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REDUCAO DO NUMERO DE TAQUIZOITOS DE Neospora caninum EM
CULTURAS DE CELULAS DA GLIA DE RATOS INFECTADOS in vitro, E
TRATADOS COM FRACAO DO MEL DE ABELHA Tetragonisca angustula

RESUMO

Neospora caninum € um parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
apicomplexa. Esse é o protozoario causador da neosporose, doenca que gera
grandes perdas econdmicas principalmente no rebanho bovino pela capacidade de
provocar abortos nesta espécie. Nos caes, pode levar a altera¢cdes neuromusculares
e problemas reprodutivos, além de doencas neonatal nos equinos. Nao existe
tratamento efetivo para a neosporose e a falta de terapia faz com que haja a
necessidade de adotar medidas profilaticas de controle contra o agente. Diante da
auséncia de tratamento efetivo para a neosporose, é importante a realizacdo de
pesquisas associando a estudos que visem testar novas substancias terapéuticas
para combate deste protozodario. O mel € um produto natural das abelhas, que além
de suas propriedades nutricionais, possuem também propriedades farmacoldgicas
que sao popularmente conhecidas e de interesse em pesquisas cientificas devido a
sua capacidade antimicrobiana, antifiUngicas, antioxidantes, antiparasitaria e anti-
inflamatoria. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a fracdo 5 (Fr5) do
mel de abelha Tetragonisca angustula na concentracao (12,5ul/mL), em cultura de
células da glia, de ratos frente a infeccdo com N. caninum. Culturas primarias de
células gliais foram obtidas a partir do cortex cerebral de ratos recém-nascidos da
linhagem Wistar. As células foram tratadas por 24 e 72 horas e em seguida infectadas
com N. caninum por 72 horas. A viabilidade celular foi avaliada através da atividade
das desidrogenases utilizando ensaio MTT. O perfil da resposta imunolégica foi
realizado através do teste de dosagem de 6xido nitrico (NO). Para a avaliacdo da
proliferacdo do parasito, apdés periodo de tratamento e de infeccdo, realizou-se a
contagem de taquizoitos nas diferentes culturas. O tratamento com a Fr5 (12,5ul/mL),
promoveu aumento da viabilidade celular quando tratadas por 24h, enquanto que no
tratamento por 72 horas a Fr5 apresentou citotoxidade para células, com diminuicédo
do metabolismo mitocondrial nas culturas tratadas apenas com a Fr5. O tratamento
prévio das culturas infectadas com N. caninum reduziu a produgdo de NO nos
diferentes tratamentos. Enquanto que nas culturas infectadas a Fr5 (12,5ul/mL),
diminuiu a proliferacdo do parasito. Os dados obtidos sugerem que a Fr5 (12,5ul/mL),
atua na reducdo de taquizoitos de N. caninum em culturas de células da glia de ratos
neonatos infectadas in vitro.

Palavras-chave: astrocitos, mel, neosporose



REDUCTION OF THE NUMBER OF Neospora caninum TACHYZOITES AT Ain
vitro GLIAL CELL CULTURES OF NEWBORN INFECTED RATS, AND TREATED
WITH FRACTION OF HONEY BEE Tetragonisca angustula

ABSTRACT

Neospora caninum is a obligate intracellular parasite belonging to the
apicomplexa phylum. This is the protozoan that causes neosporosis, a disease that
generates great economic losses, mainly in the cattle herd due to its ability to cause
abortions in this species. In dogs, it can lead to neuromuscular changes and
reproductive problems, additionally, in horses can cause neonatal diseases. There is
no effective treatment for neosporosis and the lack of therapy makes it necessary to
adopt prophylactic control measures against the agent. Given the absence of effective
treatment for neosporosis, it is important to carry out research in association with
studies aimed at testing new therapeutic substances to combat this protozoan. Honey
is a natural product of bees, which in addition to its nutritional properties, also have
pharmacological properties that are popularly known and of interest in scientific
research due to its antimicrobial, antifungal, antioxidant, antiparasitic and anti-
inflammatory capabilities. Therefore, the objective of the present study was to evaluate
the fraction 5 (Fr5) of Tetragonisca angustula honey in the concentration (12.5ul / mL)
in rat glia cells culture against N. caninum infection. Primary glial cell cultures were
obtained from the cerebral cortex of newborn Wistar rats. The cells were treated for 24
and 72 hours and then infected with N. caninum for 72 hours. Cell viability was
assessed by dehydrogenase activity using MTT assay. The immune response profile
was performed by the nitric oxide (NO) dosage test. To evaluate the parasite
proliferation, after treatment and infection, tachyzoites were counted in different
cultures. Treatment with Fr5 (12.5ul / mL) promoted increased cell viability when
treated for 24 hours, while in 72 hours treatment Fr5 presented cytotoxicity to cells,
with decreased mitochondrial metabolism in cultures treated with Fr5 alone. In
previous treatment of N.caninum-infected cultures was observed reduction on NO
production in different treatments. While in infected cultures, Fr5 (12.5ul / mL)
decreased parasite proliferation. The data obtained suggest that Fr5 (12.5ul / mL) acts
on the reduction of tachyzoites of N. caninum in glial cell cultures of in vitro infected
newborn Wistar rats.

Keywords: astrocytes, honey, neosporosis
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1. INTRODUCAO

A neosporose é uma doenca parasitaria mundialmente conhecida por induzir
abortamentos em bovinos, causando grandes perdas econdémicas na industria
agropecuaria mundial. E causada pelo protozoario coccidio Neospora sp. O qual é
capaz de infectar uma ampla variedade de espécies (DUBEY, 1988).

J& foram descritos até 0 momento duas espécies desse género, o N. hughesi
isolado de cérebro e medula espinhal de equino (MARKS et al., 1998), e 0 N. caninum
que foi isolado do encéfalo de cdo (DUBEY et al., 1988).

O sistema nervoso é composto por uma variedade de células que sado
responsaveis por diversas funcdes entre elas destacam-se 0s neurdnios e as células
da glia. Os neurdnios séo responsaveis pelas transmissdes dos estimulos através de
potencial elétrico de membrana, tornando possivel o estabelecimento de respostas
fisiol6gicas ideais com 0 meio interno e externo ao organismo, as células da glia fazem
parte da sustentacdo, dos mecanismos de defesa, e participam das atividades
neuronal e nutricional, as células da glia incluem os astrécitos, os oligodendrdcitos e
as microglia (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). N. caninum tem predilecdo pelos
tecidos do sistema nervoso central, onde a forma cistica do protozodrio s&o
comumente encontradas em tecidos neurais, 0s quais podem levar a alteracdes
neurolégicas (DUBEY et al., 2002).

