificara estabilidade das membranas
dos lisossomos de figado e cérebro de gerbis infectados experimentalmente por N. caninum.

Essa analise podera contribuir para uma maior compreensao da fisiopatologia da neosporose e
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assim, futuramente, para o desenvolvimento de novos farmacos e vacinas que poderao

minimizar os prejuizos causados por esta enfermidade.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Neospora caninum € um protozoario que foi descrito por Dubey et al. em 1988a. Neste
mesmo ano, Dubey et al. (1988b) ao estudar cortes histologicos de cdes com suspeita de
toxoplasmose conseguiram isolar e classificar este protozodrio como um parasito pertencente
a um novo género e espécie, com as seguintes caracteristicas taxondmicas: filo: Apicomplexa,
classe: Sporozoasida, sub-classe: Coccidiasina, ordem: FEucoccidiorida, familia:
Sarcocystidae, sub-familia: Toxoplasmatinae, género: Neospora, espécie: Neospora caninum

(DEVENS e VILORIA, 2008).

O Filo Apicomplexa consiste em um grupo diversificado de protozodarios parasitos que
sao chamados assim por possuir em seus estadios mdveis um complexo apical anterior que se
fixa ou penetra a célula hospedeira. Este complexo ¢ geralmente constituido por organelas
especializadas como: anéis polares, roptrias, micronemas, condides e microtibulos dispostos
sobre a membrana celular (TORTORA et al., 2005; RUPPERT et al., 2005; MONTEIRO,
2006).

Neste filo, os individuos da classe Sporozoasida e sub-classe Coccidiasina sdo os mais
numerosos. Esses organismos caracterizam-se pela producao de oocistos, que dardo origem a
formas infectantes chamadas esporozoitos, e por serem parasitos intracelulares homo ou

heteroxenos (RUPPERT et al., 2005; MONTEIRO, 2006).

A Familia Sarcocystidae contém cerca de 200 espécies de coccidios heteroxenos, estes
formam cistos teciduais em seus hospedeiros intermediarios. Essa familia ¢ dividida em duas

sub-familias: Sarcocystinae e Toxoplasmatinae (MONTEIRO, 2006).

A sub-familia Toxoplasmatinae possui apenas quatro géneros, que totalizam 11

espécies distintas. Dentre essas espécies esta o Neospora caninum que apresenta o cao (Canis
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familiaris) e o coiote (Canis latrans) como hospedeiros definitivos (McALLISTER et al.,

1998; MONTEIRO, 2006).

Entretanto, os coiotes foram sugeridos como hospedeiros definitivos apenas em 2004
por Gondim et al. depois da realizacdo de experimentos em que oocistos do parasita foram
detectados em fezes de filhotes dessa espécie, apods serem alimentados com tecidos de bovinos
infectados. Acredita-se ainda que outros canideos silvestres também possam ser considerados

hospedeiros definitivos deste protozoario, eliminando oocistos deste parasito.

Os hospedeiros intermediarios descritos para este parasito sdo os bovinos, caprinos,
bubalinos, ovinos, equinos, camelos, dentre outras espécies, sendo os bovinos considerados os
mais importantes hospedeiros intermedidrios parasitados por este protozoario, uma vez que
esta espécie ¢ alvo de grandes prejuizos reprodutivos causados pela neosporose

(McALLISTER et al., 1998; DUBEY, 1999; DUBEY, 2003).

N. caninum foi observado pela primeira vez por Bjerkas et al. (1984) em uma ninhada
de labradores com encefalomielite na Noruega. Estes pesquisadores relataram a presenca de
um parasito fenotipicamente semelhante ao Toxoplasma gondii, porém, devido ao fato dos
citados parasitos apresentarem diferengas ultra-estruturais e antigénicas, os animais infectados

nao possuiam anticorpos para este protozoario (DUBEY et al., 1988).

Segundo Dubey er al. (2002), algumas caracteristicas principais podem ser

consideradas na distingdo entre N. caninum e T. gondii:

- N. caninum possui os caes como hospedeiros definitivos e a neosporose ¢ uma das
principais doencas em bovinos. Enquanto o 7. gondii possui os gatos como hospedeiros

definitivos e a toxoplasmose ¢ uma das principais doengas que acomete ovelhas;

- Apresentam sinais clinicos diferentes, pois a neosporose induz principalmente
paralisia dos membros posteriores em caes, o que ndo acontece com freqiiéncia na

toxoplasmose clinica canina;

- Os cistos teciduais produzidos pelo N. caninum apresentam, geralmente, paredes
mais espessas, com até 4 pm, enquanto os de 7. gondii possuem uma parede delgada, que nao
pode ser medida com precisdo ao microscopio de luz independente da duragdo da infecgao

(Figura 1);

- N. caninum possui antigenos genética e imunologicamente distintos dos de 7. gondii;
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- Os parasitos em questdo utilizam diferentes receptores de adesdo para invadir as

células hospedeiras (DUBEY et al., 2002).

