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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas endémicas em 98 paises, constituindo um grande
problema de salde publica devido a sua alta incidéncia e letalidade. Estima-se que ocorram
entre 700.000 a 1 milh&o de novos casos de leishmaniose cutanea e 50.000 a 90.000 novos casos
de leishmaniose visceral em todo 0 mundo a cada ano. Tem como agente etioldgico mais de 20
espécies do género Leishmania, transmitidas por espécies diferentes de flebotomineos dos
géneros Lutzomyia e Phlebotomus. Os tratamentos convencionais causam efeitos adversos
graves, baixa tolerancia, desenvolvimento de cepas resistentes, além de serem onerosos. Nesse
contexto, os produtos naturais tém sido investigados na busca por novas alternativas
terapéuticas. O liquido da casca da castanha do caju (LCC), um dos principais subprodutos do
cajueiro, é uma fonte natural de compostos fendlicos, como &cido anacéardico (AA), cardanol
(CN) e cardol (CD), e apresenta atividades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitumorais, larvicidas e inseticidas. Seus derivados também sdo amplamente explorados
isoladamente, principalmente quanto as suas propriedades como antibacterianas, antioxidantes,
antifangicas, antitumorais, entre outras. O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades anti-
Leishmania, citotoxica e imunomoduladora do LCC, AA, CN e CD. Para tanto, foram
realizados protocolos de atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas de L. infantum,
L. braziliensis e L. major, citotoxicidade sobre macr6fagos murinos, bem como avaliacdo de
macrofagos infectados com L. infantum. Ainda foram realizados ensaios de imunomodulacéo
como atividade lisossomal, capacidade fagocitica e avaliagdo da indugdo na producdo de 6xido
nitrico em macrofagos, bem como avaliacdo da toxicidade aguda sobre Tenebrio molitor. As
substancias testadas demonstraram potencial anti-Leishmania, e os valores de concentracdo
inibitoria média (Clso) do LCC, AA, CN e CD contra L. infantum foram: 148,12; 106,45; 56,74
e 154,32 pg/mL, contra L. braziliensis foram: 85,71; 50,83; 64,28 e 137,05 pg/mL, e contra L.
major foram: 153,56; >800; 122,31 e 112,50 pg/mL, respectivamente. Na acdo sobre os
macrofagos, as concentracdes médias de citotoxicidade (CCso) do LCC, AA, CN e CD foram
37,51;12,59; 31,44 ¢ 40,53 pg/mL, respectivamente. Na avaliagcdo do LCC e CN contra formas
amastigotas intracelulares, houve uma reducdo significativa no percentual de macrofagos
infectados e no indice de sobrevivéncia das formas amastigotas internalizadas, com indice de
seletividade (IS) significativo para ambas as substancias, apresentando Clso de 4,63 e 1,42
ug/ml, respectivamente. LCC, AA, CN e CD apresentaram atividade imunomoduladora,
atuando sobre parametros de ativacdo de macréfagos, demonstrado pelo aumento de sua
capacidade fagocitica e volume lisossomal, contudo ndo exibiram inducdo significativa da
sintese de NO. Quanto a toxicidade aguda, as taxas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor
foram: 85%, 75% e 60% em contato com LCC e 85%, 60% e 40% em contato com CN, ambas
as substancias nas doses de 3; 30 e 300 mg/Kg. Houve diferenca significativa entre as curvas
de sobrevivéncia das larvas em contato com CN, demonstrando-se toxicidade aguda
significante para esta substancia. Os resultados deste estudo sdo promissores e servem como
ponto de partida para a realizagdo de pesquisas posteriores que visem a avaliagdo do potencial
leishmanicida in vivo.

Palavras-chave: Produtos naturais. Atividade anti-Leishmania. Citotoxicidade.
Imunomodulago.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected endemic disease in 98 countries, constituting a major public health
problem due to its high incidence and lethality. It is estimated that between 700,000 to 1 million
new cases of cutaneous leishmaniasis and 50,000 to 90,000 new cases of visceral leishmaniasis
occur worldwide each year. Its etiological agent is more than 20 species of the genus
Leishmania, transmitted by different species of sandflies of the genus Lutzomyia and
Phlebotomus. Conventional treatments cause serious adverse effects, low tolerance,
development of resistant strains, in addition to being costly. In this context, natural products
have been investigated in the search for new therapeutic alternatives. Cashew nut shell liquid
(CNSL), one of the main cashew by-products, is a natural source of phenolic compounds such
as anacardic acid (AA), cardanol (CN) and cardol (CD), and has antioxidant, anti-inflammatory
activities, antimicrobials, antitumors, larvicides and insecticides. Its derivatives are also widely
explored in isolation, mainly regarding their properties as antibacterial, antioxidant, antifungal,
antitumor, among others. The aim of this study was to evaluate the anti-Leishmania, cytotoxic
and immunomodulatory activities of CNSL, AA, CN and CD. For that, protocols of anti-
Leishmania activity were carried out on promastigote forms of L. infantum, L. braziliensis and
L. major, cytotoxicity on murine macrophages, as well as evaluation of macrophages infected
with L. infantum. Immunomodulation assays such as lysosomal activity, phagocytic capacity
and evaluation of the induction of nitric oxide production in macrophages, as well as evaluation
of acute toxicity on Tenebrio molitor, were also carried out. The tested substances showed anti-
Leishmania potential, and the mean inhibitory concentration (IC50) values of CNSL, AA, CN
and CD against L. infantum were: 148.12; 106.45; 56.74 and 154.32 pg / mL, against L.
braziliensis were: 85.71; 50.83; 64.28 and 137.05 pg / mL, and against L. major were: 153.56;
>800; 122.31 and 112.50 pg/ml, respectively. In the action on macrophages, the mean
concentrations of cytotoxicity (CCso) of CNSL, AA, CN and CD were 37.51;12.59; 31.44 and
40.53 pg/ml, respectively. In the evaluation of LCC and CN against intracellular amastigotes,
there was a significant reduction in the percentage of infected macrophages and in the survival
rate of internalized amastigotes, with a significant selectivity index (SI) for both substances,
with an IC50 of 4.63 and 1.42 pg/ml, respectively. CNSL, AA, CN and CD showed
immunomodulatory activity, acting on macrophage activation parameters, demonstrated by the
increase in their phagocytic capacity and lysosomal volume, however they did not exhibit
significant induction of NO synthesis. As for acute toxicity, the survival rates of T. molitor
larvae were: 85%, 75% and 60% in contact with LCC and 85%, 60% and 40% in contact with
CN, both substances at doses of 3; 30 and 300 mg/kg. The results of this study are promising
and serve as starting points for further research aimed at evaluating the potential leishmanicidal
in vivo.

Keywords: Natural products. Anti-Leishmania activity. Cytotoxicity. Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por mais de 20 espécies de
protozoarios do género Leishmania, constituindo um grande problema de satde pablica devido
asuaalta incidéncia e letalidade (ALVAR et al., 2012; BENITEZ et al., 2018). No ano de 2020,
as leishmanioses foram endémicas em 98 dos 200 paises e territdrios que a reportaram & OMS.
Estima-se que ocorram entre 700.000 a 1 milh&o de novos casos de leishmaniose cutanea e
50.000 a 90.000 novos casos de leishmaniose visceral em todo o mundo a cada ano (WHO,
2021). Apesar do nimero de casos de leishmaniose nas Américas ter reduzido nos ultimos anos,
nas regioes Norte e Nordeste do Brasil o total de notificagdes permanecem elevados. Entre 0s
anos 2003 e 2018 mais de 300.000 casos da doenca foram registrados, com média de 21.158
casos anualmente no pais (BRASIL, 2019).

As espécies do género Leishmania, classificadas nos subgéneros Viannia e Leishmania,
sdo transmitidas por diferentes espécies de flebotomineos dos géneros Lutzomyia e
Phlebotomus (CARVALHO; FERREIRA, 2001). No Velho Mundo, os flebotomineos
pertencem ao género Phlebotomus (42 espécies sdo relatadas como comprovadas), e no Novo
Mundo ao género Lutzomyia (56 espécies sdo relatadas como comprovadas) (CARVALHO;
FERREIRA, 2001; GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOS, 2015; MAROLLI et al.,
2013; STEVERDING, 2017). As leishmanioses exibem uma variedade de manifestacOes
clinicas, sendo as duas principais a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar
(LT), e esta, por sua vez, é dividida em quatro subtipos: leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose
disseminada (LD) (GOTO; LINDOSO, 2012).

A forma visceral, considerada a forma mais grave da doenca (STEVERDING, 2017),
afeta os 6rgdos internos, particularmente o baco, o figado e a medula 6ssea, que pode ser fatal
se nao for tratada, a medida em que as vitimas evoluem com febre, mal-estar e perda de peso
associadas a anemia, hepatomegalia e esplenomegalia (AKHOUNDI et al., 2016; CLABORN,
2010). A LT, espectral da pele e das mucosas, ndo contagiosa, € caracterizada por lesées na
pele, com evolucdo que podem ir da auto-cura a cronicidade causada por diferentes espécies de
Leishmania, afetando além do homem outros animais silvestres e domésticos (BARBOSA et
al., 2011; BEKHIT et al., 2018; COSTA et al., 2014).

O tratamento da leishmaniose é realizado com antimoniais pentavalentes, anfotericina
B, paromomicina, miltefosina, estibogluconato de sodio, antimoniato de meglumina e
pentamidina (KEVRIC et al., 2015; BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). No entanto,

0 uso desses farmacos requer longos periodos de administracdo, resultando em efeitos adversos
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graves, baixa tolerancia e desenvolvimento de cepas resistentes ao tratamento, contribuindo
para a ineficacia dos regimes terapéuticos, além de apresentarem custos elevados (SOUZA-
SILVA et al., 2015; BAPELA; KAISER; MEYER, 2017).

Diante deste cenario, torna-se necessaria a busca de novos compostos bioativos que
sejam eficazes no tratamento das leishmanioses, bem como apresentem menor toxicidade em
relacdo aos farmacos convencionais. Com isso, 0 interesse nas pesquisas com compostos e
metabolitos secundarios de plantas medicinais tem aumentado, na busca de novos tratamentos
mais eficazes e com menos efeitos adversos para inUmeras doencas como a leishmaniose. As
plantas medicinais de uso popular sdo uma fonte de substancias potencialmente Uteis para o
desenvolvimento (HUBERT et al., 2013; OLIVEIRA; FERREIRA; BARROSO, 2014; SILVA
etal., 2014).

As plantas sdo consideradas uma importante fonte de produtos naturais que podem ser
explorados com sucesso para o desenvolvimento novos farmacos com atividade anti-
Leishmania (FUNARI et al., 2016; GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; MACHADO et al.,
2014; MANSOUR et al., 2013; TORRES et al., 2014). Compostos como os alcaloides,
fenolicos, terpenoides e flavonoides tém sido bastante estudados quanto a sua potencial
atividade anti-Leishmania (OLIVEIRA; FERREIRA; BARROSO, 2014; SILVA et al., 2014).

Dentre as plantas medicinais amplamente utilizadas, destaca-se o cajueiro (Anacardium
occidentale L.), nativo do Brasil e amplamente disponivel na regido costeira, que se estende da
Amazonia ao Nordeste, apresentando uma maior concentracao nesta regido, principalmente no
litoral. No Brasil, o cajueiro é utilizado na medicina popular para diversas aplicacdes como
liquido para higiene bucal, analgésico, diurético, tratamento de astenia, problemas respiratorios
como gripe, bronquite, e tosse, infecgbes genitais, escorbuto infantil, doencas de pele como
eczema, sarna, verrugas e feridas (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009), dor de
garganta, aftas, diabetes, colicas intestinais e debilidade muscular (BOSCOLO;
SENNAVALLE, 2008).

Um dos subprodutos do A. occidentale, o liquido da casca da castanha do caju (LCC)
tem sido utilizado ha décadas na medicina tradicional em paises da América do Sul, Africa e
Asia (AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2009; DA SILVA et al., 2018; KUDI et al., 1999), sendo
um produto com pouco valor a nivel comercial, porém com alto potencial tecnologico em
virtude de sua constituicdo fendlica e de suas varias caracteristicas biologicas, como atividades
antiinflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, larvicidas e inseticidas,
exibindo grande potencial terapéutico (KUBO et al., 1993a; OLIVEIRA et al., 2010; WU et
al., 2011).
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O LCC constitui uma fonte natural de compostos fenolicos, como o &cido anacérdico
(AA), cardanol (CN), cardol (CD) e 2-metilcardol (MAZZETTO; LOMONACO; MELE,
2009). Os seus derivados também sdo amplamente explorados isoladamente, principalmente
quanto as suas propriedades como, antibacterianas, antioxidantes, antifungicas, antitumorais,
entre outros (AMORATI et al., 2001; CHEN et al., 1998; HEMSHEKHAR et al., 2012;
MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009; MUROI; KUBO, 1996).

Torna-se evidente que A. occidentale apresenta-se como uma planta medicinal com
ampla utilidade para a farmacologia, e com isso sdo necessarios estudos mais aprofundados dos
seus subprodutos e metabolitos isolados, seus mecanismos de acdo, bem como aspectos
toxicolégicos (ARAUJO et al.,, 2020). Os compostos com atividade anti-Leishmania
provenientes de plantas nativas de uma regido podem ser mais viaveis em custo que as drogas
quimicas, se puderem ser encontradas em abundancia localmente, podendo ser mais favoravel
para os paises em desenvolvimento, onde a leishmaniose é comum (BEKHIT et al., 2018).

Diante do exposto, considerando-se o impacto da leishmaniose principalmente em
paises em desenvolvimento, a urgéncia por compostos mais eficazes e com menores efeitos
adversos, e 0 amplo potencial terapéutico de A. occidentale, é estratégico investir na busca de
novas propriedades farmacoldgicas desta espécie e seus subprodutos, como fonte em potencial
de medicamentos para o tratamento da leishmaniose. Dessa forma, o presente estudo objetivou
avaliar as atividades imunomoduladora e anti-Leishmania do LCC e seus principais
constituintes: AA, CN e CD, a fim de propor uma busca referente a uma nova estratégia

terapéutica.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

A leishmaniose é classificada como doenca tropical negligenciada e representa um
grande problema de salde publica tanto em paises tropicais como subtropicais, acometendo
populacbes mais vulneraveis com acesso aos servigos de salde limitados, ocorrendo
principalmente na Africa, Asia e América Latina. A epidemiologia da doenca é diretamente
influenciada por fatores sociais, ambientais e climaticos, e esta associada a pobreza, migracéo
populacional e deficiéncias imunolégicas (WHO, 2017).

O que determina qual manifestacdo clinica da doenca ir& se apresentar é a espécie do

parasito e o estado imunoldgico do hospedeiro, de forma que pacientes imunossuprimidos,
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criancas e idosos sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenca e a serem afetados de
maneira mais intensa (STEBUT, 2014). As leishmanioses podem se apresentar sob duas formas
principais: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). A LT, forma mais
comum da doenca, é causada por espécies de parasito que ndo possuem tropismo por 6rgaos,
mas que estdo relacionadas com o desenvolvimento de lesdes na pele e/ou mucosas, enquanto
que a LV, considerada a forma mais grave da doenga (STEVERDING, 2017), é causada por
espécies que afetam o sistema fagocitico mononuclear do figado, baco e medula dssea, com
consequente comprometimento desses orgaos (NEVES, 2011).