Estudos demostram que o mel possui propriedades terapéuticas, e vém
buscando identificar o potencial antimicrobiano, antiparasitario, efeitos imunolégicos,
anti-inflamatérios, analgésicos, sedativos e expectorante de méis produzidos por
diferentes espécies de abelhas meliferas (BREYER, 1983; BOBANY et al., 2010;
TOMAZZONI et al. 2006; MAVRIC et al., 2008; ETERAF-OSKOUEI et al., 2013).

Diante da necessidade de obter novos métodos terapéuticos eficientes no
combate a infecg&o por N. caninum diversos estudos vém sendo realizado. Devido as
propriedades medicinais do mel, este tem se tornando objeto de estudo em diversas
pesquisas. Portanto, este trabalho pretendeu avaliar a acédo antiprotozoaria da fracao
do mel de abelha Tetragonisca angustula, sobre as células da glia de ratos neonatos,

infectados in vitro com N. caninum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Neospora caninum

Neospora caninum, agente causador da neosporose, € um protozoario
intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae (DUBEY et al., 1988). O género Neospora sp., possue
duas espécies ja descritas na literatura, N. caninum, este isolado no cérebro de céo,
e Neospora hughesi, isolado apenas no cérebro e medula espinhal de eqlinos
(DUBEY et al., 1988; DUBEY et al., 2001).

N. caninum é analogo ao protozoario Toxoplasma gondii, com similaridades
relacionadas as caracteristicas fenotipicas, ao ciclo biologico, a formacéo de cistos
nos tecidos e quanto a excrecado de oocistos. Apesar desta caracteristicas comum
com T. gondii, N. caninum apresenta componentes antigénicos diferenciados (DUBEY
et al., 1988).

Na Noruega em 1984, Bjerkas e colaboradores observaram em cées da raca
boxer com disturbios neurolégios, a presenca de cistos, que se diferenciavam
morfologicamente dos cistos formados por T. gondii, que ndo foram positivos para
essa doenca.

Dubey e colaboradores em 1988, através de estudos de cortes histologicos de
cédes, constaram que os cistos formados pelo taquizoitos semelhante ao T. gondii se
tratavam de uma nova espécie de protozoario. Quando comparadas a estrutura e
antigenicidade dos parasitos, concluiram que se tratava de uma nova espécie, e
denominaram de N. caninum (DUBEY, 1988).

2.2.Caracteristicas antigénicas

N. caninum apresenta um complexo apical formado por estruturas
especializadas, compostas por organelas secretoras como as micronémas, as roptrias
e 0s granulos densos. Estas estruturas sdo importante para a invasdo, multiplicagdo
e manutencao dos taquizoitos nas células do hospedeiro, permitindo assim o ciclo do
parasito. As micronémas localizam-se na por¢ao anterior dos taquizoitos. Os granulos

densos encontram-se dispersos por todo citoplasma, com uma maior concentracao
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na por¢cao posterior. As roptrias sdo encontradas em numero de 6 a 16 (DUBEY e
LINDSAY,1996; DUBEY et al., 2002).

Figura 1: Processo de invasao celular de taquizoito de Neospora caninum. (A) anel apical; (C) conoide;
(D) granulo denso; (M) micronema; (N) nucleo; (P) anel polar; (R) roptria; (a) adesao; (b) invasao; (c)
penetracdo; (d) estabelecimento do vacuolo parasitéforo. (Adaptado de BUXTON, 2002).

2.3.Epidemiologia

A neosporose apresenta distribuicdo geografica mundial. Em 1996 foi realizado
um estudo soroldgico para N. caninum em bovinos no Brasil, no Mato Grosso do Sul
e no estado de S&o Paulo (BRAUTIGHAM et al., 1996). Em 1999, foi realizado o
primeiro estudo de soroprevaléncia em bovinos, no estado da Bahia, no qual foram
identificados anticorpos anti-Neospora caninum em 14,09% (63/447) das amostras
analisadas (GONDIM et al., 1999). A deteccdo de N. caninum na Bahia foi feita por
Gondim e colaboradores em 2001, realizada em tecidos de um feto abortado, através
da técnica de imunohistoquimica. A primeira cepa de isolado de N. caninum, a cepa
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NC — Bahia, foi isolado dos tecidos de um cao da raca Collie naturalmente infectado
(GONDIM et al., 2001).

2.4.Ciclo bioldgico

O parasito possui um ciclo de vida heteroxeno envolvendo hospedeiros
definitivos e hospedeiros intermediarios. O cao (Canis familiaris), o coiote (Canis
latrans), o dingo (Canis lupus dingo) e o lobo cinza (Canis Lapus) s&o os hospedeiros
definitivos do N. caninum (McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004; KING et
al., 2010; DUBEY et al., 2011). Como hospedeiros intermediarios, N. caninum possui
uma ampla variedade de espécies silvestres e domeésticas, incluindo os ruminantes
(DUBEY e LINDSAY, 1996).

A principal via de transmissdo de N. caninum é a oral, responsavel pela
transmissao horizontal do parasito (MCALLISTER, 1998). Nesta via de transmissao o
hospedeiro se infecta por ingestéo de alimentos e 4gua contaminada com 00cistos ou
através do consumo de tecidos contendo bradizoitos do protozoario. (HEMPHILL;
VONLAUFEN; NAGULESWARAN, 2006). Esta € a principal forma de infeccdo em
carnivoros por meio do consumo de carcacas de hospedeiros intermediarios contendo
cistos do protozodrio ou restos fetais infectados com N. caninum (DUBEY, 2003;
GONDIM, 2006).

Outra forma de transmissdo do parasito é a vertical, por via transplacentaria,
estabelecendo assim a principal via de infec¢céo para os rebanhos bovinos (WILLIAMS
et al., 2007).
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Figura 2: Ciclo biologico de Neospora caninum. (Adaptado de GOODSWEN, 2013).

O ciclo bioldgico de N. caninum, possue trés estagios evolutivos: os taquizoitos,
forma de rapida multiplicagdo nos tecidos; cistos teciduais contendo bradizoitos; e os
oocistos contendo esporozoitos, encontrados no interior dos oocistos esporulados.
Estes sé@o eliminados Unica e exclusivamente nas fezes dos hospedeiros definitivos.
Os estagios estado relacionados principalmente com a fase da infeccéo e da resposta
do hospedeiro (DUBEY, 1999; DUBEY et al., 2002).

Os taquizoitos, a depender do estagio de desenvolvimento, podem apresentar
morfologia ovoéide, circulares ou de meia lua e medem 3-7 x 1-5um. Esta é fase do
parasito que causa infeccdo aguda no hospedeiro intermediario (DUBEY et al., 1988).