Morfologicamente, os taquizoitos de N. caninum apresentam entre seis e 16 roptrias,
dois anéis apicais e um anel polar, podendo ter formato ovoide, de meia lua ou globular com
dimensoes de 3,0 a 7,0 pum de comprimento por 1,0 a 5,0 um de largura, de acordo com o
estagio de divisdo (SPEER e DUBEY, 1989; DUBEY et al., 2002; GUIMARAES JUNIOR e
ROMANELLLI, 2006).

Multiplicam-se por endodiogenia na fase assexuada, sendo encontrados em células do
sistema nervoso, miocitos, macrofagos, células do endotélio vascular, células do epitélio dos

tubulos renais, fibroblastos e hepatdcitos dos animais infectados (HEMPHILL et al., 1996).

Os taquizoitos penetram ativamente nas células hospedeiras em aproximadamente
cinco minutos apos o contato, multiplicando-se no citoplasma em vacuolos parasitoforos.
Esses vacuolos sao formados a partir da membrana plasmatica do hospedeiro, desta forma,
desencadeiam o rompimento da célula e levam a lesdes nos tecidos (HEMPHILL et al., 1996;

BUXTON et al., 2002).

Os bradizoitos de N. caninum sdo delgados e alongados com um nucleo subterminal,
medindo de 6,0 a 8,0 um de comprimento por 1,0 a 2,0 um de largura. Estas estruturas
secretam proteinas que formam espessos cistos teciduais, desta forma sdo capazes de impedir
a ativacdo do sistema imunologico do hospedeiro, além de atuar como fonte de infecg¢do para
predadores, no caso de carnivorismo (McALLISTER et al., 1998; DUBEY, 2002; MINEO,
2007).

Os cistos tém sido encontrados em células do sistema nervoso, como cérebro, nervos,
medula espinhal e retina; além de musculo esquelético. Sdo arredondados ou elipticos e
podem ter até 107 um de didmetro, sua parede ¢ lisa e bem espessa, medindo até quatro micra
de espessura, dependendo do tempo de infeccio (GUIMARAES JUNIOR ¢ ROMANELLI,
2006).

Outra forma infectante do N. caninum ¢ o oocisto. Esses, ndo esporulados, medem de
10 a 11 pm de didmetro. Sdo formados pela replicagdo sexuada do agente no trato
gastrintestinal dos seus hospedeiros definitivos, os quais sdo responsaveis pela contaminacao

ambiental e subseqiiente dispersdo do agente (McALLISTER et al., 1998; MINEO, 2007).

A parede dos oocistos ¢ incolor ¢ mede entre 0,6 ¢ 0,8 pm de espessura. Quando

esporulado, cada oocisto apresenta dois esporocistos que possuem de 6,1 a 84 pum de
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comprimento por, aproximadamente, 1,37 um de largura. Cada esporocisto possui quatro
esporozoitos em seu interior, estes sdo alongados ¢ medem entre 2,0 ¢ 6,5 um (DUBEY,

2002).

Figura 1 — Comparagdo da espessura das paredes de cistos teciduais de N. caninum (A-
C) com cistos teciduais de 7. gondii (D). Ambos em cérebros de roedores (DUBEY et al.,
2002).

2.2 CICLO BIOLOGICO DE N. CANINUM

O ciclo biologico de N. caninum (Figura 2) foi descrito por McAllister et al. em 1998,
se trata de um ciclo de vida heteroxeno, possuindo replicagdo sexuada e assexuada em

hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente.



A replicacdo assexuada pode ocorrer em todos os animais homeotérmicos, enquanto a
reproducdo sexuada ocorre somente nos canideos (GONDIM et al., 2004), que também

podem se comportar como hospedeiros intermediarios do parasito (DUBEY, 2003).

Este ciclo apresenta trés formas de vida infectantes: os taquizoitos, forma de
multiplicagdo rapida presente na infec¢ao ativa; os bradizoitos, forma de laténcia do parasito,
possuem multiplicagdo lenta; e os esporozoitos. Os taquizoitos e os bradizoitos sdo estagios
encontrados no hospedeiro intermediario. Os esporozoitos sdo eliminados nas fezes pelo
hospedeiro definitivo em forma de oocistos. Esses oocistos possuem dois esporocistos cada,

que apos esporulados formam quatro esporozoitos cada um (VOGEL et al., 2006).

O hospedeiro intermediario ingere alimento e/ou agua contaminados com oocistos
esporulados, que sofrem digestdo quimica e enzimdtica apds passagem pelo estomago e
duodeno, respectivamente, liberando os taquizoitos para a luz do intestino. Esses taquizoitos
se dividem rapidamente por endodiogenia, ¢ podem penetrar em células de diversos tecidos
do hospedeiro, como macréfagos, neurdnios, fibroblastos, entre outras; e causar severas lesoes

em diferentes 6rgaos (DUBEY ef al.,1999).

Quando o hospedeiro ¢ capaz de ativar uma resposta imunoldgica eficiente, este
parasito passa a alternar a expressdo de genes especificos que desencadeiam uma cascata de
eventos como a migracao preferencial para o SNC, musculo esquelético ou retina, onde ha a
conversao em bradizoitos ¢ a formagdo de cistos teciduais (SHIBAHARA et al., 1999;

BUXTON et al., 2002).

