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RESUMO

Sepse ¢ definida pela presenca de disfungdo organica decorrente de infeccdo e inflamagdo
generalizada, com elevadas taxas de mortalidade, sobretudo entre os pacientes diabéticos. Por
esse motivo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do extrato etanolico das flores de
Anacardium occidentale L. em modelo experimental de sepse, em camundongos diabéticos.
Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com cinco meses de idade. A diabetes foi
induzida pela ingestao ad libitum de frutose 40%, adicionada a 4gua, durante 21 dias. No 14° dia
os animais receberam estreptozotocina (40mg/kg ip.). Foram considerados diabéticos os animais
com glicose > 200mg/dL. Para determinar a sobrevida, a sepse por perfuragdo cecal foi induzida
nos animais diabéticos, que foram divididos nos seguintes grupos (N=5): Controle: recebeu
salina; ATB: tratado com Imipenem (8mg/kg), via subcutanea (sc) no momento da indugdo da
sepse ¢ EEA oral: Smg/kg de Extrato Etandlico de Anacardium occidentale, via oral, durante a
sepse. Os demais animais (N=7/grupo), seguindo a mesma divisdo dos grupos anteriores, foram
eutanasiados para avaliar eficacia do EEA considerando: a migragdo celular; exsudado
inflamatdrio peritoneal; celularidade; efeito antimicrobiano, producao de peroxido de hidrogénio
(H205), 6xido nitrico (NO) e producao das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12.
A associagdo com frutose e estreptozotocina induziu diabetes em camundongos Swiss. O extrato
das flores de Anacardium occidentale aumentou a sobrevida de camundongos diabéticos, no
momento da sepse, reduziu a infec¢do bacteriana no sangue e no pulmao, mas nao apresentou
eficacia em controlar o crescimento bacteriano no peritonio, no entanto, atuou na balanco entre
mediadores inflamatoério, aumentando a produgdo de peroxido de hidrogénio e reduzindo a
produg¢do de 6xido nitrico, além disso, mostrou-se eficiente em controlar a inflamagao sistémica
exacerbada na sepse, por reduzir citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF-a e a quimiocinas
MCP-1. Concluimos que o tratamento oferecido apresenta resultados promissores quanto a agao
de Anacardium occidentale na sepse induzida em camundongos diabéticos.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, sepse; Diabetes, citocinas, perfuracdo cecal, anti-

inflamatorio.



ABSTRACT

Sepsis is defined by the presence of organic dysfunction resulting from infection and generalized
inflammation, with high mortality rates, especially among diabetic patients. For this reason, the
objective of the present study was to evaluate the effect of the ethanol extract of the flowers of
Anacardium occidentale L. in an experimental model of sepsis in diabetic mice. Five-month-old
male Swiss mice were used. Diabetes was induced by ad /libitum intake of 40% fructose, added to
water, for 21 days. On day 14 animals received Streptozotocin (40 mg / kg ip.). Animals with
glucose > 200mg / dL were considered diabetic. To determine survival, sepsis by cecal puncture
was induced in diabetic animals, which were divided into the following groups (N = 5): Control:
received saline; ATB: treated with Imipenem (8mg / kg), subcutaneously (sc) at the time of
induction of sepsis and oral EEA: 5mg / kg of Ethanol Extract from Anacardium occidentale,
orally, during sepsis. The remaining animals (N = 7 / group), following the same division of the
previous groups, were euthanized to evaluate EEA efficacy considering: cell migration;
peritoneal inflammatory exudate; cellularity; (H,O,), Nitric Oxide (NO) and cytokine production
IL-6, IL-10, MCP-1, INF-y, TNF-a and IL-12. The association with fructose and streptozotocin
induced diabetes in Swiss mice. The extract of the flowers of Anacardium occidentale increased
the survival of diabetic mice at the time of sepsis but did not prolong it for a long time. On the
other hand, it reduced the bacterial infection in the blood, but it was not effective in controlling
the bacterial growth in the peritoneum and lung, however, it acted in the balance between
inflammatory mediators, increasing the production of hydrogen peroxide and reducing the
production of nitric oxide, in addition, it proved to be efficient in controlling exacerbated
systemic inflammation in sepsis, by reducing pro-inflammatory cytokines such as IL- 6, TNF-a
and the chemokine MCP-1. We conclude that the treatment offered presents promising results
regarding the action of Anacardium occidentale on sepsis induced in diabetic mice.

