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Figura  17:  Perda  progressiva  de  peso  dos  animais  BALB/c  controle  e  tratados  

com  ácido  anacárdico.    



	  

	  

XV	  

Figura  18:  Perda  progressiva  de  peso  dos  animais  BALB/c  controle  e  tratados  

com  ácido  anacárdico.    

Figura  19:  Efeito  das  diferentes  concentrações  do  ácido  anacárdico  nas  células  

J774,   após   incubação   de   24   horas,   na   presença   de   10   μL   de   solução   MTT  

(5mg/mL).    

Figura  20:  Influência  de  ácido  anacárdico  (AA)  sobre  a  expressão  de  corpúsculos  

lipídicos  por  células  J774,  avaliados  com  coloração  pelo  oil  redO.    

Figura   21:   Influência   de   eritrócitos   parasitados   (EP)   ou   não   (EN)   sobre   a  

expressão  de  corpúsculos  lipídicos  por  células  J774,  avaliados  pela  coloração  

pelo  oil  redO.    

Figura  22:  Influência  de  estímulo  com  AA,  EP  e  LPS,  associados  ou  não,  sobre  

a  expressão  de  corpúsculos  lipídicos  por  células  J774,  avaliados  pela  coloração  

pelo  oil  redO  

Figura  23:  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  

pelas  células  J774  in  vitro.    

Figura  24:  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  

pelas  células  J774  in  vitro  na  presença  de  eritrócitos  normais.    

Figura  25:  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  

pelas  células  J774  in  vitro  na  presença  de  eritrócitos  parasitados.    

Figura  26:  Análise  comparativa  dos  vários  estímulos  (AA,  EN,  EP  e  LPS)  isolados  

ou  associados  sobre  a  produção  do  NO.  

Figura   27:   Influência   do   ácido   anacárdico   na   produção   de   fator   de   necrose  

tumoral  pelas  células  J774.    

Figura  28:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  FNT-a  pelas  células  

J774  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  

ANKA.    

Figura  29:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  MCP-1  pelas  células  

J774  in  vitro.  

Figura  30:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  MCP-1  pelas  células  

J774  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  

ANKA  de  animais  CBA,  BALB/c  e  C57BL/6  

Figura  31:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  IL-6  pelas  células  J774  

in  vitro.  	  
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Figura   32:   Influência   do   ácido   anacárdico   na   produção   de   IL-6   pelas   células  

J774.  

Figura  33:   Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de   IL-10  pelas  células  

J774  in  vitro.    

Figura  34:   Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de   IL-10  pelas  células  

J774  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  

ANKA  de  camundongos  BALB/c,  C57BL/6  e  CBA.  	  
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No  ano  de  2015  a  malária  214  milhões  de  pessoas  e  causou  438  mil  mortes.  No  
Brasil   ocorreram   142.967   casos   da   doença,   no  mesmo   ano.   A   doença   pode  
apresentar-se  de  forma  assintomática,  sintomática  e  pode  evoluir  para  as  formas  
graves.  O  Plasmodium  falciparum  pode  causar  malária  cerebral,  a  forma  mais  
seria   da   doença.  Os   eritrócitos   parasitados   são   capazes   de   ligar-se   a   outros  
eritrócitos   e   ao   endotélio   vascular   resultando   na   hiperativação   do   sistema  
imunitário.   Mesmo   com   os   tratamentos   atuais   eficientes   usados   na   pratica  
clinica,   a   doença   pode   desenvolver-se   para   as   formas   graves,   facilitada   pela  
resistência   do   parasito   às   drogas   disponíveis.   Espécies   vegetais   tem   sido  
testados  como  alternativas  terapêuticas.  O  ácido  anacárdico  (AA)  é  extraído  da  
castanha  de  caju  e  tem  mostrado  atividades  microbicidas,  imunomoduladoras  e  
parasiticida.   Esse   trabalho   teve   como   objetivo   avaliar   o   efeito   do   ácido  
anacárdico   in   vivo   em   modelos   animais   da   malária   e   in   vitro.   Nos   modelos  
susceptíveis  a  malária  cerebral  (CBA  e  C57BL/6)  e  não  susceptíveis  (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,   hematócrito   e   perda  
progressiva  de  peso.  A  citotoxicidade  nas  células  J774  foi  avaliada  pelo  teste  de  
MTT  usando  utilizadas  várias  concentrações  de  ácido  anacárdico.  O  efeito  do  
ácido  anacárdico  na  produção  de  óxido  nítrico  foi  avaliado  através  da  reação  de  
Griess  e  a  expressão  de  corpúsculos  lipídicos  foi  realizadda  pela  coloração  de  
Oil   red   O.   O   efeito   de   50µM   ácido   anacárdico   na   produção   de   citocinas   foi  
avaliado   depois   de   estimulação   in   vitro   das   células   J774   com   eritrócitos  
parasitados  ou  não.  A  produção  de  citocinas  foi  avaliada  com  o  estimulo  de  LPS  
e  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  50  µM  de  ácido  anacárdico.  Quando  os  
animais   CBA   foram   tratados   com   150   e   100mg/Kg/dia   de   AA   foi   observado  
aumento  da  sobrevida  dos  animais  após  infecção  com  P.berghei  ANKA.  O  AA  
não  mostrou  toxicidade  para  as  células  J774.  O  AA  inibiu  a  produção  do  óxido  
nítrico  quando  associado  com  o  LPS  e  eritrócitos  parasitados.  O  aumento  da  
expressão   de   corpúsculos   lipídicos   aumentou   na   presença   de   eritrócitos  
parasitados   e   LPS.  O  AA   não  mostrou   efeito   na   produção   de   FNT-a,   porém  
aumentou  a  produção  de  IL-10,  e  de  IL-6  e  MCP-1  quando  associado  ao  LPS.  
Foi  observado  aumento  da  produção  de  MCP-1  das  células  J774  tratadas  com  
AA  e  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  obtidos  de  camundongos  BALB/c  
infectados  com  P.berghei  ANKA  quando  comparado  com  células  estimuladas  
apenas  com  eritrócitos  parasitados.  As  células  J774  mostraram  que  o  tratamento  
com  AA  e  estimulo  com  eritrócitos  parasitados  obtidos  de  camundongos  BALB/c  
infectados  por  P.  berghei  ANKA  aumenta  da  produção  de  MCP-1  em  relação  às  
células   estimuladas   apenas   com   eritrócitos   parasitados.   O   AA   aumentou   a  
produção   de   IL-10   nas   células   estimuladas   com   eritrócitos   parasitados   de  
BALB/c,  porém  diminuiu  a  produção  nas  células  tratadas  com  eritrócitos  de  CBA.  
Concluímos   que   os   diferentes   efeitos   do   AA   na   malária   experimental  
provavelmente   ocorrem   pelos   diferentes   tipos   de   desencadeamento   das  
respostas  inflamatórias  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  50µM  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-a  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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Dados  epidemiológicos  
  
A   malária   ocorre   em   vários   países   e   várias   estratégias   vêm   sendo  

aplicadas  em  prol  da  contenção  da  malária  no  mundo.  No  ano  de  2015  foram  

estimados  214  milhões  de  casos  no  mundo  e  438  mil  mortes.  Apesar  da  redução  

dos   casos,   os   números   persistem   inaceitavelmente   altos,   ainda   mantendo   a  

malária  como  um  problema  de  saúde  pública  em  muitos  países  (OMS,  2015).  As  

razões   para   a   alta   mortalidade   incluem   muitos   fatores,   como   os  

socioeconômicos,   retardo   no   diagnóstico   da   doença,   resistência   aos  

antimaláricos,   hiperativação   do   sistema   imunitário,   entre   outros   (Sanchs   e  

Malaney,  2002).  

O  Brasil  é  o  país  que  apresenta  o  maior  número  de  casos  de  malária  nas  

Américas,   sendo   que   em   2014   ocorreram   cerca   de   142.967   casos,   devidos  

principalmente  ao  Plasmodium  vivax,  porém  também  houve  registros  da  doença  

por  Plasmodium   falciparum,   embora   em  menor   número   de   casos.   Na   região  

Amazônica   concentram-se   cerca   de   98%   a   99%   dos   casos   de   malária   que  

ocorrem  no  Brasil  (SVS,  2014).    

  

Apresentação  clínica  
  

A   doença   pode   apresentar-se   sintomática   ou   não.   Em   sua   forma  

sintomática,  apresenta  períodos  de  febre  em  dias  intercalados,  vômitos,  mialgia,  

dor  abdominal,  diarreia,  calafrios,  cefaleia,  mal-estar,  náuseas  e  tosse  seca.  Se  

não   tratada  de  maneira  adequada,  a  doença  pode  evoluir  com  complicações,  

como   icterícia,  complicações   renais,  edema  pulmonar,  e  obstrução  dos  vasos  

sanguíneos  no  cérebro,  podendo  levar  o  indivíduo  à  morte  (França  e  cols,  2008).    

Nas   crianças,   primo-infectados   e   gestantes,   a   malária   mais   frequentemente  

evolui   para   as   formas   graves,   podendo   ocorrer   anemia   grave,   acidose  

metabólica,   comprometimento   respiratório   grave   e   malária   cerebral   (Muniz-

Junqueira,  2007).    
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Ciclo  biológico  e  resposta  do  hospedeiro  
  

Após   a   inoculação   do   parasito   no   organismo   humano,   ele   circula   pela  

corrente   sanguínea   até   o   fígado,   onde   tem   tropismo   pelos   hepatócitos.   No  

fígado,   replicam-se  e   transformam-se  em  merozoítos.  Após  esse  processo  os  

merozoítos  entram  na  corrente  sanguínea  e  invadem  os  eritrócitos,  sendo  que  

essa  invasão  é  necessária  para  continuar  o  ciclo  de  vida  do  parasito.  Durante  o  

estágio   sanguíneo   do   parasito,   ele   replica   dentro   dos   eritrócitos   e   usa   a  

hemoglobina   como   fonte   de   nutrientes   e,   os   eritrócitos   além   de   serem   um  

ambiente  propício  para  a  replicação,  ainda  conseguem  esconder  os  parasitos  do  

sistema   imunitário.   O   eritrócito,   após   a   entrada   do   parasito,   sofre   diversas  

mudanças  e  uma  delas  é  a  perda  da  deformabilidade  da  membrana,  o  que  leva  

à   perda   da   capacidade   do   eritrócito   deformar-se   para   atravessar   o   endotélio  

vascular.  Principalmente  na  infecção  pelo  Plasmodium  falciparum,  os  eritrócitos  

expressam  protusões  (knobs)  e   ficam  aderidos  aos  vasos  na  microcirculação,  

dificultando   o   fluxo   sanguíneo   (Derrost   e   cols,   2016).   Além   disso,   liberam  

moléculas  capazes  de  ativar  o  endotélio  microvascular,  iniciando  uma  resposta  

inflamatória.   Como   ocorre   com   a   hemozoína   que   pode   estimular   a   produção  

exacerbada   de   citocinas   pró   inflamatórias   (Jamarillo   e   cols,   2009),   além   de  

moléculas   que   possuem   efeito   sistêmico.   A   interação   do   parasito   com   o  

hospedeiro   envolve   vários   mecanismos.   O   somatório   das   respostas   do  

hospedeiro  ao  parasito  contribui  para  a  expressão  clínica  variada  da  doença,  

podendo   levar   as   formas  graves   como   síndrome   respiratória,   anemia   severa,  

acidose   metabólica   e   malária   cerebral   (Gazzinelli   e   cols,   2014).   Porém,   os  

mecanismos  determinantes  do  desenvolvimento  das   formas  graves  ainda  não  

estão  completamente  esclarecidos.    

  

Fisiopatogenia  da  malária  cerebral  
  
A  malária   cerebral   é   uma   das   formas   graves   da   doença,   e   nos   seres  

humanos  é  causada  principalmente  pela  infecção  com  o  Plasmodium  falciparum.    

A   sua   virulência   é   determinada   por   diversos   fatores   como   o   tipo   de  

expressão  de  proteínas  na  superfície  dos  eritrócitos   infectados,  que  permite  a  

ligação  dessas  células  na  microvasculatura  endotelial.  A  proteína  de  membrana  
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eritrocítica  do  Plasmodium  falciparum-1  (PfEMP1)  é  um  dos  principais  antígenos  

responsável   por   mediar   a   adesão   celular   aos   receptores   ICAM-1,   CD36,   E-

selectina,  N-CAM  e  CD31  no  endotélio  (Wassmer  e  Grau,  2017).  Essa  ligação  

resulta   em   amplo   sequestro   de   eritrócitos   infetados,   leucócitos   e   plaquetas,  

aumento  da  permeabilidade  vascular  e  hiperativação  do  endotélio  (Utter  e  cols,  

2017)  que  em  consequência  leva  à  desregulação  da  coagulação,  lesões  locais,  

bloqueio   da   microvasculatura,   isquemia,   diminuição   da   biodisponibilidade   de  

óxido  nítrico  (NO)  (Yeo  e  cols,  2014)  e  aumento  da  produção  de  citocinas  pró-

inflamatórias,  como   fator  de  necrose   tumoral   (FNT)  e   linfotoxina   (Engwerda  e  

cols,   2002).   Além   disso   os   linfócitos   TCD8+   atuam   no   processo   de  

desestruturação  da  barreira  hemato-encefálica,  pela  da  secreção  de  perforinas  

e  granzimas  (Nitcheu  e  cols,  2003).  Esses  fatores  contribuem  para  a  ocorrência  

da  forma  cerebral  e  das  outras  formas  graves  da  doença  (Becker  e  cols,  2004).  

  

Citocinas  na  malária  
  
As   citocinas   inflamatórias   possuem   um   papel   importante   na   resposta  

imune   contra   o   plasmódio,   porém   o   equilíbrio   entre   citocinas   pró   e   anti-

inflamatórias  e  os  efeitos  patogênicos  que  podem  resultar  na  desregulação  do  

sistema  imunitário  ainda  não  estão  totalmente  esclarecidos  (Lyke,  e  cols,  2004).  

A   interleucina-6   (IL-6)   produzida   por   monócitos,   células   endoteliais   e  

fibroblastos  é  um  importante  marcador  inflamatório  das  atividades  imunológicas  

tanto  na  resposta  adaptativa  como  inata.    (Gomes  e  cols,  2009).  O  papel  protetor  

da   IL-6   na   inibição,   juntamente   com  outras   citocinas,   do   desenvolvimento   do  

estágio  hepático  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  malária  (Lyke  e  cols,  2004).  Os  níveis  séricos  

de   IL-6  em  pacientes   infectados  apresentando   formas  moderada  ou  grave  da  

infecção  pelo  Plasmodium  falciparum,  durante  a  fase  aguda  da  doença,  mantém-

se  elevados,  e  mesmo  após  o  tratamento,  os  pacientes  com  malária  grave,  não  

apresentam  diminuição  dos  níveis  séricos  da   IL-6  (Wenisch  e  cols,  1999).  Na  

infecção   por   Plasmodium   vivax,   a   IL-6   encontra-se   em   níveis   elevados   nos  

pacientes  que  desenvolvem  ou  não  trombocitopenia  (Raza  e  cols,  2014).  
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No  estudo  de  Grau  e  cols  (2002),  em  camundongos  CBA,  foi  observado  

que  a  IL-6  estava  em  níveis  muito  elevados,  tanto  em  camundongos  com  malária  

cerebral  infectados  com  Plasmodium  berghei  ANKA,  quanto  em  camundongos  

infectados  com  Plasmodium  yoelii,  que  não  causa  malária  cerebral,  sugerindo  

que  a  interleucina-6  participa  ativamente  nas  várias  formas  da  infecção.    