A LT ¢é dividida em quatro subtipos: leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose
disseminada (LD) (GOTO; LINDOSO, 2012). A despeito dessas variagdes nas manifestacdes
clinicas da LC, cerca de 75% dos pacientes desenvolvem um quadro tipico, com lesdo Unica
inicialmente, caracterizada por ulcera circular que possui borda elevada e um centro necrético
(OLIVEIRA et al., 2011).

Pacientes com LV podem apresentar sequelas, desenvolvendo a leishmaniose dérmica
pos-calazar (PKDL), que se manifesta através de erupcdes maculares, papulares ou nodulares,
geralmente na face, bragos, tronco e outras partes do corpo. Ocorre principalmente na Africa
Oriental e no subcontinente indiano, onde 5-10% dos pacientes com LV apresentam a doenca.
Em geral, a PKDL surge de 6 meses a 1 ou mais anos ap0s a cura do calazar, porém pode ocorrer
antes desse periodo (WHO, 2021).

2.1.1 Epidemiologia

A leishmaniose é caracterizada como um problema de saude publica e social
negligenciado em varios paises (BORGHI et al., 2017). Tal enfermidade tem evidenciado
alteracOes quanto ao perfil epidemioldgico nas Gltimas décadas, o qual vem experienciando um
processo de urbanizacdo. Diversos fatores estdo envolvidos nesse transcurso, como as
alteracbes ambientais ocasionadas por praticas antropicas, e, por consequéncia disso, uma
rpida migracdo e adaptacdo dos vetores aos centros urbanos. Além desses fatores, pode-se
ressaltar a maior susceptibilidade e disponibilidade de reservatorios nesse perimetro (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

Segundo dados do programa de Leishmaniose Global da OMS para o ano de 2020, cerca
de 87% dos casos globais de LV foram relatados em oito paises: Brasil, Eritreia, Etiopia, india,

Quénia, Somalia, Sudéo do Sul e Sudao. Em sete paises foram relatados mais de 5.000 casos
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de CL: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Paquistio e Republica Arabe Siria, que
juntos englobam 80% da incidéncia global de LT relatada. No mesmo ano, 880 casos
importados de LT e 99 casos importados de LV foram notificados globalmente (WHO, 2021).

Dados do relatério epidemioldgico mais recente publicado pela OMS demonstram que
a maioria dos casos da LV ocorre no Brasil, Africa Oriental e na india. Estima-se que 50.000 a
90.000 novos casos da doenga ocorram em todo 0 mundo anualmente, com apenas 25% a 45%
relatados a OMS (WHO, 2021). A LV continua sendo caracterizada como uma das principais
doencas parasitarias com potencial de surto e mortalidade. No ano de 2019, mais de 90% dos
novos casos notificados 8 OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, Etiopia, Eritreia, india, Iraque,
Quénia, Nepal, Somadlia, Sudao do Sul e Suddo (Figura 1) (WHO, 2021).

A LV é endémica em 13 paises das Américas, nos quais foram registrados 65.934 casos
novos entre 2001 a 2019, com uma média de 3.470 casos por ano. Em 2019, 97% (2.529 casos)
do total de casos foram notificados no Brasil, com uma taxa de incidéncia de 1,2 casos a cada
100 mil habitantes. Os demais foram registrados na Argentina, Bolivia (Estado Plurinacional),
Guatemala, Colémbia, Honduras, Paraguai, México, Venezuela (RepUblica Bolivariana) e

Uruguai.

Figura 1. Distribuicéo de casos de leishmaniose visceral no mundo em 2020.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2021a.

A nivel nacional, a autoctonia da LV foi confirmada em 24 Unidades Federativas, com
distribuicdo nas cinco regibes brasileiras, entre as quais a regido Nordeste € responsavel pelo

maior registro de casos do pais (49,1%). Os municipios que obtiveram o0 maior nimero de casos
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em 2019 foram Fortaleza (CE) Séo Luis (MA), Campo Grande (MS), Belo Horizonte (MG),
Teresina (Pl), Maraba e Paraupebas (PA) e Araguaina (TO) (PAHO/WHO, 2020)

Segundo dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo — SINAN, a maior
incidéncia de LV registrados no Brasil encontra-se na regido Nordeste, com um total de 1.241
casos notificados em 2019, sendo notificados no Piaui 146 casos da doenca (BRASIL, 2020a),
e destes, 130 registrados na sua capital, Teresina (BRASIL, 2020b). J& no ano de 2020, foram
registrados 116 casos de LV no estado, sendo 35 casos na sua capital (BRASIL, 2021c).

No que diz respeito a LT, estd amplamente distribuida, com incidéncia anual de
aproximadamente 1,5 milhdes de casos no mundo. A nivel mundial, a maioria dos casos da
doenca encontra-se Paises como Afeganistdo, Aradbia Saudita, Argélia, Brasil, Colémbia,
Paquistao, Peru, Republica Arabe da Siria e Republica Islamica do Ird (Figura 2). A ocorréncia
de grandes surtos tem relacdo com areas urbanas e periurbanas densamente povoadas. Quando
se trata do Velho Mundo, estes surtos estdo relacionados principalmente a local de conflitos,
campos de refugiados e migracao de pessoas em grande escala (PAHO/WHO, 2016a, 2016b).

Figura 2. Distribuicdo de casos de leishmaniose cutanea no mundo em 2020.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2021b.

Segundo dados do Ministério da Saude, foram confirmados 15.484 novos casos de LT
no Brasil em 2019, com coeficiente de deteccdo de 7,37 casos a cada 100 mil habitantes. A
doenca possui distribuicdo em todo o territério nacional, com a maioria dos casos registrados
na regido Norte (42,8%) (BRASIL, 2021a). S&o registrados cerca de 21.000 casos por ano em

média, com coeficiente de incidéncia de 8,6 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A
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regido Norte apresenta o maior coeficiente (46,4 casos/100.000 habitantes), sequida das regides
Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes) e Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) (BRASIL,
2021b). De acordo com o SINAN, foram notificados na regido Nordeste um total de 3.070 casos
no ano de 2019, sendo notificados no Piaui 27 casos da doenca (BRASIL, 2020c), dos quais 23
foram registrados na sua capital, Teresina (BRASIL, 2020d).

Diante do contexto historico da leishmaniose, observa-se 0 aumento do nimero de casos
nos ultimos 25 anos em todo o mundo, e pode-se inferir que a evolucdo da doenca esta
intimamente relacionada a varios fatores: a globalizacdo, mudancas climaticas e fatores
humanos como urbanizagdo, desmatamento e migracdo, 0s quais contribuem para a

disseminacéo da doenga em areas ndo endémicas (STEVERDING, 2017).
2.1.2 Agente etioldgico

As leishmanioses tém como agentes etioldgicos protozoarios intracelulares do género
Leishmania, os quais pertencem a familia Trypanasomatidae, ordem Kinetoplastidea
(AKHOUNDI et al., 2016; MAGILL et al., 2010; STEVERDING, 2017). Séo causadas por
mais de 20 espécies de Leishmania, que sdo digenéticas e apresentam em duas formas
evolutivas principais: promastigota, que apresenta flagelo alongado, se desenvolve no trato
digestivo do vetor e € transmitida ao hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo; e a
forma amastigota, arredondada, sem flagelo aparente, parasita intracelular obrigatorio de
células do SFM dos hospedeiros vertebrados (ALCOLEA et al.,2019; SANTOS et al., 2014)
(Figura 3).

Figura 3. Formas evolutivas de Leishmania spp.
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A) Formas promastigotas coradas com panético rapido®. B) Formas
amastigotas internalizadas em macrofago de humano com leishmaniose
visceral. Fonte: A) Carvalho et al. (2021); B) Arquivo pessoal.
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O género Leishmania apresenta inicialmente uma classificagdo binomial de acordo com
a distribuicdo geogréafica, os aspectos epidemioldgicos e manifestacdes clinicas da doenca. As
espeécies sdo classificadas, em vista disso, em espécies causadoras de leishmaniose no Velho
Mundo (sul da Europa, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia e Africa) e no Novo Mundo
(América Latina) (MANSUETO et al., 2014). A partir de 1970, esses protozoarios vém sendo
classificados de acordo com suas caracteristicas intrinsecas (bioquimicas, imunoldgicas e
moleculares). Assim, foram divididos em dois subgéneros: Leishmania para a seccao
Suprapylaria, cujo desenvolvimento ocorre no intestino médio do vetor e Viannia para a secao
Peripylaria, que se desenvolve no intestino posterior do vetor (AKHOUNDI et al., 2016).

O género inclui muitas diversas espécies causadoras das leishmanioses, que divergem
na distribuicdo geografica, apresentacao clinica, risco associado a complicacdes e resposta ao
tratamento (BALASEGARAM et al., 2012) (Quadro 1).

Quadro 1. Formas de manifestacdo da doenca e espécies de protozoarios relacionadas.

Forma de manifestacdo da doenca Espécies
Leishmaniose Visceral L.(L.) donovani, L(L.) infantum chagasi
Leishmaniose Cutanea L.(L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica,

L. (L.) mexicana, L.(L.) pifanol, L.(L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.)

peruviana

Leishmaniose Cutanea Difusa L.(L.) aethiopica, L.(L.) mexicana e L.(L.)
amazonensis

Leishmaniose Mucocutanea L. (V.) braziliensis e L.(V.) panamensis

Fonte: Adaptado de Kaye e Scott (2011).

2.1.3 Vetores

Os vetores das leishmanioses sdo insetos denominados flebotomineos, que pertencem a
ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae.
Atualmente existem mais de 800 espécies de flebotomineos classificadas, e destas,
aproximadamente 375 espécies sdo encontradas no Velho Mundo e 464 no Novo Mundo. No
Velho Mundo, os flebotomineos pertencem ao género Phlebotomus (42 espécies sao relatadas
como comprovadas), e no Novo Mundo ao género Lutzomyia (56 espécies sdo relatadas como
comprovadas) (CARVALHO; FERREIRA, 2001; GEORGIADOU; MAKARITSIS;
DALEKOS, 2015; MAROLI et al., 2013; STEVERDING, 2017). No Brasil, sdo popularmente
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conhecidos como mosquito palha, birigui, tatuquira, entre outros, a depender da localizagéo
geogréfica (BRASIL, 2019).

No transcurso do seu ciclo de vida, os flebotomineos passam por quatro estagios de
desenvolvimento: ovo, depositados pelas fémeas adultas em um habitat adequado, rico em
contetido organico, o que fornece as larvas recém-emergidas abrigo, nutricdo e umidade; apos
a fase de larva, em seguida a pupa e por fim o flebotomineo adulto (MAROLI et al., 2013;
AKHOUNDI et al., 2016).

Os flebotomineos adultos possuem tamanho pequeno, raramente excedendo 3,5 mm de
comprimento, sdo cobertos de pelos densos, possuem pernas longas, variam quanto a coloragéo,
e suas asas possuem forma de V' quando estdo em repouso (Figura 4). Os machos se alimentam
de seiva e néctar de plantas, bem como frutas maduras. Ja as fémeas sdo hematdfagas e possuem
um héabito alimentar diversificado, ingerindo sangue de seres humanos, caes, gatos e outros
mamiferos. Ambos apresentam habitos noturnos, iniciando-se no crepusculo vespertino, e seu
alcance de voo é curto, cerca de 300 metros. As atividades dos vetores adultos geralmente se
restringem em torno dos locais de desenvolvimento das larvas (MARCONDES; ROSSI, 2013;
MAROLI et al., 2013; GEORGIADOU et al., 2015).

Figura 4. Insetos vetores da Leishmaniose.

A) Lutzomya longipalpis. B) Phlebotomus papatasi. Fémeas de se alimentando
de sangue em humano. Fonte: A) Wilson (2009); B) Gathany (2006).

2.1.4 Reservatorios

Anteriormente a transmissdo das leishmanioses estava associada ao ambiente silvestre,

porém, nas Ultimas décadas, a mesma tem sido associada também ao ambiente peridoméstico,
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além de se propagar para areas antes ndo endémicas, em consequéncia da urbanizacdo e
desmatamento (REITHINGER et al., 2007).

Dentre os reservatorios envolvidos na transmissao da LT, existem varias espécies de
animais silvestres (roedores, masurpiais, edentados e canideos silvestres), sinantrépicos
(roedores) e domésticos (canideos, felideos e equideos). Com relacdo a esses ultimos, seu papel
na manutencdo do parasito no meio ambiente ainda ndo foi esclarecido (BRASIL, 2019).
Quanto a transmissao da LV, a principal fonte de infeccdo na area urbana é o céo (Canis
familiaris) (SOUZA et al., 2008). Além de cdes e outros possiveis reservatorios (roedores,
gambas e raposas), foram demonstradas infeccbes em gatos domésticos (Felis catus)
(Akhtardanesh et al., 2017; Batista et al., 2020; Benassi et al., 2017; Otranto et al., 2017) A
ocorréncia de casos humanos tem sido precedida pela enzootia canina, e a prevaléncia da
infeccdo em cées tem sido maior que no homem. No ambiente silvestre, os reservatorios sao as

raposas, marsupiais, roedores, edentatos, primatas, entre outros (BRASIL, 2019).

2.1.5 Ciclo biologico

O ciclo se inicia ap6s a fémea do flebotomineo realizar repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado, onde mesma ingere pequena quantidade de sangue e linfa
contendo macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania. Apds ingeridas, as formas
amastigotas migram para o intestino médio do flebotomineo, onde se diferenciam em
promastigotas (prociclicas), passando por diferentes estagios de diferenciacdo morfologica
(metaciclogénese), os quais ocorrem modificagdes na expressao génica que as tornam infectivas
(metaciclicas). Essas formas infectantes avancam para o trato digestivo anterior do inseto, e ao
realizar o proXimo repasto sanguineo, o vetor entao regurgita as formas metaciclicas na corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado. Uma vez na corrente sanguinea do mesmo, ocorre a
fagocitose do parasito pelas células fagociticas mononucleares (macréfagos). Uma vez que a
Leishmania é resistente a acdo microbicida das enzimas (hidrolases &cidas), consegue
sobreviver e se multiplicar por divisdo binaria no interior dos macréfagos de maneira eficaz.
Essas células podem sofrer lise, e 0s parasitos liberados podem se disseminar para novas células
de diferentes 6rgaos, tais como baco, figado e medula 0ssea, provocando lesdes e destruicédo de
tecidos (Figura 5) (KAYE; SCOTT, 2011; SINGH et al., 2014).
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Figura 5. Representacdo do ciclo de vida da Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Harhay et al. (2011)

2.1.6 Resposta imune & infeccéo por Leishmania

A principal defesa contra Leishmania é a capacidade do hospedeiro vertebrado de
regular a resposta imunologica mediada por célula, determinada pela proliferacao de linfocitos
e producgdo de niveis elevados de citocinas inflamatorias interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), somado ao controle de exacerbadas respostas inflamatorias, que
a tornam capaz de controlar ou até mesmo eliminar o parasito (TEIXEIRA et al., 2006;
BACELLAR etal., 2002; SILVA et al., 2007; SCHNORR et al., 2012).