Os bradizoitos estéo relacionados com a fase cronica da doencga, encontram-
se no interior de cistos teciduais e multiplicando-se lentamente (DUBEY et al., 1988).
Possuem formato delgado de 6 a 8 ym de comprimento por 1 a 1,8 ym de largura, e
sdo considerados como a forma de resisténcia do parasito (DUBEY e LINDSAY,

1996). Os bradizoitos podem permanecer por longos periodos no interior dos cistos
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teciduais de forma que ndo provoque nenhuma manifestacéo clinica (BUXTON et al.,
2002). Este estigio esta presente tanto em hospedeiros definitivos como nos
intermediarios, correspondendo a reproducédo assexuada (DUBEY et al., 2007).

Os oocistos medem cerca de 10 a 11um de didmetro, apresentam uma parede
lisa, com forma esférica ou sub-esférica, ndo possuem capacidade infectante, mas em
condi¢cdes ambientais favoraveis, esporulam e tornam-se infectantes (McCALLISTER et
al.,1998). Quando sofrem o processo de esporulacdo apresentam dois esporocistos
com quatro esporozoitos alongados medindo cerca de 6,5 x 2,0 um, assumindo sua

forma infectante, capaz de promover a infeccéao por via oral (DUBEY et al., 2002).

Figura 3: Estagios de Neospora caninum. (A) taquizoito, (B) Bradizoitos, (C) Cisto contendo
bradizoitos, (D) oocisto ndo-esporulados e, (E) oocistos esporulado. (Adaptado de GOODSWEN).

2.5.Neosporose

A neosporose € relatada como uma das principais doencas causadoras de
abortos em bovinos em todo mundo (DUBEY, 2003) e esta amplamente disseminada
no Brasil (CAMILLO et al., 2010). A capacidade de N. caninum em converter-se em
cistos ou em forma infectante novamente, através de mecanismo modulador de

acordo as suas necessidades, e na sua habilidade em infectar uma variedade de
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células, garante assim, a sobrevivéncia e perpetuacdo deste parasito (HEMPHILL e
GOTTSTEIN, 2006).

Estudos demostram que os cistos teciduais de N. caninum tém sido
encontrados em uma variedade de tecidos, a exemplo do cérebro, medula espinhal,
coracao, pulmao, figado, rins, membranas fetais, placenta, musculos e pele (DUBEY
e LINDSAY, 1996; PETERS et al.,, 2001). N. caninum ja foi detectado em varias
espécies de animais vertebrados domésticos e silvestres (ALMERIA et al., 2002). A
capacidade de infectar diversas espécies domésticas e silvestres tem um papel
importante na epidemiologia uma vez que a presenca desses animais pode implicar
na prevaléncia da doenca principalmente em regides rurais (ALMERIA et al., 2013).

A neosporose possui uma grande importancia na economia agropecuaria
mundial (DUBEY e SCHARES, 2011). Uma pesquisa sobre 0s prejuizos econdmicos
decorrentes da neosporose, demostrou que as perdas mundiais anuais sao estimadas
em mais de um bilhdo de délares (REICHEL et al., 2013). Estes impactos econdmicos
estdo relacionados principalmente as perdas reprodutivas, incluindo retorno ao cio,
aborto, e ao nascimento de animais debilitados (LIMA et al., 2007). Os prejuizos estao
relacionados tanto aos valores dos fetos abortados, quantos aos gastos indiretos
como custo com profissionais, reducdo da vida reprodutiva e com diagndsticos
(REICHEL et al., 2013).

As pesquisas que visam avaliar os fatores de riscos associados a infeccao por
N. caninum demostram que eles sdo apontados como respostas para a compreensao
da distribuicdo e desenvolvimento da neosporose nos animais (DUBEY et al., 2007).
A literatura ressalta que estes estudos sdo importante para compreensao da
epidemiologia da neosporose e para investigar o risco de infec¢cdo por N. caninum.
Dentre os fatores analisados encontram-se, idade dos animais; a fonte hidrica; o tipo
de alimentacao; o clima da regido; o manejo higiénico-sanitario; o consorcios com
outras espécies de risco; 0 acesso de animais silvestres com a criagdo bem como com
outras espécies domésticas, como 0s cdes e gatos e seus respectivos habitos
alimentares e comportamentais (BARTLES et al., 2006; DUBEY et al., 2007; MOURA
et al., 2013; WOUDA et al., 1999; ABREU et al., 2014).

2.6.Sinais clinicos
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Os sinais clinicos podem ser variados, que depende do sitio parasitado. Nos
cdes, os sinais neurolégicos podem apresentar-se com hiperextensdo rigida dos
membros posteriores, dificuldade em deglutir, paralisia mandibular, flacidez muscular,
atrofia muscular e paralisia de nervos faciais (BARBER et al., 1996; DUBEY, 2003;
DUBEY e LINDSAY, 1996).

Estudos demostram que os bovinos possuem uma maior susceptibilidade a
neosporose e a infecgao pelo parasito esta associada a problemas reprodutivos, ma
formacdo fetais, abortos, mumificacao fetal e danos neuromusculares nos neonatos
(BARTLEY et al.,, 2013). Nos equinos esté relacionada principalmente ao sistema
nervoso central, com sinais neuroldgicos, incoordenacdo dos membros,
mieloencefalite e ataxia (DUBEY, 2003). A neosporose nos equinos também se
apresenta com distarbios reprodutivos, abortamentos, e doencas neonatais
(LINDSAY, 2001).

2.7.Diagnostico

O diagnostico da neosporose € dificil de ser realizado clinicamente, devido aos
seus sinais clinicos inespecificos, sendo necesséarias andlises laboratoriais para
confirmagdo da infeccdo (PACKMAM et al., 2002). Para diagndstico desta
enfermidade existem métodos diretos e indiretos, sendo que os testes parasitoldgicos
sdo caracterizados como método de diagndstico direto, e os métodos indiretos sao os
testes soroldgicos (DUBEY et al., 2007).

A exemplo de métodos diretos had ainda diagndstico histopatoldgico, o
isolamento do N. caninum em cultura de células e tecidos de camundongos, a
imunohistoquimica, e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Entre os métodos
indiretos estdo ensaio imunoenzimatico (ELISA), soroagluitinacdo direta, e a
imunoinfluorescéncia indireta (IFI) (DUBEY et al., 2007; DUBEY et al., 1998; VAN
MAANEN et al., 2004; JENKINS et al., 1997; ATKINSON, 2000; PACKHAM et al.,
1998; HEMPHILL et al., 2000). A imunofluorescéncia indireta foi o primeiro método
sorologico padronizado para o diagnéstico de N. caninum e considerado como
referéncia na pesquisa de anticorpos para este agente (HEMPHILL et al., 2000).