Outra  interleucina  que  participa  da  resposta  do  sistema  imunitário  contra  

o  plasmódio  é  a  interleucina  10  (IL-10),  com  papel  anti-inflamatório,  participando  

da  regulação  da  resposta  imune  pela  inibição  da  atividade  de  células  auxiliares  

tipo  1  (Ta1)  citotóxicas  naturais  (NK)  e  macrófagos,  que  são  recrutados  durante  

a   infecção  (Couper  e  cols,  2008).     Já   foi  mostrado  que  uma  baixa  relação   IL-

10/FNT-a   está   associado   a   anemia   na   malária,   sugerindo   que   essa   baixa  

concentração  de  IL-10  está  associada  como  aumento  da  produção  de  fator  de  

necrose  tumoral  (FNT)  seguido  pelo  aumento  de  interferon  gama  (INF-g)  e  que  

o  aumento  do  FNT  está  associado  com  a  gravidade  da  doença  (Niikura  e  cols,  

2011).  

O  FNT-a  e  a  linfotoxina  (LT)  são  citocinas  que  estão  presentes  no  soro  

em   concentrações   elevadas   em   pacientes   infectados   com   Plasmodium  

falciparum  e  apresentam  papel  crucial  no  desenvolvimento  das  formas  graves  e  

contribuem  para  a  ativação  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  ativação  da  via  do  NF-ĸB  é  o  processamento  

proteolítico  da  proteína  inibitória  IkB  que  está  ligada  com  o  dímero  NF-kB.  Esse  

dímero  é   composto  de   subunidades   tais   como  Rel-A,  Rel-B,   c-Rel,   p50  ep52  

(Baeuerle,  Baltimore,  1996;;  Siebenlist,  1997;;  Ghosh  e  cols,  1998).  Quando  não  

estimulado   o   IkB   impede   a   translocação   do   dímero   para   o   núcleo.   Para   que  

ocorra   a   translocação,   é   necessário   a   fosforilação   do   IkB.  Quando   liberados,  

esses  dímeros  translocam  para  o  núcleo,  e  são  capazes  de  se  ligarem  a  o  ácido  

desoxiribonucleico   (ADN)   promovendo   regulação   gênica   (Baldwin   1996;;  

Baeuerle,  Baltimore,  1997).  Entre  os  genes  que  são  regulados  pelo  NF-kB  estão  

aqueles   relacionados   com   a   apoptose,   adesão   celular,   proliferação   celular,  

resposta  imune  inata  e  adaptativa,  resposta  oxidativa  e  remodelamento  tecidual.  
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Entretanto,   os   fatores   que   estão   envolvidos   na   ativação   da   via   do   NF-kB   e  

modulação  das  vias  dos  PPARs  na  malária  ainda  não  estão  esclarecidos.    

Borges   (2013)  avaliou  a  ativação  da  via  do  NF-kB  pela  expressão  das  

proteínas  p52,  Rel-A  e  Rel-B  nos  macrófagos  peritoneais  de  modelos  murinos  

susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  e  não  susceptíveis  (BALB/c)  à  malária  cerebral  

infectados   com  Plasmodium   berghei  ANKA.   Em   relação   a   proteína   Rel-A   foi  

observado  um  aumento  em  todos  os  modelos  em  comparação  com  seus  grupos  

controles,   e   de   forma  mais   intensa   no  modelo   BALB/c,   sugerindo   que   existe  

ativação  da  via  clássica  do  NF-kB  nos  três  modelos,  porém,  a  forma  de  ativação  

da  via  ocorre  de  maneira  diferente.  A  proteína  Rel-B  mostrou  expressão  diferente  

nos  três  modelos.  No  modelo  BALB/c  encontrou-se  aumenta  da  sugerindo  que  

não   houve   translocação   da   proteína   para   o   núcleo,   no   modelo   CBA   houve  

aumento   da   proteína   Rel-B   apenas   no   núcleo,   sugerindo   translocação   da  

proteína  para  o  núcleo,  porém,  sem  atividade.  No  modelo  C57BL/6  a  expressão  

de  Rel-B  foi  a  menor  quando  comparado  com  as  outras  linhagens,  não  houve  

diferençado  Rel-B   após   infecção   pelo   plasmódio,   sugerindo   que   o  Rel-B   não  

participa  do  mecanismo  de  ativação  do  NF-kB  no  modelo  C57BL/6.  

Outras   vias   intracelulares   também   têm   sido   implicadas   no  

desenvolvimento   da   malária,   como   a   via   dos   receptores   de   proliferação  

peroxissomal  ativada  (PPARs).    Vários  estudos  mostram  que  a  ativação  dessa  

via  culmina  na  produção  de  moléculas  com  atividade  anti-inflamatória  e  imuno  

moduladora,  na  regulação  do  metabolismo  lipídico  e  de  carboidratos,  além  de  

desempenhar   funções   no   desenvolvimento,   diferenciação   e   apoptose   celular  

(Chinetti  e  cols,  2001).    

Os   receptores   para   o   PPAR-g   e   a   via   de   produção   do   óxido   nítrico  

parecem  estar  relacionadas  (Mansouri  e  cols,  2017),  pois  os  PPARs  quando  se  

ligam  em  regiões  gênicas  podem  inibir  a  produção  de  iNOS,  FNT,  IFN-g,  e  de  

enzimas  formadoras  de  eicosanoides,  que  se  encontram  aumentados  na  forma  

cerebral   da  malária   (Karin   e   cols,   2002;;   Shehata,   2005;;   Boop   e   cols,   2010).  

Alguns   estudos   sugerem   que   o   PPAR-g   apresenta   um   papel   importante   na  

resistência  à  malária  cerebral  e  que  a  sua  modulação  poderia  ser  utilizada  para  

evitar  a  evolução  para  as  formas  graves  da  doença  (Li  e  cols,  2000;;  Mendes  e  

La  Point,  2003;;  Welch,  e  cols,  2003;;  Ye,  2008).    
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Borges  e  cols  (2017)  avaliaram  a  expressão  do  PPAR-g  nos  macrófagos  

peritoneais   em   modelos   murinos   não   susceptíveis   (BALB/c)   e   susceptíveis  

(C57BL/6  eCBA)  à  malária  cerebral.  Mostraram  que  os  camundongos  C57BL/6  

que  apresentam  a  forma  cerebral  mais  grave  da  doença  tinham  maior  expressão  

constitutiva  do  PPAR-g,  entretanto,  não  houve  sua  translocação  do  citoplasma  

para   o   núcleo   dos   macrófagos.   Nos   camundongos   CBA   também   não   houve  

translocação   do   PPAR-g   do   citoplasma   para   o   núcleo.      Somente   nos  

camundongos   BALB/c,   que   não   desenvolvem   a   forma   cerebral   da   malária,  

observaram   translocação   do   PPAR-g   do   citoplasma   para   o   núcleo   da   célula,  

sugerindo   que   a   falta   da   translocação   para   o   núcleo   da  molécula   regulatória  

PPAR-g  poderia  contribuir  para  o  desenvolvimento  das  formas  graves  cerebrais  

da  malária.  

Óxido  nítrico  
  
O  óxido  nítrico  é  produzido  em  neurônios,  células  endoteliais,  astrócitos,  

macrófagos,  e  células  do  sistema   imunitário  por  meio  da  enzima  óxido  nítrico  

sintase  (NOS).  Em  condições  fisiológicas  normais  ele  é  produzido  para  mediar  a  

neurotransmissão,  regular  a  diferenciação  e  sobrevida  dos  neurônios,  manter  a  

pressão  sanguínea  controlada,  regular  o  processo  inflamatório  (Hu  e  cols,  2016;;  

Percário  e  cols,  2012).  É  conhecido  como  importante  mediador  de  citotóxico  de  

células   imunes   ativadas,   principalmente   em   situações   de   estresse   oxidativo.  

(Dusse  e  cols,  2003).      

   O   papel   do   óxido   nítrico   na   malária   ainda   é   não   está   totalmente  

esclarecido.  Stevenson  et.al.,1992,  sugeriu  que  o  NO  possui  um  papel  protetor  

contra  a  forma  sanguínea  do  plasmódio  por  ter  efeito  tóxico  ao  parasito.    

Percário   e   cols   ,2012   mostraram   que   a   inibição   da   NO   favoreceu   o  

desenvolvimento   das   formas   graves   em   camundongos  Swiss   infectados   pelo  

Plasmodium  berghei  ANKA.     O   óxido   nítrico   contribui   de   forma   direta   para   a  

atividade   parasiticida,   e   indiretamente   a   produção   de   citocinas   que   ativam   o  

sistema   imunológico.   Entretanto,   tem   sido   sugerido   uma   associação   de  

alterações   oxidativas   na   infecção   pelo   Plasmodium   falciparum   e   o  

desenvolvimento  da  anemia,  diminuindo  a  oxigenação  dos  tecidos  e  favorecendo  

a   isquemia   (Halliwell;;  Gutteridge;;   2007).  Além  disso,   as  mudanças  oxidativas  
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podem   promover   a   mudança   da   conformação   da   membrana   dos   eritrócitos,  

reduzindo  sua  deformabilidade,  que  em  consequência  dificulta  sua  circulação,  

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

Corpúsculo  lipídico  
  
Os  corpúsculos  lipídicos  são  organelas  ricas  em  lipídios  e  se  encontram  

em  praticamente   todos  os  organismos,   incluindo  plantas,   fungos,   procariotos,  

mamíferos  e  não  mamíferos  (Bozza  e  cols,  2009).  Os  corpúsculos  lipídicos  são  

sítios  ativos  para  o  metabolismo  de  lipídios  araquidônicos.  Lipídios  neutros  são  

a  principal  forma  de  armazenamento  do  ácido  aracdônico,  o  qual  possui  papel  

importante  nas  células  com  atividade  inflamatória,  como  molécula  de  sinalização  

chave,  atuando  como  segundo  mensageiro  intracelular,  mediador  parácrino  da  

ativação  celular  e  como  substrato  para  a  conversão  enzimática  em  eicosanoides.  

Os  corpúsculos  lipídicos  apresentam  funções  inflamatórias  e  imunorregulatórias,  

uma   vez   que   eles   contêm   enzimas   formadoras   de   eicosanóides,   fatores   de  

crescimento,  citocinas  e  quimiocinas.  (Bozza,  2017).  O  corpúsculo  lipídico  está  

presente   nos   macrófagos   em   infecções   por   patógenos   intracelulares   como  

Trypanossoma  cruzi  (D’avila  e  cols,  2011),  Toxolasma  gondii  (Charron,  2002),  

Leishmania   infantum   (Rodriguez   e   cols,   2017).   Na   malária   a   presença   dos  

corpúsculos   lipídicos   foi   evidenciada   na   cultura   de   Plasmodium   falciparum  

(Jackson,  2004)  e  em  macrófagos  de  camundongos  BALB/c,  C57BL/6  e  CBA  

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

Modelos  experimentais  animais  
  
Alguns   aspectos   da  malária   grave   em   seres   humanos   são   eticamente  

impeditivos  para  avaliação  em  pacientes  vivos,  como  por  exemplo  o  acesso  aos  

tecidos   cerebrais,   que   normalmente   são   processados   apenas   post-mortem   e  

muitas  vezes,  por  objeção  religiosa  e  ou  cultural,  os  familiares  não  permitem  a  

análise.   Como   também,   as   vezes   há   despreparo   ou   falta   de  material   para   a  

coleta   do   tecido   nas   áreas   endêmicas,   além   do   fato   de   que   esses  materiais  

mostram  somente  o  final  do  ciclo  da  doença  e  não  o  seu  curso  completo.  Outro  

problema  encontrado  na  análise  da  doença  em  seres  humanos  é  encontrar  um  
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número  de  pacientes  suficientes  para  a  amostragem  no  local  do  estudo.  Por  isso,  

os  modelos  animais  têm  sido  usados  e  têm  contribuído  significantemente  para  o  

melhor   entendimento   do   ciclo   do   parasito,   curso   da   doença,   patogênese   e   a  

resposta   imunológica   no   hospedeiro   (Zuzarte-Luis   e   cols   2014).   Assim   como  

ocorre  variabilidade  da  doença  nos  seres  humanos,  os  modelos  murinos  também  

possuem   peculiaridades   no   desenvolvimento   das   formas   clínicas   da   malária  

(Zuzarte-Luis   e   cols,   2014).   Os   animais   da   linhagem   C57BL/6   desenvolvem  

malária   cerebral   (White   e   cols,   2009),   síndrome   aguda   pulmonar,   angustia  

respiratória   (Van   Don   Steen   e   cols,   2010),   comprometimento   renal   (Sinniah  

1999),  hepático  (Yoshimoto  e  cols.  1998)  e  placentário  (Rodrigues-Duarte  e  cols,  

2012).   Os   camundongos   da   linhagem   CBA,   também   desenvolvem   malária  

cerebral  e  complicações  pulmonares  A  infecção  por  Plasmodium  berghei  ANKA  

para  os  dois  modelos  são  fatais  e  eles  morrem  geralmente  no  6º  dia  de  infecção  

(Carvalho  e  cols,  2000).    Já  os  camundongos  BALB/c  são  resistentes  a  malária  

cerebral,  mas  desenvolvem  outras  formas  graves  como  comprometimento  renal  

(Elias,  2012);;  lesão  pulmonar  (Yoshimoto  e  cols,  1998)  e  anemia  grave  (Evans,  

2006)  mais  tardiamente.  

  

Células  de  Linhagem  J774  
  
A  cultura  celular  consiste  em  manutenção  e  replicação  in  vitro  de  células  

vivas,   possibilitando   análise   do   metabolismo   envolvido   na   regulação   celular,  

síntese   de   proteínas,   avaliação   de   componentes   celulares,   interação   com  

agentes   externos.  Existem  diversos   sistemas  de   cultura   celular   tanto   animais  

quanto  humanos  (Luisi  e  cols,  2004).  As  células  geralmente  usadas  são  células  

imortalizadas   que   são   capazes   de   proliferar   em   cultura   e   se   manter  

indefinidamente   após   a   desativação   de   seus   mecanismos   de   morte   celular  

(BCRJ  acessado  em  03-junho-2017).  

As  células  J774  são  uma  linhagem  de  macrófago  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  têm  sido  utilizadas  

para   ensaios   de   fagocitose   (Leimaire   e   cols,   2014),   ensaios   envolvendo  
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produção   de   óxido   nítrico   (Vitral   e   cols,   2008)   e   produção   de   interleucina-1  

(Hogquist  e  cols,  1991).  

  
Tratamento  

  
O   tratamento  da  malária  com  drogas  antiplasmodiais  é   feito  de  acordo  

com  o  tipo  de  plasmódio  com  o  qual  o  indivíduo  está  infectado.  Os  fármacos  mais  

comumente  usados  são  a  artemisinina,  mefloquina,  cloroquina,  doxiciclina  entre  

outros,   que   destroem   o   parasito   em   algum   estágio   específico   de  

desenvolvimento  (Germano,  2005).  Entretanto,  o  extenso  e  crescente  problema  

de  resistência  às  drogas  antimaláricas  coloca  dificuldades  ao  tratamento,  como  

a   necessidade   de   adotar   um   grande   espectro   de   arsenal   terapêutico   para  

permitir  a  associação  de  drogas,  acrescido  da  necessidade  de  também  lidar  com  

os  diferentes  estágios  do  ciclo  de  vida  do  parasita.  A  resistência  do  parasito  aos  

medicamentos   atualmente   disponíveis   é   de   considerável   importância   para   o  

desenvolvimento   da   doença   (Aguiar   e   cols,   2012),   sendo,   portanto,  

urgentemente   necessários   estudos   sobre   novos   fármacos   e   sobre   novas  

estratégias   de   tratamento,   como   a   utilização   de   drogas   com   efeito  

imunomodulador.  