Keywords: Anacardium occidentale, sepsis; Diabetes, cytokines, cecal ligation and puncture
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1. INTRODUCAO

Anacardium occidentale L., familia Anacardiaceae, popularmente conhecido como
cajueiro, ¢ uma espécie nativa do Brasil, com ampla distribuicdo na regido Nordeste do pais,
incluindo o Estado do Maranhdo. Os membros dessa espécie sdo arvores de copa baixa, com
altura entre 5 e 10 m. Apresentam folhas simples, inteiras, oblongas, e flores roseas, pequenas e
dispostas em paniculas terminais. O nome caju ¢ oriundo da palavra indigena acaiu e corresponde
a parte carnosa, que ¢ um pseudofruto formado pelo pedunculo do fruto. O fruto ¢ uma noz
popularmente conhecida como castanha (CRUZ, 1985; ALBUQUERQUE, 1989; LORENZI;
MATOS, 2002).

Estudos comparando a composi¢do quimica de extratos das flores, folhas e cascas de
Anacardium occidentale mostraram que todas as partes apresentam metabolitos secundarios
bioativos, como compostos fenolicos, esteroides, triterpenos, saponinas, flavonoides e taninos
hidrolisaveis e nao hidrolisaveis, sendo que nas flores, hd uma maior concentragdo de alguns
desses compostos, os quais sdo possivelmente responsaveis pela importante atividade
antimicrobiana e antioxidante do seu extrato (SILVA et al., 2016).

O extrato das flores de A. occidentale foi eficiente em inibir, in vitro, o crescimento de 14
cepas diferentes de bactérias, muitas delas isoladas de infeccdes humanas. Além de atividade
antimicrobiana, foi também constatado que o extrato das flores de A. Occidentale apresenta agao
anti-diabetes em modelo animal, pois tem a¢do inibitdria sobre as enzimas o-amilase e a-
glicosidase (SILVA, 2015; SILVA et al., 2016).

O estudo das propriedades farmacoldgicas de espécies vegetais ¢ de grande importancia,
principalmente com o intuito de buscar novas terapias ou complementar as existentes de forma a
auxiliar na melhor qualidade de vida, sobretudo de pacientes susceptiveis a infecgdes e sepse
(HOTCHKISS; KARL, 2003).

As defini¢des de sepse tém evoluido ao longo dos anos. A primeira proposta em 1992
por Bone e colaboradores, definia sepse como uma Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica
(SIRS), associada a infec¢do. Recentemente, a sepse foi redefinida como uma disfungdo de
orgaos, com risco de vida, causada por uma resposta exacerbada a infec¢do. Foi considerado

como choque séptico um subconjunto de sinais e sintomas entre os quais se incluem: as
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anormalidades metabolicas; circulatorias e celulares, responsaveis por aumentar substancialmente
a mortalidade (BONE et al., 1992; SINGER et al., 2016).

Durante o choque séptico as endotoxinas e exotoxinas promovem a ativagao de células
residentes, de células do endotélio e de leucdcitos. Mondcitos e neutrofilos aumentam a produgao
de citocinas inflamatodrias, IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a, o que resulta em inflamagdo generalizada,
associada a infec¢ao (ANGUS; POLL, 2013; HOTCHKISS, 2013; DEUTSCHMAN, TRACEY,
2014).

A producdo de oxido nitrico (NO) também contribui significativamente para a
progressao da sepse e do choque séptico, pois o aumento de NO parece ser a molécula efetora na
inibicdo da migragdo de neutrdfilos, o que se correlaciona positivamente com a mortalidade por
sepse (BENJAMIM, 2001). Embora o NO seja um mediador importante em condigdes
fisiologicas, o seu aumento, de forma descontrolada, ocasiona danos microvasculares graves,
resultando em hipovolemia e em disfun¢do organica (LERMAN; KIM, 2015).

Apesar dos recentes avangos na antibioticoterapia e nas medidas de suporte, a
mortalidade por sepse ainda ¢ muito elevada. Uma estimativa global aponta que, a cada ano, os
casos de sepse tendem a crescer, estimando em 30 milhdes o nimero de novos casos € em 6
milhdes o numero anual de mortes por sepse. (FLEISCHMANN et al., 2016). O prognostico
desfavoravel de pacientes com sepse ocorre, na maioria das vezes, devido ao diagndstico tardio
e/ou a presenga de doencas cronicas como cirrose hepatica e diabetes mellitus (STOECKLE et
al., 2008).