N&o existem medicacOes efetivas e seguras no mercado para a prevencao e

tratamento da infeccédo por N. caninum (DUBEY et al., 2007). A profilaxia vacinal é
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uma medida existente, porém sem resultados eficazes. Diante da auséncia de
tratamento para a neosporose é importante a realizacdo de novos estudos que visem
o combate deste agente por meio de quimioterapicos (HEMPHILL; AGUADO-
MARTINEZ; MULLER, 2016).

2.8.Patogenia e resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo por

Neospora caninum

N. caninum causa a morte das células do hospedeiro devido a multiplicacéo
dos taquizoitos no seu interior. Proteinas sdo usadas como receptores para
reconhecer a célula hospedeira, estabelecendo a infeccdo, o parasito atinge as células
alvo através das vias sanguineas e linfaticas, disseminando-se e provocando lesdes
graves em diversos 6rgaos (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002). O
reconhecimento das células dos hospedeiros, por meio das proteinas que séo usadas
como receptores, permite a invasao ativa do parasito na célula, e posteriormente a
formacdo do vacuolo parasitofago (HEMPHILL et al.,, 1996). Entdo ocorre a
multiplicacdo por endodiogenia, processo que acontece apds algumas horas de
infec¢do, com formacdo de centenas de taquizoitos, o que ocasiona a lise celular e a
liberacdo dos taquizoitos que avancarao invadindo as células vizinhas (DUBEY, 2000;
BUXTON et al., 2002).

A invasado dos taquizoitos promove uma reac¢do inflamatéria. Diante de uma
resposta imune efetiva contra os taquizoitos de N. caninum, acontece o encistamento
resultando na formacdo dos cistos teciduais, 0os quais contém bradizoitos, forma
latente do agente que ndo provoca sinais clinicos no hospedeiro. No entanto, na
auséncia de uma resposta imune efetiva, ocorre a proliferacdo de taquizoitos e o
hospedeiro pode apresentar diversas alteragdes clinicas (LINDSAY e DUBEY, 2000).

A resposta imune celular desempenha um papel fundamental frente a infeccao
por este agente. N. caninum é capaz de estimular uma resposta imune celular e
humoral (HEMPHILL, 1999; INNES et al., 1995). O primeiro mecanismo de defesa
ativado pelo hospedeiro frente a infec¢cdo de N. canimum é a resposta inata, com o
reconhecimento do agente, mediada por células Natural killer, macréfagos e
neutrofilos, envolvendo a liberagdo de quimiocinas e ativacdo de leucocitos que estao
envolvidos no processo inflamatorio (TAUBERT et al., 2006; HEMPHILL et al., 2006).
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A resposta imune celular frente a infeccdo por N. caninum, desenvolve um padréo de
resposta do tipo Thl, com liberacdo de citocinas pro-inflamatéria, as quais contribui
para inibicdo da multiplicacéo dos taquizoitos (KHAN et al., 1997; INNES et al., 2005).

Na resposta celular a interleucina-12 (IL-12) possui uma grande importancia na
resposta imune, pois esta, ativa as ceélulas Natural killer, participa da ativacdo de
TCD4+ e TCD8+ e associado ao IFN-y (interferon-gama) estabelece uma resposta
inflamatoria importante no combate ao N. caninum, contendo sua multiplicacdo. A
neutralizagdo dos parasitos extracelulares ocasiona assim a formagdo de cistos
teciduais e atua sobre as células infectadas destruindo-as (INNES et al., 2005;
MONNEY e HEMPHILL, 2014).

A resposta humoral é mediada por anticorpos especificos, que atuam com a
funcdo de opsonizacdo, neutralizacdo e ativacdo do complemento, que destroi os
taquizoitos, impedindo a sua penetracdo em novas células. Os taquizoitos sao entéo
levados a diferenciar-se em bradizoitos formando cistos teciduais (MARKS et al.,
1998).
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3. SISTEMA NERVOSO CENTRAL

3.1.Populacéao celular do sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) é formado por uma variedade de células, que
fazem a estruturacdo, desempenhando complexas e essenciais funcdes (KREBS,
WEINBERG & AKESSON, 2013). Estas variedades de células se dividem em dois
grupos celulares: os neurdnios e as células da glia. Os neurbnios sdo as células
responsaveis pelas transmissdes dos estimulos através de potencial elétrico de
membrana, tornando possivel o estabelecimento de respostas fisioldgicas ideais com
0 meio interno e externo ao organismo. As células da glia participam da sustentacao,
dos mecanismos de defesa, participam das atividades neuronal e nutricional e estédo
envolvidas em complexas funcdes do sistema nervoso. Elas possuem importante
interagdo com 0s neurdnios e sao fundamentais para restauracdo da homeostase
cerebral. As células da glia incluem os astrocitos, os oligodendrécitos e as microglia
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; JHA et al., 2018).

Os astrdcitos representam as células mais numerosas da glia, desempenhando
diversas funcdes como: o fornecimento de suporte fisico e metabdlico aos neurdnios:
promovem a manutencdo dos niveis idnicos do meio extracelular, agcdo importante
para a homeostase do SNC; liberam e captam neurotransmissores; e participam na
formacdo da barreira hematoencefalica. Além disso, também estdo envolvidos nos
mecanismos de defesa do organismo, através da sintese e secrecdo de diversas
citocinas inflamatorias (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; OLUDE et al., 2015;
GOMES, TORTELLI e DINIZ, 2013; ROUACH et al., 2008).

Estruturalmente, os astrocitos possuem uma morfologia estrelada devido aos
seus prolongamentos. Alteracbes e disfuncdes astrocitarias podem estar
relacionadas a disturbios neurologicos. Os astrocitos sdo as primeiras células a
responderem a processos patoldgicos e lesdes ao SNC (STIPURSKY et al., 2012;
NORENBERG, 1994). Estes se tornam reativos em resposta a processos patolégicos,
alteracdes metabdlicas e infeccdes. Esta reatividade é caracterizada pela atrofia
celular (MATIAS; MORGADO; SOSUNOQV et al., 2014).

Os oligodendrocios sdo células menores que 0s astrocitos, possuem poucos

prolongamentos que estdo localizados na substancia cinzenta do SNC. Sao
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responsaveis pela formagéo da bainha de mielina, e ainda auxiliam no controle do pH
extra celular (BEAR, 2002).