Espécies  vegetais  com  atividade  biológica  vêm  sendo  utilizadas  desde  o  

primórdio   dos   tempos,   e   considerando   o   desenvolvimento   de   resistência   por  

muitos   micro-organismos,   cada   vez   mais   são   avaliadas   como   alternativas  

terapêuticas  (Archana  e  cols,  2011).  

  Dentre   outros   compostos,   o   ácido   anacárdico   pertence   à   família   das  

Anacardiaceaes,  e  proveniente  da  castanha  de  caju  (Trevisan  e  cols,  2006)  com  

atividade  agonista  do  PPAR-𝛾  (Lima,  2016).  

O   estudo   de   Sung   e   cols   2008,   evidenciou   que   ácido   anacárdico  

apresenta   atividade   relacionada   com   a   via   do   NF-kB   através   da   inibição   da  

ativação   da   via   em   diversas   espécies   celulares,   como   células   de   pulmão,  

próstata,   rim   e   escamosas,   por   diversos   desencadeadores,   como   fator   de  

necrose  tumoral  (TNF),  lipopolisacarideo  (LPS),  interleucina  1  beta  (IL-1b),  forbol  

12-miristato   13-acetato   (PMA),   fator   de   crescimento   epidermal   (EGF)   e   acido  

okadico   (OA).   Nesse   estudo   também   foi  mostrado   que   o   ácido   anacárdico   é  

capaz  de  potencializar  a  ativação  da  via  das  caspases,  suprimir  a  expressão  de  
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genes  anti  apoptóticos,  genes  envolvidos  na  proliferação  celular.  Também  já  foi  

evidenciado  que  o  ácido  anacárdico  tem  atividade  de  agonista  parcial  do  PPAR-

𝜸   (Lima   e   cols,   2016).   Outras   atividades   também   já   foram   mostradas   como  

inibição  de  lipoxigenase  e  cicloxigenase,  que  são  compostos  que  participam  da  

produção   de   eicosanoides,   provavelmente   por   estimular   a   atividade   e   a  

expressão  dos  PPARs,  principalmente  o  PPAR-g  (Kubo  e  cols,  2008;;  Wisastra  e  

cols   2013),   atividade   parasiticida   (Cui,   2008),   antimicrobiana   (Castillo-Juarez,  

2007),   gastroprotetora,   (Moraes   e   cols,   2010),   anti-inflamatória   (Sungecols,  

2008),  antioxidante,  (Masuoka  e  Kubo,  2004),  entre  outras.  

Por   meio   da   atividade   antioxidante,   o   ácido   anarcádico   é   capaz   de  

proteger   as   células   humanas   do   estresse   oxidativo   (Trevisan   e   cols,   2006;;  

Morais  e  cols,  2010)  pela  inibição  de  enzimas  pré-oxidativas,  da  conversão  de  

espécies  reativas  mediante  presença  de  íons  metálicos  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  ácido  anacárdico  inibiu  o  crescimento  parasitário.  Contudo,  

pouco  se  sabe  sobre  o  mecanismo  de  interação  do  ácido  anacárdico  e  os  PPAR-

α,  -β  e  -g  e  sua  influência  sobre  a  evolução  da  malária  grave.  

  

Justificativa    
  

O  ácido  anacárdico  é  uma  molécula  agonista  parcial  do  PPAR-𝛾  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   está   envolvida   intimamente   na   resposta   inflamatória   contra   o  

plasmódio.   A   via   do   PPAR-𝛾   é   de   extrema   importância   na   doença   por   ter  

atividade   regulatória   sobre   a   via   do   NF-kB,   que   é   responsável   por   produzir  

citocinas  inflamatórias  e  encontra-se  superativada  nas  formas  graves  da  doença.  

Além  disso,  o  aumento  da  resistência  do  parasito  aos  tratamentos  atualmente  

disponíveis  é  preocupante,  além  da  ainda  elevada  taxa  de  morbimortalidade  que  

a  malária  apresenta  nos  dias  atuais.  A  utilização  de  um  imunomodulador  com  

potencial  ação  parasiticida  poderia  ser  de  grande  contribuição  para  o  tratamento  

da  doença  e  para  a  diminuição  das  sequelas  causadas  pela  hiperativação  do  
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sistema  imunitário  que  ocorre  nas  formas  graves  da  infecção.  Por  isso,  o  ácido  

anacárdico  se  torna  um  potencial  candidato  para  estudo  devido  a  possibilidade  

de   evitar   as   formas   graves   da   doença,   pelo   papel   plasmodicida   e   potencial  

imunomodulador.  
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Avaliar  a  influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  evolução  da  infecção  pelo  

Plasmodium   berghei   Anka,   em   modelos   experimentais   susceptíveis   (CBA   e  

C57BL6)   ou   resistentes   (BALB/c)   à   malária   cerebral   e   o   possível   efeito  

modulatório  sobre  a  atividade  das  células  J774.  

  

E  foram  desenvolvidos  especificamente  por:  

  

•   Avaliar  a   influência  do  tratamento  com  ácido  anacárdico  de  camundongos  

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

  

•   Avaliar  a   citotoxicidade  do  ácido  anacárdico  em  diferentes  concentrações  

pela  determinação  da  viabilidade  das  células  pelo  metabolismo  mitocondrial  

dos  macrófagos  J774  pelo  teste  do  MTT.    

  

•   Avaliar   o   efeito   do   ácido   anacárdico   sobre   a   produção   de   radicais   livres  

(óxido   nítrico)   em   cultura   de   células   de   linhagem   de   macrófagos   de  

camundongo.      

  

•   Avaliar   o   efeito   do   ácido   anacárdico   sobre   a   produção   de   corpúsculos  

lipídicos  em  cultura  de  células  de  linhagem  de  macrófagos  de  camundongo.  

  

•   Avaliar  o  impacto  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  da  citocina  MCP-1,  

de  citocinas  reguladas  direta  ou  indiretamente  pela  via  do  NF-kB  (TNF,  IL-6)  

e  influenciadas  pela  atividade  dos  PPARs  (IL-10)  no  sobrenadante  da  cultura  

de   macrófagos   J774   estimulados   com   eritrócitos   de   camundongos  

susceptíveis  ou  não  a  malária  cerebral.    
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Tipo  de  Estudo  
  

O  presente  estudo  foi  do  tipo  experimental  e  foi  realizado  no  Laboratório  

de   Imunologia   Celular   e   no   Laboratório   de   Malária   do   Núcleo   de   Medicina  

Tropical  da  Faculdade  de  Medicina  da  Universidade  de  Brasília    

Foram  estudados  macrófagos  imortalizados  de  camundongo  da  linhagem  

J774  e  camundongos  da  linhagem  BALB/c,  animais  não  susceptíveis  a  malária  

cerebral,   e   animais   das   linhagens   C57BL/6   e   CBA,   que   são   susceptíveis   à  

malária  cerebral.  Os  camundongos  foram  infectados  com  Plasmodium  berghei  

ANKA.  

Durante   todo   o   trabalho   as   normas   éticas   de   pesquisa   científica   com  

animais  foram  rigorosamente  obedecidas  e  o  presente  trabalho  foi  aprovado  pelo  

Comitê   de   Ética   em   Pesquisa   com   Animais   da   Universidade   de   Brasília,  

processo  número  66695/2016.  

   Para  realização  desse  trabalho,  as  diretrizes  “ARRIVE”  do  National  Centre  

for  the  Replacement  Refinement  &  Reduction  of  Animals  in  Research  (NC3Rs)  

foram  estritamente  obedecidas  (Kilkennye  e  cols,  2010).  

  
Obtenção  do  ácido  anacárdico  

  

Em  um  balão  de  vidro  de  100  ml  foram  adicionados  30,0  g  de  líquido  da  

castanha  de  caju  (LCC)  natural  (~  86,078  mmols),  15,0  g  de  Hidróxido  de  cálcio  

{Ca   (OH)2  }   (~202,449  mmols)  em  mistura  de  180,0  ml  de  metanol   (MeOH)  e  

água   destilada   (30,0   ml).   O   Ca   (OH)2   foi   dissolvido   em   água   antes   de   ser  

adicionado  ao  sistema  reacional,  que  permaneceu  em  agitação  e  submetido  a  

refluxo  por  3  horas,  equipado  com  sistema  de  resfriamento  do  condensador  à  

0°C  e  aquecimento  em  banho  de  óleo  à  80°C.  Após  este  período  em  refluxo,  a  

mistura  foi  resfriada  à  temperatura  ambiente  e  filtrada.    

O  sólido  proveniente  da  filtração  foi  lavado  com  acetato  de  etila  a  fim  de  

serem  retirados  os  demais  componentes  indesejáveis  do  LCC.  Os  sais  de  cálcio  

formados  foram  tratados  com  solução  de  ácido  clorídrico  a  50%,  em  agitação,  

submetido  a  banho  de  gelo  até  atingir  pH  1,  que  pôde  ser  verificado  através  da  

conferência  por  papel   indicador  de  pH.  O  meio  ácido   favorece  a   liberação  da  

mistura  de  ácidos  anacárdicos,  que  posteriormente  foram  extraídos  com  acetato  
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de  etila.    

A   fase  orgânica   foi   lavada  com  solução  saturada  de  cloreto  de  sódio  e  

seca  em  sulfato  de  sódio  anidro  para  evitar  resquícios  de  água,  que  porventura  

poderiam  ter  ficado  após  este  processo  de  elaboração.  O  solvente  foi  evaporado  

à  pressão  reduzida,  a  mistura  de  ácidos  anacárdicos   foi  purificada  em  coluna  

cromatográfica  de  gel  de  sílica,  eluída  em  mistura  de  hexano  e  acetato  de  etila  

a  20%,  fornecendo  a  mistura  pura.  O  rendimento  obtido  foi  de  80%,  fornecendo  

a  mistura  de  ácido  anacárdico  insaturado.    

   A  mistura  de  ácidos  anacárdicos  insaturada  foi  purificada  em  coluna  de  

gel  de  sílica,  eluída  em  hexano  e  acetato  de  etila,  cujas  concentrações  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  ácido  anacárdico  extraída  do  LLC.  (Figura  1).    

  
Figura  1:  Molécula  de  ácido  anacárdico  obtida  do  líquido  da  castanha  de  caju  natural.  

  

Em  um  frasco  de  hidrogenação  foram  adicionados  5,00  g  da  mistura  de  

ácidos   anacárdicos,   previamente   purificada   (~14,346   mmols),   0,20   g   de  

catalisador   paládio-carvão   a   10%   (Pd/C)   e   etanol   (50,0   mL).   A   adição   do  

catalisador  foi  realizada  em  banho  de  gelo.    

O  sistema  de  hidrogenação  foi  submetido  à  pressão  de  60Psi  em  reator  

Paar,  à  temperatura  ambiente  por  6  horas.  Em  seguida  a  mistura  foi  filtrada  em  

um  funil  sinterizado  próprio  e  o  solvente  retirado  por  pressão  reduzida.  O  resíduo  

obtido  foi  recristalizado  em  hexano,  fornecendo  o  ácido  anacárdico  saturado,  que  

apresentava  uma  aparência  de  um  sólido  branco  (Heys  2017).  A  figura  2  mostra  

a   reação  química  ocorrida  para  obtenção  da  variável  LTD11  a  partir  do  ácido  

anacárdico  extraído  do  LLC.    
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Figura  2:  Reação  química  de  obtenção  do  derivado  (LTD11)  a  partir  do  ácido  anacárdico  extraído  

do  LCC.    

  

Ao  final   foi  obtido  um  composto  com  90%  de  rendimento,  sólido,  branco,  com  

ponto  de  fusão  entre  81ºC  e  84ºC,  fator  de  retenção  (RF)  de  0,48,  (Hexano  80%  

e   Acetato   de   etila   20%),   massa   molar   de   348,52   g/mol   e   fórmula   molecular  

C22H36O3  (Heys  2017)  (Figura  3).    

  

                                 Rendimento:  90%   

RF:  0,48  (Hex  80%:  AcOEt  20%)    

Ponto  de  fusão:  81oC-  84oC    

                           Fórmula  Molecular:  C22H36O3    

Massa  molar:  348,52  g/mol    

1µM  possui  348µg/ml  

  
  

Figura   3:   Fórmula   química   da  molécula   de   ácido   anacárdico   LTD11   obtida   através   do   ácido  

anacárdico  extraído  do  líquido  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  susceptíveis  à  malária  cerebral  (CBA  e  C57BL/6)  e  camundongos  

não  susceptíveis  à  forma  cerebral  da  doença  (BALB/c)  e  outra  in  vitro,  utilizando  

células  J774.  

Para  a  avaliação  dos  aspectos  clínicos  foram  usadas  três   linhagens  de  

camundongos,   BALB/c   que   são   animais   naturalmente   resistentes   a   malária  

cerebral,  C57/BL6  que  são  susceptíveis  a  malária  cerebral  e   também  à  maior  
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parte  das  manifestações  graves  da  doença  e  a   linhagem  CBA  que   também  é  

susceptível  a  malária  cerebral,  porém  a  manifestação  ocorre  por  ativação  de  vias  

diferentes.  Para  análise  dos  parâmetros  clínicos,  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  ácido  anacárdico,  25  mg/kg/2  vezes  por  dia  de  ácido  

anacárdico,  sendo  que  outro  grupo  como  controle  não  tratado  para  comparação  

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

Para   analisarmos   a   produção   de   óxido   nítrico   e   a   formação   de  

corpúsculos  lipídicos  pelas  células  J774,  foi  utilizado  sangue  de  camundongos  

SWISS  infectados  com  Plasmodium  berghei  ANKA.  

  

Modelo  experimental  
  

Modelo  In  vivo  
  

  
  
  
  

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

Avaliação  sobrevida
n = iCBA0:8;; iCBA2x:10;; iCBA25:10;; iCBA
50:7;; iCBA 100:6;; ICBA 150:10
n= iBAL0:8;; iBAL2x:8;; iBAL25:10;;
iBAL50:7;; iBAL100:8;; iBAL150:7
n= iC570:6;; iC572x:10;; iC5725: iC5750:6;;
iC57100:7;; iC57150: 7

Avaliação  hematócrito     parasitemia
n = iCBA0:8;; iCBA2x:10;; iCBA25:10;; iCBA
50:7;; iCBA 100:6;; ICBA 150:10
n= iBAL0:8;; iBAL2x:8;; iBAL25:10;;
iBAL50:7;; iBAL100:8;; iBAL150:7
n= iC570:6;; iC572x:10;; iC5725: iC5750:6;;
iC57100:7;; iC57150: 7

Avaliação  peso
n = iCBA0:8;; iCBA2x:10;; iCBA25:10;; iCBA
50:7;; iCBA 100:6;; ICBA 150:10
n= iBAL0:8;; iBAL2x:8;; iBAL25:10;;
iBAL50:7;; iBAL100:8;; iBAL150:7
n= iC570:6;; iC572x:10;; iC5725: iC5750:6;;
iC57100:7;; iC57150: 7

Início  do  tratamento   no  3º  dia  de  
infecção

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

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  Brasília  e  

mantidos   com   água   e   ração   para   camundongos   ad   libitum,   em   ciclo   de  

claro/escuro  de  12  horas,  em  estantes  ventiladas.  Para  avaliação  da  influência  

do  ácido  anacárdico  sobre  a  sobrevida,  parasitemia,  hematócrito  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  avaliação   influência  do  ácido  

anacárdico   sobre   a   produção   de   radicais   livres   e   corpúsculo   lipídico   foram  

usados  camundongos  SWISS  (n  =  6),  sendo  3  machos  e  3  fêmeas,  entre  8  e  18  

semanas.  Para  avaliar  a   influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  

citocinas   pelas   células   J774   foram   utilizados,   como   estimulo,   eritrócitos  

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

Cultivo  células  J774  (macrófagos    
murinos  peritoneais   tumorais)

Influência  do  ácido  anacárdico  na  
produção  de  óxido  nítrico.  

