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Effect of andiroba oil on survival of mice subjected to abdominal sepsis
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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A sepse ¢ a principal causa de
morte em unidades de terapia intensiva. Por esse motivo, é funda-
mental a procura de novos tratamentos para melhorar o manuseio
dessa sindrome. O objetivo deste estudo foi verificar se o dleo de
andiroba poderia ter um efeito benéfico na sepse abdominal, de-
vido ao seu conhecido poder anti-inflamatério e antimicrobiano.
METODO: Foram utilizados 40 camundongos divididos em trés
grupos. Realizou-se sepse abdominal por meio da técnica de liga-
dura e perfuracio cecal. O dleo de andiroba foi ministrado na dose
de 0,5 mL diretamente na cavidade peritoneal.

RESULTADOS: Houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos, sendo que o grupo tratado com éleo de andiroba apre-
sentou menor sobrevida que os demais grupos.

CONCLUSAO: O tratamento com 6leo de andiroba por via intra-
peritoneal diminuiu a sobrevida de camundongos submetidos a sepse.
Descritores: Plantas medicinais, Ratos, Sepse.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Sepsis is the leading
cause of death in intensive care units. Because of that, the search
for new treatments to improve the management of this syndrome
is crucial. The objective of this study is to check if andiroba oil
could have a beneficial effect on abdominal sepsis, due to its
known anti-inflammatory and antimicrobial properties.

METHOD: A total of 40 mice divided into three groups was
used. Abdominal sepsis was induced using the technique of cecal
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ligation and puncture. Andiroba oil was administered at a dose of
0.5 mL in the peritoneal cavity.

RESULTS: There was a statistical difference between groups,
with the group treated with andiroba oil showing lower survival
than other groups.

CONCLUSION: The intraperitonial treatment with andiroba
oil decreased the survival of mice subjected to sepsis.

Keywords: Medicinal plants, Rats, Sepsis.

INTRODUCAO

A sepse ¢ a principal causa de 6bito em unidades de terapia inten-
siva (UTT). No mundo, 18 milhdes de novos casos de sepse grave
sdo diagnosticados anualmente, com mortalidade variando entre
30% e 80%". No Brasil, a sepse ¢ o choque séptico sao responsd-
veis, respectivamente, por 24,3% e 52,2% dos ébitos em UTI%
No mundo, a incidéncia de sepse aumentou 91,3% nos tltimos
10 anos. Hoje, em cada 1000 pessoas, 1 a 3 s3o acometidas por
sepse - com perspectiva de crescimento de 1% a cada ano. Isso se
deve, entre outros fatores, ao envelhecimento populacional asso-
ciado 2 doengas vasculares e cerebrais®. Além de representar um
grave problema de satide publica, a sepse é também um problema
financeiro, visto que para seu tratamento ¢ necessdria longa esta-
dia em UTI, somando-se ao uso de antibiéticos de alto custo®.
A escolha destes antibiéticos e de outras medidas terapéuticas na
sepse representa um desafio para a medicina, uma vez que a sepse
ainda permanece uma entidade de dificil manuseio clinico, devi-
do as alteracoes hemodinamicas e hidroeletroliticas decorrentes
deste estado. Nesse sentido, intervengéoes que busquem a redugio
da morbimortalidade e melhorem o prognéstico do paciente com
sepse tém sido extensamente investigadas’.

A utilizacio de plantas medicinais ¢ uma prdtica antiga que tem
sido estudada com significativo sucesso pela ciéncia biomédica®.
A Organizagio Mundial de Sadde (OMS) divulgou no inicio da
década de 1990 que de 65% a 80% da populagio dos paises em
desenvolvimento dependiam quase que exclusivamente das plantas
medicinais como forma de tratamento para diversas doengas’.

Os extratos de plantas sio misturas complexas que contém diver-
sos grupos funcionais diferentes. Por isso elas podem apresentar
tanto cardter terapéutico, quanto cardter téxico dependendo da
dose e do modo de utilizacao®. Diversos estudos tém sido realiza-
dos com objetivo de avaliar o efeito de plantas medicinais como
agentes antimicrobianos, motivados pela resisténcia apresentada
por diversas bactérias aos antibi6ticos atualmente utilizados’.
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Dentre os estudos realizados, evidencia-se o trabalho de Santos e
col.’® que estudou diversos Sleos de copaiba (Copaifera sp), de es-
pécies diferentes, provenientes de vdrias regides do pais e observou
que, dependendo da regido coletada e da espécie utilizada, o 6leo
apresentava diferentes efeitos contra as bactérias testadas. Outro es-
tudo, utilizando o jambolao (Syzygium jambolanum), mostrou que
este apresentou efeitos protetores na sepse letal induzida em camun-
dongos por meio da resposta imune ao agente microbiano.