As microglias correspondem de 5 a 20% do total de células da glia,
desempenham funcfes imunologicas, atuando como células apresentadoras de
antigenos e na remocdo de restos celulares. Esta pode ser ativada mediante a
liberacdo de moléculas pro-inflamatorias (GINHOUX et al., 2013; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008). Em condicdes fisioldgicas, estas células mantém-se em repouso,
em estado de vigilancia, com morfologia ramificada, corpo celular compacto e
processos alongados (AU; MA, 2017). Em situacdo de alteracdes fisiologicas e
metabdlicas do SNC, as microglias mudam suas caracteristicas fenotipicas
rapidamente, adotando uma aparéncia ameboide, com encurtamento dos processos

celulares, e aumento do corpo celular (SAIJO e GLASS, 2011).

3.2.Sistema nervoso central e ainfec¢cdo por Neospora caninum

N. caninum pode parasitar uma variedade de tecidos, mas apresenta um maior
tropismo pelo SNC. Cistos em tecidos neurais sdo comumente encontrados e podem
permanecer durante toda a vida dos hospedeiros, 0 que ocasiona ou ndo alteracées
clinicas significativas (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2006). A patogénese de N.
caninum em invadir o SNC e causar as principais alteracfes clinicas no hospedeiro,
deve-se a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, mas os
mecanismos pelos quais o parasito atravessa a barreira e atinge as células do SNC
ainda nao séo totalmente elucidados (VONLAUFEN et al., 2002; YAMANE et al.,
2000).

Atravessando a barreira hematoencefalica o N. caninum é capaz de infectar as
células gliais e os neurdnios, podendo levar a alteracdes neurolégicas. Estudos in vitro
sobre a resposta do SNC frente a infecgdo por N. caninum, demostram o perfil de
resposta que este sistema libera diante da infecgdo por N. caninum. O estudo de
Yamane et al., (2000), utilizou tecidos do SNC de fetos bovinos abortados, para avaliar
a resposta inflamatoéria neste sistema, frente a infecgéo por N. caninum, e apontou um
perfil de citocinas inflamatérias INF-y e TNF, ambos atuando como inibidores no

crescimento parasitario.
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Pinheiro et al., (2006), observaram um aumento de IL-10, TNF, 6xido nitrico e
a presenca de eventos de astrogliose, em culturas de astrocitos de ratos infectados in
vitro por N. caninum. Estes achados indicam que o NO e as citocinas do tipo Thl
podem desempenhar uma importante acdo nos mecanismo de defesa do SNC do
hospedeiro frente a infec¢do por este agente.

O cultivo in vitro de células da glia, € um método eficaz de obter respostas a
respeito do comportamento do protozodrio N. caninum no meio intracelular
(PINHEIRO et al., 2006).
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4. MEL

O mel € um alimento natural produzido por abelhas meliferas a partir do néctar
das flores e das excrec¢des de insetos sugadores de partes vivas das plantas. Por meio
desta matéria-prima as abelhas elaboram o mel (CAMPQOS, 2000). O mel é constituido
basicamente por uma variedade de acucares, com predominancia da frutose e
glucose, mas € composto também por outras substancias como acidos organicos
outros carboidratos, enzimas, vitaminas, flavonoides, minerais e por outras inimeras
variedades de compostos organicos. O sabor e aroma € dependente da origem da
planta utilizada pelas abelhas para obtencédo do mel (SILVA et al., 2006).

O mel possui um aspecto viscoso, adocicado e normalmente apresenta-se com
um aroma agradavel. Além de ser um alimento com elevado potencial nutricional,
possuem diversas propriedades terapéuticas, dentre elas a acado antimicrobiana e
cicatrizante, caracteristica conhecida e usada desde a antiguidade (CORTOPASSI-
LAURINO e GELLI, 1991).

Dentre as abelhas com ferrdo e sem ferrdo meliponineas que podem ser
encontradas no Brasil tem-se a Tetragona clavicepes (Bora), Meliponasubnitida
(Jandaira), Meliponaquadrifasciata (Mandacaia), Meliponascutellaris (Urucu
Nordestina), Plebeia spp. (Mirins) e Tetragonisca angustula (Jatai) (NOGUEIRA-
NETO, 1997). A T. angustula conhecidas popularmente por Jatai sdo abelhas de
pequeno porte, presente em quase todo territorio brasileiro, produtoras de um
excelente mel, de aspecto suave, fino e moderadamente azedo, caracteristicas estas
que o difere dos demais méis. A T. angustula ndo é uma espécie agressiva, 0 que
facilita seu manejo (NOGUEIRA-NETO, 1997).

4.1.Propriedades profilaticas do mel

Estudos demostram que o mel possui propriedades antibacterianas, esta
caracteristica auxilia na cicatrizacéo de feridas, principalmente pela acédo de barreira
que o mel pode exercer sobre uma lesdo impedindo a entrada de substancias
(CORTOPASSI-LAURINO e GELLI, 1991; DELMAS, VIDON e SEBALD, 1994).
Possui acdo anti-oxidante (AL-MAMARY, AL-MEERI HABORI e AL- HABORI, 2002),
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podendo atuar como protetor de mucosa contra doencgas gastrointestinais (PRAKASH
et al., 2008), e acdo antiinflamatoéria (TONKS et al., 2003; TONKS et al., 2007).

As propriedades terapéuticas do mel estdo associadas principalmente aos
compostos fendlicos presentes na sua composicdo (SILVA, QUEIROZ e
FIGUEIREDO, 2004). O mel contém flavonoides, &acidos fendlicos; compostos
quimicos como: enzimas, reacdo de Maillard; acidos organicos, derivados de
carotenoide; e propriedades fisico-quimicas como: alta pressdo osmoética, baixa
atividade de agua, baixo pH, baixo contetdo proteico, saturacdo devido ao seu alto
teor de agucares, dentre outras caracteristicas (WESTON, 2000; TOMASBARBERAN
et al., 2001; KENJERIC et al., 2007; BOGDANOQV, 1997).

Os flavonoides sdo os principais responsaveis por diversas atividades
biolégicas com potencial terapéutico, acado antioxidante, antibacteriana, antifungica,
anti-inflamatéria, e moduladora do sistema imune (ALVAREZ et al.,, 2010;
GONCALVES, 2005; IRISH, 2006; TONKS, 2003; TONKS, 2007).

Os compostos fendlicos possuem um papel muito importante, estimulando a
producado de 6xido nitrico, o qual é essencial ao sistema imune para o combate aos
microrganismos (CARLOS, et. al, 2009).