105 células  J775  e  5x105  eritrócitos  
de  Swiss  com  ou  sem  PbA  

3  vezes,  triplicata

Influência  do  ácido  anacárdico  na  
produção  de  corpúsculos  lipídicos  
5x105   células  J774  e  3,5x106  

eritrócitos  de  Swiss  com  ou  sem  PbA
2  vezes  quadruplicata

Influência  do  ácido  anacárdico  na  
produção  de  citocinas

105  células  J774  e  5x105  eritrócitos  
de  CBA,  BALB/c  e  C57BL/6  com  ou  

sem  PbA
1  vez  triplicata  para  "sem  PbA"

1  vez  quadruplicata   para  "com  PbA"

Avaliação  de  citotoxicidade  do  ácido  
anacárdico  pelo  teste  de  MTT
105   células  para  cada  teste

3  vezes  triplicata
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Inóculo  
  
   Foi  utilizada  a  cepa  do  Plasmodium  berghei  ANKA  mantida  no  Laboratório  

de  Malária  do  Núcleo  de  Medicina  Tropical  da  Universidade  de  Brasília.  Para  o  

uso,   a   cepa   era   previamente   descongelada   e   eram   feitas   pelo   menos   duas  

passagens  em  animal  para  recuperação  da  virulência  da  cepa.  Os  camundongos  

foram  inoculados  com  106  eritrócitos  parasitados  em  solução  salina  tamponada  

com  fosfato  pH  7.2,  estéril,  num  volume  final  de  100  µl,  por  via  intraperitoneal.  

Para  o  inóculo  dos  animais,  o  sangue  era  retirado  apenas  quando  a  parasitemia  

estava  acima  de  10%  nos  animais  de  passagem,  através  da  punção  cardíaca.  A  

quantidade   total   de   eritrócitos   era   quantificada   em   hematocitômetro   e   em  

seguida  diluída  em  solução  salina  tamponada  com  fosfato  pH  7,2,  estéril,  para  

obtermos  106  eritrócitos  infectados  em  100  µl.  

  
Grupos  do  estudo  
  

Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  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  

veículo   de   diluição   da   droga,   que   consistia   em   20   µl   de   solução  

fisiológica  0,9%  com  2%  de  Tween  80  por  via  oral,  a  partir  do  3º  dia  de  

infecção  até  o  dia  da  morte  espontânea.    

  

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  (438µM)  de  ácido  anacárdico  diluído  em  20  µl  de  solução  

fisiológica  0,9%  com  2%  de  Tween  80,  por  via  oral,  a  partir  do  3º  dia  

até  o  dia  da  morte  espontânea.    
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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  µM)  de  ácido  anacárdico  diluído  em  20µl  de  solução  

fisiológica  0,9%  com  2%  de  Tween  80,  por  via  oral,  a  partir  do  3º  dia  

até  o  dia  da  morte  espontânea.    

  

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  µM)  de  ácido  anacárdico  diluído  em  20  µl  de  solução  fisiológica  

0,9%  com  2%  de  Tween  80,  por  via  oral,  a  partir  do  3º  dia  até  o  dia  da  

morte  espontânea.  

  

Grupo  controle/  duas  vezes  (n  =  CBA:  10;;  BALB/c:  8;;  C57BL/6:  10):  
Animais  infectados  com  Plasmodium  berghei  ANKA  tratados  apenas  

com  veículo  de  diluição  da  droga  duas  vezes  por  dia,  que  consistia  em  

20  µl  de  solução  fisiológica  0,9%  com  2%  de  Tween  80  por  via  oral  a  

partir  do  3º  dia  de  infecção  até  o  dia  da  morte  espontânea.    

  

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  µM)  de  ácido  anacárdico,  duas  vezes  por  dia,  diluído  em  

20  µl  de  solução  fisiológica  0,9%  com  2%  de  Tween  80,  por  via  oral,  a  

partir  do  3º  dia  até  o  dia  da  morte  espontânea.    

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

delicadamente  na  boca  dos  camundongos  uma  ponteira  colocada  em  uma  pipeta  

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

animais,  evitando  possíveis  traumas  pelo  tratamento.  

  

Influência  do  ácido  anacárdico  no  peso  dos  animais    
  
   Os   animais   foram  pesados   diariamente   a   partir   do   dia   do   inoculo   com  

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

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

expresso  em  gramas.  

  

Influência  do  ácido  anacárdico  no  hematócrito  dos  animais    
  
   Para  avaliar  a  influência  do  ácido  anacárdico  na  anemia  dos  animais,  foi  

realizado  o  hematócrito  no  3º,  6º  e  8º  dia  de  infecção.  Foi  retirado  cerca  de  10  µl  

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.    

  
Influência  do  ácido  anacárdico  na  parasitemia  dos  animais    
  
   Para  avaliar  se  o  ácido  anacárdico  teve  influência  na  parasitemia,  foram  

realizadas   lâminas   histológicas   de   sangue   através   da   técnica   de   distendido  

utilizando  sangue  da  ponta  da  cauda  dos  animais  no  3º,  6º  e  8º  dia.  As  lâminas  

foram   coradas   com   kit   rápido   de   coloração   panótica,   e   analisadas   em  

microscópio  óptico  com  aumento  de  1000x,  sendo  contadas  500  eritrócitos  por  

preparação.   A   parasitemia   foi   representada   pela   porcentagem   de   eritrócitos  

parasitados.  

  
Influência  do  ácido  anacárdico  na  sobrevida  dos  animais    
  

   Para   avaliar   o   efeito   do   ácido   anacárdico   na   sobrevida   dos   animais,   a  

morte  espontânea  dos  animais   foi  anotada  diariamente  até  o  dia  da  morte  do  

último   animal   em   acompanhamento   e   analisada   pela   curva   de   sobrevida  

segundo   o   método   de   Kaplan-Meyer,   sendo   que   a   diferença   estatística   foi  

analisada  pelo  método  de  Logrank,  para  a  análise  comparativa  entre  o  grupo  

controle  e  o  grupo  tratado,  para  cada  dose  do  ácido  anacárdico  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-67TM)   utilizada   nesse  

trabalho  foram  cedidas  pela  Profª  Drª  Tatiana  Karla  dos  Santos  Borges.  A  cepa  

foi  descongelada  em  banho  Maria  a  37ºC  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  câmara  úmida  com  5%  CO2  por  24  h.  Então  foi  retirado  5ml  do  meio  

de  descongelamento,  acrescentado  5  ml  de  meio  de  manutenção  e   incubado  

novamente  nas  mesmas  condições.  Após  24  h  foram  retirados  10  ml  do  meio  

atual   e   acrescentado   10  ml   de  meio   de  manutenção   e   incubado   novamente.  

Após  o  tempo  de  incubação  as  células  foram  trocadas  para  placa  não  aderente  

e  colocadas  para  crescer  sob  mesmas  condições.    

  

Avaliação   da   citotoxicidade   do   ácido   anacárdico   pelo   teste   do   MTT  
utilizando  células  J774.  
  
   Para  avaliar  se  o  ácido  anacárdico  tinha  efeito  citotóxico  nos  macrófagos  

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  105  células  J774  com  ácido  anacárdico  pré  diluído  com  

1%  de  DMSO  (Sigma-Aldrich)  em  diluição  seriada  a  partir  de  100  µM  até  0,78  

µM  em  meio  de  cultura  por  24  h  em  placa  de  96  escavações,  de  fundo  chato,  

estéreis  (TPP,  Switzerland,  Europe).  Após  as  24  h  foi  acrescentado  10  µl  de  2,5-

difenil  brometo  de  tetrazolium  (MTT)  na  concentração  de  5mg/ml  e  incubado  por  

mais  4  h.  Em  seguida,  foi  colocado  50  µl  de  DMSO  para  interromper  a  reação  e  

em  seguida  foi  realizada  a  leitura  em  espectrofotômetro  (Spectramax  plus  384,  

Molecular  Devices,  Sunnyvale,  USA)  em  570  nm.  
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Eritrócitos  normais  e  parasitados  utilizados  como  estímulo     
  
   Foram  obtidos  eritrócitos  de  camundongos  infectados  ou  não  infectados  

das  quatro  linhagens  estudadas  (BALB/c,  C57BL/6,  CBA  e  SWISS).  Para  fazer  

as   determinações,   de   óxido   nítrico   e   corpúsculo   lipídico   foram   utilizados  

eritrócitos  parasitados  de  camundongos  SWISS  (n  =  6)  com  8  a  18  semanas  e  

para   as   dosagens   de   citocinas   foram   utilizados   eritrócitos   parasitados   de  

camundongos  CBA  (n  =  2)  BALB/c  (n  =  2),  C57BL/6  (n  =  2)  e  de  8  a  10  semanas.    

Três  animais  Swiss  e  1  das  outras  linhagens  foram  inoculado  com  106  eritrócitos  

parasitados  suspensos  em  salina  tamponada  com  fosfato,  pH  7.2,  estéril,  num  

volume  final  100  µl.  3  animais  Swiss  e  1  das  outras  linhagens  foram  inoculados  

com   apenas   salina   tamponada   com   fosfato,   pH   7.2,   estéril.   Após   4   dias   os  

animais  sofreram  eutanásia  em  câmara  de  CO2,  e  o  sangue  foi  obtido  por  punção  

cardíaca.  Um  distendido  do  sangue  foi  feito  em  uma  lâmina  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.    

  

Influência   do   ácido   anacárdico   na   expressão   de   corpúsculos   lipídicos  
pelos  macrófagos  J774.  
  
   Para   avaliar   o   efeito   do   ácido   anacárdico   na   produção   de   corpúsculos  

lipídicos,  5  x  105  células  J744  foram  incubadas  por  2  h  em  placa  de  cultivo  com  

24  escavações  e  lamínula  de  vidro  de  13  mm  no  fundo,  para  permitir  a  aderência  

à   lâmina,  em  seguida   foram  adicionados,  5  x  105  eritrócitos  de  camundongos  

Swiss  com  parasitemia  de  10%  ou  não  parasitados,  lipopolissacarideo  50  ng/ml  

de  ácido  anacárdico.  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  então  incubadas  por  mais  24  h,  

em   estufa   de   CO2   5%.   Após   a   incubação,   as   células   foram   fixadas   com  

paraformaldeído  a  4%  por  30min,  lavadas  2  vezes  com  STF,  pH  7,2  e  uma  vez  

com   álcool   isopropílico   a   60%.   Em   seguida,   as   células   foram   coradas   com  

solução  de  óleo  vermelho  O  (Sigma-Aldrich)  por  15min.  O  excesso  do  corante  

foi   retirado   e   as   escavações   foram   lavadas   uma   vez   com   1   ml   de   álcool  

isopropílico  a  60%  e  depois  duas  vezes  com  1  ml  de  água  destilada.  Os  núcleos  
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celulares   foram   corados   com   hematoxilina   de   Mayer   por   15   min,   lavadas  

novamente  com  água  destilada  e  as  lamínulas  foram  montadas  sobre  lâminas  

de  vidro  com  uma  fina  camada  de  meio  de  montagem,  contendo  10  g  de  gelatina,  

60  ml  de  água  destilada,  70  ml  de  glicerol  e  0,25  g  de   fenol.  Em  200  células  

foram  determinados  o  número  de  corpúsculos  lipídicos  que  cada  célula  estava  

expressando,   e   a   porcentagem   de   células   que   expressavam   corpúsculos  

lipídicos,  sendo  então  determinada  a  média  de  corpúsculos  lipídicos  por  célula.  

O   índice  corpuscular   foi   calculado  pela  multiplicação  da  proporção  de  células  

expressando  corpúsculo  lipídicos  pela  média  de  corpúsculos  lipídicos  expressos  

por  célula.    

  
Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  do  óxido  nítrico  pelas  células  
J774.  
   Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  óxido  nítrico,  

foram  colocadas  105  células  J774  em  placa  de  96  escavações,  de  fundo  chato,  

estéreis  (TPP),  e  incubadas  por  duas  horas  em  câmara  úmida,  em  estufa  de  CO2  
para  permitir  a  aderência  das  células,  e  em  seguida  foram  acrescentados  5  x  105  

eritrócitos  parasitados  ou  não  e  50  µM  ácido  anacárdico  ou  meio  de  cultura  e  

incubados  por  24  h.  O  experimento  foi  realizado  três  vezes  em  triplicata.  Como  

controle   positivo   foi   utilizado   LPS   50   ng/ml.   A   produção   de   óxido   nítrico   foi  

quantificada   no   sobrenadante   das   células   pela   reação   de   Griess   (100   µl   do  

reagente  de  Griess  –  [0,1%  sulfanilamida  a  1%  e  H3PO4  a  25%]  com  100  µl  do  

sobrenadante  da  amostra).  A  leitura  foi  feita  em  espectrofotômetro  em  540  nm.  

A  curva  padrão  de  óxido  nítrico  foi  feita  pela  a  diluição  seriada  de  nitrito  de  sódio  

(NaNO2).  Iniciou  com  200  µM  e  foram  feitas  as  diluições  de  1:2  até  1:128  com  

água  destilada.  Para  o  valor  zero,  foi  utilizado  apenas  água  destilada  (0  µM).  As  

leituras  da  curva  padrão  e  dos  testes  foram  feitas  ao  mesmo  tempo  

  
Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  citocinas  pelos  macrófagos  
J774.  
  

Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  citocinas  foram  

utilizadas  105  células  J744  por  escavação,  que  foram  incubadas  por  2  h  em  placa  
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de   24   escavações,   estéreis,   para   permitir   a   aderência   à   lâmina,   em   seguida  

foram  estimulados  com  5  x  105  eritrócitos  de  camundongos  BALB/c,  ou  C57BL/6  

ou  CBA   infectados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  ANKA,   com  parasitemia  

média  de  10%  e  50  µM  de  ácido  anacárdico  e  incubados  por  mais  8  h,  em  estufa  

de  CO2.  Foram  retirados  50  µl  do  sobrenadante  das  culturas  e  as  concentrações  

do  FNT-a,  IL-6,  IL-10  e  MCP-1,  por  citometria  de  fluxo,  conforme  instruções  do  

fabricante,  foram  determinadas.  As  citocinas  foram  dosadas  com  kit  comercial  

“Cytiometry  Bead  Array  –  Mouse  Inflammation  Kit”  -  BDTM.  Os  experimentos  para  

os  testes  que  foram  realizados  com  eritrócitos  não  parasitados  foram  feitos  uma  

vez  em  duplicata,  sendo  que  a  leitura  foi  feita  em  triplicata  para  cada  ponto  após  

homogeneização   das   amostras.   Os   experimentos   para   os   testes   que   foram  

realizados  com  eritrócitos  parasitados  foram  feitos  uma  vez  em  duplicata,  sendo  

que  a  leitura  foi  feita  em  quadruplicata  para  cada  ponto  após  homogeneização  

das   amostras.   As   amostras   foram   lidas   no   citometro   de   fluxo   BD   LRS  

FORTESSA,  e  analisadas  pelo  software  FCAP  Array  v3.0  para  Windows.    