Uma planta medicinal de destaque na Amazo6nia é a andiroba,
que comprovadamente apresenta agio anti-inflamatdria e antimi-
crobiana, podendo atuar, assim, tanto na inibigio do agente in-
vasor, quanto modulando a sua resposta inflamatéria'>"?. Estudo
com este 6leo demonstrou seu efeito na protegio contra isquemia
e reperfusio renal em ratos'.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do 6leo de
andiroba (Carapas guianensis) na sobrevida de ratos submetidos a
sepse abdominal por ligadura e pungio cecal (LPC).

METODO

Os animais da pesquisa foram cuidados segundo a legislagao na-
cional em vigor para a criagio e uso de animais de laboratério
(Lei federal n° 11.794, de 2008), respeitando os principios éticos
do Colégio Brasileiro de Experimentagiao Animal (COBEA).
Foram utilizados 40 camundongos (Mus musculus) machos, adul-
tos, pesando entre 35 e 40 g, provenientes do Biotério do Labo-
ratério de Cirurgia Experimental da Universidade do Estado do
Pard (LCE/UEPA). Estes foram acomodados em gaiolas conten-
do 5 animais cada, com oferta de comida e dgua ad libitum, em
ambiente onde a temperatura e a umidade foram controladas e
com ciclos luz/sombra de 12h.

Estes animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos:
e Grupo Sham (GS): com 10 animais submetidos a todos os pro-
cedimentos cirtdrgicos, com exce¢io da LPC;

e Grupo Controle (GC): com 15 animais submetidos & LPC, e
que ndo receberam nenhum tratamento;

e Grupo Andiroba (GA): com 15 animais submetidos 2 LPC, ¢
tratados com 6leo de andiroba.

O dleo de andiroba foi extraido e disponibilizado pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). A andlise fisico-
-quimica e espectrofotométrica do mesmo foi realizada pelo Labo-
ratério de Quimica da Universidade Federal do Pard (UFPA).
Todos os animais foram pesados para determinar a quantidade
de anestésicos necessdrios para a pesquisa. Utilizou-se cetamina
(100 mg/kg) e xilazina (25 mg/kg) administrados por via intrape-
ritoneal. Apds a confirmagio da anestesia, foi realizada a epilagio
abdominal do animal.

Sob condi¢des assépticas, foi realizada laparotomia mediana xi-
fopubica de 1,5 cm para exposi¢io do ceco e dreas adjacentes.
O ceco foi submetido a ligadura com fio de algodao 4-0 em sua
base, logo abaixo da vilvula ileo-cecal, em seguida foram rea-
lizadas seis pungées nessa regidao com o auxilio de uma agulha
21G". Posteriormente, executou-se a sutura do plano muscular
por meio de ponto chuleio simples com fio de nailon 3-0 e da
pele por meio de pontos simples com fio de nailon 6-0. Todos os
animais receberam solugio salina isoténica (50 mL/kg) por via
subcutinea, imediatamente apds o procedimento.
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No grupo GS foram realizados todos os procedimentos jd descritos,
exceto a LPC, e no grupo GA logo apés o procedimento de LPC
foi injetado 0,5 mL de 6leo de andiroba na regido intraperitoneal.
Foi observado o tempo de sobrevida dos animais por 48h, sendo
anotados os hordrios de ébito dos animais no protocolo de pes-
quisa. Realizou-se necropsia de 5 animais do GC e 5 do GA. Apés
este periodo foi realizada a eutandsia nos animais sobreviventes.
As curvas de sobrevivéncia dos diferentes grupos de tratamento fo-
ram comparadas pelo teste Log-Rank. Os valores de p inferiores a
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas com o soffware BioEstat5.0.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Ani-
mais (CEUA) da Universidade do Estado do Pard, protocolo n°
08/2012.