O ciclo intestinal, que compreende a fase sexuada da evolucdo do N. caninum, inicia-
se com uma fase assexuada de multiplicagdo dos bradizoitos nas células epiteliais do intestino
do hospedeiro definitivo. Ocorre a multiplicagdo por endodiogenia e, logo, inicia-se o ciclo
sexuado, com a formacdo de micro e macrogametas, apds a fecundacdo dos macrogametas,
formam-se os oocistos que serdo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos para iniciar

um novo ciclo (SHIBAHARA et al., 1999).
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Figura 2 — Ciclo de vida do N. caninum (DUBEY, 2003).

2.3 TRANSMISSAO

A transmissao da neosporose pode ser vertical (transplacentaria) ou horizontal (pos-
natal). A transmissao horizontal apresenta-se como uma adaptagao evolutiva de N. caninum.
Ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados ou cistos teciduais presentes em agua ou

alimentos contaminados (DUBEY et al., 1999).

A transmissao vertical ocorre por via transplacentaria e constitui uma alternativa para
a manuten¢do do parasito nas populagdes animais ja infectadas, sendo a principal maneira de
dissemina¢do da neosporose em bovinos. Véarios trabalhos demonstraram que, nesta espécie, a
transmissdo transplacentdria do parasito ¢ eficaz nos animais infectados naturalmente,
oscilando entre 48 a 95% das infec¢des que ocorrem. Além disso, a doenga pode ser
transmitida desta maneira por varias geracdes (DUBEY et al., 1999; TREES e WILLIAMS,
2005; MOTA et al., 2008).

Existem duas modalidades de infecc¢do vertical, quando a fémea prenhe se contamina
com o oocisto, desta forma ha a passagem de taquizoitos pela placenta, deixando o feto
exposto ao parasito. A outra maneira ¢ através da reativacdo de uma infec¢ao latente, que
ocorre devido a fatores como a diminui¢ao da imunidade do animal e que, da mesma maneira,

expora o feto aos taquizoitos do protozoario (INNES et al., 2001).
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2.4 NEOSPOROSE EM BOVINOS

Anticorpos anti-N. caninum tém sido encontrados em rebanhos leiteiros e de corte em
todo o mundo, independente do clima e da regido geografica. Em animais adultos o
abortamento constitui o sinal clinico reprodutivo mais evidente e ocorre geralmente no quinto

ou sexto més de gestacao (DUBEY, 2003).

Estudos mostram que este protozodrio € considerado causa de aborto em bovinos em
diversos paises como Taiwan, Republica da Coréia, Vietna, Turquia, Estados Unidos, Gra-

Bretanha e Nova Zelandia (COSTA et.al., 2001).

Entretanto, essa patologia também pode causar lesdes inflamatdrias e degenerativas
nos fetos de bovinos. Estas lesdes ocorrem em varios tecidos, porém os mais comumente
acometidos sdo SNC, coracdo, figado e musculo esquelético. Como conseqiiéncia, o feto pode
morrer no utero, ser mumificado, autolisado, reabsorvido ou apresentar alteragdes neonatais

(ANDERSON et al., 1991; DUBEY, 2003).

Caso nenhuma dessas opgdes aconteca, o bezerro nasce infectado. Porém, a grande
maioria dos animais infectados ndo apresenta sinais clinicos, apesar de ter a infecgdo latente e
abrigar o parasito encistado em varios tecidos. Desta forma, esses animais possuem
importante papel epidemiologico na manutencdo da doenca em um rebanho em diferentes

regides, pois transmitem a neosporose para os seus descendentes (DUBEY, 2003).

Devido as perdas reprodutivas que causa, a neosporose possui uma grande importancia
econdmica, uma vez que provoca diminui¢cdo na producdo de leite, descarte prematuro de
animais soropositivos, nascimento de bezerros fracos e inviaveis, problemas com o retorno ao

cio das vacas, além de aborto (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Na California (EUA), os prejuizos causados por este protozoario na industria leiteira
foram estimados em torno de 35 milhdes de dodlares por ano. No Brasil existem relatos de
animais soropositivos em rebanhos leiteiros e de corte em varios estados como Bahia, Parana,
Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul entre outros (ANDREOTTI, 2001;
INNES et al., 2001).
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2.5 NEOSPOROSE EM CANIDEOS

Os casos mais graves da neosporose acontecem em caes jovens infectados pela via
transplacentaria, esses animais apresentam como sintomatologia clinica alteragdes
neuromusculares severas como: paralisia ascendente, com os membros posteriores geralmente
mais afetados, dificuldade de degluticdo, paralisia da mandibula, cegueira, convulsdes,
incontinéncia urinaria e fecal, flacidez e atrofia muscular, além de falha cardiaca (DEVENS e

VILORIA, 2008).

Em animais adultos os sintomas sdo mais variados, acredita-se que a doenca seja
desencadeada em funcdo da reativacio de uma infec¢do anterior, associada com
imunosupressdo. Nestes casos, além do quadro neuromuscular, podem ocorrer dermatite
piogranulomatosa, miocardite fatal e pneumonia. Os cdes podem sobreviver durante meses

com esses sintomas, precisando ser, muitas vezes, eutanasiados (DEVENS e VILORIA,

2008).