  

Análises  estatísticas.  
  
   Os  dados  obtidos  foram  previamente  analisados  quanto  a  normalidade  da  

distribuição   das   amostras   pelo   teste   de   Kolmogorov   e   para   a   variância   da  

distribuição  das  amostras  pelo  teste  de  Bartelet.  Para  analises  de  duas  amostras  

não  relacionadas  não  paramétricas  foi  utilizado  teste  Mann-Whitney  e  para  duas  

amostras   não   relacionadas   paramétricas   foi   utilizado   teste   t-Student.   Para  

análise  de  mais  do  que  duas  variáveis  não   relacionadas  não  paramétricas   foi  

utilizado  teste  Kruskal-Wallis,  seguido  pelo  método  de  Dunn  para  comparação  

múltipla   e   para   amostras   não   relacionadas   paramétrica   foi   utilizado   teste  

ANOVA,   seguido   pelo   método   de   Student-Newman-Keuls   para   comparação  

múltipla.  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  diferença  estatística  

pelo  teste  de  Logrank.  As  análises  foram  realizadas  no  software  Graphpad  Prism  

6  para  MacOS  X  (Graphpad  software  –  San  Diego  –  USA).  
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Efeito  do  ácido  anacárdico  na  sobrevida  dos  camundongos  susceptíveis  
(C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  à  malária  cerebral.  

  

O   efeito   do   tratamento   com   ácido   anacárdico   na   sobrevida   dos  

camundongos   susceptíveis   ou   não   à   malária   cerebral   foi   avaliada   pela  

verificação   da   morte   espontânea   dos   animais   tratados   em   comparação   aos  

animais  não  tratados  utilizando  as  doses  de  50,  100  e  150mg/kg/dia.  

O  tratamento  com  o  ácido  anacárdico  aumentou  a  sobrevida  apenas  dos  

camundongos  susceptíveis  CBA  tratados  com  as  doses  de  150  e  100  mg/kg/dia.  

No  tratamento  dos  animais  com  ácido  anacárdico  foi  observado  que  no  sexto  dia  

de  infecção  85,71%  dos  animais  controles  já  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).  

  
Figura  5:  Tratamento  dos  animais  CBA.  A)  Tratamento  com  25  mg/kg/dia  (iCBA  25  n  =  10).  O  

ácido  anacárdico  não  modificou  a  sobrevida  na  dada  concentração  em  comparação  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   concentração   o   ácido   anacárdico   não   influenciou   na   sobrevida   dos   animais   em  

comparação  com  o  grupo  controle  (iCBA  n  =  8  e  p  =  0,9093).  C)  O  tratamento  com  100  mg/kg/dia  

(iCBA  100  n  =  7),  o  ácido  anacárdico  aumentou  em  até  6  dias  a  sobrevida  dos  animais  tratados  

(p  =  0,03).  D)  A  concentração  de  150mg/kg/dia  (iCBA150  n  =  10)  de  ácido  anacárdico  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  ácido  anacárdico  

não  teve  efeito  na  sobrevida  em  nenhuma  das  doses  testadas  (Figura  6  e  7).  
  

  

  
Figura  6:  Efeito  do  tratamento  nos  animais  BALB/c  com  ácido  anacárdico  nos  grupos  controle  2x  

(iBAL  2x  n  =  8)  e  controle  (iBAL  n=8)  e  nas  concentrações  de  25  mg/kg  2x  ao  dia  (n  =  8  e  p  =  

0,33)  50  (n  =  7  e  p  =  0,27)  100  (n  =  8  e  p  =  0,21)  e  150mg/Kg/dia  (n  =  7  e  p  =  0,88).  Os  tratamentos  

não  influenciaram  as  sobrevidas  dos  animais.  

 

  
Figura  7:  Efeito  do  tratamento  nos  animais  C57BL/6  com  ácido  anacárdico  nos  grupos  controle  

2x  (iC57  n  =  10)  e  controle  (iC57  n  =  6)  e  nas  concentrações  de  25  mg/kg  2x  ao  dia  (n  =  10  e  p  

=  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  não  influenciaram  as  sobrevidas  dos  animais.  
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Efeito  do  ácido  anacárdico  no  hematócrito  dos  camundongos  susceptíveis  
(C57BL/6   e   CBA)   ou   não   (BALB/c)   à   malária   cerebral,   infectados   com  
Plasmodium  berghei  ANKA.    
  

Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  sobre  a  anemia  dos  animais  com  

malária,  foi  realizado  o  hematócrito  nos  dias  3,  6  e  8  após  a  infecção.  Os  animais  

das  três  linhagens  utilizadas  foram  infectados  e  tratados.  No  3º,  6º  e  8º  dia  de  

infecção  o  sangue  foi  retirado  da  ponta  da  cauda  para  realização  do  hematócrito.    

   Nossos   dados   mostraram   que   no   terceiro   dia   da   infecção,   o  

comprometimento   do   hematócrito   foi   menor   nos   animais   da   linhagem   CBA  

quando  tratado  com  50  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico  em  relação  ao  grupo  não  

tratado  (p  =  0,0437),  em  relação  ao  tratamento  com  100  mg/kg/dia  (p  =  0,0096)  

e  150  mg/kg/dia  (p  =  0,0006)  de  ácido  anacárdico.  Entretanto,  no  sexto  dia,  não  

observamos  mais  essa  diferença  entre  os  hematócritos  dos  grupos  avaliados  

(p=0,2822)   teste   ANOVA.   Não   foi   feita   a   avaliação   do   hematócrito   dos  

camundongos  CBA  no  8ª  dia  por  não  haver  animais  sobreviventes  suficientes  

para  avaliação  estatística.  (Figura  8).  

 
Figura   8:   Efeito   do   tratamento   com   ácido   anacárdico   no   hematócrito   dos   animais   CBA.   No  

terceiro  dia  os  animais  tratados  com  50mg/kg/dia  (n  =  6)  tiveram  um  menor  comprometimento  

no  hematócrito  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  

hematócrito  foi  menos  comprometido  apenas  no  oitavo  dia  da  infecção,  sendo  

que   os   animais   tratados   com   50   mg/kg/dia   de   ácido   anacárdico   mostrou   o  
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hematócrito   maior   do   que   os   animais   tratados   com   100   mg/kg/dia   de   ácido  

anacárdico  (p  =  0,0229)  (Figura  9).  

 
Figura  9:  Efeito  do  tratamento  com  ácido  anacárdico  no  hematócrito  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  hematócrito  comparado  ao  grupo  tratado  com  100  mg/kg/dia  (p  =  

0,0229).    

 

Os   animais   C57BL/6,   entretanto   não   apresentaram   diferença   no  

hematócrito   em   nenhuma   das   doses   utilizadas.   Não   foi   feita   a   avaliação   do  

hematócrito  dos  camundongos  C57BL/6  no  8ª  dia  por  não  haver  sobreviventes  

suficientes  para  avaliação  estatística  (Figura  10).  

 
Figura  10:    Efeito  do  tratamento  com  ácido  anacárdico  no  hematócrito  dos  animais  C57BL/6.  n0  

=  6;;  n50  =  7;;  n100  =  6;;  n150  =  7.  Não  houve  diferença  do  hematócrito  entre  nenhum  dos  grupos  

no  terceiro  dia  (p  =  0,6154).  O  mesmo  ocorreu  no  sexto  dia  (p  =  0,3899).    

  

Efeito  do  ácido  anacárdico  na  parasitemia  dos  camundongos  susceptíveis  
(C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  à  malária  cerebral.  

Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  sobre  o  crescimento  parasitário  

do  Plasmodium  berghei  ANKA  nos  animais,  foi  realizado  a  parasitemia  nos  dias  

3,   6   e   8   após   a   infecção.   Os   animais   das   três   linhagens   utilizadas   foram  
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infectados  e   tratados.  No  3º,  6º  e  8º  dia  de   infecção  o  sangue   foi   retirado  da  

ponta   da   cauda   para   realização   distendido   sanguíneo   para   avaliação   da  

parasitemia.    

Nossos  dados  mostraram  que  no   terceiro  dia  de   infecção  nenhum  dos  

grupos  mostrou  diferenças  estatísticas  entre  as  parasitemias.  Nos  modelos  CBA  

(Figura   11)   e   BALB/c   (Figura   12)   o   tratamento   com   ácido   anacárdico   em  

nenhuma   das   doses   afetou   a   evolução   da   parasitemia   em   relação   ao   grupo  

controle.  Não  foi  feita  a  avaliação  da  parasitemia  dos  camundongos  CBA  no  8ª  

dia  por  não  haver  sobreviventes  suficientes  para  avaliação  estatística.  

 
Figura   11:   Efeito   do   tratamento   com   ácido   anacárdico   na   parasitemia   dos   animais   CBA   no  

terceiro  e  sexto  dia.  n0  =  8;;  n50  =  6;;  n100  =  7  e  n150  =  10.  Não  houve  diferença  estatística  da  

parasitemia  entre  os  grupos  em  nenhuma  das  doses  em  nenhum  dos  dias  avaliados  (p  =  0,5786;;  

p  =  0,5067  respectivamente)    

	  

	  
Figura  12:  Efeito  do  tratamento  com  ácido  anacárdico  na  parasitemia  dos  camundongos  BALB/c  

no  terceiro,  sexto  e  oitavo  dia.    3º  e  6º  dia:  n0  =  8;;  n50  =  7;;  n100  =  8  e  n150  =  7.  8º  dia:  n0  =  6;;  

n50  =  4;;  n100  =  5  e  n150  =  5.  Não  houve  diferença  estatística  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   infecção,   a   parasitemia   dos   animais   C57BL/6  

tratados   com   150mg/kg/dia   de   ácido   anacárdico   estava   menos   avançada  

comparada   com   o   grupo   controle   (p   =   0,0237)   (Figura   13).   Não   foi   feita   a  

avaliação  da  parasitemia  dos  camundongos  C57BL/6  no  8ª  dia  por  não  haver  

sobreviventes  suficientes  para  avaliação  estatística.  

  
Figura  13:  Efeito  do  tratamento  com  ácido  anacárdico  na  parasitemia  dos  animais  C57BL/6.  n0  

=   6;;   n50   =   7;;   n100   =   6   e   n150   =   7).   No   sexto   dia   de   infecção   os   animais   tratados   com  

150mg/kg/dia  apresentaram  parasitemia  menor  comparada  ao  grupo  controle  (p  =  0,0128)    

 

  

Efeito  do  ácido  anacárdico  sobre  o  peso  dos  camundongos  susceptíveis  
(CBA   e   C57BL/6)   ou   não   (BALB/c)   a   malária   cerebral,   infectados   com  
Plasmodium  berghei  ANKA.  
  

Para  avaliar  o  efeito  do  ácido  anacárdico  no  peso  dos  camundongos,  foi  

realizado  a  mensuração  do  peso  diariamente  desde  o  dia  zero  até  o  dia  de  sua  

morte   espontânea.   O   peso   foi   aferido   sempre   no   mesmo   horário   e   mesmo  

equipamento.   Para   verificar   de   uma   forma  mais   precisa   a   perda   de   peso   foi  

utilizada  a  expressão  de  peso  final  (Pf)  subtraído  do  peso  inicial  (Pi)  dividido  pelo  

peso  inicial.  ∆%  =  (Pf  –  Pi)  /  Pi.  Não  houve  diferença  estatística  no  peso  inicial  

de  nenhuma  das  linhagens  de  murinos  avaliadas  (Figura  14).  
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Figura  14:  Peso  dos  camundongos  no  dia  zero.  Não  houve  diferença  estatística  entre  os  pesos  

dos  animais  no  início  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  diário  tiveram  menor  comprometimento  do  peso  

nos   dias   7,8   e   9   em   relação   aos   outros   grupos.   Os   animais   com   dose   de  

100mg/kg  diário  perderam  menos  peso  no  21º  dia  em  relação  ao  grupo  controle.  

Os   camundongos   CBA   tratados   com   150   mg/kg   diário   tiveram   menor  

comprometimento  de  peso  no  6º  dia  de  infecção  comparado  ao  grupo  controle  e  

tratado  com  50  mg/kg/dia  (Figura  15).  Os  camundongos  C57BL/6  tratados  não  

apresentaram  diferença  na  perda  de  peso  em  relação  ao  controle  em  nenhum  

dos  dias    
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Figura   15:   Efeito   do   tratamento   com   ácido   anacárdico   na   perda   de   peso   dos   animais.   A)  

Diferença  da  perda  de  peso  dos  animais  CBA  no  6º  dia  de  infecção.  Os  animais  tratados  com  

150  mg  mostraram  diferença  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:  Diferença  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  infecção  respectivamente.  Os  

animais  tratados  com  150  mg/kg/dia  mostraram  diferença  na  perda  de  peso  inferior  em  relação  

aos  demais  grupos  (p  =  0,0024;;  p  =  0,0051;;  p  =  0,0075  respectivamente).    

  

A  seguir  a   representação  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   ácido  

anacárdico.  A)  Animais  controle  e  tratados  com  50  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  B)  Animais  

controle  e  tratados  com  100  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  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).  

  

  
  

Figura   17:   Perda   progressiva   de   peso   dos   animais   BALB/c   controle   e   tratados   com   ácido  

anacárdico.  A)  Animais  controle  e  tratados  com  50  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  B)  Animais  

controle  e  tratados  com  100  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  C)  Animais  controle  e  tratados  com  
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150   mg/kg/dia.   Os   animais   tratados   com   150   mg/kg/dia   mostraram   diferença   na   perda  

progressiva  de  peso  em  relação  aos  demais  grupos  nos  dias  7,  8  e  9  (p  =  0,0024;;  p  =  0,0051;;  p  

=  0,0075  respectivamente).  

  

  

Figura   18:   Perda   progressiva   de   peso   dos   animais   BALB/c   controle   e   tratados   com   ácido  

anacárdico.  A)  Animais  controle  e  tratados  com  50  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  B)  Animais  

controle  e  tratados  com  100  mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico.  C)  Animais  controle  e  tratados  com  

150   mg/kg/dia.   Não   houve   diferença   estatística   na   perda   progressiva   de   peso   dos   animais  

C57BL/6.    

  

  

Efeito  de  diferentes  concentrações  do  ácido  anacárdico  na  viabilidade  das  
células  J774  em  cultura.  
  