Os pacientes diabéticos estdo em risco permanente de infeccdo por Staphylococcus
aureus, 0 que 0s torna susceptiveis as infecgoes de pele e tecidos moles, ¢ sepse (KAECH et al.,
2006). Além disso, o diabetes constitui um fator de risco para bacteremia, por enterobactérias, e
formacao de abscessos hepaticos piogénicos, pois a reducao de fluxo sanguineo, especialmente
na microcirculagdo, causa alteracdes nas membranas das hemacias, ocasionando congestdao
vascular e redugdo da resposta imune regulatoria (THOMSEN et al., 2005; MOUTZOURI et al.,
2008).

Considerando a a¢do antimicrobiana in vitro do extrato das flores de A. occidentale, o
presente trabalho investigou o efeito desse extrato na sepse experimental, induzida por ligadura e

perfuracdo cecal, em camundongos diabéticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sepse

A sepse foi inicialmente definida como Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica
(SIRS) associada a um quadro infeccioso e também incluiu a disfuncdo orgéanica associada a
sepse (BONE et al.,1992). Representa um desafio para medicina, por isso tém sido dispendidos
esforgos consideraveis para um melhor entendimento da inflamagao sistémica que caracteriza
essa sindrome (O’BRIEN et al.,2007).

Apesar de sua importancia ¢ da demanda de recursos, seu reconhecimento muitas
vezes ainda ndo ocorre em tempo habil, deixando margem para a sua evolucdo o que resulta na
disfun¢do de multiplos e sistemas. Seu manejo sofreu profundas mudancas na ultima década, pois
hoje héd inimeras orientacdes, com base em evidéncias advindas de estudos no cendrio clinico
(ANGUS et al., 2001; O’BRIEN et al.,2007).

Recentemente, a sepse foi definida como disfungdo organica ameagadora a vida, em
decorréncia de resposta exacerbada e desregulada do organismo a infec¢do (SINGER et al.,
2016). Entre as diretrizes inclui-se o escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), que
deve ser observado para se chegar ao diagnostico de disfun¢do organica, considerando variagdes
em dois ou mais pontos. Com base nesse novo consenso, choque séptico retine um subgrupo de
pacientes com sepse que apresentam acentuadas anormalidades circulatorias, celulares e
metabolicas, apresentando como critérios para diagnostico a necessidade de vasopressor para
manutencao da pressao arterial média de 65mmHg, apds a infusdo adequada de fluidos, associada
a concentragdo sérica de lactato acima de 2 mmol/L (SHANKAR-HARI et al., 2016).

Associado ao escore SOFA, também ¢ utilizada a ferramenta “quick SOFA”, com a
finalidade de identificar pacientes graves que apresentam diagnostico desfavoravel, o que tem
auxiliado na triagem de pacientes com infecgdo. Os critérios utilizados incluem: frequéncia
respiratdria > 22/incursdes por minuto, alteragdo do nivel de consciéncia (escore segundo a
Escala de Coma de Glasgow inferior a 15), ou pressao sistolica <100 mmHg (SEYMOUR et al.,
2016).
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A incidéncia de sepse aumentou ao longo dos anos, provavelmente, devido ao
crescimento da populacdo idosa, ao numero de pacientes imunossuprimidos, portadores de
doengas cronicas e devido também a maior resisténcia de microrganismos a terapéutica (RICE;
BERNARD, 2005; DE LA RICA; GILSANZ; MASEDA, 2016).

A sepse esta entre as principais causas de morte em unidades de terapia intensiva
(UTIs), com elevadas taxas de letalidade, apresentando interacdo de componentes infecciosos,
hemodinamicos, cardiovasculares, além do processo inflamatorio que inclui ativagao de citocinas,
producdo de oxido nitrico, radicais livres de oxigénio e migragdao celular. Estima-se que na
ultima década, cerca de 32 milhdes de casos de sepse podem ter contribuido para até 5,3 milhdes
de mortes, em todo o mundo. No entanto, esses dados podem ser subestimados, tendo em vista,
que se referem aos paises de alta renda per capita. Além disso, a maioria das mortes por sepse
estdo associadas as doengas subjacentes como pneumonia, infec¢do intra-abdominal e a infecgao
urinaria ( FLEISCHMANN et al., 2016).