O parasito pode ser encontrado em varios 6rgaos durante a fase aguda, entretanto,
restringe-se a0 SNC na fase cronica. Apesar de predisposicdo a sexo € raca nio serem
conhecidos, a maioria dos casos descritos tem ocorrido com caes das racas Labrador, Boxer,

Greyhound e Golden Retrievers (GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLI, 2006).

Casos de neosporose em cies tém sido relatados na América do Norte, Europa, Africa
do Sul, Japao, Australia e Costa Rica (BENETTI et al., 2008). No Brasil, estudos observaram
uma alta prevaléncia de caes soropositivos para N. caninum em diversos estados, dentre eles a
Amazonia, Minas Gerais, Maranhao, Sao Paulo ¢ na Bahia, onde foi isolada pela primeira vez
a cepa NC-Ba de cérebro de cdes naturalmente infectados (GONDIM et al., 2001;
TEIXEIRA et al., 20006).

Esses estudos apontam que alguns fatores com papel importante na epidemiologia do
N. caninum como o tipo de alimentagdo, o ambiente no qual o animal vive, o acesso as ruas, a
idade dos caes, dentre outros, sdo fundamentais para o estudo da doenca (GENNARI et al.,

2002; CANON-FRANCO et al., 2003; FERNANDES et al., 2004; BENETTI et al., 2008).
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2.6 DIAGNOSTICO

Desde a descoberta do N. caninum e de seu isolamento, uma série de possibilidades
diagndsticas vém sendo descritas, o primeiro teste para a identificagdo de anticorpos IgG anti-
N. caninum foi a reag@o de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (DUBEY et al., 1988b; MOTA
et al.,2008).

Esta reacao ¢ considerada inespecifica para taquizoitos, visto que ha a possibilidade de
acontecer reagdes cruzadas com protozodrios da mesma familia (MOTA et al., 2008).
Contudo, a RIFI destaca-se entre as demais andlises soroldgicas no diagnostico da
neosporose, uma vez que anticorpos de superficie sao considerados os mais especificos para o
filo Apicomplexa.

Apesar das diversas discussdes existentes, estudos sugerem para esta reagao que titulos
de 200 ¢ um ponto de corte apropriado para a detec¢do de N. caninum em bovinos através
dessa técnica, entretanto, em casos de abortamento recomenda-se titulos maiores (DUBEY et

al.; 1996; GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLI, 2006; MOTA et al., 2008).

A falta de manifestagdes clinicas em bovinos cronicamente infectados juntamente com
0 escasso numero de parasitos encontrados nos fetos abortados dificulta consideravelmente o
diagnostico clinico da neosporose bovina. Desta forma, outros exames sorologicos como
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), dot-ELISA e soroaglutinacdo, tornaram-se também
ferramentas uteis na deteccdo de anticorpos especificos frente a infec¢do por N. caninum

(COSTA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2005).

Em fun¢do da dificuldade de isolamento deste agente, foram desenvolvidas outras
técnicas para diagnosticar este protozodrio, além dos exames soroldgicos, como o teste
imunoistoquimico desenvolvido por Lindsay e Dubey (1989). Esse teste facilitou o
diagnodstico do parasito e sua diferenciagdo de outros géneros a partir de lesdes tipicas da

neosporose.

Outra prova realizada ¢ a rea¢do de polimerizacdo em cadeia (PCR), técnica que
amplifica o material gendmico do parasito, mesmo que este se encontre em pequenas
quantidades, resultando em um diagndstico bastante sensivel e especifico (MOTA et al.,

2008).
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2.7 COMPARTIMENTOS LISOSSOMAIS

O termo lisossomo vem do grego (/ise = quebra, soma = corpo) e se refere a pequenas
bolsas repletas de enzimas digestivas revestidas por uma membrana lipoprotéica. Foi isolado
pela primeira vez pelo pesquisador belga Christian de Duve em 1995 ao estudar a organizacao

estrutural e funcional da célula (SOARES, 1997; AMABIS ¢e MARTHO, 1998).

Estas organelas estdo presentes no citoplasma da maioria das células eucaridticas e
representam o maior componente do sistema vacuolar citoplasmatico, ao lado do complexo de

golgi e dos reticulos endoplasmaticos (ADAMEK, 2001).

Os lisossomos sdo originados no complexo de golgi, entretanto, suas enzimas sdo
produzidas no reticulo endoplasmatico rugoso. Estas, depois de sintetizadas, migram para os
dictiossomos ¢ em seguida para outra regido especifica do complexo de golgi onde sao
envolvidas pela membrana lipoprotéica e liberadas no citoplasma como lisossomos primarios
(Figura 3) (SILVA JUNIOR e SASSON,1991; SOARES, 1997; AMABIS ¢ MARTHO,
1998).

Os lisossomos primarios constituem os compartimentos de degradagdo primaria da
célula. Essa organelas podem estar relacionados com processos de endocitose, digestdo de
substancias internalizadas pela célula; apoptose, morte celular programada; ou autofagia,

digestao de organelas celulares debilitadas (SAFTIG e KLUMPERMAN, 2009).