Os  ensaios  de  viabilidade  foram  realizados  pelo  método  de  redução  do  

MTT  {brometo  de  [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil  tetrazolium]}.  As  diferentes  

concentrações  utilizadas  de  ácido  anacárdico   (100;;  50;;  25;;  12,5;;  6,25;;  3,125;;  

1,56  e   0,78  μM)   não  modificaram  a   viabilidade  das   células   J774   (Figura  19),  

analisada   pela   função  mitocondrial   das   células   J774   em   comparação   com   o  

metabolismo  basal  das  células  sem  tratamento.  Também  foi  avaliado  se  o  meio  

com  1%  de  DMSO  não  causou  prejuízo  na  função  mitocondrial  das  células,  para  

verificar   se   o   seu   uso   para   a   solubilização   da   droga   não   influenciou   o  

metabolismo  mitocondrial  das  células.  Nossos  dados  mostraram  que  a  utilização  

do  DMSO  1%,  como  diluente,  não  afetou  o  metabolismo  mitocondrial  quando  

comparado  ao  controle  basal  (Figura  19).  
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Figura   19:   Efeito   das   diferentes   concentrações   do   ácido   anacárdico   nas   células   J774,   após  

incubação   de   24   horas,   na   presença   de   10   μl   de   solução   MTT   (5   mg/ml).   Os   resultados  

mostraram  que  as  concentrações  100,  50,  25,  12,5  6,25  3,125  1,56  e  0,78  μM  da  droga  não  

modificaram  estatisticamente  o  metabolismo  mitocondrial  das  células  J774  em  comparação  ao  

metabolismo   basal   (p   >   0,05).   A   utilização   do   DMSO   1%,   como   diluente,   não   afetou   o  

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

  

Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  expressão  de  corpúsculos  lipídicos,  
avaliado  pela  coloração  com  oil  red  O  
  

Nossos  dados  mostraram  que  o  tratamento  das  células  J774  com  50  µM  

do  ácido  anacárdico  aumentou  o  índice  corpuscular  das  células  J774  (7,1  para  

15;;  p  =  0,05,  Mann-Whitney)   (Figura  20B),   tanto  pelo  aumento  da  média  dos  

corpúsculos  lipídicos  expressos  por  célula  J774  (Figura  20C)  (0,5  para  0,83;;  p  =  

0,05,  teste  t),  quanto  pelo  maior  número  de  células  expressando  a  organela  (14,5  

para  22;;  p  =  0,02,  teste  t)  (Figura  20A).    
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A)	  

  
A)                                                                                                          B)                                                                                                                    C)  

  
Figura  20:  Influência  de  ácido  anacárdico  (AA)  sobre  a  expressão  de  corpúsculos  lipídicos  por  

células   J774,   avaliados   com   coloração   pelo   oil   red   O.   A)   Proporção   de   macrófagos   J744  

expressando  corpúsculos  lipídicos  após  estímulo  com  eritrócitos  parasitados  ou  não.  (AA  >  C;;  p  

=  0,02,  teste  t).  B)  Índice  corpuscular  das  células  J744  (AA  >  C,  p=0,02,  Mann-Whitney).  C)  Média  

de  corpúsculos  lipídicos  expressos  pelas  células  J744  após  estímulo  com  eritrócitos  parasitados  

ou  não.  (AA  >  C;;  p  =  0,05,  teste  t).    

  

Avaliamos  também  se  a  presença  de  eritrócitos  normais  ou  parasitados  

pelo   Plasmodium   berghei   ANKA   influenciam   a   expressão   de   corpúsculos  

lipídicos   nos  macrófagos   J774.  Observamos   que   tanto   os   eritrócitos   normais  

quanto  os  parasitados  aumentaram  e  expressão  dos  corpúsculos  lipídicos  nas  

células  J774.  Houve  aumento  do  índice  corpuscular  na  presença  de  eritrócitos  

normais  de  7,1  para  44,3   (0,03,  Mann-Whitney)  e  na  presença  dos  eritrócitos  

parasitados  para  137,3   (p  =  0,022,  ANOVA  seguido  pelo  método  de  Student-

Newman-Keuls  para  comparação  múltipla)  (Figura  21C).    O  aumento  do  índice  

corpuscular   deveu-se   tanto   ao   aumento   da   proporção   de   células   J744  

expressando   corpúsculos   lipídicos   (Figura   21A),   quanto   ao  maior   número   de  

corpúsculos  expressos  por  célula  (Figura  21B).    
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Figura   21:   Influência   de   eritrócitos   parasitados   (EP)   ou   não   (EN)   sobre   a   expressão   de  

corpúsculos  lipídicos  por  células  J774,  avaliados  pela  coloração  pelo  oil  red  O.  A)  Proporção  de  
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macrófagos  J744  expressando  corpúsculos  lipídicos  após  estímulo  com  eritrócitos  parasitados  

ou  não.  (EP  >  EN  e  C;;  EM  >  C;;  p  =  0,0001,  ANOVA  seguido  pelo  teste  de  Student-Newman-

Keuls   para   comparação  múltipla).  B)  Média   de   corpúsculos   lipídicos   expressos   pelas   células  

J744   após   estímulo   com   eritrócitos   parasitados   ou   não.   (EP   >   C;;   p   =   0,031,   Kruskal-Wallis  

seguido  pelo  teste  de  Dunn  para  comparação  múltipla.  C)  Índice  corpuscular  das  células  J744  

(EP  >  EN  e  C,  ANOVA  seguido  pelo  teste  de  Student-Newman-Keuls  para  comparação  múltipla;;  

EM  >  C,  p  =  0,03,  Mann-Whitney).      

  

Para  verificar  se  o  somatório  de  estímulos   influenciava  a  expressão  de  

corpúsculos  lipídicos  pelas  células  J774,  avaliamos  as  células  estimuladas  com  

AA   e/ou   LPS   e/ou   EP.   Observamos   que   embora   isoladamente   os   eritrócitos  

parasitados  (EP)  tenham  elevado  o  índice  corpuscular,  quando  foi  associado  ao  

sistema   o   AA,   observamos   uma   diminuição   da   expressão   dos   corpúsculos  

lipídicos   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   índice  

corpuscular   (de  7,1  para  547,9;;  p  =  0,0001,  ANOVA  seguido  pelo  método  de  

Student-Newman-Keuls   para   comparações   múltiplas)   (Figura   22C).   Essa  

resposta  deveu-se  tanto  à  maior  expressão  de  corpúsculos  lipídicos  por  célula  

(Figura   22B),   quanto   ao   maior   número   de   células   expressando   corpúsculos  

lipídicos  (Figura  22A).  Sendo  as  respostas  de  ambos  semelhantes  ao  observado  

para  o  Índice  Corpuscular  (Figura  22C).  
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Figura  22:  Influência  de  estímulo  com  AA,  EP  e  LPS,  associados  ou  não,  sobre  a  expressão  de  

corpúsculos  lipídicos  por  células  J774,  avaliados  pela  coloração  pelo  oil  red  O.  A)  Proporção  de  

macrófagos  J744  expressando  corpúsculos  lipídicos  após  estímulo  com  eritrócitos  parasitados  

ou  não.  (EP  +  LPS  +  AA  >  Cel;;  EP+LPS>Cel;;  EP+AA  <  EP;;  p  =  0,0001,  ANOVA  seguido  pelo  

teste  de  Student-Newman-Keuls  para  comparação  múltipla).  B)  Média  de  corpúsculos  lipídicos  

expressos  pelas  células  J744  após  estímulo  com  eritrócitos  parasitados  ou  não.  (EP  +  LPS  +  AA  

>  C;;  p  =  0,0001,  Kruskal-Wallis  seguido  pelo  teste  de  Dunn  para  comparação  múltipla;;  EP  +  AA  

<  EP,  p  =  0,003,   teste   t).  C)   Índice  corpuscular  das  células  J744  (EP  +  LPS  +  AA  >  Cel;;  p  <  

0,0001,  ANOVA  seguido  pelo  teste  de  Student-Newman-Keuls  para  comparação  múltipla;;  EP  +  

AA  <  EP  p  =  0,002,  teste  t).  

Cel   EP EP+AA EP+LPS EP+LPS+AA
0

20

40

60

80

100 A

Pr
op
or
çã
o  
de
  c
él
ul
as
  J
77
4

ex
pr
es
sa
nd
o  
co
rp
us
cu
lo
s  
lip
id
ic
os

Cel EP EP+AA EP+LPS EP+LPS+AA
0

5

10

15 B

M
éd
ia
  d
e  
co
rp
ús
cu
lo
s  
lip
íd
ic
os

ex
pr
es
so
s  
pe
la
s  
cé
lu
la
s  
J7
74

Cel   EP EP+AA EP+  LPS EP+LPS+AA
0

200

400

600

800

1000 C

Ín
di
ce
  c
or
pu
sc
ul
ar

da
s  
cé
lu
la
s  
J7
74



	  

	   43	  

Em  conclusão,  nossos  dados  mostraram  que  o  AA  estimula  a  expressão  

de   corpúsculos   lipídicos,   e   que   eritrócitos   normais   e   parasitados   também  

estimulam  o  aumento  da  sua  expressão  pelas  células  J774.  Entretanto,  quando  

os  EP  estão  associados   com  o  AA,   há  uma   inibição  desse  aumento.  Porém,  

observamos  também  que  na  associação  de  vários  estímulos,  pela  associação  

do  AA  com  o  LPS  e  com  o  EP  ocorre  intensa  expressão  dos  corpúsculos  lipídicos  

pelas   células   J774.   Esse   efeito   foi   determinado   tanto   pelo   maior   número   de  

células   J774   expressando   os   corpúsculos   lipídicos   como   também   pela  maior  

expressão  dos  corpúsculos  lipídicos  por  cada  célula.  

  

Efeito   do   ácido   anacárdico   sobre   a   produção   de   oxido   nítrico   por  
macrófagos  J774.  
  
   Foi  avaliado  o  efeito  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  oxido  nítrico  

pelos   macrófagos   J774   na   presença   de   hemácias   normais   e   hemácias  

parasitadas,  sendo  que  o  LPS   foi  usado  LPS  como  estímulo  e  como  controle  

positivo  do  teste.  

   O  ácido  anacárdico  isoladamente  não  alterou  a  produção  basal  de  óxido  

nítrico   pelas   células   J774   (p   =   0,8087)   (Figura   23).   Porém,   ao   acrescentar  

eritrócitos  normais  às  células  tratadas  com  ácido  anacárdico,  houve  diminuição  

na  produção  do  óxido  nítrico  (p  =  0,0493)  (Figura  24).  

   Eritrócitos  parasitados  não  modificaram  a  produção  basal  do  NO  pelos  

macrófagos   J744.   Entretanto,   quando   as   células   foram   estimuladas   com   os  

eritrócitos  parasitados  e  o  LPS,  a  presença  do  AA  no  meio  impediu  o  aumento  

da  produção  do  NO  determinada  pelo  LPS   (p  =  0,4;;   teste   t   com  correção  de  

Welch).    
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Figura  23:  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  pelas  células  

J774  in  vitro.  O  AA  não  modificou  a  produção  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  comparação  múltipla.  

LPS>meio,  p  =  0,03,  teste  t.  

  

  
Figura  24:  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  pelas  células  

J774  in  vitro  na  presença  de  eritrócitos  normais.  O  AA,  diminuiu  a  produção  do  NO  na  presença  

de  EN.  (p  =  0,04  teste  t).  
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Figura  25.  Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  óxido  nítrico  (NO)  pelas  células  

J774  in  vitro  na  presença  de  eritrócitos  parasitados.  O  tratamento  das  células  estimuladas  com  

o  LPS  mais  os  EP  com  AA  associado  impediu  o  aumento  determinado  pelo  LPS  no  NO  (p  =  0,04  

teste  t).  

  
Figura  26.  Análise  comparativa  dos  vários  estímulos  (AA,  EN,  EP  e  LPS)  isolados  ou  associados  

sobre  a  produção  do  NO.  

  

Em  conclusão,  nossos  dados  mostraram  que  o  AA  modula  negativamente  

a  produção  do  NO  quando  associado  com  eritrócitos  normais  e  que  o  AA  impede  

o  aumento  da  produção  do  NO  determinada  pelo  LPS  quando  associado  aos  

eritrócitos  parasitados.  
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Influência   do   ácido   anacárdico   sobre   a   produção   de   fator   de   necrose  
tumoral-a   pelas   células   J774   estimuladas   in   vitro   com   eritrócitos  
parasitados  ou  não  de  camundongos  susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  não  
(BALB/c)  a  malária  cerebral.  
  

Observamos   que   o   tratamento   com   50µM   de   AA   não   modificou   a  

produção  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  produção  do  FNT-a  em  relação  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  produção  de  FNT-a  em  relação  as  células  

tratadas  apenas  com  AA  (10,30  pg/mL).  Entretanto,  não  houve  diferença  entre  

aquelas   tratadas  apenas  com  o  LPS  e  aquelas  em  que  o  AA  e  o  LPS   foram  

adicionados  à  cultura  (p  =  0,047,  Kruskal-Wallis)  (Figura  27).  

  

  
  

Figura  27:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  fator  de  necrose  tumoral  pelas  células  

J774.  A  produção  de  FNT  foi  mais  elevada  nas  células  tratadas  com  LPS  e  com  LPS+AA  do  que  

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

  

Avaliamos   também  a  produção  de  FNT-a   pelas   J774  estimuladas  com  

eritrócitos  de  camundongos  infectados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  ANKA,  

susceptíveis  ou  não  a  malária  cerebral,  obtidos  no  6º  dia  de  infecção.  Quando  

foi   associado   ao   sistema   eritrócitos   parasitados   ou   não   dos   camundongos  
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BALB/c,  C57BL/6  e  CBA  associados  ou  não  ao  AA  não  houve  interferência  na  

produção  do  FNT-a  pelas  células  J744  (p  >  0,05)  (Figura  28).  

  

  
Figura  28:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  FNT-a  pelas  células  J774  estimuladas  

com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  ANKA.  Em  A.  Eritrócitos  parasitados  

ou  não  obtidos  de  camundongos  CBA.  Em  B  foram  utilizados  eritrócitos  de  camundongos  BALB/c  

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

  

  

Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  MCP-1  pelas  células  J774  
estimuladas  in  vitro  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  de  camundongos  
susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  a  malária  cerebral.  
  

Observamos   que   o   tratamento   com   50   µM   de   AA   não   modificou   a  

produção  basal  de  MCP-1,  porém  as  células  estimuladas  com  LPS  e  tratadas  

com  AA  (4682)  aumentaram  em  19  vezes  a  produção  de  MCP-1  em  relação  a  

produção  basal  (1337)  (p  <  0,0001,  Kruskal-Wallis)  (Figura  29).  
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Figura  29:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  MCP-1  pelas  células  J774  in  vitro.  O  

AA  aumentou  a  produção  de  MCP-1  pelas  células  estimuladas  com  LPS  (LPS  +  AA  >  LPS;;  (p  <  

0,0001,  Kruskal-Wallis,  seguido  pelo  método  de  Dunn  para  comparação  múltipla).  

  

Também  foi  avaliada  a  produção  de  MCP-1  pelas  J774  estimuladas  com  

eritrócitos  obtidos  de  camundongos  infectados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  

ANKA,  susceptíveis  ou  não  a  malária  cerebral,  obtidas  no  6º  dia  de  infecção.  

Quando  as  células  J744   foram  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  

obtidos   dos   camundongos   BALB/c   observou-se   diminuição   da   produção   de  

MPC-1  em   relação  às  células  estimuladas  com  os  eritrócitos  não  parasitados  

(EN>EP).  Quando  o  AA  foi  adicionado  ao  sistema,  essa  diminuição  não  foi  mais  

observada  (EP  +  AA  >  EP)  (p  =  0,0018,  Kruskal-Wallis  seguido  pelo  método  de  

Dunn  para  comparação  múltipla).  Quando  foi  adicionado  ao  sistema  eritrócitos  

parasitados  ou  não  obtidos  de  camundongos  susceptíveis  à  forma  cerebral  da  

malária,  não  houve  nenhuma  alteração  na  produção  do  MCP-1  (p  >  0,05)  (Figura  

30).  
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Figura  30:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  MCP-1  pelas  células  J774  estimuladas  

com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  ANKA  de  animais  CBA,  BALB/c  e  

C57BL/6.  Eritrócitos,  parasitados  e  tratados  com  AA  produziram  mais  IL-6  em  relação  aos  não  

tratados   (EP   +   AA   >   EP;;   p   =   0,0018,   Kruskal-Wallis   seguido   pelo   método   de   Dunn   para  

comparação  múltipla).  

