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No ano de 2015 a malaria 214 milhdes de pessoas e causou 438 mil mortes. No
Brasil ocorreram 142.967 casos da doencga, no mesmo ano. A doenga pode
apresentar-se de forma assintomatica, sintomatica e pode evoluir para as formas
graves. O Plasmodium falciparum pode causar malaria cerebral, a forma mais
seria da doencga. Os eritrocitos parasitados sado capazes de ligar-se a outros
eritrocitos e ao endotélio vascular resultando na hiperativacdo do sistema
imunitario. Mesmo com os tratamentos atuais eficientes usados na pratica
clinica, a doenga pode desenvolver-se para as formas graves, facilitada pela
resisténcia do parasito as drogas disponiveis. Espécies vegetais tem sido
testados como alternativas terapéuticas. O acido anacardico (AA) é extraido da
castanha de caju e tem mostrado atividades microbicidas, imunomoduladoras e
parasiticida. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do acido
anacardico in vivo em modelos animais da malaria e in vitro. Nos modelos
susceptiveis a malaria cerebral (CBA e C57BL/6) e ndao susceptiveis (BALB/c)
infectados pelo P. berghei Anka tratados com 150, 100, 50 mg/kg/dia e 25 mg/kg/
duas doses. Foram analisados sobrevida, parasitemia, hematdcrito e perda
progressiva de peso. A citotoxicidade nas células J774 foi avaliada pelo teste de
MTT usando utilizadas varias concentragdes de acido anacardico. O efeito do
acido anacardico na producéo de 6xido nitrico foi avaliado através da reagao de
Griess e a expressao de corpusculos lipidicos foi realizadda pela coloragao de
Oil red O. O efeito de 50uM acido anacardico na producédo de citocinas foi
avaliado depois de estimulacdo in vitro das células J774 com eritrécitos
parasitados ou ndo. A producgao de citocinas foi avaliada com o estimulo de LPS
e eritrocitos parasitados ou ndo com 50 pyM de acido anacardico. Quando os
animais CBA foram tratados com 150 e 100mg/Kg/dia de AA foi observado
aumento da sobrevida dos animais apods infeccado com P.berghei ANKA. O AA
nao mostrou toxicidade para as células J774. O AA inibiu a producédo do éxido
nitrico quando associado com o LPS e eritrécitos parasitados. O aumento da
expressao de corpusculos lipidicos aumentou na presenca de eritrécitos
parasitados e LPS. O AA ndo mostrou efeito na produgdo de FNT-a, porém
aumentou a producédo de IL-10, e de IL-6 e MCP-1 quando associado ao LPS.
Foi observado aumento da produgao de MCP-1 das células J774 tratadas com
AA e estimuladas com eritrocitos parasitados obtidos de camundongos BALB/c
infectados com P.berghei ANKA quando comparado com células estimuladas
apenas com eritrécitos parasitados. As células J774 mostraram que o tratamento
com AA e estimulo com eritrocitos parasitados obtidos de camundongos BALB/c
infectados por P. berghei ANKA aumenta da producado de MCP-1 em relagao as
células estimuladas apenas com eritrocitos parasitados. O AA aumentou a
producdo de IL-10 nas células estimuladas com eritrécitos parasitados de
BALB/c, porém diminuiu a produg¢ao nas células tratadas com eritrocitos de CBA.
Concluimos que os diferentes efeitos do AA na malaria experimental
provavelmente ocorrem pelos diferentes tipos de desencadeamento das
respostas inflamatorias dos modelos experimentais.
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About 214 million cases of malaria occurred in 2015, leading to 438,000 deaths.
In Brazil, 142,967 cases of malaria occurred in this same year. The disease can
present as asymptomatic or asymptomatic form and severe disease can develop
in some people. Plasmodium falciparum can cause cerebral malaria, the most
serious form of the disease. Infected red blood cells can bind each other and to
endothelial vascular cells, leading in hyperactivation of immune system. Even
though the effective current treatments used in clinical practice, disease can
evolve to severe forms due to the parasite ability to present drug resistance.
Some vegetal species have been tested as alternative treatments. Anacardic acid
(AA) is obtained from the cashew nut and has shown some activity against
bacteria, parasites and it also has immunomodulatory activity. This work aimed
to evaluate the in vivo activity in experimental animal models and in vitro activity
of the anacardic acid as well as its. In cerebral malaria-susceptible CBA and
C57BL/6 and resistant BALB/c mice infected with Plasmodium berghei ANKA and
treated with 150, 100, 50 mg/kg/day and 25 mg/kg/day twice by day anacardic
acid were assessed the survival rates, parasitemia curves, hematocrit and weight
evolution. Cytotoxicity to J774 cells was evaluated using several concentrations
of anacardic acid by MTT test. Effect of anacardic acid on nitric oxide production
by J774 cells was evaluated by Griess reaction and lipid bodies expression was
tested with oil red O. Effect of 50uM anacardic acid on cytokine production was
evaluated after in vitro stimulation with or without parasitized erythrocyte and
LPS. When CBA mice were treated with 100 and 150 mg/kg/day of AA, it was
observed an increased survival of the animals after infection with P. berghei
ANKA. Anacardic acid showed no toxicity to J774 cells. Anacardic acid inhibited
NO production when associated with LPS and parasitized erythrocytes. The
increase expression of lipid bodies was enhanced in presence of parasitized
erythrocytes and LPS. AA have no effect in tumor necrosis factor-o production, it
increased IL-10 production and increased the IL-6 and MCP-1 production only
when associated to LPS. There was an increased production of MCP-1 by J774
cells treated with AA + parasitized erythrocytes that were obtained from BALB/c
P. berghei-infected mice when compared with to J774 cells incubated only with
parasitized erythrocytes. AA increased IL-10 production when J774 cells were
stimulated with parasitized erythrocytes obtained from BALB/c mice; however, it
decreased IL-10 production when J774 cells were stimulated with parasitized
erythrocytes obtained from CBA mice. We conclude that the differing effects of
AA in the different malaria experimental models could occur because these
different strains of mice use different pathways of the inflammatory response.
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Introducgao



Dados epidemiolégicos

A malaria ocorre em varios paises e varias estratégias vém sendo
aplicadas em prol da contencdo da malaria no mundo. No ano de 2015 foram
estimados 214 milhdes de casos no mundo e 438 mil mortes. Apesar da reducao
dos casos, 0os numeros persistem inaceitavelmente altos, ainda mantendo a
malaria como um problema de saude publica em muitos paises (OMS, 2015). As
razbes para a alta mortalidade incluem muitos fatores, como os
socioeconémicos, retardo no diagnodstico da doenga, resisténcia aos
antimalaricos, hiperativagdo do sistema imunitario, entre outros (Sanchs e
Malaney, 2002).

O Brasil é o pais que apresenta o maior numero de casos de malaria nas
Ameéricas, sendo que em 2014 ocorreram cerca de 142.967 casos, devidos
principalmente ao Plasmodium vivax, porém também houve registros da doenga
por Plasmodium falciparum, embora em menor numero de casos. Na regido
Amazdnica concentram-se cerca de 98% a 99% dos casos de malaria que
ocorrem no Brasil (SVS, 2014).

Apresentacao clinica

A doenga pode apresentar-se sintomatica ou ndo. Em sua forma
sintomatica, apresenta periodos de febre em dias intercalados, vomitos, mialgia,
dor abdominal, diarreia, calafrios, cefaleia, mal-estar, nauseas e tosse seca. Se
nao tratada de maneira adequada, a doenca pode evoluir com complicacoes,
como ictericia, complicagdes renais, edema pulmonar, e obstrucido dos vasos
sanguineos no cérebro, podendo levar o individuo a morte (Franga e cols, 2008).
Nas criangas, primo-infectados e gestantes, a malaria mais frequentemente
evolui para as formas graves, podendo ocorrer anemia grave, acidose
metabdlica, comprometimento respiratorio grave e malaria cerebral (Muniz-
Junqueira, 2007).



Ciclo biolégico e resposta do hospedeiro

Apoés a inoculagdo do parasito no organismo humano, ele circula pela
corrente sanguinea até o figado, onde tem tropismo pelos hepatocitos. No
figado, replicam-se e transformam-se em merozoitos. Apds esse processo 0s
merozoitos entram na corrente sanguinea e invadem os eritrocitos, sendo que
essa invasao € necessaria para continuar o ciclo de vida do parasito. Durante o
estagio sanguineo do parasito, ele replica dentro dos eritrocitos e usa a
hemoglobina como fonte de nutrientes e, os eritrécitos além de serem um
ambiente propicio para a replicagao, ainda conseguem esconder os parasitos do
sistema imunitario. O eritrécito, apdés a entrada do parasito, sofre diversas
mudancas e uma delas € a perda da deformabilidade da membrana, o que leva
a perda da capacidade do eritrocito deformar-se para atravessar o endotélio
vascular. Principalmente na infec¢ao pelo Plasmodium falciparum, os eritrocitos
expressam protusdes (knobs) e ficam aderidos aos vasos na microcirculagéo,
dificultando o fluxo sanguineo (Derrost e cols, 2016). Além disso, liberam
moléculas capazes de ativar o endotélio microvascular, iniciando uma resposta
inflamatéria. Como ocorre com a hemozoina que pode estimular a produgao
exacerbada de citocinas pro inflamatérias (Jamarillo e cols, 2009), além de
moléculas que possuem efeito sistémico. A interagcdo do parasito com o
hospedeiro envolve varios mecanismos. O somatério das respostas do
hospedeiro ao parasito contribui para a expressao clinica variada da doenca,
podendo levar as formas graves como sindrome respiratoria, anemia severa,
acidose metabodlica e malaria cerebral (Gazzinelli e cols, 2014). Porém, os
mecanismos determinantes do desenvolvimento das formas graves ainda nao

estdo completamente esclarecidos.

Fisiopatogenia da malaria cerebral

A malaria cerebral € uma das formas graves da doenca, € nos seres
humanos é causada principalmente pela infeccdo com o Plasmodium falciparum.
A sua viruléncia é determinada por diversos fatores como o tipo de
expressao de proteinas na superficie dos eritrécitos infectados, que permite a

ligagdo dessas células na microvasculatura endotelial. A proteina de membrana
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eritrocitica do Plasmodium falciparum-1 (PfEMP1) &€ um dos principais antigenos
responsavel por mediar a adesao celular aos receptores ICAM-1, CD36, E-
selectina, N-CAM e CD31 no endotélio (Wassmer e Grau, 2017). Essa ligagéo
resulta em amplo sequestro de eritrocitos infetados, leucécitos e plaquetas,
aumento da permeabilidade vascular e hiperativagdo do endotélio (Utter e cols,
2017) que em consequéncia leva a desregulagao da coagulagéo, lesdes locais,
bloqueio da microvasculatura, isquemia, diminuicdo da biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO) (Yeo e cols, 2014) e aumento da produgéo de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral (FNT) e linfotoxina (Engwerda e
cols, 2002). Além disso os linfécitos TCD8+ atuam no processo de
desestruturacédo da barreira hemato-encefalica, pela da secregéo de perforinas
e granzimas (Nitcheu e cols, 2003). Esses fatores contribuem para a ocorréncia
da forma cerebral e das outras formas graves da doenga (Becker e cols, 2004).

Citocinas na malaria

As citocinas inflamatdrias possuem um papel importante na resposta
imune contra o plasmddio, porém o equilibrio entre citocinas pré e anti-
inflamatorias e os efeitos patogénicos que podem resultar na desregulagado do
sistema imunitario ainda ndo estao totalmente esclarecidos (Lyke, e cols, 2004).

A interleucina-6 (IL-6) produzida por mondcitos, células endoteliais e
fibroblastos € um importante marcador inflamatério das atividades imunologicas
tanto na resposta adaptativa como inata. (Gomes e cols, 2009). O papel protetor
da IL-6 na inibigdo, juntamente com outras citocinas, do desenvolvimento do
estagio hepatico do parasito tem sido descrito (Vreden e cols, 1992; Nussler e
cols, 1991). Porém, a citocina se encontra aumentada em pacientes que
desenvolvem as formas graves da malaria (Lyke e cols, 2004). Os niveis séricos
de IL-6 em pacientes infectados apresentando formas moderada ou grave da
infeccao pelo Plasmodium falciparum, durante a fase aguda da doenga, mantém-
se elevados, e mesmo apos o tratamento, os pacientes com malaria grave, n&o
apresentam diminui¢do dos niveis seéricos da IL-6 (Wenisch e cols, 1999). Na
infeccdo por Plasmodium vivax, a IL-6 encontra-se em niveis elevados nos

pacientes que desenvolvem ou n&o trombocitopenia (Raza e cols, 2014).



No estudo de Grau e cols (2002), em camundongos CBA, foi observado
que a IL-6 estava em niveis muito elevados, tanto em camundongos com malaria
cerebral infectados com Plasmodium berghei ANKA, quanto em camundongos
infectados com Plasmodium yoelii, que ndo causa malaria cerebral, sugerindo
que a interleucina-6 participa ativamente nas varias formas da infecgio.

Outra interleucina que participa da resposta do sistema imunitario contra
o plasmadio é a interleucina 10 (IL-10), com papel anti-inflamatério, participando
da regulagéo da resposta imune pela inibicdo da atividade de células auxiliares
tipo 1 (Ta1) citotoxicas naturais (NK) e macrofagos, que sao recrutados durante
a infecgao (Couper e cols, 2008). Ja foi mostrado que uma baixa relagéo IL-
10/FNT-o. esta associado a anemia na malaria, sugerindo que essa baixa
concentracido de IL-10 esta associada como aumento da produgao de fator de
necrose tumoral (FNT) seguido pelo aumento de interferon gama (INF-y) e que
o aumento do FNT esta associado com a gravidade da doenga (Niikura e cols,
2011).