Quando um material extracelular que esta sendo internalizado por endocitose ou
pinocitose forma-se o vactolo alimentar ou fagossomo. Um ou mais lisossomos se fundem a
esta vesicula, formando o lisossomo secundéario e liberando para o interior deste, suas enzimas

digestivas (Figura 3) (SILVA JUNIOR e SASSON, 1991).

Desta forma, o material proveniente de fora da célula é degradado em aminoacidos,
acidos graxos, alcool, monossacarideos, entre outras moléculas. Todas essas biomoléculas
atravessam a membrana lipoprotéica em dire¢do ao citoplasma onde serdo reaproveitadas. Os
residuos desse processo digestivo permanecem no vacuolo, que passa a ser chamado vacuolo
residual (Figura 3) (SILVA JUNIOR e SASSON,1991; SOARES, 1997, AMABIS e
MARTHO, 1998).

Os lisossomos sdo responsaveis também pela digestdo de componentes intracelulares

que estdo danificados, por meio de um processo de renovagao dos componentes da célula, a
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autofagia. Em situagdes em que o organismo se encontra privado de alimento e suas reservas

Jé se esgotaram, a autofagia figura como uma estratégia de sobrevivéncia (SILVA JUNIOR e

SASSON,1991; SOARES, 1997; AMABIS e MARTHO, 1998).

Duas classes de proteinas sdo essenciais para o funcionamento dos lisossomos:
hidrolases lisossomicas soluveis e proteinas integrais da membrana lisossomial (LMPS). Sao
conhecidas, aproximadamente, 50 hidrolases lisossomicas, cada uma com um substrato
especifico para degradag¢do. Além da funcdo especifica, essas hidrolases podem agir de forma
coletiva, sendo desta forma, responsdveis por atividades como: processamento do antigeno, a

degradagdo da matriz extracelular e inicio da apoptose (SAFTIG e KLUMPERMAN, 2009).

As LMPS residem principalmente na membrana que delimita os lisossomos e tem
diversas fungoes, incluindo
acidificagdo do limen lisossomial, importacio de proteinas provenientes do
citosol, fusdo de  membranas e  transporte de  produtos  degradados

para o citoplasma (SAFTIG e KLUMPERMAN, 2009).

A funcdo catabdlica dos lisossomos ¢ complementada pelas organelas relacionadas aos
lisossomos (LROs), que sdo os melanossomos, granulos liticos, complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe 1I e granulos densos. Ambos estdo envolvidos em varios
processos fisioldgicos como: homeostase do colesterol, reparacio da membrana plasmatica,
remodelagdo de ossos e tecidos, defesa contra patdogenos, morte celular e sinalizagdo celular.
Entretanto os LROs estdo relacionados com reconhecimento especifico célula-célula e podem
necessitar da ativacdo de outros mecanismos celulares especificos (SAFTIG E

KLUMPERMAN, 2009).

Inicialmente, a literatura cientifica mencionava os lisossomos apenas como
importantes organelas envolvidas na morte celular autofigica e necrdética. Entretanto, estudos
cientificos tém comprovado um importante papel desempenhado pelos lisossomos também no

processo de morte celular programada (SMITH, 2006).

O rompimento ou permeabilizacdo da membrana lisossomial, mesmo que parcial,
acarreta a liberagcdo de enzimas proteoliticas para o citoplasma, esse processo tem uma ativa
contribuicdo para a iniciacdo e execugcdo do programa apoptotico. Acredita-se que a
determinagdo do tipo de morte celular esta diretamente relacionada com a permeabilidade das
membranas lisossomais e, conseqiientemente,com a quantidade de enzimas proteoliticas

langadas para o citosol (SMITH, 2006).



Se os lisossomos se rompem completamente, sera liberada uma alta concentragdo 26
enzimas lisossomais, o que implicara em um processo necrotico. Porém, se as membranas se
tornarem parcialmente permeaveis a estas enzimas, uma menor quantidade sera liberada para

o citoplasma, o que pode levar a apoptose (SMITH, 2006).

A acdo dos lisossomos pode ser observada no desenvolvimento de alguns animais,
como por exemplo, na metamorfose do girino para o sapo. Durante esse processo, a cauda do
girino regride simultaneamente ao crescimento das patas, devido ao rompimento das
membranas lisossomais e liberacdo das enzimas hidroliticas. Desta maneira, as células sao
autodigeridas e a cauda do animal ¢ perdida. O material produzido por essa autodestruigao ¢

reaproveitado em outras partes do corpo (SILVA JUNIOR e SASSON, 1991).

Estudos revelam o envolvimento do rompimento da membrana dos lisossomos com a
ocorréncia de algumas doencas, as lisossomopatias, como a silicose, que ¢ uma doenca
pulmonar causada pela inala¢do do p6 de silica presente no amianto. Os cristais de silica ao se
acumular nos pulmdes sdo internalizados pelas células dos alvéolos, porém os lisossomos sao
incapazes de digeri-las. Desta forma as particulas silicosas se acumulam no interior dos
lisossomos causando o seu rompimento e conseqiiente derramamento de enzimas, levando a
destruicdo das células pulmonares caracteristica da silicose (SILVA JUNIOR e

SASSON,1991; AMABIS e MARTHO, 19981).