O nivel da atividade antimicrobiana esté relacionada com teor fendlico e com a
guantidade de flavonoides que o mel possui (ALVAREZ et al., 2010). Estas
substancias sdo conhecidas por seu potencial farmacolégico, pois possui efeito
modulartério sobre diversos processos fisioldgicos, devido a propriedades
terapéuticas ja citadas (LIANDA e CASTRO, 2008).

E importante a realizagc&o de novos estudos que visem avaliar as propriedades
terapéuticas e as atividades imunomodulatorias do mel, para que a partir deste
produto natural, possam produzir mais drogas eficazes, no combate a diversas
afeccdes (TOMAZZONI et al., 2006; ALVES et al., 2008).
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5. OBJETIVOS

5.1.Geral

Avaliar a capacidade biologica da fracdo do mel de abelha Tetragonisca

angustula frente a infeccdo de Neospora caninum em culturas de células da glia.

5.2.Especificos

. Verificar a viabilidade celular pelo teste de MTT, das células da glia
tratadas com a fracado do mel e infectadas por N. caninum.

. Verificar producédo do 6xido nitrico.

. Verificar nimero de taquizoitos de N. caninum nas culturas de células

da glia tratadas com mel de Tetragonisca angustula e infectadas com N. caninum.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1.Declarac&o do Comité de Etica

Todos os protocolos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, protocolo de
namero: 23007.019525/2017.

6.2.Cultura de Neospora caninum

Taquizoitos da cepa NC-Bahia (GONDIM et al., 2001) foram mantidos em
monocamada de células Vero (Linhagem Celular de Rins de Macaco-Verde Africano),
com trocas regulares de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (GIBCO® 12657 — Invitrogen) e solucdo de antibiético e antimicético na
concentracéo 0,1% contendo Penicilina e estreptomicina (Sigma® Life Science A5955
— Aldrich Brasil Ltda) , trocado a cada 48 horas. As culturas foram mantidas em estufa

a 37°C com atmosfera Umida com 5% de CO:..
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AF

Figura 4: Preparo de solucdes, cultivo de células Vero e taquizoitos de N. caninum. A. Prepararo de
solugbes; B. Fluxo laminar; C. Repique de célula Vero; D. Meio de cultura RPMI 1640; E. Troca de
meio das culturas de Vero e N. caninum; F. Observacdo em microscopico de epifluorescéncia

(OLYMPUS®, CKX41). (Fotografias do arquivo pessoal).

6.3.0btencéo da fracdo do mel de abelha Tetragonisca angustula

O extrato bruto do mel foi concentrado em aparelho de rotoevaporacdo e
posteriormente fracionado por coluna cromatografica de silica gel C18. Foram obtidas
8 fracdes, mas para a realizacéo deste trabalho, foi disponibilizada a fracdo de nimero
5 (Fr5), através parceria com o Laboratério de Fitoquimica da Universidade Estadual
de Feira de Santana — UEFS. A Fr5 em diferentes concentragfes foi testada em uma
curva dose/resposta com o teste de MTT, para estabelecer qual seria usada no

estudo. A Fr5 (12,5ug/m) foi mantida em refrigeragéo até o momento do uso.

6.4.Cultura de células da glia
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Foram utilizados cortex de ratos Wister neonatos (Rattus novergicus), com
menos de 48 horas de vida, provenientes do biotério da Universidade Estadual de
Feira de Santana — UEFS. Para obtencéo das células da glia, o cortex foi retirado da
calota craniana e dissosiado mecanicamente. As células foram semeadas em garrafas
contendo meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino
(GIBCO® 12657 — Invitrogen), 1mM de &cido piravico (SIGMA®) e 2mM de glutamina
(SIGMA®). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO2
por 15 dias, com trocas do meio a cada 48 horas. Apos esse periodo as culturas foram
tripisinisadas, contadas e plagueadas, em placas de cultura celular de 96 pocos com
fundo chato (K12-096 KASVI®) para anélises do MTT [3 - (4,5 dimetiltiazol-2yl) - 2-5-
difenil-2H tetrazolato de bromo]. Para a dosagem de proteinas, 6xido nitrico (NO) e

contagem de taquizoitos utilizou-se placas de cultura de 12 pocos (K12-012 KASVI®).

6.5. Tratamento e infeccao das células gliais

As culturas de células gliais foram tratadas com a Fr5 do mel de abelha T.
angustula na concentracao 12,5ug/mL por um periodo de 24 horas e 72 horas. Apos
o periodo de tratamento o meio foi retirado e realizada a infeccdo com taquizoitos de
N. caninum pelo periodo de 72 horas. A infeccdo das células foi realizada como
descrito por Pinheiro et al., (2006). Os taquizoitos de N. caninum foram purificados
utilizando filtro de 5 ym (Millex®, Millipore), e contados em camara de Neubauer.
Utilizou-se uma relacdo célula/parasito de 1:1 para infeccdo das culturas. O
experimento foi encerrado e realizado as diferentes analises de MTT, NO e

guantificacdo de taquizoitos.
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Figura 5: Purificacao de taquizoitos de N. caninum. A. Coleta de taquizoitos das garrafas de cultivo; B.
Passagem do concentrado de taquizoito em seringa com agulha 22G; C. Filtragédo, em filtro de 5 ym
(Millex®, Millipore); D. Preparo da camara de Neubauer para contagem de taquizoitos. (Fotografias do
arquivo pessoal).

6.6.Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade das células gliais foi verificada pelo método de conversdo do MTT
[3 - (4,5 dimetiltiazol-2yl) - 2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo] em cristais de formazan
(CARMICHAEL et al., 1987). Para o método de conversdo do MTT em formazan foram
adicionados 0,5 g/L de MTT (Amresco®, Solon, Ohio) nas culturas de células da glia.
As culturas entdo foram incubadas em estufa com atmosfera imida com 5% CO: a
37°C por 2 horas, ap0s esse periodo adicionou-se 100uL do tampéo de lise (20% de
SDS e 50% de DMF) e a reagao deixada overnight em temperatura ambiente. A leitura
foi realizada utilizando leitora de Microplacas de ELISA - Expert Plus (ANALITICA®)

no comprimento de onda de 580nm.
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Figura 6: Método de conversao do MTT. A e B: Plaqueamento. (Fotografias do arquivo pessoal).