Nos Estados Unidos, a maioria dos estudos epidemioldgicos, baseados em grandes
bancos de dados hospitalares, indicaram um aumento na incidéncia de sepse. O niumero de casos
de sepse reportados aumentou de 415.280 em 2003, para 711.763 em 2007, portanto, um aumento
de 71% no numero de novos casos. Em relag¢do aos custos, também houve aumento significativo:

de 15,4 bilhdes de dolares em 2003, para 24,3 bilhdes em 2007 (LAGU et al., 2012).

No Brasil, o estudo mais recente realizado pelo Instituto Latino-Americano de Sepse
(ILAS), mostrou que em fevereiro de 2014, num estudo realizado em 227 unidades de terapia
intensiva (UTI), selecionadas aleatoriamente, 794 individuos, de um total de 2632 pacientes,
apresentaram sepse, com a relagdo de 30 pacientes com sepse, por cada 100 leitos de UTI e taxa

de mortalidade de 56%. (MACHADO et al., 2017).

A origem da sepse envolve uma interacdo complexa entre o hospedeiro e os
microrganismos da infec¢do, por isso € tdo importante avaliar o sistema imunologico dos
pacientes com sepse. As respostas imunoldgicas iniciais, voltadas a controlar a progressao da
infec¢cdo, podem determinar a evolucdo para sepse, pois a fase inflamatéria que visa controlar o
processo infeccioso pode, quando ndo controlada, desencadear disfuncdes organicas,

contribuindo para os eventos fisiopatologicos da sepse (SALOMAO et al., 2008). Varios fatores
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estdo envolvidos nessa reposta, como por exemplo: as caracteristicas intrinsecas dos
microrganismos, como a viruléncia, carga do inoculo, resisténcia do microrganismo a

opsonizagao e fagocitose, e resisténcia aos antibioticos disponiveis (RUSSELL, 2006).

A ativagdo de células da imunidade adaptativa ocorre, inicialmente, pela ligagao de
moléculas comuns aos microrganismos, ou padrdes moleculares associados aos patdogenos
(PAMPs - pathogen-associated molecular patterns, aos receptores do tipo Toll, presentes em
macrofagos, neutrofilos e células NK. Sao considerados como PAMPs, os lipopolissacarideos
(LPS), presentes nas bactérias Gram-negativas e peptidoglicanos e/ou acido lipoteicdico presente
nas paredes das bactérias Gram-positivas. Os peptidoglicanos, por exemplo, podem produzir
endotoxinas e exotoxinas, que ativam tanto as células residentes do endotélio, como linfocitos e
macréfagos, aumentando a produgdo de IL-1p, IL-6 e TNF-a, citocinas inflamatdrias implicadas
nas infecgdes generalizadas (MORATH et al., 2001; SALOMAO, 2008; ANGUS; POLL, 2013;
HOTCHKISS, 2013; DEUSTSCHMAN, 2014). Além disso, o burst oxidativo em neutrofilos e
macrofagos, resulta em aumento de 6xido nitrico (NO), cujo efeito vasodilatador e hipotensor
contribui para progressdao do choque séptico (SALOMAO, 2008).

O aumento na produgao de 6xido nitrico reduz a migracao de neutréfilos, aumentando
o risco de morte associado a sepse (BENJAMIM, 2001). Embora o NO seja um mediador
importante para a manuten¢ao do equilibrio fisioldgico, a sua produgdo descontrolada ocasiona
danos microvasculares graves e disfuncdo organica, contribuindo principalmente para
prognostico desfavoravel de pacientes com doencas de base como cirrose hepatica e diabetes
mellitus (STOECKLE et al., 2008; LERMAN; KIM, 2015).

Entre os orgdos mais afetados pela sepse estdo o pulmdo e os rins, resultando em
faléncia respiratoria e déficit de oxigénio na circulagdo, e em lesdo renal, respectivamente. As
manifestacdes pulmonares, incluem edema, infiltrados celulares que levam a redugdo das trocas
gasosas, hipoxia e consequente faléncia multipla dos 6rgdos. Da mesma forma, a lesdo renal
aguda resulta em alteragdes hemodinamicas, disfungdo endotelial, infiltragdo de células
inflamatorias e obstrucao dos tibulos renais. (HOTCHKISS; KARL,2003; FILGUEIRAS et al.,
2012; ALOBAIDI et al., 2015).