O controle da infeccdo se da através de uma complexa cascata de sinalizacdo na qual
estdo incluidas células do sistema imune inato como os macréfagos, mondcitos, neutréfilos,
além dos linfdcitos T CD4" da imunidade adaptativa, envolvendo seus subgrupos Thl e Th2. O
sistema imunoldgico pode operar de maneiras diferentes, a depender da espécie de Leishmania
envolvida na infeccdo (BHOR; RAFATI; PAI, 2020; FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Ap0s a entrada do parasito, o sistema mune inato do hospedeiro oferece duas respostas
para combater o parasito. A primeira resposta do organismo tanto na LT quanto na LV se trata
do confinamento do patdgeno no ambiente da infec¢do, juntamente com o recrutamento das
células inflamatérias no microambiente (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A

segunda resposta do organismo envolve o reconhecimento do patogeno pelos fagdcitos, por
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meio da interacdo entre os Receptores de Reconhecimento de Padrdo (PPRs) com as proteinas
Padrdes Moleculares Associados aos Patdgenos (PAMPS). Por conseguinte, ocorre a ativacdo
de fatores de transcricdo implicados na ativacdo de genes que agem codificando inimeras
citocinas nas células apresentadoras de antigenos (APCs), e a producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais que sdo capazes de provocar a morte do parasito (BHOR; RAFATI,
PAI, 2020; FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Posteriormente a resposta inicial através do sistema imune inato, o parasito € captado
pelas células dendriticas epidérmicas, que migram até os linfonodos regionais, diferenciando-
se em células dendriticas apresentadoras de antigenos, originado entdo um antigeno especifico.
(SANTOS et al., 2016). Essas células atuam tanto na apresentacdo desses antigenos aos
linfécitos T virgens quanto na producdo de Interleucina-12 (IL-12). A 1L-12 age ativando as
células Natural Killer (NK) e T CD8*, promovendo a diferenciacdo das células T CD4" em
linfécitos Th1, dando inicio & resposta imune celular (BLACKWELL, 2018; CONCEICAO-
SILVA; MORGADO; COUTINHO, 2014; COSTA, 2013).

Por sua vez, os macrofagos ativados, seja pela interagdo com o parasito ou através das
citocinas secretadas por células Thl, passam a produzir 6xido nitrico (NO) bem como EROs,
as quais sao mediadas pelo IFN-y durante a fagocitose, e todo esse conjunto € relacionado com
a resisténcia a infeccdo, sendo primordial para se debelar o parasito intracelular. Porém, quando
ocorre resposta imune celular do tipo Th2, com suas citocinas relacionadas, como a I1L-4, IL-5,
IL-13 e IL-10, ocorre a producdo de anticorpos, associados macréfagos alternativos, que
acabam aumentando a susceptibilidade, multiplicacdo e disseminacdo do parasito, favorecendo
sua sobrevivéncia dentro dos macréfagos e uma possivel ndo cura (BACELLAR, 2008;
FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Outras células importantes para a resposta imunoldgica causada pela Leishmania séo 0s
monacitos, que identificam o parasito através de outros monacitos infectados, produzindo NO
e EROs, e alem deles, tambem as células NK também séo importantes por produzem TNF e
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, e sdo estimuladas por 1L-12 (BACELLAR, 2008;
FREITAS; PINHEIRO, 2010; SANTOS et al., 2016).

2.1.7 Tratamento
Atualmente, estdo disponiveis algumas opcOes de terapia para o tratamento das

leishmanioses, podendo variar de acordo com a manifestacéo clinica, espécie de Leishmania e

localizagdo geografica. Uma vez que vacinas contra as leishmanioses ndo foram ainda
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desenvolvidas para humanos, é notavel a importancia para a melhora e/ou cura do individuo,
tendo em vista que o tratamento bem-sucedido ainda configura uma medida chave no controle
da doenca. Porém as alternativas disponiveis sdo insatisfatorias por apresentarem indmeras
limitacOes, tais como: severos efeitos adversos, toxicidade, dificuldade de administracéo,
longos periodos de tratamento, além de serem onerosas e ocasionarem o desenvolvimento de
resisténcia pelos parasitos. Além desses entraves, as drogas podem apresentar atividades
antiparasitarias variaveis em diferentes espécies (CROFT; OLLIARO, 2011; KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015).

A primeira linha no tratamento da doenca sdo os antimoniais pentavalentes (Sb5%), os
quais apresentam diversos efeitos adversos, como problemas gastrointestinais, pancreatite,
fadiga, dores musculoesqueléticas, transaminite, lipase elevada, trombocitopenia, leucopenia,
alteracdes em exames de eletrocardiograma (ECG) e cardiotoxicidade (ALMEIDA; SANTOS,
2011; SANTOS et al., 2008).

A Anfotericina B (Anf B) é um antibi6tico e é indicado como primeira escolha para o
tratamento da LTA em gestantes, e como segunda escolha quando a resposta ao Sb*® néo obtiver
sucesso (CARVALHO, 2012). A Anf B atua com toxicidade seletiva na membrana
citoplasmatica da Leishmania, através de interferéncia no esterol ergosterol (BRASIL, 2013).
De acordo com Almeida e Santos (2011), apesar da droga ser a segunda op¢ao para tratamento
da LTA, sdo necessarios estudos randomizados para diferentes protocolos terapéuticos com a a
mesma.

As Pentaminas consistem em diamidinas aromaticas, utilizadas nas formulagdes
Isotionato (Di-BHidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-B-Hidroximetil-Sulfonato) para
tratamento de segunda escolha na LT na América, Asia e Africa (BRASIL, 2013). Quando
indicadas, € necessario que o paciente seja bem orientado quanto a alimentacdo durante o
periodo de tratamento, visto que o mecanismo de acdo da droga pode levar ao surgimento de
diabetes insulino-dependente por estar relacionada com o metabolismo da glicose, com citélise
das celulas Beta, das ilhotas de Langerhans no pancreas responsaveis pela producao de insulina;
(BRASIL, 2013).

Dentre os compostos alternativos que vém sendo usados para o tratamento da LT, estdo
associacfes do antimoniato com a pentoxifilina, sulfato de aminiosidina, sulfato de
paramomicina ou imunoterapicos (BRASIL, 2013). A Pentoxifilina possui acao vasodilatadora
e inibitoria sobre TNF. Em estudo de Machado et al. (2007) em pacientes com LMC tratados

com a Pentoxifilina, foi demonstrada maior eficacia na cicatrizacdo das lesdes quando
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comparada com o Sh°* isoladamente. Os efeitos adversos apresentados foram nauseas, artralgia,
tontura, dor abdominal e diarreia (ALMEIDA; SANTOS, 2011; MACHADO et al., 2007).

A Paromomicina é um antibiético aminoglicosideo extraido de culturas da bactéria
Streptomyces rimosus, e Santos et al. (2008), avaliando-se sua acao associada a uma solucéo
hidrofilica para uso topico em 15 pacientes com a LCL, demonstraram que a droga foi eficiente
quando comparado ao uso de Sh>*, principalmente em quanto aos efeitos adversos. Os mesmos
autores incentivam novos estudos com as diferentes espécies de Leishmania, pois esses foram
resultados com individuos infectados por L. braziliensis.

A Miltefosina (hexadecilfosfocolina) é outro farmaco que tem demonstrado bons
resultados, especialmente para a espécie L. guyanensis. Trata-se de um alquil-fosfolipidio com
indicacdo para tratamento antineoplasico, sendo o unico medicamento anti-Leishmanial oral
atualmente disponivel. Todavia, sua eficacia na india e no Nepal esta diminuindo com recaidas
em até 20% dos casos (RIJAL et al., 2013 ; SUNDAR et al., 2012 ). Apesar de ser muito toxica
as formas promastigotas da Leishmania, sua atividade sobre formas amastigotas relaciona-se
com seus efeitos sobre os macrofagos e linfécitos T (ALMEIDA; SANTOS, 2011). Em
decorréncia da sua meia-vida longa aproximadamente 150 horas, e também ao longo periodo
de tratamento (28 dias), é susceptivel ao desenvolvimento de resisténcia (PEREZ-VICTORIA
et al., 2006). Quanto aos efeitos adversos, 0 medicamento causa nauseas, vémitos e aumento
dos niveis de creatinina (ALMEIDA; SANTOS, 2011).

Imiquimod é um guimioterapico utilizado para tratamento de Condiloma acuminado
(verrugas externas, genitais e anais), que tem como acao o estimulo da resposta Th1l através da
producdo de TNF-a, IFN-y e IL-12, induzindo o macrofago a produzir NO, o que lhe confere
atividade leishmanicida (BUATES; MATLASHEWSKI, 1999; KAPSENBERG, 2003).
Quando em uso tdpico, o Imiquimod associado ao Sb°* promoveu cura clinica em 50%, 61% e
72% dos pacientes com LT tratados durante um, dois e trés meses, respectivamente, resultados
estes superiores quando comparado ao Sbh°" isoladamente com 15%, 25% e 35%,
respectivamente. Os efeitos adversos relatados foram dor, edema, prurido, queimadura e
eritema (MIRANDA-VERASTEGUI et al., 2005).

2.2 Plantas medicinais e produtos naturais
Estudos comprovam que espécies vegetais sdo fontes potenciais para o desenvolvimento

de novos e seletivos farmacos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas,
principalmente causadas por protozoarios (BORGES; MULLEN; CROZIER, 2010; BUZZINI


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211320719300259?via%3Dihub#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211320719300259?via%3Dihub#bib25
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et al., 2008; KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005; SINGH et al., 2014), e podem ser explorados
com sucesso para o desenvolvimento de drogas com atividade anti-Leishmania (FUNARI et
al., 2016; GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; MACHADO et al., 2014; MANSOUR et al.,
2013; TORRES et al., 2014).

A investigacdo do potencial farmacéutico dos produtos naturais € a principal estratégia
para a descoberta de novos farmacos que podem ser menos Onerosos e menos tOXicos que 0S
medicamentos convencionais. Esta area propicia inimeras possibilidades, tendo em vista que a
flora mundial representa uma vasta fonte de material para realizacdo de testes (TIUMAN et al.,
2011). Dessa forma, os produtos naturais representam uma fonte imensuravel de bioativos que
podem tratar varias enfermidades, o que pode ser observado em muitas regiées do mundo onde
a leishmaniose é endémica, em que populagdes locais fazem uso de plantas medicinais para
tratamento de diferentes formas de leishmaniose (LEZAMA-DAVILA et al., 2016).

Diversos metabdlitos secundarios de plantas como alcaloides, saponinas, quinonas,
terpenos, compostos fenolicos e seus derivados possuem, dentre outras, propriedades
antiparasitarias, e dessa forma as plantas e seus produtos naturais séo considerados como fontes
potenciais para o isolamento de compostos com atividades leishmanicidas ou
imunoestimulantes (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001). Nessa perspectiva, Varios
estudos e artigos de revisdo tém tratado sobre a avaliacdo do potencial anti-Leishmania de
compostos derivados de produtos naturais para descoberta de novos agentes terapéuticos
(ALVESetal., 2017; ALVES etal., 2018; CARNEIRO et al., 2012; CARVALHO, et al., 2021;
CHOWDHURY etal., 2017; DOS SANTOS et al., 2011; FERREIRA et al., 2004; FERREIRA
et al., 2017; GUTIERREZ-REBOLLEDO; DRIERJONAS; JIMENEZ-ARELLANES, 2017;
MISHRA et al., 2009; ODONNE et al., 2017; PASSERO et al., 2014; SALAMA; ARRAIS-
SILVA; ARRAIS-LIMA, 2017; SINGH et al., 2014; TIWARI et al., 2018).

O Brasil é um pais rico em diversidade de biomas, cujo territdrio possui cinco principais:
Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Caatinga. Portanto, que podem ser
explorados quanto a sua ampla fonte de substancias ativas. Entretanto, este potencial para a
descoberta de plantas com atividades farmacologicas € pobremente explorado ou
regulamentado, em contraste com o que ocorre em paises desenvolvidos (MORAIS-BRAGA
etal., 2013).
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2.2.1 Anacardium occidentale L.

A familia Anacardiaceae é composta por cerca de 70 géneros e 700 espécies de plantas,
sendo o Anacardium um dos géneros, constituido por aproximadamente 22 espécies, das quais
21 sdo originarias das Américas do Sul e Central e uma da Malésia. Dentre essas espécies ja
relatadas, apenas a espécie Anacardium occidentale Linn, de origem brasileira, é explorada
comercialmente (SERRANO; PESSOA, 2016).

A. occidentale, o cajueiro (Figura 6), € uma planta nativa do nordeste brasileiro com
significativa capacidade de adaptacdo a solos com baixa fertilidade, a elevadas temperaturas e
ao estresse hidrico (LIMA, 1988). O cajueiro esta presente em vasta area do litoral brasileiro
desde quando foi descoberto e reconhecido o seu valor pelos colonizadores, sendo disseminado
por quase todas as regides do Brasil, além de ser levado para o exterior, constituindo-se para
muitos paises uma fonte de exploracdo com grande relevancia econémica (BARROS, 2002). A
maior diversidade de A. occidentale se encontra no Nordeste brasileiro, em varios tipos de
ecossistemas, principalmente nas zonas costeiras, constituindo a vegetacdo de praias, dunas e
restingas, em destaque nos Estados do Maranhdo, Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte
(CRISOSTOMO et al., 2002).

Figura 6. A. occidentale (cajueiro).

Fonte: <cerratinga.org.br/caju/>

No Brasil, o cajueiro é utilizado na medicina popular para diversas aplicagdes como

liquido para higiene bucal, analgésico, diurético, tratamento de astenia, problemas respiratérios
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como gripe, bronquite, e tosse, infecgOes genitais, escorbuto infantil, doencas de pele como
eczema, sarna, verrugas e feridas (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009), dor de
garganta, aftas, diabetes, colicas intestinais e debilidade muscular (BOSCOLO;

SENNAVALLE, 2008). Diversas atividades desta espécie ja foram comprovadas, como

disposto na tabela 1.

Tabela 1. Efeitos farmacologicos das espécies de A. occidentale.