O FNT-a e a linfotoxina (LT) s&o citocinas que estdo presentes no soro
em concentracbes elevadas em pacientes infectados com Plasmodium
falciparum e apresentam papel crucial no desenvolvimento das formas graves e
contribuem para a ativagdo de algumas vias intracelulares, como a do NF-kB,
por meio das moléculas adaptadoras ERK, JNK. Tanto os receptores para o FNT
quanto para a LT podem ativar esta via (Zhu e cols, 2005).

Um dos mecanismos para ativagcado da via do NF-kB é o processamento
proteolitico da proteina inibitoria IkB que esta ligada com o dimero NF-«B. Esse
dimero é composto de subunidades tais como Rel-A, Rel-B, c-Rel, p50 ep52
(Baeuerle, Baltimore, 1996; Siebenlist, 1997; Ghosh e cols, 1998). Quando n&o
estimulado o IkB impede a translocagcdo do dimero para o nucleo. Para que
ocorra a translocagao, € necessario a fosforilagdo do IkB. Quando liberados,
esses dimeros translocam para o nucleo, e sdo capazes de se ligarem a o acido
desoxiribonucleico (ADN) promovendo regulagdo génica (Baldwin 1996;
Baeuerle, Baltimore, 1997). Entre os genes que s&o regulados pelo NF-xB estao
aqueles relacionados com a apoptose, adesao celular, proliferacdo celular,

resposta imune inata e adaptativa, resposta oxidativa e remodelamento tecidual.



Entretanto, os fatores que estdo envolvidos na ativagdo da via do NF-xB e
modulagao das vias dos PPARs na malaria ainda nao estédo esclarecidos.

Borges (2013) avaliou a ativagdo da via do NF-xB pela expressao das
proteinas p52, Rel-A e Rel-B nos macrofagos peritoneais de modelos murinos
susceptiveis (C57BL/6 e CBA) e ndo susceptiveis (BALB/c) a malaria cerebral
infectados com Plasmodium berghei ANKA. Em relagcdo a proteina Rel-A foi
observado um aumento em todos os modelos em comparagao com seus grupos
controles, e de forma mais intensa no modelo BALB/c, sugerindo que existe
ativacao da via classica do NF-xB nos trés modelos, porém, a forma de ativagao
da via ocorre de maneira diferente. A proteina Rel-B mostrou expresséao diferente
nos trés modelos. No modelo BALB/c encontrou-se aumenta da sugerindo que
nao houve translocacdo da proteina para o nucleo, no modelo CBA houve
aumento da proteina Rel-B apenas no nucleo, sugerindo translocagdo da
proteina para o nucleo, porém, sem atividade. No modelo C57BL/6 a expressao
de Rel-B foi a menor quando comparado com as outras linhagens, ndo houve
diferencado Rel-B apos infecgdo pelo plasmaodio, sugerindo que o Rel-B n&o
participa do mecanismo de ativagdo do NF-kB no modelo C57BL/6.

Outras vias intracelulares também tém sido implicadas no
desenvolvimento da malaria, como a via dos receptores de proliferacao
peroxissomal ativada (PPARs). Varios estudos mostram que a ativagdo dessa
via culmina na produgao de moléculas com atividade anti-inflamatoria e imuno
moduladora, na regulagdo do metabolismo lipidico e de carboidratos, além de
desempenhar fungbes no desenvolvimento, diferenciagdo e apoptose celular
(Chinetti e cols, 2001).

Os receptores para o PPAR-y e a via de producdo do oOxido nitrico
parecem estar relacionadas (Mansouri e cols, 2017), pois os PPARs quando se
ligam em regides génicas podem inibir a produgao de iINOS, FNT, IFN-y, e de
enzimas formadoras de eicosanoides, que se encontram aumentados na forma
cerebral da malaria (Karin e cols, 2002; Shehata, 2005; Boop e cols, 2010).
Alguns estudos sugerem que o PPAR-y apresenta um papel importante na
resisténcia a malaria cerebral e que a sua modulacéo poderia ser utilizada para
evitar a evolugéo para as formas graves da doenca (Li e cols, 2000; Mendes e
La Point, 2003; Welch, e cols, 2003; Ye, 2008).



Borges e cols (2017) avaliaram a expressdo do PPAR-y nos macrofagos
peritoneais em modelos murinos ndo susceptiveis (BALB/c) e susceptiveis
(C57BL/6 eCBA) a malaria cerebral. Mostraram que os camundongos C57BL/6
que apresentam a forma cerebral mais grave da doenga tinham maior expresséo
constitutiva do PPAR-y, entretanto, ndo houve sua translocag&o do citoplasma
para o nucleo dos macrofagos. Nos camundongos CBA também n&o houve
translocacdo do PPAR-y do citoplasma para o nucleo. Somente nos
camundongos BALB/c, que n&o desenvolvem a forma cerebral da malaria,
observaram translocacdo do PPAR-y do citoplasma para o nucleo da célula,
sugerindo que a falta da translocagédo para o nucleo da molécula regulatéria
PPAR-y poderia contribuir para o desenvolvimento das formas graves cerebrais

da malaria.
Oxido nitrico

O o6xido nitrico € produzido em neurdnios, células endoteliais, astrécitos,
macroéfagos, e células do sistema imunitario por meio da enzima oxido nitrico
sintase (NOS). Em condigbdes fisiologicas normais ele é produzido para mediar a
neurotransmisséo, regular a diferenciagcédo e sobrevida dos neurénios, manter a
pressdo sanguinea controlada, regular o processo inflamatério (Hu e cols, 2016;
Percario e cols, 2012). E conhecido como importante mediador de citotéxico de
células imunes ativadas, principalmente em situacbes de estresse oxidativo.
(Dusse e cols, 2003).

O papel do 6xido nitrico na malaria ainda € nao esta totalmente
esclarecido. Stevenson et.al., 1992, sugeriu que o NO possui um papel protetor
contra a forma sanguinea do plasmaodio por ter efeito toxico ao parasito.

Percario e cols ,2012 mostraram que a inibigdo da NO favoreceu o
desenvolvimento das formas graves em camundongos Swiss infectados pelo
Plasmodium berghei ANKA. O oxido nitrico contribui de forma direta para a
atividade parasiticida, e indiretamente a produgao de citocinas que ativam o
sistema imunoldgico. Entretanto, tem sido sugerido uma associacdo de
alteracbes oxidativas na infeccdo pelo Plasmodium falciparum e o0
desenvolvimento da anemia, diminuindo a oxigenacgao dos tecidos e favorecendo

a isquemia (Halliwell; Gutteridge; 2007). Além disso, as mudangas oxidativas
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podem promover a mudanga da conformacdo da membrana dos eritrocitos,
reduzindo sua deformabilidade, que em consequéncia dificulta sua circulagao,

bloqueando o fluxo sanguineo na microvasculatura (Becker e cols, 2003).

Corpusculo lipidico

Os corpusculos lipidicos sao organelas ricas em lipidios e se encontram
em praticamente todos os organismos, incluindo plantas, fungos, procariotos,
mamiferos e ndo mamiferos (Bozza e cols, 2009). Os corpusculos lipidicos sao
sitios ativos para o metabolismo de lipidios araquidénicos. Lipidios neutros sao
a principal forma de armazenamento do acido aracddnico, o qual possui papel
importante nas células com atividade inflamatodria, como molécula de sinalizagao
chave, atuando como segundo mensageiro intracelular, mediador paracrino da
ativagao celular e como substrato para a conversédo enzimatica em eicosanoides.
Os corpusculos lipidicos apresentam fungdes inflamatorias e imunorregulatérias,
uma vez que eles contém enzimas formadoras de eicosandides, fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas. (Bozza, 2017). O corpusculo lipidico esta
presente nos macréfagos em infecgbes por patdégenos intracelulares como
Trypanossoma cruzi (D’avila e cols, 2011), Toxolasma gondii (Charron, 2002),
Leishmania infantum (Rodriguez e cols, 2017). Na malaria a presenca dos
corpusculos lipidicos foi evidenciada na cultura de Plasmodium falciparum
(Jackson, 2004) e em macrofagos de camundongos BALB/c, C57BL/6 e CBA

infectados com Plasmodium berghei ANKA (Borges e cols, 2017).

Modelos experimentais animais

Alguns aspectos da malaria grave em seres humanos sdo eticamente
impeditivos para avaliagdo em pacientes vivos, como por exemplo 0 acesso aos
tecidos cerebrais, que normalmente sdo processados apenas post-mortem e
muitas vezes, por objecdo religiosa e ou cultural, os familiares ndo permitem a
analise. Como também, as vezes ha despreparo ou falta de material para a
coleta do tecido nas areas endémicas, além do fato de que esses materiais
mostram somente o final do ciclo da doenga e n&o o seu curso completo. Outro

problema encontrado na analise da doenga em seres humanos é encontrar um



numero de pacientes suficientes para a amostragem no local do estudo. Por isso,
os modelos animais tém sido usados e tém contribuido significantemente para o
melhor entendimento do ciclo do parasito, curso da doenga, patogénese e a
resposta imunolégica no hospedeiro (Zuzarte-Luis e cols 2014). Assim como
ocorre variabilidade da doenga nos seres humanos, os modelos murinos também
possuem peculiaridades no desenvolvimento das formas clinicas da malaria
(Zuzarte-Luis e cols, 2014). Os animais da linhagem C57BL/6 desenvolvem
malaria cerebral (White e cols, 2009), sindrome aguda pulmonar, angustia
respiratoria (Van Don Steen e cols, 2010), comprometimento renal (Sinniah
1999), hepatico (Yoshimoto e cols. 1998) e placentario (Rodrigues-Duarte e cols,
2012). Os camundongos da linhagem CBA, também desenvolvem malaria
cerebral e complicagdes pulmonares A infecgao por Plasmodium berghei ANKA
para os dois modelos s&o fatais e eles morrem geralmente no 6° dia de infec¢ao
(Carvalho e cols, 2000). Ja os camundongos BALB/c s&o resistentes a malaria
cerebral, mas desenvolvem outras formas graves como comprometimento renal
(Elias, 2012); lesdo pulmonar (Yoshimoto e cols, 1998) e anemia grave (Evans,
2006) mais tardiamente.

Células de Linhagem J774

A cultura celular consiste em manutencao e replicacao in vitro de células
vivas, possibilitando analise do metabolismo envolvido na regulagdo celular,
sintese de proteinas, avaliacdo de componentes celulares, interacdo com
agentes externos. Existem diversos sistemas de cultura celular tanto animais
quanto humanos (Luisi e cols, 2004). As células geralmente usadas s&o células
imortalizadas que sao capazes de proliferar em cultura e se manter
indefinidamente apds a desativagdo de seus mecanismos de morte celular
(BCRJ acessado em 03-junho-2017).

As células J774 sdo uma linhagem de macrofago imortalizadas, oriundas

de camundongos BALB/c. Nessas células, a via do NF-kB é desencadeada por
ligantes dos receptores para TLR 1,2,3,4,9; ligante NOD, e também podem
desencadear a via IRF através dos ligantes como “transfected poly” agonistas
STING 2°3’ (Jin e cols, 2011). As células dessa linhagem J774 tém sido utilizadas

para ensaios de fagocitose (Leimaire e cols, 2014), ensaios envolvendo
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producdo de oxido nitrico (Vitral e cols, 2008) e produgédo de interleucina-1
(Hogquist e cols, 1991).

Tratamento

O tratamento da malaria com drogas antiplasmodiais é feito de acordo
com o tipo de plasmaodio com o qual o individuo esta infectado. Os farmacos mais
comumente usados sdo a artemisinina, mefloquina, cloroquina, doxiciclina entre
outros, que destroem o parasito em algum estagio especifico de
desenvolvimento (Germano, 2005). Entretanto, o extenso e crescente problema
de resisténcia as drogas antimalaricas coloca dificuldades ao tratamento, como
a necessidade de adotar um grande espectro de arsenal terapéutico para
permitir a associagao de drogas, acrescido da necessidade de também lidar com
os diferentes estagios do ciclo de vida do parasita. A resisténcia do parasito aos
medicamentos atualmente disponiveis € de consideravel importancia para o
desenvolvimento da doenca (Aguiar e cols, 2012), sendo, portanto,
urgentemente necessarios estudos sobre novos farmacos e sobre novas
estratégias de tratamento, como a utilizacdo de drogas com efeito
imunomodulador.

Espécies vegetais com atividade bioldgica vém sendo utilizadas desde o
primordio dos tempos, e considerando o desenvolvimento de resisténcia por
muitos micro-organismos, cada vez mais sdo avaliadas como alternativas
terapéuticas (Archana e cols, 2011).

Dentre outros compostos, o acido anacardico pertence a familia das
Anacardiaceaes, e proveniente da castanha de caju (Trevisan e cols, 2006) com
atividade agonista do PPAR-y (Lima, 2016).