2.1.1 Sepse e diabetes
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O numero de diabéticos estd aumentando por conta do crescimento e do
envelhecimento populacional, do processo de urbanizagdo, da progressiva prevaléncia de
obesidade e sedentarismo, bem como devido a maior longevidade de pacientes com Diabetes
mellitus (DM). A diabetes representa uma emergéncia mundial, uma vez que, a cada ano aumenta
o numero de pessoas que convivem com essa condicdo, resultando em complicagdes diversas.
Estima-se que 415 milhdes de adultos tenham diabetes e que pelo menos 318 milhdes possuam
intolerancia a glicose, o que os coloca em risco de desenvolver a doenga no futuro (IDF, 2015).

Os pacientes com diabetes sdo mais susceptiveis do que individuos saudaveis a
desenvolverem uma série de problemas de satde. Elevadas concentragdes de glicose no sangue
podem ser responsaveis por doengas graves que afetam o coracdo e vasos sanguineos, olhos, rins
e nervos. Além disso, pacientes com diabetes tém maior risco de desenvolverem infecgdes (IDF,
2014).

Diabetes mellitus ¢ uma doenga complexa caracterizada por hiperglicemia
persistente, decorrente de defeitos na secre¢do de insulina (Diabetes Tipo 1) ou na acdo da
insulina (Diabetes Tipo 2). A incidéncia de infec¢do ¢ maior em pacientes com diabetes quando
comparada aos individuos nao diabéticos, devido a hiperglicemia, complicacdes na
microcirculacdo e a disfuncdo imune. A infeccdo no diabetes ¢ dificil de tratar e quando ndo
conhecida ou tratada, pode progredir mais facilmente para uma sepse, um dos fatores que
contribuem para a maior morbidade (BERTON; SAYDAH; BRANCAT, 2001).

Nos pacientes diabéticos, durante as fases mais graves da sepse, ocorre um marcado
aumento na expressao de E-selectinas, moléculas soluveis relacionadas a adesdo dos leucdécitos
ao endotélio, e de receptores para o fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF- Vascular
Endothelial Growth Factor), sugerindo que a disfuncdo endotelial, particularmente durante o
choque séptico tem sido associado a maior mortalidade (SCHUETZ et al., 2011; DANDONA et
al., 2004).

Além disso, a diabetes mellitus parece reduzir o fluxo sanguineo, especialmente na
microcirculagdo, devido a coagulacdo intravascular disseminada, alteragdo da resisténcia

vascular, danos as células endoteliais, hipoperfusdo tecidual e alteragdes na membrana de



19

hemadcias de pacientes sépticos, ocasionando congestdo vascular e reducdo da resposta imune
regulatoria (MOUTZOURI et al., 2008).

Portanto, sdo necessarios mais estudos afim de avaliar o impacto da diabetes sobre a
sepse, bem como, propor alternativas que melhorem a qualidade de vida de pacientes diabéticos,
reduzindo o prognostico desfavoravel quer por conta da possivel susceptibilidade as infeccoes,

quer pela predisposi¢ao a disfunc¢ao organica.

2.1.2 Modelos experimentais sepse e diabetes:

Os modelos experimentais de diabetes em animais, que retratam anormalidades
metabdlicas e a patogénese da doenga, bem como os modelos experimentais de sepse, que
auxiliam no conhecimento dos mecanismos inflamatdrios e processos infecciosos, t€ém sido muito
utilizados na pesquisa cientifica.

A sepse em humanos ¢ uma sindrome complexa que envolve diversos sistemas
organicos, em desiquilibrio por conta de uma resposta desregulada do organismo a infeccao.
Considerada terapeuticamente desafiadora e de estudo clinico complexo, varios modelos animais
tém sido utilizados para elucidar os mecanismos envolvidos na sepse experimental e para testar
possiveis agentes terapéuticos.

Os modelos experimentais de sepse podem ser divididos em 3 tipos:

- Sepse induzida por administracdo exdgena de uma toxina (por exemplo,
lipopolissacarideos, endotoxinas);

- Sepse induzida por administracdo exodgena de um microrganismo viavel, como
bactérias, fungos ou protozoarios, ou

- Sepse induzida pela alteracdo da barreira protetora endoégena do animal, resultante
de aumento na permeabilidade do coléon e da livre passagem de bactérias para o peritonio.
(BURAS et al., 2005).

O modelo de ligacdao e perfuragdo cecal (CLP), tem sido o mais utilizado, pois se
assemelha as situacdes de apendicite ou de diverticulite em humanos. A técnica consiste numa

pequena incisdo na parede abdominal do animal, seguida da exteriorizagdo do ceco e uma ligagado



20

abaixo da valvula ileocecal e perfuragdo intestinal, assegurando o extravasamento do contetdo
fecal para o peritonio (WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY, 1980).