Existem ainda doencas causadas pela auséncia genética de enzimas lisossomiais, a
falta dessas enzimas acarreta o acumulo de substidncias ndo digeridas no interior dos
lisossomos, o que interfere no seu metabolismo. Um exemplo desse tipo de distiurbio ¢ a
doenca de Tay-Sachs, decorrente da deficiéncia da hexosaminidase A, essa patologia se
manifesta principalmente nas células cerebrais de recém-nascidos de 3 a 4 meses e geralmente
leva a uma regressdo psicomotora e, posteriormente, a morte (SILVA JUNIOR e

SASSON,1991; AMABIS e MARTHO, 1998; SILVA e VALENCA, 2003).
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Figura 3 — Etapas da formagao e atuacao dos lisossomos.

2.8 FOSFATASES ACIDAS

Fosfatases 4acidas (Monoester-Ortofosforica fosfohidrolase — EC 3.1.3.2) sdo
hidrolases que estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em animais,
microorganismos e vegetais. Caracterizam-se por atuar em baixos valores de pH removendo

grupos fosfatos de ésteres organicos (FERREIRA, 1999, GRANJEIRO, 2001).

As fosfatases acidas foram observadas pela primeira vez em eritrocitos e diferem das
fosfatases alcalinas por, entre outros motivos, apresentarem um pH o6timo para catalise em
torno de 5,0, enquanto que as outras apresentam o pH 6timo ao redor de 9,0 (FERREIRA,

1999, GRANIJEIRO, 2001).

Em animais, as fosfatases 4dcidas podem ocorrer em variados tecidos e 6rgdos como:
placenta, testiculos, prostata, cérebro, figado, coracdo, baco, ossos, nervos e ainda em

secrecoes, a exemplo da saliva, leite e do sémem (FERREIRA, 1999; GONCALVES, 2000).

Na célula, estudos citoquimicos revelaram, uma ampla distribuicdo das fosfatases

acidas em locais como: complexo de golgi, membranas, nucleo, lisossomos, mitocondrias e
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reticulo endoplasmatico. Estas enzimas ainda podem ser encontradas no sangue, além dos
eritrocitos, em leucocitos, plaquetas e no plasma, em que as fosfatases podem ser utilizadas no
diagndstico de doengcas como canceres de prostata e ovario (FERREIRA, 1999;

GONCALVES, 2000).

Essa hidrolase lisossomial tem seus niveis aumentados em diversos estados
patolégicos, mudangas anormais na sua atividade contribuem para o desenvolvimento de
diversas patologias, como diabetes, neoplasias e doencas autoimunes. Esta enzima
desempenha um papel fundamental na autélise de tecidos e ¢ considerada uma enzima
lisossomial biomarcadora, alguns estudos a consideram ainda como um marcador para a

atividade litica na histo6lise celular (CAMARGO, 2007).

Virios autores tém relacionado lisossomos e atividade fosfatasica acida a ocorréncia
de morte celular programada. Estas hidrolases estdo freqiientemente ligadas ao aumento da

freqiiéncia de lisossomos, e subseqiientes processos degenerativos (CAMARGO, 2007).

As fosfatases acidas podem agir também como agente inibidor da produgdo de
substancias como o anion superoxido e perdxido de hidrogénio, além disso, contribui para a
diminui¢do do consumo de oxigénio por neutrofilos humanos. Acredita-se ainda que estas
enzimas possuam a capacidade de fosforilar um mensageiro intracelular envolvido na ativagao
do sistema fagocitario, o que pode causar comprometimentos a resposta imune do hospedeiro

a infeccdo (GRANIJEIRO, 1994).

2.9 ATIVIDADE LISOSSOMIAL EM DOENCAS PARASITARIAS

A atividade dos lisossomos esta envolvida em diversos processos de defesa da célula,
desta forma, estes desempenham um importante papel no combate a diversas doengas
parasitarias. Segundo Santos e Rodrigues (2006) na infecccio pelo platelminto trematédeo
Schistosoma mansoni a quantidade das enzimas lisossomais presentes na hemolinfa de
Biomphalaria glabrata, seu hospedeiro intermedidrio, podem estar diretamente relacionadas
com uma maior resisténcia ou sensibilidade do citado caramujo a infec¢do, ou seja, cepas de
B. glabrata com maiores taxas de fosfatases 4dcidas em sua hemolinfa apresentaram maior

resisténcia frente a infec¢do por S. mansoni.

Entretanto, Andrade e Andrews (2004) ao estudar a infec¢do por Trypanosoma cruzi

chegaram a conclusdes inesperadas de que a fusdo das formas infectantes deste parasito,
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tripomastigotas, com os lisossmos primarios ¢ fundamental para manté-las no interior das

células do hospedeiro.

A fusdo das formas tripomastigotas com os lisossomos constitui uma etapa critica e
essencial para que a invasdo da célula hospedeira pelo parasito seja produtiva. Os parasitos
penetram na célula por meio da invaginacdo da membrana plasmatica, formando um vactolo
reversivel que podem liberar os parasitas de volta para o meio extracelular. Contudo, esse
processo se torna irreversivel apos a fusdo do vacuolo parasitéforo com os lisossomos, uma

vez que estes neutralizam a saida dos protozoarios (ANDRADE e ANDREWS, 2004).