(continua)

Efeito farmacologico

Referéncia

Antioxidante

Anti-inflamatorio

Antimicrobiano

Antibacteriano

Citotoxico
Inducgdo diabética
Hipolipemiante

Antimutagénico
Analgésico

Antitirosinase
Genotdxico

Hipoglicémico

Cicatrizacao de feridas

Atividade da
acetilcolinesterase

Anticancer

Antiaderente

ADEOGUN et al., 2016; AJILEYE et al., 2015; ANUJA; YADAV;
SRINIVASAN, 2015; DA SILVA et al., 2016; EMELIKE; AKUSU;
UJONG, 2017; RAJESH et al., 2015; SANCHEZ et al., 2015; SOUZA et
al., 2017; SUDJAROEN; THONGKAO; SUWANNAHONG, 2018g;
TAN; CHAN, 2014; TREVISAN et al., 2006; WAHYUNI et al., 2018

OLAIJIDE et al., 2013; ONASANWO, et al., 2012; SOUZA et al., 2017;
PAWAR et al., 2000; RAJESWARAMMA et al., 2018; THOMAS et al.,
2015; VASCONCELOS et al., 2015; VILAR et al., 2016

AJILEYE et al., 2015; AKINPELU et al., 2001; DA SILVA et al., 2016;
DIAS-SOUZA et al, 2017; DOSS et al., 2011; IFESAN et al., 2013;
RAJESH et al., 2015; SIJA et al., 2015

AISWARYA et al., 2011; HIMEJIMA; KUBO, 1991; MARTINEZ et al.,
2012; TAN; CHAN, 2014; SUDJAROEN; THONGKAO;
SUWANNAHONG, 2018a; THOMAS et al., 2015; WAHYUNI et al.,
2018

ANAND et al., 2015; SUDJAROEN; THONGKAO; SUWANNAHONG,
2018a

ELIAKIM-IKECHUKWU; OBRI; AKPA, 2010; SAMBO; OLATUNDE;
LUKA, 2014; TSHIAMA et al., 2018; UKWENYA et al., 2013

ANYAEGBU; AJAYI|; ADEDAPO, 2017; FAZALI et al., 2011; HASAN
et al., 2015; NWOZO; AFOLABI; OYINLOYE, 2016

MELO-CAVALCANTE et al., 2003

OMODAMIRO; ACHI, 2018; ONASANWO et al., 2012; PAWAR et al.,
2000

TAN; CHAN, 2014
KONAN et al., 2007

NWOZO; AFOLABI; OYINLOYE, 2016; OMOBOYOWA; AFOLABI;
ARIBIGBOLA, 2018; SAIDU et al., 2012; SOKENG et al., 2007
TEDONG et al., 2006; UKWENYA et al., 2012

NEHETE; TATKE, 2015; VASCONCELOS et al., 2015
DE LIMA et al., 2008

SUDJAROEN; THONGKAO; SUWANNAHONG, 2018b
MENEZES et al., 2014
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Tabela 1. Efeitos farmacoldgicos das espécies de Anacardium occidentale L.
(concluséo)

Efeito farmacoldgico Referéncia
gReer?;i(\;/éil?eda placa dentaria e GOMES et al., 2016
Inseticida MARQUES; ALBUQUERQUE; XAVIER-FILHO, 1992
Antifungico OLADELE; ISHOLA, 2017
Antisickling TSHIAMA et al., 2018
Antibiofilme DIAS-SOUZA et al., 2013; DIAS-SOUZA et al., 2017

Efeito vermicida na

) , EICHBAUM; KOCH-WESER; LEAO, 1950
ancilostomiase humana

Antivetorial LAURENS et al., 1997

Esquistossomicida ALVARENGA et al., 2016

Larvicida TORRES; GARBO; WALDE, 2015; TORRES; GARBO; WALDE, 2017,
TRIPATHY et al., 2011

Ovicida TORRES; GARBO; WALDE, 2017

Protetor renal TEDONG et al., 2006

Anti-hipertensivo DA COSTA et al., 2018

Antidepressivo PANJWANI; PUROHIT; SIDDIQUI , 2015

Anticonvulsivante PANJWANI; PUROCHIT; SIDDIQUI , 2014

Anti-helmintico KAMAT et al., 2003

Fonte: Adaptado de Salehi et al. (2020).

O caju, pseudofruto de A. occidentale, é conhecido pelo sabor e valor nutricional de suas
améndoas e peddnculos, e faz parte de uma cultura de grande importancia socioeconémica para
0 Brasil (SANTOS; MAGALHAES, 1999). O fruto do cajueiro, conhecido popularmente como
castanha de caju, apresenta casca coriacea lisa e mesocarpo alveolado. Localizada na parte mais
interna da castanha encontra-se a améndoa, que é constituida de dois cotilédones carnosos e
oleosos, compondo a parte comestivel do fruto, e revestida por uma pelicula de tons
avermelhados (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

A casca da castanha de caju apresenta uma estrutura interna semelhante a favos de mel,
denominada pericarpo, onde esta presente um liquido viscoso de coloragdo marrom escuro,
chamado de liquido da casca da castanha de caju (LCC) ou cashew nut shell liquid (CNSL)
como € conhecido internacionalmente (GANDHI; PATEL; DHOLAKIYA, 2012). Surgiu em
1943, em meio a 22 Guerra Mundial, um grande interesse a nivel industrial pelo cajueiro devido

ao LCC (LIMA, 1988), e no decorrer dos anos a améndoa e o LCC se tornaram 0s principais
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produtos provenientes do cajueiro destinados para exportacio (SANTOS; MAGALHAES,
1999).

2.2.2 Liquido da casca da castanha do caju (LCC)

Depois da castanha, o segundo principal produto do cajueiro é o LCC, seguido pelo suco
da polpa do pseudofruto ou peddnculo, o caju (MOTHE; MILFONT Jr, 1994). Em paises da
América do Sul, Africa e Asia, 0 LCC, tem sido utilizado ha décadas na medicina tradicional
(AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2009; DA SILVA et al., 2018; KUDI et al., 1999),
apresentando pouco valor a nivel comercial, porém alto potencial tecnoldgico em virtude de
seus derivados fendlicos, amplamente explorados isoladamente, o que lhe confere varias
aplicacdes biologicas, como atividades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes,
antitumorais, fungicidas, antiacetilcolinesterase, moluscicidas, larvicidas e inseticidas,
exibindo grande potencial terapéutico (BALGUDE; SABNIS, 2014; KUBO et al., 19933;
OLIVEIRA et al., 2010; WU et al., 2011). Estudo de Lemes et al., (2016) objetivou a sintese
de derivados do LCC com potencial atividade no tratamento da doenca de Alzheimer.

Para a obtencdo do LCC, podem ser empregados diferentes processos como extracao a
frio (prensas), extracdo por solvente, processo térmico-mecanico (hot oil process), onde o
proprio LCC quente € utilizado para aquecer as castanhas in natura a aproximadamente 190°C.
Ao alcancar esta temperatura, ocorre o rompimento da casca externa, liberando os alquilfenois

contidos no mesocarpo, seguindo para a remo¢do da casca interna, o que possibilita a

recuperacdo das améndoas ou a extragdo supercritica com COz, onde o rendimento é
aproximadamente 100% (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009) (Figura 7).

Liquido da casca da

Imbndaa castanha do caju - LCC

castanha
(fruto)
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O LCC é uma fonte natural de compostos fenoélicos, que apresentam a uma longa cadeia
alifatica de quinze carbonos, na posicdo meta em relacdo a hidroxila, que pode ser saturada
(C1sHs1) e/ou insaturada com uma (CisHzg), duas (CisH27) e trés (CisHas) insaturagbes. O LCC
é classificado em natural (extraido por solvente) e técnico (submetido a altas temperaturas),
sendo o LCC natural constituido de acido anacérdico (60-65%), cardol (15-20%), cardanol
(10%), e tracos de metilcardol, e o LCC técnico composto principalmente por cardanol (60-
65%), cardol (15-20%), material polimérico (10%), e tracos de metilcardol (MELE;
VASAPOLLO, 2008; MENON et al., 1985) (Figura 8; Tabela 2).

Figura 8. Estruturas quimicas dos principais constituintes do LCC.

OH OH OH OH
(\:[cocm i i HSC? t
R R HO R HO R
acido
sficeaidics cardanol cardol 2-metil cardol

CqsH3q =

R = CisHag =

PV N N N
CisHo7 =

C1sHas = — — —

Fonte: Mazzetto, Lomonaco e Mele (2009).

Tabela 2. Composicdo quimica do LCC natural e LCC técnico.

Componentes Fenolicos LCC natural (%) LCC técnico (%)
Acido Anacardico 71,70 — 82,00 1,09-1,75
Cardanol 1,60 -9,20 67,82 — 94,60
Cardol 13,80 - 20,10 3,80 - 18,86
2-Metilcardol 1,65 - 3,90 1,20-4,10
Componentes minoritarios 2,20 3,05-3,98
Material polimérico 0,34 - 21,63

Fonte: Mazzetto; Lomonaco e Mele (2009).
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2.2.2.1 Acido anacardico

O acido anacardico (AA) se encontra em grande quantidade no LCC natural, porém no
LCC Técnico, a sua descarboxilacdo através do aquecimento da origem ao cardanol (Figura 9).
E um composto fendlico biossintetizado por meio dos &cidos graxos e constituem
aproximadamente de 70 a 90% LCC natural, sendo responsaveis pelas propriedades causticas
e irritantes desse liquido (FRANCA et al., 2016). Ao ser submetido a altas temperaturas
(180°C), o AA sofre reacdo de descarboxilacdo, convertendo-se a cardanol e produzindo o LCC
técnico (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009) (Figura 9).

Figura 9. Processo de descarboxilacdo do AA.

OH O OH
OH -CO,
e
AN
C15H2s5.31 180:200°C 15H 2531
Acido anacardico Cardanol

Fonte: Adaptado de Mazzetto, Lomonaco e Mele (2009).

Embora o AA seja corrosivo e toxico, sdo conhecidos seus efeitos medicinais, como
atividade antimicrobiana (HIMEJIMA; KUBO, 1991; MUROI; KUBO, 1996), antitumoral
(HEMSHEKHAR et al., 2012; ITOKAWA et al., 1987; KUBO et al., 1993b; SEONG et al.,
2014; WU et al., 2011), moluscicida (KUBO et al., 1986), na inibicdo da acetilcolinesterase
(STASIUK; BARTOSIEWICZ; KOZUBEK, 2008), da histona lipoxigenase (GRAZZINI et
al., 1991; HA; KUBO, 2005) e da prostaglandina sintase (KUBO et al, 1987), além de possuir
atividade inibitoria contra gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (PEREIRA et al.,
2008). De acordo com Andrade et al. (2011), esse composto é responsavel por apresentar uma

atividade bioldgica de desnaturagdo de proteinas dos microorganismos.

2.2.2.2 Cardanol

O cardanol (CN) é o principal constituinte do LCC técnico e é considerado um dos mais

importantes e promissores componentes do LCC. Por ser um subproduto da industria de
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castanha, qualquer melhoria, seja na concentracdo e/ou separacgdo, caracteriza-se efetivamente
como uma inovagdo tecnoldgica (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

O CN consiste em uma mistura de 3-n-pentadecilfenol, 3-(n-pentadeca-8-enil) fenol, 3-
(-n-pentadeca-8,11-dienil) fenol, 3-(n-pentadeca-8,11,14-trienil) fenol. Quando comparado
com os derivados fendlicos similares, este composto demonstra particularidade quanto as suas
caracteristicas quimicas e fisicoquimicas. Os sitios reacionais da sua molécula, como posicoes
das ligacdes duplas e os usuais do anel fenolico (Figura 10), permitem a funcionalizacdo de
sua molécula, propiciando ao CN estabilidade térmica em temperaturas elevadas, carater
anfifilico e lipidico, antioxidante, resisténcia a chama e hidrofobicidade (LOCHAB; SHUKLA,
VARMA 2014; MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009; VOIRIN et al., 2014).

Figura 10. Principais sitios reacionais da molécula do CN.
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Fonte: Adaptado de Mazzetto, Lomonaco e Mele (2009).

A estrutura fendlica presente no composto aumenta a probabilidade da atividade
bactericida do CN. Ja as insaturacfes sdo responsaveis por promover lipossolubilidade,
facilitando sua passagem através da membrana celular, conferindo-lhe atividade larvicida, além
de aumentar a funcionalizacdo de sua molécula. Tal funcionalizacdo permite ampliar as
aplicacdes do CN, elevando-se assim o interesse da academia e industria em explora-lo
(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

Inimeras propriedades atraentes dessa substancia ja foram demonstradas, como elevada
solubilidade em solventes organicos, boa processabilidade, hidrofobicidade, além de baixa
volatilizagdo e ponto de ebulicdo mais elevado que os outros compostos fendlicos. Além disso,
vem sendo aplicado como surfactantes, plastificantes, revestimentos, além de demonstrar
atividades biologicas, como antibacteriana, antioxidante, antifungica e antitumoral, além de
entre outros (AMORATI et al., 2001; BALACHANDRAN et al., 2013; BLOISE et al., 2014;
CHEN et al., 1998; MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).
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De acordo com a Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD,
2002), o CN apresenta como uma de suas caracteristicas principais a ndo toxicidade. Testes
realizados por esta organizacdo mostraram os seguintes resultados quanto a ecotoxicidade do
CN: biodegradabilidade - 96% (28 dias) - (OECD-302C, 2009); solubilidade em agua igual a
1,0 g/L; ecotoxicidade (96 h): peixe < 11 g/L; dafnias < 66 g/L; algas < 1 g/L - (OECD-425,
2008) e quanto a genotoxicidade com empregando-se o teste Ames Salmonella apresentou

resultado negativo.

2.2.2.3 Cardol

O cardol (CD) (Figura 5) esta presente em menores concentracfes tanto no LCC técnico
(3,8 a 18,6 %) quanto no LCC natural (13,8 a 20,21%) e possui estrutura semelhante a do AA,
por apresentar uma segunda hidroxila no anel aroméatico (LOMONACO et al., 2009), e apesar
de inicialmente ter sido caracterizado como toxico (WASSERMAN; DAWSON, 1948) estudos
posteriores publicados por Suresh e Kaleysa Raj (1990) comprovaram tolerancia de até 5 g/kg
em ratos. Foi observada atividade antifilariase (SURESH; KALEYSA RAJ, 1990), contra
Biomphalaria glabrata (caramujo vetor esquistossomose) (KUBO; KOMATSU; OCHI,
1986) e nematddeo Setaria digitata (TUNDO; ROSSI, 2004) e na inibicdio da
acetilcolinesterase (STASIUK; BARTOSIEWICZ; KOZUBEK, 2008). Ainda possui outras

aplicacdes, tais como atividade antioxidante, larvicida e bactericida (OSMARI et al., 2015).

2.3 Tenebrio molitor

O estudo com insetos apresentou um grande desenvolvimento a partir do inicio do
século XX por ser um grupo que contém uma diversidade de espécies. Dentre elas, esta o
Tenebrio molitor, pertencente a familia Tenebrionidae, geralmente encontrado em regifes
desérticas e em lugares secos. Conhecido popularmente como larva-da-farinha, alimentam-se
de grédos de cereais e farinhas (LIMA, 1955).

O ciclo de vida de T. molitor dura entre 280-630 dias, a depender das condi¢cdes de
producdo. Inicia-se com a oviposi¢do 400-500 ovos por cada fémea, e estes variam de 1,7-1,8
mm de comprimento e 0,6-0,7 mm de largura, sendo seu periodo de incubacdo de entre uma
semana (27 °C) a duas semanas (25 °C). Apo0s esse periodo, seguem para a fase larvar, que dura
entre 90 a 140 dias. Inicialmente as larvas apresentam coloracdo branca e medem 0,2 cm de
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comprimento, podendo atingir nesta fase 1 g de peso e 3 cm de comprimento, adquirindo enté&o
uma coloracao amarela. Passam em seguida a fase de pupa, que apresenta 1 cm de comprimento,
e pode durar de 6 (28 °C) a 18 dias (18 °C) (GHALY; ALKOAIK, 2009). Apds 15 dias, chegam
a fase adulta (besouros), adquirindo uma cor vermelha-acastanhada que aos poucos vai
escurecendo até se tornar preta. A Gltima fase pode durar de um a trés meses (Figura 11).
Diversos fatores ambientais podem influenciar o desenvolvimento de T. molitor, tais como
temperatura, umidade, alimentacdo, stress e a presenca de patdgenos, sendo 0s principais a
temperatura e a umidade relativa (SPANG, 2013).