O estudo de Sung e cols 2008, evidenciou que acido anacardico
apresenta atividade relacionada com a via do NF-kB através da inibicdo da
ativacdo da via em diversas espécies celulares, como células de pulméao,
préstata, rim e escamosas, por diversos desencadeadores, como fator de
necrose tumoral (TNF), lipopolisacarideo (LPS), interleucina 1 beta (IL-1p), forbol
12-miristato 13-acetato (PMA), fator de crescimento epidermal (EGF) e acido
okadico (OA). Nesse estudo também foi mostrado que o acido anacardico é

capaz de potencializar a ativagcao da via das caspases, suprimir a expressao de
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genes anti apoptoticos, genes envolvidos na proliferagéo celular. Também ja foi
evidenciado que o acido anacardico tem atividade de agonista parcial do PPAR-
¥y (Lima e cols, 2016). Outras atividades também ja foram mostradas como
inibicdo de lipoxigenase e cicloxigenase, que sdo compostos que participam da
producdo de eicosanoides, provavelmente por estimular a atividade e a
expresséo dos PPARs, principalmente o PPAR-y (Kubo e cols, 2008; Wisastra e
cols 2013), atividade parasiticida (Cui, 2008), antimicrobiana (Castillo-Juarez,
2007), gastroprotetora, (Moraes e cols, 2010), anti-inflamatéria (Sungecols,
2008), antioxidante, (Masuoka e Kubo, 2004), entre outras.

Por meio da atividade antioxidante, o acido anarcadico € capaz de
proteger as células humanas do estresse oxidativo (Trevisan e cols, 2006;
Morais e cols, 2010) pela inibicdo de enzimas pré-oxidativas, da conversao de
espécies reativas mediante presenga de ions metalicos e quelantes (Lodovici e
cols, 2001; Kubo e cols, 2006).

Cui e cols (2008) realizaram ensaios com Plasmodium falciparumin in vitro
e mostraram que o acido anacardico inibiu o crescimento parasitario. Contudo,
pouco se sabe sobre o mecanismo de interacédo do acido anacardico e os PPAR-

a, -B e -y e sua influéncia sobre a evolugdo da malaria grave.

Justificativa

O acido anacardico € uma molécula agonista parcial do PPAR-y que tem
mostrado potencial microbicida, parasiticida, antioxidante, antitumoral, entre
outros. A molécula que por sua vez também interage indiretamente com a via do
NF-kB, a qual esta envolvida intimamente na resposta inflamatoria contra o
plasmddio. A via do PPAR-y é de extrema importancia na doenga por ter
atividade regulatéria sobre a via do NF-xB, que é responsavel por produzir
citocinas inflamatorias e encontra-se superativada nas formas graves da doenca.
Além disso, o aumento da resisténcia do parasito aos tratamentos atualmente
disponiveis é preocupante, além da ainda elevada taxa de morbimortalidade que
a malaria apresenta nos dias atuais. A utilizacdo de um imunomodulador com
potencial agao parasiticida poderia ser de grande contribuigdo para o tratamento

da doencga e para a diminuigdo das sequelas causadas pela hiperativacdo do
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sistema imunitario que ocorre nas formas graves da infec¢do. Por isso, o acido
anacardico se torna um potencial candidato para estudo devido a possibilidade
de evitar as formas graves da doenca, pelo papel plasmodicida e potencial

imunomodulador.
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Objetivos
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Avaliar a influéncia do acido anacardico sobre a evolugédo da infecgao pelo

Plasmodium berghei Anka, em modelos experimentais susceptiveis (CBA e

C57BL6) ou resistentes (BALB/c) a malaria cerebral e o possivel efeito

modulatoério sobre a atividade das células J774.

E foram desenvolvidos especificamente por:

Avaliar a influéncia do tratamento com acido anacardico de camundongos

BALB/c, C57BL/6 e CBA sobre o peso, sobrevida, hematdcrito e parasitemia.

Avaliar a citotoxicidade do acido anacardico em diferentes concentracoes
pela determinacao da viabilidade das células pelo metabolismo mitocondrial
dos macrofagos J774 pelo teste do MTT.

Avaliar o efeito do acido anacardico sobre a produgao de radicais livres
(6xido nitrico) em cultura de células de linhagem de macréfagos de

camundongo.

Avaliar o efeito do acido anacardico sobre a produgdo de corpusculos
lipidicos em cultura de células de linhagem de macrofagos de camundongo.

Avaliar o impacto do acido anacardico sobre a producéao da citocina MCP-1,
de citocinas reguladas direta ou indiretamente pela via do NF-xB (TNF, IL-6)
e influenciadas pela atividade dos PPARs (IL-10) no sobrenadante da cultura
de macrofagos J774 estimulados com eritrocitos de camundongos

susceptiveis ou ndo a malaria cerebral.
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Materiais e Métodos
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Tipo de Estudo

O presente estudo foi do tipo experimental e foi realizado no Laboratério
de Imunologia Celular e no Laboratorio de Malaria do Nucleo de Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia

Foram estudados macrofagos imortalizados de camundongo da linhagem
J774 e camundongos da linhagem BALB/c, animais nao susceptiveis a malaria
cerebral, e animais das linhagens C57BL/6 e CBA, que s&o susceptiveis a
malaria cerebral. Os camundongos foram infectados com Plasmodium berghei
ANKA.

Durante todo o trabalho as normas éticas de pesquisa cientifica com
animais foram rigorosamente obedecidas e o presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade de Brasilia,
processo numero 66695/2016.

Para realizagao desse trabalho, as diretrizes “ARRIVE” do National Centre
for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research (NC3R®)
foram estritamente obedecidas (Kilkennye e cols, 2010).

Obtencgao do acido anacardico

Em um baldo de vidro de 100 ml foram adicionados 30,0 g de liquido da
castanha de caju (LCC) natural (~ 86,078 mmoils), 15,0 g de Hidroxido de calcio
{Ca (OH), } (~202,449 mmols) em mistura de 180,0 ml de metanol (MeOH) e

agua destilada (30,0 ml). O Ca (OH)o foi dissolvido em agua antes de ser

adicionado ao sistema reacional, que permaneceu em agitacdo e submetido a
refluxo por 3 horas, equipado com sistema de resfriamento do condensador a
0°C e aquecimento em banho de 6leo a 80°C. Apds este periodo em refluxo, a
mistura foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada.

O sdlido proveniente da filtragcao foi lavado com acetato de etila a fim de
serem retirados os demais componentes indesejaveis do LCC. Os sais de calcio
formados foram tratados com solugédo de acido cloridrico a 50%, em agitacéo,
submetido a banho de gelo até atingir pH 1, que p&de ser verificado através da
conferéncia por papel indicador de pH. O meio acido favorece a liberagao da

mistura de acidos anacardicos, que posteriormente foram extraidos com acetato
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de etila.

A fase organica foi lavada com solu¢do saturada de cloreto de sodio e
seca em sulfato de sodio anidro para evitar resquicios de agua, que porventura
poderiam ter ficado apos este processo de elaboragao. O solvente foi evaporado
a pressao reduzida, a mistura de acidos anacardicos foi purificada em coluna
cromatografica de gel de silica, eluida em mistura de hexano e acetato de etila
a 20%, fornecendo a mistura pura. O rendimento obtido foi de 80%, fornecendo
a mistura de acido anacardico insaturado.

A mistura de acidos anacardicos insaturada foi purificada em coluna de
gel de silica, eluida em hexano e acetato de etila, cujas concentragbes variaram
de hexano 95%: acetato de etila 5% a hexano 50% acetato de etila 50%,
fornecendo a mistura pura, com rendimento de 90% (Heys 2017). A figura 1

mostra a molécula de acido anacardico extraida do LLC. (Figura 1).

OH O
OH
C15H31-n
n=0,2,40u6

Figura 1: Molécula de &cido anacardico obtida do liquido da castanha de caju natural.

Em um frasco de hidrogenagao foram adicionados 5,00 g da mistura de
acidos anacardicos, previamente purificada (~14,346 mmols), 0,20 g de
catalisador paladio-carvdo a 10% (Pd/C) e etanol (50,0 mL). A adi¢do do
catalisador foi realizada em banho de gelo.

O sistema de hidrogenacao foi submetido a presséo de 60Psi em reator
Paar, a temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida a mistura foi filtrada em
um funil sinterizado proprio e o solvente retirado por pressao reduzida. O residuo
obtido foi recristalizado em hexano, fornecendo o acido anacardico saturado, que
apresentava uma aparéncia de um solido branco (Heys 2017). A figura 2 mostra
a reacdo quimica ocorrida para obtencido da variavel LTD11 a partir do acido

anacardico extraido do LLC.
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OH O OH (“)
OH OH

H, Pd/C

EtOH, 60 Psi
C1 5H31-n C15H31

Figura 2: Reagao quimica de obtenc¢éo do derivado (LTD11) a partir do acido anacardico extraido
do LCC.

Ao final foi obtido um composto com 90% de rendimento, sdlido, branco, com
ponto de fusédo entre 81°C e 84°C, fator de retencdo (RF) de 0,48, (Hexano 80%
e Acetato de etila 20%), massa molar de 348,52 g/mol e férmula molecular
C22H3603 (Heys 2017) (Figura 3).

OH (0] Rendimento: 90%
RF: 0,48 (Hex 80%: AcOEt 20%)
OH Ponto de fusdo: 810C- 840C
Formula Molecular: CooH3603

C15H31 Massa molar: 348,52 g/mol

1uM possui 348ug/ml
LDT 11

Figura 3: Formula quimica da molécula de acido anacardico LTD11 obtida através do acido

anacardico extraido do liquido da castanha de caju.

Delineamento experimental

Na figura 4 encontra-se o esquema do delineamento experimental
estudado in vitro e in vivo.

Nosso trabalho foi desenvolvido em duas partes, uma in vivo utilizando
camundongos susceptiveis a malaria cerebral (CBA e C57BL/6) e camundongos
n&o susceptiveis a forma cerebral da doenca (BALB/c) e outra in vitro, utilizando
células J774.

Para a avaliagdo dos aspectos clinicos foram usadas trés linhagens de
camundongos, BALB/c que s&o animais naturalmente resistentes a malaria

cerebral, C57/BL6 que s&o susceptiveis a malaria cerebral e também a maior
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parte das manifestagbes graves da doenga e a linhagem CBA que também é

susceptivel a malaria cerebral, porém a manifestagao ocorre por ativagao de vias

diferentes. Para analise dos parametros clinicos, os animais foram separados

em seis grupos: grupo controle, grupo tratado com 150 mg/kg/dia; 100 mg/kg/dia

e 50 mg/kg/1 vez por dia de acido anacardico, 25 mg/kg/2 vezes por dia de acido

anacardico, sendo que outro grupo como controle ndo tratado para comparagéo

com o grupo tratado com 25 mg/kg duas vezes ao dia também foi estudado.

Para analisarmos a producdo de oOxido nitrico e a formacado de

corpusculos lipidicos pelas células J774, foi utilizado sangue de camundongos
SWISS infectados com Plasmodium berghei ANKA.

Modelo experimental

Inicio do tratamento no 3° dia de
infecgao

(doses: 150; 100; 50mg/kg e 25mg/kg
2x ao dia

Modelo In vivo

Infeccdo com Plasmodium berghei
ANKA em camundongos CBA (n=51),
BALB/c (n=46) e C57BL/6 (n=46).

Avaliagao sobrevida
n = iCBA0:8; iCBA2x:10; iCBA25:10; iCBA
50:7; iCBA 100:6; ICBA 150:10
n= iBALO:8; iBAL2x:8;
iBAL50:7; iBAL100:8; iBAL150:7
n= iC570:6; iC572x:10; iC5725: iC5750:6;
iC57100:7; iC57150: 7

iBAL25:10;

Avaliagao hematocrito parasitemia
n = iCBAO:8; iCBA2x:10; iCBA25:10; iCBA
50:7; iCBA 100:6; ICBA 150:10
n= iBALO:8; iBAL2x:8;
iBAL50:7; iBAL100:8; iBAL150:7
n= iC570:6; iC572x:10; iC5725: iC5750:6;
iC57100:7; iC57150: 7

iBAL25:10;

Avaliagao peso
n = iCBAO:8; iCBA2x:10; iCBA25:10; iCBA
50:7; iCBA 100:6; ICBA 150:10
n= iBALO:8; iBAL2x:8;
iBAL50:7; iBAL100:8; iBAL150:7

n= iC570:6; iC572x:10; iC5725: iC5750:6;
iC57100:7; iC57150: 7

iBAL25:10;
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Modelo in vitro

Cultivo células J774 (macréfagos
murinos peritoneais tumorais)

Avaliagéo de citotoxicidade do acido
anacardico pelo teste de MTT

10°% células para cada teste
3 vezes triplicata

Influéncia do acido anacardico na

Influéncia do acido anacardico na Influéncia do &cido anacardico na produgéo de citocinas
producao de o6xido nitrico. produgéo de corpusculos lipidicos 105 células J774 e 5x105 eritrocitos
105 células J775 e 5x105 eritrécitos 5x105 células J774 e 3,5x10° de CBA, BALB/c e C57BL/6 com ou
de Swiss com ou sem PbA eritrécitos de Swiss com ou sem PbA sem PbA
3 vezes, triplicata 2 vezes quadruplicata 1 vez triplicata para "sem PbA"

1 vez quadruplicata para "com PbA"

Figura 4: Delineamento experimental nos modelos in vivo e in vitro.