As vantagens do modelo CLP estdo relacionadas a: - simplicidade para realizacdo; -
natureza polimicrobiana do foco infeccioso e alteragdes hemodindmicas, metabolicas e produgao
de mediadores, semelhantes a sepse em humanos (DEJAGER et al., 2011).

Em relagdo a indugdo de diabetes experimental, ha muitos tipos de indugdo, mas os
mais utilizados sdo aqueles que ocasionam anormalidades metabolicas, semelhantes as que ocorre
nos pacientes diabéticos, com objetivo de investigar novos agentes no tratamento da diabetes
(ASRAFUZZAMAN, 2017).

No processo de indugdo de diabetes tipo 2, tem se associado a estreptozotocina
(STZ), droga citotdxica para as c€lulas betas pancredtica, com a frutose na alimentagdo. Nesse
modelo experimental, a frutose ¢ responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia insulinica,
hiperglicemia e hiperlipidemia. Assim, a associacdo da frutose com baixas doses de
estreptozotocina, por um curto periodo, ¢ uma boa estratégia para avaliar o desenvolvimento de
novas drogas com agdo anti-diabetes (DAI et al., 1994; STARK; TIMAR; MADAR, 2000;
HININGER-FAVIER, et al., 2009; WILSON; ISLAM, 2012).

2.1.3 Uso de antimicrobianos na sepse

Diante da problematica apresentada e frente a elevada incidéncia e mortalidade por
sepse, aos altos custos e a dificuldade de implementar praticas rotineiras relacionadas aos
processos de assisténcia a pacientes sépticos, em 2004 foi lancada a Campanha de Sobrevivéncia
a Sepse (Surviving Sepsis Campaign- SSC), formulada por diversas sociedades mundiais e com
apoio do Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS), a partir de entdo foram publicadas as
diretrizes para o tratamento da sepse, depois revisadas em 2008, 2012 e 2016 (RHODES et al.,
2017).

A SSC tem defendido a antibioticoterapia precoce, baseando-se em evidéncias de
que a administracdo de antibidticos de largo espectro, na primeira hora de diagndstico ¢

responsavel pela redugdo da carga bacteriana e fundamental para o controle da resposta
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inflamatdria. A campanha “Sobrevivéncia a Sepse” considera tal recomendagdo como essencial
para pacientes com sepse ou em choque séptico (RHODES et al., 2017).

Em 2014, um estudo retrospectivo realizado a partir de dados da SSC mostrou que o
atraso na administracdo de antibidticos esta associado ao aumento da mortalidade hospitalar.
Além disso, a cada hora de atraso na administragdo de antibioticos ha um aumento linear na
mortalidade por sepse, ressaltando a importancia na identificacdo e tratamento de pacientes
sépticos no ambiente hospitalar (FERRER et al., 2014).

A escolha do antimicrobiano deve levar em consideracdo padrdes locais de
resisténcia, pois a terapia empirica tem sido associada a maior resisténcia de microrganismos. Sao
exemplos: a mutacdo genética em Staphylococcus aureus, que conferiu resisténcia aos
antibidticos P-lactamicos; ou a ocorrida em FEnterococus, que o0s tornou resistentes a
Vancomicina. Portanto, ¢ importante considerar os fatores de risco, o historico anterior dos
pacientes, incluindo o uso de terapia antimicrobiana, hospitalizacdo prévia e resultados de
exames microbioldgicos anteriores (KEELEY; HINE; NSUTEBU, 2017).

Por outro lado, com o surgimento e a rapida disseminacdo de microrganismos
resistentes as diversas classes de medicamentos, a abordagem para o tratamento de infecdes
bacterianas e terapias antimicrobianas precisam ser redefinidas, principalmente no que concerne
ao uso combinado de antibioticos (AHMED et al., 2014). Surge dessa forma, a preocupacdo em
buscar alternativas, ou terapias complementares, como uso plantas medicinais, fomentando o
conhecimento cientifico acerca das propriedades terapéuticas, quimicas e farmacologicas.