Figura 11. Fases do desenvolvimento morfoldgico do T. molitor.

A: Fase larval. B: Fase de pupa. C: Besouro.
Fonte:<agrolink.com.br/upload/problemas/Tenebr
i0_molitor7.jpg>

O uso de larvas de T. molitor para a comercializagdo e consumo animal e humano tem
crescido nos ultimos tempos, devido a sua composi¢do nutricional, facilidade de manuseio e
criacdo e ciclo de vida curto (HAN et al., 2010). Além disso, perante o conflito ético e aspectos
sociais, busca-se priorizar cada vez mais 0 uso modelos alternativos em pesquisa experimental,
como o T. molitor, tendo em vista que em insetos o sistema imune inato é evolutivamente
conservado (CANTERI, et al., 2018). Devido a essas caracteristicas, tem-se aumentado o
interesse pelo uso desse inseto como modelo alternativo para estudos in vivo para avaliacdo de
diversas atividades como antimicrobiana (MOREY, et al., 2016), toxicidade (VAN DER
VALK; MEIJDEN, 2014) inseticida (WANG, et al., 2015) e de patogenicidade (McGONIGLE,
etal., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a acdo anti-Leishmania, toxica e imunomoduladora do liquido da casca da
castanha do caju (LCC), cardol (CD), cardanol (CN) e acido anacéardico (AA).

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade do LCC, CD, CN e AA sobre formas promastigotas de L. infantum,
L. braziliensis e L. major;

Avaliar o potencial citotéxico do LCC, CD, CN e AA sobre macrdfagos peritoneais
murinos;

Investigar a acdo do LCC e CN sobre formas amastigotas de L. infantum internalizadas
em macrofagos;

Avaliar o potencial imunomodulador do LCC, CD, CN e AA sobre a atividade
lisossomal, capacidade fagocitica e sintese de 6xido nitrico;

Determinar a toxicidade aguda in vivo do LCC e CN sobre larvas de T. molitor.
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4 CAPITULO |

Potencial anti-Leishmania e imunomodulador do liquido da casca da

castanha do caju (LCC), &cido anacardico, cardanol e cardol

Resumo

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por protozoarios do género Leishmania,
endémicas em 98 paises, constituindo um grande problema de saude publica. Os tratamentos
convencionais causam efeitos adversos graves, baixa tolerancia, desenvolvimento de cepas
resistentes, e sdo onerosos. Produtos naturais tém sido investigados na busca por alternativas
terapéuticas. O liquido da casca da castanha do caju (LCC), fonte natural de compostos
fenolicos como é&cido anacardico (AA), cardanol (CN) e cardol (CD), apresenta atividades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, antitumorais, larvicidas e inseticidas.
Obijetivou-se avaliar atividades anti-Leishmania, citotoxica e imunomoduladora do LCC, AA,
CN e CD. As substancias demonstraram potencial anti-Leishmania; os valores de concentragédo
inibitoria média (Clso) do LCC, AA, CN e CD contra L. infantum foram: 148,12; 106,45; 56,74
e 154,32 pg/mL, contra L. braziliensis: 85,71; 50,83; 64,28 e 137,05 pg/mL, contra L. major:
153,56; >800; 122,31 e 112,50 pug/mL, respectivamente. As concentracdes citotoxicas médias
(CCs0) do LCC, AA, CN e CD foram 37,51;12,59; 31,44 ¢ 40,53 ug/mL, respectivamente. LCC
e CN reduziram significativamente o percentual de macrofagos infectados, com indice de
seletividade (IS) >20 para CN. LCC, AA, CN e CD causaram aumento da capacidade fagocitica
e do volume lisossomal, contudo ndo exibiram inducéo significativa da sintese de éxido nitrico.
As taxas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor foram: 85%, 75% e 60% em contato com
LCC e 85%, 60% e 40% em contato com CN, ambas as substancias nas doses de 3; 30 e 300
mg/Kg. Houve diferenga significativa entre as curvas de sobrevivéncia das larvas quando
tratadas com CN, demonstrando-se toxicidade aguda significante para esta substancia.
InvestigacOes adicionais sdo necessérias para a avaliacdo dessas substancias no modelo de
infeccdo experimental in vivo.

Palavras-chave: Produtos naturais. Atividade anti-Leishmania. Citotoxicidade.
Imunomodulacéo.
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Introducéo

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por protozoarios do género
Leishmania, constituindo um grande problema de saide publica devido a sua alta incidéncia e
letalidade (Alvar et al. 2012; Benitez et al. 2018). No ano de 2020, as leishmanioses foram
endémicas em 98 dos 200 paises e territorios que a reportaram a OMS, e estima-se que ocorram
entre 700.000 a 1 milh&o de novos casos de leishmaniose cutanea e 50.000 a 90.000 novos casos
de leishmaniose visceral em todo 0 mundo a cada ano (WHO 2021).

A doenca tem como agente etioldégico mais de 20 espécies do género Leishmania,
classificadas nos subgéneros Viannia e Leishmania, transmitidas por aproximadamente 70
espécies diferentes de flebotomineos dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus (Carvalho e
Ferreira 2001). A doenca exibe uma variedade de manifestaces clinicas, sendo as duas
principais a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT), e esta, por sua vez,
é dividida em quatro subtipos: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea
difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose disseminada (LD) (Goto e
Lindoso 2012).

O tratamento da leishmaniose é realizado com antimoniais pentavalentes, anfotericina
B, paromomicina, miltefosina, estibogluconato de sdédio, antimoniato de meglumina e
pentamidina (Blanco e Nascimento-Junior 2017; Kevric et al. 2015). No entanto, o0 uso desses
farmacos requer longos periodos de administracédo, resultando em efeitos adversos graves, baixa
tolerancia e desenvolvimento de cepas resistentes ao tratamento, contribuindo para a ineficacia
dos regimes terapéuticos, além de apresentarem custos elevados (Bapela et al. 2017; Souza-
Silva et al. 2015).

A investigacdo do potencial farmacéutico dos produtos naturais é a principal estratégia
para a descoberta de novos farmacos que podem ser menos onerosos € menos toXicos que 0s
medicamentos convencionais (Tiuman et al. 2011). As plantas sdo consideradas uma importante
fonte de produtos naturais que podem ser explorados com sucesso para o desenvolvimento
novos farmacos com atividade anti-Leishmania (Funari et al. 2016; Gonzalez-Coloma et al.
2011; Machado et al. 2014; Mansour et al. 2013; Torres et al. 2014). Compostos como 0s
alcaloides, fendlicos, terpenoides e flavonoides tém sido bastante estudados quanto a sua
potencial atividade anti-Leishmania (Silva et al. 2014).

Dentre as plantas medicinais amplamente utilizadas, destaca-se o cajueiro (Anacardium
occidentale L.) e um dos seus principais subprodutos, o liquido da casca da castanha do caju
(LCC), tem sido utilizado h& décadas na medicina tradicional em paises da América do Sul,
Africa e Asia (Ayyanar e Ignacimuthu 2009; Da Silva et al. 2018; Kudi et al. 1999).
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O LCC é um produto com pouco valor a nivel comercial, porem com alto potencial
tecnoldgico em virtude de sua constituicdo fendlica e de suas varias caracteristicas bioldgicas,
como atividades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, larvicidas e
inseticidas, exibindo grande potencial terapéutico (Kubo et al. 1993a; Oliveira et al. 2010; Wu
et al. 2011), constituindo uma fonte natural de compostos fendlicos, como o acido anacérdico,
cardanol, cardol e 2-metilcardol (Mazzetto et al. 2009).

Os derivados do LCC também sdo amplamente explorados isoladamente,
principalmente quanto as suas propriedades como antibacterianas, antioxidantes, antifangicas,
antitumorais, entre outros (Amorati et al. 2001; Chen et al. 1998; Hemshekhar et al. 2012;
Mazzetto et al. 2009; Muroi e Kubo 1996). O cardanol (CN) é o principal constituinte do LCC
técnico e é considerado um dos mais importantes e promissores componentes. Por ser um
subproduto da industria de castanha, qualquer aprimoramento do CN, seja na concentracao e/ou
separacdo, caracteriza-se efetivamente como uma inovacdo tecnoldgica (Mazzetto et al. 2009).

Dessa forma, o LCC demonstra ampla utilidade para a farmacologia, e com isso séo
necessarios estudos mais aprofundados dos seus metabdlitos isolados, seus mecanismos de
acao, bem como aspectos toxicoldgicos (Araujo et al. 2020). Diante do exposto, considerando-
se 0 impacto da leishmaniose principalmente em paises em desenvolvimento, a urgéncia por
compostos mais eficazes e com menores efeitos adversos, e 0 amplo potencial terapéutico do
LCC, é estratégico investir na busca de novas propriedades farmacoldgicas deste produto e seus
metabolitos, como potencial fonte de medicamentos para o tratamento da leishmaniose. Assim,
0 presente estudo objetivou avaliar as atividades imunomoduladora e anti-Leishmania do LCC

e do CN, a fim de propor uma busca referente a uma nova estratégia terapéutica.

Material e métodos

Local do estudo e consideracdes éticas

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Atividade Antileishmania do
Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui
(LAA/NPPM/UFPI), Teresina, estado do Piaui, Brasil e foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob registro n® 640/2019.

Substancias utilizadas
O Dimetilsulféxido (DMSO: 99%), foi adquirido da Merck Chemical Company
(Alemanha). O meio de cultura Schneider’s, meio DMEM, soro fetal bovino (SFB), MTT (3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetraz6lio Bromo, Azul Alamar (Resazurina®) e o0s
antibioticos Penicilina e Estreptomicina foram adquiridos da Merk Sigma-Aldrich (Brasil). O
antibidtico Anfotericina B (Anf B 90%) e o panotico rapido® foram adquiridos da Cristalia
(Séo Paulo, SP). As substancias LCC, CD, CN e AA foram provenientes do Laboratorio de
Geoquimica Organica (LAGO/UFPI). Essas substancias foram diluidas em DMSO 0,2%, a uma

concentracdo de 80 mg/mL para os experimentos.

Parasitos

As cepas de Leishmania infantum (MHOM/5745), Leishmania braziliensis (10CL566)
e Leishmania major (MHOM/IL/80/Friendlin), utilizadas para avaliacdo da atividade anti-
Leishmania, foram provenientes do LAA/NPPM/UFPI. As formas promastigotas foram
cultivadas em meio de Schneider’s suplementado com soro fetal bovino (SFB) (10% para L.
infantum e L. major, 20% para L. braziliensis), 1,0 mL de urina humana filtrada (para L.
infantum), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, e incubadas em estufa
demanda bioquimica de oxigénio (B.0.D.) a 26 °C (Carneiro et al. 2012).

Células murinas

Os macrofagos utilizados foram coletados da cavidade peritoneal de 16 camundongos
BALB/c (20-30g), oito machos e oito fémeas, de 4 a 5 semanas de vida, provenientes do
Biotério Setorial | da UFPI, mantidos a 25 + 1°C e ciclo claro escuro de 12 h com &gua e racéo
ad libitum. 72h antes da coleta das células, foi realizada a elicitacdo prévia com aplicacédo de
2,0 mL de tioglicolato a 3% por via intraperitoneal. Decorrido este tempo, 0s animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico por via intraperitoneal de uma associa¢do de lidocaina
(10 mg/Kg de peso vivo) e tiopental (150 mg/Kg de peso vivo), realizando-se a administracéo
de lidocaina previamente ao tiopental.

Apos eutanasia, aplicou-se 8 mL de salina tamponada com fosfato (PBS — NaCl 145
mM, NazHPO4 9 mM, NaHPO4 1 mM, pH 7,4), estéril, a 4°C, na cavidade abdominal, e apos
massagem suave na regido abdominal, realizou-se a aspira¢do do PBS injetado juntamente com
os macrdéfagos elicitados utilizando-se uma agulha acoplada a uma seringa estéril. O material
obtido foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL, centrifugado a 3000 rpm, a 4°C durante
10 min. Descartou-se o0 sobrenadante e adiciou-se 1mL de RPMI na temperatura de 4°C. Para
averiguacdo da viabilidade celular, foi realizada a contagem das células em Camara de

Neubauer, diluido em corante azul de Trypan (Sigma, EUA).
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Invertebrados

As larvas de Tenebrio molitor utilizadas para avaliagdo da toxicidade aguda foram
provenientes do Laboratorio de Fisiologia do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, do
Centro de Ciéncias Agrarias/UFPI, onde foram mantidas em caixas organizadoras de plastico
com dimensdes de 60 x 40 x 80 cm com &gua e racdo ad libidum, em sala fechada com
temperatura ambiente de 25°C + 2°C. Foram selecionadas para o experimento as larvas com

peso entre 100 e 200 mg, de cor clara e uniforme, sem sinais de melanizacao.

Avaliacdo da atividade anti-Leishmania do LCC, CD, CN e AA sobre formas
promastigotas de L. infantum, L. braziliensis e L. major

O ensaio foi realizado com formas promastigotas de L. infantum, L. braziliensis e L.
major em fase logaritmica de crescimento. Os parasitos foram semeados em placas de cultivo
celular de 96 pogos contendo meio Schneider’s suplementado, na quantidade de 1 x 10°
Leishmania/100 puL de meio. Em seguida, o LCC, CD, CN ¢ AA foram adicionados aos pogos
em triplicata e realizadas dilui¢bes seriadas, atingindo-se oito faixas de concentracdes finais
desejadas (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 ug/mL). A placa foi incubada em estufa
demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.) a 26°C por 48h e, restando-se 6h para o término
deste periodo, foram adicionados 20 pL de resazurina 1 x 10~ mol/L, incubando-se novamente
a placa na B.O.D. A leitura da placa foi realizada num leitor de placas de absorbancia Biotek
(modelo ELx800), no comprimento de onda de 550 nm, e os resultados foram expressos em
termos de inibicdo do crescimento (%) (Soares et al. 2007; Valadares et al. 2011).

Para o controle positivo utilizou-se 2 ug/mL de anfotericina B (Anf B) em meio
Schneider’s contendo 1 x 10° promastigotas por pogo, e para o controle negativo utilizou-se
meio Schneider’s contendo 1 x 10° promastigotas por pogo, sendo neste caso a viabilidade de
100% para o parasito. A leitura do branco, para cada concentracdo e para os controles, fez-se
necessaria para desprezar a absorbancia resultante do préprio meio com interferéncia ou ndo

dos compostos estudados (Soares et al. 2007; Valadares et al. 2011).

Avaliacéo da atividade toxicologica

Avaliacao da citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos
A avaliacdo da citotoxicidade das substéncias foi realizada em placa de 96 pocos,
utilizando-se o teste do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Foram

plagueados 2 x 10° macréfagos por pogo em 100 pL de meio RPMI 1640 (suplementado com
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10% de SFB e 10.000 Ul de penicilina e 1.000 Ul de estreptomicina) e incubados em estufa a
37°C e 5% de COg, durante 4h para a adesdo celular. Decorrido esse tempo, retirou-se o
sobrenadante para remocéo das células que ndo aderiram (Oliveira et al. 2017).