Estudo in vivo

Animais

Os camundongos C57BL/6, CBA, BALB/c e Swiss foram obtidos do
alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia e
mantidos com agua e ragdo para camundongos ad libitum, em ciclo de
claro/escuro de 12 horas, em estantes ventiladas. Para avaliagado da influéncia
do acido anacardico sobre a sobrevida, parasitemia, hematocrito e peso foram
usados animais machos entre 8 a 10 semanas de vida das linhagens CBA (n =
51), BALB/c (n = 46) e C57BL/6 (n = 46). Para avaliac&o influéncia do acido
anacardico sobre a producdo de radicais livres e corpusculo lipidico foram
usados camundongos SWISS (n = 6), sendo 3 machos e 3 fémeas, entre 8 e 18
semanas. Para avaliar a influéncia do acido anacardico sobre a producao de
citocinas pelas células J774 foram utilizados, como estimulo, eritrocitos

parasitados ou nao, obtidos de animais BALB/c, C57BL/6 e CBA.
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In6culo

Foi utilizada a cepa do Plasmodium berghei ANKA mantida no Laboratério
de Malaria do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade de Brasilia. Para o
uso, a cepa era previamente descongelada e eram feitas pelo menos duas
passagens em animal para recuperagao da viruléncia da cepa. Os camundongos
foram inoculados com 10° eritrdcitos parasitados em solugao salina tamponada
com fosfato pH 7.2, estéril, num volume final de 100 pl, por via intraperitoneal.
Para o in6culo dos animais, o sangue era retirado apenas quando a parasitemia
estava acima de 10% nos animais de passagem, através da pungédo cardiaca. A
quantidade total de eritrocitos era quantificada em hematocitbmetro e em
seguida diluida em solucdo salina tamponada com fosfato pH 7,2, estéril, para
obtermos 10° eritrécitos infectados em 100 pl.

Grupos do estudo

Para avaliar o efeito do acido anacardico na sobrevida, parasitemia e peso
dos animais, foram estudados 4 grupos para cada linhagem de camundongo
(C57BL/6, CBA, BALB/c):

Grupo controle (n = CBA: 8; BALB/c: 8; C57BL/6: 6): Animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados apenas com
veiculo de diluicdo da droga, que consistia em 20 pl de solugao
fisiologica 0,9% com 2% de Tween 80 por via oral, a partir do 3° dia de

infeccédo até o dia da morte esponténea.

Grupo tratado 150 (n = CBA: 10; BALB/c: 7; C57BL/6: 7): Animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados com 150
mg/kg/dia (438uM) de acido anacardico diluido em 20 ul de solug&o
fisiologica 0,9% com 2% de Tween 80, por via oral, a partir do 3° dia

até o dia da morte espontanea.
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Grupo tratado 100 (n = CBA: 6; BALB/c: 8; C57BL/6: 7). Animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com 100
mg/kg/dia (219 uM) de acido anacardico diluido em 20ul de solug&o
fisiologica 0,9% com 2% de Tween 80, por via oral, a partir do 3° dia
até o dia da morte espontanea.

Grupo tratado 50 (n= CBA: 7; BALB/c: 7; C57BL/6: 6): Animais
infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com 50 mg/kg/dia
(109,5 pM) de acido anacardico diluido em 20 pl de solugdo fisiologica
0,9% com 2% de Tween 80, por via oral, a partir do 3° dia até o dia da

morte espontanea.

Grupo controle/ duas vezes (n = CBA: 10; BALB/c: 8; C57BL/6: 10):
Animais infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados apenas
com veiculo de diluicdo da droga duas vezes por dia, que consistia em
20 pl de solugéo fisiologica 0,9% com 2% de Tween 80 por via oral a
partir do 3° dia de infeccéo até o dia da morte espontanea.

Grupo tratado 25/duas vezes (n = CBA: 10; BALB/c: 8; C57BL/6: 10):
Animais infectados com Plasmodium berghei ANKA tratados com 25
mg/kg (54,74 pM) de acido anacardico, duas vezes por dia, diluido em
20 pyl de solugéo fisiologica 0,9% com 2% de Tween 80, por via oral, a

partir do 3° dia até o dia da morte esponténea.

O tratamento foi feito por ingestdo por via oral, no qual era inserido

delicadamente na boca dos camundongos uma ponteira colocada em uma pipeta

de 20 pyL contendo o medicamento, que era sugado espontaneamente pelos

animais, evitando possiveis traumas pelo tratamento.

Influéncia do acido anacardico no peso dos animais

Os animais foram pesados diariamente a partir do dia do inoculo com

Plasmodium berghei ANKA até o dia da morte espontanea. A partir do 3° dia os

animais eram tratados conforme o grupo e eram sempre pesados no mesmo
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horario, na mesma balanga (OHAUS CT200-S capacidade 200 g) e o peso

exXpresso em gramas.

Influéncia do acido anacardico no hematocrito dos animais

Para avaliar a influéncia do acido anacardico na anemia dos animais, foi
realizado o hematocrito no 3°, 6° e 8° dia de infecg¢ao. Foi retirado cerca de 10 pl
de sangue da ponta da calda dos animais e colocados em capilar de vidro com
EDTA. O capilar foi vedado com fogo e colocado para centrifugar em 330 G por

10 minutos.

Influéncia do acido anacardico na parasitemia dos animais

Para avaliar se o acido anacardico teve influéncia na parasitemia, foram
realizadas laminas histolégicas de sangue através da técnica de distendido
utilizando sangue da ponta da cauda dos animais no 3°, 6° e 8° dia. As laminas
foram coradas com kit rapido de coloragdo pandtica, e analisadas em
microscopio 6ptico com aumento de 1000x, sendo contadas 500 eritrocitos por
preparagao. A parasitemia foi representada pela porcentagem de eritrécitos
parasitados.

Influéncia do acido anacardico na sobrevida dos animais

Para avaliar o efeito do acido anacardico na sobrevida dos animais, a
morte espontanea dos animais foi anotada diariamente até o dia da morte do
ultimo animal em acompanhamento e analisada pela curva de sobrevida
segundo o método de Kaplan-Meyer, sendo que a diferenga estatistica foi
analisada pelo método de Logrank, para a analise comparativa entre o grupo
controle e o grupo tratado, para cada dose do acido anacardico e para todas as
linhagens de camundongos avaliadas.
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Estudo in vitro
Cultivo das células J774

A linhagem de células J774A.1 (ATCC® TIB-67™) utilizada nesse
trabalho foram cedidas pela Prof? Dr? Tatiana Karla dos Santos Borges. A cepa
foi descongelada em banho Maria a 37°C e descongelada em 10 ml de meio de
descongelamento. O tubo foi centrifugado por 10 min a 200 G e depois foi
retirado o sobrenadante e colocado em placa aderente para cultivo celular KASVI
(K11-2050 com filtro) acrescentado 10 ml de meio de descongelamento e
incubado em camara umida com 5% CO; por 24 h. Entao foi retirado 5ml do meio
de descongelamento, acrescentado 5 ml de meio de manuteng&o e incubado
novamente nas mesmas condi¢cdes. Apos 24 h foram retirados 10 ml do meio
atual e acrescentado 10 ml de meio de manutengdo e incubado novamente.
Apds o tempo de incubacao as células foram trocadas para placa ndo aderente

e colocadas para crescer sob mesmas condigdes.

Avaliagao da citotoxicidade do acido anacardico pelo teste do MTT
utilizando células J774.

Para avaliar se o acido anacardico tinha efeito citotéxico nos macrofagos
J774 foi realizado o teste do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis,MO, USA), que avalia a viabilidade
celular. Foram incubadas 10° células J774 com &cido anacardico pré diluido com
1% de DMSO (Sigma-Aldrich) em diluicdo seriada a partir de 100 uyM até 0,78
MM em meio de cultura por 24 h em placa de 96 escavacgdes, de fundo chato,
estéreis (TPP, Switzerland, Europe). Apés as 24 h foi acrescentado 10 ul de 2,5-
difenil brometo de tetrazolium (MTT) na concentragdo de 5mg/ml e incubado por
mais 4 h. Em seguida, foi colocado 50 pl de DMSO para interromper a reagao e
em seguida foi realizada a leitura em espectrofotbmetro (Spectramax plus 384,

Molecular Devices, Sunnyvale, USA) em 570 nm.
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Eritrocitos normais e parasitados utilizados como estimulo

Foram obtidos eritrécitos de camundongos infectados ou n&o infectados
das quatro linhagens estudadas (BALB/c, C57BL/6, CBA e SWISS). Para fazer
as determinacbes, de Oxido nitrico e corpusculo lipidico foram utilizados
eritrocitos parasitados de camundongos SWISS (n = 6) com 8 a 18 semanas e
para as dosagens de citocinas foram utilizados eritrocitos parasitados de
camundongos CBA (n = 2) BALB/c (n =2), C57BL/6 (n = 2) e de 8 a 10 semanas.
Trés animais Swiss e 1 das outras linhagens foram inoculado com 10° eritrécitos
parasitados suspensos em salina tamponada com fosfato, pH 7.2, estéril, num
volume final 100 pl. 3 animais Swiss e 1 das outras linhagens foram inoculados
com apenas salina tamponada com fosfato, pH 7.2, estéril. Apds 4 dias os
animais sofreram eutanasia em camara de COg, e o sangue foi obtido por pungéo
cardiaca. Um distendido do sangue foi feito em uma |amina para determinar a
parasitemia no momento do estudo. O sangue foi centrifugado a 200 G por 10
min, e lavado 3x com STF antes do uso.

Influéncia do acido anacardico na expressao de corpusculos lipidicos

pelos macroéfagos J774.

Para avaliar o efeito do acido anacardico na produgdo de corpusculos
lipidicos, 5 x 10° células J744 foram incubadas por 2 h em placa de cultivo com
24 escavacdes e laminula de vidro de 13 mm no fundo, para permitir a aderéncia
a lamina, em seguida foram adicionados, 5 x 10° eritrécitos de camundongos
Swiss com parasitemia de 10% ou n&o parasitados, lipopolissacarideo 50 ng/ml
de acido anacardico. O experimento foi realizado duas vezes em quadruplicata

A dose de 50ng/ml foi escolhida por apresentar atividade plasmodicida de
acordo com Cui e cols (2008). As células foram entdo incubadas por mais 24 h,
em estufa de CO,; 5%. Apds a incubacdo, as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 30min, lavadas 2 vezes com STF, pH 7,2 e uma vez
com alcool isopropilico a 60%. Em seguida, as células foram coradas com
solugéo de 6leo vermelho O (Sigma-Aldrich) por 15min. O excesso do corante
foi retirado e as escavacbes foram lavadas uma vez com 1 ml de alcool

isopropilico a 60% e depois duas vezes com 1 ml de agua destilada. Os nucleos
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celulares foram corados com hematoxilina de Mayer por 15 min, lavadas
novamente com agua destilada e as laminulas foram montadas sobre laminas
de vidro com uma fina camada de meio de montagem, contendo 10 g de gelatina,
60 ml de agua destilada, 70 ml de glicerol e 0,25 g de fenol. Em 200 células
foram determinados o numero de corpusculos lipidicos que cada célula estava
expressando, e a porcentagem de células que expressavam corpusculos
lipidicos, sendo entdo determinada a média de corpusculos lipidicos por célula.
O indice corpuscular foi calculado pela multiplicacdo da proporcédo de células
expressando corpusculo lipidicos pela média de corpusculos lipidicos expressos
por célula.

Influéncia do acido anacardico na producao do 6xido nitrico pelas células
J774.

Para avaliar o efeito do acido anacardico na produgao de oxido nitrico,
foram colocadas 10° células J774 em placa de 96 escavacdes, de fundo chato,
estéreis (TPP), e incubadas por duas horas em camara umida, em estufa de CO,
para permitir a aderéncia das células, e em seguida foram acrescentados 5 x 10°
eritrocitos parasitados ou ndo e 50 yM acido anacardico ou meio de cultura e
incubados por 24 h. O experimento foi realizado trés vezes em triplicata. Como
controle positivo foi utilizado LPS 50 ng/ml. A produgdo de o6xido nitrico foi
quantificada no sobrenadante das células pela reacédo de Griess (100 pl do
reagente de Griess — [0,1% sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25%] com 100 ul do
sobrenadante da amostra). A leitura foi feita em espectrofotdmetro em 540 nm.
A curva padrao de 6xido nitrico foi feita pela a diluicdo seriada de nitrito de sodio
(NaNOQOy). Iniciou com 200 uM e foram feitas as diluigbes de 1:2 até 1:128 com
agua destilada. Para o valor zero, foi utilizado apenas agua destilada (0 pM). As
leituras da curva padrao e dos testes foram feitas ao mesmo tempo

Influéncia do acido anacardico na producao de citocinas pelos macréfagos
J774.

Para avaliar o efeito do acido anacardico na producéo de citocinas foram

utilizadas 10° células J744 por escavacao, que foram incubadas por 2 h em placa
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de 24 escavagdes, estéreis, para permitir a aderéncia a lamina, em seguida
foram estimulados com 5 x 10° eritrécitos de camundongos BALB/c, ou C57BL/6
ou CBA infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA, com parasitemia
meédia de 10% e 50 yM de acido anacardico e incubados por mais 8 h, em estufa
de CO,. Foram retirados 50 ul do sobrenadante das culturas e as concentracdes
do FNT-a, IL-6, IL-10 e MCP-1, por citometria de fluxo, conforme instrugbes do
fabricante, foram determinadas. As citocinas foram dosadas com kit comercial
“Cytiometry Bead Array — Mouse Inflammation Kit” - BD™. Os experimentos para
os testes que foram realizados com eritrocitos ndo parasitados foram feitos uma
vez em duplicata, sendo que a leitura foi feita em triplicata para cada ponto apos
homogeneizagdo das amostras. Os experimentos para os testes que foram
realizados com eritrécitos parasitados foram feitos uma vez em duplicata, sendo
que a leitura foi feita em quadruplicata para cada ponto apés homogeneizagéo
das amostras. As amostras foram lidas no citometro de fluxo BD LRS
FORTESSA, e analisadas pelo software FCAP Array v3.0 para Windows.