6.7.Dosagem de proteina

O teor de proteina das culturas foi determiando pelo método de Lowry et al.,
(1951) (Bio-Rad®, Hercules, CA). O sobrenadante das culturas foi retirado e o tapete
celular lavado trés vezes com PBS (1x). Lisadas em 2% (v/v) SDS, 2mM EGTA, 4 M
de uréia, 0,5% (v/v) de Triton X-100, 62.5mm Tris -HCI (pH 6,8) suplementado com
0,1% (v/v) de inibidor de protease (Sigma®, St. Louis, MO). Construcdo da curva
padréo e das amostras em triplicata, posteriormente foi adicionado 25ul do Reagente
A’ e 200pl do Reagente B, em cada pogo. A leitura foi realizada em uma absorbancia
de 620nm usando um Leitor de Microplacas de ELISA (Expert Plus ANALITICA®). Os

resultados foram expressos em ug/uL.
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Figura 7: Dosagem de proteina. A. Lavagem do tapete celular, sobre banho de gelo; B. Passagem do
screp para remocéao do tapete; C. Coleta; D e E. Preparacéo de solucfes e plaqueamento. (Fotografias
do arquivo pessoal).

6.8.Dosagem de 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) foi dosado no sobrenadante da cultura celular de acordo
com o método de Griess (WON et al., 2004). ApGs o periodo de tratamento e infeccao,
0 meio de cultura foi recolhido e distribuido, em triplicata, em placa de 96 pocgos.
Posteriormente adicionou-se solucéo de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de naftil-
etilenediamina em 5 % de &cido fosférico). Padrées quantitativos da curva padrdo
foram gerados em uma série de diluicdo pelo nitrito de sédio em meio de cultura. As
analises foram feitas em triplicatas. A leitura foi realizada em Leitor de Microplacas
de ELISA (Expert Plus ANALITICA®) no comprimento de onda de 490nm.
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Figura 8: Dosagem de éxido nitrico pelo método de Griess. A, B, C, D. Plagueamento. (Fotografias do
arquivo pessoal).

6.9.Contagem de parasito

Apbs 72 horas de infeccao foi realizada a contagem dos parasitos das culturas
infectadas com N. caninum. Os pocos foram raspados com auxilio de scrap para
liberar os parasitos do interior das células. O material foi coletado, passado 3x na
seringa com agulha hipodérmica 21G1. A contagem foi realizada com auxilio da
camera de Neubauer.
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Figura 9: Contagem de taquizoito de N. caninum. A. Passagem do screp. B e C. Avaliagao do volume
total. (Fotografias do arquivo pessoal).

6.10. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 Trial
(California, EUA) e registrado com média + desvio padrao. Para determinar a diferenca
estatistica ente os grupos foi realizada analise de variancia (ANOVA) com pos-teste
Dunnet. Para a contagem de NC foi utilizado o teste “t” com pods-teste de Mann
Whitney. Os valores de P<0,05 foram considerados com significancia estatistica. Para
dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal-Wallis seguido do pés test
Dunns. A normalidade dos dados foi avaliada através do teste D’Agustino e Pearson.
Para avaliar a diferenca estatistica dos dados paramétricos foi realizado o teste
ANOVA One Way.
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7. RESULTADOS

7.1.Efeito induzido pelo tratamento e infeccdo — MTT

O ensaio de MTT demonstrou que o tratamento por 24 horas com a Fr5 do mel
de abelha T. angustula (12,5ug/mL) e, células infectadas com N. caninum, apresentou
um aumento de 38% do metabolismo mitocondrial das células da glia, quando
comparada com o grupo controle (*p=0,0121) (Figura 10). No tratamento por 72 horas,
nao foi observado aumento da viabilidade celular, comparadas com as células em
condi¢cdo controle, e sim a reducdo do metabolismo mitocondrial nas culturas de
células da glia tratadas com a Fr5, quando comparadas com o NC (0,0159) (Figura
11).
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Figura 10. Analise do efeito da Fr5 (12,5ug/mL), na viabilidade de células gliais verificada através do
teste de MTT. Resultados expressos em média + SEM (n=4). (*) representa diferenca estatistica em
relagdo ao grupo tratado com o controle, com valor de p<0,05. Testes estatistico: Kruskal-Wallis com
pos-teste Dunn’s.
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MTT 72 horas
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Figura 11. Analise do efeito da Fr5 (12,5ug/mL), na viabilidade de células gliais verificada através do
teste de MTT. Resultados expressos em média + SEM (n=4). Nao houve significancia estatistica do
grupo tratado comparada com o controle; (#) p<0,05 comparada com o controle; (#) p<0,05 comparada
com as células infectadas (Nc). Testes estatistico: Kruskal-Wallis com po6s-teste Dunn’s.

7.2.Producéao de 6xido nitrico

Foi observado no tratamento por 24 horas, que a Fr5 na concentracao de
(12,5pug/mL) levou a reducao de NO, nas culturas tratadas com a fracéo e infectadas
com N. caninum, quando comparadas com o grupo controle (**p=0,0055) (Figura 12).
No tratamento por 72 horas a fracdo nao alterou a producdo de NO nas culturas
tratadas em relacdo ao grupo em condi¢ao controle, ainda no tratamento por 72 horas
observou-se no grupo infectado com N. caninum um aumento na produgédo de NO
(***p=0,0008) (Figura 13).
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Figura 12. Dosagem de nitrito em cultura primaria de células gliais tratadas com a Fr5 do mel de abelha
T. angustula por 24h e infectadas com taquizoitos de N. caninum. Os dados s&o representados em
média + SEM, (n=6), significAncia estatistica mostrada como (**) p<0,01 comparada com o controle.
Testes estatistico: Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn’s.
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Figura 13. Dosagem de nitrito em cultura primaria de células gliais tratadas com a Fr5 do mel de abelha
T. angustula por 72h e infectadas com taquizoitos de N. caninum. Os dados s&o representados em
média + SEM, (n=6), significancia estatistica mostrada como (***) p<0,001 comparada com o controle.
Testes estatistico: Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn’s.
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7.3.Determinacdo da proliferacdo parasitaria

Apés periodo de tratamento e de infeccdo, realizou-se a contagem de
taquizoitos nas diferentes culturas. Verificou-se que os grupos tratados com a fracao
do mel de abelha T. angustula apresentaram uma reducéo de 31,07% na proliferacao
parasitaria, para as culturas com tratamento por 24 horas (*p=0,0133) (Figura 14), e

63,07% (*p=0,0284) na cultura com tratamento por 72 horas (Figura 15).
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Figura 14. Quantificacdo de taquizoitos de N. caninum em cultura primaria de células gliais tratadas
com a Fr5 do mel de abelha T. angustula, na concentragcao de (12,5ug/mL), por periodo de 24h e
infectadas por 72h. Os dados sao representados em mediana + SEM, (n=4), significancia estatistica

mostrada como (*) p<0,05 comparada com as células em condicdo controle. Testes estatisticos: Teste
“” com pos-teste Mann Whitney.
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Figura 15. Quantificagdo de taquizoitos de N. caninum em cultura primaria de células gliais tratadas
com a Fr5 do mel de abelha T. angustula, na concentracao de (12,5ug/mL), por periodo de 72h e
infectadas por 72h. Os dados séo representados em mediana + SEM, (n==4), significAncia estatistica
mostrada como (*) p<0,05 comparada com as células em condi¢éo controle. Testes estatisticos: Teste
“” com pos-teste Mann Whitney.
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8. DISCUSSAO