  

Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de   interleucina-6   (IL-6)  
pelas  células  J774  estimuladas  in  vitro  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  
de  camundongos  susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  a  malária  
cerebral.  
  

Observamos   que   o   tratamento   com   50µM   de   AA   não   influenciou   a  

produção  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  produção  de  

IL-6   em   relação   a   produção   basal   AA   (16,27)   (p   =   0,0086;;   Kruskal-Wallis,  

seguidas  pelo  método  de  Dunn  para  comparação  múltipla)  (Figura  31).  
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Figura  31:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  IL-6  pelas  células  J774  in  vitro.  O  AA  

juntamente   com   o   LPS   aumentou   a   produção   de   IL-6   pelas   células   em   relação   as   apenas  

estimuladas  com  AA  (LPS  +  AA  >  AA;;  p  =  0,0001,  ANOVA,  seguido  pelo  método  de  Student-

Newmann-Keuls  para  comparação  múltipla).	  	  
  

Os   eritrócitos   parasitados   e   não   parasitados   obtidos   no   sexto   dia   da  

infecção   dos   camundongos  BALB/c   também  estimularam  a   produção   da   IL-6  

pelas  células  J744  em  relação  à  produção  basal  (meio)  (p  >  0,05)  (p  =  0,0004,  

Kruskal-Wallis,  seguidas  pelo  método  de  Dunn  para  comparação  múltipla).  

O  acréscimo  de  AA  aos  poços   com  eritrócitos  parasitados  obtidos  dos  

camundongos  BALB/c  aumentou  significantemente  a  produção  da  IL-6  (p=0,04;;  

teste  t)  

Os   eritrócitos   parasitados   obtidos   dos   camundongos  CBA   estimularam  

mais   a   produção   da   IL-6   do   que   os   eritrócitos   parasitados   obtidos   dos  

camundongos   BALB/c   (p   >   0,05)   (p   =   0,0004,   Kruskal-Wallis,   seguidas   pelo  

método  de  Dunn  para  comparação  múltipla)  (Figura  32).  
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Figura  32:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  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  comparação  múltipla).  

  

  

Influência  do  ácido  anacárdico  sobre  a  produção  de  interleucina  -10  (IL-10)  
pelas  células  J774  estimuladas  in  vitro  com  eritrócitos  parasitados  ou  não  
de  camundongos  susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  a  malária  
cerebral  
  

O  AA  aumentou  a  produção  da  IL-10  na  ausência  (AA  >  meio;;  p  =  0,02;;  

teste  t)  ou  e  presença  de  estímulo  com  o  LPS  (AA+LPS  >  AA;;  p  =  0,012;;  Kruskal-

Wallis  seguido  pelo  método  de  Dunn  para  comparação  múltipla)  (Figura  33).  
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Figura  33:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  IL-10  pelas  células  J774  in  vitro.  O  AA  

aumento  a  produção  da  IL-10  na  ausência  e  na  presença  do  LPS  (p  =  0,0012,  Kruskal-Wallis).    

  

Os   eritrócitos   parasitados   obtidos   dos   camundongos  CBA   estimularam  

mais  a  produção  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   produção   da   IL-10   (p   =   0,0286,   Mann-Whitney),   entretanto,  

resultado  oposto  foi  verificado  para  os  EP  obtidos  dos  camundongos  CBA,  que  

diminuíram  significantemente  a  produção  da  IL-10  (p  =  0,0294;;  Mann-Whitney)  

(Figura  34).  

  

Figura  34:  Influência  do  ácido  anacárdico  na  produção  de  IL-10  pelas  células  J774  estimuladas  

com  eritrócitos  parasitados  ou  não  com  Plasmodium  berghei  ANKA  de  camundongos  BALB/c,  
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C57BL/6  e  CBA.  O  AA  aumento  a  produção  da  IL-10  na  ausência  e  na  presença  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  múltiplas  

comparações.  
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Nosso  trabalho  mostrou  pela  primeira  vez  o  efeito  do  ácido  anacárdico  na  

infecção   pelo   Plasmodium   berghei   ANKA   em   modelos   experimentais  

susceptíveis   (C57BL/6   e   CBA)   ou   resistentes   (BALB/c)   à   malária   cerebral   e  

utilizando  linhagem  celular  de  macrófagos  J774.    

Foi   analisado   o   efeito   do   ácido   anacárdico   na   sobrevida   dos   animais  

susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  não  (BALB/c)  à  malária  cerebral  nas  doses  de  

150  e  100  em  dose  única  diária  e  50µM  em  dose  única  e  em  duas  doses  diárias  

de  25  µg/mL.  Observamos  que  nas  concentrações  de  150µM  e  100µM  o  ácido  

anacárdico  aumentou  a  sobrevida  dos  camundongos  CBA.  Entretanto,  o  ácido  

anacárdico   não   influenciou   a   sobrevida   dos   animais   das   outras   linhagens  

estudadas,  nas  doses  que  foram  utilizadas  nesse  trabalho.      

  Uma  possível  explicação  para  o   fato  de  que  o  ácido  anacárdico   tenha  

sido  efetivo  para  diminuir  a  mortalidade  nos  camundongos  CBA,  mas  não  nas  

outras  linhagens  estudas  (C57BL/6  e  BALB/c)  pode  estar  relacionada  ao  fato  de  

que   os   mecanismos   fisiopatogênicos   determinantes   das   formas   graves   na  

malária   e   particularmente   da   forma   cerebral   são   diferentes   nesses   modelos  

experimentais   estudados.   O   ácido   anacárdico,   que   é   um   inibidor   da   histona  

acetiltransferase,   inibe   a   expressão   de   genes   da   inflamação   regulados   pelo  

NFkB,   como  o   fator   de  necrose   tumoral   (Sung  e   cols,   2008).     Borges   (2013)  

mostrou  na  infecção  pelo  P.  berghei  Anka  dos  camundongos  CBA,  C57BL/6  e  

BALB/c,  que  foram  os  mesmos  modelos  por  nós  estudados,  que  ocorre  ativação  

diferente   das   vias   do   NFkB   nesses   modelos,   determinando   gravidades  

diferentes   da   doença.   Borges   observou   que   nos   camundongos   CBA   houve  

ativação  preponderantemente  da  via  não-canônica  do  NFkB,  com  translocação  

predominante  do  relB  para  o  núcleo  somente  nesse  modelo.  Assim  uma  possível  

explicação   para   a   ação   do   ácido   anacárdico   apenas   nesse   modelo   seria   a  

influência   desse   ácido   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-ĸB  diminuindo  níveis  de  TNF,  IL-12,  de  camundongos  CBA  

infectados  pelo  P.  berghei  ANKA  (Muniz-Junqueira  e  cols  2005).  A  pentoxifilina,  
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é  um  inibidor  da  fosfodiesterase  e  resulta  na  regulação  da  via  do  NF-ĸB,  também  

já  foi  testada  como  terapia  imunomoduladora  em  modelos  animais  susceptíveis  

(CBA)  e  não  susceptíveis  (BALB/c)  a  malária  cerebral  e  foi  capaz  de  aumentar  a  

sobrevida  dos  camundongos  CBA  (Paula  Júnior,  2003;;  Borges  2006)  e  BALB/c  

(Borges   2006),   de   acordo   com   esses   trabalhos,   observamos   aumento   da  

sobrevida  dos  camundongos  CBA  pelo  tratamento  com  o  ácido  anacárdico.  

A   análise   do   efeito   do   ácido   anacárdico   nas   doses   de   150,   100   e   50  

mg/kg/dia   sobre   a   evolução  da   parasitemia   nos   animais   susceptíveis   (CBA  e  

C57BL/6)  ou  não  (BALB/c)  à  malária  cerebral  mostrou  que  nos  camundongos  

C57BL/6   tratados   com   150   µM   de   ácido   anacárdico   houve   redução   da  

parasitemia  somente  no  6º  dia  de  infecção,  é  possível  que  esse  efeito  mais  tardio  

não   tenha   conseguido   modificar   a   sobrevida   desses   animais.   Não   houve  

modificação  da  parasitemia  nas  outras  linhagens  estudadas.  Cui  e  cols  (2008)  

mostraram  efeito   parasiticida   do  ácido   anacárdico   in   vitro   contra  Plasmodium  

falciparum.  A  menor  parasitemia  observada  nos  camundongos  C57BL/6,  sugere  

que  o  ácido  anacárdico  pode  ter  um  efeito  parasiticida  também  in  vivo.    

Observamos   que   no   terceiro   dia   da   infecção,   nos   camundongos   CBA  

tratados  com  50  mg/kg/dia,  o  hematócrito  foi  mais  elevado  quando  comparado  

com  os  outros  grupos  de  camundongos,  mostrando  que  o  início  da  anemia  foi  

mais   tardio   nesse  modelo.   Entretanto,   apenas   no   oitavo   dia   da   infecção   dos  

camundongos  BALB/c,  tratados  com  a  mesma  dose,  o  hematócrito  estava  mais  

elevado   do   que   o   dos   animais   tratados   com   100   mg/kg/dia,   sugerindo   uma  

possível  proteção  da  anemia  de  modo  mais  tardio  pela  droga.  Isso  sugere  que  

os  mecanismos  que  estão  protegendo  os  animais  da  anemia  pela  ação  do  AA  

devem   ser   diferentes   nesses   dois   modelos.   Alam-Escamilla   e   cols.   (2015)  

mostraram   que   o   ácido   anacárdico   estimulou   a   maturação   de   eritrócitos  

policromáticos  em  camundongos  BALB/c  quando  usado  em  baixa  concentração.  

É   possível   que   esse   efeito   estimulatório   tenha   ocorrido   nos   animais   por   nós  

estudados,  porém  o  processo  de  maturação  mostrou  uma  cinética  diferente  nos  

camundongos  CBA  e  BALB/c.    

Os  camundongos  BALB/c  tratados  com  150  mg/kg/dia  perderam  menos  

peso  nos  7º,  8º  e  9º  dia  comparado  ao  grupo  controle  não  tratado.  Os  animais  

CBA  tratados  com  150  mg/kg/dia  mostraram  menos  perda  de  peso  no  6º  dia  de  

infecção  comparado  aos  animais  controles.  Para  os  camundongos  C57BL/6,  não  
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houve  diferença  no  peso  em  nenhum  dos  dias  avaliados.  Tem  sido  mostrado  que  

o  PPAR-g  regula  o  metabolismo  lipídico  (Nagy  e  cols  1998),  e  o  fato  de  o  ácido  

anacárdico   ser   um   agonista   do   PPAR-g,   sugere   que   o   AA   possa   também  

controlar   o  metabolismo   lipídico  diminuindo  a  perda  progressiva  de  peso  dos  

animais  infectados  com  Plasmodium  berghei  ANKA  e  tratados  com  AA.  De  fato,  

quando  analisamos  nos  macrófagos  J774  a  expressão  de  corpúsculos  lipídicos,  

que  é  um  dos  locais  de  controle  do  metabolismo  lipídico  nas  células,  verificamos  

um  aumento  desses  corpúsculos  pelo  AA.  Esse  é  um  interessante  aspecto  da  

ação  do  AA,  entretanto,  precisa  maiores  esclarecimentos  em  relação  a  quais  os  

mecanismos  intracelulares  que  estão  influenciados  para  determinar  esse  efeito.  

Este  trabalho  mostrou  pela  primeira  vez  que  o  AA  aumenta  a  expressão  

de  corpúsculos  lipídicos  nas  células  J744.    Observamos  que  eritrócitos  normais  

e   parasitados   também  aumentam   a   produção   basal   de   corpúsculos   lipídicos.  

Borges   e   cols.   (2017)   mostraram   o   mesmo   fenômeno   em   macrófagos   de  

camundongos.  Observaram  aumento  da  expressão  de  corpúsculos  lipídicos  nos  

macrófagos  peritoneais  de  camundongos   infectados  com  Plasmodium  berghei  

ANKA   em   relação   aos   macrófagos   de   camundongos   não   infectados.   Uma  

possível  explicação  para  a  ativação  dos  corpúsculos   lipídicos  pelos  eritrócitos  

parasitados  seria  a  presença  de  grupos  heme  no  meio  de  cultura  pela  ruptura  de  

eritrócitos   parasitados,   pois   os   corpúsculos   lipídicos   têm   função   de  

desintoxicação  do  grupamento  heme  (Jackson  e  cols.  2004).  

Tem  sido  observado  que  há  relação  entre  a  via  no  PPAR-g  e  a  produção  

de  corpúsculos   lipídicos,  sendo  que  o  PPAR-g  controla  o  metabolismo  lipídico  

das  células  (Nagy  e  cols  1998),  como  também  estão  envolvidos  na  modulação  

de   processos   inflamatórios   (Pacheco   e   cols   2002).   O   AA   é   um   agonista   de  

PPAR-g,   atividade   semelhante   à   da   rosiglitazona.  McDonough   e   cols.   (2009)  

mostraram  que  a  rosiglitazona  desencadeou  a  produção  de  corpúsculos  lipídicos  

em  adipócitos,  da  mesma  forma  que  outros  agonistas  utilizados  nesse  estudo  

como  Zen-Bio.  Provavelmente,  a  atividade  agonista  do  PPAR-g  do  AA  teve  um  

papel  ao  aumentar  a  produção  e  corpúsculos  lipídicos  nas  células  J774.    

Nossos  estudos  também  mostraram  que  o  AA  diminuiu  a  expressão  dos  

corpúsculos  lipídicos  nas  células  J774  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados.  

Provavelmente,   esse   efeito   foi   determinado   pelo   somatório   das   atividades  
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antioxidante   (Trevisan   2006),   anti-inflamatória   (Carvalho   2011)   e   parasiticida  

(Cui  e  cols  2008)  do  ácido  anacárdico.  

Quando  foi  associado  LPS  ao  sistema  que  continha  o  AA  na  concentração  

de   50   µM,   observamos   aumento   significativo   da   expressão   dos   corpúsculos  

lipídicos  pelas  células  J774.  Entretanto,  diferentemente,  AA  associado  ao  LPS  

em   outros   sistemas   produziu   resultados   opostos.   Yasutake   e   cols.   (2013)  

mostraram  que  o  ácido  anacárdico  na  concentração  de  100µM  inibiu  a  produção  

de  IL-8  induzida  por  LPS.  E  Gutiérrez  (2011)  também  mostrou  que  o  AA  inibiu  a  

produção  do  NO  induzido  pelo  LPS,  entretanto,  a  concentração  utilizada  do  AA  

foi  de  100  µM.  Como  em  nosso  estudo  utilizamos  a  concentração  de  50  µM  e  

observamos   diminuição   significante   na   produção   do   NO,   é   possível   que   a  

resposta   ao   AA   seja   concentração   dependente.   Nossos   achados   são  

semelhantes  aos  observados  por  Gutiérrez  (2011),  que  avaliou  a  produção  de  

óxido   nítrico   por   células   J774A1   estimuladas   com   ácido   anacárdico   em   5  

concentrações  e  estimuladas  com  LPS,   INF-g,  e  Nω-nitro-arginina  metil  éster,  

um  inibidor  da  produção  de  óxido  nítrico.    

Observamos  que  o  tratamento  dos  macrófagos  J744  com  AA  na  presença  

de  eritrócitos  não  parasitados,  inibiu  a  produção  de  óxido  nítrico.  Sendo  que  essa  

inibição   não   ocorreu   quando   as   células   foram   estimuladas   com   eritrócitos  

parasitados,   sugerindo   que   a   presença   do   parasito   no   sistema   influenciou   a  

resposta  das  células  ao  AA.  