Analises estatisticas.

Os dados obtidos foram previamente analisados quanto a normalidade da
distribuicdo das amostras pelo teste de Kolmogorov e para a variancia da
distribuicdo das amostras pelo teste de Bartelet. Para analises de duas amostras
nao relacionadas n&o paramétricas foi utilizado teste Mann-Whitney e para duas
amostras nao relacionadas paramétricas foi utilizado teste t-Student. Para
analise de mais do que duas variaveis ndo relacionadas nédo paramétricas foi
utilizado teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao
multipla e para amostras n&o relacionadas parameétrica foi utilizado teste
ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparagéo
multipla. Quando o “n” da amostra era muito pequeno foi utilizado o teste de
Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis, independente da normalidade. A curva de
mortalidade foi analisada pelo método de Kaplan-Meier e a diferencga estatistica
pelo teste de Logrank. As analises foram realizadas no software Graphpad Prism
6 para MacOS X (Graphpad software — San Diego — USA).
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Resultados
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Efeito do acido anacardico na sobrevida dos camundongos susceptiveis
(C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria cerebral.

O efeito do tratamento com acido anacardico na sobrevida dos
camundongos susceptiveis ou ndo a malaria cerebral foi avaliada pela
verificacdo da morte espontanea dos animais tratados em comparagao aos
animais nao tratados utilizando as doses de 50, 100 e 150mg/kg/dia.

O tratamento com o acido anacardico aumentou a sobrevida apenas dos
camundongos susceptiveis CBA tratados com as doses de 150 e 100 mg/kg/dia.
No tratamento dos animais com acido anacardico foi observado que no sexto dia
de infec¢ao 85,71% dos animais controles ja havia morrido enquanto 100% dos
animais tratados com 150 mg/kg/dia ainda estavam vivos e 71,43% dos animais

tratados com 100 mg/kg/dia estavam vivos (Figura 5).

Acido anacérdico (25 mg/kg/2xdia) Acido anacardico (50 mg/kg/dia)
1001 — iCBA2x 100 — iCBA
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Figura 5: Tratamento dos animais CBA. A) Tratamento com 25 mg/kg/dia (iCBA 25 n = 10). O
acido anacardico ndo modificou a sobrevida na dada concentragdo em comparagéo com o grupo
controle 2x. (iCBA 2x n=10 e p = 0,7781). B) Tratamento com 50 mg/kg/dia (iCBA 50 n = 6).
Nesta concentragdo o acido anacardico nao influenciou na sobrevida dos animais em
comparagao com o grupo controle (iCBAn =8¢ p =0,9093). C) O tratamento com 100 mg/kg/dia
(iCBA 100 n = 7), o acido anacardico aumentou em até 6 dias a sobrevida dos animais tratados
(p = 0,03). D) A concentragao de 150mg/kg/dia (iCBA150 n = 10) de acido anacardico aumentou

em 1 dia a sobrevida dos animais tratados (p = 0,001).
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Nos camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 o acido anacardico

néo teve efeito na sobrevida em nenhuma das doses testadas (Figura 6 e 7).
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Figura 6: Efeito do tratamento nos animais BALB/c com &cido anacardico nos grupos controle 2x

(iBAL 2x n = 8) e controle (iBAL n=8) e nas concentracdes de 25 mg/kg 2x ao dia(n=8e p =
0,33)50(n=7ep=0,27)100 (n=8e p=0,21) e 150mg/Kg/dia (n=7 e p = 0,88). Os tratamentos

ndo influenciaram as sobrevidas dos animais.
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Figura 7: Efeito do tratamento nos animais C57BL/6 com acido anacardico nos grupos controle

2x (iC57 n = 10) e controle (iC57 n = 6) e nas concentragdes de 25 mg/kg 2x aodia(n=10ep
=0,46),50 (n=7 e p =0,07), 100 (n =6 e p = 0,14), e 150mg/Kg/dia (n =7 e p = 0,11). Os

tratamentos nao influenciaram as sobrevidas dos animais.
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Efeito do acido anacardico no hematécrito dos camundongos susceptiveis
(C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria cerebral, infectados com
Plasmodium berghei ANKA.

Para avaliar o efeito do acido anacardico sobre a anemia dos animais com
malaria, foi realizado o hematdcrito nos dias 3, 6 e 8 apds a infecgao. Os animais
das trés linhagens utilizadas foram infectados e tratados. No 3°, 6° e 8° dia de
infeccdo o sangue foi retirado da ponta da cauda para realizagdo do hematocrito.

Nossos dados mostraram que no terceiro dia da infecgdo, o
comprometimento do hematocrito foi menor nos animais da linhagem CBA
quando tratado com 50 mg/kg/dia de acido anacardico em relagdo ao grupo n&o
tratado (p = 0,0437), em relagc&o ao tratamento com 100 mg/kg/dia (p = 0,0096)
e 150 mg/kg/dia (p = 0,0006) de acido anacardico. Entretanto, no sexto dia, ndo
observamos mais essa diferenga entre os hematocritos dos grupos avaliados
(p=0,2822) teste ANOVA. Nao foi feita a avaliagdo do hematdcrito dos
camundongos CBA no 82 dia por n&o haver animais sobreviventes suficientes
para avaliacéo estatistica. (Figura 8).

CBA-Dia 3 CBA-Dia 6
! ’ 60-
R 60_ _'|_—”—| . .
X X =
s = 5= £, % = =
£ 404 P
£ 201 g 20
() [0}
T T
O T T T T O T T T T
0 50 100 150 0 50 100 150
Acido Anacérdico (mg/Kg/dia) Acido Anacérdico (mg/Kg/dia)

Figura 8: Efeito do tratamento com acido anacardico no hematdcrito dos animais CBA. No
terceiro dia os animais tratados com 50mg/kg/dia (n = 6) tiveram um menor comprometimento
no hematécrito comparado ao grupo controle (n = 8) (p = 0,0437) e aos grupos tratados com
100mg/kg/dia (n =7 e p = 0,0096) e 150mg/kg/dia (n = 10 e p = 0,0006).

Para os camundongos da linhagem BALB/c, observamos que o
hematdcrito foi menos comprometido apenas no oitavo dia da infecgdo, sendo

que os animais tratados com 50 mg/kg/dia de acido anacardico mostrou o
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hematocrito maior do que os animais tratados com 100 mg/kg/dia de acido
anacardico (p = 0,0229) (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do tratamento com acido anacardico no hematdécrito dos animais BALB/c. n0 =
8; n50 = 7; n100 = 8; n150 = 7. No oitavo dia os animais tratados com 50 mg/kg/dia tiveram um

menor comprometimento no hematdcrito comparado ao grupo tratado com 100 mg/kg/dia (p =
0,0229).

Os animais C57BL/6, entretanto ndo apresentaram diferenga no
hematdcrito em nenhuma das doses utilizadas. Nao foi feita a avaliagcédo do
hematocrito dos camundongos C57BL/6 no 82 dia por n&o haver sobreviventes
suficientes para avaliagéo estatistica (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do tratamento com acido anacardico no hematdécrito dos animais C57BL/6. n0O
=6;n50 =7;n100 = 6; n150 = 7. N&o houve diferenga do hematdcrito entre nenhum dos grupos
no terceiro dia (p = 0,6154). O mesmo ocorreu no sexto dia (p = 0,3899).

Efeito do acido anacardico na parasitemia dos camundongos susceptiveis
(C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria cerebral.

Para avaliar o efeito do acido anacardico sobre o crescimento parasitario
do Plasmodium berghei ANKA nos animais, foi realizado a parasitemia nos dias

3, 6 e 8 apds a infecgdo. Os animais das trés linhagens utilizadas foram
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infectados e tratados. No 3°, 6° e 8° dia de infecgdo o sangue foi retirado da
ponta da cauda para realizagdo distendido sanguineo para avaliagdo da
parasitemia.

Nossos dados mostraram que no terceiro dia de infeccdo nenhum dos
grupos mostrou diferengas estatisticas entre as parasitemias. Nos modelos CBA
(Figura 11) e BALB/c (Figura 12) o tratamento com acido anacardico em
nenhuma das doses afetou a evolugdo da parasitemia em relagdo ao grupo
controle. N&o foi feita a avaliagdo da parasitemia dos camundongos CBA no 82

dia por ndo haver sobreviventes suficientes para avaliagao estatistica.
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Figura 11: Efeito do tratamento com acido anacardico na parasitemia dos animais CBA no
terceiro e sexto dia. n0 = 8; n50 = 6; n100 = 7 e n150 = 10. Nao houve diferenca estatistica da

parasitemia entre os grupos em nenhuma das doses em nenhum dos dias avaliados (p = 0,5786;
p = 0,5067 respectivamente)
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Figura 12: Efeito do tratamento com acido anacardico na parasitemia dos camundongos BALB/c
no terceiro, sexto e oitavo dia. 3° e 6° dia: n0 = 8; n50 = 7; n100 = 8 e n150 = 7. 8° dia: n0 = 6;
n50 = 4; n100 = 5 e n150 = 5. N&o houve diferenca estatistica da parasitemia entre os grupos

em nenhuma das doses em nenhum dos dias avaliados (p = 0,4572; p = 0,2149; p = 0,5662
respectivamente)
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Porém no sexto dia da infeccdo, a parasitemia dos animais C57BL/6
tratados com 150mg/kg/dia de acido anacardico estava menos avangada
comparada com o grupo controle (p = 0,0237) (Figura 13). Nao foi feita a
avaliacdo da parasitemia dos camundongos C57BL/6 no 82 dia por ndo haver

sobreviventes suficientes para avaliagao estatistica.
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Figura 13: Efeito do tratamento com &cido anacardico na parasitemia dos animais C57BL/6. n0O
= 6; n50 = 7; n100 = 6 e n150 = 7). No sexto dia de infeccdo os animais tratados com
150mg/kg/dia apresentaram parasitemia menor comparada ao grupo controle (p = 0,0128)

Efeito do acido anacardico sobre o peso dos camundongos susceptiveis
(CBA e C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral, infectados com
Plasmodium berghei ANKA.

Para avaliar o efeito do acido anacardico no peso dos camundongos, foi
realizado a mensuracéo do peso diariamente desde o dia zero até o dia de sua
morte espontanea. O peso foi aferido sempre no mesmo horario e mesmo
equipamento. Para verificar de uma forma mais precisa a perda de peso foi
utilizada a expresséo de peso final (Pf) subtraido do peso inicial (Pi) dividido pelo
peso inicial. A% = (Pf — Pi) / Pi. Nao houve diferenga estatistica no peso inicial

de nenhuma das linhagens de murinos avaliadas (Figura 14).
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Figura 14: Peso dos camundongos no dia zero. Nao houve diferenga estatistica entre os pesos
dos animais no inicio do experimento em nenhuma das linhagens avaliadas (CBA: n0 = 8; n50
=6;n100 =7 e n150 = 10. BALB/c: n0 = 8; n50 = 7; n100 = 8 e n150 e C57BL/6: n0 = 6; n50 =
7;n100 =6 e n150 = 7).

Nossos dados mostraram que a perda de peso dos animais BALB/c
tratados com dose de 150 mg/kg diario tiveram menor comprometimento do peso
nos dias 7,8 e 9 em relagdo aos outros grupos. Os animais com dose de
100mg/kg diario perderam menos peso no 21° dia em relagdo ao grupo controle.
Os camundongos CBA tratados com 150 mg/kg diario tiveram menor
comprometimento de peso no 6° dia de infecgdo comparado ao grupo controle e
tratado com 50 mg/kg/dia (Figura 15). Os camundongos C57BL/6 tratados n&o
apresentaram diferenca na perda de peso em relagdo ao controle em nenhum

dos dias
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Figura 15: Efeito do tratamento com acido anacardico na perda de peso dos animais. A)
Diferenca da perda de peso dos animais CBA no 6° dia de infecgdo. Os animais tratados com
150 mg mostraram diferenga de perda de peso inferior aos grupos controle e tratado com 50
mg/kg/dia (n0 = 8; n50 = 6; n100 = 7; n150 = 10 e p = 0,05). B, C e D: Diferenga da perda de
peso dos animais BALB/c nos dias 7 (n0 = 7; n50 = 7; n100 = 8; n150 = 7), 8 (n0 = 6; n50 = 6;
n100 = 8; n150 = 6) e 9 (n0 = 5; n50 = 4; n100 = 8; n150 = 5) de infecgao respectivamente. Os
animais tratados com 150 mg/kg/dia mostraram diferenga na perda de peso inferior em relagédo
aos demais grupos (p = 0,0024; p = 0,0051; p = 0,0075 respectivamente).