LCC, CD, CN e AA foram diluidos em meio RPMI suplementado, adicionados a placa
contendo os macréfagos em concentracdes seriadas atingindo oito faixas de concentracGes
finais (6,25 a 800 pg/mL), e incubados a 37°C e 5% de CO> durante 48 h. Apos esse periodo, a
citotoxicidade foi avaliada por adi¢do de 10% de MTT [5 mg/mL], diluido em 100 puL de meio
RPMI, incubando-se novamente a placa durante 4h a 37°C e 5% de CO,. Ap0s essa etapa, 0
sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos por adi¢ao de 100 pL
de DMSO. Finalmente, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de 550 nm,
utilizando-se um leitor de placas Biotek (ELx800) (Oliveira et al. 2017).

Avaliacédo da atividade do LCC e CN sobre macrdéfagos infectados por L. infantum e
Indice de Seletividade (1S)

Sendo L. infantum a espécie que causa a leishmaniose zoonotica e que desenvolve a
forma visceral da doenca, considerada a forma mais grave (Steverding 2017), avaliou-se a
atividade do LCC, substéancia pura, e do CN, composto isolado de LCC que apresentou melhor
Clso sobre promastigotas de L. infantum. Os macréfagos foram plaqueados em placas de cultivo
celular de 24 pogos numa concentragio de 2 x 10° células/pogo em 500 pL de RPMI
suplementado, contendo laminulas redondas estéreis de 13 mm. As placas foram incubadas a
37°C e 5% de CO> durante 4h para a adeséo celular. Em seguida, os macrofagos aderidos foram
incubados com um novo meio contendo promastigotas de L. infantum (em fase estacionaria),
numa razao de 10 promastigotas para 1 macrofago, a 5% de CO- e 37°C, overnight (Carneiro
etal. 2012).

Apds, o meio foi aspirado para remocao dos parasitos ndo internalizados, e entdo a
cultura infectada foi incubada com as concentragbes de 3,125; 6,25 e 12,5 pg/mL
(concentragbes ndo toxicas baseadas nos valores de Clso e CCso) de LCC e CN e Anf B nas
concentracdes de 0,5; 1 e 2 ug/mL. Em seguida, as laminulas foram removidas e coradas
utilizando-se o panoético rapido®. Para cada tratamento, contou-se 0 nimero de macrofagos
infectados e a carga parasitaria, percorrendo-se os campos das laminulas até atingir a contagem
de 100 macrofagos, utilizando-se microscopia de luz (Carneiro et al. 2012).

O indice de seletividade de cada tratamento foi calculado dividindo-se a concentragédo

citotoxica média (CCso) observada para macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c pela
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concentracdo inibitdria média (Clso), calculada para as formas amastigotas internalizadas em

macrofagos (Oliveira et al. 2017).

Avaliacao de parametros de ativacdo de macrofagos

Avaliacéo da atividade lisossomal

Macrofagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2 x 10° por pogo numa placa
de 96 pocos com LCC, CD, CN e AA em dilui¢bes seriadas, atingindo-se cinco faixas de
concentragdes finais (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL). A placa foi incubada durante 48h em
estufa a 37°C e a 5% de CO; e, decorrido esse tempo, acrescentou-se 10 uL de solugdo de
vermelho neutro a 2% de DMSO e incubou-se por 30 min. Apos esse periodo, descartou-se o
sobrenadante, os pogos foram lavados com salina 0,9% a 37°C e adicionou-se 100 uL de solugdo
de extracdo para solubilizar o vermelho neutro presente no interior das vesiculas de secrecédo
lisossomais. Apos 30 min em agitador de Kline, a placa foi lida no leitor de placas Biotek
(ELx800) a 550 nm (Bonatto et al. 2004).

Determinacdo da capacidade fagocitica

Macréfagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2 x 10° por pogo numa placa
de 96 pocos com LCC, CD, CN e AA em dilui¢bes seriadas, atingindo-se cinco faixas de
concentragoes finais (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL). Apds 48 h de incubacdo em estufa a 37
°C e a 5% de CO, acrescentou-se 10 uL de solugdo de zymosan corado e incubou-se por 30
min a 37 °C. Apds este tempo, foram adicionados 100 pL de fixador de Baker para interromper
0 processo de fagocitose e, 30 min depois, a placa foi lavada com salina 0,9 % a fim de remover
0 zymosan e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos macréfagos. Removeu-se o sobrenadante,
e adicionou-se 100 pL de solugdo de extragdo e apods solubilizagdo em agitador de Kline a placa
foi lida no leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm (Grando et al. 2009).

Avaliacdo da inducdo da sintese de Oxido nitrico

Macréfagos peritoneais foram plagueados na quantidade de 2 x 10° por pogo numa placa
de 96 pogos com as substancias em dilui¢cdes seriadas, atingindo-se trés faixas de concentragoes
finais (3,125; 6,25 e 12,5 ug/mL), na auséncia (LCC, AA, CN e CD) ou na presenc¢a (LCC e
CN) de formas promastigotas de L. infantum na concentragéo de 1 x 108 por pogo. Transcorrido
24 h de incubacéo a 37 °C e 5% de CO transferiram-se os sobrenadantes do cultivo celular

para outra placa de 96 pocos para a dosagem de nitrito (Soares et al. 2007).
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A curva-padréo foi preparada com nitrito de sédio em concentracdes variadas de 1; 5;
10; 25; 50; 75; 100 ¢ 150 uM, diluidas em meio RPMI. No momento da dosagem, misturou-se
partes iguais das amostras (sobrenadantes) ou das solucdes preparadas para obtenc¢éo da curva-
padrdo com o mesmo volume do reagente de Griess (1% Sulfanilamida em HzPOs 10% (v:V)
em agua Milli-Q®, adicionados em partes iguais a 0,1% naftilenodiamino em agua Milli-Q®)
e fez-se a leitura das absorbancias em leitor de placas Biotek (ELx800) a 550 nm, sendo o

resultado foi plotado em valor real de producéo nitrito quantificado em uM (Soares et al. 2007).

Avaliacéo da toxicidade aguda sobre larvas de Tenebrio molitor

Para avalicdo da toxicidade aguda foram utilizadas 10 larvas de T. molitor para cada
concentracdo testada, em triplicata. As substancias testadas foram o LCC, subproduto do
cajueiro, e o CN, principal e mais importante constituinte do LCC (Mazzetto et al. 2009).
Ambos foram aplicados nas larvas no volume de 10 puL nas concentragdes de 3; 30 ¢ 300 mg/Kg
com o auxilio de uma seringa Hamilton (701 N, manoémetro 26, Capacidade de 100 uL) na
hemocele, no segundo ou terceiro esternito visivel acima das pernas, na por¢do ventral. As
larvas foram incubadas a temperatura ambiente em placas de petri contendo dieta de criacéo e
0 numero de larvas mortas foi avaliado ap6s 48h. Para estabelecer a morte das larvas, realizou-
se a verificacdo visual de cada individuo, quanto a presenca de mielinizagdo e/ou resposta a

estimulos fisicos apds toque suave (de Souza et al. 2015).

Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes. A
concentracdo inibitdria média (Clso) e a concentracdo citotoxica média (CCso) com limite de
confianca de 95% foram calculadas utilizando-se regressdo de probitos do programa SPSS 13.0.
O indice de seletividade foi calculado dividindo-se a CCso pela Clso de amastigotas
internalizadas. A curva de sobrevida das larvas de T. molitor foi plotada pela analise de Kaplan-
Meier e os resultados foram analisados pelo teste de Log Rank para avaliar o nivel de relacéo
entre as substancias quanto ao parametro toxicidade aguda. Foram realizadas analises de
variancia ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel

maximo de significancia estatistica.
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Resultados
Ensaio de atividade anti-Leishmania

O LCC, AA, CN e CD demonstraram potencial anti-Leishmania, sendo sua acao
dependente da concentracdo. Foi possivel observar atividade contra todas as espécies de
Leishmania testadas, onde na concentracdo de 800 pg/mL houve 100% de inibicdo do
crescimento das formas promastigotas de L. infantum, L. braziliensis e L. major na presenca de
LCC; de L. infantum e L. braziliensis na presenca de CN e CD; e de L. infantum na presenca de
AA. A mesma inibicdo foi observada a partir da concentragdo de 400 ug/mL de AA sobre
promastigotas de L. braziliensis. CN, CD e AA apresentaram cerca de 90%, 85% e 40% de
inibicdo do crescimento das formas promastigotas de L. major na concentragao de 800 pg/mL,
respectivamente. A Anf B apresentou inibicdo do crescimento de formas promastigotas de L.
braziliensis em cerca de 90% e de L. infantum e L. major em cerca de 80%, ambas na
concentragdo de 2 pg/mL.

Os valores de Clsp do LCC, AA, CN e CD contra L. infantum foram: 148,12; 106,45;
56,74 e 154,32 pg/mL, contra L. braziliensis foram: 85,71; 50,83; 64,28 e 137,05 ug/mL, e
contra L. major foram: 153,56; >800; 122,31 e 112,50 pug/mL, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 Atividade anti-Leishmania de LCC e seus principais constituintes: AA, CN e CD.

L. infantum L. braziliensis L. major
Compostos

Clso pg/mL? Clso pg/mL? Clso pg/mL?
LCC 148,12+0,08 85,71+0,11 153,56+0,08
AA 106,45+0,05 50,83+0,12 >800
CN 56,74+0,06 64,28+0,06 122,31+0,05
CD 154,32+0,04 137,05+0,17 112,50+0,06
Anf B 2,46+0,07 2,94+0,05 0,59+0,13

2 Concentracdo de inibicao 50

Determinacéao da citotoxicidade

Citotoxicidade em macréfagos

Na acédo sobre os macrofagos, o LCC demonstrou citotoxicidade significativa a partir
da concentragdo de 12,5 pg/mL, apresentando valor de CCso de 37,51 pg/mL, enquanto AA,
CN e CD reduziram significativamente a viabilidade dos macréfagos a partir da concentracéo

de 6,25 pg/mL, resultando nos valores de CCso de 12,59; 31,44 ¢ 40,53 pg/mL, respectivamente.
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A Anf B apresentou alta toxicidade sobre os macrdfagos murinos, apresentando CCso de 8,75
pug/mL (Fig. 1; Tabela 2).
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Fig. 1 Efeitos citotoxicos de LCC (a), AA (b), CN (c) e CD (d) contra macrofagos peritoneais
murinos. Macrofagos foram incubados por 48 h na presenca de diferentes concentracfes. A
viabilidade dos macrofagos foi mensurada pelo sal tetrasolico (MTT). Resultados representam
média = E.P.M de trés experimentos realizados em triplicata. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p < 0,0001 quando comparado com o controle (C) ou Anf B

Efeitos sobre macréfagos infectados e determinagéo do Indice de Sobrevivéncia e Indice
de Seletividade (IS)
Na avaliacdo da atividade do LCC e CN frente a forma amastigota intracelular,

apresentaram Clso de 4,63 e 1,42 pg/ml, respectivamente. A Anf B apresentou Clso de 0,68
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pg/ml sobre amastigotas internalizadas em macrofagos (Tabela 2). LCC e CN foram capazes

de reduzir o percentual de macrofagos parasitados por L. infantum (Fig. 2).
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Fig. 2 Macrdfagos experimentalmente infectados por L. infantum. Controle (a). Anf B foi
utilizada como controle positivo na concentragao de 0,5 (b); 1,0 (c) e 2,0 (d) pg/mL. Para o
tratamento com LCC foram utilizadas as concentragdes de 3,125 (e); 6,25 (f) e 12,5 (g) ug/mL.
O CN foi utilizado nas concentragdes de 3,125 (h); 6,25 (i) e 12,5 (j) pg/mL. As setas indicam
as formas amastigotas internalizadas. Aumento 1000x

O controle negativo obteve aproximadamente 87% de células parasitadas, enquanto as

concentragdes de 0,5; 1,0 ¢ 2,0 pg/mL de Anf B reduziram esse numero cerca de 73, 70 e 50%,

respectivamente. A reducéo das células parasitadas tratadas com LCC e CN foi dependente da

concentragdo utilizada. As células tratadas com LCC apresentaram parasitismo em torno de 79,

77 e 64%, e com CN o parasitismo foi aproximadamente 78, 79 e 71%, ap6s serem tratadas nas

concentragdes correspondentes a 3,125; 6,25 e 12,5 pg/mL, respectivamente (Fig. 3a).
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Analisando-se a indice de sobrevivéncia, o controle obteve em media 9,0
amastigotas/macréfago. A Anf B nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 pg/mL reduziu essa
quantidade de parasitos para aproximadamente 4,8; 3,9 e 2,1 amastigotas/macréfago,
respectivamente. No tratamento com LCC, a quantidade de amastigotas reduziu, de forma
dependente da concentracdo, para 5,2 amastigotas/macréfagos na concentracdo de 3,125
pug/mL; j& na concentragdo de 6,25 pg/mL, essa quantidade diminuiu para aproximadamente
3,9 amastigotas/macréfagos; quando tratados com 12,5 pg/mL, reduziu-se a indice de
sobrevivéncia para 2,3 amastigotas/macrofagos. Para o tratamento com CN, a quantidade de
amastigotas/macréfago correspondente as concentragdes de 3,125; 6,25 e 12,5 pg/mL foi 3,4;

3,1 e 2,3 amastigotas/macrdfago, respectivamente (Fig. 3b).
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Fig. 3 Efeitos de LCC, CN e Anf B (como controle positivo), para avaliar o percentual de
macrofagos infectados (a) e o indice de sobrevivéncia (b) no tratamento de macréfagos murinos
infectados por L. infantum, considerando o controle 87% de infeccdo. As células foram tratadas
durante 48 h de incubacdo com concentragdes de 3,125; 6,25 e 12,5 ug/mL de LCC e CN. A
Anf B foi utilizada nas concentragdes correspondentes a %2 Clsp, 1 X Clsg € 2x Clso Sobre as
formas amastigotas do parasita. Os resultados representam média + E.P.M em trés experimentos
realizados em triplicata * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001

A citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos e a atividade frente a forma
amastigota intracelular de Leishmania infantum foram utilizadas para se determinar o indice de
seletividade (IS), cujo valor representa o quanto a substancia é mais tdxica para o parasita do
gue para os macrofagos. O LCC, CN e Anf B demonstraram mais seletividade para as formas
e promastigotas de L. infantum, do que para os macrofagos murinos. Os resultados obtidos
indicam que o LCC é aproximadamente 8,1 vezes mais seletivo para o protozoario do que para

as células de mamiferos, enquanto o CN apresentou seletividade 22,14 vezes maior para L.
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infantum do que para macrofagos, sendo este valor superior ao apresentado pela Anf B, que se
mostrou 12,86 vezes mais seletivo para o parasita (Tabela 2).

Tabela 2 Efeito citotoxico sobre células de mamiferos e valores de indice de seletividade
calculados para LCC, AA, CN, CD e anfotericina B (Anf B).