As células da glia desempenham fun¢des fundamentais para manutencao da
homeostase do cérebro, atuando sobre diversas situacbes, com a finalidade de
manter a integridade do SNC, seja na desintoxicacdo, neuroprotecdo e resposta
imune contra a substancias toxicas e agentes patogénicos (COYLE e SCHWARCZ,
2000; GINHOUX et al., 2013; MATIAS; MORGADO; GOMES, 2019). O SNC faz parte
dos tecidos de predilecdo de N. caninum, e quando infectado, pode levar a inGmeras
alteracdes neurolégicas no individuo parasitado. Entretanto as células da glia
possuem mecanismo de resposta frente a infec¢cdo por esse agente, o qual promove
mudancas morfolégicas e bioquimicas nestes componentes celulares, levando a
liberac@o de mediadores quimicos fundamentais para inibir e combater o parasito. No
entanto uma resposta inflamatéria desacerbada pode levar a um quadro cronico,
evoluindo para morte celular (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2006; OTERI et al.,
2019).

No presente trabalho foi demostrado o efeito do tratamento prévio de uma
fracdo do mel de abelha T. angustula em culturas de células da glia infectadas por
taquizoitos de N. caninum, uma vez que o mel possui substancias ativas capazes de
promover respostas anti-inflamatorias, antioxidantes e imunomodulatoria (ALVAREZ
— SUARES, 2010; GONCALVES, 2005; IRISH, 2006; TONKS, 2003; TONKS, 2007).

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento com a Fr5 por 24 horas,
promoveu um efeito protetor as células gliais, aumentando a viabilidade celular em
40%, quando infectada com N. caninum. Os resultados encontrados no tratamento
por 24 horas nos testes de MTT, podem estar associados ao aumento da estabilidade
das membranas, e no aumento da disponibilidade energética as células, uma vez que
o mel é composto por diferentes acucares e substancias ativas como os flavonoides
(WESTON e BROCKLEBANK, 1999; MENDES et al., 2009; PENG et al., 2005).

Um estudo de Matos e colaboradores em 2014, investigou o efeito de
flavonoides, em um modelo in vitro de infec¢do de N. caninum em culturas de células
gliais, semelhante ao realizado neste trabalho. O estudo avaliou individualmente o
efeito de 10 flavonoides diferentes e foi observado que todos os flavonoides testados
induziram um aumento no metabolismo celular. Esses resultados corroboram com os

achados deste trabalho.
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Entretanto essa atividade ndo se mantém no tratamento por 72 horas pés
infecg@o. Aparentemente no tratamento por 72 horas a Fr5, pode ter induzido um efeito
téxico, quando mantidas apenas com as células gliais. Muito provavelmente a reducéo
da proliferacéo parasitaria nao foi devido ao NO, pois as culturas ndo apresentaram
diferencas estatisticas na producédo de NO apds infeccgéo.

Em vista da reducédo da proliferacdo parasitaria em ambos tratamentos, sem
que ocorresse alteracbes significativas nos niveis de NO, sugere-se que 0S
flavonoides presentes na fracdo induziram a morte e inibicdo da proliferacdo de
taquizoitos. Estudos in vitro com uso do mel demostram seu potencial antimicrobiano,
0 sugere que o efeito inibitério induzido pelo mel no crescimento bacteriano, ndo se
da exclusivamente por um unico fator, como por exemplo o efeito modulador no
aumento da producéo de NO, ou por seu efeito osmaético, mas por outros fatores, o0s
quais seus mecanismos ndo sdo completamente esclarecidos (GONCALVES, 2005;
COOPER, MOLAN e HARDING, 2002).

Estudos com o uso da prépolis demostram a atividade antiprotozoario deste
composto. Esta acdo ja foi demostrada contra Giardia lamblia, Trypanosoma cruzi,
Trichomonas spp. e Toxoplasma gondii, e pode estar relacionada com a sua acéo
imunomoduladora, atuando principalmente sobre a proliferacdo e aumento da
motilidade de macrofagos, que sdo células fagociticas, importantes no combate a
infeccbes (PRYTZYK et al., 2003; DANTAS et al., 2006).

O tratamento com a Fr5 promoveu a reducdo nos niveis de NO de células
infectadas, submetidas a tratamento por 24 e 72 horas. Enquanto, que para as culturas
de células gliais infectadas com taquizoitos de N. caninum, por 72 horas, obtiveram
um aumento na producdo de NO. Este evento pode ser explicado nos estudos de
Pinheiro e colaboradores (2006; 2010), que demostraram a ativacdo das células gliais
frente a infeccdo por N. caninum resulta na liberacdo de mediadores quimicos pro-
inflamatorios, tais com o NO.

Onbas et al., (2016), avaliaram a atividades do extrato etandélico de prépolis
(EEP) na inibicdo de oxido nitrico em diferentes linhagens de células tumorais e
notaram que as ceélulas tratadas nas concentragcbes de 25, 12,5 e 5 pg/mL
apresentaram diminuicdo nos niveis de NO, o que pode contribuir nas atividades
antiinflamatérias e imunorreguladoras. A capacidade dos flavonéides em inibir a
producdo de NO in vitro ja foram relatadas em diversos estudos (SONG et al., 2002;
BLONSKA et al., 2004; da SILVA et. al, 2015).
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Em conjunto dos resultados a frag&do no tratamento por 24h horas promoveu uma
reducdo de NO, com aumento de MTT, nas culturas infectadas com N. caninum, que
levou a uma reducédo do numero de parasito. No tratamento por 72 horas, ndo ocorreu
alteracdo significativas nos niveis de NO e MTT nas culturas tratadas com a fracéo e
infectadas com N. caninum, mas manteve a reducdo do numero de parasito, a

diminuicdo na quantificacdo de taquizoito néo se deve ao efeito de NO.
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9. CONCLUSAO

Diante desses resultados, sugere-se que a Fr5 do mel de abelha T. angustula
reduziu o numero de parasito nas culturas de células da glias de ratos infectados in
vitro com taquizoitos de N. caninum. Contudo, estudos sdo necessarios para melhor
compreender quais 0S mecanismos envolvidos no controle da multiplicacéo

parasitaria.
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