RESULTADOS

A sobrevida dos animais foi avaliada por meio da verificagao do
tempo decorrido entre a indugdo da sepse e a hora exata do ébito
do animal. Transcorrido o periodo de 48h, 100% do GS, 53,33%
do GC ¢ 0% do GA permaneceram vivos, sendo esta diferenca
estatisticamente significante (Grdfico 1).

e GrUpo Sham
=@ Grupo Controle
== Grupo Andiroba
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Griéfico 1 — Sobrevida dos animais em relacio ao tempo decorrido apds
o procedimento operatério de cada grupo.

p < 0,0001 (Teste de Long-Rank — GC versus GA).

A necropsia dos animais do GC evidenciou abundante liquido
turvo na cavidade abdominal e presenca de aderéncias peritone-
ais. No GA, foram visualizadas dreas de ulceracio e hemorragias,
além de pequena quantidade de liquido turvo na cavidade abdo-
minal e uma quantidade inferior de aderéncias peritoneais quan-

do comparadas ao GC.
DISCUSSAO

A mortalidade dos pacientes com sepse continua em niveis ele-
vados, apesar dos recentes avancos na antibioticoterapia e nas
medidas de suporte, e das pesquisas realizadas nesta drea’>. Entre
outros fatores, o progndstico desfavordvel é causado por diagnds-
tico tardio e pela presenca de doengas de base como a diabetes e
os estados de imunossupressio. Assim, pesquisas que buscam al-
ternativas para o manuseio da sepse sdo necessdrias. Destacam-se
neste grupo, estudos que atribuem certo efeito antimicrobiano
para a sinvastatina'®.
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Diversas pesquisas relatam o potencial antimicrobiano e anti-infla-
matério do bleo da andiroba, podendo este atuar como um fator
adjuvante no tratamento da sepse'"'*'*. O modelo de LPC foi esco-
lhido por ser o que melhor simula a fisiopatologia da sepse humana.
Leal, Fontelles e Rodrigues Neto' e Yun, Lee e Lee'” demons-
traram os efeitos de outras duas plantas medicinais presentes na
Amazonia, o dleo de copaiba ¢ o extrato de Aloe vera, respectiva-
mente, em camundongos submetidos 4 sepse por LPC, em ambas
as pesquisas se obteve melhor taxa de sobrevida no grupo em que
foi utilizada a planta em relagao ao controle, entretanto estes uti-
lizaram vias de aplicacdo distintas deste estudo.

Objetivou-se no presente estudo uma agio direta do 6leo de an-
diroba no foco infeccioso, visando com isso impedir a formagio
da sepse. Para isso, o 6leo foi aplicado diretamente na cavidade
abdominal de camundongos. Todavia, este apresentou efeito ne-
gativo na sobrevida dos animais, mostrando provavelmente que
o0 6leo de andiroba na concentracio utilizada atuou induzindo a
morte dos camundongos estudados.

Botelho e col." a0 estudarem os efeitos do dleo de copaiba em al-
tas doses em ratos, perceberam que estes morriam com uma dose
de 6 mL de bleo por quilo de animal, devido a ulceragoes no esto-
mago e no intestino. O mecanismo de morte do éleo de andiroba
nos camundongos pode ter ocorrido de maneira andloga 4 este
mecanismo do bleo de copaiba. Em estudo®® com metodologia
semelhante de inducio da sepse, a quantidade de animais vivos
foi semelhante ao encontrado no presente estudo, o que favorece
a ideia de que o mecanismo de morte tenha ocorrido por diversos
motivos além da sepse.

Souza Junior e col.” demonstraram que o dleo de andiroba nio
apresenta morbimortalidade quando aplicado na cavidade abdo-
minal de ratos, num periodo de até sete dias. Contudo na pre-
sente pesquisa foi utilizada uma dose superior ao estudo citado,
o que pode ter levado o 6leo a causar efeito corrosivo. Um dos
mecanismos desta corrosio pode ser atribuido ao pH da andiroba
que conforme pesquisado possui valor préximo de 4,4%, poden-
do este meio 4cido ter provocado o efeito negativo do 6leo de
andiroba na sepse.

CONCLUSAO

O tratamento utilizando 6leo de andiroba por via intraperitoneal
diminuiu a sobrevida de camundongos submetidos a LPC, possi-
velmente devido ao efeito corrosivo apresentado na dose utilizada.
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