Devido a essa resisténcia desenvolvida pelos tripomastigotas, praticamente 100% dos
protozoarios internalizados pela célula conseguem sobreviver no seu interior por
aproximadamente 24 horas, tempo necessario para que estejam prontos para sairem do
vactolo e se multiplicarem no citosol (ANDRADE e ANDREWS, 2004). Esse processo
ocorre de forma semelhante para outros protozoarios tripanossomatideos como Leishmania

spp. (DA SILVA, 2010)

No entanto, para protozoarios de outras familias, como a Sarcocystidae, a acdo dos
lisossomos pode ser letal. Por ndo conseguir viver no interior destas organelas, estes parasitos
utilizam o vactiolo parasitoforo como um mecanismo para evitar a sua erradicacdo. Estes
vacuolos sdo formados durante a invasdo da célula hospedeira e sua membrana ¢ modificada
posteriormente pelo parasito que exclui muitas proteinas do hospedeiro e insere proteinas de

sua origem (MAGNO et al., 2005; SUBAUSTE 2009).

Sendo assim, o parasito utiliza o seu vactolo parasitdforo como uma barreira,
impedindo a sua fusdo com os lisossomos das células hospedeiras que certamente iriam

destrui-los (MAGNO et al., 2005; CARVALHO e MELO, 2006).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a estabilidade das membranas lisossomiais de gerbis infectados com Neospora

caninum.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar a atividade lisossomial de células de cérebros de gerbis controle e
infectados com N. caninum;

11. Quantificar a atividade lisossomial de células de figados de gerbis controle e
infectados com N. caninum;

4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 20 gerbis (Meriones unguiculatus) adultos e de ambos os sexos.
Esses animais foram adquiridos no biotério da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
(Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias), localizado na cidade de Salvador
(Ba). Foram utilizados para cada grupo experimental 10 gerbis infectados e 10 controle. Apos
03 dias de infec¢do os mesmos foram eutanasiados e procedeu-se a coleta do cérebro e figado

para analise.

4.2 CULTIVO CELULAR

Foi realizado o cultivo de células Vero, com trocas regulares de meio RPMI,
enriquecido com 10% de soro fetal equino, a cada 48 horas. As células foram mantidas em
estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,. Quando o tapete celular apresentou uma

confluéncia superior a 80% a garrafa foi utilizada para a produgao de antigeno.

4.3 PRODUCAO DE ANTIGENO E INFECCAO DOS GERBIS

Utilizou-se taquizoitos de N. caninum da cepa NC-Bahia (GONDIM et al., 2001) para

infectar as células Vero cultivadas. Quando a monocamada apresentou um efeito citopatico de
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80% procedeu-se o preparo do antigeno. Os parasitos foram purificados utilizando-se filtros

de 5,0 um.

Os gerbis foram infectados com 5 x 10° taquizoitos de N. caninum, por via subcutinea.

4.4 ESTUDO DA ATIVIDADE LISOSSOMIAL

4.4.1 Obtengao da fragdo lisossomial

Cada animal de experimentagao foi eutanasiado por trauma cervical, e, imediatamente,
foram retirados os seus cérebro e figado. Cada amostra foi separada, identificada, colocada
em um becher contendo solugdo de sacarose 25.10° M, pH 7.4 ¢ resfriada a 4°C. As amostras
foram lavadas duas vezes com sacarose 25.107 M, pH 7,4. Em seguida, ressuspendeu-se os
fragmentos do tecido na proporcao de 1/10 (1g do tecido para 10 mL da solugdo) em uma
solugdo tamponada (fosfato dissodico 0,1 M; fosfato monopotéssico 0,1 M; TRIS 1 M; EDTA
0,2 M; KCl 1 M; sacarose 0,5M; e 4gua destilada qsp), pH 7.4, refrigerada a 4°C e
homogeneizados em aparelho de Potter-Elvejhem a 250 rpm, por dois minutos, num banho de

gelo fundente.

As fragdes ricas em lisossomos foram separadas por centrifuga¢do fracionada a 4°C,
nos sedimentos de 30.000 xg durante 20 minutos,como apresentado na figura 4 (Rodrigues -

1988).

Homogeneizado
900g-10min
Sedimento I Sobrenadante I
(células intactas, fibras, membranas B
e restos celulares pesados) 1.500g-10min
-desprezado-
Sedimento II Sobrenadante II
(fragio tica em miclens) i
-desprezade- 12.000g-20min

Sedimento I11 Sobrenadante I11

(fragdo tica em mitocSndtiag)
|30.000g—20min

Sedimento IV Sobrenadante IV
(fragdo tica em lisossomos) -desprezado-

Figura 4 — Esquema representativo da separacdo da fragdo rica em lisossomos.
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4.4.2 Dosagem da atividade lisossomial

Cada sedimento de 30.000 xg, rico em lisossomos, foi ressuspenso no mesmo volume
do homogeneizado inicial, usando a solu¢do tamponada (fosfato dissédico 0,1 M; fosfato
monopotassico 0,1 M; TRIS 1 M; EDTA 0,2 M; KCl 1 M; sacarose 0,5M; e agua destilada
gsp), pH 7.4 e refrigerada a 2°C. A atividade lisossomial, das fragdes isoladas do tecido
hepéatico e cerebral, correspondentes aos grupos controle e experimental, foi dosada pela
atividade das fosfatase acida (Monoester-Ortofosforico fosfohidrolase — EC 3.1.3.2) segundo
técnica descrita por YANG et al 1996.