Nesse contexto, pesquisas realizadas pelo nosso grupo (SILVA et al., 2016)
demonstraram a atividade antimicrobiana dos extratos das flores, folhas e cascas de Anacardium
occidentale L. contra espécies bacterianas previamente isolada de infec¢cdes humanas. A eficacia
de inibi¢do evidenciada nos extratos das flores, nos motivou a avaliar a eficacia desse extrato nas

infeccdes in vivo, utilizando o modelo de sepse polimicrobiana em camundongos diabéticos.

2.2 Anacardium occidentale L.

Anacardium occidentale L., conhecida popularmente por cajueiro, caju, acajaiba,

caju-ando, ¢ uma espécie origindria do Brasil, com ampla distribuicdo geografica no pais, € com



22

ocorréncias confirmadas em todos os estados. O maior nimero de exemplares e a maior
diversidade de Anacardium occidentale L. encontra-se no Nordeste brasileiro, incluindo o estado
do Maranhao (CRISOSTOMO et al., 2002; LUZ; PERINI, 2017).

A. occidentale L. € Unica espécie cultivada e a mais dispersa do género (BARROS et
al., 2002), pertence a familia Anacardiaceae, que compreende cerca de 70 géneros e entre 400 a
600 espécies. A diversidade de plantas do cajueiro tem sido agrupada em dois tipos: 0 comum € 0o
anao precoce (BARROS, 1993).

As plantas do tipo comum té€m altura média variando entre Sm e 8m, com didmetro da
copa em torno de 13 m, embora alguns exemplares possam atingir até 15m de altura com copa de
até 20m de didgmetro. (BARROS, 1995; CRISOSTOMO et al., 2003).0 cajueiro ando precoce
(Figura 1A) caracteriza-se pelo porte baixo, raramente ultrapassando os 5 m de altura e 8 m de
diametro de copa. Possui copa mais compacta e homogénea do que o cajueiro-comum
(ALMEIDA et al., 1995).

As flores sdo pequenas, curto-pediceladas, palidas, avermelhadas ou purpureas, apos
a fertilizagdo, dispostas em paniculas terminais, pedunculadas, ramificadas e bracteadas na parte
inferior, com o nimero de flores por panicula variando normalmente de 200 a 1.600 (BARROS,
1993). Recém-abertas apresentam coloracdo branco-esverdeada e, apos 24 horas, ja apresentam
coloragdo rosada (BARROS, 1988 — Figura 1 B). O caule, normalmente ¢ reto e alto, algumas
vezes tortuoso e baixo, dependendo da natureza do terreno. As folhas sdo simples, inteiras,
oblongas, alternas, pecioladas, obtusas, subconvexas, onduladas e glabras como mostra a Figura
1C (MAZZETTO; LOMONACO, 2009).

Figura 1. Aspectos gerais da arvore de A. occidentale. Cajueiro ando precoce (A), Flores (B) (Fonte: disponivel em:
www.agencia.cnptia.embrapa.br) e Folhas (C) (Fonte: Arquivo pessoal).
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Praticamente todas as partes do cajueiro sdo utilizadas: as folhas, flores, caule e da
castanha, ou fruto verdadeiro, obtém-se a améndoa e o liquido da casca da castanha, ambos sao,
em grande parte, exportados na forma de améndoa semi- processada e O6leo bruto,
respectivamente; o pseudofruto, ou pedinculo ¢ utilizado na obtengdo de inimeros produtos,
como a cajuina, o suco integral, néctares, licores, refrigerantes, aguardentes, sorvetes, doces entre

outros (AGOSTINI; SILVEIRA, 2004).

2.2.1 Componentes quimicos

Os estudos fitoquimicos da espécie 4. occidentale, de forma geral, tem sido realizado
a partir das cascas do caule, folhas, frutos, pseudofrutos e goma, dos quais foram isolados
diversos compostos quimicos, entretanto, poucos grupos avaliaram a quimica e o potencial
biologico das flores.

Recentemente, Vilar et al. (2016) utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para andlise de compostos fenolicos identificou a presenca de acido gélico,
catequina, epicatequina e epigalocatequina na casca do caule de A. occidentale. Associando em
parte esses compostos a agdo moduladora na reposta inflamatdria.

Chaves et al. (2010) isolaram e identificaram a presenca de uma mistura de acidos
anacardicos, com cadeia lateral insaturada, esteroides livres, glicolicosilados e esterificados com
acidos graxos em extrato das cascas. Por outro lado, no extrato etandlico do tegumento da
castanha de caju in natura foram identificados os esteroides sitosterol e estigmasterol, os
triterpenoides pentaciclicos como o lupeol e B-amirina e os flavandis: catequinas e epicatequina.
Além disso, o extrato etandlico das cascas do caule apresentou maior conteido de compostos
fenolicos e maior potencial antioxidante, segundo esses autores.