A seguir a representagao das curvas de sobrevida das linhagens CBA,

BALB/c e C57BL/6 (Figura 16,17 e 18).
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Figura 16: Perda progressiva de peso dos animais CBA controle e tratados com acido

anacardico. A) Animais controle e tratados com 50 mg/kg/dia de acido anacardico. B) Animais
controle e tratados com 100 mg/kg/dia de acido anacardico. C) Animais controle e tratados com

150 mg/kg/dia. No sexto dia os animais tratados com 150 mg/kg/dia mostraram menor perda de

peso comparado ao grupo controle (p=0,05).
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Figura 17: Perda progressiva de peso dos animais BALB/c controle e tratados com acido

anacardico. A) Animais controle e tratados com 50 mg/kg/dia de acido anacardico. B) Animais

controle e tratados com 100 mg/kg/dia de acido anacardico. C) Animais controle e tratados com
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150 mg/kg/dia. Os animais tratados com 150 mg/kg/dia mostraram diferenca na perda
progressiva de peso em relagdo aos demais grupos nos dias 7, 8 € 9 (p = 0,0024; p = 0,0051; p

= 0,0075 respectivamente).
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Figura 18: Perda progressiva de peso dos animais BALB/c controle e tratados com acido
anacardico. A) Animais controle e tratados com 50 mg/kg/dia de acido anacardico. B) Animais
controle e tratados com 100 mg/kg/dia de acido anacardico. C) Animais controle e tratados com
150 mg/kg/dia. Ndo houve diferenga estatistica na perda progressiva de peso dos animais
C57BL/6.

Efeito de diferentes concentragoes do acido anacardico na viabilidade das

células J774 em cultura.

Os ensaios de viabilidade foram realizados pelo método de redugao do
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}. As diferentes
concentragdes utilizadas de acido anacardico (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,56 e 0,78 yM) ndo modificaram a viabilidade das células J774 (Figura 19),
analisada pela fungdo mitocondrial das células J774 em comparagdo com o
metabolismo basal das células sem tratamento. Também foi avaliado se o meio
com 1% de DMSO né&o causou prejuizo na fungdo mitocondrial das células, para
verificar se o seu uso para a solubilizagcdo da droga n&o influenciou o
metabolismo mitocondrial das células. Nossos dados mostraram que a utilizagao
do DMSO 1%, como diluente, ndo afetou o metabolismo mitocondrial quando

comparado ao controle basal (Figura 19).
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Figura 19: Efeito das diferentes concentra¢cdes do acido anacardico nas células J774, apds
incubagdo de 24 horas, na presenga de 10 pl de solugdo MTT (5 mg/ml). Os resultados
mostraram que as concentragdes 100, 50, 25, 12,5 6,25 3,125 1,56 e 0,78 uM da droga néo
modificaram estatisticamente o metabolismo mitocondrial das células J774 em comparagao ao
metabolismo basal (p > 0,05). A utilizaggo do DMSO 1%, como diluente, ndo afetou o

metabolismo mitocondrial quando comparado ao controle basal (p > 0,05).

Influéncia do acido anacardico sobre a expressao de corpusculos lipidicos,
avaliado pela coloragao com oil red O

Nossos dados mostraram que o tratamento das células J774 com 50 yM
do acido anacardico aumentou o indice corpuscular das células J774 (7,1 para
15; p = 0,05, Mann-Whitney) (Figura 20B), tanto pelo aumento da média dos
corpusculos lipidicos expressos por célula J774 (Figura 20C) (0,5 para 0,83; p =
0,05, teste t), quanto pelo maior numero de células expressando a organela (14,5
para 22; p = 0,02, teste t) (Figura 20A).
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Figura 20: Influéncia de acido anacardico (AA) sobre a expressao de corpusculos lipidicos por
células J774, avaliados com coloragdo pelo oil red O. A) Propor¢do de macréfagos J744
expressando corpusculos lipidicos apds estimulo com eritrocitos parasitados ou ndo. (AA>C; p
= 0,02, teste t). B) indice corpuscular das células J744 (AA > C, p=0,02, Mann-Whitney). C) Média
de corpusculos lipidicos expressos pelas células J744 apds estimulo com eritrécitos parasitados
ou ndo. (AA > C; p = 0,05, teste t).

Avaliamos também se a presenca de eritrocitos normais ou parasitados
pelo Plasmodium berghei ANKA influenciam a expressdo de corpusculos
lipidicos nos macrofagos J774. Observamos que tanto os eritrocitos normais
quanto os parasitados aumentaram e expressao dos corpusculos lipidicos nas
células J774. Houve aumento do indice corpuscular na presencga de eritrécitos
normais de 7,1 para 44,3 (0,03, Mann-Whitney) e na presencga dos eritrécitos
parasitados para 137,3 (p = 0,022, ANOVA seguido pelo método de Student-
Newman-Keuls para comparagao multipla) (Figura 21C). O aumento do indice
corpuscular deveu-se tanto ao aumento da proporcdo de células J744
expressando corpusculos lipidicos (Figura 21A), quanto ao maior numero de

corpusculos expressos por célula (Figura 21B).
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Figura 21: Influéncia de eritrécitos parasitados (EP) ou ndo (EN) sobre a expressdo de

corpusculos lipidicos por células J774, avaliados pela coloragéo pelo oil red O. A) Proporgéo de
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macréfagos J744 expressando corpusculos lipidicos apds estimulo com eritrécitos parasitados
ou ndo. (EP > EN e C; EM > C; p = 0,0001, ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls para comparagdo multipla). B) Média de corpusculos lipidicos expressos pelas células
J744 apos estimulo com eritrécitos parasitados ou ndo. (EP > C; p = 0,031, Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn para comparagdo multipla. C) indice corpuscular das células J744
(EP > EN e C, ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls para comparagédo miltipla;
EM > C, p = 0,03, Mann-Whitney).

Para verificar se 0 somatério de estimulos influenciava a expressao de
corpusculos lipidicos pelas células J774, avaliamos as células estimuladas com
AA e/ou LPS e/ou EP. Observamos que embora isoladamente os eritrocitos
parasitados (EP) tenham elevado o indice corpuscular, quando foi associado ao
sistema o AA, observamos uma diminuicdo da expressao dos corpusculos
lipidicos pelas células J774 (de 137,3 para 10,5, p= 0,003, Mann-Whitney)
(Figura 18C). No entanto, quando as células foram intensamente estimuladas
com os EP mais o LPS e mais o AA, houve aumento expressivo do indice
corpuscular (de 7,1 para 547,9; p = 0,0001, ANOVA seguido pelo método de
Student-Newman-Keuls para comparagdées multiplas) (Figura 22C). Essa
resposta deveu-se tanto a maior expressao de corpusculos lipidicos por célula
(Figura 22B), quanto ao maior numero de células expressando corpusculos
lipidicos (Figura 22A). Sendo as respostas de ambos semelhantes ao observado

para o indice Corpuscular (Figura 22C).
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Figura 22: Influéncia de estimulo com AA, EP e LPS, associados ou nédo, sobre a expresséao de
corpusculos lipidicos por células J774, avaliados pela coloragéo pelo oil red O. A) Proporgéo de
macréfagos J744 expressando corpusculos lipidicos apos estimulo com eritrécitos parasitados
ou ndo. (EP + LPS + AA > Cel; EP+LPS>Cel; EP+AA < EP; p = 0,0001, ANOVA seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls para comparagédo multipla). B) Média de corpusculos lipidicos
expressos pelas células J744 apos estimulo com eritrocitos parasitados ou ndo. (EP + LPS + AA
> C; p = 0,0001, Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para comparac¢ao multipla; EP + AA
< EP, p = 0,003, teste t). C) indice corpuscular das células J744 (EP + LPS + AA > Cel; p <
0,0001, ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls para comparac¢do multipla; EP +
AA < EP p =0,002, teste t).
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Em conclusdo, nossos dados mostraram que o AA estimula a expressao
de corpusculos lipidicos, e que eritrécitos normais e parasitados também
estimulam o aumento da sua expresséao pelas células J774. Entretanto, quando
os EP estdo associados com o AA, ha uma inibicdo desse aumento. Porém,
observamos também que na associagcido de varios estimulos, pela associagao
do AA com o LPS e com o EP ocorre intensa expressao dos corpusculos lipidicos
pelas células J774. Esse efeito foi determinado tanto pelo maior numero de
células J774 expressando os corpusculos lipidicos como também pela maior

expressao dos corpusculos lipidicos por cada célula.

Efeito do acido anacardico sobre a producao de oxido nitrico por
macroéfagos J774.

Foi avaliado o efeito do acido anacardico na producédo de oxido nitrico
pelos macrofagos J774 na presenga de hemacias normais e hemacias
parasitadas, sendo que o LPS foi usado LPS como estimulo e como controle
positivo do teste.

O acido anacardico isoladamente nao alterou a producao basal de 6xido
nitrico pelas células J774 (p = 0,8087) (Figura 23). Porém, ao acrescentar
eritrécitos normais as células tratadas com acido anacardico, houve diminui¢cao
na producéo do 6xido nitrico (p = 0,0493) (Figura 24).

Eritrocitos parasitados ndo modificaram a produgao basal do NO pelos
macréfagos J744. Entretanto, quando as células foram estimuladas com os
eritrocitos parasitados e o LPS, a presenga do AA no meio impediu 0 aumento
da producdo do NO determinada pelo LPS (p = 0,4; teste t com corregao de
Welch).
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Figura 23: Influéncia do acido anacardico sobre a produgéo de 6xido nitrico (NO) pelas células
J774 in vitro. O AA nao modificou a produgao de NO pelas células J774, p = 0,8; teste t. O LPS
+ AA > AA, p = 0,01, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagédo mdltipla.
LPS>meio, p = 0,03, teste t.
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Figura 24: Influéncia do acido anacardico sobre a produgéo de 6xido nitrico (NO) pelas células
J774 in vitro na presenga de eritrécitos normais. O AA, diminuiu a produgédo do NO na presenga
de EN. (p = 0,04 teste t).
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Figura 25. Influéncia do acido anacardico sobre a produgéo de 6xido nitrico (NO) pelas células
J774 in vitro na presenca de eritrocitos parasitados. O tratamento das células estimuladas com
0 LPS mais os EP com AA associado impediu o aumento determinado pelo LPS no NO (p = 0,04
teste t).
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Figura 26. Analise comparativa dos varios estimulos (AA, EN, EP e LPS) isolados ou associados
sobre a produgao do NO.

Em conclus&o, nossos dados mostraram que o AA modula negativamente
a producgao do NO quando associado com eritrocitos normais e que o AA impede
o0 aumento da produgao do NO determinada pelo LPS quando associado aos
eritrocitos parasitados.
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Influéncia do acido anacardico sobre a producao de fator de necrose
tumoral-a pelas células J774 estimuladas in vitro com eritrocitos
parasitados ou ndo de camundongos susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou nao

(BALB/c) a malaria cerebral.

Observamos que o tratamento com 50uM de AA ndo modificou a
producdo basal de fator de necrose tumoral (10,3 pg/mL versus 23,42 pg/mL,
respectivamente; (p > 0,5). As células J744 tratadas com LPS (195,4 pg/mL)
aumentaram em 8,3 vezes a producado do FNT-a em relagcdo ao controle apenas
com o meio de cultura (23,42 pg/mL). E as células tratadas com o LPS+AA (186
pg/mL) aumentaram em 18 vezes a produg¢ao de FNT-o em relac&o as células
tratadas apenas com AA (10,30 pg/mL). Entretanto, ndo houve diferenga entre
aquelas tratadas apenas com o LPS e aquelas em que o AA e o LPS foram
adicionados a cultura (p = 0,047, Kruskal-Wallis) (Figura 27).
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Figura 27: Influéncia do acido anacardico na producéao de fator de necrose tumoral pelas células
J774. A producéo de FNT foi mais elevada nas células tratadas com LPS e com LPS+AA do que

as células nao estimuladas ou estimuladas apenas pelo AA (p = 0,04, Kruskal-Wallis).

Avaliamos também a produgcdo de FNT-a pelas J774 estimuladas com
eritrocitos de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA,
susceptiveis ou ndo a malaria cerebral, obtidos no 6° dia de infecgdo. Quando
foi associado ao sistema eritrocitos parasitados ou ndo dos camundongos
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BALB/c, C57BL/6 e CBA associados ou ndo ao AA ndo houve interferéncia na

producéo do FNT-a pelas células J744 (p > 0,05) (Figura 28).
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Figura 28: Influéncia do acido anacardico na produgéo de FNT-a pelas células J774 estimuladas
com eritrocitos parasitados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA. Em A. Eritrécitos parasitados
ou ndo obtidos de camundongos CBA. Em B foram utilizados eritrécitos de camundongos BALB/c

e em C foram utilizados eritrécitos de camundongos C57BL/6 (p > 0,05).

Influéncia do acido anacardico sobre a produgao MCP-1 pelas células J774
estimuladas in vitro com eritrécitos parasitados ou ndao de camundongos
susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria cerebral.

Observamos que o tratamento com 50 uyM de AA ndo modificou a
producao basal de MCP-1, porém as células estimuladas com LPS e tratadas
com AA (4682) aumentaram em 19 vezes a produgado de MCP-1 em relagéo a
producéo basal (1337) (p < 0,0001, Kruskal-Wallis) (Figura 29).
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Figura 29: Influéncia do acido anacardico na produgao de MCP-1 pelas células J774 in vitro. O
AA aumentou a produgédo de MCP-1 pelas células estimuladas com LPS (LPS + AA > LPS; (p <
0,0001, Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao multipla).