As proteinas totais de cada amostra foram dosadas pela técnica do Folin-biureto,
modificada por Komsa-Penkova et al., 1996.

Os resultados das atividades lisossomiais, expressos pelas suas médias e respectivos
desvios padroes foram comparados, estatisticamente, através do teste-t de Student. Valores de

p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises demonstram que a média da atividade de fosfatases acidas
no cérebro dos animais controle foi de 34,3 + 5,7 Ul/ug de proteinas totais/mL e de 26,9 &+ 3,7
Ul/ug de proteinas totais/mL nos animais infectados com N. caninum. J4 a média da atividade
de fosfatases acidas das células de figado para os animais controle foi de 28,3 + 2,5 Ul/ug de
proteinas totais/mL e de 8,7 + 6,8 Ul/ug de proteinas totais/mL para os animais infectados
(Figura 5 e Figura 6). Esses resultados demonstram que os animais infectados apresentaram
niveis de fosfatases acidas inferiores aos animais controle nos dois 6rgdos estudados, ambos

com valores significativos de p<0,05.

Entretanto, essa diferenca foi mais acentuada no figado em relacdo aos valores
encontrados para cérebro, provavelmente isso se deve ao fato do figado ser um 6rgdo central
no metabolismo do organismo e por apresentar um importante papel na desentoxicagdo do

mesmo (COUTO et al., 2008).

Segundo Roitt ez al. (2003) as células fagociticas do figado desempenham importante

papel na remog¢do de tripanossomos e parasitos da malaria que penetram no sangue. Na
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infeccdo por Trypanosoma rhodesiense macrofagos presentes no figado fagocitam estes

patogenos, com a ajuda da acdo de anticorpos e outros componentes do sistema imunolégico.

Além disso, de acordo com a biologia no N. caninum, o tecido cerebral s6 ¢ atingido
apos a ativagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro como forma de burla-lo. Neste caso, a
acao de genes especificos do protozoario em questdo define a sua migragao preferencial para
o SNC, musculo esquelético ou retina (SHIBAHARA et al., 1999; BUXTON et al., 2002).
Isso também poderia justificar a maior reducdo nos niveis de fosfatases acidas nas células
hepéticas em relacdo as células do SNC, uma vez que o tempo de infec¢do estudado pode nao

ter sido suficiente para que a grande quantidade do parasito tenha atingindo o SNC.

Ao estudar as alteragdes lisossdmicas presentes em figado de camundongos infectados
por S. mansoni, Rodrigues (1988) detectou a diminui¢cdo da quantidade de lipidios nas
membranas lisossomiais dos animais infectados por este platelminto e relacionou essa redugao

a um possivel aumento da instabilidade destas membranas.

Este autor supds que essa fragilidade pudesse se dever a acdo do proprio parasito que,
ao secretar substancias catabolicas, degrada os lipidios de membrana acarretando a liberacao
do material presente no interior dos lisossomos o que seria prejudicial para o parasito, uma
vez que, segundo Smith (2006), alteracdes que diminuam a integridade das membranas
lisossomiais acabam resultando no seu rompimento ou permeabilizagdo parcial, e conseqiiente
liberagdo de enzimas hidroliticas com o objetivo de combater alguma disfungdo que possa

estar ocorrendo no interior da célula.

Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho divergem dos encontrados por
Rodrigues (1988), visto que a diminui¢do nos niveis de fosfatases acidas ¢ sugestiva de um
aumento da estabilidade dos diversos componentes do compartimento lisossémico no cérebro

e no figado dos animais infectados pelo N. caninum.

Provavelmente, esse parasito intracelular provoca aumento da estabilidade dessas
membranas como um artificio, evitando, assim, que os compartimentos lisossomiais se
rompam ou se fundam com os vactiolos parasitoforos. Desta maneira, impedem a acdo de
enzimas hidroliticas, hidrolases neutras e proteinas catiOnicas as quais, provavelmente

destruiriam o N. caninum dentro do seu vactolo heterofagocitico.

Talvez, estejam nesses resultados obtidos experimentalmente, uma das explicagdes

para o equilibrio da relagdo hospedeiro/parasito existente na infeccdo pelo N. caninum, em
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que se observa a capacidade deste protozoario em se manter de forma cronica no organismo

do hospedeiro durante toda sua vida.

Atividade Fosfatasica acida em
Ulfwg de proteinas totais

w
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Fosfatase - Nc (figado)

Controle Infectado

Figura 5 - Atividade lisossomial de células hepaticas de gerbis controle e infectados in vitro

com N. caninum.
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Figura 6 - Atividade lisossomial de células de cérebro de gerbis controle e infectados in vitro

com N. caninum.
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6.0 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que, nas condi¢des estudadas, as membranas lisossomiais das
células de cérebro e figado de gerbis sdo mais estaveis nos animais infectados quando

comparadas com o grupo controle.
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