Amastigotas internalizadas

Compostos Macrofagos (L. infantum) IS¢
CCsopg/mL? Clso pug/mL° L. infantum
LCC 37,51+0,04 4,63 8,10
AA 12,59+0,04 - -
CN 31,44+0,04 1,42 22,14
CcD 40,53+0,04 i ]
AnfB 8,75+0,02 ¢ 0,68 12,86

& Concentracao de inibicdo 50

b Concentrag&o citotoxica 50

¢ indice de seletividade para amastigotas internalizadas em macréfagos (CCso/Clso)
d Alves et al. (2017)

Atividade Lisossomal e determinacédo da Capacidade fagocitica

Os resultados referentes aos parametros de ativacdo de macréfagos, tais como aumento
do volume lisossomal e fagocitose foram avaliados com base na retencdo de vermelho neutro e
de particulas de Zymozan pelos macréfagos. O CN e CD foram capazes de aumentar
significativamente o volume lisossomal dos macrofagos na concentragdo de 3,125 pg/mL, além
das concentragdes de 6,25 e 12,5 ug/mL do CN, enquanto no LCC e AA ndo houve retengéo de
vermelho neutro nas vesiculas secretérias dos macréfagos (Fig. 4a). Na avaliacdo da capacidade
de fagocitose de Zymozan, todas as substancias testadas induziram significativamente o
aumento da capacidade fagocitica, sendo essa inducdo nas concentracdes de 3,125; 6,25 e 12,5
ug/mL para o CD, 6,25 e 12,5 ug/mL para o LCC, 6,25 pg/mL para o AA e 12,5 ug/mL para o
CN (Fig. 4b).
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Fig. 4 Ainfluénciade LCC, AA, CN e CD sobre a atividade lisossomal (a) e atividade fagocitica
(b). Macrdéfagos peritoneais murinos foram tratados com concentracdes variadas por 48 h.
Volume lisossomal e capacidade fagocitica foram analisados por espectrofotometria pela
quantificacdo aumentada pelo corante vermelho neutro, seguida de solubilizacdo pela solucdo
de extracdo. A fagocitose foi analisada pela incorporacdo de particulas de Zymozan ao
vermelho neutro, solubilizado pela solucdo de extracdo. Resultados representam média *
E.P.M. de trés experimentos realizado em triplicata, * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. Controle

Quantificacao da producao de 6xido nitrico (NO)

A producdo de oOxido nitrico (NO), um indice de ativacdo de macréfagos, foi
quantificada pela mensuracdo das concentracdes de nitrito através da incubacao de macrofagos
com LCC, AA, CN e CD na auséncia e com LCC e CN na presenca de formas promastigotas
de L. infantum. Como resultado, nenhuma das quatro substancias demonstrou aumento
significativo da sintese de nitrito na auséncia de Leishmania (Fig. 5a), assim como o0 LCC e CN

na presenca do parasita em todas as concentracdes testadas (Fig. 5b).
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Fig. 5 Producgdo de Oxido nitrico de macrdfagos peritoneais murinos tratados com LCC, AA,
CN e CD na auséncia (-) (a), e tratados com LCC e CN na presenca (+) (b) de formas
promastigotas de L. infantum, por 24 h. Apos esse periodo, o sobrenadante da cultura foi
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misturado em partes iguais com o reagente de Griess. LPS — lipopolissacarideo bacteriano (2
pg/mL). Os resultados apresentam a média = E.P.M. em trés experimentos realizados em
triplicata. P < 0,05 LCC, AA, CN e CD vs células sem o estimulo e LCC e CN vs células com
o0 estimulo por Leishmania. A Anf B foi utilizada nas concentragdes correspondentes a % Clso,
1 x Clsg e 2x Clso. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 quando comparado com o controle
positivo (LPS)

Avaliacdo da toxicidade aguda sobre larvas de Tenebrio molitor

Os perfis de sobrevivéncia das larvas de T. molitor quando submetidas ao contato com
LCC e CN podem ser visualizados nas Figs. 6 e 7, demonstrando acdo dependente da
concentracdo. Os resultados demonstraram, apds 48 h, que as taxas de sobrevivéncia das larvas
frente ao LCC, foram aproximadamente 85%, 75% e 60% nas doses de 3, 30 e 300 mg/Kg,
respectivamente, enquanto que as taxas de sobrevivéncia frente ao CN foram aproximadamente
85%, 60% e 40% nas doses de 3, 30 e 300 mg/Kg, respectivamente. Apds 0 ensaio de
toxicidade, constatou-se que existe uma diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre as

curvas de sobrevivéncia do CN, demonstrando-se toxicidade aguda significante desta

substancia.

Fig. 6 Viabilidade das larvas de T. molitor. Controle (a). DMSO a 100% (b). Para o tratamento
com LCC foram utilizadas as doses de 3,0 (c); 30,0 (d) e 300 (e) mg/Kg. O CN foi utilizado nas
doses de 3 (f); 30 (g) e 300 (h) mg/Kg. As setas vermelhas apontam larvas mortas apresentando
encolhimento do corpo e melanizagdo caracteristica de mortalidade larval
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Fig. 7 Percentual de sobrevivéncia da larva T. molitor exposta ao LCC (a) e CN (b). As larvas
foram incubadas por 48 h na presenga de diferentes concentragdes. A viabilidade das larvas foi
mensurada realizando-se a verificacdo visual de cada individuo, quanto a presenca de
mielinizac&o e/ou resposta a estimulos fisicos apds toque suave. O DMSO a 0,2% foi utilizado
como controle e 0 DMSO a 100% foi utilizado para causar 100% de mortalidade larval.
Resultados representam média + E.P.M dos tratamentos realizados em triplicata.

Discussao

Estudos comprovam que espécies vegetais sdo fontes potenciais para o desenvolvimento
de novos e seletivos farmacos para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas,
principalmente causadas por protozoarios (Borges et al. 2010; Buzzini et al. 2008; Kolodziej e
Kiderlen 2005; Singh et al. 2014), e podem ser explorados com sucesso para 0 desenvolvimento
de drogas com atividade anti-Leishmania (Funari et al. 2016; Gonzalez-Coloma et al. 2011,
Machado et al. 2014; Mansour et al. 2013; Torres et al. 2014).

Diversos metabdlitos secundarios de plantas como alcaloides, saponinas, quinonas,
terpenos, compostos fenolicos e seus derivados possuem, dentre outras, propriedades
antiparasitarias, e dessa forma as plantas e seus produtos naturais sdo considerados como fontes
potenciais para 0 isolamento de compostos com atividades leishmanicidas ou
imunoestimulantes (Chan-Bacab e Pefia-Rodriguez 2001).

Nessa perspectiva, varios estudos e artigos de revisdo tém tratado sobre a avaliacdo do
potencial anti-Leishmania de compostos derivados de produtos naturais para descoberta de
novos agentes terapéuticos (Alves et al. 2017; Alves et al. 2018; Carneiro et al. 2012; Carvalho,
et al. 2021; Chowdhury et al. 2017; Dos Santos et al. 2011; Ferreira et al. 2004; Ferreira et al.
2017; Gutierrez-Rebolledo et al. 2017; Mishra et al. 2009; Odonne et al. 2017; Passero et al.
2014; Salama et al. 2017; Singh et al. 2014; Tiwari et al. 2018).

O LCC, subproduto do cajueiro (Anacardium occidentale L.), é utilizado na medicina
tradicional (Ayyanar e Ignacimuthu 2009; Da Silva et al. 2018; Kudi et al. 1999), e em virtude

de sua composi¢cdo fendlica demonstra inimeras aplicagdes bioldgicas, como atividades
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antiinflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, fungicidas,
antiacetilcolinesterase, moluscicidas, larvicidas e inseticidas, exibindo grande potencial
terapéutico (Balgude e Sabnis 2014; Kubo et al. 1993a; Oliveira et al. 2010; Wu et al. 2011).
Ainda em estudo de Lemes et al. (2016) objetivou a sintese de derivados do LCC com potencial
atividade no tratamento da doenga de Alzheimer.

O LCC é uma fonte natural de compostos fenolicos, que apresentam a uma longa cadeia
alifatica de quinze carbonos, na posicdo meta em relacdo a hidroxila, que pode ser saturada
(C1sHs1) e/ou insaturada com uma (CisHzg), duas (CisH27) e trés (CisHas) insaturagbes. O LCC
é classificado em natural (extraido por solvente) e técnico (submetido a altas temperaturas),
sendo o LCC natural constituido de acido anacardico (60-65%), cardol (15-20%), cardanol
(10%), e tracos de metilcardol, e o LCC técnico composto principalmente por cardanol (60-
65%), cardol (15-20%), material polimérico (10%), e tracos de metilcardol (Mele e Vasapollo
2008).

O CN é o principal constituinte do LCC tecnico, e seus derivados demonstraram
atividades antibacteriana, antioxidante, antifngica e antitumoral, além de hidrofobicidade
(Amorati et al. 2001; Chen et al. 1998; Mazzetto et al. 2009).

Embora o AA seja corrosivo e toxico, sdo conhecidos seus efeitos medicinais, como
atividade antimicrobiana (Himejima e Kubo 1991; Muroi e Kubo 1996), antitumoral
(Hemshekhar et al. 2012; Itokawa et al. 1987; Kubo et al. 1993b; Seong et al. 2014; Wu et al.
2011), moluscicida (Kubo et al. 1986), na inibicdo da acetilcolinesterase (Stasiuk et al. 2008),
da histona lipoxigenase (Grazzini et al. 1991; Ha e Kubo 2005) e da prostaglandina sintase
(Kubo et al. 1987), além de possuir atividade inibitéria contra gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (Pereira et al. 2008).

O CD possui estrutura semelhante a do AA, por apresentar uma segunda hidroxila no
anel aromatico (Lomonaco et al. 2009), e apesar de inicialmente ter sido caracterizado como
toxico (Wasserman e Dawson 1948) estudos posteriores publicados por Suresh e Kaleysa Raj
(1990) comprovaram tolerancia de até 5 g/kg em ratos. Foi observada atividade antifilariase
(Suresh e Kaleysa Raj 1990), contra Biomphalaria glabrata (caramujo vetor esquistossomose)
(Kubo et al. 1986) e na inibicdo da acetilcolinesterase (Stasiuk et al. 2008).

Apesar de existirem outros estudos de avaliagcdo anti-Leishmania usando-se compostos
fenolicos e extratos de plantas descritos na literatura (Silveira et al. 2020), o presente estudo €
pioneiro na avaliacdo do LCC e seus principais constituintes contra trés espécies diferentes de
Leishmania, da sua atividade toxicoldgica sobre células de mamiferos e T. molitor, além da

avaliacdo do potencial imunomodulador dessas substancias.
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O LCC, AA, CD e CN demonstraram atividade significativa frente as formas
promastigotas de L. infantum, L. braziliensis e L. major apds 48 horas de incubacdo. Embora
os dados farmacologicos relativos a atividade anti-Leishmania do LCC e seus principais
constituintes sejam escassos, outras partes do A. occidentale tém demonstrado atividade anti-
Leishmania, corroborando nosso estudo. Resultados de Franca et al. (1993), apresentaram
atividade in vitro do extrato hidroaucéolico da casca do caule (nas concentracdes de 7,5 e 15
mg/mL) de A. occidentale sobre formas promastigotas de L. braziliensis. Em estudo utilizando-
se extrato etandlico das folhas de A. occidentale, foi demonstrada atividade sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, apresentando inibi¢do de crescimento 5,4% e
32,3%, respectivamente, ambas na concentracdo de 100 pug /mL (Luize et al. 2005). Cascas do
caule, folhas, raizes, entre outras partes de A. occidentale ja foram relatados no uso popular
sobre leishmaniose cutanea em areas endémicas do Brasil (Netto et al.1985; Franca et al. 1993;
Franca et al 1996; Moreira et al. 2002).

Este estudo apresentou melhores resultados que os de Braga et al. (2007) utilizando-se
0 extrato da casca de caule de A. occidentale, onde nenhuma atividade contra formas
promastigotas de L. amazonenses e L. infantum foi encontrada, resultando valores de Clso >200
ug/mL para ambas.

Em estudo com compostos isolados de folhas de Schinus terebinthifolius, planta
medicinal nativa da América do Sul pertencente a familia Anacardiaceae, rica em compostos
fenolicos (Santana et al. 2012), mostrou eficacia frente a promastigotas de L. infantum, com
um valor de Clso de 57,82 pug/mL (Moraes et al. 2014), resultado semelhante ao valor de
inibicdo de crescimento do CN sobre promastigotas da mesma espécie de Leishmania
demonstrado no presente estudo.

Moura-Costa et al. (2012), avaliaram a atividade do extrato aquoso e extrato
hidroaucdolico a 50% de S. terebinthifolius contra promastigotas de L. amazonensis,
encontrando valores inferiores aos resultados deste estudo, ja que obtiveram Clso de 201 pg/ml
e 688 pg/ml, respectivamente.

O presente estudo apresentou melhores resultados quando comparados aos de Dibyendu
e Chakraborti (2014), em que os antimoniais pentavalentes, a pentamidina e a paramomicina,
usadas para o tratamento de LC e LV, mostraram falta de resposta contra formas promastigotas
de Leishmania.

A realizacdo de testes in vitro, atraves de ensaios de viabilidade celular, consiste na
primeira etapa para a avaliacdo da compatibilidade biologica de determinada substancia,

fornecendo dados importantes sobre a anélise da biocompatibilidade entre materiais diversos
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(Rogero et al. 2003). Para que produtos naturais sejam utilizados como terapias alternativas no
tratamento das leishmanioses, sdo necessarios testes de citotoxicidade em células de mamiferos
(Brenzan et al. 2007), sendo essencial em macrofagos, pois fazem parte do ciclo de vida da
Leishmania no hospedeiro vertebrado, visto que a diferenciacdo de formas promastigotas em
amastigotas e multiplicacdo subsequente ocorre no interior dessas células (koutsoni et al. 2014;
Liu e Uzonna, 2012).

Uma vez que LCC, AA, CN e CD apresentaram valores significativos de Clso sobre
formas promastigotas das trés espécies de Leishmania, fez-se necessaria a investigacdo da
citotoxicidade desses compostos sobre macrofagos. Ambas demonstraram toxicidade
significativa sobre essas células, sendo que LCC, CN e CD apresentaram resultados
semelhantes entre eles, porém menos téxicos quando comparados a Anf B, utilizada como
controle positivo, enquanto que AA apresentou uma maior toxicidade, com valor de CCsp
proximo ao da Anf B. Apesar de apresentarem citotoxicidade significativa, quando se
determinou o indice de seletividade baseado na razdo de CCso sobre Clsp em amastigotas
intracelulares, observou-se que o LCC e CN foram mais seletivos para o parasita, sendo o valor
de IS do CN acima de 20, corroborando os dados da literatura, onde esse indice deve apresentar
valor préximo ou superior a 20 para amastigotas internalizadas em macrofagos (Osorio et al.
2007).