Também foi avaliada a produgao de MCP-1 pelas J774 estimuladas com
eritrocitos obtidos de camundongos infectados ou ndo com Plasmodium berghei
ANKA, susceptiveis ou ndo a malaria cerebral, obtidas no 6° dia de infecgao.

Quando as células J744 foram estimuladas com eritrocitos parasitados
obtidos dos camundongos BALB/c observou-se diminuicdo da producédo de
MPC-1 em relacdo as células estimuladas com os eritrocitos n&o parasitados
(EN>EP). Quando o AA foi adicionado ao sistema, essa diminuigdo n&o foi mais
observada (EP + AA > EP) (p = 0,0018, Kruskal-Wallis seguido pelo método de
Dunn para comparagado multipla). Quando foi adicionado ao sistema eritrécitos
parasitados ou ndo obtidos de camundongos susceptiveis a forma cerebral da

malaria, ndo houve nenhuma alteragao na produgéo do MCP-1 (p > 0,05) (Figura
30).
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Figura 30: Influéncia do acido anacardico na produgcédo de MCP-1 pelas células J774 estimuladas
com eritrocitos parasitados ou ndo com Plasmodium berghei ANKA de animais CBA, BALB/c e
C57BL/6. Eritrocitos, parasitados e tratados com AA produziram mais IL-6 em relagdo aos nao
tratados (EP + AA > EP; p = 0,0018, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para

comparacao multipla).

Influéncia do acido anacardico sobre a producao de interleucina-6 (IL-6)
pelas células J774 estimuladas in vitro com eritrécitos parasitados ou nao
de camundongos susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria

cerebral.

Observamos que o tratamento com 50uM de AA nao influenciou a
producao basal de interleucina-6, porém as quando as células estimuladas com
LPS e tratadas com AA (96,94) houve um aumento de 6 vezes na produgao de
IL-6 em relagcdo a produgédo basal AA (16,27) (p = 0,0086; Kruskal-Wallis,
seguidas pelo método de Dunn para comparag¢ao multipla) (Figura 31).
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Figura 31: Influéncia do acido anacardico na produgao de IL-6 pelas células J774 in vitro. O AA
juntamente com o LPS aumentou a producdo de IL-6 pelas células em relagcdo as apenas
estimuladas com AA (LPS + AA > AA; p = 0,0001, ANOVA, seguido pelo método de Student-

Newmann-Keuls para comparagédo multipla).

Os eritrocitos parasitados e nao parasitados obtidos no sexto dia da
infeccdo dos camundongos BALB/c também estimularam a produgao da IL-6
pelas células J744 em relagédo a produgado basal (meio) (p > 0,05) (p = 0,0004,
Kruskal-Wallis, seguidas pelo método de Dunn para comparagao multipla).

O acréscimo de AA aos pogos com eritrécitos parasitados obtidos dos
camundongos BALB/c aumentou significantemente a produgéo da IL-6 (p=0,04;
teste t)

Os eritrécitos parasitados obtidos dos camundongos CBA estimularam
mais a producdo da IL-6 do que os eritrocitos parasitados obtidos dos
camundongos BALB/c (p > 0,05) (p = 0,0004, Kruskal-Wallis, seguidas pelo

método de Dunn para comparagéo multipla) (Figura 32).
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Figura 32: Influéncia do acido anacardico na produgéo de IL-6 pelas células J774. LPS > meio;
LPS + AA > LPS; EP CBA > EP Balb; EP BALB + AA > EP BALB; EP + AA CBA < EP BAL

(p=0,0004, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagao multipla).

Influéncia do acido anacardico sobre a producao de interleucina -10 (IL-10)
pelas células J774 estimuladas in vitro com eritrocitos parasitados ou nao
de camundongos susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou nao (BALB/c) a malaria

cerebral

O AA aumentou a produgédo da IL-10 na auséncia (AA > meio; p = 0,02;
teste t) ou e presenga de estimulo com o LPS (AA+LPS > AA; p = 0,012; Kruskal-

Wallis seguido pelo método de Dunn para comparagao multipla) (Figura 33).
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Figura 33: Influéncia do acido anacardico na producgéo de IL-10 pelas células J774 in vitro. O AA

aumento a producao da IL-10 na auséncia e na presenca do LPS (p = 0,0012, Kruskal-Wallis).

Os eritrécitos parasitados obtidos dos camundongos CBA estimularam
mais a producédo da IL-10 do que os EP dos camundongos BALB/c (EP Balb >
EP CBA; p = 0,0286; Mann-Whitney)

O acréscimo do AA ao sistema contendo EP de camundongos BALB/c
aumentou a producdo da IL-10 (p = 0,0286, Mann-Whitney), entretanto,
resultado oposto foi verificado para os EP obtidos dos camundongos CBA, que
diminuiram significantemente a produgéo da IL-10 (p = 0,0294; Mann-Whitney)
(Figura 34).
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Figura 34: Influéncia do acido anacardico na produgéo de IL-10 pelas células J774 estimuladas
com eritrécitos parasitados ou nao com Plasmodium berghei ANKA de camundongos BALB/c,
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C57BL/6 e CBA. O AA aumento a produgao da IL-10 na auséncia e na presencga do LPS (p =
0,0012, Kruskal-Wallis). EP < EP+AA para os camundongos BALB/c, porém EP > EP +AA para
os camundongos CBA (p = 0,012, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para multiplas

comparagoes.
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Discussao
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Nosso trabalho mostrou pela primeira vez o efeito do acido anacardico na
infeccdo pelo Plasmodium berghei ANKA em modelos experimentais
susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou resistentes (BALB/c) a malaria cerebral e
utilizando linhagem celular de macréfagos J774.

Foi analisado o efeito do acido anacardico na sobrevida dos animais
susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral nas doses de
150 e 100 em dose unica diaria e 50uM em dose unica e em duas doses diarias
de 25 pg/mL. Observamos que nas concentracdes de 150uM e 100uM o acido
anacardico aumentou a sobrevida dos camundongos CBA. Entretanto, o acido
anacardico nao influenciou a sobrevida dos animais das outras linhagens
estudadas, nas doses que foram utilizadas nesse trabalho.

Uma possivel explicagdo para o fato de que o acido anacardico tenha
sido efetivo para diminuir a mortalidade nos camundongos CBA, mas nao nas
outras linhagens estudas (C57BL/6 e BALB/c) pode estar relacionada ao fato de
que os mecanismos fisiopatogénicos determinantes das formas graves na
malaria e particularmente da forma cerebral sdo diferentes nesses modelos
experimentais estudados. O acido anacardico, que € um inibidor da histona
acetiltransferase, inibe a expressdo de genes da inflamagdo regulados pelo
NFxB, como o fator de necrose tumoral (Sung e cols, 2008). Borges (2013)
mostrou na infecgéo pelo P. berghei Anka dos camundongos CBA, C57BL/6 e
BALB/c, que foram os mesmos modelos por nés estudados, que ocorre ativagao
diferente das vias do NFkB nesses modelos, determinando gravidades
diferentes da doenga. Borges observou que nos camundongos CBA houve
ativagao preponderantemente da via ndo-candnica do NF«kB, com translocagéo
predominante do relB para o nucleo somente nesse modelo. Assim uma possivel
explicacdo para a agao do acido anacardico apenas nesse modelo seria a
influéncia desse acido apenas na via do NFkB utilizada pelos camundongos
CBA.

Outros trabalhos mostraram que drogas que modulam o fator de necrose
tumoral podem aumentar a sobrevida de camundongos CBA. Houve aumento
da sobrevida pelo tratamento com a talidomida, um imunomodulador que atua
inibindo a via do NF-kB diminuindo niveis de TNF, IL-12, de camundongos CBA

infectados pelo P. berghei ANKA (Muniz-Junqueira e cols 2005). A pentoxifilina,
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€ um inibidor da fosfodiesterase e resulta na regulagao da via do NF-kB, também
ja foi testada como terapia imunomoduladora em modelos animais susceptiveis
(CBA) e nédo susceptiveis (BALB/c) a malaria cerebral e foi capaz de aumentar a
sobrevida dos camundongos CBA (Paula Junior, 2003; Borges 2006) e BALB/c
(Borges 2006), de acordo com esses trabalhos, observamos aumento da
sobrevida dos camundongos CBA pelo tratamento com o acido anacardico.

A analise do efeito do acido anacardico nas doses de 150, 100 e 50
mg/kg/dia sobre a evolugdo da parasitemia nos animais susceptiveis (CBA e
C57BL/6) ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral mostrou que nos camundongos
C57BL/6 tratados com 150 puM de acido anacardico houve redugao da
parasitemia somente no 6° dia de infec¢ao, € possivel que esse efeito mais tardio
ndo tenha conseguido modificar a sobrevida desses animais. N&o houve
modificagdo da parasitemia nas outras linhagens estudadas. Cui e cols (2008)
mostraram efeito parasiticida do acido anacardico in vitro contra Plasmodium
falciparum. A menor parasitemia observada nos camundongos C57BL/6, sugere
que o acido anacardico pode ter um efeito parasiticida também in vivo.

Observamos que no terceiro dia da infecgdo, nos camundongos CBA
tratados com 50 mg/kg/dia, o hematdcrito foi mais elevado quando comparado
com os outros grupos de camundongos, mostrando que o inicio da anemia foi
mais tardio nesse modelo. Entretanto, apenas no oitavo dia da infec¢cao dos
camundongos BALB/c, tratados com a mesma dose, o hematdcrito estava mais
elevado do que o dos animais tratados com 100 mg/kg/dia, sugerindo uma
possivel protegdo da anemia de modo mais tardio pela droga. Isso sugere que
0S mecanismos que estao protegendo os animais da anemia pela agcdo do AA
devem ser diferentes nesses dois modelos. Alam-Escamilla e cols. (2015)
mostraram que o0 acido anacardico estimulou a maturacdo de eritrocitos
policromaticos em camundongos BALB/c quando usado em baixa concentragao.
E possivel que esse efeito estimulatério tenha ocorrido nos animais por nés
estudados, porém o processo de maturagado mostrou uma cinética diferente nos
camundongos CBA e BALB/c.

Os camundongos BALB/c tratados com 150 mg/kg/dia perderam menos
peso nos 7°, 8° e 9° dia comparado ao grupo controle ndo tratado. Os animais
CBA tratados com 150 mg/kg/dia mostraram menos perda de peso no 6° dia de

infeccdo comparado aos animais controles. Para os camundongos C57BL/6, nao
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houve diferenga no peso em nenhum dos dias avaliados. Tem sido mostrado que
o PPAR-y regula o metabolismo lipidico (Nagy e cols 1998), e o fato de o acido
anacardico ser um agonista do PPAR-y, sugere que o AA possa também
controlar o metabolismo lipidico diminuindo a perda progressiva de peso dos
animais infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados com AA. De fato,
quando analisamos nos macréfagos J774 a expresséo de corpusculos lipidicos,
que é um dos locais de controle do metabolismo lipidico nas células, verificamos
um aumento desses corpusculos pelo AA. Esse € um interessante aspecto da
acao do AA, entretanto, precisa maiores esclarecimentos em relagcéo a quais os
mecanismos intracelulares que estao influenciados para determinar esse efeito.

Este trabalho mostrou pela primeira vez que o AA aumenta a expressao
de corpusculos lipidicos nas células J744. Observamos que eritrocitos normais
e parasitados também aumentam a producido basal de corpusculos lipidicos.
Borges e cols. (2017) mostraram o mesmo fenébmeno em macréfagos de
camundongos. Observaram aumento da expressao de corpusculos lipidicos nos
macrofagos peritoneais de camundongos infectados com Plasmodium berghei
ANKA em relacdo aos macrofagos de camundongos nao infectados. Uma
possivel explicagdo para a ativagdo dos corpusculos lipidicos pelos eritrocitos
parasitados seria a presencga de grupos heme no meio de cultura pela ruptura de
eritrocitos parasitados, pois o0s corpusculos lipidicos tém funcdo de
desintoxicagédo do grupamento heme (Jackson e cols. 2004).

Tem sido observado que ha relagéo entre a via no PPAR-y e a produgéo
de corpusculos lipidicos, sendo que o PPAR-y controla o metabolismo lipidico
das células (Nagy e cols 1998), como também estdo envolvidos na modulagéo
de processos inflamatérios (Pacheco e cols 2002). O AA é um agonista de
PPAR-y, atividade semelhante a da rosiglitazona. McDonough e cols. (2009)
mostraram que a rosiglitazona desencadeou a produgao de corpusculos lipidicos
em adipocitos, da mesma forma que outros agonistas utilizados nesse estudo
como Zen-Bio. Provavelmente, a atividade agonista do PPAR-y do AA teve um
papel ao aumentar a producgao e corpusculos lipidicos nas células J774.

Nossos estudos também mostraram que o AA diminuiu a expressao dos
corpusculos lipidicos nas células J774 estimuladas com eritrécitos parasitados.
Provavelmente, esse efeito foi determinado pelo somatério das atividades
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antioxidante (Trevisan 2006), anti-inflamatoria (Carvalho 2011) e parasiticida
(Cui e cols 2008) do acido anacardico.