Silva et al. (2016) ao investigarem a composicdo quimica de extratos das flores,
folhas e cascas de Anacardium occidentale mostraram que todos eles apresentavam metabolitos
secundarios bioativos, como os compostos fenolicos, esteroides, triterpenos, saponinas,
flavondides e taninos hidrolisaveis e ndo hidrolisaveis, sendo que a presenga de muitos desses

compostos era mais fortemente positiva nas flores.
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2.2.2 Atividade antimicrobiana de Anacardium occidentale L.

Todas as partes de A. occidentale t€ém sido utilizadas em ensaios pré-clinicos, na
tentativa de elucidar as mais diversas propriedades farmacoldgicas dessa espécie vegetal.
Popularmente, infusdes ¢ chas da casca e das folhas sdo utilizados como analgésico, diurético,
enxaguante bucal, no tratamento da astenia, problemas respiratérios, gripe, bronquite, tosse,
escorbuto, eczema infantil, infeccdes genitais, sarna, doencas da pele, verrugas e feridas
(LORENZI; MATOS, 2002; MAZZETTO, 2009). E uma das 71 espécies vegetais incluidas na
Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009).

Segundo dados etnobotanicos a casca do caule ¢ utilizada para o tratamento de
doencas gastricas e inflamatorias, e as folhas sdo utilizadas para tratar hipertensdo, asma,
diabetes, bronquites e disturbios intestinais. (SOKENG et al., 2007). O fruto ¢ considerado
estimulante, anti-helmintico e também usado para tratar diarreias, febre, lepra, perda de apetite,
ulceras, verrugas (BORBA; MACEDO, 2006). O pseudofruto ¢ empregado como antissifilitico,
cicatrizante, ictericias e inflamagdes (LUZ, 2001).

A atividade antimicrobiana das vdrias partes de 4. occidentale vem sendo alvo de
prospeccao de produtos antibidticos. Segundo Kudi et al. (1999) o extrato etanolico das folhas e o
das cascas do caule de A. occidentale tem agdo antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados obtidos por Akinpelu (2001) demostraram a atividade antimicrobiana
do extrato metandlico da casca do caule de A. occidentale, para varios microorganismos, mas
sobretudo contra Klebsiella pneumoniae, resistente a Estreptomicina.O estudo realizado por
Aiswarya et al. (2011) comprovaram agdo antimicrobiana dos extratos obtidos a partir do
pseudofruto de A. occidentale para cepas Gram-positivas como Bacillus cerus (ATCC 11778) e
bactérias Gram-negativas como Klebsiella pneumoniae.

Ja em relagdo aos estudos utilizando extratos obtidos a partir das flores de A.
occidentale sao mais escassos. Todavia, Silva et al. (2016), realizaram testes avaliando
comparativamente a atividade antimicrobiana de extratos obtidos a partir da casca do caule,
folhas e flores de A. occidentale, mostraram que o extrato das flores apresenta um efeito

antimicrobiano mais potente pois foi efetivo contra 14 linhagens diferentes de bactérias,
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incluindo tanto cepas Gram-negativas, como Gram-positivas, além de também ser efetivo contra
Candida albicans e Candida tropicalis. Além disso, 0s mesmos autores comprovaram que o
extrato das flores também apresentava importante atividade antioxidante, e resultados mais
fortemente positivos quanto a presenca de metabolitos secundarios bioativos.

Os resultados em conjunto nos motivaram a investigar o potencial antimicrobiano do
extrato das flores in vivo, utilizando camundongos diabéticos, por serem também os mais

resistentes aos tratamentos com antimicrobianos.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito do tratamento com extrato das flores de Anacardium occidentale L.

em modelo experimental de sepse em camundongos diabéticos.

3.2 Especificos

v' Avaliar o efeito do extrato de 4. occidentale na sobrevida dos animais diabéticos
que desenvolveram sepse, considerando sua eficacia sobre a migracdo celular, efeito sobre o
exsudado inflamatorio peritoneal e a celularidade de diferentes 6rgaos e locais.

v' Quantificar a a¢do antimicrobiana do extrato de A. occidentale sobre as bactérias
causadoras da sepse.

v' Avaliar a produgdo de mediadores inflamatdrios.
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