Nosso  trabalho  mostrou  pela  primeira  vez  o  efeito  do  ácido  anacárdico  na  

produção  das  citocinas  FNT,  MCP-1,   IL-6  e   IL-10  pelas  células  J774   tratadas  

com  AA  e  estimuladas  com  LPS  e  eritrócitos  parasitados  ou  não  parasitados  de  

camundongos  susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  ou  resistentes  (BALB/c)  à  malária  

cerebral.  Em  relação  a  produção  de  FNT,  o  ácido  anacárdico  não  modificou  a  

produção  do  FNT  isoladamente,  e  quando  associado  ao  LPS,  não  modificou  o  

aumento  da  produção  causada  pelo  LPS.  Nossos  resultados  são  diferentes  dos  

de  Xagorari  e  cols  (2002),  que  avaliou  a  atividade  de  flavonóides  luteolina  em  

células  RAW  264.7,  que  são  macrófagos  murinos,  e  observou  que  o  composto  

isoladamente   não   modificou   a   produção   de   FNT   em   relação   ao   nível   basal,  

porém  o  composto  associado  com  LPS  induziu  o  aumento  da  produção  de  FNT  

consideravelmente,  e  concluíram  que  a  luteolina  poderia  bloquear  a  atividade  da  

via   P13-K,   porém   não   contribuiu   para   inibir   a   produção   de   FNT   pelo   LPS,  
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sugerindo  que  existem  múltiplos  alvos  celulares  para  desencadear  a  produção  

de  FNT  e  o  fato  de  a  luteolina  bloquear  uma  das  vias  de  produção,  não  impede  

o   estimulo   por   outras   vias   inflamatórias.   É   provável   que   o  mesmo   fenômeno  

ocorreu   quando   colocamos   o   ácido   anacárdico   associado   com   o   LPS   para  

avaliar  a  produção  de  FNT.     Entretanto,  a  presença  de  eritrócitos  parasitados  

não  modificou  a  produção  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   não   observaram  

alteração  na  produção  de  FNT  por  macrófagos  peritoneais  pelo  tratamento  com  

essas  drogas  moduladoras  da  resposta  inflamatória.    

  Nossos   dados   mostraram   que   o   AA   não   modificou   a   produção   da  

quimiocina  MCP-1  pelos  macrófagos  J774  isoladamente,  entretanto,  quando  foi  

associada  com  o  LPS,  houve  um  aumento  significante  da  produção  da  MCP-1.  

Qin  e   cols.   2016  avaliaram  a   influência  do  micheliolidio   sobre  a  produção  de  

MCP-1  em  células  THP-1,  e  observaram  que  o  composto,  nas  concentrações  

testadas,   junto   com   o   LPS   aumentou   a   produção   de   MCP-1   em   relação   ao  

estímulo  apenas  com  o  LPS,  semelhante  às  nossas  observações  com  as  células  

J774.  O  fato  de  o  AA  ter  aumentado  a  produção  da  quimicina  quando  eritrócitos  

parasitados  de  camundongos  BALB/c  foram  acrescentados  ao  sistema  pode  ter  

contribuído   para  maior   eficácia   dos  monócitos   na   defesa   antiparasitária,   pelo  

efeito  quimiotático  do  MCP-1  sobre  os  monócitos,  o  que  poderia  contribuir  para  

facilitar   o   encontro   dos   eritrócitos   infectados   com   o   fagócito.      Resultado  

semelhante   foi   observado   quando   analisamos   a   produção   da   IL-6,   em  que   o  

ácido  anacárdico   isoladamente  não  modificou  a  produção  da   IL-6,  entretanto,  

aumentou  significantemente  a  produção  da  IL-6  quando  foi  associado  ao  sistema  

o  LPS  (AA+LPS).  De  modo  semelhante  também  quando  associado  a  eritrócitos  

parasitados   obtidos   de   camundongos   BALB/c   infectados   com   o  Plasmodium  

berghei  Anka,  houve  aumento  da  produção  da  IL-6.  Sendo  a  IL-6  responsável  

pela   resposta   inflamatória   inicial,   é   possível   que   o   AA   possa   contribuir   para  

diminuir  a  gravidade  da  doença  nesse  modelo,  por  facilitar  a  indução  da  resposta  

inflamatória  inicial.  Nossas  observações  são  semelhantes  às  de  Xie  e  cols  (2011;;  

2012)  que  avaliaram  a  produção  de  IL-6  por  células  raw  264.7  estimuladas  com  

LPS  e  soro  de  animais  alimentados  com  mirtilo  e  compostos  flavonoides  do  açaí,  

respectivamente.  Houve  aumento  da  produção  da  IL-6  quando  as  células  foram  
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tratadas  com  soro  dos  animais  que  utilizaram  o  mirtilo  e  os  flavonóides  e  foram  

estimuladas  com  LPS.  Nesses  dois  estudos  foi  mostrado  que  esses  compostos  

conseguiram   inibir   a   via   do  NF-kB.  É  provável   que  o  ácido  anacárdico   tenha  

apenas   inibição  parcial   das  múltiplas   vias  de  ativação  do  NFkB   (Sung  e   cols  

2008),   podendo   também   apresentar   atividade   diferente   em   outras   vias  

inflamatórias.  

Interessantemente,   nossos   dados   mostraram   que   o   AA   isoladamente  

aumentou  a  produção  da  IL-10  pelas  células  J774,  como  também  aumentou  a  

produção  dessa  citocina  moduladora  da  resposta  imunitária  quando  na  presença  

de   eritrócitos   parasitados   obtidos   de   camundongos   BALB/c   e   CBA.   Nossos  

estudos  são  semelhantes  aos  achados  de  Ferlazzo  e  cols  (2003)  que  avaliaram  

a   produção   de   IL-10   estimulada   pelo   LPS   e   annexina-1   em   células   J774.   A  

annexina-1   aumentou   de   forma   significante   a   produção   de   IL-10   quando  

associada  ao  LPS.  Assim  como  para  a  annexina-1,  esses  dados  sugerem  que  o  

ácido   anacárdico   tenha   atividade   anti-inflamatória   e   imunorreguladora   pela  

modulação   da   expressão   da   IL-10.   O   fato   de   que   a   IL-10   poder   modular   a  

resposta  do  sistema  imunitário,  sugere  que  esse  efeito  do  AA  possa  contribuir  

para  ocasionar  uma  resposta  mais  equilibrada  na  infecção  dos  modelos  BALB/c  

e   CBA.   De   fato,   Borges   e   cols   (2017)   mostraram   que   esses   dois   modelos  

apresentam   respostas   do   sistema   imunitário   mais   equilibrada   do   que   os  

camundongos  C57BL/6,  que  mostra  a  forma  mais  grave  da  malária  experimental.    

Contudo   sugerimos   que   sejam   feitos   mais   estudos   para   maiores  

esclarecimentos  da  ação  do  ácido  anacárdico  na  malária.  

Como  limitações  de  nosso  trabalho  podemos  apontar  o  pequeno  número  

de  animais  que  foram  utilizados  em  alguns  testes.  Para  que  pudéssemos  tirar  

conclusões   mais   robustas   seria   importante   avaliar   doses   maiores   do   ácido  

anacárdico,   como   também   uniformizar   o   número   de   animais   em   cada   grupo  

utilizado.  A  utilização  de  células  de  linhagem  tumoral,  como  as  células  J774,  são  

de  grande  valia  pois  serve  para  direcionar  para  futuros  estudos,  porém  apresenta  

limitações   em   seu   uso   por   não   reproduzem   fielmente   o   que   ocorre   em   um  

organismo   completo,   pois   sua   atividade   metabólica   pode   ser   diferente   das  

células  normais  do  organismo,  e  além  disso,  o  uso  de  células  de  linhagem  exclui  

a  interferência  das  respostas  do  próprio  organismo,  o    que  pode  não  representar  
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fidedignamente  a  resposta  do  indivíduo  para  as  avaliações  realizadas,  assim  não  

sendo  possível  avaliar  rigorosamente  o  desfecho  da  avaliação  experimental.    

Em  conclusão,  nosso  estudo  mostrou  que  o  ácido  anacárdico  apresentou  

efeitos  diferentes  nas  linhagens  de  camundongos  susceptíveis  (C57BL/6  e  CBA)  

ou   não   (BALB/c)   a   malária   cerebral,   aumentando   a   sobrevida   apenas   dos  

camundongos   BALB/c.   Como   o   PPAR-g   se   expressa   diferentemente   nos  

diferentes  modelos  experimentais  de  malária  em  camundongos  (Borges  2013),  

nossos   dados   sugerem   que   os   diferentes   efeitos   do   ácido   anacárdico  

observados  nesse  trabalho  tenham  ocorrido  pelo  fato  de  cada  modelo  utilizar  via  

diferente  do  PPAR-g,  que  atua  diferentemente  nas  diversas  vias  do  NFkB.  Uma  

possível  explicação  para  o  fato  de  que  o  ácido  anacárdico  tenha  sido  efetivo  para  

diminuir  a  mortalidade  nos  camundongos  CBA,  mas  não  nas  outras  linhagens  

estudas  (C57BL/6  e  BALB/c)  pode  estar  relacionada  às  doses  utilizadas  nesse  

trabalho,   como   também   ao   fato   de   que   os   mecanismos   fisiopatogênicos  

determinantes  das  formas  graves  na  malária  e  particularmente  da  forma  cerebral  

são  diferentes  nesses   três  modelos  experimentais  estudados.  Sendo  possível  

que  o  ácido  anacárdico  tenha  efeito  diferente  nas  vias  canônica  e  não  canônica  

do   NFkB,   que   é   são   utilizadas   diferentemente   pelos   três   modelos   de  

camundongos  estudados  (Borges,  cols,  2013).  
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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  ácido  anacárdico.  Entretanto,  o  ácido  

anacárdico  não  influenciou  a  sobrevida  dos  camundongos  C57BL/6  e  

BALB/c.  

  

2.   Houve   menor   comprometimento   do   hematócrito   dos   camundongos  

CBA   tratados   com   50   mg/kg/dia   no   3º   dia   de   infecção   quando  

comparado  ao  grupo  controle  e  às  demais  concentrações  testadas.  No  

8º  dia  de  infecção  o  hematócrito  dos  camundongos  BALB/c  tratados  

com  50  mg/kg/dia   estava  menos   comprometido   quando   comparado  

com  o  grupo  tratado  com  100  mg/kg/dia.  

  

3.   O   ácido   anacárdico   proporcionou   uma   menor   perda   de   peso   dos  

animais   CBA   tratados   com   150   mg/kg/dia   comparados   ao   grupo  

controle  no  6º  dia  de  infecção.  Os  animais  BALB/c  tratados  com  150  

mg/kg/dia  de  ácido  anacárdico  perderam  menos  peso  nos  dias  7,  8  e  

9  comparado  com  os  outros  grupos.    

  

4.   A  dose  de  150  mg/kg/dia  de  AA  melhorou  a  parasitemia  dos  animais  

C57BL/6  infectados  com  Plasmodium  berghei  ANKA.    

  

5.   O   AA   anacárdico   não   foi   tóxico   para   as   células   J744   nas  

concentrações   de   100   µM   –   0,78   µM,   pois   não   modificou   o  

metabolismo  mitocondrial  das  células  J774.  

  

6.   O   ácido   anacárdico   aumentou   a   expressão   basal   de   corpúsculo  

lipídico  nas  células  J774.  Quando  as  células  J744   foram   incubadas  

com  os  eritrócitos  parasitados  e  tratadas  com  ácido  anacárdico  houve  

diminuição   da   expressão   dos   corpúsculos   lipídicos   em   relação   às  

células  com  incubadas  apenas  com  eritrócitos  parasitados.  As  células  

tratadas  com  ácido  anacárdico  e  estimuladas  com  LPS  e  eritrócitos  

parasitados   tiveram   maior   expressão   de   corpúsculos   lipídicos   em  
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comparação  as  células  tratadas  com  ácido  anacárdico  e  estimuladas  

com  eritrócitos  parasitados.    

  

7.   O   AA   na   concentração   de   50   µM   associado   ao   LPS   aumentou   a  

produção  de  NO  nas  células  J774  em  comparação  ao  uso  isolado  de  

ácido  anacárdico,  porém  não  aumentou  em  relação  à  produção  de  NO  

estimulada   isoladamente  pelo  LPS.  O  AA  manteve  os  níveis  de  NO  

nos  eritrócitos  parasitados,  o  mesmo  não  ocorreu  nos  eritrócitos  não  

parasitados,  mostrando  atividade  imunomoduladora  do  AA.  

  

8.   Na  concentração  de  50  µM  de  AA  associado  ao  LPS  houve  aumento  

da  produção  de  FNT  pelos  macrófagos  J774.  Nas  células  estimuladas  

com  eritrócitos  parasitados  e  não  parasitados  o  AA  não  modificou  a  

produção  de  FNT.  

  

9.   O  ácido  anacárdico  não  modificou  a  produção  basal  de  MCP-1  pelas  

células  J774.  As  células  estimuladas  com  eritrócitos  parasitados  e  LPS  

e  tratadas  com  AA  mostraram  maior  produção  de  MCP-1  comparada  

com  as  células  estimuladas  apenas  com  LPS  ou  apenas  tratadas  com  

AA.  As  células  estimuladas  com  eritrócitos  não  parasitados  mostrou  

maior   produção   deMCP-1   em   relação   as   células   com   eritrócitos  

parasitados.  A  produção  de  MP-1   foi  maior  nas  células  estimuladas  

com  eritrócitos   parasitados   tratados   com  AA   em   relação   as   células  

com  apenas  eritrócitos  parasitados.  

  

10.    O  ácido  anacárdico  aumentou  a  produção  de  IL-10  pelos  macrófagos  

J774  em  relação  a  produção  basal.  As  células  estimuladas  com  LPS  e  

tratadas  com  AA  mostraram  maior  produção  de  IL-10  em  relação  as  

células  apenas  com  LPS.  Nas  células  estimuladas  com  eritrócitos  de  

camundongos  BALB/c,  parasitados  com  Plasmodium  berghei  ANKA  e  

tratadas   com   ácido   anacárdico,   a   produção   de   IL-10   foi   maior   em  

relação  as  células  estimuladas  apenas  com  eritrócitos  parasitados.  O  

efeito   contrário   foi   observado   nos   macrófagos   estimulados   com  

eritrócitos  de  CBA  infectados  com  P.  berghei  ANKA.  
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11.  O  ácido  anacárdico  não   influenciou  a  produção  basal  de   IL-6  pelos  

macrófagos   J774.  Os  macrófagos   estimulados   com   LPS   e   tratados  

com  AA  produziram  mais  IL-6  em  relação  aos  macrófagos  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  eritrócitos  de  camundongos  BALB/c  parasitados  com  

P.  berghei  Anka  produziram  mais  IL-10  quando  analisada  em  relação  

aos  macrófagos  apenas  estimulados  com  eritrócitos  parasitados.  

  

  

Em   conclusão,   nossos   dados   mostraram   ações   diferenciadas   nos  

diferentes   modelos   da   malária   estudados.   Uma   possível   explicação   para   os  

diferentes   efeitos   observados   do   ácido   anacárdico   nos   animais   susceptíveis  

(CBA  e  C57BL/6)  ou  não  susceptíveis  (BALB/c)  a  malária  cerebral  seria  que  os  

resultados  observados  tenham  sido  determinados  pelo  fato  do  PPAR-g  modular  

a  via  do  NF-ĸB  que  se  expressa  de  forma  diferente  nos  modelos  experimentais  

estudados.    
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