Em estudo de Mesquita et al. (2014), a miltefosina, utilizada como farmaco padréo,
apresentou uma CCso de 49,72 pg/mL, resultado proximo aos valores das substancias testadas
neste estudo, e apresentou um SI=7 sobre L. infantum, valor semelhante ao do LCC, porém
muito inferior ao indice de seletividade do CN. Esta substancia também foi mais seletiva para
0 parasita do que a Anf B utilizada como controle positivo neste estudo.

O modelo experimental de amastigotas internalizadas em macrofagos é o que mais
representa a maneira como ocorre a infec¢ao no hospedeiro (Carneiro et al. 2012). Dessa forma,
as substancias que sdo capazes de reduzir o percentual de macréfagos parasitados e o indice de
sobrevivéncia de amastigotas nos macréfagos sdo consideravelmente promissoras a serem
testadas in vivo (Alves et al. 2017).

Quando testado contra os amastigotas intracelulares, houve uma reducéo significativa
tanto nos valores de Clso de LCC e CN, quanto no percentual de macrofagos murinos
experimentalmente infectados por L. infantum e no indice de sobrevivéncia das formas
amastigotas no interior dos macréfagos, nas trés concentragdes testadas dos compostos. Essa
acao foi dependente da concentragédo, observando-se melhores resultados na concentragcéo de

12,5 pg/mL para LCC e CN em comparagdo a Anf B. Resultados inferiores foram encontrados
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por Moraes et al. (2014), que testaram trés derivados naturais de folhas de Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae), e encontraram valores de ICso de 66.59 pg/Ml, 64.90 pg/mL
e 28.95 pg/mL, respectivamente, contra amastigotas internalizadas L. infantum.

Avaliando-se as imagens realizadas por microscopia, observa-se que no grupo controle
h& uma grande concentrag¢do de amastigotas em volta do vacuolo parasitéforo, enquanto nos
grupos tratados com LCC e CN observou-se uma diminuicdo no aglomerado dos parasitos,
demonstrando-se a reducédo da carga parasitaria dentro dos macrofagos murinos, o que reforca
0 potencial anti-Leishmania dessas substancias. Pode-se atribuir esse efeito a uma possivel
ativacdo de macrdfagos, que também pode ter promovido uma potencializacdo de oxigénio e
um aumento da regulacdo de citocinas pelos mesmos (Reiméo et al. 2010).

A atividade dos compostos contra formas promastigotas e amastigotas pode divergir, a
depender dos sitios da acdo anti-Leishmania, o que contribui para que sejam seletivos para uma
das duas formas de desenvolvimento. A susceptibilidade de ambas as formas evolutivas ao
composto pode ser explicada pelas diferentes caracteristicas bioquimicas entre elas, bem como
pelo perfil quimico da substancia, como a sua solubilidade em lipidios (Athayde-Filho et al.
2000). A melhor atividade anti-Leishmania do CN quando comparado ao LCC provavelmente
pode ser decorrente da grande quantidade de compostos presentes no mesmo, que podem ter
efeitos sinérgicos ou antagdnicos.

O CN pertence a classe dos lipideos fenélicos ndo-isoprenoides e possui uma estrutura
molecular composta por uma regido hidrofilica e outra hidrofébica, resultando num caréater
anfifilico, o que possibilita a funcionalizacdo de sua molécula (Lochab et al. 2014; Voirin et al.
2014). O CN apresenta particularidades em suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas,
quando em comparacdo com derivados fenolicos similares, principalmente quanto a porcao
fenolica e a posicdo da dupla ligacdo, o que permite inimeras funcionalidades, como o
acoplamento de grupos polares e com propriedades bioldgicas (Mazzetto et al. 2009).

No que diz respeito a resposta imune celular frente as infeccGes por Leishmania, é
desejavel a do tipo Th1, que confere cura ou protecdo, como aumento de capacidade fagocitica,
do volume lisossomal, da sintese de Oxido nitrico, dentre outros, através de mecanismos de
ativacdo de macrdfagos. Na investigacdo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento
das leishmanioses, busca-se farmacos que possuam, além da atividade sobre o parasita, a
capacidade imunomodulatoria, de forma a prevalecer a resposta imune do hospedeiro do tipo
Th1 (Islamuddin et al. 2015; Roy et al. 2014). Assim sendo, foram avaliados os parametros de

ativacdo de macrdfagos com capacidade microbicida.
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Os resultados dos ensaios de atividade lisossomal e capacidade fagocitica demonstraram
que o tratamento dos macréfagos com o LCC e seus principais constituintes obtiveram
resultados significativos de imunomodulacdo. O CN e CD retiveram particulas de vermelho
neutro, caracterizado pelo aumento significativo da atividade lisossomal, podendo-se sugerir
um aumento de defesa dessas células. O Zymosan induz estimulo das células de defesa a
produzirem resposta, causando um aumento na producdo de IFN e da capacidade fagocitica
(Wei et al. 2011), e esse aumento foi demonstrado por todas as substancias testadas. Esses
resultados corroboram o estudo realizado por Alves et al. (2017), em que os acidos galico e
elagico, compostos fendlicos de ocorréncia natural encontradas em algumas plantas, dentre elas
0 A. occidentale, apresentaram resultados de imunomodulagdo na determinacédo de capacidade
fagocitica e atividade lisossomal em concentragdes de 6,25 pg/mL e 3,125 pg/mL, semelhantes
as do presente estudo.

A imunidade inata exerce um importante papel no controle de infecg¢bes, por meio de
mecanismos de acdo como fagocitose e atividade lisossomal, 0s quais propiciam ativacao de
antigenos e eliminacao de patdgenos (Harrison et al. 2003). O fagossoma formado logo apos a
endocitose de patogenos se funde, seguido de fusdo com lisossomas para produzir um
fagolisossomo (Niedergang e Chavrier 2004). O fagolisossomo é uma estrutura preenchida com
hidrolases acidas e espécies reativas de oxigénio nas quais ocorre a maior parte da degradacdo
do contetdo envolvido, e por fim, os patégenos fagocitados sdo mortos dentro do fagolisossomo
(Lee et al. 2003; Lopes et al. 2006). Assim, 0s parametros de ativacdo de macrofagos acarretam
em alteracGes conformacionais para aumentar o desempenho de suas funcBes, como a
locomocdo e a fagocitose (Petropolis et al. 2014).

Um mecanismo de resisténcia primaria a infeccdo por Leishmania € a producgéo de 6xido
nitrico (NO) por macrofagos infectados (Lima-Janior et al. 2013). No interior do
fagolisossomo, o NO reage com 022, formando uma espécie reativa de oxigénio, o
peroxinitrito. A partir dai forma-se o nitrato e nitrito como produto final, que atuam como
agentes microbicidas (Bogdan; Rollinghoff 1998; Ueda-Nakamura et al. 2006).

No presente estudo, observou-se que LCC, AA, CN e CD néo exibiram indugéo
significativa da sintese de NO, tanto nos macrofagos infectados quanto ndo infectados. Da
mesma forma, o tratamento com a Anf B em macrofagos infectados ndo induziu producéo
significativa de NO. Resultados similares foram encontrados por Abas et al. (2006) testando-se
extrato de folhas de A. occidentale, onde ndo houve liberacdo significativa de NO em
macrofagos murinos. Esses dados reforcam que os compostos testados utilizam outra via para

potencializacdo de sua atividade leishmanicida, ndo dependendo para sintese de NO, tendo em
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vista que a producdo dessa molécula ndo é a Unica via para o controle da infecg&o intracelular
por Leishmania em macrofagos (Singh et al. 2012). Como néo houve inducdo significativa para
producdo de NO, é possivel que a reducdo de macrofagos infectados e do indice de
sobrevivéncia seja devido a capacidade fagocitica e a atividade lisossomal por macrofagos
estimulados pelas substancias.

O uso de larvas de T. molitor para a comercializagdo e consumo animal e humano tem
crescido nos ultimos tempos, devido a sua composi¢cdo nutricional, facilidade de manuseio e
criacdo e ciclo de vida curto (Han et al. 2010). Além disso, perante o conflito ético e aspectos
sociais, busca-se priorizar cada vez mais 0 uso modelos alternativos em pesquisa experimental,
como o T. molitor, tendo em vista que em insetos o sistema imune inato é evolutivamente
conservado (Canteri et al. 2018). Devido a essas caracteristicas, tem-se aumentado o interesse
pelo uso desse inseto como modelo alternativo para estudos in vivo para avaliacdo de diversas
atividades como antimicrobiana (Morey et al. 2016), toxicidade (Van Der Valk e Meijden,
2014) inseticida (Wang et al. 2015) e de patogenicidade (McGonigle et al. 2016).

Os estudos toxicologicos tém como objetivo principal uma previsdo dos possiveis
efeitos adversos que determinada substancia pode provocar quando da exposi¢cdo humana ou
animal, seja ela candidata a um medicamento, praguicida, agente quimico industrial, dentre
outros (Koeter 1993; Stokes 2002; Meyer 2003). Neste contexto, foi realizado o ensaio in vivo
utilizando-se como organismo modelo o T. molitor, sendo determinados os perfis de
sobrevivéncia nas formas larvais do inseto, para avaliacdo da toxicidade aguda do LCC e CN.
Assim como no teste de citotoxicidade em macrdfagos, o LCC apresentou menor toxicidade
sobre T. molitor que o CN, sugerindo-se um efeito sinérgico dos compostos presentes no LCC,
conferindo ao mesmo uma menor toxicidade, quando comparado ao CN isolado.

Esses resultados corroboram alguns estudos que mostraram que as substancias puras
isoladas foram mais toxicas do que suas frag6es de origem (Silva et al. 2007; Simas et al. 2004).
Semelhantemente, Guissoni et al. (2013) demonstraram que o LCC foi menos toxico,
apresentando maior valor de concentracao letal meédia (CLso) do que suas fracdes, na atividade
larvicida contra Aedes aegypti. Avaliando-se a toxicidade oral aguda de LCC em Rattus
norvegicus, foi demonstrada DLso >2000 mg/kg, ndo causando nenhum sinal significativo de
intoxicacdo aos animais (Guissoni et al. 2013). Segundo a classificacdo da Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD, 2002), este valor permite classificar o LCC,
na classe 5 (DLso 2000-5000 mg/Kg), indicando uma substancia de baixa toxicidade.

Ainda de acordo com a OECD, o CN apresenta como uma de suas caracteristicas

principais a ndo toxicidade. Testes realizados por esta organizagdo mostraram 0s seguintes
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resultados quanto a ecotoxicidade do CN: biodegradabilidade - 96% (28 dias) - (OECD-302C,
2009); solubilidade em agua igual a 1,0 g/L; ecotoxicidade (96 h): peixe < 11 g/L; dafnias < 66
g/L; algas < 1 g/L - (OECD-425, 2008) e quanto a genotoxicidade com empregando-se o teste
Ames Salmonella apresentou resultado negativo. Segundo o documento Safety Data Sheets
(SDS, 2017), a DLsg oral € de 500 mg/kg (ratos) e a DLso dérmica é >2,000 mg/kg (Daphnia
magna).

A ndo toxicidade do CN relatada na literatura difere do resultado de CCso e DLso para
essa substancia no presente estudo, porém, de acordo com a OECD, essa toxicidade, mesmo
que seja baixa, pode ser melhorada com o encapsulamento e a liberagdo controlada para
utilizagdo como biofarmaco (OECD, 2002).

Em conclusdo, LCC, AA, CN e CD foram capazes de apresentar potencial anti-
Leishmania contra L. infantum, L. braziliensis e L. major, atuando também através de vias de
ativacdo de macrofagos, tais como aumento da capacidade fagocitaria, aumento do volume
lisossomal. O LCC e o CN foram capazes de reduzir o percentual de macr6fagos murinos
infectados por L. infantum e o indice de sobrevivéncia das formas amastigotas internalizadas.
Demonstrou-se que larvas de T. molitor sdo um modelo alternativo de invertebrado apropriado
para analisar a toxicidade aguda das substéncias testadas. Os resultados sé&o promissores e
servem como ponto de partida para a realizacdo de pesquisas posteriores que visem a avaliagcdo

do potencial leishmanicida in vivo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados apresentados, compreende-se que o tratamento das leishmanioses
engloba uma complexidade de fatores que devem ser observados. Devido as limitacOes
existentes nas opgdes de terapia para o tratamento da doenca, o desenvolvimento racional de
farmacos é uma realidade, gerando novas perspectivas acerca da descoberta de novos
medicamentos ou aprimoramento dos que ja existem. Dentre as alternativas, encontra-se o
desenvolvimento de farmacos a partir de compostos oriundos de plantas, os quais podem
apresentar moléculas que produzam resultados promissores como potencial fonte de
medicamentos para o tratamento da leishmaniose.

Este estudo amplia o conhecimento cientifico do LCC, AA, CN e CD ao demonstrar sua
promissora atividade contra L. infantum, L. braziliensis e L. major, bem como sua atividade
imunomoduladora. Assim, investigacdes adicionais sdo necessarias para a avaliacdo dessas
substancias veiculadas em microemulsdes e outras formulagGes farmacéuticas, bem como sua
associacdo a medicamentos convencionais, no modelo de infeccdo experimental in vivo,
explorando-se o efeito terapéutico, verificando-se a melhor dose, regimes terapéuticos e vias de

administragao.
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7 ANEXOS
7.1 Anexo | - Parecer do Comité de Etica em Experimentacio Animal

sl MINISTERIO DA EDUCAGAO e
b UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI E
ey PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVAGAO -

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petronio Porlela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Atividade do liquido de castanha de caju (Anacardium
occidentale L.) (LCC) e seus principais constituintes contra Leishmania infantum
Lutzomya longipalpis”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. IVETE LOPES DE
MENDONCA do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria/CCA/UFPI, com Carta de
Aprovagao nesta Comissao sob o n°® 640/2020, teve apos analise da documentagao recebida
por esta Comissao, a sua solicitagdo de Prorrogagao de Vigéncia até 30 de Maio de 2022,
Aprovada em Reunido datada de 12 de Abril de 2021.

Teresina, 22 de Abril de 2021.

.(\ /. X (). e ) \,)
Profa. Dra. Eilika Andréia Feitosa Vasconcelos.
Vice- Coordenadora da CEUA/UFPI
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Atividade do liquido de castanha de caju
(Anacardium occidentale L.) (LCC) e seus principais constituintes contra Leishmania
infantum Lutzomya longipalpis”, registrada n° 640/2020, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. IVETE LOPES DE MENDONGA do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria/ CCA/UFPl que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa
Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de

Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Ad. Referendum.

Obs: Solicitagdao de Prorrogagdo de Vigéncia até 30 de Maio de 2022, Aprovada em Reunido
datada de 12 de Abril de 2021.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacéo 08/06/2020 a 31/05/2022
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/ Balc/c
Ovino/ mestico
N° de Animais 16
01
Peso/ Idade 25g/ 4 a 5 semanas
77kg/ 2 anos
Sexo 08 Machos e 08 Fémeas
Macho
Origem Camundongos: Biotério Setorial I/ UFPI.
Carneiro: Biotério Central/UFPI.
Local de alojamento dos Biotério Setorial | da UFPI
animais durante o experimento | Biotério Central da UFPI.
Grau de Invasividade 1

Teresina, 22 de Abril de 2021.

- e
= W = D)
Profa. Dra. Eilika Andréia Feitosa Vasconcelos.
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