Quando foi associado LPS ao sistema que continha o AA na concentragao
de 50 yM, observamos aumento significativo da expressdo dos corpusculos
lipidicos pelas células J774. Entretanto, diferentemente, AA associado ao LPS
em outros sistemas produziu resultados opostos. Yasutake e cols. (2013)
mostraram que o acido anacardico na concentragao de 100uM inibiu a produgao
de IL-8 induzida por LPS. E Gutiérrez (2011) também mostrou que o AA inibiu a
producao do NO induzido pelo LPS, entretanto, a concentracio utilizada do AA
foi de 100 yM. Como em nosso estudo utilizamos a concentragcéo de 50 uM e
observamos diminuigdo significante na producdo do NO, é possivel que a
resposta ao AA seja concentragdo dependente. Nossos achados sao
semelhantes aos observados por Gutiérrez (2011), que avaliou a produgéo de
oxido nitrico por células J774A1 estimuladas com &acido anacardico em 5
concentragdes e estimuladas com LPS, INF-y, e Nw-nitro-arginina metil éster,
um inibidor da producao de éxido nitrico.

Observamos que o tratamento dos macréfagos J744 com AA na presenga
de eritrocitos ndo parasitados, inibiu a producéo de oxido nitrico. Sendo que essa
inibicdo n&o ocorreu quando as células foram estimuladas com eritrécitos
parasitados, sugerindo que a presencga do parasito no sistema influenciou a
resposta das células ao AA.

Nosso trabalho mostrou pela primeira vez o efeito do acido anacardico na
producado das citocinas FNT, MCP-1, IL-6 e IL-10 pelas células J774 tratadas
com AA e estimuladas com LPS e eritrdcitos parasitados ou ndo parasitados de
camundongos susceptiveis (C57BL/6 e CBA) ou resistentes (BALB/c) a malaria
cerebral. Em relacdo a produgcdo de FNT, o acido anacardico ndo modificou a
producdo do FNT isoladamente, e quando associado ao LPS, ndo modificou o
aumento da produgao causada pelo LPS. Nossos resultados sao diferentes dos
de Xagorari e cols (2002), que avaliou a atividade de flavondides luteolina em
células RAW 264.7, que sao macrofagos murinos, e observou que o composto
isoladamente ndo modificou a producdo de FNT em relagdo ao nivel basal,
porém o composto associado com LPS induziu o aumento da producédo de FNT
consideravelmente, e concluiram que a luteolina poderia bloquear a atividade da

via P13-K, porém nao contribuiu para inibir a producdo de FNT pelo LPS,
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sugerindo que existem multiplos alvos celulares para desencadear a produgéo
de FNT e o fato de a luteolina bloquear uma das vias de producio, ndo impede
o estimulo por outras vias inflamatérias. E provavel que o mesmo fendmeno
ocorreu quando colocamos o acido anacardico associado com o LPS para
avaliar a producdo de FNT. Entretanto, a presenca de eritrocitos parasitados
nao modificou a produgao do FNT pelas células J774. Nossos resultados foram
semelhantes aos de Borges (2006) que estudou o efeito da pentoxifilina, e
Tabanez (2006) que avaliou o efeito da talidomida, que ndo observaram
alteracao na produgao de FNT por macréfagos peritoneais pelo tratamento com
essas drogas moduladoras da resposta inflamatéria.

Nossos dados mostraram que o AA nao modificou a produgao da
quimiocina MCP-1 pelos macrofagos J774 isoladamente, entretanto, quando foi
associada com o LPS, houve um aumento significante da produgdo da MCP-1.
Qin e cols. 2016 avaliaram a influéncia do micheliolidio sobre a producao de
MCP-1 em células THP-1, e observaram que o composto, nas concentragcoes
testadas, junto com o LPS aumentou a produgdo de MCP-1 em relagdo ao
estimulo apenas com o LPS, semelhante as nossas observagdes com as células
J774. O fato de o AA ter aumentado a producéo da quimicina quando eritrécitos
parasitados de camundongos BALB/c foram acrescentados ao sistema pode ter
contribuido para maior eficacia dos mondcitos na defesa antiparasitaria, pelo
efeito quimiotatico do MCP-1 sobre os mondcitos, o que poderia contribuir para
facilitar o encontro dos eritrécitos infectados com o fagocito. Resultado
semelhante foi observado quando analisamos a produ¢ao da IL-6, em que o
acido anacardico isoladamente ndo modificou a produc¢do da IL-6, entretanto,
aumentou significantemente a produg¢ao da IL-6 quando foi associado ao sistema
o LPS (AA+LPS). De modo semelhante também quando associado a eritrécitos
parasitados obtidos de camundongos BALB/c infectados com o Plasmodium
berghei Anka, houve aumento da producéo da IL-6. Sendo a IL-6 responsavel
pela resposta inflamatdria inicial, € possivel que o AA possa contribuir para
diminuir a gravidade da doenga nesse modelo, por facilitar a indug&o da resposta
inflamataria inicial. Nossas observagdes sdo semelhantes as de Xie e cols (2011;
2012) que avaliaram a producéo de IL-6 por células raw 264.7 estimuladas com
LPS e soro de animais alimentados com mirtilo e compostos flavonoides do acai,

respectivamente. Houve aumento da producio da IL-6 quando as células foram
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tratadas com soro dos animais que utilizaram o mirtilo e os flavondides e foram
estimuladas com LPS. Nesses dois estudos foi mostrado que esses compostos
conseguiram inibir a via do NF-kB. E provavel que o acido anacardico tenha
apenas inibicdo parcial das multiplas vias de ativagcdo do NFxB (Sung e cols
2008), podendo também apresentar atividade diferente em outras vias
inflamatorias.

Interessantemente, nossos dados mostraram que o AA isoladamente
aumentou a produgao da IL-10 pelas células J774, como também aumentou a
producao dessa citocina moduladora da resposta imunitaria quando na presencga
de eritrécitos parasitados obtidos de camundongos BALB/c e CBA. Nossos
estudos sao semelhantes aos achados de Ferlazzo e cols (2003) que avaliaram
a producado de IL-10 estimulada pelo LPS e annexina-1 em células J774. A
annexina-1 aumentou de forma significante a produgdo de IL-10 quando
associada ao LPS. Assim como para a annexina-1, esses dados sugerem que o
acido anacardico tenha atividade anti-inflamatoria e imunorreguladora pela
modulagdo da expressao da IL-10. O fato de que a IL-10 poder modular a
resposta do sistema imunitario, sugere que esse efeito do AA possa contribuir
para ocasionar uma resposta mais equilibrada na infecgao dos modelos BALB/c
e CBA. De fato, Borges e cols (2017) mostraram que esses dois modelos
apresentam respostas do sistema imunitario mais equilibrada do que os
camundongos C57BL/6, que mostra a forma mais grave da malaria experimental.

Contudo sugerimos que sejam feitos mais estudos para maiores
esclarecimentos da agao do acido anacardico na malaria.

Como limitagdes de nosso trabalho podemos apontar o pequeno numero
de animais que foram utilizados em alguns testes. Para que pudéssemos tirar
conclusdes mais robustas seria importante avaliar doses maiores do acido
anacardico, como também uniformizar o numero de animais em cada grupo
utilizado. A utilizagao de células de linhagem tumoral, como as células J774, sdo
de grande valia pois serve para direcionar para futuros estudos, porém apresenta
limitacbes em seu uso por ndo reproduzem fielmente o que ocorre em um
organismo completo, pois sua atividade metabdlica pode ser diferente das
células normais do organismo, e além disso, o uso de células de linhagem exclui

a interferéncia das respostas do préprio organismo, 0 que pode nao representar
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fidedignamente a resposta do individuo para as avaliagdes realizadas, assim n&o
sendo possivel avaliar rigorosamente o desfecho da avaliagdo experimental.
Em conclusao, nosso estudo mostrou que o acido anacardico apresentou
efeitos diferentes nas linhagens de camundongos susceptiveis (C57BL/6 e CBA)
ou ndo (BALB/c) a malaria cerebral, aumentando a sobrevida apenas dos
camundongos BALB/c. Como o PPAR-y se expressa diferentemente nos
diferentes modelos experimentais de malaria em camundongos (Borges 2013),
nossos dados sugerem que os diferentes efeitos do acido anacardico
observados nesse trabalho tenham ocorrido pelo fato de cada modelo utilizar via
diferente do PPAR-y, que atua diferentemente nas diversas vias do NFkB. Uma
possivel explicagao para o fato de que o acido anacardico tenha sido efetivo para
diminuir a mortalidade nos camundongos CBA, mas ndo nas outras linhagens
estudas (C57BL/6 e BALB/c) pode estar relacionada as doses utilizadas nesse
trabalho, como também ao fato de que os mecanismos fisiopatogénicos
determinantes das formas graves na malaria e particularmente da forma cerebral
sdo diferentes nesses trés modelos experimentais estudados. Sendo possivel
que o acido anacardico tenha efeito diferente nas vias candnica e ndo candnica
do NFkB, que é sado utilizadas diferentemente pelos trés modelos de

camundongos estudados (Borges, cols, 2013).
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Conclusoes
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1.

Houve aumento da sobrevida dos camundongos CBA infectados com
Plasmodium berghei ANKA em 1 dia quando tratados com 150
mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia de acido anacardico. Entretanto, o acido
anacardico nao influenciou a sobrevida dos camundongos C57BL/6 e
BALB/c.

. Houve menor comprometimento do hematdcrito dos camundongos

CBA tratados com 50 mg/kg/dia no 3° dia de infeccdo quando
comparado ao grupo controle e as demais concentragdes testadas. No
8° dia de infecgdo o hematdcrito dos camundongos BALB/c tratados
com 50 mg/kg/dia estava menos comprometido quando comparado
com o grupo tratado com 100 mg/kg/dia.

O acido anacardico proporcionou uma menor perda de peso dos
animais CBA tratados com 150 mg/kg/dia comparados ao grupo
controle no 6° dia de infecgdo. Os animais BALB/c tratados com 150
mg/kg/dia de acido anacardico perderam menos peso nos dias 7, 8 e
9 comparado com os outros grupos.

A dose de 150 mg/kg/dia de AA melhorou a parasitemia dos animais
C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA.

O AA anacardico nao foi téxico para as células J744 nas
concentracbes de 100 uyM - 0,78 uM, pois nao modificou o
metabolismo mitocondrial das células J774.

O acido anacardico aumentou a expressdo basal de corpusculo
lipidico nas células J774. Quando as células J744 foram incubadas
com os eritrocitos parasitados e tratadas com acido anacardico houve
diminuigdo da expressao dos corpusculos lipidicos em relacdo as
células com incubadas apenas com eritrocitos parasitados. As células
tratadas com acido anacardico e estimuladas com LPS e eritrécitos

parasitados tiveram maior expressdo de corpusculos lipidicos em
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comparacgao as celulas tratadas com acido anacardico e estimuladas
com eritrécitos parasitados.

7. O AA na concentragdao de 50 uM associado ao LPS aumentou a
produgcao de NO nas células J774 em comparagao ao uso isolado de
acido anacardico, porém ndo aumentou em relagao a produgao de NO
estimulada isoladamente pelo LPS. O AA manteve os niveis de NO
nos eritrécitos parasitados, o mesmo nao ocorreu nos eritrécitos nao

parasitados, mostrando atividade imunomoduladora do AA.

8. Na concentragao de 50 uM de AA associado ao LPS houve aumento
da producéo de FNT pelos macréfagos J774. Nas células estimuladas
com eritrécitos parasitados e nao parasitados o AA ndo modificou a
producao de FNT.

9. O acido anacardico ndo modificou a produgao basal de MCP-1 pelas
células J774. As células estimuladas com eritrocitos parasitados e LPS
e tratadas com AA mostraram maior producdo de MCP-1 comparada
com as ceélulas estimuladas apenas com LPS ou apenas tratadas com
AA. As células estimuladas com eritrécitos ndo parasitados mostrou
maior producdo deMCP-1 em relagdo as células com eritrocitos
parasitados. A producdo de MP-1 foi maior nas células estimuladas
com eritrocitos parasitados tratados com AA em relagdo as células
com apenas eritrocitos parasitados.

10. O acido anacardico aumentou a produgéo de IL-10 pelos macréfagos
J774 em relacéo a producio basal. As células estimuladas com LPS e
tratadas com AA mostraram maior produgao de IL-10 em relagdo as
células apenas com LPS. Nas células estimuladas com eritrocitos de
camundongos BALB/c, parasitados com Plasmodium berghei ANKA e
tratadas com acido anacardico, a producido de IL-10 foi maior em
relagcao as células estimuladas apenas com eritrocitos parasitados. O
efeito contrario foi observado nos macrofagos estimulados com

eritrocitos de CBA infectados com P. berghei ANKA.
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11.0 acido anacardico nao influenciou a produgao basal de IL-6 pelos
macréfagos J774. Os macréfagos estimulados com LPS e tratados
com AA produziram mais IL-6 em relagdo aos macréfagos estimulados
apenas com LPS.

12.As células J774 estimuladas com LPS produziram mais IL-10 que as
células apenas tratadas com AA. As células tratadas com AA e
estimuladas com eritrécitos de camundongos BALB/c parasitados com
P. berghei Anka produziram mais IL-10 quando analisada em relagao

aos macrofagos apenas estimulados com eritrocitos parasitados.

Em conclusdo, nossos dados mostraram acbes diferenciadas nos
diferentes modelos da malaria estudados. Uma possivel explicacdo para os
diferentes efeitos observados do acido anacardico nos animais susceptiveis
(CBA e C57BL/6) ou n&o susceptiveis (BALB/c) a malaria cerebral seria que os
resultados observados tenham sido determinados pelo fato do PPAR-y modular
a via do NF-kB que se expressa de forma diferente nos modelos experimentais
estudados.
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